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1 Einleitung 

1.1 Alterung 

Alterung ist ein fortschreitender, nicht umkehrbarer Prozess, der fast jeden Organismus und jedes 

Organ betrifft und schließlich mit dem Tod endet. Die Alterung stellt eine Ansammlung von 

Veränderungen dar und geht mit der Abnahme von einer großen Anzahl physiologischer Funktionen 

einher, was die Anfälligkeit für Krankheiten erhöht. Bessere Lebensbedingungen, die medizinische 

Weiterentwicklung und bessere hygienische Verhältnisse in gut entwickelten Ländern führen zur 

Verlängerung der durchschnittlichen Lebenserwartung, die aber wiederum ein erhöhtes Risiko für 

altersbedingte Krankheiten darstellt.  

Eine Vielzahl von Alterstheorien versucht auf zellulärer und molekularer Ebene den Prozess der 

Alterung zu beschreiben (Behl & Ziegler, 2014; Kirkwood & Austad, 2000), wobei keine dieser 

Theorien alleinig die Ursache der Alterung erklären kann. Vielmehr ist ein Zusammenspiel 

unterschiedlicher Faktoren für diesen Prozess verantwortlich. Die ‚Freie-Radikal-Theorie’ beschreibt 

die im Zuge der Alterung erfolgende Ansammlung von Sauerstoffradikalen und die damit 

entstehenden oxidativen Schäden der Zelle (Harman, 1956). Hayflick und Moorhead erläuterten im 

Jahre 1961 mit der ‚Hayflick limit theory of aging’ die begrenzte Teilungsfähigkeit von menschlichen 

Zellen (Hayflick & Moorhead, 1961). Die ‚DNA-Schaden-Theorie der Alterung’ setzt sich dagegen mit 

der Akkumulation von nicht reparierten, natürlich entstandenen DNA-Schäden als Ursache für die 

Alterung auseinander (Freitas & de Magalhaes, 2011). Die Grundlagen des ‚Hayflick Limits’ sowie der 

DNA-Schäden als Ursache für Alterung werden im Folgenden näher erläutert. 

 

1.1.1 Zelluläre Seneszenz 

Die zelluläre Seneszenz wurde erstmals 1961 von Hayflick und Moorhead beschrieben, als sie bei der 

Kultivierung von humanen fetalen Lungenfibroblasten eine begrenzte Teilungsfähigkeit 

beobachteten (Hayflick & Moorhead, 1961). Das Phänomen der replikativen Seneszenz wurde 

schließlich nach seinem Entdecker als ‚Hayflick limit’ bezeichnet. Diese Erkenntnis war neu, da man 

bis dahin von einer uneingeschränkten Proliferationskapazität von Zellen ausging. Nach Hayflick 

durchlaufen Fibroblasten eine bestimmte Anzahl an Zellteilungen (PDL; engl. population doubling 

level), wobei die Teilungsrate anfänglich sehr hoch ist, dann kontinuierlich abnimmt, bis die Zelle 

schließlich in einen irreversiblen Wachstumsarrest übergeht (Hayflick & Moorhead, 1961). Der 

Wachstumsarrest der seneszenten Zellen erfolgt in der G1-Phase des Zellzyklus (Sherwood et al, 

1988). Das Eintreten in diese postmitotische Phase geschieht innerhalb einer alternden Kultur 

asynchron, was bedeutet, dass jede Zelle zu einem individuellen Zeitpunkt in diese Phase eintritt, 

wodurch eine heterogene Kultur aus seneszenten und präseneszenten Zellen vorliegt. Dieser Arrest 
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ist irreversibel, da die Zellen nicht mehr auf Wachstumsfaktoren reagieren und daher die Zellteilung 

nicht wieder aufnehmen können (Matsuda et al, 1992). Dennoch bleiben die arretierten Zellen noch 

für eine gewisse Zeit stoffwechselaktiv (Campisi, 1996). Seneszente oder postmitotische Zellen 

müssen somit von mitotischen Zellen unterschieden werden, die für unbestimmte Zeit in einen 

reversiblen Zellzyklusarrest (G0-Stadium) übergehen können. Die Dauer unterscheidet sich je nach 

Zelltyp oder Ursache des Arrestes und kann durch physiologische Stimuli wieder rückgängig gemacht 

werden. Die Zellen können dann wieder in den Zellzyklus eintreten und weiter proliferieren (Campisi 

& d'Adda di Fagagna, 2007). Replikative Seneszenz ist nicht auf Fibroblastenzellen beschränkt, 

sondern auch bei anderen Zelltypen wie z. B. Keratinozyten, Endothelzellen oder Lymphozyten zu 

finden (Cristofalo et al, 2004).  

Neben dem Proliferationsstopp als auffälligstem Merkmal von seneszenten Zellen weisen diese noch 

eine Reihe weiterer charakteristischer Veränderungen ihrer Morphologie auf (Cristofalo, 1988; 

Cristofalo et al, 2004). Sie sind durch eine abgeflachte Struktur und eine Vergrößerung des 

Zellumfangs gekennzeichnet, was eine Abnahme der Zelldichte in einer Kultur zur Folge hat. 

Außerdem vergrößern sich der Zellkern und der Nukleolus. Intrazellulär werden die Veränderungen 

z. B. durch die erhöhte Anzahl von Mikrofilamenten und Vakuolen im Zytoplasma sowie eine erhöhte 

Anzahl an Lysosomen sichtbar.  

Zahlreiche physiologische und biochemische Veränderungen charakterisieren die zelluläre Seneszenz 

(Cristofalo  et  al,  2004;  Cristofalo  et  al,  1998).  So  wird  der  Zellzyklusarrest  durch  die  erhöhte  

Genexpression Zellzyklus-regulierender Proteine, wie z. B. p53, p16 oder p21, bewirkt (Kuilman et al, 

2010). Ebenso wird die -Galaktosidase in gealterten Zellen verstärkt exprimiert (Dimri et al, 1995). 

Die genannten Gene dienen damit auch als Marker zum Nachweis der Seneszenz. Der 

altersassoziierte Proliferationsarrest steht außerdem in Zusammenhang mit Defekten in der 

Weiterleitung äußerer Faktoren über Signaltransduktionswege, deren Aktivität im Zuge der 

replikativen Seneszenz verringert ist (Kim et al, 2000; Lim et al, 2000; Tresini et al, 2001). Zusätzlich 

stellt eine veränderte Degradation von intrazellulären Proteinen einen weiteren altersassoziierten 

Unterschied dar (Gamerdinger et al, 2009; Sitte et al, 2000).  

Als Hauptgrund für die Ausprägung des seneszenten Proliferationsstopps wird die Verkürzung der 

Telomere angesehen. Telomere werden aufgrund der unvollständigen Replikation im Bereich der 

Chromosomenenden mit zunehmender Anzahl an Zellteilungen verkürzt. Im Gegensatz zu z. B. 

Keimzellen wird in den meisten somatischen Zellen keine Telomerase exprimiert, die für die 

Verlängerung der Chromosomenenden verantwortlich ist (Herbig et al, 2006). Dies macht die 

Telomere zu einer Art ‚biologischen Uhr’, die die Anzahl der Zellteilungen einschränkt. Zelluläre 

Seneszenz kann unabhängig von einer Telomerverkürzung auch durch verschiedene Stressfaktoren 

ausgelöst werden, was demzufolge als ‚Stress induzierte, vorzeitige Seneszenz’ (SIPS, engl. stress-
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induced premature senescence) bezeichnet wird. Zellen, die der replikativen Seneszenz und der SIPS 

unterliegen, teilen Eigenschaften wie Wachstumsarrest, Morphologie, erhöhte -Galaktosidase-

Aktivität oder die Expression altersassoziierter Gene (Toussaint et al, 2000). Zu den Induktoren der 

SIPS zählen z. B. oxidativer Stress, ionisierende Strahlung oder DNA-schädigende Agenzien.  

Im Verlauf der Alterung akkumulieren seneszente Zellen in verschiedenen Geweben (Baker et al, 

2011;  Herbig  et  al,  2006;  Jeyapalan et  al,  2007).  Außerdem ist  bekannt,  dass  die  zelluläre  Alterung 

von Hautfibroblasten von Patienten mit einem Progeroid-Syndrom (verfrühte Alterung) in vitro 

beschleunigt ist (Davis et al, 2007). Daher wird angenommen, dass die zelluläre Seneszenz für die 

Alterung von Organismen verantwortlich ist (Chen et al, 2007).  

 

1.1.2 DNA-Schäden 

DNA ist der Träger der genetischen Information und für die Zelle von entscheidender Bedeutung. Die 

Stabilität und Integrität des genomischen Materials spielt eine bedeutende Rolle für die exakte 

Funktion der zellulären Prozesse sowie für die Übertragung auf Tochterzellen.  

1.1.2.1 Ursachen von DNA-Schäden und DNA-Schadensantwort 

Die Zelle wird kontinuierlich durch spontane Prozesse (Hydrolyse von Nukleotiden) sowie durch 

endogene (intrazelluläre metabolische Prozesse) oder exogene (Umweltfaktoren) Quellen 

angegriffen, die die DNA auf vielfältige Weise schädigen können und damit die Stabilität der DNA 

beeinträchtigen. Endogene Faktoren, die für die Schädigung der DNA verantwortlich sind, sind zum 

einen Nebenprodukte von intrazellulären Stoffwechselprozessen wie der Atmungskette oder der 

Lipidperoxidation. Dabei können reaktive Sauerstoffspezies (ROS, engl. reactive oxygen species) wie 

Wasserstoffperoxid (H2O2) oder Hydroxylradikale (OH•) gebildet werden, die zu oxidativen Schäden 

führen (De Bont & van Larebeke, 2004; Luczaj & Skrzydlewska, 2003). Zum anderen führen auch 

spontan auftretende Prozesse zur Schädigung der DNA (Gates, 2009). Dazu zählen z. B. die 

Depyrimidierung oder Depurinierung, bei denen es zu einer hydrolytischen Spaltung der 

glykosidischen Bindung zwischen Base und dem Zucker-Phosphatrest kommt. Die entstehenden 

basenfreien Bereiche werden als apyrimidinische/apurinische (AP)-Läsionen bezeichnet. Bei der 

ebenfalls spontan erfolgenden Deaminierung wird die Aminogruppe der Basen Cytosin, Adenin oder 

Guanin abgespalten. Das bei der Deaminierung von Cytosin entstehende Uracil wird jedoch von DNA-

Raparaturmechanismen erkannt und schließlich entfernt. Wird dagegen 5-Methylcytosin deaminiert, 

entsteht die DNA-Base Thymin. Diese wird nicht als Schaden erkannt und verbleibt fälschlicherweise 

in der DNA, was zu einer Fehlpaarung führt. Des Weiteren können DNA-Schäden auch während des 

Replikationsprozesses entstehen, die in Form von Basenfehlpaarungen, Insertionen oder Deletionen 

auftreten.  
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Daneben können auch exogene Quellen, also Umweltfaktoren wie ultraviolette (UV)- oder 

ionisierende Strahlung (z. B. Röntgen- oder Gammastrahlung) sowie chemische Agenzien für Schäden 

in der DNA verantwortlich sein (Friedberg et al, 2004). Ionisierende Strahlung führt zur Bildung von 

Sauerstoffradikalen und damit zu oxidativen Schäden. Bei starker ionisierender Strahlung können 

außerdem Einzel- und Doppelstrangbrüche entstehen. Durch UV-Licht kommt es häufig zur Bildung 

von Dimeren zwischen zwei benachbarten Pyrimidinen, insbesondere Thyminen, was den Abbruch 

der DNA-Replikation im folgenden Replikationszyklus zur Folge hat. Es gibt außerdem zahlreiche 

Agenzien, die DNA-Schäden verursachen. Die Art der Schäden durch Chemikalien ist vielfältig und 

beinhaltet sowohl Fehlpaarungen, wie z. B. durch Basenanaloga, als auch DNA-Strangbrüche oder die 

Interkalation der Chemikalien in die DNA. 

 

Jede Zelle ist vielen tausend endogenen und exogenen Angriffen ausgesetzt, die täglich bis zu 105 

DNA-Schäden verursachen (Giglia-Mari et al, 2011). Besonders schwerwiegend können diese 

Schäden sein, wenn dadurch die Replikation oder Transkription beeinflusst wird. Nicht oder nicht 

vollständig reparierte DNA-Schäden können schließlich zu Mutationen und 

Chromosomenaberrationen führen. Damit das Überleben von Zellen und Organismen gewährleistet 

werden kann, muss die genetische Information exakt auf die Tochterzellen übertragen werden. 

Eukaryoten haben dafür komplexe Mechanismen entwickelt, die den Schaden erkennen und in eine 

adäquate Antwort übersetzen, was zusammengefasst als DNA-Schadensantwort (DDR, engl. DNA 

damage response) bezeichnet wird (Jackson & Bartek, 2009; Shiloh, 2003). Dabei spielen Zellzyklus-

Kontrollpunkte sowie DNA-Reparaturmechanismen eine besondere Rolle (Giglia-Mari et al, 2011).    

Die DNA-Schadensantwort stellt einen Signaltransduktionsweg dar, der sich aus Sensoren, 

Transduktoren, Mediatoren und Effektoren zusammensetzt (Abb. 1-1). Nach Erkennung eines DNA-

Schadens durch Sensorproteine erfolgt die Signalweiterleitung mithilfe einer 

Phosphorylierungskaskade über Transduktorproteine, zu denen die Serin/Threonin Proteinkinasen 

ATM (engl. ataxia telangiectasia mutated), ATR (engl. ATM and Rad3 related) und DNA-PK (DNA-

abhängige Proteinkinase) gehören. Die Signale werden dann mittels Phosphorylierung von 

Mediatorproteinen zu den Effektorproteinen weitergeleitet. Diese aktivieren Zielproteine, die zum 

Zellzyklusarrest führen oder, bei zu schwerwiegenden Schäden, die Apoptose einleiten. Der 

Zellzyklusarrest verhindert, dass die geschädigte DNA verdoppelt und auf die Tochterzellen 

übertragen wird und gibt der Zelle Zeit, den Schaden zu beheben. Zellzykluskontrollpunkte befinden 

sich bei dem Übergang von der G1/S-Phase, innerhalb der S-Phase sowie bei dem Übergang der S/M-

Phase und der M/G2-Phase (Sancar et al, 2004).  
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Abb. 1-1 Signaltransduktionsweg der DNA-Schadensantwort  
Signalweiterleitung nach DNA-Schädigung über Transduktoren wie ATM oder ATR und über Mediatoren bis hin 
zu Effektoren, die nachgeschaltet Proteine aktivieren, um eine adäquate zelluläre Antwort wie Zellzyklusarrest, 
zelluläre Seneszenz oder Apoptose auszulösen. Aus d'Adda di Fagagna, 2008. 
 

1.1.2.2 DNA-Reparatur 

Durch die Vielfältigkeit der DNA-Schäden haben sich in eukaryotischen Zellen zahlreiche spezifische 

und hoch konservierte DNA-Reparaturmechanismen entwickelt. Neben der direkten Beseitigung von 

DNA-Modifikationen durch spezifische Enzyme wie z. B. die Photolyase, die Pyrimidindimere auflöst 

(Sancar, 2008), können bei der DNA-Reparatur vier wichtige Reparaturmechanismen unterschieden 

werden (Tab. 1-1). 

Einzelstrangbrüche sowie Veränderungen von Basen wie bei der Deaminierung oder der 

hydrolytischen Abspaltung von Nukleotiden werden durch die Basenexzisionsreparatur (BER) 

behoben (Lindahl & Barnes, 2000). Die Nukleotidexzisionsreparatur (NER) kommt z. B. bei 

Verlinkungen von Basen innerhalb eines DNA-Stranges oder bei der Bildung von Dimeren 

benachbarter Basen zum Einsatz. Fehlpaarungen innerhalb der DNA, wie sie bei der Deaminierung 

von Basen oder im Verlauf der Replikation auftreten können, sowie Insertionen und Deletionen 

werden durch die Fehlpaarungsreparatur (MMR, engl. mismatch repair) beseitigt (Jiricny, 2006). Alle 

drei Reparaturwege benötigen zahlreiche Proteine, die in einer Kaskade von nachgeschalteten 

Reaktionen agieren. Vereinfacht gesagt werden bei diesen Wegen einzelne Basen mittels der BER 

oder mehrere Nukleotide um den Bereich des DNA-Schadens mittels der NER und der MMR entfernt 

und anhand des komplementären DNA-Stranges ersetzt.  

Ein weiterer Mechanismus ist für die Reparatur von Doppelstrangbrüchen in der DNA verantwortlich. 

Doppelstrangbrüche stellen die schwerwiegendsten Schäden der DNA dar, weil hier beide Stränge 

betroffen sind. Dadurch kann es leicht zu Translokationen oder zu einer chromosomalen 



Einleitung 

 6

Fragmentierung kommen, weshalb eine schnelle Reparatur notwendig ist. Bei der Reparatur von 

DSBs können zwei Reparaturwege, die Homologe Rekombination (HR) und die Nicht-homologe 

Endverknüpfung (NHEJ, engl. non homologous end joining), voneinander unterschieden werden 

(Khanna & Jackson, 2001). Bei der HR dient die intakte homologe Region des Schwesterchromatids 

als Vorlage für die Reparatur. Bei der NHEJ werden die beiden Enden des Bruches wieder 

miteinander verbunden, was eine hohe Fehleranfälligkeit birgt (Khanna & Jackson, 2001). 

 

Tab. 1-1 Liste der unterschiedlichen DNA-Reparaturmechanismen 

DNA-Reparaturmechanismus Art des Schadens 
Basenexzisionsreparatur (BER) Veränderte Basen 

AP-Stellen 
Einzelstrangbrüche 

Nukleotidexzisionsreparatur (NER) Vernetzung innerhalb eines DNA-Stranges 
Pyrimidindimere 
Einzelstrangbrüche 

Fehlpaarungs-Reparatur (MMR) Basen-Fehlpaarung 
Insertionen 
Deletionen 

Homologe Rekombination (HR)  
Nicht-homologe Endverknüpfung (NHEJ) 

Vernetzung zwischen komplementären DNA-Strängen 
Doppelstrangbrüche 

 

Eine der schnellsten Antworten auf DNA-Strangbrüche, die innerhalb von Sekunden nach Entstehung 

des Schadens beginnt, stellt die Phosphorylierung der Histonvariante H2A.X dar, wobei H2A.X 

entsteht (Rogakou et al, 1998). Diese Modifikation erfolgt innerhalb einer spezifischen 

Konsensussequenz am Serin 139 der C-terminalen Region und wird je nach Ursache des Strangbruchs 

durch die Proteinkinasen ATM, ATR oder DNA-PK (Stiff et al,  2004; Ward & Chen, 2001) katalysiert. 

Die Bildung von H2A.X hat die Lockerung des Chromatins zur Folge und dient als Andockstelle für die 

Rekrutierung von weiteren Sensorkomplexen der DDR, die das Signal amplifizieren. Die 

Phosphorylierung findet somit zunächst im Bereich des DNA-Schadens statt und weitet sich 

schließlich auf einen größeren Chromatinbereich von mehreren Megabasen aus (Rogakou et al, 

1999). Diese Bereiche können mittels Immunfluoreszenz als definierte Punkte ( H2A.X-Foci) sichtbar 

gemacht werden, wobei sich die Anzahl der Foci proportional zu der Häufigkeit der 

Doppelstrangbrüche verhält (Rogakou et al, 1999). H2A.X scheint dabei allerdings nicht essentiell für 

die Reparatur zu sein, sondern macht die Reparatur effizienter (Celeste et al, 2002). Neben 

Doppelstrangbrüchen kann es auch bei weiteren Prozessen wie der DNA-Fragmentierung oder der 

Alterung zu der Bildung von H2A.X kommen (Rogakou et al, 2000; Wang et al, 2009). 

 

Kann ein DNA-Schaden erfolgreich repariert werden, nimmt die Zelle ihre Teilungsaktivität wieder 

auf. Ist die Reparatur nicht möglich, weil die Schäden zu schwerwiegend sind oder Defekte in den 

Reparaturmechanismen auftreten, verbleibt die Zelle im Zellzyklusarrest und es werden Seneszenz 
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oder Apoptose eingeleitet (Best, 2009). Wird beschädigte DNA repliziert, können permanente 

Mutationen entstehen, die zu zellulären Fehlfunktionen und schließlich zu vielen verschiedenen 

Krankheiten führen können (Abb. 1-2). 

 

 
Abb. 1-2 Schematische Darstellung der Ursachen von DNA-Schäden und der Zellantwort 
Die verschiedenen Arten von DNA-Schäden haben unterschiedliche zelluläre Antworten zur Folge. Im Fall von 
reparablen DNA-Schäden werden Zellzyklus-Kontrollpunkte aktiviert und es kommt zur Reparatur der DNA, was 
das Überleben der Zelle ermöglicht. Sind die DNA-Schäden zu schwerwiegend und nicht reparabel, führt die 
Aktivierung eines apoptotischen Signalweges entweder zum Zelltod oder es verbleiben Mutationen im Erbgut, 
die eine maligne Transformation der Zellen zur Folge haben. Aus Shiloh, 2003. 
 

1.1.2.3 DNA-Schäden als Ursache für Alterung 

Die Akkumulation von DNA-Schäden im Verlauf der Alterung wird als eine Ursache für zelluläre 

Veränderungen und dem damit einhergehenden Alterungsprozess angesehen. Dieser Umstand wird 

mit der ‚DNA-Schaden-Theorie der Alterung’ beschrieben (Freitas & de Magalhaes, 2011).  

Grund für die Ansammlung von DNA-Schäden kann die im Alter erhöhte Produktion von reaktiven 

Sauerstoffspezies darstellen, die zytotoxischen oxidativen Stress in der Zelle verursacht. 

Verantwortlich dafür scheint eine altersbedingte reduzierte Funktion der Elektronentransportkette 

zu sein (Zahn et al, 2006). Die Abnahme der Effektivität des Antioxidans-Systems wird als Ursache für 

das  erhöhte Aufkommen von ROS allerdings  kontrovers  diskutiert  (Chen et  al,  2007).  Des  Weiteren 

kann die Akkumulation von DNA-Schäden im Alter teilweise durch eine verringerte Expression von 

DNA-Reparatur-Proteinen verursacht werden (Goukassian et al, 2000). Vielmehr jedoch ist der 

Funktionsverlust verschiedener DNA-Reparatursysteme verantwortlich für die geringere Reparatur-
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Kapazität. Eine besondere Bedeutung spielen dabei Defekte in BER, NER und NHEJ (Freitas & de 

Magalhaes, 2011). Beispielsweise zeigen die DNA-Polymerase  und die DNA-Ligase, die bei der BER 

involviert  sind,  eine  geringere  Aktivität  im  Alter  (Krishna  et  al,  2005).  Der  für  die  DSB-Reparatur  

verantwortliche Mechanismus NHEJ ist in seneszenten Zellen weniger effizient und fehleranfälliger 

(Seluanov et  al,  2004).  Ein  weiteres  Beispiel  stellt  die  Histon-Deacetylase SIRT6 aus  der  Familie  der  

Sirtuin-Proteine dar. SIRT6 ist hauptsächlich im Zellkern lokalisiert (Liszt et al, 2005) und dort an 

Chromatin gebunden (Mostoslavsky et al, 2006). Das Enzym spielt bei der BER und der DSB-Reparatur 

eine Rolle (McCord et al, 2009). So zeigen Mäuse, die defizient für SIRT6 sind, eine verfrühte Alterung 

(Mostoslavsky et al, 2006). 

Verschiedene Krankheiten sind bekannt, bei denen Patienten eine Ansammlung altersspezifischer 

Merkmale erfahren, was insgesamt zu einer verfrühten Alterung führt. Diese werden als Progeroid-

Syndrome bezeichnet, wobei die meisten Defekte in Genen für DNA-Reparatur-Proteine aufweisen. 

Beispiele dieser Krankheiten sind das Werner-Syndrom, Ataxia telangiectasia, Xeroderma 

pigmentosum oder das Cockayne-Syndrom (Freitas & de Magalhaes, 2011). 

 

1.2    -Synuclein 

1.2.1 Die Synuclein-Familie 

Zu der Familie der humanen Synucleine gehören die drei homologen Proteine -, - und -Synuclein 

(Clayton & George, 1998). Im Jahr 1988 wurde das erste Synuclein-Protein mit einer Länge von 143 

Aminosäuren von Maroteaux und seinen Kollegen in dem elektrischen Organ des kalifornischen 

Zitterrochens Torpedo californica sowie im Gehirn von Ratten entdeckt und mittels eines Antiserums 

gegen cholinerge Vesikel isoliert. Aufgrund seiner Lokalisation in Synapsen und der Kernmembran 

wurde diesem Protein der Name ‚Synuclein’ zugeschrieben (Maroteaux et al, 1988). In den folgenden 

Jahren kam es zu der Entdeckung weiterer Synucleine, die diesen aber zunächst nicht zugeordnet 

werden konnten und deshalb in der Literatur mit unterschiedlichen Namen zu finden sind. So wurde 

1990 ein Protein bestehend aus 134 Aminosäuren in dem Gehirn von Rindern und Ratten entdeckt 

(Nakajo et al, 1990), welches durch weitere Untersuchungen als ein phosphoryliertes, 14 kDa großes 

Protein identifiziert werden konnte und ihm somit der Name Phosphoneuroprotein-14 (PNP-14) 

zugeteilt wurde (Nakajo et al, 1993; Shibayama-Imazu et al, 1993). Gleichzeitig wurde ein bis dahin 

unbekanntes Peptid, das in den Amyloid-Plaques von Patienten der Alzheimer-Krankheit vorkommt, 

untersucht. Mithilfe dieses zirka 35 Aminosäure langen Peptids, welches als NAC (non-amyloid- -

component of Alzheimer’s disease amyloid)-Fragment bezeichnet wurde, konnte ein 140 

Aminosäuren langes Vorläufer-Protein, NACP (NAC precursor),  isoliert  werden  (Ueda  et  al,  1993).  

Durch die weitere Isolierung von 134 und 140 Aminosäuren langen Proteinen aus dem menschlichen 
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Gehirn, die homolog zu dem PNP-14- bzw. zu dem Vorläufer-Protein und dem von Maroteaux 

isolierten Protein aus der Ratte waren, wurden diese Proteine erstmals in eine Familie von humanen 

Synucleinen zusammengefasst. Es folgte schließlich die Einteilung in - und -Synuclein (Jakes et al, 

1994). Einige Jahre später wurde im Zuge der Untersuchung einer cDNA-Bibliothek aus gesunder 

Brust und Brust-Karzinomen ein spezifisch in Brustkrebs überexprimiertes Gen namens BCSG-1 (engl. 

breast cancer-specific gene) beschrieben (Ji et al, 1997). Aufgrund seiner Homologie zu dem NAC-

Fragment der A -Plaques wurde dieses Protein schließlich als weiteres Mitglied der Synuclein-Familie 

identifiziert und -Synuclein benannt (Lavedan et al, 1998). Das gleiche Protein, welches zunächst 

den Namen Persyn erhielt, wurde im Nervensystem von Mäusen und Ratten entdeckt (Buchman et 

al, 1998). Ein weiteres Protein aus den Retinazellen wurde Synoretin genannt (Surguchov et al, 1999). 

Nach dieser Einordnung entspricht das zuerst entdeckte Synuclein aus dem Zitterrochen ebenfalls 

dem menschlichen -Synuclein. Ein weiteres Ortholog zu -Synuclein namens Synelfin wurde auch in 

anderen Organismen wie dem Kanarienvogel Serinus canaria entdeckt (George et al, 1995). Die 

Proteine der Synuclein-Familie wurden bislang nur in Vertebraten beschrieben und konnten nicht in 

niederen Organismen wie E. coli, Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans oder Drosophila 

melanogaster nachgewiesen werden. 

 

1.2.2 Struktur und physikalische Eigenschaften von -Synuclein 

Das menschliche -Synuclein-Gen ist auf dem Chromosom 4q21.3-q22 lokalisiert (Chen et al, 1995) 

und überspannt einen Bereich von 111 Kilobasen (kb) (Abb. 1-3 a). Die beiden weiteren Synuclein-

Mitglieder werden von unterschiedlichen Genen kodiert. -Synuclein befindet sich auf dem 

Chromosom 5q35 (Spillantini et al, 1995) und -Synuclein ist auf dem Chromosom 10q23.2-q23.3 

lokalisiert (Ninkina et al, 1998). Das Gen für -Synuclein (SNCA) setzt sich aus insgesamt sieben Exons 

zusammen, wobei fünf davon den Protein kodierenden Bereich bilden (Abb. 1-3, b und c). Mit einer 

Länge von 140 Aminosäuren und einem Molekulargewicht von 14 kDa ist -Synuclein ein 

verhältnismäßig kleines Molekül. Die 140 Aminosäuren lange Form wird am häufigsten transkribiert 

und ist das vollständige SNCA-Transkript. Bislang sind noch drei weitere Isoformen mit Längen von 

98, 112 und 126 Aminosäuren bekannt, die durch alternatives Spleißen der Exons drei und fünf 

entstehen (Beyer & Ariza, 2013). Unter physiologischen Bedingungen liegt -Synuclein ungefaltet vor 

und besitzt keine typische Sekundärstruktur, sondern bildet nur zufällig verwundene Strukturen 

(random coils) aus (Davidson et al, 1998; Weinreb et al, 1996). Die Bildung einer Sekundärstruktur 

hängt dabei von den das Protein umgebenden Bedingungen ab (Davidson et al, 1998).  
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Abb. 1-3 Schematische Darstellung des menschlichen -Synuclein  
a) Lokalisation von -Synuclein in der chromosomalen Region 4q21.3-q22, die einen Bereich von 111 kb 
überspannt. Darunter ist die Genorganisation von -Synuclein in 5’-3’-Richtung dargestellt. b) Organisation der 

-Synuclein-mRNA bestehend aus den Exons zwei bis sechs. c) Darstellung des Volllängen-Proteins mit einer 
Länge von 140 Aminosäuren und der Unterteilung des Proteins in eine amphipathische N-terminale Region, 
eine NAC-Domäne und den sauren C-terminalen Bereich. In der N-terminalen Region sind außerdem die drei 
zuerst entdeckten Mutationen A53T, A30P und E46K eingezeichnet. Tyr125 und Ser129 stellen die Nitrierungs- 
bzw. Phosphorylierungsstellen im C-terminalen Bereich dar. Aus Venda et al, 2010. 
 

Die Sequenz von -Synuclein kann in drei unterschiedliche Bereiche unterteilt werden: die 

amphipathische aminoterminale (N-terminale) Domäne, die zentrale NAC-Domäne und die 

carboxyterminale (C-terminale) Region (Abb. 1-3). Der hoch konservierte aminoterminale Bereich 

(Aminosäuren 1 bis 60), der allen drei Synuclein-Mitgliedern gemeinsam ist, enthält vier der 

insgesamt sieben ungleichen Wiederholungssequenzen bestehend aus einer Konsensussequenz mit 

der Aminosäurefolge KTKEGV (George et al, 1995). Diese Sequenz befähigt das ungefaltete Protein 

zur Ausbildung der amphipathischen -Helices, die für die Bindung an säurereiche Phospholipid-

Vesikel oder für die Interaktionen mit anderen Proteinen verantwortlich sind (Davidson et al, 1998; 

Eliezer et al, 2001). Die Bindung des Proteins an Lipide hat dabei eine deutliche Veränderung der 

Sekundärstruktur zur Folge, bei der der Anteil der -Helices innerhalb des Proteins von 3 % auf über 

70 % ansteigt (Perrin et al, 2000). Viele physiologische Funktionen, die -Synuclein zugeschrieben 

sind, werden auf die Fähigkeit zur Bindung von Phospholipiden zurückgeführt (Chandra et al, 2005). 

