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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde im Tiermodell die Rolle des dopamin (DA)ergen und
glutamat (GLU)ergen Systems bei den neurodegenerativen Prozessen, die der Parkinson-
Krankheit zugrundeliegen, untersucht. Die Versuche wurden mit
verhaltenspharmakologischen Methoden an der Ratte durchgefihrt und durch
neurochemische, biochemische und histologische Techniken erganzt.

Es wurde ein Tiermodell weiterentwickelt, mit dem das frihe klinische Stadium der
Parkinson-Krankheit erfasst werden kann. Das Modell weist durch seine vergleichbaren
Verhaltensveranderungen  sowie den  spezifischen  Degenerationsmustern  und
Veranderungen der Neurotransmittersysteme eine hohe Validitat auf und ermdglicht die
Untersuchung von selektiven Eingriffen in das DAerge und GLUerge Transmittersystem
und deren Auswirkung auf die degenerativen Prozesse. Die Ergebnisse der einzelnen
Versuche unterstiitzen die Eignung dieses Tiermodells zur préaklinischen Untersuchung
neuer Therapiestrategien fir die Parkinson-Krankheit.

Eine bilaterale intrastriatale Injektion des Neurotoxins 6-Hydroxydopamin verursachte in
dem untersuchten Zeitraum von 4 — 8 Wochen eine selektive retrograde Degeneration
DAerger Neurone im ventralen Mesencephalon, mit grésster Praferenz flr die Substantia
nigra pars compacta (SNC) und einen korrespondierenden partiellen Verlust der DAergen
Innervation des Striatums. Die striatonigrale Degeneration induzierte Verhaltensdefizite wie
eine Storung der Bewegungsinitiation (Akinese) und eine Abnahme der spontanen
lokomotorischen und explorativen Aktivitdt in den Versuchstieren, die Uber den
Beobachtungszeitraum von 8 Wochen progredient waren. Die degenerationsbedingten
Verhaltensstorungen zeigen wesentliche Ubereinstimmungen mit den motorischen
Symptomen der Parkinson-Krankheit, der Verlust der DAergen Neurone in der SNC und
das Ausmass der DA-Denervation stimmt mit der frihen klinischen Neuropathologie der
Erkrankung Uberein. Die partielle striatonigrale DAerge Degeneration induzierte neben
dieser spezifischen ,nigralen‘ Pathologie anhaltende Veranderungen neuronaler Aktivitaten
und Funktionen in distalen Gehirnregionen, die auch bei der Parkinson-Krankheit im
chronischen Verlauf veranderte Funktionen aufweisen und mitunter selektiv degenerieren.
Es wird postuliert, dass eine weitreichende Veranderung der Neurotransmitterbalancen nach
DA-Denervation, in Form einer primaren DA-Hypofunktion und einer sekundaren GLU-
Hyperfunktion, zur Entwicklung dieser ,extranigralen‘ Pathologie in den Ein- und
Ausgangskerne der Basalganglien sowie eng assoziierten kortikalen und subkortikalen
Strukturen beitragt. Daraus kann abgeleitet werden, dass eine Wiederherstellung des DA-
Tonus oder eine Inhibition der GLU-Uberaktivitat nicht nur zur Verminderung der
Parkinson-Symptome beitragt, sondern auch eine Verzégerung der zugrundeliegenden
degenerativen Prozesse ermdglichen kann.

In dem hier eingesetzten Modell der langsamen striatonigralen Degeneration konnte die
Wiederherstellung des DA-Tonus mit dem langwirksamen DA D2-Rezeptor-Agonisten
Cabergolin die Progression der SNC Degeneration zwar verzdgern, jedoch keine funktionell
effiziente Neuroprotektion bewirken. Dies macht deutlich, dass die ,nigrale* Pathologie zwar
durch eine DA-Hypofunktion und wahrscheinliche sekundare GLU-Hyperfunktion
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beeinflusst wird, jedoch weitere Faktoren wie z.B. energetische Defizite oder ein Verlust von
Wachstumsfaktoren zur Degeneration beitragen.

In Folge der chronische Behandlung mit Cabergolin wurde gezeigt, dass eine kontinuierliche
Wiederherstellung des DA-Tonus zu einem frihen Zeitpunkt der striatonigralen
Degeneration die veranderten neuronalen Funktionen im Striatum und den Ausgangskernen
der Basalganglien normalisiert, also in den Regionen, in denen nach der Vorhersage eine
Imbalance zwischen der DAergen und GLUergen Transmission herrscht. Diese Wirkung
wurde durch die chronische pulsatile Stimulation mit dem kurzwirksamen DA-Rezeptor-
Agonisten Lisurid nicht erreicht. Die Verhaltensuntersuchungen zeigten, dass die pulsatile
DA-Rezeptorstimulation eine Sensitivierung der motorischen Verhaltensantwort auslost,
was dahingehend interpretiert werden kann, dass das pharmakokinetische Profil eines DA-
Rezeptor-Agonisten Uber dessen Potential entscheidet, motorische Komplikationen wie
Dyskinesien auszuldsen. Zusammen unterstiitzen diese Befunde die aktuelle Diskussion
dartiber, dass die frihe DA-Substitution mit einem langwirksamen DA-Rezeptor-Agonisten
einen physiologischen DA-Tonus wiederherstellt und somit die pathologischen
neuroadapativen Prozesse, insbesondere des striatofugalen Projektionssystems, auf denen
die Entwicklung motorischer Komplikationen bei Parkinson Patienten wahrscheinlich
basiert, verhindern kann.

Eine ,aktivitats-abhangige‘ Inhibition der postulierten GLU-Hyperaktivitat mit dem N-
methyl-D-aspartat (NMDA)-Rezeptor-Antagonist CP-101,606, der selektiv an die
Polyaminbindungsstelle der NMDA-Rezeptor 2B (NR2B) Untereinheit bindet, zeigte
entegegen der Hypothese weder antiparkinsonoide Wirkung noch ein neuroprotektives
Potential hinsichtlich der ,nigralen‘ Pathologie. Damit ist der Vorstellung, dass die
sekundare GLU-Hyperaktivitat sowohl zur Auspragung der motorischen Symptome als
auch zur Progression der Degeneration beitragt nicht grundsatzlich wiedersprochen.
Basierend auf der Zusammensetzung der NMDA-Rezeptoren und deren Verteilung in den
Kernen der Basalganglien machen diese Befunde vielmehr deutlich, dass die Aktivierung
von NMDA-Rezeptoren, die die NR2B Untereinheit enthalten, wenig Anteil an der
Vermittlung dieser pathologischen Veranderungen hat. Weiterhin wird hier die Moglichkeit
aufgezeigt, dass auch das GLUerge Transmittersystem, insbesondere im Striatum,
adaptativen Prozessen in Folge der DA-Denervation unterliegt, was durch aktuelle Studien
belegt wird. Dies schrankt den Einsatz dieser Substanzklasse der NMDA-Rezeptor-
Antagonisten zur unmittelbaren Symptombehandlung bei der Parkinson-Krankheit zunachst
ein. Da jedoch die Behandlung mit CP-101,606 regionspezifisch differenzielle Effekte auf die
neuronalen Funktionen in den Kernen der Basalganglien sowie assoziierter Strukturen
zeigte, lasst sich die Annahme, dass eine ,aktivitats-abhangige‘ Inhibition der sekundaren
GLU-Hyperaktivitat die Entstehung der ,extranigralen‘ Pathologie verzdgert, weiterhin
stitzen. In Anlehnung an die aktuelle Diskussion Uber den Einsatz von GLU-Antagonisten
zur Behandlung von Dykinsesien, zeigte die Wirkung von CP-101,606 auf die Aktivitat
striataler Neurone, dass diese Form der anti-GLUergen Therapie potentiell Eignung bei
Parkinson Patienten finden kann.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Degeneration der DAergen Neurotransmission
entscheidend zur Progression der ,nigralen und ,extranigralen‘ Pathologie bei der
Parkinson-Krankheit beitragen kann. Pathologische neuroadaptative Mechanismen des
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kompromitierten DAergen Systems sind ebenfalls fir die motorischen Komplikationen, die
mit der DA-Substitutionstherapie verbunden sind, verantwortlich. Die Rolle der GLUergen
Neurotransmission in diesen Prozessen kann in vorliegender Arbeit nicht eindeutig
charakterisiert werden, eine GLUerge Einflussnahme kann aber auch nicht ausgeschlossen
werden. Die moglichst physiologische Wiederherstellung des DA-Tonus im zentralen
Nervensystem stellt daher nach wie vor die adaquateste Pharmakotherapie der Parkinson-
Krankheit dar.
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1. Einleitung

Die Parkinson-Krankheit, aus medizinischer Sicht zuerst von James Parkinson 1817
beschrieben (,An Essay on the shaking Palsy‘), ist eine der bedeutensten degenerativen
Erkrankungen des alternden zentralen Nervensystems. Die Erkrankung aussert sich in den
drei Kardinalsymptomen Muskelrigor, Ruhetremor und Brady- bzw. Akinese. Das klinische
Bild umfasst jedoch auch Gang- und Haltungsstérungen und nicht-motorische
Veranderungen wie Demenzen, depressive Verstimmungen, autonome und sensorische
Abnormalitéten.

Neuropathologisch ist die idiopathische Parkinson-Krankheit durch eine progressive
Degeneration der pigmentierten dopaminergen Neurone, praferenziell in der Substantia
nigra pars compacta charakterisiert, verbunden mit dem Auftreten intrazellularer
Proteinaggregationen, die zuerst von Lewy 1912 als Lewy Korper beschieben wurden. Der
Verlust dopaminerger Mittelhirnneuron hat einen Dopamin-Mangel insbesondere im
Striatum zur Folge, das wiederum vornehmlich fiir die Auspragung der charakteristischen
Symptome verantwortlich ist. Klinisch wird die Erkrankung aufféallig wenn der Verlust
dopaminerger Neurone 40 — 60 % betragt, die Neurodegeneration schreitet jedoch im
Verlaufe der Krankheit weiter voran, entsprechend ist die Progredienz der
Symptomauspragung. Neben dieser primaren ,nigralen‘ Pathologie werden sekundare
(,extranigrale') neurodegenerative Veranderungen im dopaminergen ventralen Tegmentum,
im noradrenergen Locus coeruleus, im cholinergen Nucleus basalis Meynert und Nucleus
tegmentalis pedunculopontinus, in den serotonergen Kernen des Raphe-Komplex sowie in
verschiedenen Regionen des zerebralen Kortex beobachtet. Demnach ist die Parkinson-
Krankheit primar eine Erkrankung des Dopamin-Systems, sekundar erfahren jedoch nahezu
alle Transmittersysteme degenerative Veranderungen.

Aufgrund des zunehmenden Verlustes der dopaminergen Innervation im Striatum kommt
es nicht nur hier zu Stérungen in der Informationsverarbeitung. In den Kernen der
Basalganglien kommt es zu einer umfassenden Veranderung der Transmitterbalancen, die
zundachst die korrekte Prozessierung kortikaler Information und Umsetzung in motorische
und kognitive Funktionen beeintrachtigt. Pathologisch veranderte Transmitteraktivitaten
sind wahrscheinlich an der voranschreitende Degeneration der Substantia nigra beteiligt und
vermutlicherweise auch an der Entstehung und Auspragung ,extranigralen‘ Pathologie.
Diese Arbeit soll mit verhaltenspharmakologischen, neurochemischen, biochemischen und
histologischen Methoden zeigen, in welcher Weise die Neurotransmitter Dopamin und
Glutamat an der Degeneration der Substantia nigra pars compacta und an der Entstehung
der ,extranigralen‘ Pathologie bei der Ratte beteiligt sind. Dazu werden zunéachst
Verhaltensverdanderungen, die flir die Parkinson-Krankheit relevant sind, sowie die ,nigrale’
Degeneration und die ,extranigralen’ Funktionsveranderungen in  einem
Degenerationsmodell charakterisiert, das einem frithen klinischen Stadium der Parkinson-
Krankheit entspricht. Durch einen anhaltenden systemischen Eingriff in die Dopamin- oder
Glutamat-Transmission Uber mehrere Wochen, was mit einer chronischen Behandlung bei
der Parkinson-Krankheit vergleichbar ist, sollen die Transmitterbalancen selektiv
wiederhergestellt werden und deren Einfluss auf die zuvor charakterisierten funktionellen
und neurodegenerativen Veranderungen beurteilt werden.
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1.1. Funktionelle Anatomie der Basalganglien

Unter dem Begriff Basalganglien wird eine Gruppe miteinander verbundener subkortikaler
Kerngebiete, die im Telencephalon, Diencephalon und Mesencephalon liegen,
zusammengefasst. Die Spekulationen Uber deren Funktionen werden sehr stark durch die
klinische Phanomenologie der Basalganglien-Erkrankungen beim Menschen, wie der
Parkinson-Krankheit, beeinflusst (Albin et al., 1989). Heute weiss man, dass die
Basalganglien nicht nur einfache motorische Muster generieren, sondern dass sie auch die
Generierung von komplexem Verhalten sowie Kkognitive Verhaltenssteuerung und
Gewohnheitslernen vermitteln (siehe Schmidt, 2000).

Die Haupteingangsstruktur der Basalganglien ist das telencephale Striatum, das wiederum
aus einem dorsalen und einem ventralen Teil besteht. Beim Primaten wird das dorsale
Striatum aus zwei funktionell und anatomisch unterscheidbaren Strukturen gebildet, dem
Nucleus caudatus und dem Putamen, beim Nagetier bildet es eine einheitliche Struktur, das
Nucleus caudatus/Putamen (CPu). Als ventrales Striatum wird der Nucleus accumbens
(Acb) und das Tuberkulum olfactorium zusammengefasst. Die primadren Ausgangstrukturen
der Basalganglien sind die mesencephale Substantia nigra pars reticulata (SNR), der Globus
pallidus pars medialis (MGP; homolog dazu in der Ratte der Nucleus entopeduncularis, EP)
und das Pallidum ventrale (VP) im Diencephalon. Weiterhin werden im Diencephalon der
Globus pallidus pars lateralis (LGP), der Nucleus subthalamicus (STN) und im
Mesencephalon die Substantia nigra pars compacta (SNC) und der Area tegmentalis
ventralis (VTA) zu den Basalganglien gezahlt (Zusammenfasungen in Albin et al., 1989;
Alheid und Heimer, 1988).

1.1.1.Parallel verlaufende funktionelle Schleifen der Basalganglien

Generell stellen die Basalganglien die Verbindung von kortikalen Arealen Uber den
Thalamus in Form von kortiko-thalamo-kortikalen Projektionsschleifen her. Hierbei erhalt
das Striatum exzitatorische Afferenzen aus nahezu allen Bereichen des Kortex und dem
Thalamus, beide Projektionen benutzen Glutamat (GLU) als Transmitter. Die
kortikostriatalen Projektionen erfolgen topographisch geordnet unter Beibehaltung der
anterior-posterioren bzw. medio-lateralen Verhaltnisse, was die Basis fir funktionell
getrennte Schaltkreise darstellt (Alexander et al., 1986). Im Primaten werden derzeit flnf
funktionelle Schaltkreise unterschieden. Die Somatotopie impliziert zwar einen gewissen
Grad an Segregation dieser Schaltkreise, erwiesene Konvergenzen und Divergenzen bieten
jedoch zusatzlich ein anatomisches Netzwerk zur Integration und Transformation kortikaler
Informationen (Graybiel et al., 1994). Im folgenden sollen die Projektionssysteme der
Schleifen skizziert werden, die fUr die Pathophysiologie der Parkinson-Krankheit von
besonderer Bedeutung sind.

Dorsostriatale Schleifen

Zwei funktionelle Schleifen, die beim Primaten und auch bei der Ratte an der Prozessierung
motorischer und kognitiver Information wesentlich beteiligt sind, sind die motorische bzw.
die dorsolaterale prafrontale Schleife, die ihren Eingang im dorsalen Striatum finden (Abb.
1)(Alexander et al., 1986; Hauber, 1992). Die striatofugale Projektion erfolgt entweder direkt
auf die Ausgangskerne MGP und SNR oder indirekt, Gber den LGP und den STN auf die
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Ausgangsstrukturen. Diese wiederum sind Uber thalamische Kerne mit den kortikalen
Regionen verbunden. Sowohl der STN als auch MGP/SNR projizieren (Abb. 1) reziprok in
die mesencephale lokomotorische Region (MLR), bestehend aus dem Nucleus tegmentalis
pedunculopontinus (PPTg) und weiteren Hirnstammkernen (Brudzynski et al., 1988; Milner
und Mogenson, 1988, Zusammenfassung in Inglis und Winn, 1995). Die absteigenden
Projektionen des PPTg innervieren Kerne in der Pons, der Medulla, der retikularen
Formation sowie tiefe zerebellare Kerne und das Rickenmark. Neben der aufsteigenden
Verbindung in den STN und MGP/SNR projizieren die Neurone des PPTg hauptsachlich in
den Thalamus. Generell sind die auf- und absteigenden Projektionen des PPTg im Primaten
und im Nagetier ahnlich (Abb.1) (Zusammenfassung in Inglis und Winn, 1995; Pahapill und
Lozano, 2000). Die somatotopischen Afferenzen dieser beiden Schleifen aus pramotorischen,
motorischen, supplementarmotorischen und prafrontalen Kortexregionen innervieren beim
Primaten das Putamen bzw. den dorsolaterelan Nucleus caudatus, bei der Ratte sind es
entsprechend Afferenzen aus dem sensomotorischen und prafrontalen Kortex (PFC), die das
dorsolaterale bzw. dorsomediale CPu innervieren. Die thalamokortikale Projektionen zum
pramotorischen und motorischen Kortex erfolgen Uber den Nucleus ventrolateralis (VL)
bzw. ventroanterior (VA) thalami und den Nucleus mediodorsalis thalami (MD), bei der
Ratte entsprechend Uber den Nucleus ventromedialis thalami (VM) (Graybiel, 1990;
McGeorge und Faull, 1989; Sesack et al., 1989; Takada et al., 2000).
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Abb. 1. Schematische Darstellung der Verbindungen und der Neurotransmitter der dorsalen
Basalganglien Schleife. CPu, Nucleus caudatus/Putamen; LGP, Globus pallidus pars lateralis;
MGP, Globus pallidus pars medialis; PPTg, Nucleus tegmentalis pedunculopontinus; SNC,
Substantia nigra pars compacta; SNR, Substantia nigra pars reticulata; STN, Nucleus
subthalamicus; VA/VL/VM, Nucleus ventroanterior/ventrolateralis/ventromedialis thalami;
ACh, Acetylcholin; DA, Dopamin; GABA, y-Aminobuttersdure; GLU, Glutamat; (nach Schmidt et
al., 1992, ergénzt nach Inglis und Winn, 1995).

Ventrostriatale Schleife

Die ventrostriatale Schleife ist aufgrund ihrer engen Verbindungen mit Strukturen des
limbischen Systems nicht nur in die Prozessierung motorischer Information sondern
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vielmehr in motivational und emotional gesteuertes motorisches Verhalten involviert. Das
ventrale Striatum wird vom PFC sowie limbischen und olfaktorischen Kortexregionen, der
Amygdala und dem Hippokampus innerviert (Heimer et al., 1982). Neben den
Ausgangsstrukturen der dorsostriatalen Schleife projiziert das ventrale Striatum
hauptsachlich in das VP, das wiederum ber den Nucleus mediodorsalis thalami (MD)
limbische Kortexregionen erreicht (Abb. 2) (Alheid und Heimer, 1988). In Analogie zur
dorsostriatalen Schleife innerviert das VP die MLR reziprok (Milner und Mogenson, 1988).

,Extended Amygdala‘

Neben diesen striatopallidalen Projektionssystemen bildet das Kontinuum der ,extended
Amygdala® (EA) einen weiteren, zunachst eigenstandigen parallelen kortikofugalen
Projektionsweg im basalen Vorderhirn, der aber insbesondere mit der ventrostriatalen
Schleife der Basalganglien in enger Verbindung steht (Abb. 2)(Zusammenfassungen in
Alheid et al.,, 1995; Alheid und Heimer, 1988). Basierend auf morphologischen und
neuroanatomischen Grundlagen wird der EA Komplex beim Primaten und bei der Ratte in
eine mediale amygdaloide Gruppe (MeA), bestehend aus dem medialen Anteil des Nucleus
interstitialis striae terminalis (BSTM) und dem Corpus amygdaloideum nucleus medialis
(Me), sowie eine zentrale amygdaloide Gruppe (CeA), aus dem lateralen Anteil des Nucleus
interstitialis striae terminalis (BSTL) und dem Corpus amygdaloideum nucleus centralis
(Ce), unterschieden. Die MeA und CeA bilden jweils ein Kontinuum, in dem die Information
aus dem rostral gelegenen BST Uber sublentikulare Regionen (u.a. Substantia innominata)
nach kaudal in die Amygdala und reziprok prozessiert wird. In Analogie zu den
striatopallidalen Systemen, erhalt der laterale Anteil der CeA Afferenzen aus frontalen und
limbischen Kortexregionen und beeinflusst diese wiederum Uber die magnozellularen
kortikopetalen Vorderhirnkerne (u.a. Nuclei septi medialis, Substantia innominata). Uber die
mediale CeA flihren absteigende Projektionen zum Thalamus, Hypothalamus, Hirnstamm
und Rickenmark. Aufgrund ihrer vielfaltigen Verbindungen hat die EA demnach Einfluss
auf neuroendokrine, somatomotorische und autonome Funktionen sowie vielfaltige kortikal-
gesteuerte kognitive Funktionen (Zusammenfassungen in Alheid et al., 1995; Alheid und
Heimer, 1988). Eine enge anatomische Verbindung des EA Komplex mit den
striatopallidalen Vorderhirnsystemen wird wahrscheinlich tiber den medialen Teil des Acb
hergestellt (Abb. 2) (Alheid und Heimer, 1988), die wahrscheinlich auch funktionell in einer
,feed forward'’ Prozessierung innerhalb dieser anatomischen Systeme resultiert (Zahm, 2000).
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Abb. 2: Schematische, stark vereinfachte, Darstellung der Verbindungen und Neurotransmitter in der
ventralen Basalganglien Schleife und deren Verbindung zur ,extended Amygdala‘. Acbc, Nucleus
accumbens core Region; Acbsh, Nucleus accumbens shell region; BSTL/M, Nucleus interstitialis
striae terminalis laterale/mediale Division; Ce/Me, Corpus amygdaloideum nucleus
centralis/medialis, MD; Nucleus mediodorsalis thalami; VP, Pallidum ventrale; DA, Dopamin;
GABA, y-Aminobuttersidure; GLU, Glutamat; (nach Alheid et al., 1995; Alheid und Heimer, 1988).

1.1.2. Neurotransmitter in den Basalganglien

Der Neurotransmitter der kortikalen Afferenzen in die Eingangsstrukturen der
Basalganglien ist GLU, ebenso sind die thalamokortikalen Projektionen GLUerg erregend.
Neben dem exzitatorischen Eingang erhalten das dorsale und ventrale Striatum eine
dopamin (DA)erge Innervation aus dem ventralen Mesencephalon von der SNC und dem
VTA. Weiterhin erhalt das Striatum serotonerge (5-HT) Innervation aus dem Nucleus raphe
dorsalis und noradrenerge (NA) Innervation aus dem Locus coeruleus (siehe Aston-Jones et
al.,, 1995; Halliday et al., 1995)). Die striatalen Projektionsneurone sowie die
Projektionsneurone des LGP benutzen den hemmenden Transmitter y-Aminobuttersédure
(GABA) und wirken somit inhibitorisch auf ihre jeweiligen Zielregionen. Ebenso hemmend
ist die Wirkung der Ausgangsstrukturen MGP/SNR und VP auf die jeweiligen thalamischen
Kerne (Albin et al., 1989). Der STN ist der einzige GLUerge Kern der Basalganglien tber den
zum einen die Ausgangsstrukturen erregt werden (Abb. 1)(Smith und Parent, 1988), aber
auch der PPTg eine exzitatorische Innervation erhéalt (Zusammenfassung in Inglis und Winn,
1995). Der PPTqg selbst ist beim Primaten und im Nagetier eine sehr heterogene Struktur, mit
cholinergen und GLUergen Projektionsneuronen, Gber die der Thalamus, der STN und die
Ausgangsstrukturen und auch die retikuldre Formation erregt werden, wobei derzeit nicht
endgultig geklart ist, welcher Transmitter jeweils benutzt wird, eine Kotransmission wird
ebenfalls nicht ausgeschlossen (Zusammenfassungen in Inglis und Winn, 1995; Pahapill und
Lozano, 2000) (Abb. 1).
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Neurone und Transmitter im Striatum

Golgi-Farbungen und neuroanatomische Untersuchungen lassen drei morphologische
diffrenzierbare Neuronentypen im dorsalen Striatum erkennen, die sich in der Grosse ihrer
Somata sowie dem Vorhandensein von dendritischen Spines unterscheiden. Die grdsste
Population mit 95 % der striatalen Neurone machen die ,medium spiny neurons‘ (MSN) aus,
Projektsneurone mit grossen Dendritenbdumen, die die Innervation zu den
Ausgangsstrukturen herstellen (Wilson und Groves, 1980). Neben GABA als klassischem
Neurotransmitter kolokalisieren die Neuropeptide Enkephalin (ENK) oder Subtanz P
(SP)/Dynorphin (DYN) in den MSN (Beckstead und Kersey, 1985). Aus dieser Kolokalisation
lassen sich zwei Populationen von MSN Projektionsneuronen definieren: (i) striatonigrale
GABAerge MSN der ,direkten* Bahn, die SP/DYN als Kotransmitter benutzen und (ii)
striatopallidale GABAerge MSN der ,indirekten‘ Bahn, mit ENK als Kotransmitter (Albin et
al., 1989). Die Ubrigen 5 % der striatalen Neurone bestehen aus mittelgrossen bis grossen
,aspiny‘ Interneuronen, die entweder Acetylcholin (ACh) (1-2 % der striatalenNeurone),
Somatostatin, NADPH-Diaphorase oder GABA zusammen mit Parvalbumin oder Calretinin
enthalten (siehe Kawaguchi et al., 1995). Die Interneurone verfligen Uber ein extensive
Axonkollateralen-Netzwerk innerhalb des Striatums, mit dem sie die MSN innervieren.
Dariiberhinaus wurden unlangst intrinsische ,spiny‘ und ,aspiny‘ DAerge Neurone im
Striatum von Affen und Ratten nachgewiesen (Betarbet et al., 1997).

Die GLUergen Projektionen aus dem Kortex sowie die DAergen Afferenzen aus dem
Mesencephalon terminieren gemeinsam auf den distalen Dendriten der MSN. Hierbei bilden
kortikostriatale Neurone assymmetrische Synapsen an den Kopfen der ,spines‘, die
mesostriatalen Neurone dagegen stellen tber symmetrische Synapsen am Schaft der ,spines'
synaptischen Kontakt her (Abb. 3). Striatale Interneurone bilden Synapsen im somatischen
Bereich bzw. im Bereich proximaler Dendriten aus (Zusammenfassung in Smith und Bolam,
1990).
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Abb. 3: Darstellung der Termination striataler Afferenzen auf ,medium spiny‘ Projektionsneuronen.
Kortikostriatale glutamaterge und mesostriatale dopaminerge Projektionen terminieren an den
,Spines‘ im distalen Bereich der Dendriten. Intrastriatale Projektionen der cholinergen Interneuron
und GABAerger Projektionsneurone stellen synaptische Kontakt im somatischen und proximalen
dendritischen Bereich her (adaptiert nach Smith und Bolam, 1990, aus Mink, 1999).