Innerhalb der N-terminalen Region befinden sich außerdem die bislang bekannten, beim Menschen 

beschriebenen Mutationen A53T (Polymeropoulos et al, 1997), A30P (Kruger et al, 1998), E46K 

(Zarranz et al, 2004), G51D (Lesage et al, 2013) und H50Q (Appel-Cresswell et al, 2013; Proukakis et 

al, 2013) von -Synuclein (siehe Abschnitt 1.2.3). Die zentrale Domäne von -Synuclein (Aminosäuren 
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61 bis 95), die aufgrund ihres Vorkommens in amyloiden Plaques von Patienten der Alzheimer-

Krankheit auch als NAC-Domäne bezeichnet wird, stellt die am stärksten hydrophobe Region des 

Proteins dar. Diese Domäne ist charakteristisch für -Synuclein und unterscheidet sich von den 

beiden anderen Synucleinen  und  durch die Ausbildung von geordneten fibrillären Strukturen 

sowie -Faltblatt-Strukturen (Goedert, 2001). Die C-terminale Domäne (Aminosäuren 96 bis 140) 

stellt den am wenigsten konservierten Bereich des Proteins dar und ist sehr variabel in Größe und 

Sequenz. Aufgrund des hohen Gehalts an sauren Aminosäuren ist diese Sequenz stark negativ 

geladen. Sie reguliert das Aggregationsverhalten des Volllängen-Proteins (Murray et al, 2003). Ein Teil 

dieser Region ist verantwortlich für die Chaperon-ähnliche Funktion von -Synuclein (Weinreb et al, 

1996). Dies wurde durch den Verlust der Chaperonaktivität nach Deletion des C-terminalen Bereichs 

bestätigt (Kim et al, 2002). Innerhalb des C-Terminus können außerdem zahlreiche 

posttranskriptionelle Modifikationen angefügt werden, die das Aggregationsverhalten und das 

Interaktionsverhalten von -Synuclein beeinflussen. Dazu zählen z. B. Phosphorylierung an Ser87, 

Ser129, sowie an Tyr125, Tyr133 und Tyr135 oder Nitrierungen an den Aminosäuren Tyr39, Tyr125, 

Tyr133 und Tyr136 (zusammengefasst in Beyer & Ariza, 2013). 

-Synuclein wird hauptsächlich im Gehirn, insbesondere im Striatum, Neocortex, Hippocampus, 

Thalamus, Cerebellum und der Substantia nigra, exprimiert. Das Protein kommt in allen subzellulären 

Kompartimenten vor, ist aber hauptsächlich in den präsynaptischen Endigungen lokalisiert, wo es mit 

den synaptischen Vesikeln (Clayton & George, 1999) und den Lipidrafts der Plasmamembran (Fortin 

et al, 2004) verbunden ist. Wie es der Name Synuclein impliziert, ist -Synuclein aber auch im 

Nukleus, sowohl in der Kernmembran als auch im Kerninneren, lokalisiert. 

Die Expression von -Synuclein ist jedoch nicht gehirnspezifisch. Das Protein kommt z. B. auch in 

Herz, Lunge, Pankreas, Nieren, Leber, Plazenta oder Skelettmuskeln vor, obwohl die Expression in 

diesen Geweben deutlich geringer als im Gehirn ist. Daneben konnte -Synuclein auch in 

verschiedenen hämatopoetischen Zelltypen wie Makrophagen, Lymphozyten, Thrombozyten, 

Monozyten oder Megakaryozyten nachgewiesen werden (Ltic et al, 2004; Ueda et al, 1993) . 

 

1.2.3 Funktion von -Synuclein 

Die physiologische Funktion von -Synuclein ist Gegenstand intensiver Forschungsarbeiten, konnte 

bislang jedoch nicht vollständig aufgeklärt werden. Mithilfe einer Microarray-Studie von 

dopaminergen Neuroblastom-Zellen konnte nach Herunterregulation von -Synuclein mittels siRNA 

eine Veränderung der Expression von insgesamt 361 Genen (davon 279 hoch- und 82 

herunterreguliert) beobachtet werden, die an unterschiedlichen zellulären Prozessen beteiligt sind 

(Habig et al, 2009). Nach Unterteilung in Kategorien konnten die meisten dieser Gene funktionell der 

transkriptionellen Regulation zugeordnet werden. Z. B. verändert -Synuclein die Expression von 
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Genen wie c-fos. Dies erfolgt durch die verringerte Phosphorylierung von ERK und die damit 

abgeschwächte Signalweiterleitung bis hin zur Aktivierung von Elk-1, welches schließlich für die 

geringere Expression von c-fos verantwortlich ist (Iwata et al, 2001b). Regulierte Gene sind auch bei 

Prozessen wie der Modifikation von Proteinen, der Zellzyklusregulation, der intrazellulären 

Signalweiterleitung, der Proteindegradation oder der Apoptose involviert. Außerdem spielt ein Anteil 

der Gene eine Rolle bei dem Lipidmetabolismus, dem DNA- und RNA-Metabolismus oder der 

G-Protein-gekoppelten Signalweiterleitung und dem intrazellulären Proteintransport (Habig et al, 

2009).  

Da -Synuclein im Nervengewebe zirka 1 % des gesamten zytosolischen Proteins ausmacht (Iwai et 

al, 1995), fokussiert sich ein großer Teil der möglichen Funktionen in den Neuronen. So wird z. B. die 

neuronale Entwicklung und die synaptische Plastizität durch -Synuclein beeinflusst (Sidhu et al, 

2004). Ein Hinweis für eine mögliche Rolle bei der synaptischen Plastizität liefert die bei Zebrafinken 

verringerte Expression in Gehirnregionen während der Gesangsentwicklung (George et al, 1995). 

Innerhalb der Neurone ist -Synuclein hauptsächlich in den präsynaptischen Endigungen lokalisiert 

und dort mit den synaptischen Vesikeln assoziiert. Deshalb ist -Synuclein in fast alle Prozesse der 

Neurotransmission und des Vesikelzyklus, vom Transport innerhalb der Vesikel bis hin zur 

Neurotransmitterausschüttung und das Wiederbefüllen der Vesikel, involviert (Cheng et al, 2011).  

-Synuclein hemmt die Ausschüttung von Neurotransmittern sowie die Regeneration, genauer 

gesagt, das Wiederbefüllen der Vesikel (Abeliovich et al, 2000; Cabin et al, 2002). Dieser negative 

regulatorische Einfluss auf die Neurotransmission könnte durch die Bindung an die 

Vesikelmembranen und die dadurch erfolgte Hemmung der Phospholipase D2 (PLD2), die für den 

Transport der Vesikel verantwortlich ist, hervorgerufen werden (Jenco et al, 1998). Des Weiteren 

besitzt -Synuclein eine Chaperonaktivität und wirkt bei der Faltung und Rückfaltung von SNARE-

Proteinen (engl. soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein attachment protein receptor), die 

ebenfalls bei dem Vesikelzyklus eine Rolle spielen. Überexprimiertes -Synuclein kompensiert die 

Defizite bei CSP  (engl. cysteine string protein )-Knockout-Mäusen und verhindert die Degeneration 

oder das Absterben von Neuronen (Chandra et al, 2005). Des Weiteren inhibiert -Synuclein durch 

einen regulatorischen Einfluss auf die Expression und die Aktivität der Tyrosin-Hydroxylase (TH) die 

Synthese von Dopamin in dopaminergen Neuronen und beeinflusst damit den Gehalt des 

Neurotransmitters in diesen Zellen (Perez et al, 2002). 

Die offene und unstrukturierte Konformation von -Synuclein in Lösung war ein erster Hinweis auf 

eine mögliche Funktion von -Synuclein als Chaperon (Weinreb et al, 1996). Dies wird durch eine 

40 %ige Sequenzhomologie zwischen -Synuclein und der Chaperonfamilie 14-3-3 unterstützt 

(Ostrerova  et  al,  1999).  Das  Chaperon  14-3-3  ist  für  viele  regulatorische  Prozesse  wie  die  

Signaltransduktion und die Zellzykluskontrolle verantwortlich und spielt eine Rolle bei der 
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neuronalen Entwicklung (Fu et al, 2000). -Synuclein bindet 14-3-3-Proteine sowie einige 

Bindepartner von 14-3-3, die für das Zellüberleben von Bedeutung sind, u. a. die Proteinkinase C 

(PKC), ERK oder BAD (engl. Bcl-2-associated death promoter) (Ostrerova et al, 1999).  

Die Rolle von -Synuclein innerhalb der Synapse wird dennoch kontrovers diskutiert. Zum einen ist 

-Synuclein nur in Vertebraten exprimiert, was eine entscheidende Funktion des Proteins für z. B. die 

synaptische Transmission ausschließt. Zum anderen zeigen einige -Synuclein-Knockdown-Studien 

keinen deutlichen Einfluss auf die Funktionen in den Synapsen (Abeliovich et al, 2000). Auch der 

Doppel-Knockdown von - und -Synuclein lässt keinen besonderen Phänotyp in Bezug auf 

Veränderungen der synaptischen Funktionen erkennen (Chandra et al, 2004).  

Neben der Lokalisation in präsynaptischen Nervenenden wurde -Synuclein schon bei seiner 

Entdeckung im Jahre 1988 in der nukleären Membranhülle nachgewiesen, was ausschlaggebend für 

den Namen ‚Synuclein’ war (Maroteaux et al, 1988). Die Lokalisation im Zellkern konnte nachfolgend 

in verschiedenen Modellsystemen wie Mäusen (Goers et al, 2003; Masliah et al, 2000), Ratten (Mori 

et al, 2002; Zhang et al, 2008) und transgenen Drosophila-Fliegen (Kontopoulos et al, 2006), aber 

auch in  kultivierten Zellen (McLean et  al,  2000)  sowie Hefen (Liu  et  al,  2011)  bestätigt  werden.  Die  

Funktion von -Synuclein im Zellkern wurde bislang allerdings kaum untersucht, weshalb diese 

weitestgehend ungeklärt ist. Es konnte gezeigt werden, dass -Synuclein im Zellkern an Histone 

bindet (Goers et al, 2003) sowie mit der DNA interagiert und z. B. die Promotorregionen von PGC1  

(engl. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) und Notch 1 bindet 

(Desplats  et  al,  2012;  Hegde  et  al,  2010;  Siddiqui  et  al,  2012).  Außerdem  wurde  gezeigt,  dass  

-Synuclein in Folge von Stress verstärkt in den Zellkern wandert und dort entweder eine protektive 

Rolle spielt oder toxisch auf die Zelle wirkt (Zhou et al, 2013). So inhibiert -Synuclein z. B. die Histon-

Acetylierung, was die erhöhte Expression von neurotoxischen Genen zur Folge hat (Kontopoulos et 

al, 2006).  

 

1.2.4 Pathophysiologische Rolle von -Synuclein 

-Synuclein wurde einige Jahre nach seiner Entdeckung mit der Entstehung neurodegenerativer 

Erkrankungen in Verbindung gebracht. Verschiedene Hinweise deuteten dabei auf toxische 

Eigenschaften von -Synuclein hin. Der erste Anhaltspunkt für diese Korrelation kam durch die 

Beobachtungen von Ueda (Ueda et al, 1993), der ein bis dahin noch unbekanntes Peptid (genannt 

NAC) von 35 Aminosäuren aus den amyloiden Plaques von Patienten mit der Alzheimer-Krankheit 

untersuchte und diese als Domäne des heute bekannten -Synuclein identifizierte.  

Durch die Entdeckung von drei Punktmutationen (A53T, A30P und E46K) in der aminoterminalen 

Domäne des -Synuclein-Gens, die als Ursache für die seltene Form der familiären Parkinson-

Krankheit gelten (Kruger et al, 1998; Polymeropoulos et al, 1997; Zarranz et al, 2004), wurde die Rolle 
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von -Synuclein hinsichtlich der Ausprägung neurodegenerativer Erkrankungen weiter unterstützt. 

Den drei autosomal-dominant vererbten Mutationen ist ein früher Krankheitsbeginn und schwerer 

Krankheitsverlauf gemeinsam. Kürzlich wurden zwei weitere vererbbare Punktmutationen (G51D und 

H50Q) bekannt, die ebenfalls im aminoterminalen Bereich des -Synuclein-Gens lokalisiert sind 

(Appel-Cresswell et al, 2013; Lesage et al, 2013; Proukakis et al, 2013).  

In der sporadischen und familiären Form der Parkinson-Krankheit wurde -Synuclein als 

Hauptkomponente von Lewy-Körperchen, eosinophilen Proteinablagerungen, entschlüsselt 

(Spillantini et al, 1998b; Spillantini et al, 1997). Diese Ablagerungen sind nach Fritz Heinrich Lewy 

benannt, der schon im Jahre 1912 Proteineinschlüsse in verschiedenen Gehirnregionen von 

Parkinson-Patienten beschrieb (Lewy, 1912). Die Einschlusskörperchen wurden einige Jahre später 

von Tretiakoff dann auch in der Substantia nigra entdeckt (Tretiakoff, 1919). Neben -Synuclein 

konnten bislang 80 Proteine in Lewy-Körperchen identifiziert werden, darunter Ubiquitin, 

Hitzeschockproteine, ERK, Immunglobuline oder Tubulin (Wakabayashi et al, 2007). Mikroskopisch 

weisen Lewy-Körperchen eine charakteristische Struktur auf: sie unterteilen sich in einen dichten 

Kern und einen diesen umgebenden, weniger dichten Hof (Abb. 1-4a).  

 

a b
 

Abb. 1-4 Lewy-Körper und Lewy-Neuriten  
Immunfärbung mit einem Antikörper gegen -Synuclein zeigt Lewy-Körperchen (a) und Lewy-Neuriten (Pfeile in 
b) im Gehirn von Parkinson-Patienten. In a) ist deutlich die charakteristische Struktur eines Lewy-Körperchens 
mit einem dichten Kern (Pfeil) und einem etwas schwächeren Hof zu erkennen. Aus Licker et al, 2009. 
 

Neben der Parkinson-Krankheit sind noch weitere neurodegenerative Krankheiten durch 

unterschiedliche -Synuclein-Ablagerungen im Gehirn gekennzeichnet, die gemeinsam unter dem 

Namen Synucleinopathien zusammengefasst werden. Dazu zählen u. a. die Alzheimer-Krankheit, die 

Multiple System-Atropie, die Demenz mit Lewy-Körperchen, das Down-Syndrom und die 

Hallervorden-Spatz-Krankheit. Dabei scheint bei allen Krankheiten die Aggregation von -Synuclein in 

bestimmten Neuronengruppen die Ursache für die Pathogenität zu sein. Multiple System-Atropie ist 

dagegen durch zytoplasmatische Einschlüsse in Gliazellen und neuronalen Zellen charakterisiert 

(Spillantini et al, 1998a; Wakabayashi et al, 1998).  
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Ein bedeutsamer Durchbruch für das Verständnis der Rolle von -Synuclein bei der Entwicklung der 

Parkinson-Krankheit war die Entdeckung von Multiplikationen im -Synuclein-Gen. Zwei voneinander 

unabhängige Familien zeigten eine autosomal-dominant vererbte Form der Parkinson-Krankheit, die 

ebenfalls durch einen frühen Ausbruch bei einem Durchschnittsalter von 34 Jahren und durch ein 

schwerwiegendes Krankheitsbild einschließlich Tremor, Rigidität und Bradykinesie sowie Demenz 

gekennzeichnet war. Diese Form konnte jedoch nicht auf Mutationen oder eine Veränderung der 

-Synuclein-Sequenz zurückgeführt werden. Die Ursache lag vielmehr in der Triplikation des 

-Synuclein-Gens, welche zu einer Verdopplung der -Synuclein-Expression führte (Farrer et al, 

2004). Daneben wurde auch eine familiär vererbbare Genduplikation gefunden. Die Krankheit 

verläuft in diesen Patienten deutlich milder als bei Patienten mit Triplikationen und der Phänotyp ist 

vergleichbar mit dem der idiopathischen Form (Chartier-Harlin et al, 2004; Ibanez et al, 2004). Diese 

Beobachtungen machten einen Gen-Dosis-Effekt von -Synuclein deutlich, da sowohl für den 

Krankheitsbeginn als auch für die Schwere des Phänotyps die Menge des Proteins entscheidend zu 

sein scheint (Chartier-Harlin et al, 2004; Eriksen et al, 2005). Diese Hypothese wird durch Studien an 

der Promotorregion des -Synuclein-Gens unterstützt (Chiba-Falek & Nussbaum, 2001). Hier konnte 

gezeigt werden, dass die polymorphe Mikrosatelliten-Sequenz, NACP-Rep1, die ungefähr 10 kb 

aufwärts des -Synuclein-Gens lokalisiert ist, die Expression von -Synuclein verändert und damit zur 

Entstehung der sporadischen Parkinson-Krankheit beiträgt (Chiba-Falek & Nussbaum, 2001).  

-Synuclein liegt nativ ungefaltet vor, kann aber in Lösung Aggregate bilden. Die Aggregation erfolgt 

über mehrere Zwischenstufen: zuerst werden lösliche oligomere Formen, sogenannte Protofibrillen, 

gebildet, die entweder als Ringe, Kugeln oder Ketten auftreten können; anschließend entstehen 

unlösliche, amyloid-ähnliche Fibrillen, die als Basis für die charakteristischen Lewy-Körperchen gelten 

(Abb. 1-5).  

Die Aggregation von -Synuclein kann durch verschiedene Faktoren, wie eine hohe 

Proteinkonzentration, Mutationen, Interaktion mit Metallen oder posttranslationale Modifikationen 

ausgelöst werden (Beyer, 2006; Brown, 2007; Uversky et al, 2001a). Kontrovers diskutiert wird nach 

wie vor die Rolle der -Synuclein-Aggregation als kausale Ursache für die Degeneration von 

Neuronen. Einige Studien sehen die Aggregate als toxische Komponenten an, die für 

Neurodegeneration in der Parkinson-Krankheit verantwortlich sind (Masliah et al, 2000). Im 

Gegensatz dazu sehen andere die Aggregation als protektiven Mechanismus an, der mögliche 

toxische Eigenschaften des Proteins abfängt. In diesem Fall werden vor allem die löslichen Oligomere 

als toxische Spezies angesehen (Outeiro et al, 2007).  
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Abb. 1-5 Aggregatbildung von -Synuclein 
Die Aggregation von -Synuclein zu Lewy-Körperchen verläuft über mehrere Zwischenstufen: zunächst kommt 
es zur Oligomerbildung, löslichen Protofibrillen, die entweder kugelförmig, ringförmig oder kettenförmig sein 
können. Diese bilden schließlich unlösliche Fibrillen, die als Basis für die Ausbildung von Lewy-Körperchen 
dienen. Verändert nach Lashuel & Lansbury, 2006. 
 

 

1.2.5 Morbus Parkinson 

Die Parkinson-Krankheit stellt nach der Alzheimer-Krankheit die zweithäufigste neurodegenerative 

Erkrankung dar. Sie wurde nach dem englischen Arzt James Parkinson benannt, der schon im Jahre 

1817  in  seiner  Arbeit  ‚An Essay on the Shaking Palsy’ die Symptome dieser Erkrankung beschrieb 

(Parkinson, 1817). Die Prävalenz der Krankheit ist abhängig vom Alter und steigt von ungefähr 1 % bei 

den  über  60-jährigen  auf  5  %  bei  den  80-  bis  84-jährigen  (de  Rijk  et  al,  1997).  Die  Krankheit  ist  

ausschließlich im Menschen ausgeprägt und betrifft alle ethnischen Gruppen, wobei Männer ein 

erhöhtes  Risiko  tragen,  die  Krankheit  zu  entwickeln  (Baldereschi  et  al,  2000;  Van  Den  Eeden  et  al,  

2003).  

Klinisch ist die Parkinson-Krankheit durch vier Kardinalsymptome gekennzeichnet, die das motorische 

System der Patienten betreffen. Das für die Diagnose unerlässliche Hauptmerkmal ist die 

Bradykinese, die allgemein einen verlangsamten Bewegungsablauf beschreibt. Bradykinese betrifft 

nahezu den gesamten Körper und schreitet unaufhaltsam voran. Ein weiteres Merkmal ist die 

Rigidität, auch Muskelstarre genannt. Diese wird durch eine unwillkürliche Anspannung der 

quergestreiften Muskulatur verursacht. Das wohl auffälligste Merkmal stellt das Muskelzittern 

(Ruhetremor) dar, das bei zirka 70 % der Parkinson-Patienten auftritt. Außerdem weisen Patienten 

eine Störung in der Körperhaltung auf, was auch als posturale Instabilität bezeichnet wird. Dabei sind 

der Gleichgewichtssinn und das Koordinationsvermögen beeinträchtigt, was ebenso durch eine nach 

vorn gebeugte Körperhaltung sichtbar wird. Neben diesen motorischen Symptomen kommt es auch 

zu Störungen des nicht-motorischen Systems (Chaudhuri & Schapira, 2009), insbesondere 

psychischen Veränderungen bis hin zu Depressionen, die bei 40 bis 50 % der Betroffenen auftreten 

(McDonald et al, 2003). Bei zirka 40 % der Patienten wird die Krankheit von Demenz begleitet (Emre, 

2003). Weiterhin können auch Symptome wie Schlafstörungen und eine Verschlechterung des 

Geruchssinns vorkommen (Chaudhuri & Schapira, 2009).  
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Neuropathologisch ist die Parkinson-Krankheit durch das Absterben von dopaminergen Neuronen 

der Substantia nigra pars compacta charakterisiert, was die Reduktion des Neurotransmitters 

Dopamin in dieser Gehirnregion zur Folge hat. Die daraus resultierenden motorischen Defizite der 

Krankheit treten allerdings erst auf, wenn es in dieser Gehirnregion zu einem Verlust von 50 % der 

dopaminergen Neurone kommt und das striatale Dopamin zu 80 % reduziert ist (Fearnley & Lees, 

1991). 

Ein weiteres histopathologisches Merkmal sind Lewy-Körperchen und Lewy-Neuriten (Abb. 1-4). Sie 

treten im Zytoplasma der verbleibenden Neurone der Substantia nigra auf, kommen aber auch in 

Neuronen anderer Gehirnregionen wie dem Cortex, der Amygdala und dem peripheren 

autonomischen System vor (Dickson et al, 2009). 

Als Ursache für die Entstehung der Parkinson-Krankheit wird das Zusammenwirken von 

verschiedenen Faktoren wie einer genetischen Disposition, dem Alter und Umweltfaktoren vermutet. 

Die Entdeckung von Mutationen, die die Parkinson-Krankheit verursachen, veränderte das 

Verständnis für die Pathogenese der Krankheit. Die erste Mutation, die mit Parkinson assoziiert 

werden konnte, war die Mutation A53T, die sich in dem Gen für -Synuclein befindet 

(Polymeropoulos et al, 1997). Bis heute sind fast 20 Loki bekannt, die verantwortlich für die 

vererbbare Form der Parkinson-Krankheit sind (zusammengefasst in Licker et al, 2009. Die familiären 

Formen machen allerdings nur ungefähr 5 bis 10 % der Krankheitsfälle aus. In Tab. 1-2 sind die 

bislang entdeckten Loki und, soweit bekannt, die Namen der dazugehörigen Gene aufgelistet.  

 

Tab. 1-2 Liste der bislang bekannten Parkinson-auslösenden Gene 
Bislang sind 18 Loki bekannt, die für die Entstehung der Parkinson-Krankheit verantwortlich sind. Aufgelistet 
sind die 18 PARK-Gene mit den dazu gehörigen Genbezeichnungen, sowie die entsprechenden 
Chromosomenregionen. Wenn bekannt, ist ebenfalls die Vererbungsform der Gene mit aufgeführt (AD = 
autosomal dominant; AR = autosomal rezessiv). Tabelle verändert nach Licker et al, 2009 

 Gen Name Vererbung Chromosome
n-Region 

PARK 1 SNCA -Synuclein AD 4q21.3-q22 
PARK 2 PRKN Parkin (RBR E3 Ubiquitin Protein-Ligase) AR 6q25.2-q27 
PARK 3 Unbekannt Parkinson-Krankheit 3 (Lewy-Körperchen) AD 2p13 
PARK 4 SNCA -Synuclein AD 4q21.3-q22 
PARK 5 UCHL1 Ubiquitin Carboxy-terminale Hydrolase L1 (Ubiquitin Thiolesterase) AD 4p13 
PARK 6 PINK1 PTEN induced putative kinase 1 AR 1p36.12 
PARK 7 DJ-1 DJ-1 AR 1p36.23 
PARK 8  LRRK2 Leucine-rich repeat kinase 2 AD 12q12 
PARK 9 ATP13A2 ATPase Typ 13A2 AR 1p 
PARK 10 Unbekannt Parkinson-Krankheit 10  1p32 
PARK 11 GIGYF2 Grb10 interacting GYF Protein2 AR 2q36-q37 
PARK 12 Unbekannt Parkinson-Krankheit 12   Xq21-q25 
PARK 13 HTRA2 HtrA Serin Peptidase 2  2p13.1 
PARK 14 PLA2G6 Phospholipase A2, Gruppe VI (zytosolisch, Kalzium-unabhängig) AR 22q13.1 
PARK 15 FBXO7 F-box Protein 7 AR 22q12.3 
PARK 16 Unbekannt Parkinson-Krankheit 16  1q32 
PARK 17 VPS35 Vacuolar protein sorting 35 homolog (S. cerevisiae)  16q12 
PARK 18 EIF4G1 Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma, 1  3q27.1 

 

http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?hgnc_id=3296
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Die Ursache für die hauptsächlich vorkommende sporadische Parkinson-Krankheit ist bislang nicht 

aufgeklärt. In den meisten Fällen scheint das Auftreten der Krankheit durch die im Alter erhöhte 

Empfindlichkeit gegenüber der Kombination aus genetischer Disposition und Umweltfaktoren zu sein 

(Steece-Collier et al, 2002). Die Erkenntnis, dass Umweltfaktoren für die Entstehung der Parkinson-

Krankheit verantwortlich sein können, wurde durch eine zufällige Entdeckung in den 80er Jahren 

gewonnen. Drogensüchtige, die sich ein mit MPTP (1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin) 

kontaminiertes synthetisches Heroin injizierten, entwickelten nach der Eigenapplikation Symptome 

der Parkinson-Krankheit (Langston et al, 1983). Zu den weiteren Umweltfaktoren, die Risikofaktoren 

für die Parkinson-Krankheit darstellen, zählen Pestizide, Herbizide, oder Schwermetalle (Migliore & 

Coppede, 2009; Moretto & Colosio, 2013). 

 

1.3 Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Signalwege 

Fast jede zelluläre Funktion ist von externen Signalen abhängig (Pawson & Nash, 2000). Dabei 

werden extrazelluläre Stimuli wie Wachstumsfaktoren, Hormone, Zytokine oder Neurotransmitter, 

aber auch sensorische und mechanische Reize von Rezeptoren aufgenommen, in eine intrazelluläre 

Antwort übersetzt und amplifiziert. Einige Rezeptoren wie z. B. Hormon-Rezeptoren können 

entweder direkt im Nukleus oder im Zytoplasma vorliegen, an Hormone (z. B. Steroide) binden und 

als Komplex in den Zellkern einwandern, wo sie selbst als Transkriptionsfaktoren die Genexpression 

von Hormon-regulierten Genen beeinflussen. Daneben erfolgt die Signalweiterleitung mithilfe von 

membranständigen Rezeptoren, die durch die Bindung von spezifischen Liganden im Zellinneren eine 

adäquate Antwort über eine Signalkaskade hervorrufen. Die Liganden üben dabei ihre Wirkung 

ausschließlich durch die Bindung an die Rezeptoren aus, wandern aber selbst nicht in die Zelle ein.   

Wichtige Signalwege, die über membranständige Rezeptoren reguliert werden, sind Mitogen-

aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Signalwege. Die Weiterleitung der Signale erfolgt bei diesen Wegen 

über eine Phosporylierungskaskade, die aus drei hintereinander geschalteten Kinasen besteht, den 

MAPK-Kinasen-Kinasen, den MAPK-Kinasen und den MAPK. Die Phosphorylierung der MAPK erfolgt 

an einem Threonin und einem Tyrosin in einer konservierten Domäne (Thr-Xxx-Tyr) (Plotnikov et al, 

2011; Seger & Krebs, 1995). Es können in Säugetieren vier MAPK-Gruppen unterschieden werden: die 

extrazellulär Signal-regulierte Kinase 1/2 (ERK1/2), die p38-mitogenaktivierte Proteinkinase und die 

c-Jun-N-terminale Kinase (JNK) und die extrazellulär Signal-regulierte Kinase 5 (ERK5) (Plotnikov et al, 

2011) (Abb. 1-6). Die MAPK-Signalwege sind wichtige Faktoren für die Regulation der Embryogenese, 

der Zellproliferation, der Zelldifferenzierung sowie der Apoptose und werden durch verschiedenste 

Faktoren reguliert. Die Aktivierung der ERK1/2-MAPK erfolgt dabei hauptsächlich durch Mitogene 

und Wachstumsfaktoren, aber auch durch Stressfaktoren. ERK5 wird ebenfalls durch Wachstums- 
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und Stressfaktoren reguliert. Die Aktvierung der JNK- und p38-MAPK erfolgt dagegen vorwiegend 

durch Stressfaktoren (Cargnello & Roux, 2011).  

 

 
Abb. 1-6 Schematische Darstellung der drei MAPK-Signalwege 
Übersicht der vier MAPK-Signalwege: extrazellulär Signal-regulierte Kinase 1/2 (ERK1/2), c-Jun-N-terminale 
Kinase (JNK), p38-mitogenaktivierte Proteinkinase und ERK5. Nach der Aktivierung durch Stimuli wie z. B. 
Wachstums- oder Stressfaktoren verläuft die Phosphorylierungskaskade über die Proteinkinasen MAPKKK, 
MAPKK, MAPK bis hin zu den verschiedenen Zielproteinen. Aus Roberts & Der, 2007. 
 

Die Regulation der MAPK-Signalwege erfolgt neben der Phosphorylierung mittels Kinasen auch über 

die Dephosphorylierung mithilfe von MAPK-Phosphatasen (MKPs), die zu der Familie der dual 

spezifischen Phosphatasen (DUSPs) gehören. In Säugern sind zehn spezifische MKPs bekannt, die für 

die Dephosphorylierung der Threonin- und Tyrosinreste von MAPK verantwortlich sind (Caunt & 

Keyse, 2013). Diese unterscheiden sich trotz der Sequenzhomologie in ihrer Substratspezifität und 

ihrer zellulären Verteilung. Sie können, wie z. B. die Phosphatase MKP-2 nukleär vorliegen oder wie 

die ERK-spezifische Phosphatase MPK-3 im Zytoplasma lokalisiert sein. Andere MKPs können ihre 

Position zwischen Zytoplasma und Zellkern wechseln (Camps et al, 2000; Theodosiou & Ashworth, 

2002). 

 

1.3.1 Der ERK1/2-MAPK-Signaltransduktionsweg 

Der ERK1/2-MAPK-Signalweg, der über EGFs (engl. epidermal growth factors; epidermale 

Wachstumsfaktoren) aktiviert wird, stellt den bislang am besten untersuchten Signalweg dar. Die 

Aktivierung des ERK1/2-MAPK-Signalweges beginnt mit der Bindung von Liganden an zwei 

Rezeptoren, die Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs), in der Zellmembran (McKay & Morrison, 2007). Die 

RTKs besitzen an ihrer intrazellulären Domäne eine Tyrosinkinaseaktivität, welche die 
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Phosphorylierung von Tyrosinresten von Proteinen ermöglicht. Nach der Bindung der Liganden 

vereinigen sich die beiden Rezeptoren zu einem Dimer und werden durch Autophosphorylierung an 

ihren Tyrosinresten aktiviert, was zur Bindung eines Adapter-Moleküls GRB2 (engl. growth factor 

receptor-bound factor 2) führt (Abb. 1-7). Die anschließende Bindung des Guanin-Nukleotid-

Austauschfaktors (GEF, engl. guanine nucleotide exchange factor) SOS (engl. son of sevenless) hat die 

Aktivierung des membranständigen G-Proteins RAS zur Folge. Die Aktivierung von RAS erfolgt durch 

den Austausch von Guanosin-Diphosphat (GDP) gegen ein Guanosin-Triphosphat (GTP), welches 

dann eine direkte Interaktion mit Effektoren wie RAF eingeht. Die daraus resultierende 

Konformationsänderung von RAF bewirkt die Aktivierung der Kinaseaktivität von MEK1/2 (McKay & 

Morrison, 2007). Diese phosphoryliert die nachstehende MAPK ERK1/2 an den beiden konservierten 

Threonin- und Tyrosin-Resten innerhalb des konservierten Motifs Thr-Glu-Tyr (Crews et al, 1992). 

MAPK sind erst aktiv, wenn beide Reste phosphoryliert sind. Die Substrate der ERK1/2-Kinasen sind 

vielfältig und können sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern oder anderen Organellen lokalisiert 

sein (Yoon & Seger, 2006). Die Translokation des aktivierten ERK1/2 in den Zellkern erfolgt entweder 

als  Monomer  oder  als  Dimer  (Lidke  et  al,  2010;  Seger  &  Krebs,  1995),  wo  verschiedene  

Transkriptionsfaktoren wie z. B. Elk-1 mittels Phosphorylierung aktiviert werden (Casar et al, 2008; 

Seger & Krebs, 1995).  

 
Abb. 1-7 Schematische Darstellung der ERK1/2-MAPK-vermittelten Signalweiterleitung 
Vereinfachte schematische Übersicht der Aktivierung des ERK1/2-MAPK-Signalweges. Dargestellt ist die 
Bindung von Liganden, z. B. Wachstumsfaktoren (engl. growth factors) an die RTKs, was zur Dimerisierung und 
Autophosphorylierung des Rezeptors führt und die Signalkaskade in Gang setzt. Die anschließende Bindung 
eines Adapter-Moleküls GRB2 und eines GEFs namens SOS dienen der Aktivierung des G-Proteins RAS, indem 
GDP gegen GTP ausgetaucht wird. Dies führt zur nacheinander folgenden Phosphorylierung und Aktivierung der 
Kinasen RAF, MEK1/2 und ERK1/2. ERK1/2 phosphoryliert Substrate im Zytoplasma oder anderen Organellen 
oder wandert schließlich in den Zellkern ein, wo es Zielproteine aktiviert. Aus Chin, 2003. 
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Da der ERK1/2-MAPK-Signalweg für essentielle zelluläre Funktionen wie Zellproliferation, 

Differenzierung oder Apoptose verantwortlich ist, spielt die Regulation dieses Weges eine wichtige 

Rolle bei der Aufrechterhaltung der normalen Zellfunktion. Die Fehlregulation des ERK1/2-MAPK-

Signalweges trägt zu der Entwicklung verschiedener Krankheiten wie z. B. der Alzheimer-Krankheit 

oder Krebs bei (Kim & Choi, 2010) und beeinflusst außerdem Alterungsprozesse.  

Die Aktivität des ERK1/2-MAPK-Signalweges ist im Alter deutlich herabgesetzt, was die Abnahme der 

Proliferationsfähigkeit als Antwort auf Mitogene und Wachstumsfaktoren von seneszenten Zellen 

erklärt. Eine bei Seneszenz verringerte Aktivität dieses Signalweges konnte schon in verschiedenen 

Zelltypen nachgewiesen werden, wie z. B. in gealterten Hepatozyten von Ratten (Hutter et al, 2000; 

Liu et al, 1996), in Lymphozyten von alten Mäusen (Gorgas et al, 1997) oder in seneszenten humanen 

Fibroblasten (Kim et  al,  2000;  Lim et  al,  2000;  Tresini  et  al,  2001).  Ein  Merkmal  dieser  verringerten 

Aktivität des ERK1/2-MAPK-Signalweges in seneszenten Zellen ist die über diesen Signalweg 

verringerte Expression der Zielgene im Zellkern. Ein Beispiel stellt das Protein c-Fos dar (Keogh et al, 

1996), welches für die Regulation der Zelldifferenzierung und Zellproliferation verantwortlich ist. 

Ursächlich für diese verringerte Expression ist u. a. die in seneszenten humanen Fibroblasten 

abgeschwächte Translokation von aktivem phosphoryliertem ERK1/2 in den Zellkern (Bose et al, 

2004; Tresini et al, 2001). 
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1.4 Zielsetzung der Arbeit 

-Synuclein konnte aufgrund von Mutationen im -Synuclein-Gen (Appel-Cresswell et al, 2013; 

Kruger et al, 1998; Lesage et al, 2013; Polymeropoulos et al, 1997; Proukakis et al, 2013; Zarranz et 

al, 2004), Gen-Multiplikationen (Farrer et al, 2004; Singleton et al, 2003) sowie durch die Aggregation 

des Proteins (Spillantini et al, 1998b; Spillantini et al, 1997) mit der neurodegenerativen Parkinson-

Krankheit in Verbindung gebracht werden. In der altersassoziierten, sporadisch auftretenden Form 

der Parkinson-Krankheit, die nicht mit Mutationen oder nur selten durch Genmultiplikationen 

ausgelöst wird (Ahn et al, 2008; Lesage et al, 2013), wurde ebenfalls ein erhöhter -Synuclein-Spiegel 

beobachtet (Chiba-Falek et al, 2006; Grundemann et al, 2008).  

Auf Grundlage dieser Erkenntnisse sollte in der vorliegenden Arbeit die Expression von -Synuclein 

im Verlauf der zellulären Alterung in einem humanen Fibroblastenmodell (IMR-90-Zellen) untersucht 

werden. Dazu sollten die -Synuclein-Spiegel in jungen und seneszenten Zellen mithilfe 

proteinbiochemischer und molekularbiologischer Methoden miteinander verglichen werden. Da die 

Aggregation von -Synuclein eine entscheidende Bedeutung bei der Entstehung von 

neurodegenerativen Erkrankungen spielt, sollte die Löslichkeit des Proteins auch während der 

zellulären Alterung analysiert werden. Ein weiteres Ziel ist die Entschlüsselung des Signalweges, der 

für die Expression des Proteins in jungen und seneszenten Zellen verantwortlich ist. Da die 

Akkumulation von DNA-Schäden zur zellulären Seneszenz führen kann (Best, 2009), sollten DNA-

Schäden in jungen Zellen mit verschiedenen Substanzen induziert und ein möglicher Einfluss auf 

Expression von -Synuclein untersucht werden. Dabei soll auch die intrazellulären Lokalisation von 

-Synuclein nach DNA-Schädigung in jungen und seneszenten Zellen näher betrachtet werden. 

Die Funktion von -Synuclein ist bislang noch nicht endgültig aufgeklärt und auch die Toxizität des 

Proteins ist nach wie vor umstritten, da eine erhöhte Expression auch mit einer protektiven Funktion 

in Verbindung gebracht wird (da Costa et al, 2000; Monti et al, 2007). Ein weiteres Ziel dieser Arbeit 

bestand somit darin, durch Knockdown und Überexpression von -Synuclein mögliche Funktionen 

des Proteins zu entschlüsseln. Durch die Ergebnisse soll ein besseres Verständnis über die Funktion 

von -Synuclein in der zellulären Seneszenz erhalten werden.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Zelllinien  

In dieser Arbeit wurden die beiden humanen, fötalen Fibroblastenlinien, IMR-90 und WI-38 des 

Coriell Institute for Medical Research (Camden) verwendet. WI-38-Zellen wurden 1962 aus 

Lungengewebe eines 12 Wochen alten weiblichen Fötus isoliert. IMR-90-Fibroblasten wurden 1975 

aus Lungengewebe eines 16 Wochen alten weiblichen Fötus gewonnen (Nichols et al, 1977). Beide 

Fibroblasten-Linien zeichnen sich durch replikative Seneszenz aus (Hayflick & Moorhead, 1961), was 

eine definierte Anzahl von Zellteilungen erlaubt, bis die Zellen schließlich in einen irreversiblen 

Wachstumsarrest übergehen, bei dem sie in der G1-Phase des Zellzyklus verbleiben. 

 

2.1.2 Bakterien-Zellen 

Als Bakterien-Zellen wurden in dieser Arbeit kompetente DH-5  E. coli-Zellen (Invitrogen) eingesetzt. 

 

2.1.3 Plasmide, Oligonukleotide (Primer), siRNA 

Tab. 2-1: Plasmide 

Plasmidname Resistenz Hersteller 

pGFP-N1 Kanamycin Clontech 

SynWT-N1 Kanamycin Generiert aus Grundvektor pGFP-N1 (2.2.3.11) 

SynWT.GFP-N1 Kanamycin generiert aus Grundvektor pGFP-N1 (2.2.3.11) 

 

Tab. 2-2: Primer für die PCR unter Verwendung der Phusion DNA-Polymerase 

Primer Sequenz 5‘-3‘ 

-Synuclein_forward 5‘-CGCGGGCCCGGGATCCCGACGACAGTGTGGTGTAAAGG-3‘ 

-Synuclein_reverse 5‘-TCTAGAGTCGCGGCCGCGACTGGGCACATTGGAACTGAG-3‘ 

-SynucleinGFP_forward 5‘-GAAGATCTTCATGGATGTATTCATGAAAGGA-3‘ 

-SynucleinGFP_reverse 5‘-GGGGTACCCCGGCTTCAGGTTCGTAGTCT-3‘ 
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Tab. 2-3: Primer für quantitative Real-Time-PCR-Analysen 

Primer Sequenz 5‘-3‘ 

human -Synuclein_forward 5‘-GACGGGTGTGACAGCAGTAG-3‘ 

human -Synuclein_reverse 5‘-CCTTCTTCATTCTTGCCCAACT-3‘ 

human -Synuclein_forward 5‘-TGAGCAGCGTCAACACTGTG-3‘ 

human -Synuclein_reverse 5‘-GAGGTGACCGCGATGTTCTC-3‘ 

human RNA-Polymerase II_forward 5‘-GGGCTCTGCCTCTTAGCTG-3‘ 

human RNA-Polymerase II_reverse 5‘-CATCACCATCCCGACCTACAG-3‘ 

Aktin_forward 5‘-CTACAATGAGCTGCGTGTGGC-3‘ 

Aktin_reverse 5‘-CAGGTCCAGACGCAGGATGGC-3‘ 

 

Tab. 2-4: Primer für Sequenzierungen 

Primer Sequenz 

CMV_forward 5‘-CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG-3‘ 

sv40 poly A_reverse 5‘-CCTCTACAAATGTGGTATGG-3‘ 

 

Tab. 2-5: siRNA-Sequenzen 

Primer Sequenz 5‘-3‘ 

nonsense sense 
antisense 

AUUCUCCGAACGUGUCACG 
CGUGACACGUUCGGAGAAU 

-Synuclein sense 
antisense 

GCCACUGGCUUUGUCAAAA  
UUUUGACAAAGCCAGUGGC 

 

2.1.4 Enzyme 

Tab. 2-6: Restriktionsenzyme 

Enzym Schnittstelle Hersteller 

BamHI 5‘-G/GATCC-3‘ NEB 

NotI 5‘-GC/GGCCGC-3‘ NEB 

KpnI 5’-A/GATCT-3’ NEB 

BglII 5’-GGTAC/C -3’ NEB 

 

Tab. 2-7: sonstige Enzyme 

Enzym Verwendung Hersteller 

Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase Amplifikation mittels PCR Finnzymes 

T4 DNA-Ligase  Ligation NEB 
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2.1.5 Antikörper 

Tab. 2-8: Primärantikörper für Western Blot-Analysen (WB) und Immunhistochemie (I) 

Antikörper gegen Spezies Proteingröße 
(in kDa) 

Verdünnung Hersteller 

Aktin  Kaninchen 42 1:5000 (WB) Sigma-Aldrich 

Caveolin-1 Maus  24  21 1:1000 (WB) BD transduction 
Laboratories 

ERK1/2 Kaninchen 42/44  1:1000 (WB) Cell Signaling 

GFP Kaninchen 27  1:1000 (WB) Clontech 

HistonH3 (Di+Tri methyl K4) Maus 17 1:500 (WB) Abcam 

Hsp70 Maus 70 1:1000 (WB) Enzo 

MEK1/2 Kaninchen 45 1:1000 (WB) Cell Signaling 

MKP-3 (DUSP6) Kaninchen 42/44  1:500 (WB) Epitomics 

P21 Maus 21  1:500 (WB) BD Bioscience 

p-ERK1/2 Maus 42/44 1:1000 (WB) Cell Signaling 

p-MEK1/2  45 1:1000 (WB) Cell Signaling 

SIRT6 Kaninchen 37  1:1000 (WB) Abcam 

SOD1 Kaninchen 19 1:1000 (WB) Epitomics 

Tubulin-  Maus 50 1:2000 (WB) Sigma-Aldrich 

Vimentin (H-84) Kaninchen 57 1:500 (WB) Santa Cruz 
Biotechnology 

-Synuclein Maus 19 1:200-1:500 (WB) BD transduction  
Laboratories 

-Synuclein Kaninchen 19 1:500 (WB) Sigma-Aldrich 

H2A.X Kaninchen 15 1:1000 (WB) 
1:200 (I) 

Cell Signaling 

 

Tab. 2-9: Sekundärantikörper für Western Blot-Analysen und Immunhistochemie 

Antikörper Spezies Konjugat Verdünnung  Hersteller 

Anti-Kaninchen Esel HRP 1:5000 Jackson Immunoresearch 

Anti-Maus Esel HRP 1:5000 Jackson Immunoresearch 

Anti-Kaninchen-Cy5 Esel Cy5 1:200 Jackson Immunoresearch 
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2.1.6 Marker 

Tab. 2-10: Protein- und DNA-Größenmarker 

 Marker Hersteller 

Protein PageRulerTM Prestained Protein Ladder Thermo Scientific 

DNA MassRulerTM DNA Ladder, Mix, ready-to-use (103 ng/µl) Fermentas 

 

2.1.7 Chemikalien und Reagenzienansätze 

Tab. 2-11: verwendete Chemikalien 

Chemikalie Hersteller 

0,5 % Trypsin-EDTA (10x) GIBCO 

4-Hydroxynonenal (4-HNE) Cayman Chemical Company 

ABsolute SYBR Green Fluorescein (2x) Thermo Scientific 

Acrylamid 40 % (29:1)/Bisacrylamid (AccuGel) National Diagnostics 

Agarose SeaKem 

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich 

Antibiotika/Antimykotika (100x) GIBCO 

Aphidicolin Enzo Life Science/Alexis 

Bacto Agar BD 

Bacto Peptone BD 

Bacto Tryptone BD 

Bis-Tris Sigma-Aldrich 

Bromphenolblau BioRad 

DEPC-behandeltes Wasser Ambion 

Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) Roche 

Dimethylsulfoxid (DMSO) 99,5 % für Molekularbiologie Sigma-Aldrich 

Dimethylsulfoxid (DMSO) 99,5 % zur Synthese Sigma-Aldrich 

Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na2HPO4 x 2H2O) Roth 

DNaseI Macherey- Nagel 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) GIBCO 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Roth 

Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylethyl)-tetraessigsäure (EGTA) Sigma-Aldrich 

Essigsäure Merck 

Ethanol Roth 

Ethidiumbromid-Lösung (0.07 % "Dropper Bottle") Sigma-Aldrich 

Etoposid Sigma-Aldrich 
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Fötales Kälberserum (FCS; engl. fetal calf serum) Invitrogen 

Glycerol Merck 

Glycin Roth 

Hefeextrakt GIBCO 

HEPES Sigma-Aldrich 

IGEPAL® CA-630 (NP-40)  Sigma-Aldrich 

Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate Millipore 

Isopropanol Roth 

Kaliumchlorid (KCl) Roth 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Roth 

Kalziumchlorid (CaCl2) Fluka 

Kanamycinsulfat Roth 

Luminol Sigma-Aldrich 

Magermilchpulver Hill Country Fare, Applichem 

Magnesiumchlorid (MgCl2) Sigma-Aldrich 

MEK Inhibitor U0126 Promega 

Methanol Roth 

N,N,N’N’,-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Bio-Rad 

Natriumacetat (Na-Acetat) x 3 H2O Merck 

Natrium-Azid Sigma-Aldrich 

Natriumchlorid (NaCl) Roth 

Natriumhydroxid (NaOH) Roth 

Natrium-Pyruvat (100 mM) GIBCO 

Nicht-essentielle Aminosäuren (100x) GIBCO 

NuPAGE MES SDS-Laufpuffer (20x) Invitrogen 

Oligo-dT15-Primer (10 µM) Promega 

Orange G AppliChem 

Paraformaldehyd (PFA) Merck 

para-Hydroxycumarinsäure Sigma-Aldrich 

PBS (phosphate buffered saline) GIBCO 

Phosphatase Inhibitor Cocktail 3 Sigma-Aldrich 

Polyvinyl alcohol mounting medium with DABCO, antifading Fluka 

PonceauS Sigma-Aldrich 

Protease-Inhibitor-Cocktail Sigma-Aldrich 

Rinderserumalbumin (BSA; engl. bovine serum albumine)  NEB 
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RNAse-Inhibitor Promega 

Saccharose Roth 

Salzsäure (HCl) Roth 

Sodium dodecyl sulfate (SDS) Roth 

Staurosporin Sigma-Aldrich 

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate Pierce, Thermo Scientific 

Sytox Orange (5 mM Lösung in DMSO) Invitrogen 

Tris Roth 

Tris-Hydrochlorid (Tris-HCl) Roth 

Trypanblau (0,5 % w/v) Seromed 

Tween®20 Roth 

Wasserstoffperoxid (H2O2) (30 % in H2O) Sigma-Aldrich 

-Mercaptoethanol Roth 

 

Tab. 2-12: Reagenzienansätze 

Name Verwendung Hersteller 

Jetstar 2.0 Maxi Kit Aufreinigung von Plasmid-DNA 
 Maxi-Präparation 

Genomed 

NucleoBond® Xtra Midi EF 
Endotoxin-free plasmid DNA purification 

Aufreinigung von Plasmid-DNA 
 Midi-Präparation 

Macherey-Nagel 

NucleoSpin® Extract II 
PCR clean-up Gel extraction 

Gel-Extraktion Macherey-Nagel 

NucleoSpin® Plasmid 
Plasmid DNA Purification 

Aufreinigung von Plasmid-DNA 
 Mini-Präparation 

Macherey-Nagel 

NucleoSpin® RNA II 
Total RNA Isolation 

Extraktion von RNA Macherey-Nagel 

Omniscript® RT-Kit cDNA-Synthese Qiagen 

Pierce® BCA Protein Assay Kit  Proteinbestimmung Thermo Scientific 

Senescence Cells Histochemical Staining Kit Färbung von seneszenten 
Zellen mittels -Galaktosidase 

Sigma-Aldrich 

In-Fusion® HD Cloning Kit Ligation Clontech 
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2.1.8 Allgemeine Verbrauchsmaterialien 

Tab. 2-13: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterialien Hersteller 

96-Loch-PCR-Platte StarLab 

96-Loch-Platte TPP 

Bakterienröhrchen Greiner 

Deckgläschen (Ø 12 mm) Fisher Scientific 

Einmalpipetten (5 ml, 10 ml, 15 ml) Cellstar® Greiner bio-one 

Einmalspritzen (20 ml) Braun 

Einwegskalpell A. Hartenstein 

Gefäßstreifen (12 Gefäße) mit Deckel (0,2 ml) Thermo Scientific 

iCycler IQ Optical Tape BioRad 

Minisart single use Syringe Filters (Ø 0,2 µm) A. Hartenstein 

Objektträger Superfrost Plus Menzel Gläser Thermo Scientific 

Pipettenspitzen (10 µl, 200 µl, 1000 µl); TipOne® StarLab 

Pipettenspitzen (wattiert) (10 µl, 20 µl, 200 µl, 1000 µl) Greiner bio-one 

Reaktionsgefäße mit Deckel (1,5 ml und 2 ml) A. Hartenstein 

Röhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner bio-one 

Spritzen Injekt®-F 0,01 – 1 ml  Braun 

Sterican® Einmal-Injektions-Kanülen 25G x 5/8“ (0,5 x 16 mm BL/LB) Braun 

Western Blot-Inkubationsbox; Perfec Western™ GenHunter Corporation 

Blottingpapier A. Hartenstein 

Whatman Protran Nitrozellulose Transfermembran A. Hartenstein 

Zellkulturschalen  TPP 

Zellkulturschalen Greiner 

Zellspatel  TPP 

 

2.1.9 Laborgeräte 

Tab. 2-14: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Laborgeräte 

Gerät Hersteller 

Absaugpumpe, Vakusafe comfort Integra 

Agarosegelkammer, Agagel-Mini Biometra 

Bakterienschüttler Infors 

Brutschrank, Queue Nunc  

Brutschränke (Zellkultur) Binder 
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Elektroporation, Nucleofector I Amaxa Biosystems 

Fluoreszenz-Mikroskop, Axiophot Carl Zeiss 

Fluoreszenz-Mikroskop, Olympus CKX41 Olympus 

Gasbrenner Bochem 

Gefrierschränke (-80 °C) Thermo Scientific 

Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf 

iCycler Bio-Rad 

iCycler, Thermal Cycler Bio-Rad 

Kühl- und Gefrierschränke (-20 °C) Liebherr 

LAS-3000 Intelligent Dark Box  Fuji 

Laser-Scanning-Mikroskop 710 Carl Zeiss 

Magnetrührer Janke & Kunkel, IKA-Werke  

Mikroskop, Wilovert  Hund 

Mikrowelle Progress 

Netzgerät (Agarose-Gele) Biometra 

Netzgeräte (SDS-PAGE) Bio-Rad 

pH-Meter; CG 825 Schott 

Photometer, Multiscan RC Thermo Labsystems 

Pipettierhilfe, Pipetboy Accu-jet® Brand 

Präzisionswaage, TE 153S Sartorius 

Schallgerät, Micro Ultrasonic Cell Disrupter Kontes 

Schüttler Janke & Kunkel, IKA-Werke 

SDS-PAGE-System, Mini-PROTEAN® 3 Cell Bio-Rad 

SDS-PAGE-System, XCell SureLock™ Mini-Cell Invitrogen 

Sterilbank, Herasafe Heraeus 

Sterilbank, SterilGARD III Advance The Baker Company 

Stickstofftank, Cryosystem 6000 MVE 

Thermocycler, T-Gradient Biometra 

Tischzentrifuge, Biofuge 13 Heraeus 

Tischzentrifuge, Centrifuge 5415D Eppendorf 

Tischzentrifuge; Micro Centrifuge Roth 

UV/VIS Spectrophotometer DU 800 Beckman-Coulter 

UV-Tisch Intas 

UV-Tisch, Fluorescent Table (312 nm) Renner 

Vortexer, Vortex-Genie 2 Scientific Industries 
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Waage, BL6100 Sartorius 

Waage, PL1200 Mettler 

Wasserbad PD Industriegesellschaft 

Western Blot System, Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell Bio-Rad 

Zählkammer Neubauer-Improved Optik Labor 

Zentrifuge (96-Loch-Platte), PerfectSpin P Peqlab 

Zentrifuge, Micro 200R Hettich 

Zentrifuge, Multifuge 3 S-R Heraeus 

 

2.1.10 EDV-Programme 

Tab. 2-15: Liste der in dieser Arbeit verwendeten EDV-Programme 

EDV-Programm Verwendung 

AIDA Image Analyzer v.4.26 Densitometrische Auswertung 

Ascent Sofware Version 2.6 Proteinbestimmung 

Clone manager Primer-Design 

CorelDRAW X6 Bildbearbeitung 

iCycler iQ Multi-Color Real-Time-PCR Detection System  
Version 3.1 

Quantitative PCR 

Image J v. 1.4.6 Bildbearbeitung 

Image Reader LAS-3000 Version 2.2 Proteindetektion 

Intas 1.51 Dokumentation Agarosegele 

Photoshop CS5 Bildbearbeitung  

SigmaStat Version 3.5 Statistische Auswertung 

SPOT 4.0.9 Bild-Dokumentation  

ZEN 2011 SP2 (black edition) Version 8.0 Aufnahmen Laser-Scanning-Mikroskop 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Zellbiologische Methoden 

2.2.1.1 Kultivierung von IMR-90- und WI38-Zellen  

Die Kultivierung der IMR-90- und WI-38-Fibroblasten erfolgte in phenolrothaltigem DMEM, versetzt 

mit 10 % fötalem Kälberserum (FCS), 1 % Antibiotika/Antimykotika, 1 mM Natrium-Pyruvat und 1 % 

nicht-essentiellen Aminosäuren (s. u.), in einem Brutschrank bei 37 °C unter Wasserdampf-

gesättigter CO2-Atmosphäre von 5 %.  
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Nach Entnahme der Kryoröhrchen aus dem flüssigen Stickstoff wurden die Zellen bei 

Raumtemperatur aufgetaut und sofort in 10 ml 37 °C warmes Zellkulturmedium überführt. Um das 

DMSO (Tab. 2-11) zu entfernen, wurden die Zellen bei Raumtemperatur durch vierminütige 

Zentrifugation bei 1200 rpm (engl. rounds per minute; Runden pro Minute) pelletiert und in frischem 

Zellkulturmedium resuspendiert. Bevor die Zellen auf die Kulturschalen ausgesät wurden, erfolgte die 

Bestimmung der Lebendzellzahl (s. u.). Am folgenden Tag wurde standardmäßig das 

Zellkulturmedium gewechselt, um abgestorbene Zellen zu entfernen. Bevor die Zellen für ein 

Experiment ausgesät wurden, wurden diese mindestens ein weiteres Mal passagiert.  

Zur Weiterkultivierung der Zellen wurde das Zellkulturmedium an jedem dritten Tag erneuert. 

Erreichten die Zellen eine Konfluenz zwischen 80 und 90 % wurden diese zur Verdünnung auf neue 

Zellkulturschalen überführt. Die Zellen wurden dafür einmal mit 1x PBS (GIBCO) gewaschen und 

durch fünfminütige Inkubation mit 3x Trypsin (siehe Tab. 2-11), verdünnt in 1x PBS, bei 37 °C im 

Brutschrank von den Zellkulturschalen abgelöst. Das Volumen des 3x Trypsins wurde dabei dem 

Durchmesser der Zellkulturschale angepasst. Durch die Aufnahme der Zellen in fünffachem Volumen 

des Zellkulturmediums wurde die Trypsin-Reaktion abgestoppt und die Zellen von der Schale 

gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen, wie oben beschrieben, zentrifugiert und resuspendiert. 

Vor der Aussaat auf neue Zellkulturschalen wurden die Zellen gezählt, um die gewünschte Zellzahl für 

die durchzuführenden Experimente zu bestimmen sowie die Populationsverdopplung (das Alter der 

Zellen) zu ermitteln. Dafür wurden die resuspendierten Zellen in einer Verdünnung von 1:2 mit 

Trypanblau (siehe Tab. 2-11) vermischt und die Zellzahl mittels einer Neubauer-Zählkammer 

bestimmt. Das Trypanblau diente dabei der Visualisierung von toten Zellen, die den Farbstoff 

aufnehmen und somit bei der Zählung vernachlässigt werden können. Die Zellzahl wurde mit 

folgender Formel bestimmt: 

Gezählte Lebendzellzahl/4(Anzahl der Großquadrate) x  2(Verdünnungsfaktor) x 10000(Kammerfaktor) x Volumen 

Zellkulturmedium = Gesamtzellzahl der Schale.  

Die Populationsverdopplung (PDL) wurde schließlich mit folgender Formel ermittelt:  

(log (Gesamtzellzahl nach Zellernte) – log (Anzahl ausgesäter Zellen))/log 2 

 
Zellkulturmedium 

phenolrot-haltiges DMEM (4,5 mg/ml Glukose) 500 ml 

fötales Kälberserum (aktiv) 10 % 

Antibiotika/Antimykotika (100x) 1 %  

Natrium-Pyruvat (100 mM) 1 mM 

nicht-essentielle Aminosäure (100x) 1 % 
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2.2.1.2 Herstellung von Dauerkulturen (Kryokonservierung) 

Zur langfristigen Aufbewahrung von Zellen können diese in flüssigem Stickstoff eingefroren werden. 

Die Zellen wurden dafür wie unter 2.2.1.1 beschrieben von den Zellkulturschalen abgelöst und 

abzentrifugiert. Anschließend wurde das Pellet in Zellkulturmedium (siehe 2.2.1.1) resuspendiert und 

mit 10 % DMSO (Tab. 2-11) versetzt. Das DMSO verhindert hierbei die Bildung von Eiskristallen 

während des Einfrierprozesses, welche die Zellen zerstören könnten. Die Zellsuspension wurde in 

Kryoröhrchen zunächst über Nacht in einer mit Isopropanol versehenen Einfrierbox langsam auf 

-80 °C abgekühlt und für die dauerhafte Konservierung schließlich in flüssigem Stickstoff bei -196 °C 

eingefroren.  

 

2.2.1.3 Behandlung der Zellen 

Für eine Behandlung wurden die Zellen 24 Stunden (h) vorher auf entsprechende Zellkulturschalen 

ausgesät. Die jeweilige Substanz wurde in der gewünschten Konzentration in Zellkulturmedium 

(siehe 2.2.1.1) verdünnt und auf die Zellen gegeben. Bei mehrtägiger Behandlung wurde das 

Behandlungsmedium alle 24 h erneuert. 

 

2.2.1.4 Transfektion von Zellen mittels Elektroporation 

Die Transfektion bezeichnet die Übertragung von DNA in eukaryotische Zellen. Mithilfe der 

Elektroporation werden Zellmembranen durch Anlegen eines elektrischen Feldes kurzzeitig 

permeabilisiert, so dass die Zelle die DNA oder siRNA aufnehmen kann. 24 h vor der Transfektion 

wurden die Zellen wie unter 2.2.1.1 beschrieben passagiert und die für die Transfektion benötigte 

Zellzahl ausgesät. Am Tag der Transfektion wurden die Zellen von der Schale abgelöst und durch 

Zentrifugation pelletiert (siehe 2.2.1.1). Das Pellet wurde pro Transfektion in einem Volumen von 

450 µl des Elektroporationspuffers (s. u.) resuspendiert. 400 µl der Zellsuspension wurden schließlich 

mit Plasmid-DNA bzw. siRNA vermischt und in eine Elektroporationsküvette (Sigma-Aldrich) mit einer 

Spaltbreite von 0,4 cm überführt. Die Elektroporation fand in dem Nucleofector I (Amaxa)  mit  dem 

Programm U 24 statt. Anschließend wurden die Zellen in der Elektroporationsküvette für acht 

Minuten bei RT inkubiert, dann in Zellkulturmedium überführt und auf Zellkulturschalen ausgesät. 

Um tote Zellen aus dem Zellkulturmedium zu entfernen, wurde standardmäßig 24 h nach der 

Transfektion ein Wechsel des Zellkulturmediums durchgeführt. 

Überexpressions-Experimente wurden mit 60 µg Plasmid-DNA durchgeführt. Die verwendeten 

Plasmide sind in Tab. 2-1 aufgelistet. Für Knockdown-Experimente wurden 20 µg siRNA (Eurofins 

MWG Operon) eingesetzt. Die Sequenzen sind in Tab. 2-5 aufgeführt. 
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Elektroporationspuffer 

KCl 135 mM 

HEPES 10 mM 

EDTA  5 mM  

MgCl2 2 mM 

CaCl2 0,2 mM  

FCS 25 % 

 ad ddH2O 

 Puffer sterilfiltriert (Sterilfilter mit 0,2 µm Porengröße) 

 

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden 

2.2.2.1 Herstellung von Proteingesamtlysat mit SDS-haltigem Puffer 

Die Zellen wurden zunächst einmal mit eiskaltem 1x PBS (GIBCO) gewaschen, bevor die Zelllyse mit 

einem 1x SDS-Lysepuffer (s. u.) erfolgte. Innerhalb eines Versuches wurde das Volumen des SDS-

Lysepuffers der Zelldichte, die vor Beginn der Zelllyse unter dem Mikroskop optisch bestimmt wurde, 

angepasst, um Schwankungen in den Proteinkonzentrationen der Gesamtlysate zu vermeiden. Der 

SDS-haltige Puffer zerstört sowohl die Zellmembran als auch die Membran des Zellkerns, so dass ein 

Gemisch aus allen Zellproteinen vorliegt. Nach einer Inkubation von wenigen Minuten wurden die 

Zellen mit einem Spatel von den Zellkulturschalen gekratzt und in 1,5 ml-Reaktionsgefäße überführt. 