1.1.3. Prinzip der Transmitterbalance in den Basalganglien

Basierend auf diesen neuroanatomischen Verhaltnissen lasst sich fir das Funktionsmodell
der Basalganglien erkennen, dass deren Funktion, die in der Generierung und Bewertung
kontext-angepasster Verhaltensmuster besteht, eine eng abgestimmte Balance der beteiligten
Tansmittersysteme erfordert. Auf der Ebene des dorsalen Striatums bedeutet dies einen
modulierenden Einfluss mesostriataler, phasisch aktiver DAerger Projektionen auf die
exzitatorische tonische Kontrolle kortikostriataler GLUerger Neurone Uber die Aktivitat der
MSN. Ahnlich liegt in den Ausgangsstrukturen der Basalganglien eine Balance vor zwischen
einem hemmenden GABAergen Einfluss durch die striatofugale Projektion und einer
erregenden GLUergen Kontrolle aus dem STN, Uber die wiederum die Aktivitat der
nachgeschalteten thalamokortikalen aszendierenden Projektionen gesteuert wird.

Selektive Degenerationen eines dieser Transmittersysteme, wie sie der Parkinson-Krankheit
zugrunde liegen, fuhrt zu einer Verschiebung der Transmitterbalancen und somit zu einer
weitreichenden Veranderung neuronaler Aktivitaten in den Kernen der Basalganglien, die in
Folge die komplexen Verhaltensstérungen der Erkrankung bedingen.

Da das ventrale Striatum embryologische, zytologische, histochemische und hodologische
Gemeinsamkeit mit dem dorsalen Striatum aufweist, und es somit wahrscheinlich eine
ventrale Ausdehnung des Striatums darstellt (Alheid und Heimer, 1988) ist zu vermuten,
dass auch hier &hnliche Transmitterinteraktionen und -balancen vorliegen, die zur
funktionellen Prozessierung der neuronalen Information nétig sind. Parallel dazu,
implizieren gleiche Neuronentypen, Neurotransmitter und Verschaltungsmuster des EA
Komplex (Alheid und Heimer, 1988), dass auch in diesem Vorderhirnprojektionssystem eine
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wohlabgestimmte Balance afferenter und efferenter Projektionen dessen Funktion in
kortikalen Prozessen und in Prozessen der striatopallidalen Projektionssysteme
gewdhrleistet.

1.2. Dopamin System

1.2.1. Dopaminerge Neurone und Projektionssysteme

Neurone, die Katecholamine enthalten, finden sich im Hirnstamm, von der Medulla
oblangata bis zum Diencephalon, im Bulbus olfactorius und in der Retina. Davon findet sich
die grosste Ansammlung DAerger Neurone im ventralen Mesencephalon in der nigralen
Zellgruppe A9 (SNC) und den nicht-nigralen Neuronen der Zellgruppen A8 (Nucleus
retrorubralis) und A10 (VTA), die den Ursprung des mesotelencephalen DA-
Projektionssystems bilden. Die telencephale Projektion verlauft innerhalb des medialen
Vorderhirnbiindels (MFB) und erreicht dort das dorsale und ventrale Striatum
(mesostriatales System) sowie limbische und kortikale Regionen (mesolimbokortikales
System) wie das Septum, die Amygdala, den PFC und weitere limbische Kortexregionen
(Abb. 4). Diese Projektionen erfolgen sowohl nach einer medio-lateralen als auch anterio-
posterioren Topographie geordnet. Die ventralen Zellgruppen A9 und A10 innervieren die
dorsal gelegenen Strukturen wie das Striatum, die dorsalere Zellgruppe A8 dagegen
innerviert eher die ventral gelegenen Zielregionen wie das olfaktorische Tuberkulum und
die Amygdala (Zusammenfassung in Bjérklund und Lindvall, 1984)). Bereits friihe aber auch
neuere Arbeiten mit Mehrfachmarkierungen und —farbungen, zeigen, dass die
Kollateralisation ein wichtiges Organisationsprinzip des mesotelencephale System darstellt
(Bjorklund und Lindvall, 1984; Cossette et al., 1999; Gauthier et al., 1999). Weiterhin bestehen
zu einem nicht unerheblichen Anteil kontralaterale Projektionen aus der SNC und dem VTA
in die jeweiligen Vorderhirnregionen (siehe Bjorklund und Lindvall, 1984).
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Abb. 4: Schematisierte Illustration der wichtigsten dopaminergen Neuronengruppen und deren
Projektionsgebiete. Acb, Nucleus accumbens; Amyg, Amygdala; FC, Kortex frontalis; LC, Locus
coeruleus; ME, mediane Eminenz; OT, Tractus opticusPIT, Hypophyse; RRF, Area retrorubralis; SN,
Substantia nigra; ST, Striatum; VTA, Area tegmentalis ventralis (aus Deutch und Roth, 1999).

1.2.2. Dopamin-Synthese und -Abbau

Die Biosynthese des Neurotransmitters DA geht von der aromatischen Aminosaure L-
Tyrosin aus, die intraneuronal durch das Enzym Tyrosinhydroxylase (TH) zu
Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) hydroxyliert wird und anschliessend durch die L-
Aromatische Aminosaure Dekarboxylase (L-AADC) zu DA dekarboxyliert wird. In DAergen
Neuronen wird der synthetisierte Transmitter Uber einen vesikularen Monoamin-
Transporter in den Speichervesikeln akkumuliert. Die Freisetzung von DA erfolgt tiber eine
Ca2+-abhangige Exozytose an symmetrischen Synapsen der Axonterminalen aber auch an
sogenannten en passant Synapsen entlang des axonalen Fortsatzes. Weiterhin kann DA
somatodendritisch, madglicherweise durch nicht-konventionelle Exozytose, und durch
Umkehr der DA-Transporter freigesetzt werden. Die Inaktivierung des freigesetzten DA
erfolgt hauptsachlich durch die Wiederaufnahme in die Prasynapse Uber den
plasmamembranstandigen hochaffinen DA-Transporter (DAT), wo es entweder wieder in
Speichervesikel aufgenommen wird, oder durch degradierende Enzyme wie die
Monoaminoxidase (MAO, Isoformen A und B) oder die Katechol-o-methyltransferase
(COMT) oxidativ abgebaut wird (Zusammenfassung in Deutch und Roth, 1999). Die TH-
Reaktion stellt unter basalen Bedingungen den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der
DA-Synthese dar. Eine Regulation der DA-Synthese kann demnach durch die Veranderung
der TH-Enzymaktivitat z.B. durch Phophorylierung erfolgen, oder aber durch translationale
und transkriptionale Kontrolle der TH Expression (Zusammenfassung in (Kumer und Vrana,
1996). Weiterhin wird sowohl die DA-Synthese als auch die DA-Freisetzung durch DA-
Autorezeptoren gesteuert (siehe 1.2.3.).

1.2.3. Dopamin-Rezeptoren

Die DA-Rezeptoren zahlen zu den metabotropen Membranrezeptoren und wurden
urspringlich aufgrund ihrer Ligandenselektivitat und ihrer positiven (D1) bzw. negativen
(D2) Kopplung uUber G-Proteine (Guanosin-bindendes Protein) an die Adenylyl-Cyclase
Signalkaskade charakterisiert (Kebabian und Calne, 1979). Molekulare Klonierungen zeigten
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die Existenz von 5 (D1-D5) DA-Rezeptor-Subtypen, wobei die D1- und D5-Rezptoren
pharmakologisch der D1-Rezeptorfamilie, die D2-, D3-, D4-Rezeptoren der D2-
Rezeptorfamilie zugeordnet werden (Zusammenfassung in Sealfon und Olanow, 2000).
Funktionell resultiert die Aktivierung der D1-Rezeptoren in einer Erhdéhung der
intzrazellularen zyklischen Adenosin-5‘-monophosphat (cAMP)-Konzentration und einer
entsprechenden Aktivierung nachgeschalteter zellularer Prozesse; hingegen bewirkt die
Stimulation von D2-Rezeptoreneine eine Reduktion der cAMP-Konzentration und
enstprechend eine Inhibition nachgeschalteter Signalkaskaden. Das Gen fiir den D2-Rezeptor
kodiert fur zwei Isoformen des Rezeptors, einer langen (D2L) und einer kurzen (D2S), die
durch alternatives ,Splicing® entstehen und aufgrund dessen sie sich in ihrer
Kopplungseigenschaft an das G-Protein unterscheiden (Guiramand et al., 1995; Montmayeur
et al., 1993). Unlangst wurde gezeigt, dass die D2L Isoform hauptsachlich postsynaptisch
aktiv ist, wahrend die D2S Isoform prasynaptische Autorezeptorfunktion besitzt (Usiello et
al., 2000). Funktionell voneinander unterscheidbare prasynaptische DA D2-Autorezeptoren
regulieren insbesonder die DA-Synthese und DA-Freisetzung im somatodendritischen oder
axonalen Bereich der DAergen Neurone (Deutch und Roth, 1999; O'Hara et al., 1996). Die
spezifische somatodendritische nicht-synaptische Verteilung von DA D3-Rezeptoren auf
DAergen Neuronen des ventralen Mesencephalons lasst ebenfalls Autorezeptorfunktion
vermuten (Diaz et al., 2000).

1.2.4. Verteilung und Lokalisation der Dopamin-Rezeptoren im mesostriatalen System

DA-Rezeptoren sind im mesostriatalen Projektionssystem sowohl pra- als auch
postssynaptisch lokalisiert. Im dorsalen und ventralen Striatum findet sich die hdchste
Dichte an DA D1- und D2-Rezeptor mRNA. DA D3-Rezeptor mRNA und Protein finden sich
prominent im Acb, im frontoparietalen Kortex und in den mesencephalen Zellgruppen A8 —
Al0, dort somatodendritisch nicht-synaptisch lokalisiert (Diaz et al., 2000; Sokoloff et al.,
1990). DA D4- und D5-Rezeptoren werden nicht im Striatum sondern bevorzugt u.a. im
frontalen Kortex, der Amygdala oder dem Hippokampus exprimiert (siehe (Sealfon und
Olanow, 2000). Im Mittelhirn werden prasynaptische DA D2-Autorezeptoren von DAergen
Neuronen der SNC und des VTA somatodendritisch exprimiert (Filloux et al., 1988;
Wamsley et al., 1989). Im dorsalen Striatum sind postsynaptisch DA D1- und D2-Rezeptoren
auf den MSN lokalisiert, wobei bisher davon ausgegangen wurde, dass D1-Rezeptoren auf
den striatonigralen MSN kolokalisiert mit SP/DYN exprimiert werden, D2-Rezeptoren
hingegen auf den striatopallidalen Projektionsneuronen, kolokalisiert mit ENK (Albin et al.,
1989). Neuere Befunde liefern jedoch Evidenzen, dass zum einen die striatofugalen
Projektionen kollateralisieren (Parent et al., 2000), und dass D1- und D2-Rezeptoren auf den
MSN funktionell kolokalisiert vorliegen (Aizman et al., 2000), womit die das derzeitige
Modell der funktionellen Anatomie der Basalganlien moglicherweise als zu vereinfachend
anzusehen ist.

In den Ubrigen Kernen der Basalganglien werden die DA D1- und D2-Rezeptoren eher auf
niedrigem bis moderatem Level exprimiert (Weiner et al., 1991, Yung et al., 1995),
entsprechend der Dichte der DAergen Innervation (siehe Bjérklund und Lindvall, 1984).
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1.3. Glutamat System

1.3.1. Glutamaterge Projektionssysteme

Die Aminosdure L-Glutamat (und entsprechend L-Aspartat [ASP]) ist der erregende
Transmitter im zentralen Nervensystem (ZNS) der Saugetiere und wird von einer grossen
Anzahl von Neuronen zur schnellen synaptischen Transmission benutzt. Bei der Ratte
vermitteln die exzitatorischen Aminosauren (EAAs) die erregende Aktivitit der
kortikokortikalen und kortikofugalen Projektionswege. Dariberhinaus benutzen ein
Grossteil der thalamischen Projektionen, die hippokampalen Projektionswege und die
Parallelfaserssysteme des Zerebellums EAAs zur Ubertragung ihrer Information (siehe
Cotman et al., 1987).

1.3.2. Glutamat-Synthese und —Abbau

Der Neurotransmitter GLU wird lokal im ZNS intraneuronal synthetisiert, durch
Transaminierung des o-Ketoglutarat, das dem Glukose-Metabolismus entstammt. Zusatzlich
kann GLU direkt aus Glutamin durch eine mitochondriale Glutaminase gebildet werden.
GLU wird Uber einen vesikularen Transporter in Speichervesikel aufgenommen und Ca2+-
abhangig nach Depolarisation freigesetzt. Die Inaktivierung erfolgt durch die hochaffine
Wiederaufnahme Uber plasmamembranstandige GLU-Transporter, die hauptsachlich auf
Gliazellen lokalisiert sind, wenige davon auf Neuronen. In den Gliazellen wird GLU
akkumuliert und abgebaut zu Glutamin durch die GLU Synthase. Glutamin wird in
Neurone transportiert und dort zu GLU konvertiert wird. Die GLU-Freisetzung wird Uber
prasynaptische metabotrope GLU-Autorezeptoren gesteuert (siehe 1.3.3)
(Zusammenfassung in Deutch und Roth, 1999).

1.3.3. Glutamat-Rezeptoren

Im ZNS des Saugers werden die GLU-Rezeptoren in zwei Kategorien unterschieden: (i) die
Kategorie der lonenkanal-bildenden ,ionotropen‘ GLU-Rezeptoren und (ii) die
,metabotropen’ GLU-Rezeptoren, die Uber G-Poteine an intrazellulare
Signaltransduktionswege gekoppelt sind (aktuelle Zusammenfassungen zu Struktur,
Funktion und Pharmakologie der ionotropen und metabotropen GLU-Rezeptoren finden
sich in Conn und Pin, 1997; Michaelis, 1998). Die ligandengesteuerten ionotropen GLU-
Rezeptoren werden weiterhin aufgrund ihrer spezifischen Liganden in die Familien der
NMDA- und nicht-NMDA-Rezeptoren unterteilt. Da sich die Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit ausschliesslich mit der Rolle der GLU-Transmission, die tiber NMDA-
Rezeptoren vermittelt wird, befassen, soll hier nur auf diese Familie der GLU-Rezeptoren
detailierter eingegangen werden.

Physiologisch zeichnet sich der NMDA-Rezeptor, neben der selektiven Na+*/K+*-Leitfahigkeit,
durch seine hohe Permeabilitat fur Ca2+-lonen aus. Dariberhinaus ist der lonenkanal
spannungsabhangig durch ein Mg2+-lon blockiert, nur durch eine Membrandepolarisation
und geichzeitige Ligandenbindung wird der lonenstrom durch den Kanal erméglicht. Diese
Besonderheiten als Ca2+*-permeabler ,Koinzidenzdetektor® verleiht dem NMDA-Rezeptor
eine wichtige physiologische Funktion bei der Regulation intrazellularer Prozesse und der
Anpassung der neuronalen Eigenschaften.
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Neben der Bindungsstelle fir die spezifischen Agonisten GLU, ASP und NMDA verfligt der

NMDA-Rezeptor Uber eine Reihe von extrazellularen Bindungsstellen fiir Agonisten,

Antagonisten und Modulatoren (Abb. 5), von denen die Polyaminbindungsstelle eine von

mehreren allosterischen Modulationsstellen darstellt (siehe Yamakura und Shimoji, 1999).
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Abb. 5: Schematische Darstellung des NMDA-Rezeptors und seiner spezifischen Bindungsstellen fir
Agonisten, Antagonisten und Modulatoren. Die Polyaminbindungsstelle auf der NR2B SU enthalt
eine spezifische Bindungsstelle fur die endogenen Polyamine (z.B. Spermin) und den Antagonisten
CP-101,606 und eine spezifische Bindungsstelle flr den Antagonisten Ifenprodil. Die Bindungsstelle
fur den Koagonisten Glyzine und die Protonen (H+*)-Bindungsstelle befinden sich auf der NR1 SU.
Die Agonisten Glutamat (GLU) und NMDA und die kompetitiven Antagonisten AP5 und CPP
binden an die extrazellularen Domane der NR2 Untereinheiten, die Antagonisten MK 801 und PCP
binden nicht-kompetitive im Kanal. Intrazellulare Phosphorylierung aller SUs durch spezifische
Proteinkinasen wirkt modulatorich auf die Rezeptoreigenschaften (adaptiert von Hollmann und
Heinemann, 1994 in Waxham, 1999).

NMDA-Rezeptor Kanal Untereinheiten

Der funktionelle NMDA-Rezeptor ist ein heteromerer Kanal, der sich wahrscheinlich aus 5
Proteinuntereinheiten (SUs) zusammensetzt. Bislang sind 6 verschiedene SUs identifiziert
worden, NR1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D und NR3 (tber die Funktion der NR3 SU im
adulten Gehirn ist bisher wenig bekannt (Adams et al., 1995)), die jeweils von einem eigenen
Gen kodiert werden. Fur die NR1 SU sind derzeit 8 verschiedene ,splice’ Varianten mit
unterschiedlicher Physiologie bekannt. Die NR2 SUs enthalten die Bindungsstelle ftir GLU,
die NR1 SU dagegen die Bindungsstelle fir den Koagonisten Glyzin. Biochemische und
pharmakologische Evidenzen deuten darauf hin, dass sich das Rezeptor-Pentamer aus zwei
NR1 und zwei unterschiedlichen NR2 SUs zusammensetzt um in vivo einen funktionellen
Rezeptor zu bilden, wodurch wiederum dessen jeweilige Physiologie hinsichtlich
Ligandenaffinitat, Leitfahigkeit und Kanaldffnungskinetik bestimmt wird (siehe Yamakura
und Shimoji, 1999).
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Polyaminbindungsstelle

Die endogenen Polyamine Spermidin und Spermin binden spezifische an die
Polyaminbindungsstelle der NR2B SU, wo sie die Inhibition des NMDA-Rezeptors durch
Protonen verandern. Die allosterische Modulation des NMDA-Rezeptors durch Protonen
(die Bindungsstelle ist in der NR1 SU enthalten) gewahrleistet eine spannungsunabhangige,
nicht-kompetitive Inhibition des NMDA-Rezeptor bei einem physiologischen pH, in dem die
Offnungshaufigkeit und —dauer des Einzelkanals reduziert wird. Die endogenen Polyamine
wirken nun unter physiologischen Bedingungen stimulatorisch auf die Haufigkeit der
Kanal6ffnung und damit auf die Aktivitat des Rezeptors, in dem u.a. die Protonen-Inhibition
des NMDA-Rezeptors entfernt wird. Diese Glyzin-insensitive Art der Rezeptor-Stimulation
durch Polyamine erfordert die NR2B SU, woraus zu schliessen ist, dass eine enge
Verbindung zwischen der Polyaminbindungsstelle der NR2B SU und der
Protonenbindungsstelle der NR1 SU hinsichtlich deren modulatorischen Aktivitat existiert
(Zusammenfassungen in Chenard und Menniti, 1999; Yamakura und Shimoji, 1999). Davon
ausgehend, inhibieren selektive Antagonisten der Polyaminbindungsstelle den NMDA-
Rezeptor spannungsunabhangig, in dem sie die Offnungshaufigkeit und —dauer des Kanals
reduzieren (Chenard und Menniti, 1999).

1.3.4. Verteilung und Lokalisation von NMDA-Rezeptoren und deren Untereinheiten

Die Verteilung der mRNA fiur die NR1 SU im adulten Gehirn ist nahezu ubiquitar, was fur
das Nagerhirn und auch teilweise beim Primaten und Menschen gezeigt wurde (Rigby et al.,
1996; Watanabe et al., 1993). Weiterhin ist die NR2A SU ebenfalls im gesamten ZNS
verbreitet, wahrend die NR2B SU auf das Vorderhirn beschrankt ist. Beim Sauger findet sich
die hdchste Expression der NR2B mRNA im Striatum, Kortex und Hippokampus (Charton et
al., 1999; Kosinski et al., 1998; Rigby et al., 1996; Standaert et al., 1994; Watanabe et al., 1993) .
Sowohl beim Menschen, als auch bei der Ratte wird die NR2B SU von allen striatalen
Neuronentypen exprimiert, inklusive der Projektionsneurone (Chen et al., 1996;
Kippenbender et al., 2000). Die NR2C SU wird vornehmlich in der granularen Zellschicht
des Zerebellums exprimiert, wéahrend die NR2D SU auf das Diencephalon und den
Hirnstamm beschrankt ist (siehe Chenard und Menniti, 1999; Yamakura und Shimoji, 1999).
In der Regel ist der NMDA-Rezeptor postsynaptisch lokalisiert, wenige ultrastrukturelle
Untersuchungen kodnnen jedoch auch eine geringe prasynaptische Lokalisation an
symmetrischen und asymmetrischen Synapsen zeigen (Charton et al., 1999; Farb et al., 1995;
Gracy und Pickel, 1995).

1.4. Pathophysiologie der Basalganglien bei der Parkinson-Krankheit

Der Pathophysiologie der Basalganlien bei der Parkinson-Krankheit liegt eine selektive
Degeneration des mesostriatalen DA-Systems zugrunde. Die Konsequenz ist eine Abnahme
des DA-Tonus insbesondere an den MSN im dorsalen Striatum und damit eine
Verschiebung der Transmitterbalance zugunsten der kortikostriatalen GLU-Transmission.
An den MSN der ,indirekten‘ Bahn tberwiegt bei DA-Mangel die GLUerge Erregung, die in
einer verstarkten Hemmung des LGP resultiert. Dies hat wiederum unmittelbar oder Uber
die Disinhibition des STN eine erhohte inhibitorische Aktivitdt der Ausgangskerne
MGP/SNR zur Folge, so dass die thalamokortikale Projektion gehemmt wird (Abb. 6). Dies
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stellt das neuronale Substrat der Symptome Akinese und des Rigors dar. Somit lasst sich auf
der Ebene des Striatums eine relative, auf Ebene der Ausgangsstrukturen jedoch eine absolute
GLU-Uberaktivitat erkennen (Schmidt, 1995), die das Parkinson Syndrom primar als ein DA-
Hypofunktionssyndrom und sekundéar als ein GLU-Hyperfunktionssyndrom definieren
lassen (Starr et al., 1997).
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Abb. 6: Schematische Darstellung der veranderten Transmitterbalancen nach Degeneration des
mesostriatalen DA-Systems bei der Parkinson-Krankheit. CPu, Nucleus caudatus/Putamen; LGP,
Globus pallidus pars lateralis; MGP, Globus pallidus pars medialis; PPTg, Nucleus tegmentalis
pedunculopontinus; SNC, Substantia nigra pars compacta; SNR, Substantia nigra pars reticulata; STN,
Nucleus subthalamicus; VA/VL/VM, Nucleus ventroanterior/ventrolateralis/ventromedialis
thalami; ACh, Acetylcholin; DA, Dopamin; GABA, y-Aminobutterséure; GLU, Glutamat; Dicke Pfeile:
Uberaktivitat; gestrichelte Pfeile: Unteraktivitat (nach Schmidt et al., 1992).

Basierend auf diesen Veranderungen der Transmitterbalancen im Funktionsmodell der
Basalganglien lassen sich zwei mdgliche Therapiestrategien zur Wiederherstellung des
physiologischen Gleichgewichts bei der Parkinson-Krankheit erkennen.

1.4.1. Dopamin-Substitution

Seit seiner Entdeckung in den spaten 50iger Jahren durch Carlsson stellt die DA-Substitution
mit dem DA-Vorlaufer L-DOPA den ,Goldstandard‘ in der symptomatischen Parkinson-
Therapie dar (siehe Obeso et al., 2000a). In Kombination mit peripher wirksamen L-AADC-
Hemmern reduziert L-DOPA die Parkinson-Symptome Akinese und Rigor (Cotzias et al.,
1969; Yahr et al., 1969) insbesondere in friithen bis mittleren Stadien der Erkrankung. Neuere
Entwicklungen zur DA-Substitution involvieren die Inhibition der DA-degradierenden
Enzyme MAO-B (L-Deprenyl) und COMT (Tolcapone) sowie die direkte Stimulation
postsynaptischer DA-Rezeptoren mit selektiven Agonisten (z.B.: Apomorphin, Bromocriptin,
Lisurid, Cabergolin) (Zusammenfassung in Hagan et al., 1997). Die insbesondere mit der L-
DOPA Therapie verbundenen schweren Nebenwirkungen wie Psychosen und Dyskinesien
(siehe 5.1.) limitieren jedoch dessen Anwendungsbereich und lassen Uber den frihen
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kombinierten bzw. alleinigen Einsatz von DA-Rezeptor-Agonisten nachdenken (zur
aktuellen Diskussion siehe Nutt und Carter, 2000; Olanow et al., 2000). Hierbei erscheint
aufgrund der patholophysiologischen Verhéltnisse im  Striatum die selektive
Wiederherstellung des DA-Tonus an DA D2-Rezeptoren als besonders geeignet.

Die Substanzklasse der Ergoline, Abkdmmlinge der nattrlich vorkommenden Ergotalkaloide
aus Claviceps purpurea (Fr.), bietet ein Reihe DAerg wirksamer Substanzen die bereits in der
Parkinson Therapie Anwendung finden (Mantegani et al., 1999). Hierzu zahlen die DA D2-
Rezeptor Agonisten Lisurid und Cabergolin, deren pharmakologische Eigenschaften im
folgenden charaktersiert werden sollen.
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Lisurid (N-(D-6-methyl-8-isoergolenyl)-N’,N’-diethylcarbamid hydrogenmaleat) besitzt die
grosste Selektivitat fir DA D2-Rezeptoren, hat jedoch auch eine vergleichbare Affinitat zu
den D3-Subtypen der D2-Rezeptorfamilie. Darlberhinaus ist Lisurid ein partieller
Antagonist/Agonist am D1-Rezeptor. Die antiparkinsonoide Wirkung im Tierexperiment
und im Parkinson Patienten wird demnach hauptsachlich tber die D2-agonistische Wirkung
vermittelt, moglicherweise verstarkt die D1-Rezeptor Aktivierung die D2-Rezeptor
vermittelten Wirkungen (Blanchet, 1999). Neben der Selektivitat fur DA-Rezeptoren bindet
Lisurid ebenfalls an NAerge o»-Rezeptoren und wirkt als 5-HT-Agonist an 5-HT:- und 5-
HT,:-Rezeptoren, was wahrscheinlich zu den beobachteten psychotropen Nebenwirkungen
sowie Hyperthermie und Hypotension beitragt (siehe Blanchet, 1999; Przuntek, 1988).
Lisurid ist mit einer Plasmaeliminationshalbwertszeit von 2 — 4 h ein kurzwirksamer DA -
Rezeptor-Agonist (HUmpel et al., 1981).
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Cabergolin  (1-Ethyl-3  (3’-dimethylaminopropyl)-3-(6’-allylergoline-8’-beta-carbonyl)-urea)
bindet mit grosser Affinitat an DA D2- und D3-Rezeptoren und mit einer 50fach geringeren
Affinitat an D1-Rezeptoren. Moderate Affinitaten besitzt Cabergolin flr op-Rezeptoren und
5-HT;:-Rezeptoren (Fariello, 1998; Hagan et al., 1997). Cabergolin reduziert die Parkinson-
Symptome im Tierexperiment und im Parkinson Patienten (Blanchet, 1999; Hagan et al.,
1997) mit einem geringen psychotropen Potential, oder dem Risiko Dyskinesien auszulsen
(Grondin et al., 1996; Miyagi et al., 1996a). Damit stellt Cabergolin einen potenten DA D2-
Rezeptor-Agonisten dar, der mit einer Plasmaeliminationshalbwertszeit von 65 h (Benedetti
et al., 1990) ein langwirksames pharmakodynamisches und —kinetisches Profil liefert.

1.4.2. Anti-Glutamaterge Therapie mit NMDA-Rezeptor Antagonisten

In verschiedenen Tiermodellen der Prakinson-Krankheit, die die Symptome Akinese und
Rigor darstellen (siehe 1.7.), konnte die antikataleptische und antiakinetische Wirkung von
GLU-Rezeptor-Antagonisten gezeigt werden. Sowohl die systemische Applikation als auch
die lokale Infusion wvon kompetitiven und nicht-kompetitiven NMDA-Rezeptor-
Antagonisten in das Striatum oder die Ausgangsstrukturen der Basalganglien kann die
Verhaltensdefizite  infolge einer DA-Denervation reduzieren oder aufheben
(Zusammenfassung in Schmidt und Kretschmer, 1997). In der Pharmakotherapie von
Parkinson Patienten finden derzeit die 1-Aminoadamantane Amantadin, Memantin und
Budipin Anwendung, insbesondere in Kombination mit der L-DOPA Therapie, um deren
Wirkung zu verstarken und die dyskinetischen Nebenwirkungen zu reduzieren
(Zusammenfassung in Pedersen und Schmidt, 2000a) (siehe 6.1.). Die tierexpermintellen
Befunde machen deutlich, dass die antiparkinsonoide Wirkung der anti-GLUergen
Behandlung durch eine Reduktion der GLU-Hyperaktivitdt im Striatum und in den
Ausgangsstrukturen der Basalganglien vermittelt wird (Schmidt und Kretschmer, 1997).
Jedoch limitiert das psychotomimetische (Schmidt, 1994) und neurotoxische Potential (Olney
et al., 1989), inshesondere der potenten kompetitiven und nicht-kompetitiven NMDA-
Rezeptor-Antagonisten deren langfristigen klinischen Einsatz.
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Neben den 1-Aminoadamantanen, die als schwache Kanalblocker des NMDA-Rezeptors
wirken (Danysz et al., 1997), verfiuigt die Substanzklasse der Phenylethanolamin-Derivate,
mit deren Prototyp Ifenprodil (Williams, 1993), UGber ein vielverprechendes
pharmakologisches Profil flr den Einsatz in der Parkinson Therapie. Diese NR2B-selektiven
NMDA-Rezeptor-Antagonisten  zeichnen sich durch einen aktivititsabhéngigen
Wirkmechanismus aus (Kew und Kemp, 1998) (siehe 1.3.3.), der nur die Uberaktive GLU-
Transmission blockiert, wahrend die physiologische Signaliibertragung und damit
assoziierte Prozesse unbeeinflusst bleiben (siehe 6.1.). Unerwtlinschte Nebenwirkungen wie
Psychosen, Lern- und Gedéachtnisstérungen und Neurotoxizitat, die durch die bisherigen
NMDA-Rezeptor-Antagonisten ausgeldst wurden, konnten bisher nicht beobachtet werden
(Scatton, 1994) und werden der NR2B SU-Selektivitat und der aktivitatsabhangigen Blockade
zugeschrieben (Zusammenfassung in Pedersen und Schmidt, 2000a; Yamakura und Shimoji,

1999).
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Ifenprodil ist ein atypischer nicht-kompetitiver NMDA-Rezeptor Antagonist, der den
NR1/NR2B-Kanal selektiv inhibiert (Williams, 1993). Die Affinitat fur die NR1/NR2A oder
NR1/NR2C ist um den Faktor 400 geringer, dartiberhinaus zeigt Ifenprodil Affinitat fir oy-
Rezeptoren, die um den Faktor 3 geringer ist als die NR2B-selektive Affinitat
(Zusammenfassung in (Chenard und Menniti, 1999). Im Tierexperiment zeigt Ifenprodil
antikataleptische und  antiparkinsonoide = Wirkung ohne  psychotomimetische
Nebenwirkungen (Mitchell und Carroll, 1997; Nash et al., 1999), antiparkinsonoide Wirkung
beim Menschen konnte bisher noch nicht nachgewiesen werden (Montastruc et al., 1997).

\_/

wmQ
I

CH;
OH

CP-101,606 ((1S,2S)-1-(4-hydroxyphenyl)-2-(4-hydroxy-4-phenylpiperidino)-1-propanol) ist
eine dem Ifenprodil strukturell verwandte Substanz, deren Affinitat fir den NR2B-Kanal
ahnlich der von Ifenprodil ist, allerdings besitzt CP-101,606 auch nicht unwesentliche
Affinitaten fur die NR2A- (2-fach geringer) und NR2C (100-fach geringer)-Kanéle. Ebenso
wie Ifenprodil bindet CP-101,606 an ou-Rezeptoren mit einer ca. 50-fach geringeren Affinitat
(Chenard und Menniti, 1999). CP-101,606 zeigt im Tierexperiment antiparkinsonoide
Wirkung (Steece-Collier et al., 2000), vergleichbare Studien an Parkinson Patienten liegen
derzeit nicht vor.



30

Obwohl Ifenprodil und CP-101,606 nahe strukturelle Verwandtschaft zeigen bindet CP-
101,606 wahrscheinlich an der Polyaminbindungstelle am gleichen Aminosaurerest, an dem
auch die endogenen Polyamine binden, Ifeprodil interagiert wahrscheinlich selektiv mit
einem anderen Aminosaurerest (Abb. 5) (siehe Chenard und Menniti, 1999).

1.5. Neurodegenerative Prozesse der Parkinson-Krankheit

Seit der Entdeckung, dass der Parkinson-Krankheit eine selektive Degeneration des
mesostriatalen DA-Systems zugrunde liegt (Ehringer und Hornykiewicz, 1960), ist das
primum movens des degenerativen Prozesses, der zunachst selektiv die neuromelaninhaltigen
DAergen Neurone der SNC betrifft, unbekannt. Mehrere Faktoren sind heute bekannt
(Abb.7), die jeder fur sich Neurodegeneration auslésen kann, jedoch konnte bisher keiner
davon auschliesslich kausal mit der Atiopathogenese der Parkinson-Krankheit in
Verbindung gebracht werden. Vielmehr scheint der Prozess der Degeneration multifaktoriell
bedingt zu sein. Mit Ausnahme der hereditaren Form der Erkrankung (siehe 1.5.5.) betragt
das mittlere Erkrankungsalter 55 - 60 Jahre, was dem Zeitpunkt entspricht zu dem die
klinischen Symptome auffallig werden. Da der Neuronenverlust zu diesem Zeitpunkt bereits
50 — 60 % betragt (Fearnley und Lees, 1991), wird in den derzeitig diskutierten Modellen zur
Progression des Zelltods in der SNC, die sich sowohl auf post mortem Untersuchungen als
auch funktionell bildgebende Verfahren beim Parkinson Patienten stltzen, davon
ausgegangen, dass die striatale DA-Funktion innerhalb einer praklinischen Phase von 4 -5
Jahren progressiv abnimmt (Brooks, 1998). Dies wiederum spricht flr das ,one hit* Modell
der nigrostriatalen Degeneration, in dem das schadigende Ereignis zufallsmassig neuronalen
Zelltod in der SNC auslést, dem eine eher rapide, exponentielle Abnahme der Neuronen bis
zur kritischen Schwelle der Symptomauspragung folgt (Clarke et al., 2000; Dunnett und
Bjorklund, 1999). Sowohl fir das initiale schadigende Ereignis als auch fiur die
anschliessende progressive Degeneration werden mehrere, konzeptionell unterscheidbare
Mechanismen verantwortlich gemacht, die sich wahrscheinlich gegenseitig beeinflussen und
verstarken und somit zu neuronaler Dysfunktion, Atrophie und schliesslich zum Zelltod
fuhren (Abb.7). Hierbei spielen wahrscheinlich die Faktoren ,oxidativer Stress,
,mitochondriale Dysfunktion‘ und ,Exzitotoxizitat* sowohl bei der initialen Degeneration, als
auch bei der Progression Schlusselrollen (Abb.7) (aktuelle Zusammenfassungen in Dunnett
und Bjorklund, 1999; Olanow und Tatton, 1999).
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Abb. 7: Darstellung der Hypothese, dass ein ,lethales Triplet* aus oxidativem Stress, mitochondrialer
Dysfunktion und Exzitotoxizitdt verbunden mit Ca2+-Einstrom zum Zelltod beitragen und sich
gegenseitig verstarken (nach Olanow et al., 1998).

1.5.1. Das Konzept der langsamen, ,energie-gebundenen Exzitotoxizitat'

Parallel zu den Studien, die GLU als Neurotransmitter etablierten, zeigten die ersten
Experimente, dass GLU ebenso nekrotische Lasionen in der Retina von Mausen auslésen
kann (Lucas und Newhouse, 1957). Basierend auf den Befunden, dass GLU akuten Zelltod
im Rickenmark und ZNS von Saugern induziert, wurde das Konzept der ,Exzitotoxizitat'
entwickelt (Olney, 1978), wonach der neurotoxische Effekt von GLU als unmittelbare
Interaktion mit den Rezeptoren, die die exzitatorische Wirkung vermitteln, postuliert wurde.
Die akute GLU-induzierte Exzitotoxizitat wird durch eine Kaskade zellularer Ereignisse
beschrieben, bei denen der NMDA-Rezeptor eine entscheidende Rolle spielt (Choi, 1988;
Rothman und Olney, 1987). Dieser sich selbst verstarkende GLUerge Kreislauf (Doble, 1999),
besteht aus drei wesentlichen Elementen die parallel ablaufen: (i) Na+-Einstrom durch
spannungsabhangige Na*-Kanadle nach Depolarisation; (ii) Zunahme der intrazellularen
Ca2+-Konzentration durch den desensitivierten NMDA-Rezeptor und spannungsabhangige
Ca2+-Kanale sowie durch Freisetzung aus intrazellularen Speichern; (iii) Ca2*-abhangige
Exozytose von GLU an den Axonendigungen. Diese Ereignisse fordern weiterhin die
osmotische Imbalance und Ca2+-abhéangige Aktivierung von Nukleasen, Proteasen, Kinasen
und Lipasen, deren Reaktionen wiederum zur Bildung freier Radikale und Stickstoffoxid
fuhrt, und somit zur ultimativen Exekution des Zelltods (Zusammenfassung in Doble, 1999).
Diese Form des akuten exzitotoxischen Zelltods spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese
akuter neurologischer Erkrankungen wie bei Schlaganfallen und epileptischen Anfallen
(Choi, 1988; Rothman und Olney, 1987).

Davon abgeleitet wurde das Konzept der langsamen oder ,energie-gebundenen
Exzitotoxizitat" (Henneberry et al.,, 1989; Zeevalk und Nicklas, 1990), das eine selektive
Vulnerabilitdt von Neuronen gegenlber normalen extrazellularen GLU-Konzentrationen
aufgrund eines gestorten Energiestoffwechsels beschreibt. Hierbei stellt ein Energiedefizit,
bedingt durch mitochondriale Dysfunktion oder Inhibition der Atmungskette das pathogene
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Ereignis dar (Abb. 8). Die Folge ist eine Abnahme des ATP-Gehalts, die gestorte Funktion
der Plasmamembran Na*/K+-ATPase und eine partielle Depolarisation des Neurons. Dies
wiederum fuhrt dazu, dass der Mg2+-Block des NMDA-Rezeptors freigesetzt wird und den
Rezeptor somit hypersensitiv gegentber der Stimulation durch GLU macht. Somit kénnen
physiologische extrazellulare GLU-Konzentrationen die exzitotoxische Kaskade in Gang
setzen. Infolge werden aktive Transportprozesse inhibiert, was zum einen zu einer
Akkumulation extrazellularen GLU fthrt, aber auch zu einer Azidifizierung des Millieus.
Zahlreiche in vitro und in vivo Experimente bestitigen das Konzept, dass eine primare
Stérung der mitochondrialen Energieversorgung Neurone gegentber der sekundaren
Exzitotoxizitat sensitiviert (Zusammenfassungen in Doble, 1999; Pedersen und Schmidt,
2000a). Sowohl ,langsame Exzitotoxizitat’, bei der der GLU-Tonus chronische erhéht ist, als
auch ,energie-gebundene Exzitotoxizitat’, wobei die physiologische GLU-Transmission
degenerative Effekte auf energie-defiziente Neuronen hat, sind wahrscheinlich in die
chronische Neurodegeneration der Parkinson-Krankheit involviert. Eine neueste
tierexperimentelle Studie zeigt, dass die chronische systemische Verabreichung von Rotenon,
einem hochaffinen spezifischen Inhibitor des Komplex | der mitochondrialen Atmungskette,
der weiten Einsatz als Pestizid in der Landwirtschaft findet, sehr selektiv nigrostriatale
Degeneration bei der Ratte auslést. Diese ist verbunden mit Parkinson-Symptomen und der
Akkumulation von Lewy Kdrpern in den Neuronen der SNC (Betarbet et al., 2000). Diese
Evidenz unterstiitzt die Uberlegung, dass eine chronische Exposition gegeniiber einer
geringen Dosis von Umweltgiften wie z.B. Rotenon eine permanente mitochondriale
Dysfunktion verursacht, die als Grundlage fur die ,energie-gebundene EXxzitotoxizitat'
kausal das primar schadigende Ereignis bedingt (siehe Beal, 2000).
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Abb. 8: Konzept der ,energie-gebundenen Exzitotoxizitat’. Ein initial schadigendes Ereignis
(Neurotoxin, Umweltgift) verursacht zuné&chst eine limitierte Stdérung der intrazellularen
Homoostase. In einem Keislauf sich gegenseitig bedingender Ereignisse wird die mitochondriale
Dysfunktion verstarkt, es kommt zum Einstrom von Ca2+, Membrandepolarisation und schliesslich
zur Desensitivierung des NMDA-Rezeptors. Ubersteigt der Ca2+-Einstrom eine gewisse Schwelle,
werden Proteasen wie Caspasen aktiviert, die schliesslich zur Exekution des Zelltods fihren (nach
Nicotera et al., 1999).

1.5.2. Selektive Vulnerabilitat bei der ,nigralen‘ Pathologie

Bestimmte Suszeptibilitatsfaktoren kdnnen als Prarequisit flr die selektive Vulnerabilitat der
DAergen Projektionsneurone der SNC gegentiber einer ,energie-gebundenen Exzitotoxizitat*
angesehen werden. Zunachst tragt der Neurotransmitter DA selbst durch Autoxidation oder
durch die enzymatische Degradation durch die MAO-B zu einer erhéhten Produktion freier
Radikale (insbesondere reaktive Sauerstoffspezies, ROS) bei. Ebenso kann eine normale, oder
erhdhte DA-Freisetzung zur Bildung von ROS fiihren. Die Beseitigung der physiologisch
anfallenden ROS erfordert wiederum energieabhéangige intrazellulare Prozesse, die die
Neurone mdglicherweise in einen anhaltenden energie-defizienten Zustand, bereits unter
physiologischen Bedingungen, versetzen. Weiterhin bedingt die Bildung freier Radikale eine
zusatzliche Kompromitierung der mitochondrialen Funktion. Somit stellt der
Neurotransmitter DA allein bereits einen Risikofaktor fiir eine mdgliche ,energie-gebundene
Exzitotoxizitat' dar, die chronische Exposition gegeniiber mitochondrialen Toxinen kann nun
hier einen zuséatzlichen Faktor darstellen, der das Energiedefizit permanent erhoht.

Das spezifische Degenerationsmuster in der SNC von Parkinson Patienten, zeigt jedoch
regionale Unterschiede in der Vulnerabilitat (Hirsch et al., 1988). So sind die Neurone der
ventrolateralen SNC von der Degeneration am starksten betroffen (Fearnley und Lees, 1991),
wohingegen die DAergen Neurone des medial gelegegen VTA erst sehr spat degenerieren
(German et al., 1992). Dies impliziert weitere Vulnerabilitatsfaktoren tGber den DAergen
Phéanotypen hinaus, die zum einen durch GLUerge Afferenzen im somatodendritischen
Bereich aber auch durch die Fahigkeit die endogene Ca2+-Homdostase aufrecht zu erhalten,
bestimmt werden.
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Glutamaterge Afferenzen

Die SNC erhalt prominente GLUerge Afferenzen aus dem Kortex, dem STN und dem PPTg
(Abb. 1) und die Neurone der SNC exprimieren NMDA-Rezeptoren, die massgeblich an der
GLUergen Signallbertragung in der SNC beteiligt sind (siehe Blandini et al., 2000a).
Basierend auf dem Konzept der ,energie-gebundene Exzitotoxizitat’ stellt dies eine
ausreichende physiologische GLUerge Stimulation Uber NMDA-Rezeptoren dar, um den
initialen Zelltod bereits energie-defizienter SNC Neurone auszuldsen. Die Tatsache, dass
sowohl der STN als auch der PPTg bereits in frlhen Stadien der Erkrankung Uberaktiv
werden (Abb. 6), unterstiitzt die Uberlegung, dass die Progression der Degeneration durch
eine GLUerge Uberstimulation angetrieben wird (Blandini et al., 2000a; Pedersen und
Schmidt, 2000a). Hiernach definiert das spezifische Innervationsmuster aus diesen Kernen
die Vulnerabilitat der SNC Neuronenpopulationen.

Differentielle Expression Calcium-bindender Proteine

Calbindin D2sk (CB) ist ein Ca2+-bindendes Protein (CaBP) der EF-Hand Supergenfamilie, das
im gesamten Sauger ZNS vebreitet ist und im ventralen Mesencephalon kolokalisiert mit DA
in einigen DAergen Neuronenpopulationen. CaBPs tragen zur Aufrechterhaltung der
intrazellularen Ca2+-Homadostase bei, in dem sie als Ca2+-Puffer wirken (siehe Hontanilla et
al., 1998). Diese Ca2*-Pufferkapazitat wiederum tragt entscheidend zur Fahigkeit bei, mit
Ca2+-vermittelten intrazellularen Prozessen, einschliesslich Exzitotoxizitat, umzugehen (Lee
et al., 1997). Unter diesem Aspekt erscheint die regional unterschiedliche Verteilung von
CaBP, insbesondere von CB in Neuronen der SNC und des VTA eine gewisse Protektion
gegenltber dem Neurotoxin-verursachten Zelltod zu gewahrleisten (German et al., 1992;
Liang et al., 1996). Auch im Gehirn von Parkinson Patienten ist die Degeneration CB-haltiger
DAergen Neurone weniger ausgepragt, als die der Neurone ohne diesen Ca2+-Puffer
(German et al., 1992; Hirsch et al., 1992). Weiterhin stellt das CB-haltige Neuropil der SNC
einen weiteren Faktor dar, der die Vulnerabilitit der darin gelegenen Neurone definiert
(Damier et al., 1999b; Damier et al., 1999a) (siehe 4.1.).

1.5.3. Form des Zelltods bei der ,nigralen Pathologie

Die Debatte dartiber, ob die Neurone der SNC nekrotisch oder apoptotisch sterben ist nach
wie vor nicht gelost. Wahrscheinlich tragen beide Typen des Zelltods zu einem
gemeinsamen Exekutionsprogramm innerhalb der SNC bei, nachdem die initiale
neurotoxische Schadigung stattgefunden hat (Nicotera et al., 1999). Selektive Neurotoxine
DAerger Neurone (siehe 1.6.) 16sen in vitro und in vivo Zelltod in mesencephalen Neuronen
aus, der nekrotische als auch apoptotische Prozesse involviert. Ebenso werden in der SNC
von Parkinson Patienten morphologische und biochemische Veranderungen nachgewiesen,
die mit Apoptose in Verbindung gebracht werden (siehe 4. und 6.) (Zusammenfassung in
Pedersen und Schmidt, 2000a).

GLU-Rezeptor-vermittelte Exzitotoxizitat kann sowohl Apoptose als auch Nekrose auslosen,
abhangig von der Intensitdt und der Dauer der Schadigung: milde Exzitotoxizitat, mit
voriubergehender mitochondrialer Depolarization und reversiblem Energieverlust favorisiert
Apoptose, wohingegen ein intensives exzitotoxisches Ereignis zu einer irrevesiblen
mitochondrialen Depolarisation und damit permanenten Energieentleerung fiihrt, das den
rapiden nekrotischen Zelltod férdert (siehe Nicotera et al., 2000). Unter der Annahme, dass
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der Neurodegeneration bei der Parkinson-Krankheit ,langsame Exzitotoxizitat’ zugrunde
liegt, wiirde dies der apoptotischen Form des Zelltods den Vorzug geben.

Caspasen und neuronale Apoptose

Der Begriff ,Apoptose* beschreibt eine Form des physiologischen ,programmierten Zelltods,
der in verschiedenen Zelltypen u.a. in der Entwicklung beobachtet wird. Dem Prozess
unterliegen distinkte morphologische Veradnderungen (Zellschrumpfung, Pyknose,
Chromatinkondensation, Zusammenbruch der Zytoplamas und des Kerns), die sich von
denen des pathologischen nekrotischen Zelltods unterscheiden (Kerr et al., 1972). Neuronale
Apoptose wird in einer intrazellularen Kaskade durch eine Reihe von spezifischen Proteinen
und Enzymen reguliert bzw. ausgefihrt (siehe (Hengartner, 2000). Hierbei spielt die Familie
der Cysteinproteasen, die Caspasen, eine entscheidende Rolle bei der ultimativen Exekution
des Zelltods; die Caspasen sind somit wahrscheinlich mitverantwortlich fir die
morphologischen Verdnderungen. Caspasen liegen zytoplasmatisch konstitutiv als
Zymogene vor und werden durch proteolytische Spaltung aktiviert. Besonders Caspase-3
und Caspase-9 spielen bei der neuronalen Apoptose entscheidende Rollen, wobei Caspase-3
durch Caspase-9 aktiviert wird. Aktivierte Caspase-3 wiederum spaltet die inaktive Form
der Caspase-aktivierten DNAase, die in Folge, aktiviert, die apoptose-spezifische
Degradation der genomischen DNA in 180 Basenpaar-Fragmente katalysiert (Wyllie et al.,
1980). Weitere Caspase-Substrate sind Proteine des Zytoskeletts sowie Strukturproteine des
Kerns und der Kernmembran, deren Spaltung folglich zu einem Abbau der entsprechenden
Strukturelemente fuhrt (Faleiro und Lazebnik, 2000, Zusammenfassungen in Hengartner,
2000; Nicholson, 1999; Nicotera et al., 2000; Yuan und Yankner, 2000). In einer Reihe von
Experimenten wurde gezeigt, dass die Caspase-vermittelten Prozesse zu einem bestimmten
Mass an den Energiegehalt der betroffenen Zelle gebunden sind (siehe Nicotera et al., 2000),
was erklart, dass der apoptotische Zelltod praferenziell nach milder Schadigung beobachtet
wird. Neueste Untersuchungen weisen die Aktivierung von Caspase-3 im Gehirn von
Parkinson Patienten nach, auch zu klinisch fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung,
(Hartmann et al., 2000). Dies unterstitzt bisherige Evidenzen zur DNA-Fragmention und
Chromatinkondensation in DAergen Neuronen der SNC (Anglade et al., 1997a; Anglade et
al., 1997b; Tatton et al., 1998; Tatton und Kish, 1997) und zeigt, dass apoptotische Prozesse in
die progressive Neurodegeneration der Parkinson-Krankheit involviert sind.

1.5.4. Modell der ,retrograden transneuronalen Neurodegeneration*

Ein wichtiger Aspekt hinsichtlich der selektiven Vulnerabilitdt der SNC Neurone ist die
Tatsache, dass ausschliesslich Projektionsneurone degenerieren. Es gibt experimentelle
Evidenzen die zeigen, dass die biochemische Kaskade des apoptotischen Zelltods lokal im
Bereich der Synapsen und Dendriten durch eine Ubermassige Stimulation von GLU-
Rezeptoren ausgelést werden kann (Abb. 9) (Mattson et al., 1998). Diese Form er
,synaptischen Apoptose’, die an die synaptische Neurotransmission und die beteiligten
Transmitter gebunden ist, kann demnach einen retrograden transneuronalen Zelltod der
betroffenen Neurone auslosen. Fir die Neurone der SNC wirde dies bedeuten, dass die
eigentlichen schadigenden Ereignisse im Bereich der Axonterminalen im Striatum iniitiert
werden. Diese Vermutung wurde bereits von Robertson 1992 erhoben, um die selektive
Degeneration der DAergen Neurone in der SNC zu erkléaren (Robertson, 1992). Im Sinne der
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.energie-gebundenen Exzitotoxizitat® stellt die DA-Freisetzung und der DA-Metabolismus
zusammen mit der prominenten GLU-Transmission im Striatum somit ein
neuroanatomisches Substrat flr einen GLU-getriggerten prasynaptischen apoptotischen
Prozess dar. In diesem Zusammenhang ist zu beachten, dass die mesostriatale DA-
Transmission neben der ihrer phasischen Aktivitat auch eine tonische Komponente aufweist
(Grace, 1991). Es wird vermutet, dass diese tonische DA-Freisetzung lokal an den ,spines’
der MSN durch kortikostriatales GLU vermittelt wird, entweder direkt via prasynaptischer
GLU-Rezeptoren auf mesostriatalen Axonen oder indirekt Uber die Freisetzung von
Stickstoffmonoxid (NO) durch striatale Interneurone. Dadurch entsteht ein tonischer
extrazellularer ,DA-Pool‘, der unter physiologischen Bedingungen ausreichend ist, eine
permanente Stimulation von DA D2-Autorezeptoren zu gewahrleisten (siehe Onn et al.,
2000). Unter atiopathologischem Aspekt gesehen, kann dieser tonische ,DA-Pool‘ im
Striatum eine persistierende Quelle freier Radikale darstellen und damit einen striatalen
Suszeptibilitatsfaktor (siehe 1.5.2.) darstellen.