Bis hierhin erfolgten alle Arbeitsschritte auf Eis. Um den Aufschluss der Zellen noch zu verbessern, 

wurde das Lysat für zirka zehn Sekunden mit dem Schallgerät Micro Ultrasonic Cell Disrupter 

sonifiziert und schließlich in dem Heizblock Thermomixer comfort (Eppendorf) bei 99 °C unter 

Schütteln mit 950 rpm aufgekocht. Nach dem Abkühlen der Proben auf Eis wurden diese zur 

Bestimmung der Proteinkonzentration (siehe 2.2.2.4) eingesetzt oder bei -80 °C aufbewahrt. 

 
1x SDS-Lysepuffer 

Tris-HCl, pH 6,8 62,5 mM 

EDTA 1 mM 

SDS 2 % 

Saccharose 10 % 

 Protease-Inhibitor-Cocktail 1:100 und Phosphatase-Inhibitor-Cocktail 1:100 
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2.2.2.2 Fraktionierung mit NP-40-Puffer 

Um Zellproteine in lösliche und unlösliche Bestandteile zu unterteilen, erfolgte die Zelllyse mit einem 

milden Puffer. Dieser enthält das Detergenz Nonidet P-40 (NP-40) (Sigma-Aldrich), welches nicht-

denaturierende Eigenschaften besitzt und in der eingesetzten Konzentration von 0,5 % die 

Zellkernmembran intakt lässt. Bei dieser Methode fanden ebenfalls alle Arbeiten auf Eis statt. Die 

Zellen wurden zunächst einmal mit kaltem 1x PBS (GIBCO) gewaschen und für 20 min mit dem NP-40-

Puffer auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit einem Spatel von der Zellkulturschale 

gekratzt und nach Überführung in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß bei 18600 g für 30 min bei 4 °C 

zentrifugiert. Der Überstand, der die zytoplasmatischen Proteine enthält, wurde in ein neues 1,5 ml-

Reaktionsgefäß überführt. Das Pellet mit der nukleären Fraktion wurde noch dreimal mit NP-40-

Puffer gewaschen und nach jedem Waschschritt für 3 min bei 18600 g und 4 °C zentrifugiert. Das 

Pellet wurde dann wie unter Punkt 2.2.2.1 beschrieben in dem 1x SDS-Lysispuffer resuspendiert, 

sonifiziert und aufgekocht. Die Proben wurden anschließend einer Bestimmung der 

Proteinkonzentration unterzogen (siehe 2.2.2.4) oder zur Aufbewahrung bei -80 °C gelagert. 

 
NP-40-Puffer 

Tris-HCl (pH 7,5)  50 mM 

NaCl  150 mM 

EDTA 2 mM  

EGTA  1 mM 

NP-40  0,5 % 

 Puffer sterilfiltriert (Sterilfilter mit 0,2 µm Porengröße) 

 Protease-Inhibitor-Cocktail 1:100, Phosphatase-Inhibitor-Cocktail 1:100 

 

2.2.2.3 Kernfraktionierung mit Tris-Puffer 

Zur Unterteilung der Zellproteine in eine Kern- und eine Zytoplasmafraktion wurde ebenfalls ein 

milder Kernfraktionierungs-Puffer (s. u.) verwendet, mit welchem die Zellkernmembran zunächst 

intakt bleibt. Alle Arbeiten fanden durchgehend auf Eis statt. Die Zellen wurden wie unter 2.2.2.1 

beschrieben gewaschen und von den Zellkulturschalen gekratzt, wobei hier die Zelllyse mit dem 

Kernfraktionierungspuffer durchgeführt wurde. Das Zelllysat in dem 1,5 ml-Reaktionsgefäß wurde 

zehnmal mithilfe einer 25-Gauge-Kanüle durch eine Spritze gezogen, bevor das Lysat für 20 min bei 

700 g und 4 °C zentrifugiert wurde. Anschließend wurde der Überstand, der die zytoplasmatische 

Fraktion enthält, in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt. Das Pellet, welches die Kernfraktion 

darstellt, wurde mit 500 µl des Kernfraktionierungs-Puffers gewaschen und erneut zehnmal durch die 
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Spritze gezogen. Beide Fraktionen wurden ein weiteres Mal für zehn Minuten bei 700 g und 4 °C 

zentrifugiert. Die Zytoplasma-Fraktion wurde wiederum in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefäß 

überführt. Bei der Kernfraktion wurde der Waschpuffer abgezogen und das Pellet wie unter 2.2.2.1 

beschrieben mit dem 1x SDS-Lysepuffer resuspendiert, sonifiziert und aufgekocht. Die Proben 

wurden anschließend einer Bestimmung der Proteinkonzentration unterzogen (siehe 2.2.2.4) oder 

zur Aufbewahrung bei -80 °C gelagert. 

 
Kernfraktionierungs-Puffer pH7,3 

Tris 50 mM 

HEPES 15 mM  

Saccharose 10 % 

 Puffer sterilfiltriert 

 Protease-Inhibitor-Cocktail 1:100 und Phosphatase-Inhibitor-Cocktail 1:100 

 

2.2.2.4 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-Test 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Pierce® BCA Protein Assay Kit (Thermo 

Scientific) verwendet. Das Prinzip des hier eingesetzten Systems basiert auf dem Farbumschlag von 

chelatierter Bicinchoninsäure (BCA, engl. bicinchoninic acid)  (Smith  et  al,  1985),  der  für  die  

Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration einer Probe herangezogen wird. Für diese Reaktion 

werden in alkalischer Lösung zunächst Cu2+-Ionen durch Bindung an Proteine (Biuret-Reaktion) 

komplexiert und zu Cu1+-Ionen reduziert. Durch die anschließende Chelatbildung von zwei BCA-

Molekülen mit einem Cu1+-Ion kommt es zu einer violetten Färbung der Lösung, deren Intensität 

photometrisch bei einer Wellenlänge von 562 nm bestimmt werden kann.  

Ausgehend von einem BSA-Standard mit 1 mg/ml wurde eine BSA-Standardreihe mit 

Proteinkonzentrationen von 5 µg/ml, 10 µg/ml, 15 µg/ml und 20 µg/ml in einem Volumen von 50 µl 

angesetzt. Für den Nullabgleich wurden 50 µl ddH2O eingesetzt. Von den zu bestimmenden 

Proteinproben wurden jeweils 2 µl in 50 µl ddH2O verdünnt. Alle Proben wurden schließlich mit 1 ml 

BCA-Reagenz (Reagenz A:Reagenz B = 50:1) gemischt. Nach einer 10-minütigen Inkubation bei 60 °C 

bei 550 rpm in dem Heizblock Thermomix comfort (Eppendorf) erfolgte eine Abkühlung der Proben 

auf Eis. 100 µl jeder Probe wurden schließlich in eine 96-Loch-Platte überführt und die Extinktion der 

Probe bei 562 nm mit dem Photometer Multiscan RC von Thermo Labsystem bestimmt. Durch den 

Abgleich mit der Eichkurve der BSA-Standardreihe konnte die Proteinkonzentration der Probe 

ermittelt werden. 
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2.2.2.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

Mithilfe der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) werden Proteine im elektrischen Feld 

anhand ihres Molekulargewichts aufgetrennt. Für die Gelelektrophorese wurden zum einen 

kommerzielle Gele des NuPAGE® Bis-Tris-Systems (Life Technologies) eingesetzt. Zum anderen 

wurden Gele mit einem Bis-Tris-Puffer (s. u.) mit dem Mini-PROTEAN® 3 Cell System von Bio-Rad 

selbst hergestellt. Die verwendeten Gele besaßen eine Schichtdicke von 1 mm und einen 

Acrylamidanteil  von  10  oder  12  %  im  Trenngel  und  4  %  im  Sammelgel  (siehe  Tab.  2-16).  

Ammoniumpersulfat (APS) (Sigma-Aldrich) dient dabei der Induktion der Polymerisationsreaktion. 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Bio-Rad) stellt einen Katalysator für die 

Polymerisierungsreaktion dar.  

 
Bis-Tris-Puffer 

Bis-Tris 1,25 M 

Ad ddH2O  

 pH 6,6 - 6,7 

 Puffer sterilfiltriert 

 

Tab. 2-16: Pipettierschema Bis-Tris-Gele 

 ddH2O Bis-Tris 
Puffer 

Acrylamid/Bisacrylamid 
(29:1) 

APS 
(10 %) 

TEMED 

Sammelgel (1-2 Gele) 3,22 ml 1,5 ml  0,525 ml 31 µl 15 µl 

Trenngel 10 % (1 Gel) 2,43 ml 1,5 ml 1,32 ml 37 µl 10 µl 

Trenngel 12 % (1 Gel) 2,17 ml 1,5 ml  1,58 ml 37 µl 10 µl 

 

Zur Herstellung der Gele wurde zunächst der Trenngelpuffer nach Zugabe von APS und TEMED sofort 

zwischen die zwei Glasplatten, die durch einen Abstandshalter von 1 mm voneinander getrennt sind, 

gegossen und mit 100 %igem Isopropanol (Roth) überschichtet. Das Isopropanol sorgt für die 

Glättung der Trenngeloberfläche, sowie für die Abschirmung des angrenzenden Sauerstoffs von der 

Geloberfläche. Nach der Polymerisierung des Gels wurde das Isopropanol entfernt und sorgfältig mit 

dH2O gespült. Der Sammelgelpuffer wurde ebenfalls mit APS und TEMED vermischt, auf das Trenngel 

geschichtet und mit einem Kamm versehen. Nach vollständiger Polymerisierung wurde das Gel 

entweder sofort verwendet oder für maximal vier Tage in einem mit dH2O getränkten Tuch bei 4 °C 

aufbewahrt.  

Zur Vorbereitung der Proben wurde die gewünschte Menge Protein in einem Gesamtvolumen 

zwischen 12 und 25 µl angesetzt. Die Proteinproben wurden mit 1x SDS-Lysepuffer (siehe 2.2.2.1) auf 

jeweils das gleiche Volumen aufgefüllt und mit einem Ladepuffer (s. u.) versehen. Daraufhin wurden 
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die Proben für drei Minuten bei 99 °C in dem Heizblock Thermomixer comfort (Eppendorf) unter 

Schütteln bei 950 rpm aufgekocht und schließlich auf Eis abgekühlt. Das Aufkochen der Proben 

denaturiert die Proteine und löst deren Sekundär- sowie Tertiärstruktur auf. Durch das im Lysepuffer 

enthaltene SDS, welches in einem Verhältnis von zirka 1,4 g SDS/Gramm Protein an das denaturierte 

Protein bindet, wird die Eigenladung der Proteine aufgehoben. Das dem Ladepuffer zugesetzte 

-Mercaptoethanol spaltet zusätzlich noch die Disulfidbrücken-Bindungen auf, so dass die Proteine 

für die elektrophoretische Auftrennung linearisiert vorliegen und alle eine negative Gesamtladung 

aufweisen. Die Proben wurden nach Abkühlen auf Eis auf das Gel aufgetragen. Durch das Glycerol, 

welches im Ladepuffer enthalten ist, wird die Probe beschwert, was das Absinken der Probe in die 

Geltasche erleichtert. Das Bromphenolblau dient der Visualisierung der Proben, wodurch die 

Lauffront während des Gellaufs verfolgt werden kann. Zunächst wurde für zirka fünf Minuten eine 

Spannung von 80 Volt (V) angelegt, bis die Proben das Sammelgel vollständig passiert hatten und in 

das Trenngel eingelaufen waren. Dies war an der beginnenden Auftrennung des Größenmarkers zu 

erkennen. Die Spannung wurde dann auf 130 bis 160 V erhöht. Für den Gellauf wurde der NuPAGE 

MES SDS-Laufpuffer (Invitrogen) verwendet. Das Bis-Tris-System zusammen mit dem eingesetzten 

Laufpuffer erlaubt dabei eine besonders scharfe Auftrennung von Proteinen im kleinen bis 

mittelgroßen kDa-Bereich. Der Gellauf der selbst hergestellten Gele fand in den Kammern des Mini-

PROTEAN® 3 Cell Systems von Bio-Rad statt, für die NuPAGE-Gele wurden die Kammern des XCell 

SureLock™ Mini-Cell Elektrophoresesystems (Invitrogen) verwendet. 

 
4x SDS-Ladepuffer                             5x SDS-Ladepuffer                             

Tris, pH 6,8 250 mM  Tris, pH 6,8 500 mM 

Glycerol 40 %   Glycerol 50 %  

-Mercaptoethanol 20 %  -Mercaptoethanol 25 % 

SDS 8 %   SDS  8 %  

Bromphenolblau 0,04 %   Bromphenolblau 0,04 % 

 

2.2.2.6 Western Blot 

Nach dem Gellauf erfolgte der Transfer der Proteine auf eine Whatman Protran Nitrozellulose-

Membran (A. Hartenstein) mittels Western Blot. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ausschließlich die 

Tank-Blot-Methode für den Proteinübertrag angewandt und dafür das Mini Trans-Blot® 

Electrophoretic Transfer Cell-System von Bio-Rad eingesetzt. Die Komponenten für den Blotaufbau 

wurden in einer Blotkassette in folgender Reihenfolge luftblasenfrei aufeinandergeschichtet: ein 

Schwamm, ein Filterpapier, eine Nitrozellulose-Membran, das Gel, ein Filterpapier, ein Schwamm. 

Alle Komponenten wurden vor dem Aufbau kurz in Transferpuffer (s. u.) getränkt. Die fest 
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zusammengedrückte Blotkassette wurde schließlich in die mit Transferpuffer gefüllte Blotkammer 

eingesetzt, so dass die Nitrocellulose-Membran auf der Seite der Anode positioniert war. Nach 

Anlegen eines elektrischen Feldes wurden somit die Proteine aus dem Gel in Richtung Anode 

gezogen und auf die Membran transferiert. Der Transfer verlief entweder mit einer Spannung von 

100 V für eine h bei 4 °C, bei 60 bis 65 V für 3 bis 5 h bei RT oder bei 30 oder 45 V über Nacht bei RT. 

Nach Beendigung des Transfers wurde die Nitrozellulosemembran zunächst für zirka eine Minute bei 

Raumtemperatur mit einer Ponceau S-Lösung (s. u.) reversibel angefärbt, um den Transfer der 

Proteine auf die Membran zu überprüfen. Mit Ponceau S können Proteinmengen ab 50 ng pro Bande 

nachgewiesen werden. Anschließend wurde die Membran zweimal mit 1x PBS-T (s. u.) gewaschen 

und für mindestens 20 min unter sachtem Schütteln bei Raumtemperatur mit einem 

Blockierungspuffer (5 % Milchpulver gelöst in 1x PBS-T) blockiert, um unspezifische Bindungen auf 

der Membran abzudecken. 

 
1x Transferpuffer 

Glycin 250 mM 

Tris 25 mM 

Methanol 20 %  

 
Ponceau S-Färbelösung 

Ponceau S 0,025 %  

Essigsäure 1 %  

 
1x PBS-T 

NaCl 137 mM 

KCl 2,7 mM 

Na2HPO4 x 2H2O 10 mM 

KH2PO4 1,8 mM 

Tween20 0,05 % 

 

2.2.2.7 Immunologische Proteindetektion 

Zum Nachweis spezifischer Proteine wurde die Membran über Nacht mit dem Primärantikörper (Tab. 

2-8) gegen das gewünschte Protein unter sachtem Schütteln bei 4 °C inkubiert. Alle Antikörper 

wurden in 1x PBS-T (siehe 2.2.2.6) verdünnt und mit 0,02 % Natrium-Azid (Sigma-Aldrich) versetzt. 

Zur mehrmaligen Verwendung wurden diese bei 4 °C aufbewahrt. Nach Entfernen des primären 

Antikörpers wurde die Membran für 20 min mit 1x PBS-T gewaschen, wobei der Puffer dreimal 

ausgetauscht wurde. Anschließend erfolgte die Inkubation der Membran mit dem entsprechenden 
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HRP-gekoppelten (engl. horseradish peroxidase; Meerrettichperoxidase) Sekundärantikörper (Tab. 

2-9) für 90 min bei RT. Danach wurde die Membran erneut dreimal mit 1x PBS-T gewaschen. Für den 

Nachweis der Proteine wurde die Membran mit ein bis zwei ml einer ECL (engl. enhanced 

chemiluminescence; verstärkte Chemilumineszenz)-Lösung benetzt. Abhängig von der Stärke des zu 

detektierenden Signals wurden unterschiedliche ECL-Lösungen verwendet. Die Detektion von 

Proteinen mit schwachen Signalen erfolgte mit der Immobilon Western-Lösung (Millipore). Proteine 

mit starken Signalen wurden entweder mit der SuperSignal West Pico ECL-Lösung (Pierce, Thermo 

Scientific)  oder  mit  einer  selbst  hergestellten  ECL-Lösung  (s.  u.)  detektiert.  Diese  ist  aus  1  ml  der  

Lösung  A,  100  µl  der  Lösung  B  und  1  µl  einer  30  %igen  H2O2-Lösung zusammengesetzt. Die 

gekoppelte Meerrettichperoxidase katalysiert dabei die Oxidation des Chemilumineszenzsubstrats 

(z. B. Luminol) durch H2O2. Das dabei entstehende Signal wurde in der Entwicklermaschine Las-3000 

Intelligent Dark Box (Fuji) detektiert und mithilfe einer Kamera dokumentiert. Nach erneuter 

20-minütiger Blockierung der Membran in Blockierungspuffer (siehe 2.2.2.6) wurde ein weiterer 

Antikörper mit der Membran inkubiert.  

 
ECL-Entwicklerlösung 

Lösung A Luminol 0,025 % 

 Tris-HCl (pH 8,6) 0,1 M 

Lösung B para-Hydroxycumarinsäure 0,11 % 

 DMSO  

Lösung C H2O2 (30 %ig)  

 

2.2.2.8 Densitometrische Auswertung der Western Blots 

Für die densitometrische Auswertung der Western Blots wurden die Bandenintensitäten mit dem 

Programm AIDA Image Analyzer bestimmt. Alle Banden wurden zweidimensional densitometrisch 

vermessen und anschließend die Signalstärke unter Abzug des Hintergrundes ermittelt. 

 

 

2.2.3 Molekularbiologische Methoden 

2.2.3.1 RNA-Extraktion aus Fibroblastenzellen 

Die Isolation von RNA aus Fibroblastenzellen wurde nach Angaben des Herstellers, wie unter 5.1 des 

Benutzerhandbuches beschrieben, mit dem NuleoSpin® RNA II-Kit von Macherey-Nagel durchgeführt. 

Die  Zellen  wurden  nach  einmaligem  Waschen  mit  eiskaltem  1x  PBS  (GIBCO)  mit  dem  im  Protokoll  

angegebenen Lysepuffer auf Eis inkubiert und anschließend mit einem Spatel von den Schalen 
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gekratzt. Außerdem wurde die Elution der RNA mit 70 °C warmem ddH2O durchgeführt. Die RNA-

Proben wurden bis zur Aufbewahrung bei -80 °C gelagert.  

 

2.2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR; polymerase chain reaction) können spezifische DNA-

Abschnitte in vitro amplifiziert werden. Dieser Abschnitt wird dafür am Anfang und am Ende von zwei 

kurzen Primern (Forward- und Reverse-Primer) flankiert. Unter Verwendung einer DNA-Polymerase 

und Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs) werden ausgehend von den an die DNA-

Einzelstränge gebundenen Primer jeweils komplementäre Stränge synthetisiert und durch mehrere 

Zyklen dieser Reaktion die gewünschte Sequenz exponentiell vervielfältigt (Mullis et al, 1986). In 

dieser Arbeit wurde die Vervielfältigung der -Synuclein-Sequenz mit der Phusion High-Fidelity DNA 

Polymerase (Finnzymes) durchgeführt. Dieses Enzym besitzt neben seiner 5‘-3‘-Polymerase-Aktivität 

eine 3‘-5‘-Exonuklease-Aktivität und eignet sich somit aufgrund geringer Fehlerraten für die 

Amplifikation von DNA-Sequenzen, die nachfolgend bei einer Klonierung eingesetzt werden sollen. 

Die Sequenzen der für die PCR verwendeten Primer sind in Tab. 2-2 aufgeführt.  

 

Für eine PCR-Reaktion wurden folgende Komponenten zusammengegeben: 

Matrizen-DNA (Menge je nach Konzentration der eingesetzten DNA bestimmt) 

1 µl dNTPs (10 mM) 

0,5 µl forward-Primer (100 µM) 

0,5 µl reverse-Primer (100 µM) 

1,5 µl DMSO 

0,5 µl Phusion DNA-Polymerase (2 U/µl) 

10 µl Phusion HF-Puffer (5x) 

ad 50 µl ddH2O 

 

Die PCR erfolgte in einem Thermocycler der Firma Bio-Rad (München) mit folgendem Programm: 

 
Initiale Denaturierung  2 min 98 °C  

Amplifikation Denaturierung 
Primer-Anlagerung 
Elongation 

20 sec  
30 sec 
20 sec 

98 °C 
60 °C 
72 °C 

35 Zyklen 

Denaturierung  7 min 72 °C  

Abkühlung      4 °C  
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Im Anschluss an die PCR wurde das jeweilige Amplifikat auf einem präparativen Agarosegel 

elektrophoretisch aufgetrennt (2.2.3.9) und die entsprechenden Banden aus dem Gel extrahiert 

(2.2.3.10). 

 

2.2.3.3 Synthese von cDNA mittels reverser Transkription 

Die Reverse Transkriptase-PCR beschreibt die Synthese von spezifischen cDNA-Sequenzen anhand 

einer RNA-Matrize. Diese Reaktion wird mithilfe der reversen Transkriptase, auch RNA-abhängige 

DNA-Polymerase genannt, katalysiert (Spiegelman et al, 1971). Die reverse Transkription wurde mit 

dem Omniscript® RT-Kit (Qiagen) durchgeführt. Alle Arbeiten fanden auf Eis statt. Für eine Reaktion 

wurden 1 µg der zuvor extrahierten RNA eingesetzt und jede Probe mit ddH2O auf ein 

Gesamtvolumen von 10 µl aufgefüllt. Zur Denaturierung der RNA wurden die Proben zunächst für 

fünf Minuten bei 65 °C in einem Thermocycler (Biometra) erwärmt und anschließend sofort auf Eis 

abgekühlt. Zu jeder Probe wurden 10 µl des Mastermixes (s. u.) zugegeben.   

 
 Mastermix Finale Konzentration 

2 µl 10x RT-Puffer 1x 

2 µl dNTPs-Mix (5 mM pro dNTP) 0,5 mM pro dNTP 

2 µl Oligo-dT15-Primer (10 µM) 1 µM 

1 µl Omniscript Reverse Transkriptase 4 U 

0,25 µl RNAse-Inhibitor 10 U 

2,75 µl ddH2O  

 

Zur Synthese der cDNA wurden die Proben für eine Stunde bei 37 °C in einem Thermocycler von Bio-

Rad (München) inkubiert und anschließend auf Eis abgekühlt. Die entstandene cDNA wurde sofort 

für eine quantitative Real-Time-PCR (siehe 2.2.3.4) eingesetzt oder bei -20 °C gelagert. 

 

2.2.3.4 Quantitative Real-Time-PCR (qPCR)  

Die quantitative Real-Time-PCR ermöglicht nach dem Prinzip einer herkömmlichen PCR die 

Quantifizierung der Expression bestimmter Gene auf Transkriptionsebene. Die Methode beruht dabei 

auf der Interkalation des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR Green in doppelsträngige DNA, wobei das 

Fluoreszenzsignal nach jedem durchlaufenen Zyklus proportional zur Menge der gebildeten 

Amplifikate ansteigt. Die Quantifizierung ist nur in der exponentiellen Phase der PCR möglich, deren 

Beginn durch den Ct-Wert (Cycle threshold) gekennzeichnet ist. Dieser beschreibt den Zyklus, an dem 

die Fluoreszenz der entstandenen PCR-Produkte erstmals die Hintergrund-Fluoreszenz übersteigt. 

Mithilfe einer Schmelzkurvenanalyse wurde die Spezifität der PCR-Produkte überprüft. Die 
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Schmelzkurve ergibt sich durch die im Anschluss an die Amplifikation erfolgende schrittweise 

Temperaturerhöhung, wobei die DNA-Doppelstränge aufgetrennt werden und somit eine 

Veränderung des Fluoreszenzsignals messbar ist. Als Quantifizierungs-Reagenz wurde hier das 

ABsolute SYBR Green Fluorescein (Thermo Scientific) verwendet. Für eine qPCR-Reaktion wurden in 

einem Gesamtvolumen von 25 µl folgende Komponenten zu der zu untersuchenden cDNA 

zugegeben:  

 
1 µl cDNA bzw. ddH2O (für Negativkontrolle) 

12,5 µl Absolute SYBR Green Fluorescein (2x) 

0,5 µl Forward-Primer (100 pmol/µl) 

0,5 µl Reverse-Primer (100 pmol/µl) 

10,5 µl ddH2O 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde eine qPCR für die Untersuchung der Genexpression von -Synuclein 

und -Synuclein durchgeführt. Als Referenzgene diente die RNA-Polymerase II und Aktin. Die 

Sequenzen der verwendeten Primer sind in Tab. 2-3 angegeben. Die Proben wurden in eine für qPCR 

vorgesehene 96-Loch-Platte (StarLab) gegeben und mit einer Klebefolie (BioRad) versiegelt. Die qPCR 

wurde mit dem iCycler der Firma Bio-Rad mit dem nachstehenden Programm durchgeführt: 

 

Initiale Denaturierung  15 min 95 °C  

Amplifikation Denaturierung 
Primer-Anlagerung 
Elongation 

15 sec  
15 sec 
20 sec 

95 °C 
60 °C 
72 °C 

35 Zyklen 

Denaturierung  1 min 95 °C  

Abkühlung  1 min 70 °C  

Schmelzkurve  30 sec 50 °C  Anstieg der 
Temperatur  um  0,5  °C  
pro Zyklus 

90 Zyklen 

 

Die Messung jeder cDNA erfolgte im Triplikat. Zur Überprüfung der Primer-Spezifität wurde eine 

Negativkontrolle mitgeführt, die keine cDNA enthielt. Hier wurde anstelle der cDNA 1 µl ddH2O 

eingesetzt.  

Die gemessenen Ct-Werte wurden im Anschluss mithilfe des Auswertungsprogramms REST (engl. 

relative expression software tools) (Pfaffl et al, 2002) analysiert und die relative Expression der Gene 

errechnet. 
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2.2.3.5 DNA-Spaltung mittels Restriktionsendonukleasen 

Mithilfe des Restriktionsverdaus wird die DNA an bestimmten Sequenzen aufgetrennt. Die dafür 

verwendeten Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die spezifische DNA-Sequenzen 

erkennen und an jeweils definierten Stellen spalten. Für eine Klonierung wird die DNA mit zwei 

Enzymen geschnitten, die unterschiedliche Erkennungssequenzen besitzen, um so eine gerichtete 

Klonierung zu gewährleisten. In dieser Arbeit wurden die DNA-Spaltung mit den Enzymen BamHI und 

NotI oder KpnI und BglII durchgeführt und erfolgten in folgenden Ansätzen über Nacht bei 37 °C: 

 
4 µg (4 µl) pGFP-N1 15 µl -Syn-Amplifikat oder 10 µg (4,2 µl) pGFP-N1 

2 µl BamHI 3 µl KpnI 

2 µl NotI 3 µl BglII 

1 µl BSA (100x) 5 µl BSA (10x) 

10 µl NEB-Puffer 3 5 µl NEB-Puffer 2 

ad 100 µl ddH2O ad 50 µl ddH2O 

 

Um einen vollständigen Restriktionsverdau zu garantieren, wurde nach der Inkubation über Nacht 

nochmals 1 µl von jedem verwendeten Enzym zu dem Ansatz dazugegeben und dieser für weitere ein 

bis zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde der linearisierte Vektor auf einem 

präparativen Agarosegel (siehe 2.2.3.9) aufgetrennt, aus dem Gel extrahiert und für die Klonierung 

eingesetzt. Für Test-DNA-Spaltungen wurden 2 µl der Plasmid-DNA mit den entsprechenden 

Enzymen in einem Gesamtvolumen von 10 oder 50 µl für 1 h bei 37 °C inkubiert und anschließend auf 

einem Agarosegel überprüft. 

 

2.2.3.6 Ligation 

Die Ligation beschreibt die durch ein Enzym katalysierte Verknüpfung von zwei DNA-Fragmenten 

unter Ausbildung einer Phosphodiesterbindung. Ligationsschritte wurden in dieser Arbeit zum einen 

mit dem In-Fusion® HD Cloning Kit von Clontech und zum anderen mit der T4 DNA-Ligase von NEB 

nach Angaben des Herstellers durchgeführt.  

Bei der Verwendung des In-Fusion® HD Cloning Kit wurde der Ligationsansatz abweichend zum 

Herstellerprotokoll in einem Gesamtvolumen von 10 µl für 15 min bei 37 °C, anschließend für 15 min 

bei 50 °C und dann bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C inkubiert.  

Für die Ligation mit der T4 DNA-Ligase wurden der linearisierte Vektor und die Integrat-DNA in einem 

molaren Verhältnis von 1:3 eingesetzt. In einem Volumen von 20 µl wurden die entsprechende 

Menge des Vektors (40 ng) und der Integrat-DNA (11 ng) mit 1 µl der T4 DNA-Ligase und 2 µl des 10x 

T4-Puffers gemischt und über Nacht bei 16 °C inkubiert.  
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2.2.3.7 Transformation von Bakterienzellen mittels Hitzeschock 

Die Transformation bezeichnet die Übertragung von fremder DNA in Bakterienzellen. Zur 

Vervielfältigung eines Plasmids erfolgte die Transformation von chemisch kompetenten DH-5  

E. coli-Zellen (Invitrogen). Pro Transformationsansatz wurden 50 µl kompetente Zellen auf Eis 

aufgetaut und mit der gewünschten Plasmid-DNA vermischt. Nach einer 15-minütigen Inkubation auf 

Eis erfolgte ein Hitzeschock der Zellen, indem diese für 90 Sekunden bei 42 °C inkubiert wurden. 

Anschließend wurden die Zellen für zwei Minuten auf Eis abgekühlt. Nach Zugabe von 450 µl LB-

Medium (s. u.) erfolgte eine einstündige Inkubation bei 37 °C unter Schütteln bei 1400 rpm in dem 

Heizblock Thermomixer comfort (Eppendorf). Schließlich wurden 100 µl des Transformationsansatzes 

auf eine mit Kanamycin (50 µg/ml) versehene LB-Agarplatte ausgestrichen und über Nacht in einem 

Brutschrank bei 37 °C inkubiert.  