Weitere neuroanatomische und elektrophysiologische Befunde zeigen, dass DAerge
Projektionsneurone in vitro GLUerge Synapsen ausbilden kénnen (Sulzer et al., 1998), was
die Prasenz von prasynaptischen GLU-Rezeptoren unterstitzt, auch die von NMDA-
Rezeptoren denkbar macht (1.3.4.). Dieses hier entwickelte Modell der ,retrograden
transneuronalen Neurodegeneration‘ basiert bisher auf wenigen experimentellen Evidenzen,
bietet jedoch eine attraktive Mdoglichkeit, die selektive Vulnerabilitit des mesostriatalen
Projektionssystems fir die Degeneration bei der Parkinson-Krankheit zu erkléaren (Pedersen
und Schmidt, 2000a).
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Abb. 9: Vereinfachtes Arbeitsmodell fur die biochemische Kaskade die lokal im Striatum in Synapsen
aktiviert wird und die ,retrograde transneuronale Degeneration® in einem mesostriatalen Neuron
steuert. Prasynaptische Glutamat-Freisetzung und anschliessende NMDA-Rezeptor-Aktivierung
fuhrt zum Ca2*-Einstrom und zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), das wiederum zur
Aktivierung von Caspasen, zur Depolarisation der Mitochondrien (Mit) Membra (MD) und zu
deren Permeabilitdtsveranderung (PT) fiuhrt. Apoptotische Faktoren (AF) werden aus den
Mitochondrien freigesetzt und induzieren Chromatinkondensation und DNA-Fragmentation. Die
Stimulation metabotroper Rezeptoren (R) (z.B. Dopamin-Rezeptoren) kann uber die Aktivierung
Apoptose-assoziierter Transkriptionsfaktoren (TF) die Kaskade verstarken. Der Mangel an
Wachstumsfaktoren, chronisch aktive Glutamat-Transmission, oxidativer Stress sowie
maoglicherweise der Dopamin-Metabolismus sind weitere Faktoren die diese Prozesse initiieren
bwz. potenzieren kénnen (siehe Text) (modifiziert nach Mattson et al., 1998).

1.5.5. Genetische Faktoren

Obwohl die idiopathische Parkinson-Krankheit sporadisch auftritt, wird schon lange
vermutet, dass eine genetische Komponente der Erkrankung existiert. Dies wird durch Fall-
Kontrollstudien gestltzt, die zeigen, dass die Inzidenz bei nahe Verwandten 2 — 14 fach
erhdht ist; Zwillingsstudien zeigen eine hohe Konkordanz hinsichtlich striataler DAerger
Dysfunktion bei Eineiigen Zwillingen von Parkinson Patienten (Gasser, 1998). Seit der
Entdeckung der Punkt-Mutation (A53T) im Gen fur o-Synuclein auf Chromosom 4 (4g21,
Park 1-Lokus) in mehreren Familien mit frih-beginnender Parkinson-Krankheit
(Polymeropoulos et al., 1997) ist es akzeptiert, dass der Phanotyp der Parkinson-Krankheit
vererbt werden kann, im Fall dieser Mutation von o-Synuclein, autosomal dominant.
,Linkage' Analysen haben mittlerweile weitere Gene und Genlocci identifiziert, wie parkin
(kodiert fur das Protein Parkin), das Gen fir die Thiol-Protease UCH-1, den Genlokus Park 3
und den 4p Haplotyp, mit dem Parkinson-Phanotypen verbunden sind und vererbt werden
(siehe Dunnett und Bjorklund, 1999). Mit Ausnahme der parkin-Mutation weist die
Neuropathologie aller Mutationen Lewy Korper auf. Da nur etwa 5 % der Parkinson
Patienten an einer hereditaren From der Parkinson-Krankheit leiden, mit den beschriebenen
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Mutation oder bisher unentdeckten, spielen moéglicherweise Suszeptibilitatsgene, ahnlich
wie bei der Alzheimer-Krankheit, eine wichtige Rolle als genetische Komponente bei der
idiopathischen Parkinson-Krankheit. Wenige Fallstudien zeigen Polymorphismen in den
Genen fiur Cytochrom P-450, N-Acetyltransferase 2 oder der Glutathion S-transferase,
Enzyme, die mit intrazellularen Detoxifizierungsprozessen in Verbindung stehen, und
moglicherweise die Vulnerabilitdt gegeniber Umweltgiften erhoht (siehe Schulz und
Dichgans, 1999).

Synucleinopathien

Neben Ubiquitin und Neurofilamentproteinen enthalten die Lewy Korper bei der
idiopathischen Parkinson-Krankheit o-Synuclein-Filamente in seiner Wildtyp-Form
(Spillantini et al., 1997), was vermuten lasst, dass dieses Protein nicht nur bei der hereditaren
Form der Erkrankung sondern auch in der Pathogenese der sporadischen Parkinson-
Krankheit eine wichtige Rolle spielt. a-Synuclein, ein hochkonserviertes Protein mit bislang
unbekannter Funktion, wird im gesamten ZNS exprimiert und ist hauptsachlich in
prasynaptischen Nervenendigungen lokalisiert (Maroteaux et al, 1988).
Immunhistochemische Untersuchungen zeigen, dass das Protein oder Fragmente davon
auch Bestandteil der intraneuronalen filamenttsen Einschlisse sind, die bei der Alzheimer-
Krankheit, der multiplen Systematrophie und der Demenz mit Lewy Koérpern gefunden
werden (Goedert et al., 1998), die aus diesem Grund auch als ,Synucleinopathien‘ bezeichnet
werden (Hardy und Gwinn-Hardy, 1998). Untersuchungen an transgenen Mausen, die das
humane Wildtyp-Protein Uberexprimieren, zeigen selektive intraneuronale nicht-filamentdse
o-Synuclein-Akkumulation in der SNC, dem Neokortex und dem Hippokampus, die
wiederum mit dem Verlust DAerger Terminalen im Striatum und motorischen Defiziten
assoziiert sind (Masliah et al., 2000). Im Tierexpriment konnte bisher kein eindeutiger
Zusammenhang zwischen der Neurotoxin-induzierten nigrostriatalen Degeneration und der
Zunahme der o-Synuclein-Expression in DAergen Neuronen der SNC gezeigt werden
(Kholodilov et al., 1999; Vila et al., 2000). Jedoch zeigen in vitro Studien, dass die
Uberexpression von a-Synuclein durch stabile Transfektion mitochondriale Dysfunktion
(Hsu et al., 2000) und Zelltod (Saha et al., 2000) auslésen kann. Die Bedeutung von o-
Synuclein und der Lewy Korper-Pathologie fir die selektive Neurodegeneration bei der
Parkinson-Krankheit ist bisher nicht bekannt. Nachdem nun aber gezeigt wurde, dass die
chronische Behandlung mit Rotenon die Degeneration DAerger Neurone in der SNC auslost,
die mit der Bildung von fibrillaren a-Synuclein-enthaltenden Lewy Koérpern verbunden ist
(Betarbet et al.,, 2000), scheint ein enger Zusammenhang zwischen mitochondrialer
Dysfunktion und der ,Synucleinopathie‘ zu bestehen.

1.5.6. Sekundare ,extranigrale‘ Pathologie

Die neurodegenerativen Veranderungen der Parkinson-Krankheit bleiben nicht auf die
Degeneration des mesostriatalen DA-Systems beschrankt. Zahlreiche neuropathologische
Untersuchungen zeigen sehr selektive Verluste von Neuronen und Neuriten bzw. Lewy
Korper und Lewy Neuriten in Teilen des limbischen Systems, wie limbischen
Kortexregionen, der Amygdala und dem Hippokampus (Braak et al., 1996; Braak und Braak,
2000; Mattila et al., 1999) aber auch in Kernen des Hirnstamms, wie dem Locus coeruleus,
den Kernen des Raphe Komplex und dem PPTg (Braak et al., 2000a; Hirsch et al., 1987;
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Hurtig et al., 2000; Jellinger, 1991). Hierbei ist das Degenerationsmuster immer wieder sehr
spezifisch, bilateral und betrifft ausschliesslich Projektionsneurone (Braak und Braak, 2000),
was deutlich macht, dass sich die Pathoanatomie der Parkinson-Krankheit nicht auf die
,nigrale Pathologie* beschréanken lasst.

Die ,extranigralen‘ Veranderungen definieren sich nicht nur in neuropathologischen post
mortem Untersuchungen sondern ziehen weitreichende funktionelle Veréanderungen in der
Informationsverarbeitung nach sich und tragen somit zur komplexen Symptomatik der
Parkinson-Krankheit bei. Neuere tierexperimentelle und humane Studien zeigen, dass eine
Dysfunktion bzw. Degeneration des PPTg massgeblich an der Auspragung der Akinese und
des Rigors, als auch der Gang- und Haltungsstérungen, die Teil der Parkinson-Symptomatik
sind, beteiligt ist (Zusammenfassungen in Delwaide et al., 2000; Munro-Davies et al., 1999;
Pahapill und Lozano, 2000) (siehe auch 4.5). Schwere Schadigungen und das Auftreten von
o-Synuclein-enthaltenden Lewy Korpern in limbischen Kortexregionen, dem Hippokampus
und in Kernen der Amygdala korrelieren mit dem Auftreten von Demenzen, unter denen bis
zu 90 % der Patieneten leiden, und kognitiven Stdrungen, sowie emotionalen
Veranderungen wie Depressionen, die etwa 40 % der Patienten betrifft (Braak et al., 1996;
Hurtig et al., 2000; Mattila et al., 1999; Stocchi und Brusa, 2000).

direkte
Degeneration

v \
- 1° DA-Hypofunktion
Mnigrale —> '
Pathologie’ 7 2° GLU-Hyperfunktion
retrograde .zerstdrerische
transneuronale Netzwerke®
Degeneration®
synaptischer DA- -
Metabolismus/- | ,extramgr_al‘e
Freisetzung Pathologie

Abb. 10: Theorie des ,zerstorerischen Netzwerke* fur die Parkinson-Krankheit. Die primére ,nigrale’
Degeneration wird induziert durch ein schadigendes Ereignis wie ein Neurotoxin (vermittelt tber
mitochondriale Dysfunktion, oxidativen Stress und ,energie-gebundene Exzitotoxizitat*) entweder
im Bereich der Somata (direkte Degeneration) oder auf Ebene der Synapsen (,retrograde
transneuronale Degeneration®). Dies fuihrt zur Exekution von Zelltodprozessen, die schliesslich zur
distinkten ,nigralen Pathologie‘ fuhren. Die primére Dopamin-Unterfunktion hat eine Verschiebung
der Transmitterbalancen in den unmittelbaren Projektionsgebieten und nachgeschalteter Strukturen
zugunsten einer sekundaren Glutamat-Uberfunktion zur Folge. Dies wiederum stellt die treibende
Kraft zur Progression der ,nigralen Pathologie* dar und zusétzlich zur Entstehung der ,extranigralen
Pathologie* in distalen Gehirnregionen. DA, Dopamin, GLU, Glutamat (nachPedersen und Schmidt,
2000a).

Die Pathogenese der ,extranigralen Pathologie® ist bisher unbekannt, umfassende
tierexeprimentelle Studien in diesem Zusammenhang liegen derzeit nicht vor. Die
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Ahnlichkeit zur ,nigralen Pathologie’ macht jedoch deutlich, dass wahrscheinlich
vergleichbare neurodegenerative Prozesse, wie eine ,langsame Exzitotoxizitat' ursachlich an
der ,extranigralen Pathologie‘ beteiligt sind. Basierend auf den engen neuroanatomischen
Verbindungen ,extranigral‘ betroffener Strukturen mit den Kernen der Basalganglien (siehe
1.1.1.) kann davon ausgegangen werden, dass auch hier gestérte Transmitterbalancen
vorliegen. Auch hier mag eine DA-Hypoaktivitat eine sekundare GLU-Hyperaktivitat zur
Folge haben und somit das gesamte Netzwerk der Basalganglien in ein ,zerstorerisches
Netzwerk* verwandelt (Abb. 10) (Pedersen und Schmidt, 2000a).

1.6. Induzierbare Transkriptionsfaktoren

Die Stimulation von Neuronen kann zwei verschiedene Mechanismen auslosen, mit denen
Information verarbeitet und Ubetragen wird: (i) elektrophysiologische Aktivitat, die eine
unmittelbare Verarbeitung und Vermittlung von Information in Folge des Stimulus
gewadhrleistet und (ii) die Verdnderung der Genexpression, hervorgerufen durch das
extrazellulare Signal und vermittelt Gber intrazellulare Signaltransduktionswege, die zu
langfristigen Veranderungen neuronaler Funktionen fuhrt. Die Genexpression wird durch
Transkriptionsfaktoren (TFs) kontrolliert, die sequenzspezifisch im Promotorbereich eines
Gens an cis-regulatorsiche Elemente der DNA binden und somit als Transkriptionsaktivator
wirken. ,Immediate early genes‘ (IEGs), aufgrund ihrer transformatorischen Eigenschaft
auch als Protoonkogene bezeichnet, sind Gene, die sehr schnell in Folge eines extrazellularen
Stimulus induziert werden und der zellularen Antwort vorrausgehen, ohne dass daflir eine
de novo Proteinsynthese nétig ist. Die IEGs, von denen im ZNS mittlerweile Gber 500 Gene
kloniert sind, kodieren u.a. fur induzierbare Transkriptionsfaktoren (iTFs), die in der
intrazellularen Signalkaskade als ,third messenger‘ die Transkription verschiedenster
Zielgene regulieren (Abb. 11). Die Stimulation metabotroper und ionotroper
Neurotransmitterrezeptoren aktiviert die ,second messenger’ Signaltransduktion, die
wiederum Uber Aktivierung konstitutiver TFs, wie das ,cAMP responsive element binding
protein‘ (CREB), mittels Phosphorylierung die Transkription der iTFs induziert (Abb. 11)
(Zusammenfassungen in Herdegen und Leah, 1998; Schulman und Hyman, 1999). Nach der
Translation im Zytoplasma translozieren die iTFs in den Kern und initiieren dort die
Transkription ihrer entsprechenden Zielgene. Trans-aktivierende Regulationsmechanismen
wie Phosphorylierung oder Oligomerisierung mit anderen iTFs moduliert die DNA-
bindenden Eigenschaften und Stabilitat der iTFs und damit ihre aktivierende aber auch
reprimierende Eigenschaften (siehe Herdegen und Leah, 1998).
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Abb. 11: Schematische und vereinfachte Darstellung der Signaltransduktion in den Kern. Die
Stimulation eines metabotropen Neurotransmitter-Rezeptors aktiviert Uber G-Proteine die
intrazelluldren Signalkaskaden und ,second messenger‘ Systeme. Dies fihrt zu einer Ca2*-
abhéngigen Aktivierung von Proteinkinasen, die in den Kern translozieren und dort konstitutive
Transkriptionsfaktoren (TFs) durch Phosphorylierung aktivieren. Die TFs regulieren die Induktion
der ,immediate early genes‘, deren Proteine als ,third messenger‘ die Expression vielféltiger
Zielgene aktiviert (aus Schulman und Hyman, 1999).

1.6.1. iTFs als anatomische Marker neuronaler Aktivierung

Zelluldre IEGs finden aufgrund ihrer Eigenschaft, sehr schnell und prominent nach einer
neuronalen Stimulation induziert zu werden, breiten Einsatz als funktionelle
neuroanatomische Marker. Dabei ist die Supergenfamilie der Aktivator Protein-1 (AP-1) TFs
im ZNS mit am besten untersucht, da die Proteine dieser Familie wie c-Fos, FosB, c-Jun u.a.,
mit Aussnahme von JunD, unter basalen Bedingungen in nur sehr geringen Mengen im ZNS
exripimiert werden, aber sensitiv auf Stimulation reagieren (siehe Gass und Herdegen, 1995;
Herdegen et al., 1995).

iTFs und Dopamin-Glutamat Interaktion

Zahlreiche tierexperimentelle Untersuchungen zeigen, dass eine einmalige oder wiederholte
DA D1-Rezeptor-Stimulation zu einer schnellen, transienten (c-Fos) bis anhaltenden (c-Jun)
Induktion von iTFs insbesondere im Striatum fuhrt. Auch in den Ausgangkernen der
Basalganglien kann die systemische Gabe von DA D1-Rezeptor-Agonisten c-Fos induzieren.
Korrespondierend induzieren DA D2-Rezeptor-Antagonisten selektive Expressionsmuster
der AP-1 Proteine im dorsalen und ventralen Striatum (siehe (Herdegen und Leah, 1998).
Diese D2-Antagonisten-vermittelte Induktion im Striatum ist abhangig von der GLUergen
kortikostriatalen Projektion, was auf eine enge Interaktion zwischen der DA- und GLU-
Transmission bei der Regulation der Aktivitat der MSN im Striatum deutet (Berretta et al.,
1992). Ebenso muss von einer komplexen Interaktion von striatalen DA D1- und D2-
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Rezeptoren ausgegangen werden. Lasionen des mesostriatalen DA-Systems selbst
induzieren GLU-abhangige anhaltende Expression von AP-1 Proteinen (siehe 4. 5.) und
potenzieren selektiv die Wirkung von DA-Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten im
Striatum, STN, LGP und den Ausgangsstrukturen. Diese Befunde lassen vermuten dass die
iTF-Induktion Uber Neurotransmitter wahrscheinlich immer an NMDA-Rezeptor-
Aktivitaten gekoppelt sind. NMDA-Rezeptor-Agonisten selbst induzieren iTFs in einer
Vielzahl von Gehirnregionen (sieche Herdegen und Leah, 1998).

Kinetik der iTF Expression

Generell ist eine wichtige Charakteristik der iTFs ihre schnelle Ein/Aus-Kinetik, mit
Halbwertszeiten von 1 h nach Stimulation, jedoch kdénnen schadigende Ereignisse, wie
Krampfanfélle oder die Durchtrennung von Nervenfasern (Axotomie) anhaltende (Monate
bis Jahre) Expressionen von c-Fos und c-Jun induzieren. Dies wird im letzteren Fall mit einer
anhaltenden zellularen Reaktion der geschadigten Neurone in Verbindung gebracht.
Wiederholte identische oder kontinuierliche Stimulation scheint im Falle von c-Fos eine
schnell Abregulation zu bewirken, FosB und dessen neu entdeckte Isoform AFosB dagegen
akkumulieren regionspezifisch in Folge vieler méglicher chronischer Stimulationen (siehe
Nestler et al., 1999). Aufgrund ihrer vielfaltigen Beteiligung an intrazellularen adaptativen
Prozessen ist die Dauer der iTF Aktivierung stark abhangig vom Zelltyp und der Art der
Stimulation.

1.6.2. iTFs in Regeneration und Degeneration

Axotomie induziert eine komplexe Reaktion in den geschadigten Neuronen
(Zellkdrperreaktion), die umfassende morphologische und metabolische Veranderungen der
Neurone bewirkt, die entweder zur Regeneration oder Degeneration des betroffenen
Neurons fuhren. Hierbei scheint c-Jun gegeniber allen anderen iTFs eine Schlisselrolle zu
spielen. Persistierende Expressionen von c-Jun werden in zentralen und peripheren
Neuronen nach Axotomie beobachtet, allerdings kann bislang kein einfacher
Zusammenhang zwischen c-Jun Expression und Regeneration im Sinne von Axonwachstum
hergestellt werden. Da c-Jun jedoch auch in Neuronen aufreguliert vorliegt, die
degenerieren, scheint diesem iTF auch bei der Ausfiihrung des neuronalen Zelltods eine
wichtige Rolle zuzukommen. Zahlreiche experimentelle Evidenzen weisen auf wichtige
Rollen von c-Fos und c-Jun bei der Degeneration und im apoptotischen Zelltod hin (siehe
Herdegen und Leah, 1998). Darlberhinaus zeigen wenige humane post mortem Studien eine
erhdhte Expression von c-Fos und c-Jun in Gehirnen von Alzheimer Patienten (Anderson et
al.,, 1996; MacGibbon et al., 1997), was moglicherweise mit der chronischen
Neurodegeneration assoziiert ist.

1.6.3. iTF regulierte Zielgene

Langfristige adaptative Veranderungen neuronaler Funktion durch iTFs wird durch die
zelltypspezifische Regulation von Zielgene erreicht. Zu den Proteinen, die eine AP-1
Erkennungssequenz in ihrem Promotor haben und damit spezifisch durch c-Fos und c-Jun
reguliert werden kdnnen, zahlen u.a. die Neuropeptide DYN und ENK, deren Expression im
Striatum nach entsprechender Rezeptor-Stimulation der Induktion von c-Fos, c-Jun folgt.
Weiterhin enthalt der Promotor der TH eine AP-1 Konsensussequenz. Diese Regulation ist
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jedoch in keinem Fall ausschliesslich, d.h. dass auch andere cis-aktive Elemente die
Expression dieser Zielgene regulieren (siehe Herdegen und Leah, 1998). Auch
Zytoskelettproteine wie Neurofilament oder das -Amyloid-Vorlaufer Protein weisen AP-1
Bindungsstellen in ihren Genpromotoren auf (Celsis, 2000; Trejo et al., 1994), was darauf
hindeutet, dass deren physiologische Regulation unter dem Einfluss von iTFs steht und
moglicherweise eine pathologisch bedingte chronische Induktion der AP-1 Proteine eine
Dysregulation der Expression dieser Proteine bewirkt (siehe 1.5.5./1.5.6.).

1.7. Tiermodelle der Parkinson-Krankheit

Die gebrauchlisten Tiermodelle der Parkinson-Krankheit stellen die wichtigsten motorischen
Stérungen wie Akinese und Rigor dar, weniger valide kann jedoch Tremor im Tier
modelliert werden (ausfuhrliche Darstellungen in Gerlach und Riederer, 1996; Kaakkola und
Teravainen, 1990; Salamone et al., 1998). Die Induktion der Parkinson-Symptomatik erfolg
durch pharmakologischen Eingriff, der eine Unterfunktion der DA-Transmission
insbesondere im dorsalen Striatum herstellt. Dies kann funktionell durch die reversible
Blockade postsynaptischer DA-Rezeptoren erfolgen, oder durch irreversible Schadigung der
prasynptischen DAergen Terminalen bzw. Degeneration der mesostriatalen DA-Innervation.
In allen Modellen kann die Wirksamkeit der herkémmlichen antiparkinsonoiden Therapien
nachgewiesen werden. Selektiv finden sie Einsatz in der praklinischen Prifung neuer
Pharmakotherapien, aber auch alternativer Therapien wie der Behandlung mit
Wachstumsfaktoren, dem viralen Gentransfer oder der Transplantation von emryonalen
Stammzellen (siehe Dunnett und Bjorklund, 1999). Entsprechend den pathologischen,
neurochemischen und verhaltspharmakologischen Veranderungen besitzen die Modelle
konstruktive oder ,face* Validitat hinsichtlich der Neurodegeneration bei der Parkinson-
Krankheit, die spezifischen Effekte pharmakologischer Behandlungen verleiht ihnen
pradiktive Validitat beztglich der antiparkinsonoiden Wirksamkeit der Substanzen.

1.7.1. Neuroleptika induzierte Katalepsie

Klassische Neuroleptika wie Haloperidol blockieren DA-Rezeptoren und induzieren beim
Menschen wie im Versuchstier einen reversiblen Parkinsonismus, kennzeichnend fir die
extrapyramidalen Nebenwirkungen dieser Substanzen. Das Neuroleptika-behandelte Tier
zeigt den Zustand der Katalepsie, der die Unfahigkeit definiert, sich aus einer extern
auferlegten, unnatirlichen Kdrperhaltung zu befreien (Sanberg et al.,, 1988). Katalepsie
reflektiert daher vor allem die Stérung der Bewegungsinitiation und damit das Symptom
Akinese. Neuroleptika behandelte Tiere zeigen weiterhin einen starken Rigor, der sich
ebenfalls im Grad der Katalepsie &ussert und eine allgemeine Abnahme der
Spontanaktivitat, als Anzeichen der inhibierten DA-Transmission (Schmidt, 2000). Dies ist
ein akuter, reversibler Zustand, abhangig von den verwendeten DA-Rezeptor-Anatgonisten.
L-DOPA, DA-Rezeptor-Agonisten und NMDA-Rezeptor-Antagonisten konnen die
Neuroleptika-induzierte Katalepsie antagonisieren (siehe Gerlach und Riederer, 1996;
Schmidt et al., 1991; Schmidt und Kretschmer, 1997).

1.7.2. Reserpin Modell

Die systemische Gabe des Rauwolfia Alkaloid Reserpin verursacht bei der Ratte Akinese und
Rigor, die durch die Gabe von L-DOPA abgeschwacht werden kénnen (Carlsson et al., 1957).
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Zusatzlich induziert die Reserpin-bedingte Entleerung DAerger Speichervesikel Tremor in
der Ratte (Colpaert, 1987). Die systemische Gabe von Reserpin 16st eine eher unspezifische
Entleerung aller monoaminergen Speichervesikel (DA, NA, 5-HT) zentraler und peripherer
neuronaler Terminalen aus, durch Inhibition des vesikularen Mg2+-/ATP-abhéangigen
Monoamintransporters (Deutch und Roth, 1999). Dies fuhrt wahrscheinlich zu einer
irreversiblen Schadigung der Synapsen, so dass die Versuchstiere auch bei einmaliger Gabe
noch nach mehreren Tagen Symptome zeigen (Colpaert, 1987). Im Tierversuch wird
Reserpin in Kombination mit dem TH-Hemmer o-Methyl-para-tyrosin verabreicht und somit
die DA-Freisetzung vollstandig unterbunden. Auch in diesem Tiermodell zeigen L-DOPA,
DA-Rezeptor-Agonisten und NMDA-Rezeptor-Antagonisten antikataleptische und
antiakinetische Wirkung (siehe Gerlach und Riederer, 1996; Schmidt und Kretschmer, 1997).

1.7.3. MPTP-Modell

Die systemische Gabe von 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tertrahydropyridin (MPTP) induziert
bei Primaten (Burns et al., 1983) und im Menschen (Langston et al., 1983) schwere,
irreversible Parkinson-Symptome, die verbunden sind mit pathologischen neurochemischen
und biochemischen Veranderungen, die denen der Parkinson-Krankheit sehr ahnlich sind.
Die Symptome koénnen durch die Gabe von L-DOPA und DA-Rezeptor-Agonisten
antagonisiert werden (Zusammenfassung in Gerlach und Riederer, 1996). Die MPTP-
Toxizitat pragt sich unterschiedlich stark in den verschiedenen Tierspezies aus, wobei Affen
die grosste Sensitivitat zeigen, ahnlich Mause, Ratten jedoch relative resistent gegeniiber der
Toxinwirkung sind (Gerlach und Riederer, 1996; Kaakkola und Teravainen, 1990). Dies
erklart sich durch den pathobiochemischen Mechanismus der MPTP-Toxizitat. MPTP
passiert nach systemischer Gabe die Blut-Hirn-Schranke und wird wahrscheinlich in der Glia
durch die MAO-B zum 1-Methyl-4-phenylpyridinium lon (MPP+) oxidiert, dem eigentlichen
Toxin. MPP+ wird selektiv Uber den DAT in die DAergen Axonterminalen aufgenommen
und induziert degenerative Prozesse, die derzeit noch nicht vollstandig aufgeklart sind.
Wahrscheinlich schadigt MPP+ die Neurone durch Inhibition der mitochondrialen
Atmungskette, moglicherweise von Komplex | und induziert somit ein Energiedefizit.
Weiterhin wird vermutet, dass hierbei freie Radikale enstehen, die die Neurone zusatzlich
vulnerabel gegenlber GLU-vermittelten neurotoxischen Prozessen macht
(Zusammenfassungen in Gerlach und Riederer, 1996; Tipton und Singer, 1993). Lokale
intrazerebrale Injektion vom MPP+ in die SNC kann auch bei der Ratte (die nur wenig MAO-
B im ZNS exprimiert und somit MPTP nicht konvertiert werden kann) die entsprechenden
pathologischen Veranderungen hervorrufen. Im Affen 16st MPTP je nach Dosierungsschema
Hypokinese, Rigor, Haltungstremor und eine Abnahme der Spontanaktivitdt aus, die
Quantifizierung der Verhaltensdefizite erfolgt nach einem modifizierten Parkinson-Schema.
Die MPTP-induzierten Verhaltensdefizite in der Maus umfassen Akinese und Katalepsie, die
jedoch reversibel sind (Kaakkola und Teravainen, 1990). In beiden Tierspezies wird ein
selektiver schwerer Verlust DAerger Neurone in der SNC und eine damit korrelierende
Abnahme des striatalen DA-Gehalts (bis zu 99 % im Primaten) nachgewiesen. ,Extranigrale
Pathologie‘, wie Neurodegeneration im Locus coeruleus werden beim Affen ebenfalls
beobachtet (siehe Gerlach und Riederer, 1996). Hemiparkinson-Modelle kénnen durch
Injektion von MPTP in die Karotisaterien erzeugt werden (Kaakkola und Teravainen, 1990).
Das MPTP-Modell im Affen findet weite Anwendung zur Untersuchung neuer DAerger
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Therapien, da auch die L-DOPA-induzierten Dyskinesien in diesem Modell nachgestellt
werden kodnnen (siehe 5.1.), aber auch anti-GLUerger und neuroprotektiver Strategien
(Zusammenfassung in Gerlach und Riederer, 1996). Unter dem é&tiopathologischen Aspekt
stellt das MPTP-Modell am ehesten ein Modell fur akute oder chronische Intoxikation von
Umweltgiften dar.

1.7.4. 6-Hydroxydopamin-Modell

Das Neurotoxin 6-Hydroxydopamin (6-OHDA\) zerttrt selektiv katecholaminerge Neurone
des zentralen und peripheren Nervensystems. Intrazerebrale Injektion, 6-OHDA passiert
nicht die Blut-Hirn-Schranke, induziert eine selektive Degeneration DAerger und NAerger
Neurone mit korrespondierenden Verlusten der DAergen und NAerger Innervation
(Ungerstedt, 1968; Uretsky und lversen, 1970). Die bilaterale lokale Injektion von 6-OHDA in
die SNC der Ratte verursacht massive Hypokinese, schwere Aphagie und Adipsie
(Ungerstedt, 1971a), die durch die Gabe von L-DOPA und DA-Rezeptor-Agonisten
aufgehoben werden koénnen (siehe Kaakkola und Teravainen, 1990). Die unilaterale
Injektionen in die SNC oder das aufsteigende MFB vermeidet diese schweren
Verhaltensstérungen. Allerdings zeigen sich Lasions-bedingte Verhaltensdefizite auch nicht
spontan sondern nur durch die akute Behandlung mit DA-Rezeptor-Agonisten wie
Apomorphin oder Amphetamin in kontralateralem bzw. ipsilateralen Rotationsverhalten
und (Ungerstedt, 1971b). Anhand dieses Rotationsverhaltens, das durch die Supersensitivitat
striataler DA-Rezeptoren im denervierten Striatum erklart wird (Ungerstedt, 1971b), kann
der pra- oder postsynaptische Wirkort und auch das antiparkinsonoide Potential einer
Substanz erfasst werden, jedoch reflektiert dieses Modell, auch wenn es weiten Einsatz
findet, die neuropathologischen Veranderungen der Parkinson-Krankheit nur teilweise
(siehe Schwarting und Huston, 1996).

Die Toxinwirkung von 6-OHDA beruht wahrscheinlich auf der Inhibition des Komplex | der
mitochondrialen Atmungskette (Glinka et al., 1996), weiterhin entstehen bei dessen
intraneuronalen enzymatischen Abbau und Autoxidation freie Radikale (Heikkila und
Cohen, 1972), die zur Degeneration der DAergen Neurone beitragen (siehe 1.5.2). Die
Selektivitat von 6-OHDA flr katecholaminerge Neurone wird durch dessen Aufnahme Uber
den hochaffinen Monoamintransporter definiert. Die Spezifitat fur das DA-System im
Tierversuch wird durch die reversible Inhibition des NA-Transporters (z.B. Desipramin)
erreicht (Breese und Traylor, 1971).

Die intrastriatale Injektion von 6-OHDA verursacht eine langsame retrograde transneuronale
Degeneration der SNC mit einem entsprechende Verlust der DAergen Innervation im
Striatum (siehe 4.1.) (Kirik et al.,, 1998; Sauer und Oertel, 1994). Auch hier kdnnen
Verhaltensdefizite nur durch die Stimulation supersensitiver DA-Rezeptoren deutlich
gemacht werden. Dieses Modell bietet jedoch den Vorteil gegeniiber der direkten 6-OHDA
Lasion, dass die Degeneration langsam und graduelle verlauft, somit findet es Einsatz
insbesondere bei der Untersuchung restorativer Srategien, wie der Behandlung mit
Wachstumsfaktoren, dem viralen Gentransfer oder der Transplantation embryonalen
Gewebes bzw. Stammzellen (Dunnett und Bjorklund, 1999; Kirik et al., 2000; Rosenblad et al.,
1999; Rosenblad et al., 2000b; Rosenblad et al., 2000a).

Unter dem Aspekt der Atiopathologie reflektiert dieses Modell die Hypothese, dass
freigesetztes DA (Hastings et al., 1996) oder auch endogenes 6-OHDA, das im Gehirn von
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Parkinson Patienten nachgewiesen wurde (Glinka et al., 1996) im Bereich der Terminalen
mitochondriale Dysfunktion und oxidativen Stress verursachen kann (siehe 1.5.2) und somit
einen retrograden transneuronalen Degenerationsprozess ausldst (1.5.4.) (Hastings und
Zigmond, 1997).
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2. Fragestellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, mit verhaltenspharmakologischen, neurochemischen,
biochemischen und histologischen Methoden, ein Tiermodell der Parkinson-Krankheit zu
charakterisieren und den Einfluss des DAergen und GLUergen Transmittersystems auf die
,primaren‘ und ,sekundéaren‘ Degenerationsprozesse zu beurteilen.

1. Ausgehend davon, dass die Degeneration des DAergen Transmittersystems bei der
Parkinson-Krankeit ein gradueller Prozess ist, der im Verlaufe zu einer zunehmenden
Imbalance zwischen DAerger und GLUerger Transmission in den Basalganglien fihrt, soll
ein Tiermodell eingesetzt werden, in dem die langsame progrediente DAerge Degeneration
simuliert wird. In den gangigen Tiermodellen der Maus, der Ratte und dem Affen werden
meist unilaterale, schwere bis komplette Lasionen erzeugt, die terminale Stadien der
Erkrankung darstellen und daher keine Aussage Uber die frihen pathologischen
Veranderungen in Folge der DA-Denervation zulassen. Daher soll hier eine partielle
striatonigrale Degeneration erzeugt werden, die sowohl die Verhaltensdefizite als auch die
Neuropathologie der frtihen klinischen Parkinson-Krankheit reflektiert. Gemass der
Hypothese, dass der sekundaren ,extranigralen‘ Pathologie eine chronische DA-
Hypofunktion und GLU-Hyperfunktion in Gehirnregionen distal der priméren Degeneration
zugrunde liegt, soll die striatonigrale Degeneration bilateral erfolgen, um kompensatorische
Effekte der intakten DAergen Innervation auf die sekundaren Prozesse auszuschliessen. Die
spezifischen Verhaltensdefizite wie Akinese, Rigor und verminderte Spontanaktivitat, die
durch die ,primare’ Degeneration des DAergen Systems ausgeldst werden, sollen
charakterisiert und mittels post mortem Analysen neurochemisch und histologisch verifiziert
werden. Da angenommen wird, dass die ,extranigrale’ Pathologie zunachst durch eine
veranderte neuronale Aktivitdt und Funktion ausgeldst wird, bevor sie sich in einer
Degeneration manifestiert, sollen im Tiermodell tiber den Nachweis von iTFs die Strukturen
aufgezeigt werden, die besonders vulnerabel fur diese sekundaren Prozesse sind. Diese
Ergebnisse sollen Rickschlisse auf die -basierend auf der funktionellen neuroanatomischen
Verschaltung der Basalganglien und deren eng assoziierten Strukturen- postulierten
Transmitterimbalancen ermdglichen und zeigen, ob die so induzierte ,extranigrale’
Pathologie mit der der Parkinson-Krankheit vergleichbar ist.

2. Im nachsten Schritt soll untersucht werden, ob die Wiederherstellung des DAergen Tonus
zu einem frihen Zeitpunk der striatonigralen Degeneration mit den direkten DA D2-
Rezeptor-Agonisten Cabergolin und Lisurid die beobachtete priméare Degeneration und
sekundaren Veranderungen beeinflussen kann und dadurch moglicherweise eine
neuroprotektive Wirkung hat. Unter dem Gesichtspunkt, dass die Pharmakokinetik der DA-
Substitution das Risiko zur Entwicklung von motorischen Komplikationen wie Dyskinesien
festlegt, soll untersucht werden, ob die chronische Behandlung mit den beiden DA-
Agonisten zur Sensitivierung der motorischen Verhaltensantwort fihrt bzw. dies verhindert
und dies wiederum mit adaptativen Veranderungen der neuronalen Funktion im Striatum
verbunden ist. Die Ergebnisse sollen zeigen, ob das hier eingesetzte Tiermodell auch fir die
Entwicklung der LIDs bei der Parkinson-Krankheit eine pradiktive Validitat hat.

3. Unter der Annahme, dass die progressive Degeneration der SNC durch eine langsame
,energie-gebundene* Exzitotoxizitat angetrieben wird, soll in einem weiteren Experiment die
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Wirkung einer chronischen Hemmung des tUiberaktiven GLUergen Systems auf den Verlauf
und die Auspragung der priméaren Degeneration nach DA-Denervation untersucht werden.
Die selektive Inhibition der NMDA-Rezeptoren mit CP-101,606 erfolgt Uber die
Polyaminbindungssstelle der NR2B-SU, was zu einer ,aktivitats-abhangigen‘ Blockade
spezifisch in den Regionen fuhrt, in denen die GLUerge Transmission tUberaktiv ist. Die
Untersuchung soll dartberhinaus die Hypothese Uberprifen, ob eine sekundare GLU-
Hyperaktivitat in neuroadaptative Prozesse in ,extranigralen‘ Strukturen involviert ist. Dies
soll die Mdglichkeit aufzeigen, dass eine anti-GLUerge Therapie der Parkinson-Krankheit
nicht nur unter dem Gesichtspunkt der unmittelbaren symptomatischen Behandlung
attraktiv ist, sondern auch unter dem Aspekt, dass dadurch die umfassende
Funktionsverdanderung und Degeneration motorischer und kognitiver Systeme verzdgert
werden kann.
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3. Material und Methoden

3.1. Versuchstiere und Haltung

Die Versuche wurden mit insgesamt 160 mannlichen adulten Sprague-Dawley Ratten
(Charles River, Sulzfeld, Deutschland) durchgefiihrt, die zu Beginn der Experimete ein
Gewicht von 200 -240 g aufwiesen. Die Tiere wurden in Gruppen von 6 bis 8 Tieren in
Standard Makrolon-Kafigen (56. cm x 35 cm x 19 cm) bei einer Temperatur von 22°C und
einer Luftfeuchtigkeit von 40 - 60 % in einem zwolfstindigen Licht-Dunkelwechsel
(Lichtphase: 0600-1800) gehalten. Jedes Tier erhielt 12 g Trockenfutter/Tag (Altromin, Lage,
Deutschland), Wasser stand ad libitum zur Verfiigung.

3.2. Stereotaktische 6-OHDA Injektionen

30 Minuten vor Beginn der Operation wurden die Tiere mit 20 mg/kg Desipramin HCI
intraperitoneal (i.p.) (Sigma Chemicals, St. Louis, MO) vorbehandelt, um die prasynaptische
Aufnahme von 6-OHDA in noradren (NA)erge Terminalen zu reduzieren (Breese und
Traylor, 1971) und somit die 6-OHDA Wirkung auf DAerge Neurone zu beschranken (Carter
und Pycock, 1980). Die Tiere wurden mit 60 mg/kg Pentobarbital-Na i.p. (Narcoren®, Merial
GmbH, Hallbergmoos, Deutschland) narkotisiert und praoperativ mit 0.2 mg Atropinsulfat
subkutan (s.c.) (Serva, Feinbiochemika, Heidelberg, Deutschland) behandelt, um die
Speichel- und Schleimsekretion in die Lunge zu vermindern. Bei ausreichender Narkosetiefe
wurden die Tiere in einen stereotaktischen Apparat eingespannt (Trent Wells Inc., SO Gate,
CA, bzw. Stoelting Co. Wood Dale, IL), nach Freilegen des Schadelknochens und
Trepanation wurde je 1 pl 6-OHDA (7 ug bzw. 10 pg/Zpul, berechnet als freie Base, frisch
gelést in 0.1% Ascorbat/0.9% NacCl, Sigma Chemicals, St. Louis, MO) stereotaktisch an 4
Lasionsorten injiziert. 6-OHDA wurde mit einer Mikroliterspritze (Aussendurchmesser 0.63
mm, SGE, International Pty. Ltd., Australien) mit einer Injektionsgeschwindigkeit von 0.25
pul/min an folgenden Koordinaten nach Paxinos & Watson (Paxinos und Watson, 1997) in
das dorsale Striatum infundiert: anterior-posterior (AP): 0.5/-0.4 mm, lateral: £2.8/4+3.4 mm,
dorsoventral: -5.0/-4.8 mm [relativ zu Bregma] mit einer Zahnbalkenstellung von 3.3 mm
unter der Interaurallinie. Um die Diffusion des Toxins in das umliegende Parenchym zu
gewadhrleisten, wurde die Mikroliterspritze erst 1 min nach der Injektion langsam entfernt.
Die Bohrlécher wurden mit Knochenwachs verschlossen, nach praventiver antibiotischer
Behandlung des Schadelknochens mit Nebacetin®-Puder (Yamanouchi Pharma GmbH,
Heidelberg, Deustchland) wurde die Kopfhaut vernaht und abschliessend die Wunde mit
Nobecutan® Spriihverband (Astra GmbH, Wedel, Deutschland) verschlossen. Kontrolltieren
wurde das entsprechende Volumen Vehikel (0.1% Ascorbat/0.9% NaCl) unter identischen
Operationsbedingungen infundiert.

3.3 Subkutane Implantation von miniosmotischen Pumpen

Zur s.c. Implantation von steril gefillten ALZET (ALZA Corporation, Palo Alto, CA)
minisosmotischen Pumpen (2ML2, Pumprate 5ul/h, Gber 21 Tage) wurden die Ratten mit 50
mg/kg Narcoren® narkotisiert. Durch einen mediolateralen Hautschnitt zwischen den
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Schulterblattern wurde durch das Einfihren und Aufspreizen einer Pinzette nach kaudal
eine subkutane Tasche erzeugt, in die die vorinkubierte (in steriler Saline, 4 h bei 37°C)
Pumpe eingefiuihrt wurde. Die Hautwunde wurde vernaht und die Tier erwachten kurze Zeit
nach Beendigung aus der Narkose.

3.4. Substanzen
Alle systemischen Substanzapplikationen erfolgten i.p. oder s.c. mit einem
Injektionsvolumen von 1mi/kg Kérpergewicht.

3.4.1. Dopamin D2-Rezeptor-Agonisten

Apomorphin

Eine gebrauchsfertige Injektionslésung Apomorphin (Woelm Pharma, Deutschland) wurde
taglich frisch in aqua ad injectabile (a.a.i.) verdinnt und fir die Dauer des Experiments
lichtgeschitzt aufbewahrt. Apomorphin wurde 15 min vor den Experimenten s.c. injiziert.
Cabergolin

Cabergolin (1-Ethyl-3 (3’-dimethylaminopropyl)-3-(6’-allylergoline-8’-beta-carbonyl)-urea)
(Pharmacia & Upjohn, Mailand, Italien) wurde in 0.1 M Phosphorsaure geltst (4.5 mg/0.2
ml), mit Saline auf die Endkonzentration verdiinnt und lichtgeschiitzt aufbewahrt.

Lisurid

Lisuride (N-(D-6-methyl-8-isoergolenyl)-N’,N’-diethylcarbamid hydrogenmaleat) (Schering
AG Berlin, Germany) wurde in Saline gel6ést und lichtgeschiitzt aufbewahrt.

3.4.2. Dopamin D2-Rezeptor-Antagonisten

Haloperidol

Eine gebrauchsfertige Injektionslésung Haloperidol (Janssen-Cilag GmbH, Neuss,
Deutschland) wurde mit Saline verdiinnt und 30 min vor dem Experiment i.p. injiziert.

3.4.3. NMDA-Rezeptor-Antagonist

CP-101,606

CP-101,606 ((1S,2S)-1-(4-hydroxyphenyl)-2-(4-hydroxy-4-phenylpiperidino)-1-propanol)
(Pfizer Inc. Groton, CT) wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma Chemicals, St. Louis,
MO) gelést, mit dem gleichen Volumen a.a.i. verdiinnt, in miniosmotische Pumpen geftlit
und durch s.c. Implantation der Pumpen chronisch appliziert. Unmittelbar vor der
Pumpenimplantation wurden die Tiere einmalig mit einer Initialdosis i.p. behandelt.

3.5. Verhaltensexperimente

Die Verhaltensexperimente wurden zu Beginn der Lichtphase zwischen 08% und 1300,
frihestens 8 Tage nach den operativen Eingriffen, durchgefiihrt.
3.5.1. Katalepsie

Das Ausmass der Katalepsie wurde in einem zweiteiligen Verhaltenstest (modifiziert nach
(Scheel-Krtger, 1983) in angegebener Reihenfolge quantifiziert:
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,horizontale Stange‘: beide Vorderpfoten der Ratte wurden auf eine Stange (9 cm Uber der
Unterlage ) plaziert.

,vertikales Gitter‘; die Ratte wurde mit allen vier Pfoten an ein vertikales Gitter mit einer
Gitterweite von 1 cm gehangt.

Als Abstiegslatenz wurde das Zeitintervall von der Positionierung der Ratte bis zur ersten
Bewegung einer Pfote gemessen, mit einer maximalen Latenzzeit von 180 sek.

3.5.2. Lokomotion

,open field* mit ,holeboard

Veranderungen der spontanen und substanz-induzierten lokomotorischen und explorativen
Aktivitat wurden in einem, von der Umgebung abgeschlossenen, beliifteten Versuchsfeld (69
X 69 cm, beleuchtet durch 4 x 25 W Rotlichtbirnen) mit einem ,holeboard* (unterteilt in 5 x5
Felder mit je einem Loch in der Mitte, Durchmesser 4cm, 4 cm Uber der Feldoberflache)
quantifiziert. Uber einen Zeitraum von 5 min wurden folgende Verhaltensparamter mit Hilfe
einer Videokamera aufgezeichnet, und anschliessend ,off-line’, computergestitzt analysiert:
Felderwechsel (Anzahl)

Dauer des aktives und inaktives Sitzens [sek] ohne Felderwechsel (Immobilitat)

Aufrichten (Anzahl) an den Wanden des Versuchsfeldes (,rearing‘)

Eintauchen (Anzahl) des Kopfes in die Lécher (,head dips®)

Aktivitatsbox

Die automatisierte Analyse der Veranderungen der spontanen lokomotorischen und
explorativen Aktivitdt wurde in einer von der Umgebung abgeschlossenen
Experimentierkammer (47 x 47 x 44 cm) durchgefthrt, in der die Aktivitat des Tieres durch
Lichtschranken in drei Ebenen (X, y, z1) gemessen werden kann (ActiMot, TSE Systems, Bad
Homburg, Deutschland). In einem Zeitraum von 20 min wurden die Dauer (sek) der
Inaktivitat und Aktivitat, die zurlickgelegte Wegstrecke (m), die Anzahl des Aufrichtens in
Z1, sowie die Anzahl der Drehungen um die dorsoventrale Kérperachse computergestiitzt
(Moti4, TSE Systems, Bad Homburg, Deutschland) ermittelt.

3.5.3. Schnuffelstereotypie

Das spontane und substanz-induzierte Schnuffelverhalten wurde in  einer
Experimentierkammer aus Plexiglas (Schniffelbox, 30 x 10 x 10 cm) durchgefiihrt (Schmidt,
1986), Uber einen Zeitraum von 5 min mit einer Videokamera dokumentiert, ,off-line’
wurden folgende Verhaltensparameter computergestiitzt quantifiziert:
Schnauzen-Wand-Kontakte (Anzahl)

180° Drehungen um die dorsoventrale Kdrperachse (Anzahl)

Dauer der Inaktivitat [sek]

Die Anzahl der Schnauzen-Wand-Kontakte war ein Mass fur die Schnuffelaktivitat

3.6. Neurochemie

3.6.1 Gewebepraparation

Die Tiere wurden dekapitiert und die herauspraparierten Gehirne fiir 1 min in eiskalter
Saline gekuhlt. Die Gehirne wurden in einem gekihlten Aluminium-Schneideblock mit
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Mikrotom-Klingen in 1.5 mm dicke horizontale Schnitte gechnitten (Heffner et al., 1980), die
relevanten Vorderregionen (medialer prafrontaler Kortex, PFC; rostraler und kaudaler
Nucleus caudatus / Putamen, rCPu und cCpu; Nucleus accumbens, Acb) mit
Mikroskalpellen auf einer gekUhlten Aluminiumplatte préapariert (Abb. 12) und bis zur
weiteren Analyse in flissigem Stickstoff eingefroren und gelagert.

3.6.2. Probenaufarbeitung

Die gefrorenen Gewebeproben wurden in eiskalter HPLC mobiler Phase (35 mM Citrat H,O,
50 mM Natrium-Acetat, 0.13 mM Na;-EDTA, 0.45 mM 1-Octansulfonat, 10% MetOH, pH 3.8)
mit Dihydroxybenzylamine (DHBA, Sigma Chemicals, St. Louis, MO ) ak internem Standard
homogenisiert und fiir 30 sek bei 12,500 g zentrifugiert. 19.5 pl des filtrierten Uberstandes
(0.2 um, Teflon-Spritzenfilter, Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland) wurden mit Hilfe
eines gekihlten (4°C) automatischen Probenaufgebers (CMA 200, CMA Microdialysis,
Schweden) in das Chromatographiesystem injiziert (Kilpatrick et al., 1986).

Abb. 12: Schematische Darstellung der koronaren Schnitte (AP [mm] relativ zu Bregma nach Paxinos
und Watson, 1997) und der daraus praparierten Vorderhirnregionen. Acbc, Nucleus accumbens core
Region; Acbsh, Nucleus accumbens shell Region; CPu, Nucleus caudatus/Putamen; IL, Cortex
infralimbicus; PrL, Cortex prelimbicus.

3.6.3. HPLC-Analyse

Der Gewebegehalt der biogenen Amine (Dopamin, DA; Noradrenaline, NA; Serotonin, 5-
HT) sowie deren Metaboliten (Dihydroxyphenylessigsaure, DOPAC; Homovanillinsaure,
HVA; 5-Hydroxyindolessigsaure, 5-HIAA) wurde durch
Hochleistungsflissigkeitschromatographie mit elektrochemischer Detektion (HPLC-ECD)
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bestimmt (ausflhrliche Darstellung der verwendeten Analytik in (Bubser, 1992). Nach
Oxidation der mobilen Phase an einer ,guard cell* (ESA 5020) bei einem Potential von 450
mV, erfolgte die Trennung der biogenen Amine Uber eine ,reversed phase‘-Saule (Spherisorb
ODS 11, 3.0 mm x 125 mm, 5 um Porengrésse, Bischoff, Leonberg). Die mobile Phase wurde
mit einer konstanten Flussrate von 0.8 ml/min bereitgestellt (ESA 2200 analytische Pumpe,
Bischoff, Leonberg). Die oxidierten (Elektrode 1. E = +20 mV, Elektrode 2: E = +320 mV)
biogenen Amine wurden coulometrische an einer pordsen Graphitelektrode (ESA 5011
Analysenzelle) detektiert.

3.6.4. Datenauswertung

Die Chromatogramme wurden mittels eines Chromatographiedatensystems (Axxiom 727,
Sykam, Gilching, Deutschland) ausgewertet. Die Peakzuordnung erfolgte Uiber den Vergleich
mit den Retentionszeiten von Referenzsubstanzen. Die Konzentration der biogenen Amine
wurde nach der Internen-Standard-Methode durch Integration der Peakflachen als
Substanzmenge pro Frischgewicht [pg/mg] berechnet.

3.7. Dopamin Rezeptor Bindungsassay

Die Bestimmung der Anzahl striataler DA D1- (modifziert nach Cheetham et al., 1995 und
D2-Rezeptoren Kohler et al., 1985) sowie deren Dissoziationskonstanten als Mass flr die
Ligandenaffinitat wurde mittels eines Rezeptorsattigung-Bindungsassay durchgefihrt.

3.7.1. Probenaufarbeitung

Das gefrorene Gewebe (siehe 3.6.1) wurde 1:100 (w/V) in eiskaltem 50 mM Tris-HCI, pH 7.4
in einem Glas-Teflon Potter homogenisiert und fir 10 min, 4°C, bei 30,000g zentrifugiert.
Nach zweimaligem Wiederholen des Waschschrittes wurde das erhaltene Pellet 1:50 (w/V)
in 50mM Tris-HCI, 120 mM NacCl, 5 mM KCI, 2mM CaCl, 1 mM MgCl, pH 7.4 resuspendiert.

3.7.2. Bindungsassay

Das gewaschene Gewebshomogenat wurde zweifach bzw. dreifach in einer ansteigenden
Konzentrationsreihe tritium[3H]-markierter Liganden (NEN Life Science Products Inc.,
Boston, MA) (D1: 0.1 - 10.0 nM [3H]SCH23390, 70.3 Ci/mmol; D2: 0.5 - 75.0 nM
[BH]Racloprid, 79.3 Ci/mmol) mit oder ohne den jeweiligen nicht-radioaktiven Substanzen
[D1-Rezeptoren: 100 nM R(+) SCH23390-hydrochlorid (RBI, Natick, MA, U.S.A); D2-
Rezeptoren: 100 uM S(-)-Racloprid-L-tartrat (RBI, Natick, MA)] fur 30 min bei 37°C inkubiert.
Die Bindungsreaktion wurde durch rasches Filtrieren des Ansatzes durch ein GF/B
Glasfaser Filter (Whatman, Kent, U.K.) und Waschen mit eiskaltem 50 mM Tris-HCI, pH 7.4,
beendet. Die an das Filterpapier gebundene Radioaktivitat wurde mittels Fllssigszintillation
in einem Beta Counter (Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA) quantifiziert. Die
Proteinkonzentrationen wurden nach Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA), mit
Rinderserumalbumin als Standard, bestimmt.

3.7.3. Datenauswertung

Die spezifische Ligandenbindung wurde definiert aus der Differenz der gebundene
Radioaktividt in Anwesenheit oder Abwesenheit der nicht-radioaktiven Substanzen. Die
Werte fir die Equilibriums-Dissoziationskonstante (Kq) als Mass fir die Affinitat [nM] und
die maximale Anzahl der Bindungsstellen (Bmax) pro Frischgewicht [nM/mg Protein]
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wurden durch eine nicht-lineare Regressionsanalyse mit Hilfe des LIGAND Programms
(Munson und Rodbard, 1980) berechnet.