 
LB-Medium 

Bacto-Trypton 1 %  

Bacto Hefeextrakt 0,5 %  

NaCl 1 % 

 das Medium wurde für 30 min bei 120 °C autoklaviert und anschließend bei 4 °C gelagert 

 

LB-Agar  

Bacto-Trypton 1 % 

Bacto Hefeextrakt 0,5 %  

NaCl 1 %  

Agar 1,5 %  

 

2.2.3.8 Plasmidpräparation 

Um die gewünschte Plasmid-DNA zu vermehren, wurde jeweils ein Klon aus der vorangegangenen 

Transformation in LB-Medium (siehe 2.2.3.7), versetzt mit 30 µg/ml Kanamycin, überführt und über 

Nacht bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. Um nach einer Klonierung Klone auf die Aufnahme des 

richtigen Konstruktes zu überprüfen, wurden Minikulturen in einem Volumen von 5 ml LB-Medium 

hergestellt. Für die Kultivierung wurden Röhrchen der Firma Greiner verwendet. Die 

Plasmidpräparation erfolgte mit dem NucleoSpin® Plasmid Kit  von  Macherey-Nagel.  Nach  

Überprüfung des Plasmids mittels Restriktionsverdau wurden 50 µl der Minikultur in einem Ansatz 

von  100  ml  LB-Medium,  versetzt  mit  30  µg/ml  Kanamycin,  vermehrt.  Für  die  Plasmidpräparation  

wurde entweder das Jetstar 2.0 Maxi-Kit von Genomed oder das NucleoBond® Xtra Midi EF-Kit von 

Macherey-Nagel eingesetzt.  
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2.2.3.9 Agarose-Gelelektrophorese 

DNA kann aufgrund ihrer negativen Eigenladung mithilfe von Agarosegelen der Molekülgröße nach 

elektrophoretisch aufgetrennt werden. Die Prozentigkeit des Agarosegels, und damit die Porengröße 

der Gelmatrix, bestimmt dabei die Wanderungsentfernung der DNA-Moleküle vom Startpunkt. Zur 

Auftrennung der DNA wurden 1 %ige Agarosegele hergestellt. Dafür wurde die entsprechende 

Menge Agarose in 1x TAE-Puffer (s. u.) durch Aufkochen gelöst. Pro Gel wurden 25 ml der Agarose-

Lösung mit einem Tropfen einer Ethidiumbromid-Lösung (Dropper Bottle, Sigma-Aldrich) versetzt und 

in die Gelapparatur Agagel-Mini von Biometra gegossen. Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und 

dient bei Anregung mit UV-Licht zur Visualisierung der DNA-Banden im Gel. In die noch flüssige 

Agarose wurde ein Kamm für die gewünschte Taschenanzahl gesteckt. Nach der Aushärtung des Gels 

bei 4 °C wurde dieses mit den DNA-Proben, denen 6x Orange G-Ladepuffer (s. u.) zugesetzt wurde, 

beladen. Als Größenmarker wurde der MassRulerTM DNA Ladder von Fermentas eingesetzt. Der 

Gellauf erfolgte für 30 bis 45 min bei einer Spannung von 50 mA und fand bei RT statt. Auf einem UV-

Tisch wurde bei einer Wellenlänge von 312 nm der Ethidiumbromid-Farbstoff angeregt und die 

aufgetrennten DNA-Banden mit dem Geldokumentationsprogramm von Intas dokumentiert. 

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten, die aus dem Gel extrahiert und in eine Klonierung eingesetzt 

werden sollten, wurden präparative Agarosegele hergestellt. Diese enthielten größere Taschen, die 

die Auftragung eines größeren Volumens ermöglichten. Damit keine Schäden in der DNA entstehen, 

wurde das Gel nach der elektrophoretischen Auftrennung von 30 min nur kurz bei energiearmem UV-

Licht (366 nm) beleuchtet und die entsprechenden Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten. Im 

Anschluss erfolgte die Dokumentation des Rest-Gels, um die Vollständigkeit der ausgeschnittenen 

Banden zu überprüfen.  

 
1x TAE-Puffer 

Tris 40 mM 

Na-Acetat x 3 H2O 20 mM 

EDTA  1 mM 

 

6x Orange G-Ladepuffer 

Glycerin 30 % 

Orange G 0,25 % 
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2.2.3.10 Gelextraktion 

Um die DNA aus dem ausgeschnittenen Gel zu extrahieren, wurde das NucleoSpin® Extract II-Kit von 

Macherey-Nagel verwendet. Die Gelstücke wurden zunächst gewogen, um nach Angaben des 

Herstellers das entsprechende Volumen des Gelextraktion-Puffers hinzuzugeben.   

 

2.2.3.11 Klonierung zur Herstellung des p SynWT.GFP-N1-Konstruktes 

Die Klonierung dient dazu, eine gewünschte DNA-Sequenz in einen Vektor einzubringen, um diese 

Sequenz schließlich für Untersuchungen vermehren zu können. In der vorliegenden Arbeit wurde in 

zwei Schritten ein mit GFP-markiertes -Synuclein-Plasmid (p SynWT.GFP-N1) hergestellt.  

Schritt 1: Herstellung des p SynWT-N1-Konstruktes 

Zunächst wurde ein pEGPF-N1-Vektor (Clontech) mit den Enzymen BamHI und NotI geschnitten, um 

die GFP-Sequenz aus dem Vektor zu entfernen und diesen für die Ligation mit der -Synuclein-

Sequenz einzusetzen. Die Vektorkarte des Plasmids mit den entsprechenden Schnittstellen ist im 

Anhang (siehe 8.3.1) abgebildet. Die Amplifikation der -Synuclein-Sequenz erfolgte mittels PCR 

unter Verwendung einer zuvor hergestellten cDNA (2.2.3.2). Die Primer ( -Synuclein_forward und 

-Synuclein_reverse) für die Amplifizierung enthielten eine mit dem Vektor überlappende Sequenz, 

die Schnittstellen für die DNA-Spaltung mit BamHI und NotI (siehe Tab. 2-2) beinhalteten. Vor der 

Ligation der geschnittenen Vektor- und Integrat-DNA erfolgte die Auftrennung und Aufreinigung der 

Fragmente aus einem präparativen Agarosegel (2.2.3.9, 2.2.3.10). Die Ligation wurde mit dem 

In-Fusion® HD Cloning Kit von Clontech wie unter 2.2.3.6 beschrieben durchgeführt. Das entstandene 

Konstrukt wurde als p SynWT-N1 bezeichnet (Vektorkarte siehe 8.3.2 im Anhang). Nach der 

Transformation von DH5 -Zellen (2.2.3.7) mit diesem Konstrukt wurden zunächst sechs Minikulturen 

mittels Minipräparationen analysiert (2.2.3.8). Zur Überprüfung der richtigen Plasmid-Sequenz 

erfolgte eine Test-DNA-Spaltung mit dem Enzym BamHI und die Auftrennung der Fragmente durch 

eine Agarose-Gelelektrophorese. Die Plasmid-DNA mit übereinstimmenden Fragmentgrößen wurde 

mit den Primern CMV_forward und sv40 poly A_reverse (siehe  Tab.  2-4)  sequenziert.  Die  

Sequenzierung wurde von der Firma GENterprise GENOMICS Mainz durchgeführt. Pro Ansatz wurden 

750 ng Plasmid-DNA und 1 µl des entsprechenden Primers angesetzt und auf 7 µl mit ddH2O 

aufgefüllt. Nach erfolgreicher Überprüfung der Sequenz wurde das Plasmid p SynWT-N1 mittels 

einer 100 ml Übernacht-Kultur (2.2.3.8) vermehrt. 

Schritt 2: Herstellung des p SynWT.GFP-N1-Plasmids 

Zur Herstellung des p SynWT.GFP-N1-Plasmids wurde im zweiten Schritt der pGFP-N1-Vektor mit 

den Enzymen KpnI und BglII innerhalb des Polylinkers linearisiert. Die Amplifikation der -Synuclein-

Sequenz erfolgte unter Verwendung des zuvor hergestellten p SynWT-N1-Plasmids und wurde mit 

Primern, die Schnittstellen von KpnI und BglII beinhalten, durchgeführt ( -SynucleinGFP_forward und 
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-SynucleinGFP_reverse, siehe Tab. 2-2). Die Amplifikate wurden mithilfe eines Agarosegels 

aufgetrennt und mit dem PCR clean-up Gel extraction Kit (Macherey-Nagel) aufgereinigt. Nach der 

Spaltung des -SynGFP-Amplifikats und des Vektors pGFP-N1 mit KpnI und BglII erfolgten die erneute 

Auftrennung der Vektor- und Insert-DNA in einem präparativen Agarosegel und die Extraktion der 

DNA-Fragmente. Die Ligation wurde mit der T4 DNA-Ligase der Firma NEB durchgeführt (2.2.3.6). Im 

Anschluss an die Transformation erfolgte, wie oben beschrieben, die Überprüfung mehrerer Klone 

mittels ‚Übernacht-Kulturen’ und anschließend eine Test-Spaltung der Plasmid-DNA mit den 

Restriktionsenzymen KpnI und BglII. Ein Klon des entstandenen Plasmids p SynWT.GFP-N1 wurde 

mit dem Primer CMV_forward ebenfalls bei der Firma GENterprise GENOMICS sequenziert. Nach 

Verifizierung der Sequenz erfolgte die Vervielfältigung der korrekten Plasmide mittels einer 100 ml 

Übernacht-Kultur (2.2.3.8). 

 

2.2.3.12 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Für die Konzentrationsbestimmung der DNA und RNA wurden die Proben in einem Volumen von 

100 µl 1:20 in ddH2O verdünnt und das gesamte Volumen in eine Quarzküvette überführt. Für die 

Leerprobe wurden 100 µl ddH2O verwendet. Die Bestimmung der Nukleinsäure-Konzentration 

erfolgte mit dem UV/VIS Spectrophotometer DU 800 (Beckmann-Coulter) bei einer Absorptions-

Wellenlänge von 260 nm. Die Konzentration der Nukleinsäuren ergibt sich aus folgender Formel:  

Konzentration DNA [µg/ml] = OD260 x 50 µg/ml x Verdünnungsfaktor 

Konzentration RNA [µg/ml] = OD260 x 40 µg/ml x Verdünnungsfaktor 

Die Faktoren 40 bzw. 50 ergeben sich aus den durchschnittlichen Extinktionskoeffizienten, die bei 

einer OD260 von eins 50 µg/ml DNA bzw. 40 µg/ml RNA in H2O entsprechen. Um eine Verunreinigung 

der Nukleinsäuren mit Proteinen ausschließen zu können, wurde außerdem die Absorption bei 

280 nm bestimmt. Die Absorption bei dieser Wellenlänge ist auf die aromatischen Aminosäuren der 

Proteine zurückzuführen. Nach jeder Messung wurde die Probe aus der Küvette genommen und 

verworfen und die Küvette gründlich mit Wasser gesäubert.  

 

 

2.2.4 Immunhistochemie 

Mithilfe der Immunhistochemie können Proteine durch einen mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten 

Antikörper in der Zelle nachgewiesen werden. Dafür wurden Zellen auf Deckgläschen in 24-Loch-

Platten ausgesät und wie unter Punkt 2.2.1.3 beschrieben behandelt. Es wurden 20000 Zellen pro 

Loch ausgesät. Um eine Anfärbung der Zellen zu ermöglichen wurden die Zellen nach einmaligem 

Waschen mit  1  ml  eiskaltem 1x PBS (GIBCO)  für  20 min mit  600 µl  3,5  % Paraformaldehyd (PFA)  in  

PBS bei Raumtemperatur fixiert, wodurch die Proteine miteinander vernetzt werden. Die Zellen 
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wurden dreimal mit je 1 ml 1x PBS pro Loch gewaschen. Anschließend wurden die Zellen für sechs 

min mit 800 µl eiskaltem 90 %igem Methanol bei -20 °C inkubiert. Das Methanol dient dabei sowohl 

der Permeabilisierung der Zelle, als auch der Denaturierung von Proteinen sowie deren Präzipitation. 

Um das Methanol vollständig zu entfernen, wurden die Zellen dreimal mit je 1 ml 1x PBS gewaschen. 

Anschließend  erfolgte  die  Blockierung  der  Zellen  mit  800  µl  3  %  BSA,  gelöst  in  1x  PBS,  für  1  h  bei  

Raumtemperatur, um unspezifische Bindungsstellen abzudecken. Zur Inkubation mit dem primären 

und sekundären Antikörper wurden die auf den Deckgläschen fixierten Zellen aus der 24-Loch-Platte 

entnommen und in eine mit Wasserdampf gesättigte Kammer überführt. Der primäre H2A.X-

Antikörper wurde in 1 % BSA/PBS verdünnt und pro Deckgläschen mit einem Volumen von 60 µl für 

2 h bei Raumtemperatur auf den Zellen inkubiert. Die Zellen wurden anschließend dreimal mit je 

100 µl 1 % BSA/PBS gewaschen, bevor die Inkubation mit dem sekundären Antikörper, gekoppelt mit 

dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5, erfolgte. Der sekundäre Antikörper wurde in einem Volumen von 

60 µl in 1x PBS verdünnt. Die Verdünnung des eingesetzten Antikörpers ist in Tab. 2-9 angegeben. Die 

Inkubation erfolgte für 1 h im Dunkeln, um das Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffes zu 

verhindern. Nach weiterem zweimaligem Waschen der Zellen mit je 100 µl 1 % BSA/PBS erfolgte zur 

Markierung der Kerne eine zehnminütige Inkubation, ebenfalls abgedunkelt, mit Sytox Orange 

(1:50000) in 60 µl 1x PBS. Um die Sytox Orange-Rückstände zu entfernen, wurden die Zellen einmal 

mit 100 µl 1x PBS gewaschen. Die Zellen wurden anschließend luftblasenfrei auf einem Objektträger 

fixiert. Dafür wurde zunächst ein Tropfen Eindeckmedium (antifading, Fluka) auf den Objektträger 

gegeben und das Deckgläschen mit der mit Zellen behafteten Seite mit dem Eindeckmedium 

eingebettet, so dass dieses gleichmäßig unter dem Deckgläschen verteilt war. Das Eindeckmedium 

dient dabei als Schutz vor dem Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe. Um das Einschließen von 

Sauerstoff und Austrocknen der Präparate zu vermeiden, wurde das Deckgläschen schließlich mit 

Nagellack versiegelt und die Präparate bei 4 °C aufbewahrt. Die Dokumentation erfolgte mit dem 

Laser-Scanning-Mikroskop 710 von Zeiss. 

 

 

2.2.5 Statistische Auswertung 

Für alle statistischen Auswertungen wurden mindestens drei voneinander unabhängige Versuche 

durchgeführt, wobei die genaue Anzahl der Versuche in den jeweiligen Abbildungslegenden 

angegeben ist. Die Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mit dem t-Test des 

Statistikprogramms Sigma-Stat. Ein Experiment galt ab einem Wert von p 0,05 als statistisch 

signifikant.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Charakterisierung der zellulären Alterungsmodelle IMR-90 und WI-38 

3.1.1 Bestimmung der zellulären Seneszenzphase 

Zur Bestimmung des zellulären Alters der humanen Fibroblastenlinie IMR-90 wurde bei jeder Passage 

die Populationsverdopplung (population doubling level; PDL) ermittelt. Die daraus resultierende 

Alterskurve der IMR-90-Zellen zeigt das typische von Hayflick und Moorhead 1961 erstmals 

beschriebene Merkmal der begrenzten Teilungsfähigkeit von Fibroblasten (Hayflick & Moorhead, 

1961). Wie in Abb. 3-1 gezeigt, nimmt die Teilungsrate der Zellen kontinuierlich ab, bis diese 

schließlich in einen irreversiblen Wachstumsarrest übergehen. Durch die Bestimmung des zellulären 

Alters konnte somit ein Bereich definiert werden, in dem die Zellen für die Durchführung der 

Experimente herangezogen wurden. Dieser lag für Untersuchungen in jungen Zellen bei einer PDL bis 

32. Für Experimente in seneszenten Fibroblasten wurden Zellen ab einer PDL von 44 verwendet. 

Hierbei muss bemerkt werden, dass die seneszenten Zellen bei ihrer Verwendung noch keinen 

postmitotischen Status erreicht hatten, sondern noch eine geringe Teilungsrate aufwiesen, was für 

die Durchführung der Experimente unerlässlich war. Die Zellen unterschieden sich jedoch 

proteinbiochemisch und morphologisch (siehe 3.1.2 und 3.1.3) sowie von der verminderten 

Teilungsrate deutlich von den jungen Fibroblasten.  

 

 
Abb. 3-1: Wachstumskurve der IMR-90-Fibroblasten 
IMR-90-Fibroblasten wurden unter Standard-Zellkulturbedingungen bei 37 °C und einem CO2-Gehalt von 5 % 
kultiviert. Die Zellen wurden bei Erreichen einer Dichte von 80 bis 90 % regelmäßig passagiert und dabei die 
PDL bestimmt. In der graphischen Darstellung wurde die PDL gegen die Tage der Zellen in Kultur aufgetragen 
und damit eine Wachstumskurve erstellt.  
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3.1.2 Charakterisierung des seneszenten Phänotyps  

Neben der begrenzten Teilungsfähigkeit und dem irreversiblen Wachstumsarrest weisen seneszente 

Fibroblasten noch weitere charakteristische Veränderungen wie z. B. eine vergrößerte, abgeflachte 

Zellform auf (Cristofalo et al, 2004). Um die morphologische Struktur der hier verwendeten IMR-90-

Zellen gegenüberzustellen, wurden zunächst lichtmikroskopische Aufnahmen von jungen und 

seneszenten Zellen mit einer PDL von 46 gemacht. Im Gegensatz zu der spindelförmigen Zellform 

junger Fibroblasten wurde dabei die vergrößerte und abgeflachte Struktur seneszenter Zellen 

deutlich (Abb. 3-2).  

Zum weiteren Nachweis gealterter Zellen wurde der Seneszenz-assoziierte -Galaktosidase Test 

durchgeführt. Seneszente Zellen weisen bei pH 6 eine erhöhte Aktivität einer altersspezifischen 

-Galaktosidase auf und können somit anhand einer Blaufärbung mittels X-Gal identifiziert werden 

(Dimri et al, 1995). Die mikroskopischen Aufnahmen zeigten eine deutliche Blaufärbung bei einem 

großen Teil der Zellen mit PDL 46, was die Alterung dieser Zellen bestätigt (Abb. 3-2). 

 

 
Abb. 3-2: Nachweis der -Galaktosidase-Aktivität in seneszenten Fibroblasten 
Junge und seneszente IMR-90-Zellen wurden nach dem Passagieren für 24 h unter Standardkulturbedingungen 
inkubiert. Im Anschluss wurde die zelluläre Alterung mithilfe eines -Galaktosidase-Tests nachgewiesen. Die 
Auswertung der Zellfärbung erfolgte durch eine mikroskopische Betrachtung. 
 

 
3.1.3 Biochemischer Nachweis der zellulären Alterung 

Die Seneszenz von Fibroblasten ist von einem veränderten Genexpressionsmuster gekennzeichnet 

(Cristofalo et al, 1998), weshalb diese Genprodukte als Marker für die Zellalterung herangezogen 

werden können. So ist die Expression von Caveolin-1, welches eine Hauptkomponente der 

vesikulären Zellmembraneinstülpungen namens Caveolae darstellt, in seneszenten Fibroblasten 

erhöht (Park et al, 2000) und kann bei Überexpression Seneszenz auslösen (Volonte et al, 2002), 

weshalb sich Caveolin-1 gut als Altersmarker eignet. Für dessen Nachweis wurden junge und 

seneszente IMR-90-Zellen nach dem Passagieren für 48 h unter standardisierten 

Zellkulturbedingungen inkubiert und anschließend Proteinlysate mit einem SDS-haltigen Puffer 
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hergestellt. Der biochemische Nachweis mittels Western Blot-Analyse zeigte einen signifikanten 

Anstieg des Expressionsspiegels von Caveolin-1 in gealterten Zellen (Abb. 3-3) und bestätigte somit 

auch auf biochemischer Ebene die Seneszenz der Fibroblasten. Dieses Ergebnis konnte auch in den 

WI-38-Zellen verifiziert werde (nicht dargestellt). 

 

 
Abb. 3-3: Expressionsunterschiede von Caveolin-1 in jungen und seneszenten IMR-90-Fibroblasten  
Junge und seneszente IMR-90-Fibroblasten wurden nach dem Passagieren für 48 h unter standardisierten 
Zellkulturbedingungen inkubiert und anschließend lysiert. Nach der Zelllyse erfolgte die Auftrennung der 
Gesamtproteine mittels SDS-PAGE. Die nachfolgende Immundetektion diente der Untersuchung der 
Expressionsspiegel von Caveolin-1. Die detektierte Doppelbande repräsentiert die beiden Isoformen  (24 kDa) 
und  (21 kDa). Aktin diente als Ladekontrolle.  
 

3.2 Untersuchung von -Synuclein während der zellulären Alterung 

3.2.1 Analyse der altersassoziierten -Synuclein-Expression 

-Synuclein trägt sowohl durch Mutationen im -Synuclein-Gen (Appel-Cresswell et al, 2013; Kruger 

et al, 1998; Lesage et al, 2013; Polymeropoulos et al, 1997; Proukakis et al, 2013; Zarranz et al, 2004), 

als auch durch Erhöhung der Expression des wildtypischen Proteins (Singleton et al, 2003) zur 

Entstehung der Parkinson-Krankheit bei. Um den Einfluss der Zellalterung auf die Expression von 

-Synuclein zu untersuchen, wurden Gesamtzelllysate von Zellen unterschiedlicher PDL der beiden 

Fibroblastenlinien IMR-90 und WI-38 mittels Western Blot-Analyse und Real-Time-PCR miteinander 

verglichen. In beiden Zelllinien konnte im Zuge der Alterung ein signifikanter Anstieg der -Synuclein-

Spiegel auf Proteinebene beobachtet werden (Abb. 3-4 a und b). Auch auf transkriptioneller Ebene 

war sowohl in IMR-90-, als auch in WI-38-Zellen ein erhöhter mRNA-Spiegel von -Synuclein 

erkennbar, wobei nur bei WI-38-Zellen eine Signifikanz erreicht wurde (Abb. 3-4 c und d). In IMR-90-

Zellen kann die fehlende Signifikanz auf die große Varianz innerhalb der drei unabhängigen 

Experimente zurückgeführt werden, obwohl jeder der drei Versuche eine Hochregulation von 

-Synuclein zeigte. Um die Spezifität dieser altersassoziierten Veränderung von -Synuclein zu 

bestätigen, wurde ein weiteres Mitglied der Synuclein-Familie auf transkriptioneller Ebene 

untersucht. Da in Lungengewebe neben -Synuclein auch -Synuclein vorhanden ist (Lavedan et al, 

1998), wurde auch von diesem der mRNA-Gehalt durch Real-Time-PCR ermittelt. In IMR-90-Zellen 

war ein signifikant verringerter Expressionsspiegel von -Synuclein in seneszenten Zellen zu 

erkennen, wohingegen die Expression in WI-38-Zellen leicht erhöht war (Abb. 3-4 c und d).  
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Abb. 3-4: Analyse der -Synuclein-Expression während der zellulären Alterung 
Zwei Fibroblastenlinien, IMR-90 und WI-38, wurden nach dem Passagieren für 48 h unter standardisierten 
Zellkulturbedingungen inkubiert. Im Anschluss erfolgte in jungen und seneszenten Zellen beider Linien die 
Untersuchung der -Synuclein-Spiegel (14 kDa) mittels Western Blot-Analyse und Real-Time-PCR. a) und b) 
Gesamtzelllysat (jeweils 15 µg Protein) von jungen und seneszenten IMR-90- oder WI-38-Zellen wurde mit SDS-
PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt und die oben aufgeführten Proteine mithilfe der entsprechenden 
Antikörper detektiert. Dabei diente jeweils Caveolin-1 als Altersmarker. Als Ladekontrolle wurde in IMR-90-
Zellen Aktin und in WI-38-Zellen Tubulin herangezogen. Für die statistische Auswertung wurden alle Banden 
densitometrisch bestimmt und -Synuclein sowie Caveolin-1 gegen Tubulin abgeglichen. Für die graphische 
Darstellung wurde die relative Veränderung der alten zu jungen Zellen bestimmt. Die statistische Signifikanz 
wurde mithilfe des t-Tests ermittelt, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; n=3. c) und d) Gesamt-RNA wurde aus 
den Zellen extrahiert. Für die cDNA-Synthese wurden jeweils 1 µg RNA eingesetzt. Die Genexpression von 

-Synuclein und -Synuclein wurde schließlich mittels Real-Time-PCR nachgewiesen. -Synuclein diente dabei 
als Vergleichsgen. Als Referenzgen wurde die RNA-Polymerase II eingesetzt. Die Auswertung erfolgte mit der 
Software zur Bestimmung der relativen Expression (REST). Bei der graphischen Darstellung wurden die 
relativen Veränderungen der jungen vs. alten Zellen gegeneinander aufgetragen. Die statistischen Auswertung 
erfolgte mithilfe des t-Tests, *p<0,05, ***p<0,001; n=3. 
 

 
3.2.2 Analyse der Löslichkeit von -Synuclein in jungen und seneszenten Fibroblasten 

Bei der Entstehung von Lewy-Körperchen in Fällen der sporadischen altersassoziierten Parkinson-

Krankheit (Baba et al, 1998; Spillantini et al, 1997) wird der Prozess der Alterung für die Aggregation 

von -Synuclein in Betracht gezogen (Canron et al, 2012). Dies wird durch Studien zur Stabilisierung 
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des Proteins während der Alterung unterstützt. Diese Stabilisierung wird u. a. auf die vermehrt 

auftretenden oxidativen Modifikationen als Folge von einem erhöhten Aufkommen an oxidativem 

Stress zurückgeführt (Li et al, 2004). Um die Löslichkeit von -Synuclein in dem hier verwendeten 

zellulären Alterungsmodell zu bestimmen, wurden junge und seneszente IMR-90-Zellen in lösliche 

und unlösliche Komponenten unterteilt und mittels Western Blot-Analyse untersucht. Durch den 

Nachweis von Vimentin und GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase), die als Marker 

für die unlöslichen respektive löslichen Zellbestandteile dienten, konnte die saubere Trennung der 

zwei Proteinfraktionen bestätigt werden (Abb. 3-5). Die Analyse von -Synuclein zeigte den schon in 

Abbildung 3-4 a dargestellten Anstieg der -Synuclein-Expression in seneszenten Zellen. Die 

Lokalisation des Proteins beschränkte sich jedoch sowohl in jungen als auch in seneszenten Zellen 

ausschließlich auf die lösliche Fraktion, was eine potentielle altersbedingte Aggregation von 

-Synuclein in dem hier verwendeten zellulären Alterungsmodell ausschließt.   

 

 
Abb. 3-5: Untersuchung der Löslichkeit von -Synuclein während der zellulären Alterung 
Junge und seneszente IMR-90-Zellen wurden nach dem Passagieren einer 48-stündigen Inkubation unter 
Standardbedingungen unterzogen und anschließend mit einem milden Puffer (0,5 % NP-40) in lösliche und 
unlösliche Zellbestandteile unterteilt. Die Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und anschließend 
mittels Western Blot auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. Die Spiegel der oben angegebenen Proteine 
wurden mit den entsprechenden Antikörpern nachgewiesen. GAPDH diente als Kontrolle für die lösliche 
Fraktion und Vimentin als Nachweis für die unlösliche Fraktion. 
 

3.3 Nähere Analyse der gesteigerten -Synuclein-Expression  

3.3.1 Untersuchung von DNA-Schäden während der zellulären Alterung 

Zelluläre Seneszenz wird durch das Zusammenspiel vielfältiger Faktoren verursacht. Neben der 

Telomerverkürzung oder der Entstehung von freien Radikalen wird auch die Akkumulation von DNA-

Schäden als Ursache für die Alterung angesehen, was mit der ‚DNA-Schaden-Theorie der Alterung’ 

beschrieben wird.  

SIRT6 gehört zu der evolutionär hochkonservierten Familie der Sirtuine und stellt eine Histon-

Deacetylase dar. SIRT6 spielt eine maßgebliche Rolle bei der Regulation der Lebensspanne. So führt 

das Ausschalten von SIRT6 zu einer verfrühten Alterung bei Mäusen (Mostoslavsky et al, 2006), was 
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auf die beobachtete Rolle des Enzyms bei der Reparatur von DNA-Schäden zurückgeführt werden 

kann (Mao et al, 2011; McCord et al, 2009). Als Promotor der DNA-Reparatur dienst SIRT6 somit als 

indirekter Marker für verstärkt geschädigte DNA (Mostoslavsky et al, 2006). In der vorliegenden 

Arbeit konnte eine Erhöhung der SIRT6-Expression nach Etoposid-Behandlung beobachtet werden 

(Abb. 3-11). Um die Expression in dem hier verwendeten Fibroblastenmodell zu untersuchen, wurde 

der SIRT6-Spiegel auf proteinbiochemischer Ebene in jungen und seneszenten Zellen miteinander 

verglichen. Dafür wurden IMR-90-Zellen mit unterschiedlicher PDL nach dem Passagieren für 48 h 

unter standardisierten Zellkulturbedingungen kultiviert und die Proteine anschließend mit einem 

SDS-haltigen Puffer aus den Zellen isoliert. Die Analyse mittels Western Blot zeigte einen 

signifikanten Anstieg der SIRT6-Proteinspiegel in seneszenten Zellen, was auf eine gesteigerte DNA-

Schädigung in diesen Zellen hindeuten könnte (Abb. 3-6).  

 

 
Abb. 3-6: Vergleich der SIRT6-Expression in jungen und alten Fibroblasten 
Junge und seneszente IMR-90-Fibroblasten wurden nach dem Passagieren für 48 h bei 37 °C inkubiert und 
anschließend mit einem SDS-haltigen Puffer lysiert. Jeweils 15 µg Gesamtprotein wurden elektrophoretisch 
aufgetrennt und der SIRT6-Spiegel (37 kDa) mittels Immundetektion nachgewiesen. Als Ladekontrolle diente 
Tubulin. Anhand der ermittelten optischen Bandenintensität wurde SIRT6 gegen Tubulin abgeglichen und die 
relative Veränderung der alten zu jungen Zellen graphisch dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde 
mithilfe des t-Test bestimmt, *p<0,05; n=3. 
 

 
3.3.2 Einfluss von DNA-Schäden auf die Expression von -Synuclein 

Zelluläre Seneszenz kann auch durch verschiedene Stimuli verursacht werden (siehe Abschnitt 1.1.1). 

In der vorliegenden Arbeit wurde durch die Behandlung von jungen Zellen mit dem DNA-

schädigenden Toxin Etoposid Seneszenz induziert. Etoposid ist ein synthetisch hergestelltes 

zytotoxisches Agens und stellt ein Derivat des Podophyllotoxins, welches in der Wurzel des 

amerikanischen Maiapfels vorkommt, dar. Etoposid wirkt als Inhibitor der Topoisomerase II, eines 

Enzyms, welches bei der Replikation für die Entwindung der DNA sorgt und dafür kurzzeitig Einzel- 

und Doppelstrangbrüche in diese einfügt. Die Toxizität von Etoposid besteht darin, dass es die 

Komplexbildung zwischen der Topoisomerase II und der geschnittenen DNA stabilisiert und damit 

Strangbrüche in der DNA verbleiben (Baldwin & Osheroff, 2005). 

Um die Anreicherung von DNA-Schäden in Seneszenz-induzierten Zellen zu untersuchen, wurden 

zunächst junge IMR-90-Zellen auf Deckgläschen in einer 24-Loch-Platte ausgesät und einer 
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48-stündigen Behandlung mit 10 µM Etoposid unterzogen. Im Anschluss wurde eine 

immunhistochemische Färbung mit dem H2A.X-Antikörper vorgenommen, welcher als Marker für 

geschädigte DNA dient. H2A.X stellt als eine Variante der H2A-Familie ein Histon der Nukleosomen im 

Zellkern dar. Dieses Histon wird sofort nach der Entstehung von DNA-Doppelstrangbrüchen 

hauptsächlich durch die Kinase ATM an dem Serinrest 139 phosphoryliert und demzufolge als H2A.X 

bezeichnet (Burma et al, 2001; Rogakou et al, 1998). Die Phosphorylierung hat eine Rekrutierung 

verschiedener Faktoren wie Reparaturenzymen zur Folge. Durch die Phosphorylierung von H2A.X in 

einem begrenzten Bereich kann die Entstehung von Strangbrüchen in der DNA immunhistochemisch 

durch Foci im Zellkern nachgewiesen werden. 

Die Behandlung der Zellen mit Etoposid hatte eine Vermehrung der H2A.X-Foci im Zellkern zur Folge 

(Abb. 3-7) und wurde morphologisch durch eine Vergrößerung der Zellkerne sichtbar (siehe Sytox 

Orange-Färbung). Außerdem stellten die Zellen nach Behandlung mit Etoposid im Vergleich zur 

DMSO-Behandlung die Zellteilung ein. Die Etoposid-behandelten Zellen erscheinen im G2-Stadium 

des Zellzyklus als arretiert. Bei den mit DMSO behandelten Zellen waren anhand der DNA-Färbung 

mit dem Farbstoff Sytox Orange deutlich verschiedenen Mitosestadien zu erkennen (nicht 

abgebildet).  

 

DMSO 

Etoposid 

H2A.X Sytox Orange überlagert 

50 µm  
Abb. 3-7: Einfluss von Etoposid auf die Morphologie von jungen IMR-90-Fibroblasten 
Junge IMR-90-Zellen wurden auf Deckgläschen in einer 24-Loch-Platte ausgesät und nach 24-stündiger 
Inkubation für 48 h zweimal mit 10 µM Etoposid oder DMSO als Kontrolle behandelt. Im Anschluss erfolgten die 
Fixierung der Zellen mit 3,5 % PFA und der immunhistochemische Nachweis von H2A.X. Die Anfärbung der 
DNA mittels Sytox Orange diente der Visualisierung der Zellkerne. Die Bilder wurden mit einem LSM unter 
40-facher Vergrößerung aufgenommen. 
 

Da der Grund für die erhöhte Expression von -Synuclein während der Zellalterung unbekannt ist, 

sollte im nächsten Schritt untersucht werden, ob eine mögliche Korrelation zwischen dem 

beobachteten Anstieg der -Synuclein-Protein- und mRNA-Spiegel (siehe Abb. 3-4) und der erhöhten 
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DNA-Schädigung in seneszenten Fibroblasten (siehe Abb. 3-6) besteht. Um den Einfluss von DNA-

Schäden auf die Expression von -Synuclein zu untersuchen, wurden junge IMR-90-Fibroblasten mit 

den beiden Konzentrationen 1 und 10 µM des DNA-schädigenden Agens Etoposid behandelt und 

anschließend mittels Western Blot-Analyse untersucht. Nach der 48-stündigen Behandlung stieg der 

H2A.X-Spiegel bei einer Konzentration von 10 µM signifikant an. Interessanterweise zeigte die 

Western Blot-Analyse auch einen konzentrationsabhängigen Anstieg der -Synuclein-Expression 

(siehe Abb. 3-8). Als Kontrolle für den Zellzyklusstopp nach der DNA-Schädigung diente der Nachweis 

von p21. p21 ist ein Inhibitor mehrerer Cyclin-abhängiger Kinasen (CDKs, engl. cyclin-dependent 

kinases) und reguliert nach dem Entstehen von DNA-Schäden verschiedene Prozesse wie z. B. den 

Zellzyklusarrest oder die Inhibition der Replikation (zusammengefasst in Cazzalini et al, 2010). Nach 

der Behandlung mit Etoposid konnte auch für p21 eine erhöhte Expression auf Proteinebene 

nachgewiesen werden. 

 

 
Abb. 3-8: Einfluss von Etoposid auf die Expression von -Synuclein 
Junge IMR-90-Fibroblasten wurden zweimal für 24 h mit je 1 und 10 µM Etoposid oder DMSO als Kontrolle 
behandelt. Im Anschluss an die Zelllyse erfolgte eine Western Blot-Analyse zum Nachweis von -Synuclein und 

H2A.X. Tubulin diente als Ladekontrolle. Für die statistische Auswertung wurde die optische Bandenintensität 
bestimmt und die -Synuclein- und H2A.X-Spiegel auf Tubulin abgeglichen. Die graphische Darstellung zeigt 
die relativen -Synuclein- bzw. H2A.X-Spiegel nach Etoposid-Behandlung in Bezug auf die DMSO-Kontrolle. 
**p<0,01, ***p<0,001; n=4; für p21: n=2. 
 

 
3.3.3 Wirkung unterschiedlicher Stressfaktoren auf den Proteinspiegel von -Synuclein 

Um das Ergebnis der erhöhten -Synuclein-Expression nach DNA-Schädigung zu verifizieren, wurde 

die zelluläre Antwort auf drei weitere Stressfaktoren, Aphidicolin (Aphi), Staurosporin (Stauro) und 

4-Hydroxynonenal (4-HNE), getestet, die unterschiedliche Prozesse in der Zelle beeinflussen. Für die 

Untersuchung wurden junge IMR-90-Zellen mit den jeweils angegebenen Konzentrationen für 24 

oder 48 h inkubiert und im Anschluss mit einem SDS-haltigen Puffer lysiert. Für den Nachweis der 

Expressionsspiegel wurden die Gesamtproteine gelelektrophoretisch aufgetrennt und die 

gewünschten Proteine mit den entsprechenden Antikörpern nachgewiesen. 

Zunächst erfolgte die Untersuchung der Substanz Aphidicolin. Aphidicolin hemmt in eukaryotischen 

Zellen die Replikation der DNA, indem es die Funktion der DNA-Polymerasen  und  inhibiert 
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(Goscin  &  Byrnes,  1982;  Ohashi  et  al,  1978).  Durch  die  Hemmung  der  Polymerasen  wird  die  DNA-

Reparaturfähigkeit dieser Enzyme gestört. Es verbleiben somit Strangbrüche in der DNA, was 

schließlich zum Zellzyklusarrest führt. In der vorliegenden Arbeit wurden junge IMR-90-Zellen nach 

einer 48-stündigen Behandlung mit 1 µM Aphidicolin oder DMSO als Kontrolle untersucht. 

Durchgeführte Western Blot-Analysen zeigten deutlich, dass die Expression von -Synuclein nach der 

Behandlung mit Aphidicolin signifikant anstieg. Auch der Zellzyklus-Inhibitor p21, der als Marker für 

den Zellzyklusstopp nach der DNA-Schädigung diente, war nach der Behandlung mit Aphidicolin 

verstärkt exprimiert (siehe Abb. 3-9 a). 

Des Weiteren wurde die Wirkung des ATP kompetitiven Proteinkinase-Inhibitors Staurosporin auf die 

-Synuclein-Expression untersucht. Staurosporin ist bekannt, starke DNA-Fragmentierung 

hervorzurufen und Apoptose auszulösen (Bertrand et al, 1994). Um die Stressantwort auf diese 

Substanz zu testen, wurden die Fibroblasten für 24 h mit 5 und 10 nM Staurosporin bzw. DMSO als 

Kontrolle inkubiert. H2A.X war in Bezug auf die DMSO-Kontrolle bei beiden Konzentrationen 

signifikant erhöht, wobei der Anstieg in Abhängigkeit von der Konzentration bei 10 nM am stärksten 

war  (Abb.  3-9  b).  Die  verstärkte  Bildung  von  H2A.X  ließ  somit  auf  die  vermehrte  Entstehung  von  

DNA-Schäden schließen. Interessanterweise ergab auch der Nachweis von -Synuclein einen 

konzentrationsabhängigen Anstieg des Proteinspiegels, der ebenfalls bei 5 und 10 nM signifikant war 

(Abb. 3-9 b).  

Als weiterer Stressfaktor wurde 4-HNE verwendet. 4-HNE, welches bekanntlich oxidativen Stress 

induziert, entsteht als eines der Hauptendprodukte der Lipidperoxidation und spielt nach Entstehung 

von oxidativem Stress eine Rolle bei der Vermittlung von apoptotischen Prozessen (Poli & Schaur, 

2000). Eine erhöhte Menge an 4-HNE-modifizierten Proteinen wurde außerdem in der Substantia 

nigra von Patienten der Parkinson-Krankheit beobachtet (Yoritaka et al, 1996). In der vorliegenden 

Arbeit wurden junge IMR-90-Fibroblasten für 48 h mit 5 und 10 µM 4-HNE oder Ethanol als Kontrolle 

behandelt. Die Western Blot-Analyse zeigte anhand des konzentrationsabhängigen Anstiegs der 

HSP70-Expression, dass die Zellen bei den eingesetzten Konzentrationen mit einer deutlichen 

Stressantwort reagierten. Bei 10 µM 4-HNE war der HSP-70-Spiegel signifikant erhöht. Die Inkubation 

der Zellen mit 4-HNE führte ebenfalls zu einem Arrest des Zellzyklus, was an der deutlich erhöhten 

p21-Expression zu erkennen war. Der p21-Spiegel stieg bei einer Konzentration von 5 µM 4-HNE am 

stärksten an, nahm jedoch bei 10 µM wieder leicht ab. Trotz der Stressantwort war nach der 

Behandlung mit 4-HNE kein DNA-Schaden, gemessen an dem H2A.X-Spiegel, zu erkennen. Bei 

H2A.X war sogar eine signifikante Herunterregulation zu beobachten. Interessant war hierbei, dass 

die -Synuclein-Expression parallel zu dem H2A.X-Spiegel keine Regulation zeigte (Abb. 3-9 c). 
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Abb. 3-9: Wirkung verschiedener Stressfaktoren auf die Expression von -Synuclein 
a) Junge IMR-90-Fibroblasten wurden für 48 h mit 1 µM Aphidicolin oder DMSO als Kontrolle behandelt und 
anschließend die Expression von -Synuclein und p21 mittels Immunblot bestimmt. Als Ladekontrolle diente 
Tubulin. Anhand der densitometrisch ermittelten Bandenintensität wurden die Spiegel von -Synuclein und 
p21 auf Tubulin abgeglichen und in den abgebildeten Graphen die jeweils relativen Veränderungen nach 
Aphidicolin-Behandlung dargestellt. **p<0,01; n=3. b) Junge IMR-90-Zellen wurden nach einer 24-stündigen 
Inkubation mit 5 und 10 nM Staurosporin bzw. DMSO mittels Western Blot analysiert und die Spiegel von 

-Synuclein und H2A.X bestimmt. Als Ladekontrolle wurde Tubulin herangezogen. Die -Synuclein- und 
H2A.X-Expression wurde nach der densitometrischen Auswertung auf Tubulin abgeglichen. Für die graphische 

Darstellung wurde die relative Veränderunge der jeweiligen Proteinspiegel auf die DMSO-Kontrolle bezogen. 
*p<0,05, ***p<0,001; n=5. c) Junge IMR-90-Zellen wurden für 48 h mit 5 und 10 µM 4-HNE oder Ethanol als 
Kontrolle behandelt und im Anschluss die Proteinspiegel von -Synuclein, H2A.X, p21 und HSP70 mittels 
Immunblot ermittelt. Tubulin diente als Ladekontrolle. Die graphische Darstellung erfolgte anhand der 
densitometrisch bestimmten Bandenintensität. Dabei wurden die genannten Proteinspiegel jeweils auf Tubulin 
abgeglichen und die jeweilige relative Expression, bezogen auf Ethanol, aufgetragen. *p<0,05, ***p<0,001; n=4 
für -Syn und H2A.X, n=3 für HSP70; n=1 für p21. 
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3.3.4 Einfluss von -Synuclein auf den Grad von DNA-Schäden 

Aufgrund der Beobachtung, dass die Expression von -Synuclein insbesondere bei der Entstehung 

von Schäden in der DNA erhöht ist, wurde untersucht, ob der -Synuclein-Spiegel einen Einfluss auf 

den Grad des DNA-Schadens ausübt. Dafür wurde zunächst die -Synuclein-Expression in jungen 

IMR-90-Zellen durch die Transfektion von siRNA gegen -Synuclein herunterreguliert. Als Kontrolle 

wurden Zellen mit nonsense siRNA transfiziert. 24 h nach der Transfektion, die mittels 

Elektroporation durchgeführt wurde, erfolgte eine 48-stündige Behandlung der Zellen mit 10 µM 

Etoposid zur Schädigung der DNA. Die proteinbiochemische Analyse 72 h nach der Transfektion 

bestätigte eine Herunterregulation von -Synuclein um fast 70 % (Abb. 3-10 a). Die Bildung von 

H2A.X nach Etoposid-Behandlung war in -Synuclein-depletierten Zellen im Vergleich zu den 

nonsense-transfizierten Zellen signifikant erhöht (Abb. 3-10 a). Um dieses Ergebnis zu verifizieren, 

wurde ein -Synuclein-GFP-Fusionsprotein ( -Syn::GFP) überexprimiert. Dafür wurden junge IMR-90-

Zellen mittels Elektroporation mit dem -Syn::GFP-Plasmid bzw. einem GFP-Plasmid zur Kontrolle 

transfiziert. 24 h nach der Transfektion erfolgte eine Behandlung der Zellen für 48 h mit 10 µM 

Etoposid. Unter Verwendung eines GFP-Antikörpers wurde die erfolgreiche Überexpression von 

-Synuclein nachgewiesen. Interessanterweise führte die 48-stündige Etoposid-Inkubation zu einem 

signifikant verringerten H2A.X-Spiegel bei den -Synuclein-überexprimierenden Zellen gegenüber 

den mit GFP transfizierten Zellen (Abb. 3-10 b). Diese Befunde lassen auf einen möglichen Einfluss 

von -Synuclein auf den Grad des induzierten DNA-Schadens in jungen Fibroblasten schließen. 

 

 

 
Abb. 3-10: Einfluss von -Synuclein auf den Grad des DNA-Schadens nach Behandlung mit Etoposid 
Abbildungstext auf der nächsten Seite 
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a) Junge IMR-90-Fibroblasten wurden mit siRNA gegen -Synuclein, bzw. nonsense siRNA als Kontrolle, 
transfiziert. 24 h nach der Transfektion erfolgte eine 48-stündige Behandlung der Zellen mit 10 µM Etoposid 
bzw. DMSO. Nach der Zelllyse wurden die Gesamtproteine gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels 
Western Blot analysiert und die Spiegel der genannten Proteine untersucht. Zum Nachweis des DNA-Schadens 
wurde H2A.X verwendet. Tubulin diente als Ladekontrolle. Für die statistische Auswertung wurden die 
Bandenintensitäten densitometrisch bestimmt und H2A.X auf Tubulin abgeglichen. Für die graphischen 
Auswertung wurde die relative Veränderung der H2A.X-Spiegel nach Etoposid-Behandlung in -Synuclein-
transfizierten Zellen auf die Spiegel in nonsense-transfizierten Zellen bezogen. **p<0,01, ***p<0,001; n=6. 
b) Junge IMR-90-Zellen wurden zur Überexpression von -Synuclein mit einem -Syn:GFP-Konstrukt bzw. mit 
einem GFP-Plasmid als Kontrolle transfiziert. Nach 24 h erfolgte eine zweimalige Behandlung der Zellen mit 
10 µM Etoposid oder DMSO als Kontrolle für insgesamt 48 h. Im Anschluss an die Zelllyse wurden die oben 
aufgeführten Proteine mittels Western Blot-Analyse untersucht. Zum Nachweis der Überexpression von 

-Synuclein wurde ein GFP-Antikörper verwendet. H2A.X diente dem Nachweis von DNA-Schäden und Tubulin 
als Ladekontrolle. Anhand der ermittelten optischen Bandenintensität wurden die Spiegel von H2A.X auf 
Tubulin abgeglichen. In der graphischen Auswertung wurde die relative Veränderung der H2A.X-Spiegel nach 
Etoposid-Behandlung in -Syn::GFP-transfizierten Zellen bezogen auf die GFP-transfizierten Zellen dargestellt. 
*p<0,05; n=4.  
 

3.4 Intrazelluläre Lokalisation von -Synuclein in jungen und seneszenten Fibroblasten 

Schon bei seiner Entdeckung wurde eine Lokalisation von -Synuclein im Zellkern beobachtet 

(Maroteaux et al, 1988), was auch durch spätere Untersuchungen bestätigt werden konnte (Goers et 

al, 2003; Kontopoulos et al, 2006; Yu et al, 2007). Neuere Studien zeigen außerdem, dass -Synuclein 

auch eine mögliche Funktion im Zellkern zukommt, die jedoch noch nicht vollständig aufgeklärt ist 

(Goers  et  al,  2003;  Kontopoulos  et  al,  2006;  Liu  et  al,  2011).  Ausgehend  von  diesen  Befunden  und  

dem hier beobachteten Einfluss von -Synuclein auf den Grad des DNA-Schadens wurde untersucht, 

ob aufgrund dieses genotoxischen Stresses die Verteilung von -Synuclein in der Zelle beeinflusst 

und möglicherweise eine Verschiebung in den Zellkern verursacht wird. Gleichzeitig wurde 

untersucht, ob die Lokalisation von -Synuclein während der zellulären Alterung, die von erhöhten 

DNA-Schäden gekennzeichnet ist, verändert ist. Junge und seneszente IMR-90-Zellen wurden dafür 

für 48 h mit 10 µM Etoposid behandelt und anschließend mithilfe eines milden Puffers in zwei 

Fraktionen bestehend aus Zytoplasmaproteinen und Kernproteinen unterteilt. Unter Verwendung 

von Antikörpern gegen HistonH3 und SOD1 konnte die Auftrennung in nukleäre bzw. 

zytoplasmatische Proteinfraktionen bestätigt werden (Abb. 3-11). Der Nachweis von SIRT6 zeigte die 

zu erwartende Erhöhung des Proteinspiegels in gealterten Fibroblasten, was die verstärke 

Entstehung von DNA-Schäden in gealterten Zellen bestätigte. Es war außerdem sowohl in jungen als 

auch in seneszenten Zellen ein Anstieg von SIRT6 nach Induktion von DNA-Schäden mit Etoposid 

erkennbar (Abb. 3-11), was den Einfluss von SIRT6 in Bezug auf DNA-Reparatur unterstreicht. Die 

Untersuchung von -Synuclein zeigte, dass sowohl in jungen als auch in gealterten Zellen die 

Expression des Proteins nach Etoposid-Behandlung erhöht war. In jungen Zellen konnte nach DNA-

Schädigung ausschließlich im Zellkern eine Anreicherung von -Synuclein beobachtet werden. 

Interessanterweise verblieb in den seneszenten Zellen nach der Behandlung mit Etoposid der größte 
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Anteil des Proteins in der zytoplasmatischen Fraktion, wohingegen im Zellkern kein Anstieg der 

-Synuclein-Spiegel detektierbar war (Abb. 3-11). Dieser Befund lässt somit auf eine veränderte 

Lokalisation von -Synuclein während der zellulären Alterung schließen.  

 

 
Abb. 3-11: Einfluss von DNA-Schädigung auf die Lokalisation von -Synuclein in jungen und 
seneszenten Fibroblasten 
Junge und seneszente IMR-90-Fibroblasten wurden nach 48-stündiger Behandlung mit 10 µM Etoposid mithilfe 
eines milden Kernfraktionierungspuffers in Zytoplasma- und Kernfaktionen unterteilt. Die Proteine der 
unterschiedlichen Fraktionen wurden durch Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels Immunblot untersucht. 
SOD1 und HistonH3 dienten als Nachweis für die Zytoplasma- respektive Kernfraktion. Mit SIRT6 wurde die 
Entstehung von DNA-Schäden nachgewiesen. Caveolin-1 diente als Marker der zellulären Alterung. Anhand der 
ermittelten Bandenintensitäten wurde die relative Veränderung von -Synuclein im Kern nach Etoposid- sowie 
nach DMSO-Behandlung in seneszenten in Bezug auf junge Zellen graphisch dargestellt. *p<0,05, ***p<0,001; 
n=6. 
 

Um den Befund, dass -Synuclein nach Schädigung der DNA von jungen Zellen in den Zellkern 

wandert, zu stärken, wurden in einem weiteren Versuchsansatz junge IMR-90-Fibroblasten für 24 h 

mit 5 nM Staurosporin inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Fraktionierung in zytoplasmatische und 

nukleäre Zellbestandteile. Unter Verwendung der Antikörper gegen H2A.X und SOD1 konnte mittels 

Western Blot-Analyse die Auftrennung in Kern- und Zytoplasma-Fraktion bestätigt werden (Abb. 

3-12). Die erhöhten H2A.X-Spiegel der nukleären Fraktion bestätigten außerdem die Entstehung von 
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DNA-Schäden nach der Staurosporin-Behandlung. Die Untersuchung der -Synuclein-Expression 

ergab einen deutlichen Anstieg des Proteins in der nukleären Fraktion nach Behandlung mit 

Staurosporin, wohingegen in der zytoplasmatischen Fraktion sogar eine leichte Abnahme nach der 

Behandlung zu erkennen war (Abb. 3-12). 

 

 
Abb. 3-12: Einfluss von Staurosporin auf die intrazelluläre Lokalisation von -Synuclein 
Junge IMR-90-Zellen wurden für 24 h mit 5 nM Staurosporin behandelt und im Anschluss mithilfe eines 
Kernfraktionierungspuffers in zytoplasmatische und nukleäre Proteinfraktionen unterteilt. Die Proteine wurden 
gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels Immunblot untersucht. Zum Nachweis der nukleären Fraktion, 
sowie des Grads des DNA-Schadens wurde der H2A.X-Antikörper verwendet. SOD1 diente als Marker der 
zytoplasmatischen Fraktion. Anhand der densitometrischen Auswertung wurden die jeweiligen -Synuclein-
Spiegel nach Staurosporin-Behandlung auf die DMSO-Kontrolle bezogen und die relative Veränderung der 

-Synuclein-Spiegel im Kern in Bezug auf die Spiegel im Zytoplasma graphisch aufgetragen. *p<0,05, **p<0,01; 
n=3. 
 

3.5 Einfluss des ERK1/2-MAPK-Signalweges auf die Expression von -Synuclein 

3.5.1 Untersuchung des ERK1/2-MAPK-Signalweges in jungen IMR-90-Zellen nach DNA-

Schädigung 

Signaltransduktionswege stellen einen wichtigen Mechanismus der Zelle dar, um äußere Signale ins 

Innere der Zelle zu übertragen und damit eine adäquate Antwort hervorzurufen. Der ERK1/2-MAPK-

Signalweg wird über extrazelluläre Mitogene aktiviert und reguliert zahlreiche wichtige Prozesse wie 

die Proliferation, die Differenzierung, aber auch die zelluläre Antwort auf Stress. Demnach ist dieser 

Signalweg auch verantwortlich für die Aktivierung vieler verschiedener Proteine im Zellkern, unter 

anderem die des Transkriptionsfaktors Elk-1 (Gille et al, 1992). Zahlreiche Studien belegen, dass 

-Synuclein ebenfalls durch den ERK1/2-MAPK-Signalweg reguliert wird (Cai et al, 2010; Clough & 

Stefanis, 2007). In Bezug auf diese Studien wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob dieser 

Signalweg für den erhöhten Proteinspiegel von -Synuclein nach DNA-Schädigung in Fibroblasten 

verantwortlich ist. Um den ERK1/2-MAPK-Signalweg zu manipulieren, wurde der Inhibitor U0126 

(1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis[2-aminophenylthio] butadiene) eingesetzt. U0126 ist ein hoch 

selektiver Inhibitor von MEK1 und MEK2, der die Aktivität dieser MAPK-Kinase hemmt und somit die 

Phosphorylierung der nachfolgenden MAPK ERK1/2 verringert (Favata et al, 1998). Unter 
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Verwendung von U0126, der mit einer Konzentration von 25 µM eingesetzt wurde, wurden junge 

IMR-90-Zellen für 48 h behandelt. Die proteinbiochemische Analyse bestätigte anhand der 

reduzierten p-ERK1/2-Spiegel die inhibierende Wirkung von U0126 auf MEK1/2 (Abb. 3-13). Die 

Betrachtung des Immunblots zeigte außerdem eine signifikante Herunterregulation von -Synuclein 

nach der Behandlung mit U0126. Um weiterhin einen möglichen Einfluss dieses Inhibitors auf die 

Expression von -Synuclein nach DNA-Schädigung zu analysieren, wurde in einem weiteren Ansatz 

das DNA-schädigende Agens Etoposid in Anwesenheit von U0126 getestet. Zur Kontrolle erfolgte 

zusätzlich eine Einzelbehandlung mit 10 µM Etoposid. Die Behandlung mit Etoposid hatte neben der 

Hochregulation von -Synuclein eine Erhöhung der p-ERK1/2-Spiegel und damit der Aktivität des 

ERK1/2-MAPK-Signalweges zur Folge. Die Aktivierung von ERK1 und ERK2 erfolgt durch die 

Phosphorylierung durch die dual-spezifischen Kinasen MEK1/2 an jeweils einem Threonin- und einem 

Tyrosin-Rest (Crews & Erikson, 1992). Nur wenn beide Reste phosphoryliert sind, sind die Kinasen 

aktiv und können ihre Funktion im Zellkern ausüben (Anderson et al, 1990). In dieser Arbeit wurde 

deshalb ein spezifischer Antikörper eingesetzt, der die dual-phosphorylierte Form von ERK1/2 

erkennt. Interessanterweise konnte in Anwesenheit von Etoposid die durch dieses Agens verursachte 

Hochregulation von -Synuclein mit U0126 teilweise reduziert werden, wobei der Proteinspiegel von 

-Synuclein zwischen den Spiegeln der beiden Einzelbehandlungen lag (Abb. 3-13 a). Um zu 

untersuchen, ob die beobachtete Expression von -Synuclein auf eine transkriptionelle Regulation 

zurückzuführen ist, wurde mit dem gleichen Versuchsansatz auch die Genexpression von -Synuclein 

analysiert. Die Untersuchung zeigte auch auf mRNA-Ebene eine Herunterregulation von -Synuclein 

nach U0126-Bahandlung und unterstreicht außerdem die auf Proteinebene gezeigte Hochregulation 

der -Synuclein-Expression nach Etoposid-Behandlung. Vergleichbar mit den Proteinspiegeln wurde 

der Anstieg der -Synuclein-Spiegel nach DNA-Schädigung auch auf transkriptioneller Ebene durch 

die U0126-Behandlung teilweise unterdrückt (Abb. 3-13 c).  

Um den Einfluss des MEK-Inhibitors U0126 auf die Expression von -Synuclein nach Induktion von 

DNA-Schäden zu verifizieren, wurde der gleiche Versuchsansatz unter Verwendung eines zweiten 

DNA-schädigenden Agens durchgeführt. Anstelle von Etoposid wurde in diesem Ansatz 1 µM 

Aphidicolin eingesetzt. Die Untersuchung der Expressionsspiegel ergab im Hinblick auf die 

-Synuclein- und p-ERK1/2-Spiegel sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene die gleichen 

Ergebnisse (Abb. 3-13 b und d). Die Behandlung mit Aphidicolin zeigte hier keinen Einfluss auf die 

gesamt-ERK1/2-Spiegel. Diese Ergebnisse weisen somit auf eine mögliche ERK1/2-MAPK-Signalweg-

vermittelte Regulation der -Synuclein-Expression bei genotoxischem Stress hin. 
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Abb. 3-13: Wirkung von U0126 auf die Expression von -Synuclein 
Junge IMR-90-Fibroblasten wurden 24 h nach dem Passagieren in zwei unterschiedlichen Ansätzen den 
folgenden Behandlungen unterzogen. Die Zellen wurden im ersten Ansatz entweder mit 25 µM U0126 bzw. 
10 µM Etoposid (Eto) oder mit 25 µM U0126 in Anwesenheit von 10 µM Etoposid behandelt. Im zweiten Ansatz 
erfolgte die Behandlung mit 25 µM U0126 oder 1 µM Aphidicolin (Aphi) oder einer Doppelbehandlung mit 
25 µM U0126 und 1 µM Aphidicolin. Als Kontrolle wurde in beiden Ansätzen jeweils DMSO verwendet. Die 
Zellen wurden insgesamt für 48 h mit dem Behandlungsmedium inkubiert, wobei dieses nach 24 h erneuert 
wurde. a) und b) Im Anschluss an die Zelllyse mit einem SDS-haltigen Puffer erfolgte die gelelektrophoretische 
Auftrennung der Proteine und deren Übertragung auf eine Nitrozellulosemembran mittels Western Blot. Die 
aufgeführten Proteine wurden anschließend mittels Immundetektion analysiert. In a) und b) dienten Tubulin 
und Vimentin als Ladekontrolle. Zur Ermittlung der relativen Proteinspiegel wurden die Bandenintensitäten von 

-Synuclein, p-ERK1/2 und ERK1/2 densitometrisch bestimmt und auf die jeweilige Ladekontrolle abgeglichen. 
Für die graphische Auswertung wurden die relativen Veränderungen der jeweiligen Proteinspiegel, bezogen auf 
DMSO, dargestellt. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; a) n=3; b) n=3. c) und d) Nach der Behandlung wurde 
jeweils die Gesamt-RNA aus den Zellen extrahiert. Zur Herstellung der cDNA mithilfe reverser Transkription 
wurden 1 µg RNA pro Probe eingesetzt. Im Anschluss wurde die Genexpression von -Synuclein mittels Real-
Time-PCR bestimmt. Als Referenzgen diente bei c) Aktin und bei d) RNA-Polymerase II. Die Auswertung erfolgte 
mit der Software zur Bestimmung der relativen Expression (REST), wobei unter Berücksichtigung des jeweiligen 
Referenzgens die relative Genregulation von -Synuclein bestimmt wurde. Für die graphische Darstellung 
wurden die relativen Veränderungen der -Synuclein-Expression nach den jeweiligen Behandlungen, bezogen 
auf die DMSO-Kontrolle, aufgetragen. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; c) n=3; d) n=3. 
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3.5.2 Einfluss des ERK1/2-MAPK-Signalweges auf die Expression von -Synuclein in seneszenten 

Fibroblasten 

Der beobachtete Einfluss des ERK1/2-MAPK-Signalweges auf die Expression von -Synuclein unter 

Punkt 3.5.1 bezog sich auf die Induktion von DNA-Schäden in jungen Fibroblasten. Um zu 

untersuchen, ob die Regulation der -Synuclein-Expression auch in seneszenten Zellen über diesen 

Signalweg stattfindet, wurde auch in diesen der ERK1/2-MAPK-Signalweg mit dem MEK-Inhibitor 

U0126 blockiert. Gealterte IMR-90-Zellen wurden für 72 h mit drei unterschiedlichen 

Konzentrationen (1, 5 und 10 µM) U0126 bzw. DMSO als Kontrolle inkubiert. Die 

proteinbiochemische Analyse zeigte eine erfolgreiche Inhibierung der MAPK-Kinase MEK1/2, was an 

den signifikant reduzierten Menge von p-ERK1/2 ab einer Konzentration von 1 µM U0126 zu 

erkennen war (Abb. 3-14 a). Die Inhibierung der Kinase wurde zudem durch das verstärkte 

Vorkommen von p-MEK1/2 bestätigt. Der Nachweis von -Synuclein zeigte eine 

konzentrationsabhängige Abnahme der Proteinmenge nach 72-stündiger Behandlung mit U0126 

(Abb. 3-14 a). Diese Daten deuten somit darauf hin, dass auch in seneszenten Zellen ein Einfluss des 

ERK1/2-MAPK-Signalweges auf die Expression von -Synuclein besteht.  

Um dieses Ergebnis zu verifizieren, wurde ein vergleichbarer Versuchsansatz mit gealterten WI-38-

Fibroblasten durchgeführt. Bei diesen Zellen wurden 10 und 15 µM U0126 eingesetzt. Diese 

Konzentrationen waren etwas höher als bei den IMR-90-Zellen. Außerdem erfolgte die Behandlung 

der WI-38-Zellen für insgesamt 96 h. Das Ergebnis dieses Versuchs war mit dem in IMR-90-Zellen 

vergleichbar (Abb. 3-14 b). Die Inhibition konnte anhand der signifikant herunterregulierten 

p-ERK1/2-Spiegel demonstriert werden. Außerdem war auch bei diesem Versuch eine 

konzentrationsabhängige Herabregulation von -Synuclein zu erkennen.  
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Abb. 3-14: Wirkung von U0126 auf die -Synuclein-Expression in seneszenten Zellen 
Seneszente Zellen wurden auf Zellkulturschalen ausgesät und 24 h später einer mehrtägigen Behandlung mit 
dem MEK-Inhibitor U0126 unterzogen. Als Kontrolle diente eine reine DMSO-Behandlung. Das 
Behandlungsmedium wurde dabei alle 24 h erneuert. a) IMR-90-Zellen wurden für 72 h mit 1, 5 und 10 µM 
U0126 behandelt. b) Die Behandlung der seneszenten WI-38-Zellen erfolgte für insgesamt 96 h mit 10 und 
15 µM U0126. Im Anschluss wurden die Zellen mit einem SDS-haltigen Puffer lysiert und die angegebenen 
Proteine mittels Western Blot-Analyse untersucht. Tubulin diente in beiden Ansätzen als Ladekontrolle. Für die 
Auswertung wurden nach Abgleich auf Tubulin die relativen Bandenintensitäten bestimmt und jeweils in Bezug 
auf die DMSO-Kontrolle graphisch dargestellt. **p<0,01, ***p<0,001; a) n=5, b) n=3.  
 