3.8. Histologische Farbungen

3.8.1. Gewebspraparation und -fixierung

Natives Gewebe

Die Tiere wurden dekapitiert und die herauspraparierten Gehirne fiir 1 min in eiskalter
Saline gekihlt. Die Mittelhirne wurden auf Trockeneis schockgefroren und bis zur weiteren
Verarbeitung bei —-80°C gelagert.

Immersionsfixierung

Nach Dekapitierung wurden die herauspraparierten Gehirne flir 1 min in eiskalter Saline
gekihlt. Die Mittelhirne wurden fir 48 h bei Raumtemperetur (RT) in 4% Paraformaldehyd
(PFA), 0.1 M Phosphatpuffer (PB), pH 7.4 immersionsfixiert, in 30% Sucrose, 0.1 M PB bei
4°C bis zum Absinken kryogeschitzt, anschliessend auf Trockeneis eingefroren und bis zur
weiteren Verarbeitung bei —80°C gelagert.

Perfusionsfixierung

Zur transkardialen Perfusionsfixierung wurden die Tiere mit 50 I.E. Heparin (Vetren® 200,
Byk Gulden, Konstanz, Deutschland) und 0.1 ml einer 1% Na-Azid Lésung i.p. vorbehandelt
und unter tiefer Narkose (65 mg/kg Narcoren®) tiber die aufsteigende Aorta mit 50 m10.9 %
NaCl, RT, gefolgt von 350 ml 4% PFA, 0.1 M PB, pH 7.4, (RT) perfundiert. Die
herauspraparierten Gehirne wurden fiir 2 h bei 4°C in PFA nachfixiert, 48 h in 0.2 M PB, pH
7.4, 4°C gespdilt, in 30 % Sucrose, 0.1 M PB, pH 7.4, 4°C bis zum Absinken kryogechiitzt und
abschliessend auf Trockeneis eingefroren und bei —80°C gelagert.

3.8.2. Gewebeaufarbeitung

Fur anschliessende histologische und immunhistologische Farbungen wurden die Gehirne
mit einem Kryostaten (Leica, Bensheim, Deutschland) in koronar Schnitte von jeweils 4-6
Serien geschnitten. Die Schnitte (16 um Dicke) der nativen, frischgefrorenen Mittelhirne
wurden direkt auf geladene Objekttrager aufgebracht und bis zur Farbung bei -80°C
gelagert. Die Schnitte (40 — 50 um Dicke) der fixierten Gehirne wurden in 0.05 M Tris-
gepufferter Saline (TBS), pH 7.6 aufgefangen und bis zur Farbung unter Zusatz von 0.1 %
Na-Azid bei 4°C gelagert.

3.8.3. Histochemische Farbungen

Nisslfarbung mit Thionin

Zur Farbung der Nisslsubstanz wurden die fixierten Schnitte auf gelatinierte Objekttrager
aufgezogen, luftgetrocknet und tGber Nacht (GiN) in 1-Propanol:EthOH (1:1), bei RT entfettet.
Nach Rehydrierung (je 5 min 2*100 %, 96 %, 90 %, 70%, 50 % EtOH, dH.O) wurden die
Schnitte fir 15 — 40 sek. in Thionin (4.35 mM Thionin, Sigma Chemicals, St. Louis, MO,
100mM Eissigsaure, 36 mM NaOH) gefarbt, anschliessend der Uberschissige Farbstoff unter
fliessendem dH,O ausgespult, dehydriert, in 96% EtOH + Essigsdure (wenige Spritzer



55

Eisessig auf 200 ml) fur 1-4 min differenziert, geklart in Xylol (je 15 min a-Trepineol:Xylol,
1:1, 2* Xylol, 1 h Xylol) und in Entellan® (Merck, Darmstadt, Deutschland) eingedeckelt.

3.8.4. Immunhistochemie

Avidin-Biotin-Methode

Die immunhistochemischen Farbungen zum lichtmikroskopischen Nachweis von
verschiedenen Antigenen wurden an fixierten Gehirnschnitten ,free-floating’ nach der
Avidin-Biotin Methode durchgefiihrt. Die Schnitte wurden 3*10 min in 0.05 M TBS, pH 7.6
gewaschen und fur 20 min, RT, in 50 % EtOH, 1 % HO, permeabilisiert. Nach 1 h Inkubation
bei RT in 12 % normalem Ziegen- (NGS) bzw. Pferdeserum (NHS) (Vector Laboratories, CA),
in 0.05 M TBS, pH 7.6 mit 0.5 % Triton X-100 (Sigma Chemicals, St. Louis, MO) (TBST),
wurden die Schnitte fir 16-48 h mit den jeweiligen Priméarantikérpern (siehe Tabelle 1),
verdinnt in 2 % NGS bzw. NHS, TBST, bei 4°C inkubiert. Die Schnitte wurden nacheinander
fur jeweils 1 h bei RT mit biotinyliertem Sekundéarantikérper (Ziege-anti-Kaninchen IgG
bzw. Pferd-anti-Maus 1gG, Vector Laboratories, CA, verdiinnt 1:200 in 2 % NGS/NHS, TBST)
und Avidin-biotinylierte Meerrettichperoxidase Komplex (Vector Laboratories, CA,
verdiinnt 1:500 in TBST) inkubiert. Jeder Inkubationsschritt wurde unter leichter Bewegung
durchgefuhrt und durch jeweils 3*10 min Waschen bei RT in TBST beendet. Abschliessend
wurden die Schnitte fir 10 min, RT mit 0.06 % 3,3‘-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid
(Sigma Chemicals, St. Louis, MO) gel6st in 0.1 M Tris-HCI, pH 7.4, vorinkubiert und die
Immunreaktion durch Zugabe von 0.015 % H,O, sichtbar gemacht. Die Reaktion wurde
durch 3*10 min Waschen in 0.05 M TBS, pH 7.6 beendet. Die Schnitte wurden auf gelatinierte
Objekttrager aufgezogen, luftgetrocknet, dehydriert, in Xylol geklart und in Entellan®
eingedeckelt.

Die Spezifitat der Immunreaktion wurde an Kontrollschnitten nachgewiesen, die ohne den
Primar- bzw. biotinylierten Sekundéarantikdrper inkubiert wurden, wobei keine
Immunreaktion (IR) sichtbar war. Nach Praadsorption (1 h, RT) der polyklonalen
Priméarantikorper in einem 10:1 (w/w) Uberschuss des korrespondierenden Peptids (siehe
Tabelle 1) war ebenfalls keine IR mehr nachweisbar, was die spezifische Reaktion des
AntikOérpers mit seinem Epitop im Gewebe zeigte. Ebenso konnte durch
Peptidpraadsorption eine mogliche Kreuzreaktivitat der Antikdrper mit nahe verwandten
Epitopen (c-Fos/FosB) ausgeschlossen werden.

Fluoreszenzimmunhistochemie

Zur Kolokalisation zweier Antigene bzw. Phanotypisierung der Zellen die DNA-
Fragmentation aufweisen (siehe 3.8.5) wurden Immunfarbungen an nativen,
frischgefrorenen Schnitten mit fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérpern durchgefiihrt.
Die Schnitte wurden bei fuir 40 min bei 37°C aufgetaut, getrocknet und anschliessend fiir 20
min in 4 % PFA, 0.1 M PB, pH 7.4 bei RT fixiert. Nach 1 h Inkubation mit 12 % NGS in 0.01 M
Phosphat-gepufferter Saline (PBS), pH 7.4 mit 0.3 % Triton X-100 (PBST) wurden die Schnitte
UN bei 4°C mit den jeweiligen Primarantikérpern (siehe Tabelle 1), verdinnt in 2 % NGS in
PBST, inkubiert. Die Immunreaktion wurde durch Inkubation mit Fluorescein (FITC)- bzw.
Cy™3-konjugierten Ziege-anti-Kaninchen/-anti-Maus I1gG (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc., West Grove, PA), verdinnt 1:250 bzw. 1:1000 in PBST, fur die
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Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht. Bei Doppelfarbungen wurden die Schnitte mit
beiden Primdarantikérpern gleichzeitig UGN und nacheinander mit den jeweiligen
Sekundarantikorpern inkubiert. Die Inkubationen wurden durch mehrmaliges Spulen mit
PBS beendet. Abschliessend wurden die Schnitte an der Luft angetrocknet, um das
Ausbleichen der Fluoreszenz zu vermindern in SlowFade™ Antifade (Molecular Probes Inc.,
Eugene, OR) eingedeckelt und die Deckglasrander mit Paraffin versiegelt. In
Kontrollschnitten, die ohne Primar- bzw. Sekundarantikdrper inkubiert wurden, war keine
Immunfluoreszenz (IF) nachweisbar.
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Tabelle 1: Ubersicht tiber die in der Immunhistochemie und Immunfluoreszenz eingesetzen Primérantikorper
und Peptide.

Bezeichnung Epitop Verdinnung Hersteller

mouse monoclonal chicken Calbindin-D (28kD) Protein 1:2,000 Sigma Chemicals, St.
anti-Calbindin-D Louis, MO
(CL-300)

mouse monoclonal Peptidsequenz (NSDLLTSPDVGLL) 1:40,000 Santa Cruz
anti-p-c-Jun (KM-  des humanen c-Jun p39 Protein Biotechnology Inc.,
1) phosphoryliert an Serin-63 Santa Cruz, CA

(SwissProt, Acc. No. P05412)

mouse monoclonal  Peptidsequenz im mittleren 1:10,000 DiaSorin, Stillwater, MN

anti- Abschnitt des TH Protein

Tyrosinhydroxyla
se (TH) (LNC1)

rabbit polyclonal C-terminale Peptidsequenz 1:2,000 IDUN Pharmaceuticals,
anti-CM1 (CRGTELDCGIETD) des p17 LaJolla, CA
Fragements des humanen CPP32
Proteins
rabbit polyclonal N-terminales Peptid (Aminosauren  1:4,000 Santa Cruz
anti-c-Fos (4) 3-16) des humanen c-Fos p62 Biotechnology Inc.,
Protein Santa Cruz, CA
rabbit polyclonal Peptid aus der zentralen Doméne 1:4,000 Santa Cruz
anti-FosB (102) des murinen FosB Genprodukts Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, CA
rabbit polyclonal N-terminales Peptid des humanen c- 1:8,000 Santa Cruz
anti-c-Jun (H-79) Jun p39 Protein Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, CA
c-Fos (4) Peptid FSGFNADYEASSSR (SwissProt, 2.5 pg/ml Santa Cruz
Acc. No.P01100) Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, CA
FosB (102) Peptid ISSMAQSQGQPLASQPPAVDPYD 2.5 pug/mli Santa Cruz
MPGTSYSTPGLSAYSTGGASGSG Biotechnology Inc.,
GPSTSTTTSGPVSARPARARPRR Santa Cruz, CA
PREETL (SwissProt, Acc. No.:
P133346)
c-Jun (79) Peptid MTAKMETTFYDDALNASFLPSES 2.5 pg/ml Santa Cruz
GPYGYSNPKILKQSMTLNLADP Biotechnology Inc.,
VGSLKPHLRAKNSDLLTSPDVG Santa Cruz, CA
LLKLASPELERL (SwissProt, Acc.
No. P05412)

3.8.5. TUNEL-Farbung

Der in situ Nachweis von DNA-Fragmenten wurde mittels der Terminale-deoxynucleotidyl-
Transferase (TdT)-vermittelten Desoxyuridin-triphosphat (dUTP) Einzelstrangbruch (Nick
End)-Markierung (,Labeling) (TUNEL) nach Angaben des Herstellers (In situ cell death
detection kit, Boehringer Mannheim, Deutschland) durchgeflhrt, modifiziert fur fixierte
bzw. native, frischgefrorene Schnitte.

,Free Floating' TUNEL-Farbung

Die gewaschenen (3*10 min in 0.01 M PBS, pH 7.4) fixierten Schnitte wurden fiir 30 min in
0.3 % H,0; in MethOH inkubiert, um die endogene Peroxidase zu blockieren, und
anschliessend fur 2 min in eiskaltem 0.1 % Na-Citrat, 0.1 % Triton X-100 permeabilisiert. Die
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Enzymreaktion wurde durch Inkubation (1 h, 37°C) der Schnitte in der TUNEL
Reaktionsmischung, bestehend aus Kalbsthymus TdT und FITC-markiertem dUTP
(Enzym:markiertes Nucleotid 1:10, Boehringer Mannheim, Deutschland), 1:5 verdinnt in
DNAase-Puffer (140 mM Na-Cacodylat, 4 mM MgCl., 0.1 mM Dithiothreitol, 30 mM Tris-
HCI, pH 7.2), durchgefiihrt. Nachfolgend wurden die Schnitte mit Meerrettichperoxidase-
konjugiertem Schaf-anti-FITC Antikdrper flr 30 min bei 37°C inkubiert (1:5 verdinnt in 0.1
% Rinderserumalbumin in PBS, Boehringer Mannheim, Deutschland) und abschliessend die
Immunreaktion durch Cobalt- und Nickel-intensiviertes 3,3‘-Diaminobenzidin
tetrahydrochlorid (DAB Substrate metal enhanced, Boehringer Mannheim, Deutschland)
sichtbar gemacht. Jede Reaktion wurde unter leichter Bewegung ausgefiihrt und durch
jeweils 3*10 min Waschen in PBS beendet. Die Schnitte wurden auf gelatinierte Objekttrager
aufgezogen, luftgetrocknet, dehydriert, in Xylol geklart und in Entellan® eingedeckelt.
Positiv-Kontrollschnitte wurden vor der Enzymreaktion fir 10 min bei RT mit
Rinderpankreas DNAase | (0.1 mg/ml geldst in DNAase Puffer, Boehringer Mannheim,
Deutschland) verdaut, DNA-Fragmente wurden in diesen Schnitten Uberall nachgewiesen.
In negativ-Kontrollschnitten, die in TUNEL Reaktionsmischung ohne TdT reagiert wurden,
konnten keine DNA-Fragmente nachgewiesen werden. DNA-Fragmente konnten
unabhangig von selektiven Gehirnregionen reproduzierbar in geringem bis mittleren
Ausmass in Kernen der Ependymzellen der Meningen und des zerebralen Ventrikelsystems
beobachtet werden.

Immunfluorezsenz an nativen, frischgefrorenen Schnitten

Zum fluoreszenzmikroskopischen Nachweis von DNA-Fragmenten wurden die nativen,
frischgefrorenen Schnitte flr 1 h bei 37°C aufgetaut und getrocknet und anschliessend fir 20
min bei RT in 4% PFA fixiert. Die Permeabilisierung der Schnitte erfolgte durch Inkubation
in EtOH:Eisessig 2:1 (5 min, -20°C) und 7 min Verdau mit Proteinase K (2 pg/ml in PBS,
Merck, Darmstadt, Deutschland) bei 37°C. Jede Behandlung wurde durch Sptlen und 1*10
min Waschen in PBS beendet. Nach Vorinkubation (30 min, 37°C) der Schnitte in DNAase
Puffer (140 mM Na-Cacodylat, 4 mM MgCl;, 0.1 mM Dithiothreitol, 30 mM TrissHCI, pH 7.2)
wurde die Enzymreaktion mit TUNEL Reaktionsmischung (Enzym:markiertes Nukleotid
1:10, Boehringer Mannheim, Deutschland), 1:3 verdiinnt in DNAase Puffer flr 1.5 h bei 37°C
durchgefuhrt und abschliessend durch 30 min Inkubation in 1xSSC (300 M NacCl, 30 mM Na-
Citrat) bei 37°C gestoppt. Nach abschliessendem Waschen in PBS wurden die Schnitte in
SlowFade™ Antifade eingedeckelt und die Deckglasrander mit Paraffin versiegelt. Bei
fluoreszenzhistochemischer Doppelfarbung wurden die Schnitte nach dem letzten
Waschschritt der fluoreszenzmarkierten Immunfarbung unterzogen (siehe 3.8.4).
Kontrollschnitte wurden entsprechend der ,free floating® TUNEL-Farbung mit DNAase |
prainkubiert (10 min, RT, 3*2 min Waschen in dH,0, Spilen und 1*10 min Waschen in PBS)
bzw. die Enzymreaktion ohne TdT durchgefiihrt, mit entsprechender ubiquitarer DNA-
Fragmentation bzw. ohne spezifische IF im Gewebe.

3.9. Mikroskopische Auswertung

Die lichtmikroskopische quantitative und qualitative Auswertung wurde an einem Reichert-
Jung Polyvar Mikroskop und einem Zeiss Axiophot | Mikroskop (Carl Zeiss Jena GmbH,
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Jena, Deutschland) unter Hellfeld-Beleuchtung an kodierten Schnitten durchgefiihrt, so dass
der Beobachter nicht in Kenntniss der Behandlungsgruppe war. Die jeweiligen
histologischen, immunhistochemischen und TUNEL-Farbungen aller Gehirne eines
Experiments wurden gleichzeitig durchgefihrt, um Schwankungen in der Farbeintensitat
und —qualitat zu vermeiden, und dadurch die Vergleichbarkeit der IR zu gewahrleisten. Die
fluoreszenmikroskopische Auswertung der Immundoppelfarbung und TUNEL-Farbung
wurde mit einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop (LSM 510, Zeiss, Gottingen,
Deutschland) durchgefihrt.

3.9.1 Qualitative Bewertung der Immunreaktivitat

Die lichtmikroskopische, qualitative Analyse der c-Fos-, FosB-, c-Jun- und TUNEL IR erfolgte
in einem definierten rostro-kaudalen Bereich der verschiedenen Gehirnregionen (siehe
Tabelle 2) anhand einer semiquantitativen Klassifizierung (durchgeftihrt unter 50x bzw. 100x
Objektvergrosserung) der Anzahl der immunreaktiven Zellkerne und der Intensitat der IR
nach folgenden Kriterien: 0 = keine immunreaktiven Zellkerne; 1 = einzelne Zellkerne mit
schwacher IR, 2 = wenige Zellkerne mit mittlerer bis intensiver IR; 3 = mittlere bis intensive
IR mit weiter bis ubiquitarer Verteilung in der untersuchten Region. Basierend auf dieser
Klassifizierung wurden die unterschiedlichen Behandlungsgruppen miteinander verglichen
und die qualitative Zunahme bewertet.
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Tabelle 2: Ubersicht Uber die Gehirnregionen in denen die c-Fos, FosB, c-Jun und TUNEL IR qualitativ
bestimmt wurde, sowie der rostro-kaudale Bereich (AP [mm] relativ zu Bregma) in dem die Klassifizierung
durchgefuihrt wurde, festgelegt nach Paxinos & Watson (Paxinos und Watson, 1997). Eintellung und Zuordung

der Kortexregionen nach (Zillesund Wree, 1994).

Gehirnregion

Abktlrzung: Bereich der Analyse AP
[mm]

Cortex cerebri
Cortex prefrontalis
Cortex oribotofrontalis (lateralis/ventralis)
Cortex insulae (agranularis/granularis)
Cortex cinguli
Cortex retrosplenialis (agranularis/granularis)
Cortex perirhinalis
Isocortex
Cortex frontalis
primarer/sekundarer Motorcortex
Cortex parietalis
primarer/sekundarer somatosensorischer Cortex
Cortex temporalis
primarer/sekundarer auditorischer Cortex
temporaler Assoziationscortex

LO/VO: 3.20 - 2.20
Al/GI: 1.60

Cgl/2: 1.60
RSA/RSG: -2.80 - -4.30
PRh: -3.30 - -4.30

M1/M2: 1.60

S$1/S52:1.00 - 0.00

Aul/AuD/AuV: -3.30 - -4.80
TeA: -3.30 - -4.30

Cortex ectorhinalis Ect: -3.30 - -4.30
Cortex entorhinalis lateralis LEnt: -3.30 - --4.30
Cortex piriformis Pir: -1.80
Telencephalon
Nucleus gyri diagonalis pars dorsalis VDB: 0.48 -0.20
Nucleus gyri diagonalis pars ventralis HDB :0.48 - 0.20
Nucleus basalis Meynert B:-1.40
Substantia innominata SI: -1.40
Diencephalon
Nucleus paraventricularis thalami PV: -2.80
Nucleus centromedialis thalami CM: -2.80
Nucleus mediosorsalis thalami MD: -3.14
Zona incerta ZI: -3.14
Nucleus hypothalamicus lateralis LH: -2.30
Formatio hippocampi
Gyrus dentatus DG: -3.60
Corpus ammoni area 1 CAl: -3.60
Corpus ammino area 2 CAZ2: -3.60
Corpus ammoni area 3 CA3: -3.60
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Tabelle 3: Ubersicht iber die Gehirnregionen in denen die numerische Dichte [Neurone/ mm? der c-Fos, FosB

und c-Jun IR bestimmt wurde, sowie deren rostro-kaudale (AP) Lokalisation (relativ zu Bregma [mm]),
festgelegt nach Paxinos & Watson (Paxinos und Watson, 1997).

Gehirnregion

Abkiirzung: AP [mm]

Schnitte [N] Z&hlrahmen

/ Schnitt /
Seite [N]

Telencephalon

Cortex prefrontalis medialis mPFC: 3.20 -2.20 3 2

rostraler Nucleus caudatus/Putamen m/ICPur: 1.70 - 1.20 2 10
(medial/lateral)

medialer Nucleus caudatus/Putamen m/ICPum: 0.48 - 0.20 2 10
(medial/lateral)

caudaler Nucleus caudatus/Putamen m/ICPuc: -0.80 - -1.0 2 10
(medial/lateral)

rostraler Nucleus accumbens Acbcr/Acbshr: 2.20 - 1.70 1 2
(core/shell Region)

caudaler Nucleus accumbens Acbcc/Acbshe: 1.20-0.70 1 2
(core/shell Region)

Globus pallidus pars lateralis LGP: -0.80 - -1.40 2 5

Pallidum ventrale VP: 0.20 - -0.40 2 3

Nucleus interstitialis striae terminalis BSTM/BSTL: -0.26 - -0.92 2 2
(mediale/laterale Division)

Nuclei septi medialis/lateralis MS/LS: 1.00 - -0.20 2 2

Corpus amygdaloideum nucleus BLA:-2.12--2.80 2-3 1.5
basolateralis

Corpus amygdaloideum nucleus centralis Ce: -2.12 - -2.80 2-3 2

Corpus amygdaloideum nucleus medialis Me: -2.12 - -2.80 2-3 1.5

Diencephalon

Globus pallidus pars medialis MGP: -2.30 - -2.80 2 2

Nucleus subthalamicus STN: -3.80 —4.20 2 15

Mesencephalon

Substantia nigra pars reticulata SNR: -5.00 - -6.00 5-6 3

Substantia nigra pars compacta SNC: -5.00 - -6.00 5-6 1

Area tegmentalis ventralis VTA: -5.20 - -6.00 4-5 1

Pons

Nucleus tegmentalis pedunculopontinus  PPTg: -7.30 - -8.00 3 1

3.9.2 Bestimmung der numerischen Dichte

Die Anzahl der c-Fos-, FosB-

und c-Jun-exprimierenden

Neurone in definierten

Gehirnregionen wurde durch Bestimmung der numerischen Dichte (Zellzahl/Flache oder
Zellzahl/Volumen) abgeschatzt. Diese Abschatzung basierte sowohl auf der Anzahl als auch
der Intensitat der IR der Neurone in den einzelnen Regionen. Die Beobachtungen wurden
manuell durchgefihrt, nur Zellkerne mit einer IR, die Uber einer subjektiv festgelegten
Intensitdat wahrnehmbar war, wurden gezahlt (mit feststehender Hellfeldbeleuchtung und
Aperturblende). Die Anzahl der immunreaktiven Kerne wurde mit Hilfe eines Zahlrahmens
(0.0156 mm?2) in zuvor anatomisch definierten Bereichen (siehe
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Tabelle 3) der einzelnen Gehirnregionen in einer 400fachen Objektvergrosserung
durchgefihrt.

Die Bestimmung der numerischen Dichte gilt als Methode der Wahl, um die relative
Zunahme der immunreaktiven Zellkerne nach einer bestimmten (pharmakologischen)
Stimulation im Vergleich zum unstimulierten Gehirn abzuschéatzen, da in den untersuchten
Regionen keine Veranderungen des Kernvolumens (mit Ausnahme der SNC) zu erwarten
sind (Saper, 1996), und somit mogliche Fehler bei der Abschatzung der Zellzahl unter der
biologischen Variabilitat, die mit solcherart Experimenten verbunden ist, liegen.

Die Anzahl der Neuronen in immersionsfixierten Mittelhirnen wurde ebenfalls als
numerische Dichte [Neurone/mms3] abgeschétzt, da die Qualitatat der Immunfarbung keine
systematische stereologie-basierte Auswertung zuliess. Die Zahl der Nissl- und
Tyrosinhydroxylase (TH)-gefarbten Neurone in der SNC und dem VTA wurde in einem
Referenzvolumen (372,490 um3) bei einer 400x Objektvergrésserung nach gleichen Kriterien
und anatomischen Begrenzungen, wie unter 3.9.3. beschrieben, bestimmt.

3.9.3. Stereologie-basierte Abschatzung absoluter Zellzahlen

Zur Ermittlung der absoluten Neuronenzahlen im Mittelhirn, wurde eine stereologie-
basierte (Gundersen et al.,, 1988b; Gundersen et al., 1988a; West und Gundersen, 1990)
Zahlmethode eingesetzt, bei der die Anzahl der Neurone einer Struktur unabhéngig von
deren Volumen bestimmt wird, und somit mdgliche Fehlschatzungen aufgrund von lasions-
induzierter, pathologischer Volumenreduktion vermieden werden.

Die quantitative stereologische Auswertung der SNC und dem VTA wurde auf 2-3 rostro-
kaudalen Ebenen (siehe Tabelle 4) nach Nissl-Farbung sowie immunhistochemischer
Farbung von TH und CB durchgefiihrt. Ausgewertet wurden 4 — 8 Schnitte pro Gehirn,
wobei die Schnitte der Nissl- und TH-Farbung jeweils 160 um voneinander entfernt waren
und die der CB-Farbung 160 bzw. 320 um.

Volumenbestimmung

Die Bestimmung der Volumina der SNC und VTA wurde fiir jede Farbung nach der direkten
Abschatzung nach Cavalieri (Gundersen et al.,, 1988b) durchgefihrt. Hierzu wurden
zunachst die Umrisse der SNC und VTA in allen aufeinderfolgenden Schnitten (6-8) der
gesamten Struktur mit Hilfe einer Camera lucida gezeichnet (Vergrdsserungsfaktor:
976.5625), und deren Flachen durch Auswiegen bestimmt. Hieraus berechnete sich das
Gesamtvolumen der Struktur V. nach folgender Formel:
V (ref) =t X Y, Asection)

mit t = Entfernung zwischen aufeinanderfolgenden Schnitten + 1 x Schnittdicke (Nissl- und
TH-Farbung: t = 200 um; CB-Farbung: t = 200 bzw. 360 pm) und ZAseciion = Summe der
ermittelten Flachen. Der Fehlerkoeffizient (CE) (ermittelt nach Gundersen und Jensen, 1987;
Gundersen et al., 1988a)) der Flachenbestimmung fur jedes Individuum lag unter 10 %, was
als akzeptable Prazision angesehen wurde.