 
3.5.3 Untersuchung des ERK1/2-MAPK-Signalweges während der zellulären Alterung 

Ausgehend von den Literaturdaten ist bekannt, dass die Aktivität des ERK1/2-MAPK-Signalweges 

während der Alterung von Fibroblasten abgeschwächt ist (Kim et al, 2000; Lim et al, 2000; Tresini et 

al, 2001). Um dies auch für die hier verwendete Fibroblastenlinie IMR-90 nachzuweisen, wurden 

junge und seneszente Zellen nach dem Passagieren einer 48-stündigen Inkubation bei 37 °C in 

Standard-Zellkulturmedium unterzogen, anschließend lysiert und die gewünschten Proteine des 

ERK1/2-MAPK-Signalweges mittels Western Blot-Analyse untersucht.  

Seneszente IMR-90-Zellen zeigten bei dem Vergleich mit jungen Zellen einen signifikanten Anstieg 

der ERK1/2-Expression. Interessanterweise war im Gegensatz dazu kein Mengenunterschied der 

phosphorylierten Proteine zwischen jungen und seneszenten Fibroblasten erkennbar (Abb. 3-15). 

Aufgrund der erhöhten ERK1/2-Spiegel in seneszenten Zellen führt das relative Verhältnis von 

aktivem ERK1/2 zu totalem ERK1/2 zu einer signifikanten Abnahme in seneszenten Fibroblasten, was 
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auf eine geringere Aktivierung von ERK1/2 in gealterten IMR-90-Zellen hindeutet. Da in der 

Signalkaskade die Kinasen MEK1/2 für die Phosphorylierung von ERK1 und ERK2 verantwortlich sind, 

wurden im Folgenden sowohl die Proteinmenge von MEK1/2 als auch die Bildung von p-MEK1/2 

untersucht. Die Western Blot-Analyse zeigte auch hier eine vergleichbare Menge an aktivem 

phosphoryliertem MEK1/2 in jungen und seneszenten Zellen. Im Vergleich dazu war in seneszenten 

Zellen auch ein Anstieg der totalen MEK1/2-Spiegel zu beobachten. Die statistische Auswertung 

ergab mit einem p-Wert von 0,065 zwar keine Signifikanz für diesen Anstieg, ließ jedoch einen 

deutlichen Trend für eine erhöhte MEK1/2-Expression erkennen. Das relative Verhältnis von aktivem 

p-MEK1/2 zu den totalen MEK1/2-Spiegeln ergab hier eine Tendenz zur Abnahme der Aktivität von 

MEK1/2 in seneszenten Zellen.  

 

 
Abb. 3-15: Expression der Komponenten des ERK1/2-MAPK-Signalweges in alternden Fibroblasten 
Junge und seneszente IMR-90-Fibroblasten wurden nach dem Passagieren für 48 h unter Standard-
Bedingungen bei 37 °C und 5 % CO2-Atmosphäre kultiviert. Nach der Zelllyse wurde das Gesamtprotein 
gelelektrophoretisch aufgetrennt und die Proteinspiegel der genannten Proteine mittels Immunblot 
untersucht. Bei dem Immunblot der IMR-90-Zellen dienten Aktin und Tubulin als Ladekontrolle. Nach dem 
Abgleich auf die entsprechende Ladekontrolle wurden jeweils die relativen Bandenintensitäten der alten in 
Bezug auf die jungen Zellen graphisch dargestellt. **p<0,01, ***p<0,001; n=3. 
 

Die Regulation des MAPK-Signalweges erfolgt mithilfe der Aktivität von Kinasen und Phosphatasen 

durch Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung. Für die Dephosphorylierung sind MAPK-

Phosphatasen (MKPs), die zur Familie der Dual-spezifischen Phosphatasen (DUSPs) gehören, 

verantwortlich. Nach einer Studie von Torres (Torres et al, 2003) wird eine erhöhte Aktivität der 
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MAPK-Phosphatase MKP-2 für die Dephosphorylierung von ERK1/2 in seneszenten Fibroblasten 

verantwortlich gemacht. Ein weiteres Mitglied dieser Familie stellt das Enzym MKP-3, auch bekannt 

als DUSP6, dar, welches sehr spezifisch die Dephosphorylierung von p-ERK1/2 reguliert (Muda et al, 

1996a; Muda et al, 1996b). In Anlehnung an die Ergebnisse von Torres (Torres et al, 2003) wurde 

auch in der vorliegenden Arbeit der Proteinspiegel von MKP-3 in IMR-90-Zellen unterschiedlicher PDL 

untersucht. Mithilfe der proteinbiochemischen Analyse konnte im Vergleich zu jungen Zellen eine 

signifikante Hochregulation von MKP-3 in seneszenten Fibroblasten gemessen werden (Abb. 3-16). 

Somit könnte auch in den hier verwendeten seneszenten IMR-90-Zellen der unveränderte p-ERK1/2-

Spiegel auf die erhöhte Expression von MKP-3 zurückzuführen sein. 

 

 
Abb. 3-16: Expression von MKP-3 im Vergleich von jungen und seneszenten Fibroblasten 
Junge und seneszente Fibroblasten wurden nach dem Passagieren für 48 h bei 37 °C inkubiert und 
anschließend mit einem SDS-haltigen Puffer einer Proteinisolation unterzogen. 15 µg Gesamtprotein wurden 
gelelektrophoretisch aufgetrennt und der MKP-3-Spiegel (42 kDa) mittels Immunblot-Analyse untersucht. Für 
die graphische Auswertung wurde die optische Bandenintensität von MKP-3 bestimmt, auf Tubulin abgeglichen 
und die relative Veränderung der Proteinspiegel von alten in Bezug auf junge Zellen dargestellt. **p<0,01; n=3. 
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4 Diskussion 

Verschiedene Mutationen im -Synuclein-Gen (Appel-Cresswell et al, 2013; Kruger et al, 1998; 

Lesage et al, 2013; Polymeropoulos et al, 1997; Proukakis et al, 2013; Zarranz et al, 2004) sowie die 

Aggregation des Proteins (Spillantini et al, 1998b; Spillantini et al, 1997) werden mit der Entstehung 

der Parkinson-Krankheit in Verbindung gebracht. Weitere Forschungsarbeiten führten zu der 

Erkenntnis, dass auch die erhöhte Expression von wildtypischem -Synuclein durch z. B. 

Multiplikationen des -Synuclein-Gens einen pathogenen Effekt besitzt und zur Entstehung der 

Krankheit beiträgt (Farrer et al, 2004; Singleton et al, 2003). Überexpressionsstudien unterstützen 

diese Befunde und weisen auf eine dosisabhängige Toxizität des Proteins hin (Feany & Bender, 2000; 

Maries et al, 2003). Die Funktion von -Synuclein hinsichtlich der Toxizität ist jedoch umstritten, da 

auch viele protektive Eigenschaften des Proteins nachgewiesen wurden (da Costa et al, 2000; Monti 

et al, 2007). In der altersassoziierten, sporadisch auftretenden Form der Parkinson-Krankheit 

konnten bislang keine Mutationen und nur sehr selten Genmultiplikationen identifiziert werden (Ahn 

et al, 2008; Lesage et al, 2013). In diesen Fällen wurden aber ebenfalls erhöhte Spiegel von 

-Synuclein beobachtet (Chiba-Falek et al, 2006; Grundemann et al, 2008). In dieser Arbeit wurde 

mithilfe eines replikativen Seneszenzmodells untersucht, ob der zelluläre Alterungsprozess per se zur 

Hochregulation von -Synuclein führt und welche physiologische Rolle dem Protein möglicherweise 

während der zellulären Alterung zukommt. 

 

4.1 Untersuchung von -Synuclein in humanen alternden Fibroblasten 

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Expression von -Synuclein sowohl auf mRNA- als 

auch auf Proteinebene in humanen alternden Fibroblasten signifikant ansteigt. Dabei bildete 

-Synuclein keine für die Parkinson-Krankheit charakteristischen unlöslichen Proteinaggregate aus, 

sondern lag sowohl in jungen als auch in seneszenten Zellen in löslicher Form vor. Die in seneszenten 

Zellen beobachtete Hochregulation von -Synuclein konnte mit den im Alter akkumulierenden DNA-

Schäden korreliert werden, da auch in jungen Zellen die Induktion von DNA-Schäden eine verstärkte 

-Synuclein-Expression zur Folge hatte. Sowohl die nach DNA-Schäden induzierte als auch die in 

seneszenten Zellen beobachtete Hochregulation von -Synuclein wurde durch den ERK1/2-MAPK-

Signalweg vermittelt. Die spezifische Hochregulation von -Synuclein nach DNA-Schäden macht eine 

mögliche Rolle des Proteins bei der DNA-Reparatur denkbar. Diese Hypothese wurde dadurch 

bestärkt, dass die Überexpression bzw. die Herunterregulation von -Synuclein zu einem 

verringerten respektive erhöhten DNA-Schaden führt und somit eine protektive Eigenschaft des 

Proteins im Hinblick auf die DNA-Reparatur vermutet werden kann. 
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4.1.1 Expression und Löslichkeit von -Synuclein in jungen und seneszenten Fibroblasten 

Der altersassoziierte Anstieg von -Synuclein, der auf Proteinebene nachgewiesen werden konnte, 

weist darauf hin, dass die zelluläre Alterung generell zur gesteigerten Expression von -Synuclein 

führt. Diese Beobachtung steht in Einklang mit zahlreichen in vivo Expressionsstudien. So konnte ein 

deutlicher Anstieg der Proteinmenge von -Synuclein in verschiedenen Hirnregionen gealterter 

Menschen und Mäuse nachgewiesen werden (Hsu et al, 1998; Li et al, 2004). Im Menschen zeigen 

auch die speziell von der Parkinson-Krankheit betroffenen Neurone der Substantia nigra einen 

Anstieg des Proteins -Synuclein (Chu & Kordower, 2007).  

Bei Untersuchungen an Mäusen konnte neben der erhöhten Proteinmenge auch ein Anstieg der 

-Synuclein-mRNA im Verlauf der Gehirnentwicklung bis hin zu adulten Tieren nachgewiesen werden 

(Hsu et al, 1998). In den hier durchgeführten Untersuchungen war der mRNA-Spiegel von -Synuclein 

in seneszenten Fibroblasten ebenfalls deutlich erhöht. Die Zunahme der Proteinmenge von 

-Synuclein konnte somit auf eine verstärkte Transkription des Gens zurückgeführt werden. Mit 

-Synuclein sollte ein weiteres Mitglied der Synuclein-Familie untersucht werden. In Anlehnung an 

Untersuchungen von verschiedenen Gehirnregionen der Ratte (Malatynska et al, 2006) konnte in 

dieser Arbeit gezeigt werden, dass der mRNA-Spiegel von -Synuclein in seneszenten IMR-90-Zellen 

signifikant herunterreguliert war. In seneszenten WI-38-Zellen war dagegen keine veränderte 

Expression des Gens zu erkennen. Die beobachteten Unterschiede in der transkriptionellen 

Regulation der beiden Mitglieder der Synuclein-Familie deuteten somit darauf hin, dass altersbedingt 

ausschließlich -Synuclein verstärkt exprimiert wurde.  

 

-Synuclein liegt nativ ungefaltet vor, neigt aber unter verschiedenen Bedingungen aufgrund seiner 

NAC-Domäne zur Oligomerisierung und Bildung von Aggregaten (Bodles et al, 2001). Altersassoziierte 

Krankheiten wie die familiäre und idiopathische Form der Parkinson-Krankheit, Multisystematrophie 

oder die Lewy-Körper-Demenz sind durch Proteinablagerungen namens Lewy-Körperchen 

gekennzeichnet, deren Hauptkomponente -Synuclein darstellt (Spillantini et al, 1998b; Spillantini et 

al, 1997). Diese Ablagerungen werden daher weitestgehend als Ursache für die Entwicklung dieser 

Krankheiten angesehen. Allerdings werden mittlerweile auch protektive Eigenschaften dieser 

Einschlüsse diskutiert. Dabei wird angenommen, dass mit der Aggregation apoptotische 

Eigenschaften des Proteins verloren gehen und somit Oligomere und Protofibrillen die toxischen 

Vorläufer-Spezies darstellen (Lashuel & Lansbury, 2006).  

Die Untersuchung des Aggregationszustandes während der zellulären Alterung von Fibroblasten 

zeigte, dass -Synuclein sowohl in jungen als auch in seneszenten IMR-90-Zellen ausschließlich in 

löslicher Form vorlag, obwohl der Proteingehalt in seneszenten Zellen signifikant erhöht war. Schon 

frühere Studien konnten zeigen, dass in der Substantia nigra gesunder alter Menschen und Affen im 
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Gegensatz zu den Patienten der Parkinson-Krankheit keine Aggregation trotz erhöhter -Synuclein-

Spiegel  festzustellen  war  (Chu  &  Kordower,  2007;  McCormack  et  al,  2012;  Xuan  et  al,  2011).  Die  

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuteten somit darauf hin, dass die während der Alterung 

beobachtete erhöhte -Synuclein-Expression keinen Einfluss auf die Löslichkeit des Proteins hatte. 

Somit müssen zusätzliche Faktoren als Auslöser vorhanden sein, um die Aggregation des Proteins im 

Alter zu bewirken. 

Das Aggregationsverhalten von -Synuclein kann durch verschiedenste Faktoren beeinflusst werden 

und hängt von den umgebenden Bedingungen ab. So aggregiert -Synuclein z. B. bei einem niedrigen 

pH oder einer hohen Temperatur und bildet dabei Thioflavin S-positive Filamente aus, so wie sie auch 

in Lewy-Körperchen zu finden sind (Hashimoto et al, 1998). Außerdem bewirken Umweltfaktoren wie 

das Pestizid Paraquat oder das Neurotoxin MPTP, die zu Parkinson-typischen Merkmalen führen, 

einen Anstieg der -Synuclein-Expression und dessen Aggregation (Manning-Bog et al, 2002; Uversky 

et al, 2001b). Andere Studien an Mäusen konnten dagegen keine Aggregation von -Synuclein nach 

Überexpression des wildtypischen Proteins oder nach erhöhter Expression, ausgelöst durch das Toxin 

MPTP,  nachweisen  (Manning-Bog  et  al,  2003;  Matsuoka  et  al,  2001;  Vila  et  al,  2000).  

Zusammengefasst ließ sich daraus folgern, dass die Löslichkeit von -Synuclein nicht alleine durch 

das erhöhte Vorkommen des Proteins verändert wird, so wie es auch in dieser Arbeit gezeigt wurde. 

In einer Studie von Bartels konnte außerdem gezeigt werden, dass -Synuclein in verschiedenen 

Zelltypen, entgegen der allgemein beschriebenen nativen und ungefalteten Konformation, als 

gefaltetes Tetramer vorliegt, welches keine Aggregate bildet. Es wird in dieser Studie angenommen, 

dass eine Destabilisierung dieses Tetramers die Aggregation des Proteins fördert (Bartels et al, 2011). 

Diese Konformation könnte eine weitere Möglichkeit für die gleich bleibende Löslichkeit von 

-Synuclein während der Alterung darstellen, müsste jedoch mittels Röntgenstrukturanalyse 

untersucht werden. 

 

4.1.2 Wirkung von genotoxischem Stress auf die Expression von -Synuclein 

Die Hochregulation von -Synuclein konnte in dieser Arbeit mit DNA-Schäden korreliert werden. Die 

-Synuclein-Expression konnte bereits durch verschiedene potentiell DNA-schädigende Agenzien wie 

Paraquat, MPTP oder Permethrin verstärkt induziert werden (Gillette & Bloomquist, 2003; Manning-

Bog et al, 2002; Quilty et al, 2006; Vila et al, 2000). In den hier durchgeführten Versuchen wurden 

vier Agenzien (Etoposid, Aphidicolin, Staurosporin und 4-HNE) mit DNA-schädigender Wirkung  

eingesetzt. Die Entstehung von induzierten DNA-Schäden wurde unter Verwendung des etablierten 

Markers H2A.X nachgewiesen. Doppelstrangbrüche in der DNA führen zur Phosphorylierung von 

H2A.X in einem großen Bereich des DNA-Schadens, was als H2A.X-Foci sichtbar wird (Rogakou et al, 

1998). In dieser Arbeit konnten mittels immunhistochemischer Färbungen ebenfalls die durch 
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Etoposid-Behandlung vermehrt auftretenden H2A.X-Foci im Zellkern nachgewiesen werden. 

Außerdem war auf proteinbiochemischer Ebene ein erhöhter H2A.X-Spiegel nach Behandlung mit 

Etoposid sowie Staurosporin zu beobachten. Nach Aphidicolin-Behandlung wurde hier kein Nachweis 

der H2A.X-Spiegel vorgenommen. Es ist aber bekannt, dass in Fibroblasten DNA-Strangbrüche durch 

Aphidicolin, welches die DNA-Reparatur blockiert, entstehen (Mirzayans et al, 1993). Daher konnte 

auch hier von der DNA-schädigenden Wirkung von Aphidicolin ausgegangen werden.  

Nach Behandlung mit Etoposid, Aphidicolin und Staurosporin konnte neben der Induktion von DNA-

Schäden ein erhöhter -Synuclein-Proteinspiegel nachgewiesen werden. Die Untersuchung der 

-Synuclein-Transkription ergab ebenfalls eine signifikante Hochregulation in Etoposid- und 

Aphidicolin-behandelten Zellen. Dies sprach dafür, dass die -Synuclein-Expression spezifisch durch 

DNA-Strangbrüche induziert wurde und diese Induktion auf transkriptioneller Ebene erfolgte. 

Eine Studie an HepG2-Zellen (Leberkarzinom) zeigte, dass 4-HNE zum Zellzyklusarrest führt und DNA-

Doppelstrangbrüchen zur Folge hat, was an der verstärkten H2A.X-Bildung erkennbar war 

(Chaudhary et al, 2013). In den hier durchgeführten Versuchen konnte anhand der H2A.X-Spiegel 

keine DNA-schädigende Wirkung von 4-HNE beobachtet werden, obwohl die Stressantwort der 

Zellen in Form von erhöhter HSP70-Expression und der Zellzyklusarrest durch einen ansteigenden 

p21-Spiegel eindeutig nachweisbar war. Möglicherweise ist das Ausbleiben der DNA-Schädigung 

durch die gewählten 4-HNE-Konzentrationen bedingt. In der Studie von Chaudhary (Chaudhary et al, 

2013) wurden im Vergleich zu den hier eingesetzten 5 und 10 µM höhere 4-HNE-Konzentrationen 

verwendet. Eine deutlich verstärkte Bildung von H2A.X war mittels Western Blot-Analyse jedoch 

erst ab einer Konzentration von 20 µM erkennbar. Es ist daher möglich, dass in den IMR-90-Zellen 

eine höhere 4-HNE-Konzentration vermehrt DNA-Doppelstrangbrüche induziert hätte, wodurch die 

Nachweisgrenze erreicht worden wäre. Des Weiteren könnte auch eine unterschiedliche Sensitivität 

der beiden Zelltypen (Karzinom-Zellen vs. Fibroblasten) einen Grund für das abweichende Ergebnis 

darstellen. Dieses Ergebnis bestärkte die Beobachtung, dass -Synuclein insbesondere nach 

Induktion von DNA-Schäden verstärkt exprimiert wurde.  

Der durch Etoposid, Aphidicolin und 4-HNE induzierte Anstieg von p21 macht neben DNA-Schädigung 

auch den Zellzyklusarrest als Ursache für die erhöhte -Synuclein-Expression möglich. Ebenso könnte 

die erhöhte -Synuclein-Menge in seneszenten Zellen ein Effekt des Zellzyklusarrestes darstellen. 

Interessanterweise führte die Verwendung von 4-HNE in der gewählten niedrigen Konzentration 

trotz der Stressantwort nicht zu einem Anstieg des -Synuclein-Spiegels. Gleichzeitig blieb auch die 

durch DNA-Schäden induzierte Bildung von H2A.X aus. Weiterhin kann in seneszenten Zellen die 

-Synuclein-Expression nach Etoposid-Behandlung noch weiter erhöht werden. Diese 

Beobachtungen führten zu dem Schluss, dass in den verwendeten Fibroblasten die Expression von 
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-Synuclein durch DNA-Schädigung induziert wurde, wobei der Zellzyklusarrest auch eine Rolle bei 

der erhöhten Expression spielte.  

 

Toxische Agenzien können bei proliferierenden Zellen eine vorzeitige Seneszenz einleiten, die je nach 

Auslöser durch Zellzyklusarrest und morphologischen Veränderungen wie Zellvergrößerung, 

veränderte Zellform oder multiplen Nuclei gekennzeichnet ist (Kuilman et al, 2010). Auch in dieser 

Arbeit konnte mittels immunhistochemischer Färbung gezeigt werden, dass durch die Behandlung 

der IMR-90-Zellen mit Etoposid morphologische Veränderungen wie eine vergrößerte Zellform oder 

ein vergrößerter Zellkern und eine geringere Zelldichte durch das Eintreten des Zellzyklusarrestes 

auftreten. Zudem konnte sowohl nach Etoposid- als auch nach Aphidicolin-Behandlung bestätigt 

werden, dass der Zellzyklusarrest durch einen erhöhten Proteinspiegel von p21 induziert wurde, was 

in Einklang mit der Literatur steht (Cazzalini et al, 2010).  

 

Die durch DNA-Schäden induzierte zelluläre Seneszenz, die in Verbindung mit der Hochregulation von 

-Synuclein steht, ließ vermuten, dass die erhöhte Expression in seneszenten Zellen ebenfalls über 

DNA-Schäden bewirkt wurde, da DNA-Schäden im Verlauf der Alterung akkumulieren (Best, 2009; 

Hoeijmakers, 2009). Die erhöhten DNA-Schäden können durch mehrere Faktoren verursacht werden. 

Verschiedene mit der DNA-Reparatur assoziierten Prozesse weisen eine Veränderung im Alter auf. 

Hauptsächlich ist diese Veränderung auf eine geringere Aktivität der Reparatur-Enzyme wie z. B. der 

DNA-Polymerase  und der DNA-Ligase, die bei der BER involviert sind, zurückzuführen, was zu einer 

geringeren Reparatur-Kapazität führt (Krishna et al, 2005). Weiterhin kommt es zu einer veränderten 

Expression von Reparatur-Proteinen. Die Proteine Ku70 und Mre11 werden im Alter in geringeren 

Mengen exprimiert (Ju et al, 2006). Dies macht den NHEJ-Mechanismus, der für die Reparatur der 

DSB verantwortlich ist, in seneszenten Zellen weniger effizient und fehleranfälliger (Seluanov et al, 

2004). Dagegen sind z. B. die bei der BER beteiligten Enzyme 8-Oxoguanin DNA-Glykosylase und die 

Uracil  DNA-Glykosylase im Alter hochreguliert (Lu et al,  2004). In dieser Arbeit konnte ein erhöhter 

Proteinspiegel für die an der DNA-Reparatur beteiligten Histon-Deacetylase SIRT6 nachgewiesen 

werden. Nach DNA-Schädigung ist SIRT6 verantwortlich für die Stabilisierung der für die DNA-

Reparatur benötigten DNA-Proteinkinase c (PKC) an der Stelle des DNA-Schadens (McCord et al, 

2009). Der hier beobachtete Anstieg des SIRT6-Spiegels deutete somit auf eine erhöhte DNA-

Reparatur und damit erhöhte Schädigung der DNA in seneszenten Zellen hin. Diese Erkenntnis ließ 

somit auch in seneszenten Zellen eine Korrelation zwischen der Hochregulation von -Synuclein und 

den akkumulierenden DNA-Schäden zu.  
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4.1.3 Mögliche Rolle von -Synuclein bei der DNA-Reparatur 

Die in seneszenten Zellen durch akkumulierte DNA-Schäden verursachte Hochregulation von 

-Synuclein sowie die spezifisch nach der Induktion von DNA-Schäden vermittelte erhöhte Expression 

des Proteins macht eine protektive Funktion hinsichtlich der DNA-Reparatur denkbar. Die 

Beobachtung, dass -Synuclein aufgrund von altersassoziierten oder Agenzien-vermittelten DNA-

Schäden verstärkt exprimiert wurde, ließ vermuten, dass -Synuclein eine protektive Funktion bei 

der DNA-Reparatur hatte. Dies wurde durch den Nachweis unterstützt, dass die Überexpression von 

-Synuclein Etoposid-vermittelte DNA-Schäden reduzierte und die siRNA-vermittelte Reduktion von 

-Synuclein die DNA-Schäden erhöhte.  

Eine protektive Wirkung von -Synuclein in Bezug auf DNA-Schädigung wurde bereits in anderen 

Studien beobachtet. So konnte nach Überexpression von -Synuclein eine verstärkte Resistenz 

gegenüber Fe(II)-induzierten DNA-Schäden sowie eine verminderte DNA-Fragmentierung durch 

Staurosporin und damit ein Schutz auch vor schwerwiegenden DNA-Schäden gezeigt werden (Alves 

Da Costa et al, 2002; Martin et al, 2003). Dies wird in einer Studie von Gomez-Santos bestätigt, in der 

die -Synuclein-Spiegel durch MPP+ (1-Methyl-4-Phenylpyridinium), welches DNA-Schäden und 

Apoptose induziert, ansteigen und eine zytoprotektive Wirkung des Proteins beobachtet wird 

(Gomez-Santos et al, 2002). Weiterhin ist bekannt, dass -Synuclein eine Chaperonfunktion besitzt 

und homolog zu der Chaperonfamilie 14-3-3 ist (Ostrerova et al, 1999). 14-3-3-Chaperone binden an 

verschiedene Proteine, unter anderem die Proteinkinase Chk1 oder die Exonuklease 1 (hEXO1), die 

an der DNA-Reparatur beteiligt sind (Andersen et al, 2012; Chen et al, 1999). Da -Synuclein eine 

40 %ige Homologie zu den 14-3-3-Chaperonen aufweist und funktionelle Eigenschaften (wie die 

Bindung verschiedener Proteine) mit diesen teilt, ist auch für -Synuclein ein vergleichbarer Einfluss 

auf die DNA-Reparatur denkbar.  

 

Die beobachtete protektive Wirkung von -Synuclein auf den Grad des DNA-Schadens machte die 

Untersuchung der intrazellulären Lokalisation des Proteins insbesondere nach DNA-Schädigung 

interessant. 

Proteine können als Antwort auf DNA-Schäden ihre Position innerhalb der Zelle verändern, um 

Reparaturprozesse direkt oder indirekt zu unterstützen (Tembe & Henderson, 2007). Die Bewegung 

der Proteine ist dabei von dem Typ des DNA-Schadens abhängig. Verschiedene Proteine werden 

dabei aus dem Zellkern exportiert, um dann funktionell z. B. mit Mitochondrien zu interagieren (Feng 

et al, 2004; Song et al, 2011). Ebenso kommt es zu einer entgegengesetzten Bewegung von Proteinen 

vom  Zytoplasma  in  den  Zellkern,  wo  sie  direkt  an  der  Stelle  des  Schadens  wirken  (Tembe  &  

Henderson, 2007). Durch die Ansammlung verschiedener Faktoren in den Bereichen des DNA-

Schadens sind diese mittels Immunhistochemie als DNA-Reparatur-Foci zu erkennen (Rogakou et al, 
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1998). Die Translokation von HSP70 vom Zytoplasma in den Zellkern konnte nach einer durch H2O2 

verursachten DNA-Schädigung beobachtet werden, wobei HSP70 eine protektive Aufgabe im Zellkern 

zugeschrieben wird (Abe et al, 1995). Auch für das Protein S100A11, welches direkt an der DNA-

Reparatur beteiligt ist, wurde diese subzelluläre Veränderung wahrgenommen und eine mögliche 

Rolle dieses Proteins bei der Regulation des Zellzyklus beobachtet (Gorsler et al, 2010). Weiterhin 

verändert das die Parkinson-Krankheit auslösende Protein Parkin nach DNA-Schädigung seine 

Position in den Zellkern, wo eine unterstützende Wirkung auf die DNA-Reparatur vermutet wird (Kao, 

2009). Übereinstimmend damit wurde auch für -Synuclein eine Translokation in den Zellkern als 

Stressantwort beobachtet (Monti et al, 2010; Siddiqui et al, 2012). So wiesen verschiedene in vitro- 

und in vivo-Studien nach der Behandlung mit dem Pestizid Paraquat, dem Zytostatikum Hydroxyurea 

oder  Eisen  eine  Anreicherung  von  -Synuclein  im  Zellkern  nach  (Goers  et  al,  2003;  Liu  et  al,  2011;  

Sangchot et al, 2002).  

 

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals in IMR-90-Fibroblasten eine verstärkte Migration von 

-Synuclein nach DNA-Schädigung beobachtet werden. In jungen IMR-90-Zellen wurde ein 

verstärktes Vorkommen von -Synuclein in der Kernfraktion nach Etoposid- und Staurosporin-

Behandlung nachgewiesen. Die nach DNA-Schädigung bewirkte Translokation des Proteins in den 

Zellkern unterstützte den vermuteten Einfluss von -Synuclein auf die DNA-Reparatur. 

 

Es gibt zahlreiche Studien, die protektive Funktionen von -Synuclein im Zellkern beschreiben und 

eine Rolle des Proteins bei der DNA-Reparatur unterstützen. So wurde gezeigt, dass -Synuclein nach 

Behandlung mit Paraquat und Hydroxyurea in den Zellkern transloziert und durch die Bindung an 

Histone  deren  Acetylierung  verstärkt  (Goers  et  al,  2003;  Liu  et  al,  2011).  Die  Modifikation  von  

Histonen stellt einen wichtigen regulatorischen Mechanismus der Transkription dar (An, 2007). Die 

Acetylierung und die Deacetylierung sind Prozesse, die bei der DNA-Reparatur eine Rolle spielen 

(Gong & Miller, 2013). Durch die Acetylierung von Histonen wird die Interaktion zwischen DNA und 

Nukleosomen gelockert, was die DNA zugänglicher für Transkriptionsfaktoren macht. Dies zeigt, dass 

-Synuclein einen Einfluss auf epigenetische Modifikationen besitzt und für regulatorische Prozesse 

der Zelle wie die Transkription von Genen verantwortlich ist. Dies wird dadurch bestärkt, dass 

-Synuclein sowohl an freie DNA als auch an Chromatin binden kann und somit durch die Bindung an 

zahlreiche Promotorregionen die Transkription vieler Gene beeinflusst (Cherny et al, 2004; Hegde & 

Jagannatha  Rao,  2003;  Hegde  &  Rao,  2007;  Padmaraju  et  al,  2011;  Siddiqui  et  al,  2012).  An  

Neuroblastom-Zellen wurde der Einfluss eines -Synuclein-Knockdown auf die Expression 

verschiedener Gene untersucht. Bei dieser Analyse konnte eine Expressionsveränderung von 

insgesamt 361 Genen beobachtet werden. Dabei lagen 82 hochreguliert und 279 herunterreguliert 
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vor, die unter anderem für transkriptionelle Regulation und den Zellzyklus verantwortlich sind (Habig 

et al, 2009). Damit könnte -Synuclein die Transkription von protektiven Genen unterstützen. Ein 

Beispiel dafür stellt eine Studie von Liu dar, in der gezeigt werden konnte, dass -Synuclein die 

Transkriptionsrate der Ribonukleotidreduktase (RNR) verstärkt (Liu et al, 2011). RNR stellt ein Enzym 

für die Synthese von DNA-Bausteinen dar und ist daher essentiell für Prozesse wie die Zellteilung 

oder die DNA-Reparatur (Elledge et al, 1993). 