Bestimmung der neuronalen Packungsdichte und der aboluten Neuronenzahl

Das Auszahlen der Neurone (,sampling’) wurde nach einer adaptierten Methode
(Gundersen et al., 1988a) ausgefiihrt, wonach jedes Neuron (,particle’) der umgrenzten
Struktur mit gleicher Wahrscheinlichkeit gezahlt werden kann. Fir jedes ,sampling‘ wurde
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der erste Schnitt pro Farbung und Gehirn zufallig ausgewahlt, insgesamt wurden minimal 6
Schnitte in gleichem Abstand zueinander ausgezahlt. Das Auszahlen der Neurone eines
Schnittes wurde in einem definierten Volumen durchgefiihrt, das wiederum in einzelne
Schnittebenen im Abstand von 2 um unterteilt wurde (,optical disector‘, Gundersen et al.,
1988a). Mit einem 100 x Olimmersionsobjektiv und einem digitalen Messtaster (MT25
Heidenhain, Dr. Johannes Heidenhain GmbH, Traunreut, Deutschland) wurde fir jeden
Schnitt zunachst die tatsachliche Dicke bestimmt (Williams und Rakic, 1988). Diese lag
aufgrund von farbungs- und dehydrierungsbedingten Schrumpfungen zwischen 14 und 26
um (z.B. um eine Faktor 2.13 reduziert) mit einem CE pro Individuum < 10%, womit sich das
Volumen des ,optical disectors’ von 6,250,000 um3 (Flache Zahlrahmen x tatsdchliche
Schnittdicke x Korrekturfaktor) berrechnete. Die Anzahl der Neuronen (Qparticie) in jedem
,optical diector* (2-3 Schnitt/Seite, wobei der erste zufallig gewahlt wurde und die
folgendem in gleichmassigen Schritten hierzu versetzt wurden) wurde bestimmt, in dem von
oben auf das Paparat fokussiert wurde und nach Einhalten eines ,guard volumes‘ von 2 um
jedes Neuron gezahlt wurde, das innerhalb des Zahlrahmens fokussiert war, ausgenommen
der Neurone, die in Kontakt mit dem linken oder unteren Rand des Zahlrahmens standen.
Neurone wurden von Gliazellen aufgrund ihrer Grosse (Zellkérper >35 umz2) unterschieden,
und zusatzlich dadurch sie einen Nukleolus im Zellkern aufwiesen. Diese Beobachtung
lieferte die neuronale Packungsdichte Cparticie), Nach folgender Formel berechnet:
Y, Qi(particle)
ZVi(di Sec tors)
mit XQiparticley = Summe der in i ,optical disectors' gezahlten Neurone und ZVigdisectory =
Summe der Volumina von i ,optical disectors‘. Schliesslich wurde die absolute Neuronenzahl
in der SNC und VTA nach der stereologischen Formel

N (particle) = Cparticie) XV (ref) berechnet.

C( particle) =

Die angewandte Methode lieferte Zellpackunsdichten und absolute Neuronenzahlen flr alle
Farbungen in der SNC und der VTA mit einem intraindivuellen Fehlerkoeffizienten CE
(exemplarisch ermittelt ftr 1 Tier/Behandlung/Farbung nach (West und Gundersen, 1990)
von 2 — 10%, was die hohe Prazision der Methode zeigt. Aufgrund der geringen Anzahl CB-
positiver Neurone in der SNC, war hier die Abschatzung der Zellpackungsdichte und der
absoluten Neuronenzahl mit einem CE von 21 — 50 % weniger prazise.
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Tabelle 4: Ubersicht tiber die Mittelhirnbereiche, deren rostro-kaudale Lokalisation (relativ zu Bregma [mm],
nach Paxinos & Watson (Paxinos und Watson, 1997) und anatomische Begrenzung, in denen die Nissl-, TH- und
CB-Férbung Stereologie-basiert ausgewertet wurden.

Gehirnregion Abklrzung AP [mm] Schnitte ,optical
anatomische Begrenzung [N] disectors‘/Schnitt
/Seite [N]

rostrale Substantia rSNC: -4.80 - -5.16 2 2-3

nigra pars dorsomedial begrenzt vom Nucleus

compacta parabrachialis pigmentosus (PBP)
mediale Substantia mMSNC: -5.20 -- -5.60 2 2-3

nigra pars nach medial getrennt vom VTA durch den

compacta Nucleus terminalis medialis des

akzessorischen optischen Systems (MT) und
die Fasern des medialen Lemniskussystems
(ml); dorsal getrennt vom PBP

caudale Substantia ¢SNC: -5.60 - -6.04 2 2-3
nigra pars nach ventromedial ohne die Substantia nigra
compacta pars medialis (SNM), medial getrennt vom

VTA durch die Fasern des ml, nach dorsal
getrennt vom PBP

rostrale Area rVTA: -5.20 - -5.60 2-3 2
tegmentalis nach lateral getrennt von der SNC durch den
ventralis MT und ml; dorsolateral getrennt vom PBP
caudale Area cVTA: -5.60 - -6.04 2-3 2
tegmentalis nach lateral getrennt von der SNC durch die
ventralis Fasern des ml, nach dorsolateral getrennt
vom PBP

3.9.4. Konfokale Laser Scanning Mikroskopie

Zur Analyse der genauen zelluldren Lokalisation sowie moglicher Kolokalisation der
Immunfarbungen und der TUNEL-Farbung wurden Mittelhirnschnitte mit einem
konfokalen Laser Scanning Mikroskop untersucht, das im Gegensatz zum herkdmmlichen
Fluoreszenzmikroskop die fokussierte (computergestiitzt) Darstellung der fluoreszierenden
Strukturen sowie die Uberlagerung mehrerer Einzelfarbungen erlaubt. Die hier verwendeten
Anregungs- (ex) und Emissions- (em) Wellenldangen [nm] der eingesetzten Filtersatze war
folgende:

FITC = eGFP (enhancedGreen Fluorescent Protein)-Filter: ex 488 nm Argon Laser / em
Bandpass-Filter 505-530 nm

Cy™3-Filter: ex 543 nm Helium Laser / em Langpass-Filter 560 nm.

Die Analyse der aufgenommen Bilder, sowie die Uberlagerung der Einzelbilder erfolgte mit
entsprechender LSM 510 Software V2.5 (Zeiss, Gottingen, Deutschland).

3.10. Statistik

Alle Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (S.E.M.).
Die Rohdaten aller Experimente und Analysen wurden mit dem Statistikprogramm GB-Stat
V6.5 (Dynamic Microsystems, Inc., Silver Spring, MD) statistisch ausgewertet. Die
normalverteilten Daten der Verhaltensexperimente, der neurochemischen Analysen und
DA-Rezeptorbindungsstudie wurden einem Student’s-t-Test (bei zZwei
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Behandlungsgruppen) oder einer ein- oder zweifaktoriellen Varianzanalyse (1-ANOVA oder
2-ANOVA mit BEHANDLUNG als interindividueller ,between subjects‘ Vergleich und ZEIT
als intraindividueller ,within subjects’ Vergleich) mit wiederholten Messungen unterzogen.
Die nicht-nomalverteilten Daten des Katalepsietests (festgelegter ,cut-off* bei 180 sek), die
Dauer der Inaktivitaten in ,open field‘, Aktivitatsbox und Schniffelbox (,cut off* bei 300 sek)
sowie die histologischen Daten (geringer Stichprobenumfang) wurden mit einer nicht-
parametrischen Kruskal-Wallis ANOVA bzw. bei wiederholten Messungen mit einer nicht-
parametrischen Friedman ANOVA analysiert. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p <
0.05 wurden die normalverteilten Daten mit einem Tukey-Kramer post-hoc Test paarweise
verglichen. Irrtumswahrscheinlichkeiten von 0.05<p<0.1 wurden als statistischer Trend
angesehen. Entsprechend wurden die nicht-normalverteilten Daten mit einem Mann-
Whitney U-Test bzw. Wilcoxon-Signed Rang Test flr wiederholte Messungen paarweise
verglichen. Genaue Angaben finden sich jeweils in den Versuchsdurchfiihrungen der
einzelnen Experimente bzw. in den Abbildungslegenden.
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4. Charakterisierung der chronischen neurodegenerativen Effekte
einer bilateralen intrastriatalen 6-OHDA Injektionen

4.1. Einleitung

Die unilaterale Injektion von 6-OHDA in das dorsale Striatum der Ratte induziert eine
progrediente, dosis- und lasionsortabhdngige retrograde Degeneration nigrostriataler
Neurone (Kirik et al., 1998; Przedborski et al., 1995). Diese beginnt 1 bis 2 Wochen nach der
Injektion und halt UGber einen Zeitraum von 8 bis 16 Wochen an, mit zunehmendem Verlust
TH-positiver Neurone in der SNC und einer korrespondierenden DA-Entleerung im CPu
(Ichitani et al., 1991; Ichitani et al., 1994; Lee et al.,, 1996; Sauer und Oertel, 1994).
Entsprechend dem Verlust DAerger Neurone (> 50 — 70 %) pragen die Tiere funktionelle
Defizite, wie eine gestorte Bewegungsinitiation der ipsilateralen Vorderpfote sowie eine
verminderte Geschicklichkeit in einem Futter-Greif-Test aus (Kirik et al., 1998; Lee et al.,
1996). Dies definiert eine milde bis schwere Lasion, die die Symtpomatik der frihen
klinischen bis manifestierten Parkinson-Krankheit modellieren. Apomorphin- und
Amphetamin-induziertes kontra- bzw. ipsilaterales Rotationsverhalten zeigt sich bereits bei
geringen Verlusten DAerger Neurone (=50 %) und ist daher sensitiv flr prasymptomatische
Lasionen, entsprechend einer praklinischen Parkinson-Krankheit (Kirik et al., 1998). Die
intrastriatale 6-OHDA-Léasion stellt auf Grund der langsamen Progredienz der retrograden
Degeneration sowie der dadurch verursachten abgestuften Verhaltensdefizite ein Tiermodell
dar, das die degenerativen Prozesse der Parkinson-Krankheit viel eher widerspiegelt als die
bisher Ublichen direkten und meist vollstandigen Lasionen der SNC oder des MFB mit 6-
OHDA.

Obwohl dieses Tiermodell der retrograden Degeneration Uber eine gewisse Validitat
hinsichtlich des langsamen Verlaufs der Degeneration verfligt, stellen unilaterale Lasionen
die pathologischen Veranderungen der Parkinson-Krankheit nur inadaquat dar. Unter der
Annahme, dass das mesotelencephale DA-System im klinischen Stadium bei der Parkinson-
Krankheit in beiden Hemispharen anndhernd gleich von der Degeneration betroffen ist und
sich die ,extranigrale’ Pathologie im Verlaufe der Erkrankung als Folge verdnderter
Transmittergleichgewichte im gesamten Gehirn entwickelt (1.5.6.), kdnnen auch nur
bilaterale Lasionen diesen pathologischen Zustand im Tiermodell herstellen.
Verhaltenspharmakologische Untersuchungen an MPTP-behandelten Rhesusaffen haben
gezeigt, dass bilaterale, aber nicht unilaterale Lasionen des nigrostriatalen DA-Systems Uber
eine pradiktive Validitat fur die Parkinson-Krankheit verfiigen, mit besonderem Hinblick auf
die therapeutischen Effekte aber auch unerwinschten Nebenwirkungen einer L-DOPA
Behandlung (Andringa et al., 1999a; Andringa et al., 1999b). Aus diesem Grund ist es
zunachst Ziel der vorliegenden Arbeit, ein Tiermodell bei der Ratte zu etablieren, in dem
eine mittelschwere langsame retrograde Degeneration des gesamten DA-Systems -
entsprechend einem praklinischen bis frithen klinischen Stadium der Parkinson-Kranheit-
induziert wird. In Anlehnung an die beschriebenen unilateralen intrastriatalen 6-OHDA
Injektionen (Kirik et al., 1998; Lee et al., 1996) sollen bilaterale Injektionen von 6-OHDA in
das dorsomediale CPu durchgefihrt werden. Folgende Fragestellungen sollen in
Verhaltensversuchen und post mortem Analysen bearbeitet werden:
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1. Lasst sich die postulierte Abnahme der DA-AKktivitat Gber einen Zeitraum von 8 Wochen
an der Abnahme der Spontanaktivitit der Versuchstiere, sowie der Zunahme der
spontanen Katalepsie als Mass fiir eine gestorte Bewegungsinitiation (Akinese) und
Muskelrigiditat (Sanberg et al., 1988; Schmidt et al., 1992) in vivo bewerten? Kann eine
akute Injektion von Haloperidol zu einer Verstarkung der Verhaltensdefizite filhren und
so die postulierte DA D2-Rezeptor Supersensitivitat (Ungerstedt, 1971b) nach bilateraler
intrastriataler 6-OHDA-Lé&sion sichtbar machen?

2. Sind die auftretenden Verhaltensdefizite an eine entsprechende Verminderung von DA
und einer Veranderung des Metabolismus im Vorderhirn sowie einen Verlust DAerger
Neurone im ventralen Mesencephalon gebunden ?

3. Neueste post mortem Untersuchungen der Gehirne von Parkinson Patienten zeigen, dass
DAerge Neurone, die in CB-armen Neuropilkompartimenten der SNC liegen,
vulnerabler fur die Degeneration sind als solche, die in CB-reichen Kompartimenten
liegen (Damier et al., 1999b; Damier et al., 1999a). Weiterhin scheinen CB-haltige
Neurone der SNC weniger vulnerabel flir den progressiven Zelltod bei der Parkinson-
Krankheit (Hirsch et al.,, 1992) und gegen die MPTP-induzierte Neurodegeneration
(German et al., 1992; Lavoie und Parent, 1991; Liang et al., 1996) zu sein (1.5.2.). Dies lasst
vermuten, das CB eine neuroprotektive Wirkung bei moglicherweise Exzitotoxizitat-
beeinflusster Neurodegeneration besitzt. Verdnderungen in der Anzahl CB-
exprimierender Neurone in der SNC und im benachbarten VTA sollen zeigen, ob auch
nach intrastriataler 6-OHDA Injektion bestimmte Neuronenpopulationen per se weniger
vulnerabel gegen die 6-OHDA-induzierte Degeneration sind oder eine vermehrte
Expression von CB als kompensatorischer Mechanismus wahrend der chronischen
Degeneration eine Rolle spielt.

4. Apoptotischer Zelltod scheint einer von mehreren Prozessen zu sein, die bei der
Degeneration DAerger Neurone der SNC eine Rolle spielen (Dunnett und Bjorklund,
1999), auch wenn humane post mortem Analysen dies nicht konsistent unterstiitzen
(1.5.3.). So konnten einige Studien eine erhdhte Anzahl apoptotischer Zellkerne in der
SNC von Parkinson Patienten nachweisen (Burke und Kholodilov, 1998; Tatton et al.,
1998; Tatton und Kish, 1997) andere Untersuchungen gehen von nicht-apoptotischen
Prozessen aus (Jellinger, 2000; Wullner et al., 1999). Alternativ wurde der Begriff
Aposklesis vorgeschlagen, der einen langsamen, unphysiologischen Prozess beschreibt, in
dem die SNC Neurone zwar DNA-Fragmentation aufweisen aber Kkeine
Chromatinkondensation oder Kernfragmentationen (Graeber et al., 1999). Im Tiermodell
I6st die Injektion von 6-OHDA sowohl in das MFB als auch in das Striatum akute bis
langanhaltende Apoptose (in einem Zeitraum bis 14 Tage nach Injektion des Toxins) in
DAergen Neuronen der SNC aus, gemessen an dem auftreten von DNA-
Fragmentationen (He et al., 2000a; Marti et al., 2000; Zuch et al., 2000). In Erganzung zu
diesen Untersuchungen soll hier das Ausmass der DNA-Fragmentationen nach einem
Zeitraum von 8 Wochen nach Lasion mit Hilfe der TUNEL-Methode untersucht werden,
um die chronischen Prozesse, die der ,nigralen‘ Pathologie zugrunde liegen, genauer
charakterisieren.

5. Unter der Annahme, dass die ,extranigrale’ Pathologie durch eine chronisch veranderte
Transmitterbalance in den betroffenen Kerngebieten hervorgerufen wird und damit zwar
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nicht unmittelbar degenerative Prozesse wohl aber langfristige Verdanderungen der
neuronalen Funktion ausgel®st werden, stellt sich die Frage ob und wo die retrograde 6-
OHDA-Lasion Funktionsveranderungen auslésen kann. Zahlreiche tierexperimentelle
Studien haben gezeigt, das unilaterale Injektionen von 6-OHDA in das MFB oder das
dorsale CPu eine langanhaltende Expression der iTFs c-Fos und c-Jun in Neuronen des
CPu, der SNC aber auch nachgeschalteter Strukturen der Basalganglien auslésen kann
(Dragunow et al., 1991; Dragunow et al., 1995; Hebb und Robertson, 1999; Jenkins et al.,
1993). Da beide iTFs sehr eng mit Veranderungen neuronaler Aktivitat und Funktion,
verzogertem Zelltod oder Regeneration geschadigter Neurone in Verbindung gebracht
werden (siehe 1.6.) (Zusammenfassungen in Dragunow und Preston, 1995; Herdegen
und Leah, 1998; Herrera und Robertson, 1996), soll deren spezifisches Expressionsmuster
8 Wochen nach intrastriataler 6-OHDA-Lasion Ruckschlisse auf mogliche ,sekundare
Funktionsveranderungen in den Kernen der Basalganglien, sowie eng assoziierten
limbischen Strukturen und den cholinergen Vorderhirn- und Hirnstammkernen
ermdglichen.

4.2. Versuchsdurchflihrung

Zur Charakterisierung der chronischen neurodegenerativen Effekte einer bilateralen
intrastriatalen 6-OHDA Injektion wurden 24 adulte, mannliche Sprague-Dawley Ratten
operiert. Nach angebenem Operationsverfahren (siehe 3.2) wurden pro Striatum 14 ug/2ul
6-OHDA (N=12), verteilt auf zwei Injektionsorte an folgenden Injektionskoordinaten
infundiert: AP: 0.5/-04 mm, lateral: +2.8/+3.4 mm, dorsoventral: -5.0/-4.8 mm.
Kontrolltieren (N=12) wurde das entsprechende Volumen (2 x 1 pl/Striatum) 0.1 % Ascorbat,
0.9% NaCl infundiert. Die Tiere wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (siehe Tabelle 5) nach
der Lasion auf spontane (Lasions-bedingte), bzw. Haloperidol-induzierte (0.25 mg/kg i.p.)
Verhaltensveranderungen getestet (siehe 3.5.). Die Gehirne wurden 56 Tage nach der Lasion
fur neurochemische (siehe 3.6.1) und histologische (siehe 3.8.1.) Untersuchungen entnommen
und prapariert.

Tabelle 5: Zeitplan der Versuchsdurchfiihrung

Tag Behandlung/Versuch

0 Operation
11 Spontanverhalten: Katalepsie, Lokomotion, Exploration, Schnuffeln
26 Spontanverhalten: Katalepsie, Lokomotion, Exploration, Schnuffeln
27 Haloperidol-induzierte Katalepsie
41 Spontanverhalten: Katalepsie, Lokomotion, Exploration, Schnuffeln
55 Spontanverhalten: Katalepsie, Lokomotion, Exploration, Schniffeln
56 Dekapitierung, Perfusion

4.3 Ergebnisse

Von 12 Tieren, die eine bilaterale 6-OHDA-L&sion erhalten hatten, musste ein Tier in der
ersten postoperativen Woche wegen postoperativer Komplikationen eingeschlafert werden.
Weitere operations- oder Lasions-bedingte Ausfalle wurden nicht verzeichnet. Die 6-OHDA
behandelten Tiere zeigten keine Adipsie oder Aphagie, konsequenterweise ergab die
Uberwachung der Korpergewichte eine normale  Gewichstzunahme  beider
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Behandlungsgruppen uber den Untersuchungszeitraum ohne Einfluss der 6-OHDA-Léasion
oder Interaktion [2-ANOVA flr Faktor ZEIT: F44,=113.86, p<0.0001].

4.3.1. Spontanverhalten

Katalepsietest

Die intrastriatale 6-OHDA-L&sion flhrte zu einer robusten Zunahme der Katalepsie Uber 55 Tage im
Vergleich zu den Kontrolltieren (

Abb. 13). Diese Befunde werden gestitzt durch eine signifikante nicht-parametrische
Kruskal-Wallis ANOVA [Gitter: x2=24.7, p=0.0008; Stange: %2=48.3, p<0.0001]. Im Zeitverlauf
nahm die Katalepsie nach 6-OHDA-Léasion an der Stange signifikant zu [Friedman-ANOVA:
x2=16.8, p=0.0001]. Die Kontrolltiere entwickelten ebenfalls eine ZEIT-abhdngige Zunahme
der Katalepsie wéahrend wiederholter Tests [Friedman-ANOVA: Gitter: x2=8.65, p=0.03;
Stange: ¢2=23.3, p<0.0001].

,open field* mit ,hole board"

Bezliglich der untersuchten Verhaltensparameter induzierte die intrastriatale 6-OHDA-
Lasion eine signifikante Abnahme der lokomotorischen und explorativen Aktivitéat (Abb. 14).
Die Vorwartslokomotion (Felderwechsel) war ZEIT-abhangig signifikant reduziert
[F2.68=25.2, p<0.0001] mit einer signifikanten Interaktion zwischen BEHANDLUNG und ZEIT
[F26s=5.2, p=0.01]. Die Dauer der Immobilitit verlangerte sich in beiden
Behandlungsgruppen bei wiederholtem Testen [Friedman-ANOVA: Kontrolle: x2=15.2,
p=0.0005; OHDA: %2=16.9, p=0.0002], war aber nach 56 Tagen als Folge der 6-OHDA-Lé&sion
signifikant erhoht [Kruskal-Wallis ANOVA: %2=3.88, p=0.05]. Die Analyse der vertikalen
Exploration ergab eine LASIONS-bedingte [F163=13.3, p=0.002], ZEIT-abhangige [F23=18.9,
p<0.0001] Abnahme des Aufrichtens, mit einer signifikanten Interaktion [F2s=4.4, p=0.02].
Weiterhin nahm die Anzahl der ,head dips‘im Verlaufe wiederholter Tests in beiden
Behandlungsgruppen signifikant ab [F26:=30.2, p<0.0001], ohne Effekte der 6-OHDA-Lasion.

Experimentierkammer

Die in der Experimentierkammer ermittelten Verhaltensparameter (Abb. 15) zeigten keine
wesentlichen Veranderungen nach 6-OHDA-L&sion, mit Ausnahme des spontanen
Schnuffelverhaltens, das an Tag 41 signifikant gegentiber den Kontrolltieren erhoht war.
[F1es=4.7, p=0.04]. Insgesamt zeigte sich eine ZEIT-abhangige Abnahme der Aktivitat im
Verlaufe wiederholter Tests [Friedman-ANOVA: Kontrolle: %2=6.5, p=0.04; OHDA: ¢2=11.5,
p=0.003].

4.3.2. Wirkung von Haloperidol auf die Katalepsie

Die akute Injektion von Haloperidol hatte weder an der Stange noch am Gitter
Auswirkungen auf die Katalepsie nach intrastriataler 6-OHDA-L&sion (ohne Abbildung).

4.3.3. Neurochemie

Die Wirkungen der bilateralen intrastriatalen 6-OHDA-Lasion auf den Gewebegehalt der
biogenen Amine DA, NA und 5-HT sowie deren Metaboliten DOPAC, HVA und 5-HIAA im
rostralen und kaudalen CPu, Acb und mPFC sind in Tabelle 6 zusammengefasst. Die
intrastriatale 6-OHDA Injektion induzierte eine signifikante DA-Entleerung im kaudalen
CPu auf 52.7 £ 10.6 % der Kontrolle [Student’s-t-Test: t(10)=2.2, p=0.05]. Entsprechend
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konnte die statistische Analyse einen Trend zu einem erhdhten DA-Umsatz im kaudalen
CPu nach 6-OHDA-Lasion zeigen [HVA/DA: 134.4 + 11.5% der Kontrolle; Student’s-t-Test:
1(10)=2.0, p=0.07]. In den anderen untersuchten Gehirnregionen hatte die intrastriatale 6-
OHDA-Lasion keinen Effekt auf den Gehalt der biogenen Amine.

4.3.4. Histologie

Veranderungen ventraler Mittelhirnneurone

Die intrastriatale 6-OHDA Infusion induzierte eine nach 8 Wochen signifikante retrograde
Degeneration in der SNC und im VTA (Abb. 17A,B Abb. 20B,D). Die Anzahl der TH-
positiven Neurone in der SNC war auf 52.2 + 4.6 % der Kontrolltiere reduziert, im VTA
entsprechend auf 55.6 £ 4.0 % [Kruskal-Wallis ANOVA: SNC: y2=12.6, p=0.0004; VTA:
x2=14.3, p=0.0002]. Der Verlust TH —positiver Neurone (Abb. 20B,D) wurde begleitet von
einer deutlichen Reduktion TH-positiver Fasern im dorsalen CPu (Abb. 16, Abb. 20E)
Aufgrund methodischer Schwierigkeiten bei der Thionin-Farbung konnten nur 2 Mittelhirne
der 6-OHDA-Lasionen und 3 der Kontrollen ausgewertet werden. Die geschatzte Abnahme
der Neuronenzahl lag hier in der SNC bei 38 % der Kontrolltiere bzw. 54 % im VTA. Die
morphologische Untersuchung der Nissl-gefarbten Schnitte zeigte deutlich eine verminderte
Zelldichte in der SNC (

Abb. 19B), wobei der grdsste Teil der verbliebenen Neurone in der SNC nach retrograder
Degeneration pyknotisch und atrophiert erschien. Wenige Neurone zeigten sich mit einem
aufgehellten Zytoplasma und einer aufgelésten Kernmembran (

Abb. 19B), was auf mdgliche anhaltende pathomorphologische Veranderungen in der SNC
hinweist.

Acht Wochen nach intrastriataler 6-OHDA Infusion nahm im ventralen Mittelhirn die
Anzahl der Neurone zu, die CB exprimieren (Abb. 21). Die relative Zunahme im Vergleich
zu den Kontrolltieren betrug in der SNC 159.0 + 19.6 % und 136.6 = 9.9 % im VTA [Kruskal-
Wallis ANOVA: SNC: 42=4.63, p=0.03; VTA: 2=5.83, p=0.029] (Abb. 17C,D).

Quantitative Zunahme der c-Fos Expression

Die immunhistochemische Farbung der iTFs c-Fos und c-Jun ergab eine ausschliesslich
nukledre Lokalisation ohne unspezifische Anfarbung des Zytoplasmas (Abb. 22). Die
gualitative Analyse (siehe 3.9.1) wies auf anhaltende Effekte der intrastriatalen 6-OHDA-
Lasion auf die Expression von c-Fos in verschiedenen Kerngebieten der Basalganglien, des
EA Komplexes sowie cholinergen Vorderhirn und Hirnstammkernen (siehe Tabelle 7). Die
Bestimmung der numerischen Dichte (siehe 3.9.2) ergab eine signifikante Zunahme der c-Fos
IR im BSTM [Kruskal-Wallis ANOVA: x2=5.3, p=0.02] und einen Trend zu einer LASIONS-
bedingten, erhdhten c-Fos Expression im kaudalen CPu [Kruskal-Wallis ANOVA: %2=3.0,
p=0.08]. In der SNC wurde eine anhaltende Expression von c-Fos 8 Wochen nach 6-OHDA-
Lasion beobachtet, wobei keine c-Fos IR in der SNC der Kontrolltiere nachgewiesen wurde.
In den anderen Regionen erreichte die Wirkung der 6-OHDA-Lé&sion auf die Expression von
c-Fos keine statistische Signifikanz (Abb. 18).