 

In den hier untersuchten seneszenten Zellen war der -Synuclein-Spiegel altersbedingt erhöht und 

stieg nach Etoposid-Behandlung noch weiter an. Im Vergleich zu jungen Zellen war trotz dieser 

erhöhten Proteinmenge ein signifikant geringerer Anteil von -Synuclein im Zellkern nachweisbar als 

in den jungen Zellen. Somit verblieb in den seneszenten Zellen nach der Induktion von DNA-Schäden 

der größte Anteil des Proteins in der zytoplasmatischen Fraktion. Die in seneszenten Zellen 

verringerte Translokation von -Synuclein in den Zellkern könnte bedeuten, dass das Protein in 

diesen Zellen die protektive Wirkung nicht mehr ausüben kann und damit zur weiteren Akkumulation 

der DNA-Schäden in seneszenten Zellen beiträgt.  

Für seneszente humane Fibroblasten wurde bereits beschrieben, dass der Transport verschiedener 

Proteine in den Zellkern deutlich vermindert ist (Kim et al, 2011). Somit war denkbar, dass während 

der zellulären Alterung ein veränderter Kernimport von -Synuclein stattfand und das Protein somit 

verstärkt in der zytoplasmatischen Fraktion verblieb. Da -Synuclein mit 14 kDa ein sehr kleines 

Protein darstellt, ist sowohl in jungen als auch in seneszenten Zellen eine Diffusion des Proteins 

durch die Kernmembran möglich. -Synuclein wird außerdem mithilfe des nukleären 

Transportproteins Importin-  in den Zellkern transportiert (Ma et al, 2013). Die Proteinspiegel 

zahlreicher Transportproteine wie RanBP1, Nukleoporine, Importine oder Exportine sind während 

der zellulären Alterung herunterreguliert und damit ist der zytonukleäre Transport in der Zelle 

altersbedingt herabgesetzt (Kim et al, 2012; Kim et al, 2010; Pujol et al, 2002). Diese altersassoziierte 

Abnahme der Transportproteine hängt mit dem verringerten Spiegel des Transkriptionsfaktors SP1 

zusammen, der für die Expression der Transportproteine verantwortlich ist (Kim et al, 2012). Eine 

verringerte Importin- -Expression konnte auch in gealterten Epithel-Zellen des Herzventrikels 

bestätigt werden (Ahluwalia et al, 2010). Die in seneszenten Zellen verminderte Verfügbarkeit von 

Importin-  könnte somit für die in dieser Arbeit beobachtete verstärkte Lokalisation von -Synuclein 

im Zytoplasma verantwortlich gewesen sein. 

 

4.1.4 Regulation der -Synuclein-Expression über den ERK1/2-MAPK-Signalweg 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass -Synuclein durch den ERK1/2-MAPK-Signalweg 

reguliert wird. Durch verschiedene Studien ist bekannt, dass eine Verbindung zwischen der 
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-Synuclein-Expression und dem ERK1/2-MAPK-Signalweg besteht (Clough & Stefanis, 2007; Iwata et 

al, 2001a). Außerdem wurde bereits beschrieben, dass der ERK1/2-MAPK-Signalweg in Fibroblasten 

nach Induktion von DNA-Schäden durch Etoposid und andere Agenzien aktiviert wird. In 

Abhängigkeit von der Schwere des DNA-Schadens führt der ERK1/2-MAPK-Signalweg entweder zu 

einem Zellzyklusarrest oder der Apoptose (Tang et al, 2002). Auch im Rahmen dieser Arbeit konnte 

neben der signifikant verstärkten -Synuclein-Expression der ERK1/2-MAPK-Signalweg mit den DNA-

schädigenden Agenzien Etoposid und Aphidicolin aktiviert werden, was durch erhöhte Spiegel an 

phosphoryliertem ERK1/2 mittels Western Blot-Analyse nachgewiesen wurde. Der beobachtete 

Etoposid- und Aphidicolin-induzierte Zellzyklusarrest könnte, wie auch bei Tang beschrieben (Tang et 

al, 2002), durch den ERK1/2-MAPK-Signalweg verursacht worden sein. Die Inhibition der MEK1/2-

Aktivität mit U0126 führte sowohl zu einer verringerten ERK1/2-Phosphorylierung als auch zu einer 

Abnahme des -Synuclein-Spiegels. Interessanterweise konnte in den verwendeten Fibroblasten die 

durch Etoposid und Aphidicolin induzierte -Synuclein-Expression durch Behandlung mit dem MEK-

Inhibitor teilweise verhindert werden. Dies steht im Einklang mit einer Studie mit Ratten 

Phäochromozytom-Zellen PC12, in der die durch Mangan erzeugte Hochregulation von -Synuclein 

durch den MEK1-Inhibitor PD98059 gehemmt werden konnte (Cai et al, 2010). Die Hemmung der 

-Synuclein-Expression durch U0126 alleine sowie nach Induktion von DNA-Schäden erfolgte nicht 

nur auf Proteinebene, sondern auch auf transkriptioneller Ebene. Dies wurde ebenfalls in einer 

Studie von Clough und Stefanis in PC12-Zellen beobachtet (Clough & Stefanis, 2007). Die in dieser 

Arbeit gewonnenen Ergebnisse zeigten, dass in jungen IMR-90-Fibroblasten die transkriptionelle 

Regulation von -Synuclein nach genotoxischem Stress über den ERK1/2-MAPK-Signalweg erfolgte. 

Die durch DNA-Schäden induzierte erhöhte Expression von -Synuclein wurde nicht vollständig durch 

U0126 rückgängig gemacht, wohingegen U0126 die Aktivität des ERK1/2-Signalweges vollständig 

inhibiert. Es ist bekannt, dass die -Synuclein-Expression auch über den PI3K-Akt- und den JNK-

Signalweg reguliert werden kann (Clough & Stefanis, 2007; Kim et al, 2013). Daher wäre auch in den 

verwendeten Fibroblasten die Regulation über weitere Signalwege denkbar. In der Literatur wird 

sogar eine protektive Wirkung von -Synuclein als Antwort auf toxische Stimuli auch mit der 

Aktivierung des PI3K/Akt-Kinase-Signalweges (Seo et al, 2002) oder mit der Inhibition des JNK-

Signalweges (Hashimoto et al, 2002) in Verbindung gebracht. 

Ein wichtiger Faktor für die initialen Schritte nach der Entstehung von DNA-Doppelstrangbrüchen 

stellt die Proteinkinase ATM dar. ATM bewirkt die Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren 

wie z. B. NF- b (Shiloh, 2003). Es ist bekannt, dass die ERK-Aktivierung nach Etoposid-induzierter 

DNA-Schädigung  von  ATM  abhängig  ist  (Tang  et  al,  2002).  Es  ist  somit  möglich,  dass  die  DNA-

Schaden-induzierte Hochregulation von -Synuclein ebenfalls in Abhängigkeit einer Aktivierung von 

NF- b erfolgte.  
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Die über den ERK1/2-MAPK-Signalweg vermittelte Regulation von -Synuclein nach genotoxischem 

Stress führte zu der Frage, ob dieser Signalweg auch in seneszenten Zellen die Expression von 

-Synuclein reguliert. Unter Verwendung des MEK-Inhibitors U0126 konnte in dieser Arbeit die 

Aktivität des MAPK-Signalweges, gemessen an dem Verhältnis der phosphorylierten ERK1/2- zu den 

totalen ERK1/2-Spiegeln, gesenkt werden. In einer Studie von Clough und Stefanis konnte durch die 

Inhibition mit U0126 in PC12-Zellen eine konzentrationsabhängige Abnahme des -Synuclein-

Spiegels beobachtet werden (Clough & Stefanis, 2007). Auch in seneszenten IMR-90- und WI-38-

Zellen war eine Abnahme der -Synuclein-Expression in Abhängigkeit von der U0126-Konzentration 

festzustellen. Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass der ERK1/2-MAPK-Signalweg auch in 

seneszenten Fibroblasten einen Einfluss auf die -Synuclein-Expression hatte.  

In dieser Arbeit wurde, wie auch schon mehrfach in der Literatur beschrieben (Kim et al, 2000; Lim et 

al, 2000; Tresini et al, 2001), gezeigt, dass der ERK1/2-MAPK-Signalweges in seneszenten Zellen eine 

geringere Aktivität besaß. Daher konnte in diesen Zellen die erhöhte -Synuclein-Expression nur 

teilweise über diesen Signalweg erfolgen. Vergleichbar zu jungen Zellen könnten somit auch in 

seneszenten Zellen weitere Signalwege wie der PI3K-Akt- oder der JNK-Signalweg an der 

Hochregulation von -Synuclein beteiligt gewesen sein.  

Wie in jungen Zellen gezeigt wurde, wird die -Synuclein-Expression nach DNA-Schädigung über den 

ERK1/2-MAPK-Signalweg vermittelt. Es ist daher möglich, dass die erhöhte Expression von 

-Synuclein während der zellulären Seneszenz durch die akkumulierten DNA-Schäden ausgelöst 

wurde und teilweise über den ERK1/2-MAPK-Signalweg verlief.  

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass obwohl -Synuclein hauptsächlich in den Neuronen 

exprimiert wird und dort eine wesentliche Rolle bei präsynaptischen Funktionen spielt, die 

Lokalisation in anderen Geweben ebenfalls von Bedeutung ist. Auch hier scheint die Expression des 

Proteins eine funktionelle Bedeutung zu haben. In den untersuchten Fibroblasten sind vermutlich die 

in der Alterung akkumulierenden DNA-Schäden für die Hochregulation von -Synuclein 

verantwortlich. Möglicherweise ist -Synuclein ein altersspezifischer Faktor, der versucht, die Zelle 

vor den Folgen der DNA-Schäden zu schützen. Dabei scheint insbesondere die Lokalisation des 

Proteins im Zellkern von entscheidender Bedeutung zu sein.  

In den von der Parkinson-Krankheit betroffenen Neurone der Substantia nigra konnte eine erhöhte 

-Synuclein-Expression beobachtet werden (Rockenstein et al, 2001). Interessanterweise wurden in 

dieser Gehirnregion bei Patienten der Parkinson-Krankheit auch erhöhte oxidative DNA-Schäden 

nachgewiesen (Alam et al, 1997). Durch die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse über die 

Hochregulation von -Synuclein als Folge von DNA-Schäden und der möglichen Rolle bei der DNA-

Reparatur, könnte auch in diesen Neuronen solche Korrelation angenommen werden.  
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4.2 Regulation des ERK1/2-MAPK-Signalweges in seneszenten humanen Fibroblasten 

Da -Synuclein sowohl nach DNA-Schädigung als auch in seneszenten Zellen über den ERK1/2-MAPK-

Signalweg reguliert wurde, wurde dieser Signalweg näher betrachtet. Die Aktivierung dieser 

Signalkaskade kann durch genotoxischen Stress wie DNA-Schäden (Tang et al, 2002) aber auch über 

Wachstumsfaktoren erfolgen. Es ist aus früheren Studien bekannt, dass seneszente humane 

Fibroblasten eine verringerte Aktivität des ERK1/2-MAPK-Signalweges aufweisen (Kim et al, 2000; 

Lim et al, 2000; Tresini et al, 2001), was die verminderte Antwort der Zelle auf mitogene Stimuli wie 

Wachstumsfaktoren erklärt. Auch in anderen Zelltypen wie gealterten Hepatozyten von Ratten 

(Hutter  et  al,  2000;  Liu  et  al,  1996)  oder  Lymphozyten  alter  Mäuse  (Gorgas  et  al,  1997)  ist  dieser  

Signalweg abgeschwächt. Deshalb war interessant, ob in den verwendeten Fibroblasten die 

Hochregulation von -Synuclein auch mit einer verstärkten Aktivität dieses Signalweges 

zusammenhieng. Übereinstimmend mit einer Studie von Tresini konnte ein erhöhter Spiegel an 

inaktivem ERK1/2 in serumkultivierten seneszenten Zellen beobachtet werden (Tresini et al, 2001), 

wohingegen die Menge an aktivem, phosphoryliertem ERK1/2 in jungen und seneszenten Zellen 

unverändert war. Bei dem Abgleich der phosphorylierten ERK1/2-Spiegel auf totale ERK1/2-Spiegel 

war eine signifikante Abnahme an aktivem ERK1/2 erkennbar, was eine verringerte Aktivierung der 

ERK1/2-Kinasen bedeutet. Neben ERK1/2 konnte auch eine Abnahme der in der 

Phosphorylierungskaskade vorangeschalteten MEK1/2-Kinasen in seneszenten Zellen beobachtet 

werden, wobei auch hier die totalen MEK1/2-Spiegel in seneszenten Zellen erhöht waren. Die 

Akkumulation der totalen ERK1/2-Spiegel in seneszenten Zellen war damit auf die verringerte 

Aktivität von MEK1/2 zurückzuführen, die nur noch eine geringe Menge an ERK1/2 aktivieren 

können. Die erhöhten Spiegel an MEK1/2 ließen darauf schließen, dass auch die Aktivität der diesen 

Kinasen vorangeschalteten MAPK-Kinasen-Kinasen verringert war. Die Ergebnisse bestätigten somit 

die in der Literatur schon mehrfach belegte Abnahme der Aktivität des ERK1/2-MAPK-Signalweges in 

seneszenten IMR-90-Zellen. Durch die erhöhte Expression von ERK1/2 und MEK1/2 können 

seneszenten Zellen jedoch weiterhin gut auf Stimuli reagieren. 

 

Die Akkumulation von DNA-Schäden in seneszenten Zellen schien somit im Gegenteil zu den 

induzierten DNA-Schäden keine verstärkte Aktivierung des ERK1/2-MAPK-Signalweges zu bewirken. 

Die Erhöhung der ERK1/2-Expression bei gleich bleibendem p-ERK1/2-Spiegel könnte verschiedene 

Ursachen haben. Die Akkumulation der totalen ERK1/2-Kinase-Spiegel in seneszenten Fibroblasten 

könnte auf eine verstärkte Dephosphorylierung zurückzuführen sein, die durch eine erhöhte Aktivität 

von MAPK-Phosphatasen (MPK) begünstigt wurde. Die Dephosphorylierung von ERK1/2 erfolgt 

spezifisch durch MKP-3 (Muda et al, 1996a; Muda et al, 1996b). In der vorliegenden Arbeit konnte bei 

der Untersuchung der Proteinspiegel von MKP-3 in jungen und seneszenten IMR-90-Zellen 
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übereinstimmend mit einer Studie von Torres (Torres et al, 2003) eine signifikante Zunahme des 

MKP-3-Spiegels in seneszenten IMR-90-Zellen beobachtet werden. Da der Abbau von MKP-3 

hauptsächlich über das Proteasom erfolgt (Torres et al, 2003), könnte die abnehmende proteasomale 

Aktivität während der zellulären Seneszenz (Gamerdinger et al, 2009; Sitte et al, 2000) für die 

erhöhten Proteinspiegel von MKP-3 verantwortlich gewesen sein. Die Translokation von aktiviertem 

ERK1/2 in den Zellkern ist essentiell für die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und die damit 

einhergehende Transkription von Genen, die die Zellproliferation oder Differenzierung als Antwort 

auf Mitogene und Wachstumsfaktoren regulieren (Brunet et al, 1999). In seneszenten Zellen ist 

weniger phosphoryliertes und damit aktives ERK1/2 im Zellkern vorhanden (Lorenzini et al, 2002; 

Tresini et al, 2001). Ein Grund für diese Abnahme könnte ein verringerter Import von aktivem ERK1/2 

in den Zellkern darstellen (Lim et al, 2000). In WI-38-Fibroblasten konnte gezeigt werden, dass die 

Aktivität und die Menge der MAPK-Phosphatase MKP-2 in seneszenten Zellen deutlich erhöht ist 

(Torres et al, 2003). Die Dephosphorylierung von ERK1/2 durch MKP-2 erfolgt vorwiegend im Zellkern 

(Torres et al, 2003) und kann somit ebenfalls für die Abnahme von aktivem ERK1/2 im Zellkern 

verantwortlich sein. MKP-3 ist dagegen fast ausschließlich im Zytoplasma lokalisiert, was somit 

bedeutet, dass eine Inaktivierung von ERK1/2 sowohl im Zellkern, als auch im Zytoplasma stattfindet 

(Camps et al, 1998). Weiterhin wird die Phosphorylierung von ERK1/2 durch die Bindung von 

-Synuclein beeinflusst und teilweise verhindert (Iwata et al, 2001b; Ostrerova et al, 1999). Durch die 

erhöhten -Synuclein- und ERK1/2-Spiegel in seneszenten Zellen könnten somit mehr ERK1/2-

Proteine gebunden sein, was die Menge von p-ERK1/2 reduzieren würde. Die Bindung an -Synuclein 

könnte damit einen Einfluss auf die Translokation von aktivem ERK in den Zellkern und damit auch 

auf die Aktivität des Signalweges besessen haben.  

 

4.3 Ausblick 

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass -Synuclein in jungen Zellen nach Induktion von DNA-

Strangbrüchen hochreguliert und infolge dessen die Translokation des Proteins in den Zellkern 

bewirkt wird. Es wird daher vermutet, dass die Hochregulation von -Synuclein in seneszenten 

Fibroblasten ebenfalls eine Folge der Akkumulation von DNA-Schäden ist. Die Beobachtung, dass die 

Überexpression von -Synuclein Etoposid-vermittelte DNA-Schäden reduziert und die 

Herunterregulation von -Synuclein die induzierten DNA-Schäden erhöht, lassen die Vermutung 

einer protektiven Funktion von -Synuclein im Zellkern zu. Die genaue Funktion von -Synuclein im 

Zellkern konnte abschließend jedoch nicht aufgeklärt werden. In jungen Zellen könnte -Synuclein im 

Zellkern die Transkription von protektiven Genen beeinflussen oder möglicherweise direkt an DNA-

Reparatur-Prozessen beteiligt sein. In seneszenten Zellen verbleibt -Synuclein nach DNA-Schädigung 
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weitestgehend im Zytoplasma, was möglicherweise an einem herabgesetzten Transport in den 

Zellkern liegt. Das fehlende Protein im Zellkern kann somit die mögliche schützende Funktion nicht 

mehr ausüben. Für zukünftige Studien wäre es daher interessant potentielle Faktoren, die zu der 

protektiven Wirkung von -Synuclein beitragen, zu analysieren. Weiterhin könnte die Ursache für die 

in seneszenten Zellen verringerte Translokation in den Zellkern weiterführend evaluiert werden. 

Interessant wäre daher auch die Untersuchung der Wirkung von -Synuclein im Hinblick auf DNA-

Schäden durch die Expression von -Synuclein mit einer Kernlokalisierungssequenz, die in 

seneszenten Zellen eine Kernlokalisation von -Synuclein bewirkt. Des Weiteren wäre die 

Untersuchung relevant, ob während der zellulären Alterung weitere Signalwege für die die 

Hochregulation von -Synuclein von Bedeutung sind.  
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5 Zusammenfassung 

-Synuclein wird durch Mutationen sowie der Ausbildung von Proteinaggregaten namens Lewy-

Körperchen mit der Entstehung der altersassoziierten Parkinson-Krankheit in Verbindung gebracht. 

Sowohl familiäre als auch sporadische Fälle sind durch erhöhte -Synuclein-Spiegel gekennzeichnet. 

In familiären Fällen wurden Multiplikationen des -Synuclein-Gens als Ursache für die erhöhte 

Expression aufgedeckt. In sporadischen Fällen stellt die Alterung den entscheidenden Risikofaktor für 

die Entstehung der Krankheit dar. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die Regulation von 

-Synuclein während der zellulären Alterung in humanen Fibroblasten untersucht. In seneszenten 

Zellen konnte ein Anstieg der -Synuclein-Expression nachgewiesen werden, der jedoch die 

Löslichkeit des Proteins nicht veränderte. Damit scheint die zelluläre Alterung per se nicht für die 

Aggregation des Proteins, wie sie in Form von Lewy-Körperchen bei z. B. Patienten der Parkinson-

Krankheit beobachtet wird, verantwortlich zu sein. Möglicherweise ist die Hochregulation von 

-Synuclein eine Folge der Akkumulation von DNA-Schäden in den seneszenten Zellen. Diese 

Korrelation konnte in jungen Zellen nach dem Einsatz verschiedener DNA-schädigender Agenzien 

bestätigt werden. Die Untersuchung des Regulationsmechanismus ergab, dass die erhöhte 

Expression von -Synuclein in Folge von DNA-Schäden über den ERK1/2-MAPK-Signalweg vermittelt 

wird. In seneszenten Zellen konnte ebenfalls ein Einfluss dieses Signalweges auf die Expression von 

-Synuclein beobachtet werden, allerdings scheint dieser nicht alleinig für die Hochregulation 

verantwortlich zu sein. Des Weiteren ergab die Betrachtung des H2A.X-Spiegels nach Induktion von 

DNA-Schäden, dass -Synuclein möglicherweise eine protektive Funktion besitzt, da dessen 

Überexpression zu einer verringerten und die Herunterregulation zu einer vermehrten DNA-

Schädigung führte. Die Analyse der subzellulären Lokalisation von -Synuclein ergab außerdem, dass 

es in jungen Zellen nach der Induktion von DNA-Schäden zu einer Translokation des Proteins in den 

Zellkern kommt. Diese Translokation war in seneszenten Zellen verringert. Dies lässt vermuten, dass 

-Synuclein in jungen Zellen nach DNA-Schädigung durch den ERK1/2-MAPK-Signalweg hochreguliert 

wird und durch die Translokation in den Zellkern möglicherweise die Transkription von protektiven 

Genen beeinflusst oder an DNA-Reparatur-Prozessen beteiligt ist. In seneszenten Zellen ist das 

Protein zwar deutlich stärker exprimiert, der Transport in den Zellkern jedoch verringert, wodurch 

die protektive Wirkung im Zellkern herabgesetzt wäre. 
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6 Summary 

-Synuclein is linked to the age-associated Parkinson’s disease because of mutations in the 

-Synuclein gene (SNCA) and protein aggregates named Lewy bodies. Both the familial and the 

sporadic form of the disease are characterized by an increase in -Synuclein protein. In familial 

Parkinson’s disease the increased expression is caused by SNCA multiplications whereas in sporadic 

cases aging represents the major risk factor. Therefore it was interesting to investigate the 

expression of -Synuclein during the process of cellular aging. In senescent cells an increase in 

-Synuclein expression was detected which had no influence on the solubility of the protein. This 

implicated that aging per se is not responsible for the aggregation of the protein as it is the case in for 

example Parkinson’s disease in form of Lewy bodies. Possibly, the increase of -Synuclein is a 

consequence of the accumulation of DNA damage during cellular senescence. This correlation was 

approved in young IMR-90 cells after treatment with DNA damaging agents. Analysis of the 

regulation mechanism in young cells identified the ERK1/2-MAPK-signalling pathway as mediator for 

the increase of -Synuclein expression due to DNA damage. The elevated -Synuclein level in 

senescent cells was influenced by the ERK1/2-MAPK pathway as well even though other pathways 

may also be involved in the up-regulation of the protein. The examination of the H2A.X level due to 

the  induction  of  DNA  damage  suggested  a  protective  role  for  -Synuclein  as  overexpression  or  

knockdown of -Synuclein led to a decreased or increased extent of DNA damage, respectively. The 

investigation of the subcellular distribution showed the translocation of -Synuclein into the nucleus 

after the induction of DNA damage in young cells. In contrast, this translocation was reduced in 

senescent cells. These data implicate that in young cells the -Synuclein expression is elevated in 

consequence of DNA damage through the ERK1/2-MAPK-signalling pathway and that the 

translocation into the nucleus influences the transcription of protective genes or processes in DNA 

repair. In senescent cells the translocation into the nucleus is decreased what may result in loss of 

protective function of the protein.  
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8.3.2 Vektorkarte und Sequenz von p SynWT-N1 
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8.3.3 Vektorkarte und Sequenz von p SynWT.GFP-N1 

 

 
 

 



Anhang 

 106

8.4 Abkürzungsverzeichnis 

 %  Prozent 
°C  Grad Celsius 
µg  Mikrogramm 
µl  Mikroliter 
µm Mikrometer 
µM Mikromolar 
4-HNE 4-Hydroxynonenal 
6-OHDA 6-Hydroxydopamin 
Abb.  Abbildung 
ad Latein: bis 
AD autosomal dominant 
Aphi Aphidicolin 
AP-Läsion apyrimidinische/apurinische Läsion 
APS Ammoniumpersulfat 
AR autosomal rezessiv 
ATM ataxia telangiectasia mutated 
ATP Adenosintriphosphat 
ATP13A2 ATPase Typ 13A2 
ATR ATM and Rad3 related 

 Amyloid beta 
BAD Bcl-2-associated death promoter 
BCA bicinchoninic acid; Bicinchoninsäure 
BCSG-1 Breast cancer-specific gene-1 
BER Basenexzisionsreparatur 
Bis-Tris Bis(2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)methan 
BSA bovine serum albumin; Rinderalbumin 
bzw. beziehungsweise 
CaCl2 Kalziumchlorid 
CDK cyclin-dependent kinase; Cyclin-abhängigen Kinase 
cDNA complementary deoxyribonucleic acid; komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
CO2  Kohlendioxid 
CSP  Cysteine string protein  
Ct Cycle threshold 
C-terminal Carboxy-terminal 
Cu1+ einfach positiv geladener Kupfer 
Cu2+ Zweifach positiv geladener Kupfer 
ddH2O doppelt-destilliertes Wasser 
DDR DNA damage response; DNA-Schadensantwort 
dH2O Destilliertes Wasser 
DJ-1 DJ-1 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA  Deoxyribonucleic acid; Desoxyribonukleinsäure 
DNA-PK DNA-abhänige Proteinkinase 
DNAse Desoxyribonuklease 
Dnmt1 DNA-Methyltransferase 1 
dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate 
DSB Doppelstrangbruch 
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dT Desoxythymidin 
DUSP dual spezifische Phosphatase 
E. coli Escherichia coli 
ECL enhanced chemiluminescence; verstärkte Chemilumineszenz 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EGF epidermal growth factor; epidermaler Wachstumsfaktor 
EGTA ethylene glycol tetraacetic acid; Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylethyl)-tetraessigsäure 
EIF4G1 Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma, 1 
engl. Englisch 
ERK1/2 extrazellulär-Signal regulierte Kinase 
et al. et alii/et aliae (Latein: und andere) 
Eto Etoposid 
EtOH Ethanol 
FBXO7 F-box Protein 7 
FCS fetal calf serum; fötales Kälberserum 
Fe Eisen 
g Gramm 
g gravitation; Erdbeschleunigung 
G Gauge (Außendurchmesser der Kanüle) 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GDP Guanosin-Diphosphat 
GEF guanine nucleotide exchange factor; Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor 
GFP enhanced green fluorescent protein; verstärkt grün fluoreszierendes Protein 
GIGYF2 Grb10 interacting GYF Protein2 
Glu Glutaminsäure 
G-Phase gap Phase; Lückenphase 
GRB2 growth factor receptor-bound factor 2 
GTP Guanosin-Trisphosphat 
h  Stunde 
H2O Wasser 
H2O2 Wasserstoffperoxid 
HCl Hydrogenchlorid 
HDAC Histon-Deacetylase 
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
hEXO1 Exonuklease 1 
HR homologe Rekombination 
HRP Horseradish peroxidase; Meerrettichperoxidase 
HSP Hitzeschockprotein 
HTRA2 HtrA Serin Peptidase 2 
I Immunhistochemie 
JNK c-Jun-N-terminale Kinase 
kb Kilobasen 
KCl Kaliumchlorid 
kDa Kilodalton 
KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat 
LB lysogeny broth 
log Logarithmus 
LRRK2 Leucine-rich repeat kinase 2 
LSM Laser scanning microscope; Laser-Scanning-Mikroskop 
M Molar 

http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?hgnc_id=3296
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MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase 
MEK1/2 Mitogen-aktivierte, extrazellulär-Signal-regulierte Kinase 1/2 (MAPK/ERK1/2 kinase) 
MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure 
mg Milligramm 
MgCl2 Magnesiumchlorid 
min  Minute 
MKP Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Phosphatase 
ml Milliliter 
mM Millimolar 
mm Millimeter 
MMR mismatch repair; Fehlpaarungsreparatur 
MPP+ 1-Methyl-4-Phenylpyridinium 
MPTP 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin 
mRNA  messenger ribonucleic acid; Boten-Ribonukleinsäure 
Na2HPO4 Di-Natriumhydrogenphosphat 
NAC non-amyloid- -component of Alzheimer’s disease amyloid 
NaCl Natriumchlorid 
NACP precursor protein of the NAC; NAC-Vorläuferprotein 
NaOH Natriumhydroxid 
NER Nukleotidexzisionsreparatur 
NF- b nukleärer Faktor 'kappa-light-chain-enhancer' von aktivierten B-Zellen 
ng Nanogramm 
NHEJ non homologous end joining; nicht-homologe Endverknüpfung 
nm Nanometer 
nons nonsense 
NP-40 Nonidet P-40; Octylphenoxypolyethoxyethanol 
N-terminal Amino-terminal 
ø Durchmesser 
OH• Hydroxylradikal 
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 
PARK Gene der Parkinson-Krankheit 
PBS phosphate buffered saline; phosphatgepufferte Salzlösung 
PBS-T PBS mit Tween 20 
PCR polymerase chain reaction; Polymerasekettenreaktion 
PD Parkinson’s disease; Parkinson-Krankheit 
PDL  population doubling level; Populationsverdopplung 
p-ERK1/2 phosphorylierte extrazellulär-Signal regulierte Kinase 
PFA Paraformaldehyd 
PGC1  Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha 
pH pondus Hydrogenii 
PINK1 PTEN induced putative kinase 1 
PKC Proteinkinase C 
PKC  Proteinkinase C delta 
PLA2G6 Phospholipase A2 
PLD2 Phospholipase D2 
p-MEK1/2 phosphorylierte Mitogen-aktivierte, extrazellulär-Signal-regulierte Kinase 1/2 
pmol Pikomol 
PRKN Parkin 
qPCR Quantitative Real-Time-PCR; quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion 
RAF rapidly accelerated fibrosarcoma 
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RAS Rat sarcoma 
REST relative expression software tools 
RNA  Ribonucleic acid; Ribonukleinsäure 
RNase Ribonuklease 
RNR Ribonukleotidreduktase 
ROS reactive oxygen species; reaktive Sauerstoffspezies 
rpm  rounds per minute; Umdrehungen pro Minute 
RT Raumtemperatur 
RTK Rezeptor-Tyrosinkinase 
s. u. siehe unten 
SDS Sodium dodecyl sulfate; Natriumdodecyllsulfat 
sec Sekunden 
senes. seneszent 
Ser Serin 
SIPS stress-induced premature senescsence; Stress induzierte, vorzeitige Seneszenz 
siRNA small interfering ribonucleic acid; kurze, interferierende RNA-Moleküle 
SIRT Sirtuin 
SNARE soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein attachment protein receptor 
SNCA -Synuclein 
SOD-1 Superoxiddismutase 1 
SOS son of sevenless 
S-Phase Synthesephase 
Stauro Staurosporin 
Tab. Tabelle 
TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
TEMED Tetramethylethylendiamin 
TH Tyrosin-Hydroxylase 
Thr Threonin 
TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
Tyr Tyrosin 
U Unit; Einheit 
u. a. unter anderem 
UCHL1 Ubiquitin Carboxy-terminale Hydrolase L1 
UV Ultraviolett 
V Volt 
VPS35 Vacuolar protein sorting 35 homolog 
vs. versus; gegenübergestellt 
w/v weight per volume; Gewicht pro Volumen 
WB Western Blot 
WT Wildtyp 
z. B. zum Beispiel 
Zytopl. Zytoplasma 

  Alpha 
-Syn alpha Synuclein 
 Beta 
 Gamma 
 Epsilon 
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8.5 Lebenslauf 
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