Quialitative Veranderung der c-Jun Expression

Die 6-OHDA-Lasion erhdhte die Expression von c-Jun anhaltend in verschiedenen
Gehirnregionen (siehe Tabelle 7), wobei die ausgepragteste Induktion im dorsomedialen
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Bereichen des rostralen und kaudalen CPu, sowie in beiden Subregionen des Acb beobachtet
wurden. Da in der SNC der Kontrolltiere keine c-Jun IR nachweisbar war, resultierte dies in
einer Nettozunahme der c-Jun Expression nach 6-OHDA-LA&sion. Eine relative Zunahme der
c-Jun IR wurde in den Kernen des EA Komplex sowie den CA1l- und CA3-Subregionen der
Hippokampusformation beobachtet.

Quialitativer Nachweis von DNA-Fragmentation

Der Nachweis von DNA-Fragmentation mit der TUNEL-Methode konnte bis auf eine
gewisse Anzahl TUNEL-positiver Zellkerne in den Ependymzellen der Meningen und des
zerebralen Ventrikelsystems keine TUNEL-positiven Neurone in den Gehirnen der
Kontrolltiere zeigen. Im Gegensatz dazu wurden einige wenige TUNEL-positive Neurone
(die Anzahl lag zwischen 1-5 Schnitt) in der SNC und im VTA nachgewiesen. DarlUberhinaus
zeigten ebenfalls vereinzelte Neurone des BSTM, des LS, des HDB sowie des DG Anzeichen
einer DNA-Fragmentation (siehe Tabelle 7).
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Abb. 13: Wirkung bilateraler intrastriataler 6-OHDA-L&sionen (N=11) im Vergleich zu Kontrolltieren
(N=12) auf die spontane Katalepsie gemessen an der vertikalen Stange (A) und am horizontalen
Gitter (B) zu verschiedenen Zeitpunkten (11, 26, 41, 55 Tage) nach Lé&sion. Dargestellt sind die
Mittelwerte £ S.E.M.; * p<0.05, ** p<0.01 (Mann-Whitney U-Test flr paarweisen Vergleich); (A) #
p<0.05, ## p<0.01 vs. Tag 11, (B) # p<0.05 vs. Tag 11 und 26 (Wilcoxon-Signed Rang Test fir

Zeit nach Lasion [d]

paarweisen Vergleich bei wiederholter Messung).
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Abb. 14: Wirkung bilateraler intrastriataler 6-OHDA-L&sionen auf die spontane Lokomotion und
Exploration [Immobilitat (A), Vorwértslokomotion (B), Anzahl der ,head dips‘ (C) und ,rearings’
(D)] im ,open field‘ zu verschiedenen Zeitpunkten (11, 41, 55 Tage) nach 6-OHDA-L&sion (N=11) im
Vergleich zu Kontrolltieren (N=12). Dargestellt sind die Mittelwerte = S.E.M.; (A): * p<0.05 (Mann-
Whitney U-Test flr paarweisen Vergleich); ## p<0.01 vs. Tag 11 (Wilcoxon-Signed Rang Test fir
paarweisen Vergleich bei wiederholter Messung); (B-D): ** p<0.01 vs. Kontrolle; ## p<0.01 vs. Tag
11 (Tukey-Kramer post-hoc Test fur paarweisen Vergleich).
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Abb. 15: Wirkung bilateraler intrastriataler 6-OHDA-L&sionen auf das spontane Schnuffelverhalten
[Immobilitat (A), Wandkontakte (B) und Umdrehungen (C)] in der Experimentierkammer zu
verschiedenen Zeitpunkten (11, 41, 55 Tage) nach 6-OHDA-L&sion (N=11) im Vergleich zu
Kontrolltieren (N=12). Dargestellt sind die Mittelwerte £ S.E.M.; (A): * p<0.05 vs. Tag 41, # p<0.05, ##
p<0.01 vs. Tag 11 (Wilcoxon-Signed Rang Test flr paarweisen Vergleich bei wiederholter Messung);

(B, C): ** p<0.01 vs. Kontrolle, # p<0.05 vs. Tag 11 (Tukey-Kramer post-hoc Test flr paarweisen
Vergleich).
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Tabelle 6: Ubersicht tiber den Gehalt der biogenen Amine und deren Metaboliten im VVorderhirn 8 Wochen nach
bilateraler intrastriataler 6-OHDA-L&sion

Transmitter amine Kontrolle 6-OHDA-Lésion

Gehirnregion

rel. Veranderung

Gehalt [pg/mg] Gehalt [pg/mg] % der Kontrolle
CPu rostral NA 1737.5+469.1 857.1+369.8 49.3+21.3
DOPAC 4228.1+2097.5 1467.8+849.0 34.7+20.1
DA 111107.1+2289.1 6640.31+2283.9 59.7+20.6
5-HIAA 370.2450.0 334.2467.4 90.3+18.2
HVA 496.8+126.6 486.8+103.9 98.0+20.9
DOPAC/DA 0.57+0.29 0.44+0.36 76.8163.7
HVA/DA 0.05+0.01 0.08+0.02 178.8+32.7
5-HIAA/5-HT 0.63+0.05 0.94+0.27 149.2+42.9
5-HT 610.9+104.2 514.6+111.6 84.2+18.3
CPu kaudal NA 2174.5+334.2 1935.1+436.6 89.0+20.1
DOPAC 614.7+215.8 360.9+120.2 58.7+19.6
DA 12403.8+2284.8 6537.6+1310.0* 52.7+10.6
5-HIAA 791.1+332.0 492.0195.1 62.2+12.0
HVA 749.5+142.6 510.0+78.5 68.0+10.5
DOPA/DA 0.05+0.01 0.05+0.01 112.5+31.3
HVA/DA 0.06+0.01 0.08+0.01 (p=0.07) 134.4+11.5
5-HIAA/5-HT 0.93+0.5 0.6+0.13 59.1+12.9
5-HT 842.1+162.9 934.7+78.5 111.049.3
Acb NA 1054.0+233.5 780.2+207.9 74.31+19.6
DOPAC 1442.3+426.9 1967.2+803.0 136.4455.7
DA 10359.2+2609.4 7549.6+1024.4 72.919.9
5-HIAA 704.2+212.5 605.6+70.7 86.0+10.0
HVA 694.7+184.4 497.2+45.6 71.616.6
5-HT 1048.5+240.9 902.9+92.3 86.1+8.8
DOPA/DA 0.13+0.01 0.16+0.01 121.548.5
HVA/DA 0.07+0.01 0.07+0.005 90.4+7.3
5-HIAA/5-HT 0.63+0.04 0.68+0.07 106.6+10.8
mPFC NA 92.8+42.7 189.7458.0 204.3162.5
DOPAC 5.1+1.6 17.146.8 332.9+133.1
DA 124.2475.5 189.8+48.3 152.8+38.9
5-HIAA 112.8454.1 232.2484.5 205.9+74.9
HVA 22.448.6 38.1+13.6 170.2461.0
5-HT 189.1479.9 396.1+137.8 209.5+72.9
DOPA/DA 0.07+0.02 0.13+0.04 195.54+66.7
HVA/DA 0.25+0.06 0.21+0.05 84.0+20.8
5-HIAA/5-HT 0.56+0-03 0.53+0.05 94.6+9.0

Wirkung der intrastriatalen 6-OHDA-Lasion (N=6) auf den absoluten Gewebegehalt [pg/mg
Frischgewicht] der biogenen Amine und Metaboliten im Vorderhirn sowie deren relative
Veradnderungen zu den Kontrolltieren (N=6). Dargestellt sind die Mittelwerte £ S.E.M, * p<0.05
(Student’s-t-Test).
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Abb. 16: Schematische Ubersicht tiber die Lokalisation und Ausdehnung der 6-OHDA-L4&sionen im
dorsalen CPu, dargestellt in koronaren Schnittebenen (angepasst von (Paxinos und Watson, 1997)
durch das CPu. Der vollstandige Verlust TH-positiver Fasern wird durch die durchgezogenen
Linien markiert, die gestrichelten Linien umgrenzen den Bereich in denen die Dichte TH-positiver
Fasern reduzierte war. Die striatale Lasion beinhaltet dorsomediale und dorsolaterale Regionen des
CPu. Die Nissl-Farbung zeigt eine auf die Spitze der Injektionskanlle beschrankte Gliose
(gepunktete Linie), innerhalb der striatales Parenchym geschadigt war.
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Abb. 17 : Wirkung bilateraler intrastriataler 6-OHDA-L&sionen (N=5) auf die Anzahl TH-positiver (A,
B) und Calbindin-positiver (C, D) ventraler Mittelhirnneurone im Vergleich zur Injektion von 0.1%
Ascorbat (N=6). Dargestellt ist die Zellpackunsdichte (Anzahle der Neurone/mm3, Mittelwerte +

S.E.M.); * p<0.05, ** p<0.01 (nicht-parametrische Kruskal-Wallis ANOVA).
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Abb. 18: Ubersicht tber Wirkung bilateraler intrastriataler 6-OHDA-L&sionen (N=5) auf die
Expression von c-Fos 8 Wochen nach der Lé&sion in der dorsalen (A) und ventralen (B)
Basalganglienschleife, sowie den Kerngebieten der ,Extended Amygdala (C) und des Septums (D),
verglichen mit Kontrollgehirnen (N=6). Dargestellt sind die numerischen Dichten (Anzahl
Neurone/mmz2; Mittelwerte + S.E.M); * p<0.05 (nicht-parametrische Kruskal-Wallis ANOVA).
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Tabelle 7: Ubersicht tiber die qualitativen Zunahmen der c-Fos und c-Jun Expression nach intrastriataler 6-
OHDA-Lé&sion sowie der Verteilung TUNEL-markierter Zellkerne in ausgewéhlten Gehirnregionen.

Gehirnregion c-Fos c-Jun TUNEL
Cortex cerebri
mPFC +a ++ -
Cgl/2 + ++ -
M1/2 + + -
S1/2 + ++ -
RSG/RSA + ++ -
Aul/AuD/AuVvV ++ ++ -
Pir + +++ -
LEnt + ++ -
Telencephalon
m/ICPur ++a + -
m/ICpuc ++a ++ -
Acbc +a +++ -
Acbsh +a +++ -
LGP +a + -
VP +a - -
LS +a ++ +b
MS +++a + -
VDB + - +b
HDB + - +b
Sl + - -
BSTM +++4a* ++ +b
BSTL +a ++ -
Ce +a ++ -
Me +++a ++ -
BLA +a ++ -
Diencephalon
PV + + -
CM + + -
MD - + -
MGP + - -
STN - - -
ZI ++2 - -
Mesencephalon
SNC +++a +++ +b
SNR +a - -
VTA +a + +b
Formatio hippocampi
DG + - +b
CA1l + ++ -
CA2 - + -
CA3 + ++ -
Pons
PPTg +++3 - -

Zunahme der c-Fos und c-Jun IR, sowie von Neuronen mit nachweisbarer DNA-Fragmentation
(TUNEL) 8 Wochen nach 6-OHDA-Lé&sion (N=4-5) verglichen mit der Injektion von 0.1 % Ascorbat
(N=4-6). Dargestellt ist die relative Zunahme der IR zur Kontrollgruppe: - = keine IR; + =
nachweisbare IR ohne Zunahme; ++ = méassige Zunahme der IR; +++ = ausgepragte Zunahme der
IR. aRegionen in denen die numerische Dichte bestimmt wurde. * p<0.05 (Kruskal-Wallis ANOVA).
b Nettozunahme der TUNEL IR, da keine TUNEL-markierten Neurone in den entsprechenden
Regionen der Kontrolltiere nachgewiesen wurden.
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Abb. 19: Mikrophotographien der SNC (-5.60 mm kaudal von Bregma) 56 Tage nach intrastriataler
Infusion von 0.1 % Ascorbat (A) oder 6-OHDA (B). Die Nissl-Farbung zeigt eine verminderte

neuronale Dichte und Gliose. Einzelne verbleibende Neurone der SNC erscheinen atrophiert
(Pfeile), mit kondensiertem Kernplasma und Chromatin (Pyknose). Massstab = 90 pum.
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Kontrolle _ 6-OHDA

Abb. 20: Mikrophotographien koronarer Schnitte des ventralen Mesencephalons (-5.50 - -5.80 mm
kaudal von Bregma) zeigen einen deutlichen Verlust TH-positiver Neurone 56 Tage nach bilateraler
intrastriataler Infusion von 6-OHDA (B, D) verglichen mit der Infusion von 0.1 % Ascorbat (A, C).
Neben dem Verlust der Neurone in der SNC und VTA wird die Reduktion TH-positiver Fasern in
die benachbarte SNR deutlich. Die korrespondierende Abnahme der Dichte TH-positiver Fasern im
dorsalen CPu (rostro-kaudal Ebene: —-0.40 mm relativ zu Bregma) (E) besteht aus einer Kernzone,
mit komplettem Verlust der TH IR und einer Randzone mit mittlerer bis starker Reduktion der TH
IR. lv, lateraler Ventrikel; ml, medialer Lemniskus; SNR, Substantia nigra pars reticulata. Massstébe
=230 um (A-D), 460 mm (E).



Abb. 21: Mikrophotographien koronarer Schnitte des ventralen Mesencephalons (-5.20 mm kaudal
von Bregma) zeigen eine Veranderung der Anzahl Calbindin-positiver Neurone in der SNC (A, B)
und im VTA (C, D) 56 Tage nach bilateraler intrastriataler Infusion von 6-OHDA (B, D) verglichen
mit der Infusion von 0.1 % Ascorbat (A, C). ml, medialer Lemniskus; MT, Nucleus terminalis des
akzessorischen optischen Systems; SNR, Substantia nigra pars reticulata. Massstab = 90 pm.
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Abb. 22: Mikrophotographien koronarer Schnitte die eine Zunahme der c-Fos IR in der SNC (A, B),
dem PPTg (C, D), sowie der Ce (E, F) und der Me (G, H) 56 Tage nach bilateraler intrastriataler
Infusion von 6-OHDA (B, D, F, H) verglichen mit der Infusion von 0.1 % Ascorbat (A, C, E, G)
zeigen. Ce, Corpus amygdaloideum nucleus centralis; Me, Corpus amygdaloideum nucleus
medialis; MT, Nucleus terminalis des akzessorischen optischen Systems; PPTg, Nucleus tegmentalis
pedunculopontinus; SNC, Substantia nigra pars compacta; SNR, Substantia nigra pars reticulata,
xscp, Kreuzung des Pedunculus cerebellaris superior. Massstab = 90 pm.
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4.4. Zusammenfassung der Ergebnisse

1.

Die bilaterale intrastriatale Injektion von 6-OHDA flihrte zu einer robusten Zunahme der
spontanen Katalepsie, mit einer progredienten Zunahme im Zeitraum von 56 Tagen; im
Gegensatz dazu konnte eine Schwellendosierung Haloperidol keine erhéhte Katalepsie
nach 6-OHDA-Lé&sion deutlich machen.

Die 6-OHDA-Lé&sion bewirkte eine kontinuierliche Abnahme der Lokomotion und
vertikalen Exploration, sowie eine Zunahme der Immobilitat im Zeitverlauf von 56
Tagen.

Die bilaterale intrastriatale 6-OHDA-L&sion flhrte zu einer DA-Entleerung von 50 % im
dorsalen CPu mit einer geringen Zunahme des DA-Metabolismus (HVA/DA); im Acb
und mPFC hatte die 6-OHDA-Lasion keine Auswirkung auf die Gewebegehalte der
biogenen Amine und deren Metaboliten.

Korrespondierend dazu fiihrte die intrastriatale 6-OHDA-Lasion auf histologischer
Ebene zu einem Verlust TH-positiver Neurone in der SNC und im VTA (~ 50 %).
Pathomorphologische Veranderungen und der Nachweis von DNA-Fragmentation in
verbleibenden SNC Neuronen deuten auf anhaltende chronische, degenerative Prozesse
56 Tage nach Lasion hin.

56 Tage nach 6-OHDA-Léasion war die Anzahl der CB-positiven Neurone in der SNC und
im VTA erhoht.

56 Tage nach bilateraler intrastriataler 6-OHDA-Lasion konnte eine vermehrte
Expression der iTFs c-Fos und c-Jun in den Eingangsstrukturen (CPu, Acb) der dorsalen
Abb.23A) und ventralen Basalganglienschleifen beobachtet werden (Abb.23B). Weiterhin
konnte eine anhaltende Induktion von c-Fos und c-Jun in der SNC nachgewiesen
werden. c-Fos war chronisch nach 6-OHDA-L&sion im PPTg (Abb.23A) und im medialen
EA Komplex erhdht (Abb.23B).
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Abb. 23: Zusammenfassende Darstellung der Nettoinduktionen der iTFs c-Fos und c-Jun in der
dorsalen und ventralen Schleife der Basalganglien 56 Tage nach bilateraler intrastriataler 6-OHDA
Injektion. Acbc, Nucleus accumbens core Region; Acbsh, Nucleus accumbens shell region; BSTL/M,
Nucleus interstitialis striae terminalis laterale/mediale Division; Ce/Me, Corpus amygdaloideum
nucleus centralis/medialis, CPu, Nucleus caudatus/Putamen; LGP, Globus pallidus pars lateralis;
MD; Nucleus mediodorsalis thalami; MGP, Globus pallidus pars medialis; PPTg, Nucleus
tegmentalis pedunculopontinus; SNC, Substantia nigra pars compacta; SNR, Substantia nigra pars
reticulata; STN, Nucleus subthalamicus; VP, Pallidum ventrale; VA/VL/VM, Nucleus
ventroanterior/ventrolateralis/ventromedialis thalami; ACh, Acetylcholin; DA, Dopamin; GABA, -
Aminobuttersdure; GLU, Glutamat; Dicke Pfeile: Uberaktivitat; gestrichelte Pfeile: Unteraktivitat
(nach Pedersen und Schmidt, 2000a; Schmidt et al., 1992, ergénzt nach Alheid et al., 1995; Alheid und
Heimer, 1988).
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45. Diskussion

In diesem Teil der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine bilaterale Injektion
des Neurotoxins 6-OHDA in das dorsomediale CPu der Ratte progressive spontane
Verhaltensdefizite auslésen kann, hervorgerufen durch eine Degeneration DAerger Neurone
der SNC und einem korrespondierenden Verlust der DAergen Innervation des CPu. Als
mogliche Folge chronisch veranderter Transmitterbalancen konnte neben einer veranderten
Expression des Ca2+-bindenden Proteins CB im ventralen Mesencephalon auch eine
anhaltende selektive Expression der iTFs c-Fos und c-Jun in den Kerngebieten nachgewiesen
werden, die von der ,nigralen‘ und ,extranigralen‘ Pathologie bei der Parkinson-Krankheit
betroffen sind.

Entwicklung von Verhaltensdefiziten

Die vorliegenden Verhaltensexperimente zeigen, dass bereits eine partielle Lasion des
mesostriatalen DA-Systems zu Stérungen der normalen motorischen Aktivitat fihrt,
gemessen an der Entwicklung spontaner Katalepsie und der Abnahme der Spontanaktivitat
(Vorwartslokomotion, Exploration). Diese Befunde werden durch eine umfassende
tierexperimentelle Studie unterstltzt, die zeigte, dass bilaterale intrastriatale 6-OHDA
Injektionen im Zeitraum von 3 Monaten die ganze Bandbreite der Parkinson-Symptome wie
Akinese, Rigor, Tremor und auch kognitive (visuell-raumliche) Defizite bei der Ratte
ausldésen kann (Lindner et al., 1999). Spontane Messungen der Hebeldruckrate in einem
operanten Verhaltenstest (Bewegungsinitiation), und der Fahigkeit zur Haltungskorrektur in
einem ,forelimb adjustment’ Test (Rigor) zeigten ein ausgepragtes Defizit in den jeweiligen
Verhaltensantworten. Darliberhinaus war die Leistung des Langzeitgedachtnis im Morris-
Wasser-Labyrinth bereits eine Woche nach der Lasion beeintrachtigt, die Fahigkeit zur
Abspeicherung von visueller-riumlicher Information erst 12 Wochen nach der Lasion. Diese
Verhaltensdefizite waren mit einem substantiellen Verlust DAerger Neurone (79 %) in der
SNC, sowie einer dorsostriatalen DA-Entleerung von 77 % verbunden. Der DA-Gehalt im
PFC war unverdndert, so dass die beobachteten kognitiven Defizite durch den
dorsostriatalen DA-Verlust erklart werden konnten (Lindner et al., 1999). Wenige weitere
Studien zeigen, dass eine partielle bilaterale striatale DA-Entleerung anhaltende Defizite
sowohl in einem einfachen belohnten Hebeldruck-Test (Lindner et al., 1997), als auch in
einem konditionierten Reaktionszeittest, der komplexere, sensorimotorische Koordination
erfordert (Amalric et al.,, 1995; Amalric und Koob, 1987), auslost. Das Ausmass der
Verhaltensdefizite war jeweils mit dem Verlust der dorsostriatalen DA-Innervation
korreliert; eine partielle Entleerung (< 70 %) insbesondere des dorsolateralen CPu induzierte
nur Defizite in der Bewegungsinitiation (verspatete Reaktion auf den Lichtreiz) (Amalric et
al., 1995; Lindner et al., 1997), ausgedehntere Lasionen (> 70 %) des gesamten dorsomedialen
CPu fuhrten dagegen zu motorischen und kognitiven Defiziten (Aufmerksamkeitsverluste,
Stérung der Reiz-Antwort-Assoziation) (Amalric et al., 1995). In Ubereinstimmung mit
diesen bisherigen Studien zeigen die vorliegenden Verhaltensexperimente, dass bereits eine
partielle DA-Entleerung (50 %) des dorsomedialen CPu subtile motorische Defizite erzeugen
kann, die den Tieren im Haltungskafig nicht anzusehen sind. Die deutliche Abnahme des
Aufrichtens im ,open field* driickt zum einen die allgemeine Reduktion der Spontanaktivitat
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aus, sie mag aber auch Folge einer Haltungsinstabilitdit und einer sensorimotorischen
Stérung im gezielten Einsetzen der Vorderpfoten sein und somit die Defizite von Parkinson
Patienten bei der Anpassung der Kdrperstellung wahrend einer fortlaufenden Bewegung
reflektieren (Johnston et al., 1999).

Interessanterweise kann eine zusatzliche pharmakologische Inhibition der DA-Transmission
durch Blockade postsynaptischer DA D2-Rezeptoren mit Haloperidol zu einem Zeitpunkt,
an dem die spontanen Defizite bereits ausgepragt sind, keine weitere Verstarkung der
Katalepsie hervorrufen. Dieser Befund wiirde zunachst gegen die postulierte DA-Rezeptor
Supersensitivitat  sprechen, allerdings zeigte eine verhaltenspharmakologische
Untersuchung, dass partiell 6-OHDA-ladierte Ratten eine erhdhte Sensitivitat gegentber
Apomorphin-induzierter Schniffelstereotypie zeigen, aber keine Verstarkung der
Haloperidol-induzierten Katalepsie (Johnson et al., 1993). Dies legt den Schluss nahe, dass
spontane Messungen des Verhaltensparameters Katalepsie sensitiver fiir striatale DA-
Verluste sind, als die Neuroleptika-induzierte Katalepsie. Zusammen mit den angeftihrten
Studien zeigen die hier erhobenen Daten, dass das Tiermodell der partiellen bilateralen,
intrastriatelen 6-OHDA-Lasion Uber eine ,face’ Validitat fir motorische und kognitive
Abnormalitaten verfligt, die einem friihen Stadium der Parkinson-Krankheit entsprechen.
Die kontinuierliche Zunahme der Katalepsie im Zeitverlauf von 8 Wochen weist zunéachst
auf eine Progredienz der striatalen DA-Defizite hin (Sanberg et al., 1988; Schmidt et al., 1992),
und bringt somit funktionell die progressive Degeneration nigrostriataler DAerger Neurone
nach Lasion der Terminalen mit 6-OHDA (Sauer und Oertel, 1994) zum Ausdruck. Da
Akinese nicht nur durch eine Unterfunktion der DAergen Transmission erzeugt wird,
sondern auch an eine tonische GLU-Uberaktivitat im Striatum gebunden ist (Schmidt, 2000;
Schmidt und Kretschmer, 1997), ist es vorstellbar, dass die robuste Zunahme der Katalepsie
nicht nur durch die Degeneration des nigrostriatalen DA-Systems, sondern durch eine
funktionell Gberaktive GLUerge kortikostriatale Projektion vermittelt wird.

Die Zunahme der spontanen Katalepsie auch bei den Kontrolltieren wahrend wiederholten
Testens ist wahrscheinlich das Ergebnis eines kontextabhangigen Lernprozess (,experience-
induced catalepsy‘, Sanberg et al., 1988). Diese Beobachtung wird unterstitzt durch
vorangegangene Experimente, die eine klare Kontext-Konditionierung der Katalepsie
zeigten (Schmidt et al., 1999; Tzschentke und Schmidt, 1998).

,Primdre‘ neurodegenerative Prozesse im ventralen Mesencephalon

Die histologische Analyse DAerger Neurone im ventralen Mesencephalon zeigt einen
mittelschweren Zellverlust (50 %) TH-positiver Neurone in der SNC und dem VTA nach der
Injektion von 14 pug 6-OHDA pro Striatum. Lee und Kollegen zeigen @hnliche Verluste von
TH-Neuronen (47 % vs. kontralaterale Seite) 56 Tage nach der unilateralen intrastriatalen
Injektion von 12 pg 6-OHDA, die linear korrelierte mit der Abnahme des striatalen DA-
Gehalts (54 % vs. kontralaterale Seite) (Lee et al., 1996). Da vorangegangene Arbeiten mit
Hilfe retrograder neuroanatomischer Markierung gezeigt haben, dass es sich bei dem Verlust
TH-positiver Neurone nach intrastriataler 6-OHDA Injektion nicht um eine 6-OHDA-
bedingte Herabregulation des TH Proteins handelt (Sauer und Oertel, 1994), ist davon
auszugehen, dass die gemessenen Neuronenverluste Anzeichen einer chronisch
progredienten, retrograden transneuronalen Degeneration sind. Anhaltende Zellatrophie,
die zunachst wahrend der ersten 2 Wochen des Degenerationsprozess stark zunimmt (Sauer



88

und Oertel, 1994) und sich dann in den nachsten Wochen bis Monaten auf einem weniger
ausgepragten Niveau manifestiert (Lee et al., 1996; Sauer und Oertel, 1994), unterstreicht den
chronischen Charakter der Degeneration. Die zellulare Atrophie stellt demnach eine
pathomorphologische Veranderung dar, die dem eigentlichen Zelltod vorangeht (Lee et al.,
1996; Sauer und Oertel, 1994). Ultrastrukturelle Untersuchungen haben gezeigt, dass ein Teil
der verbleibenden TH-positiven Neurone der SNC ,aufgeltste* Zellkérper aufweisen, mit
einem auffallenden Verlust von Zellorganellen und einer undeutlichen Kernmembran, wobei
die TH IR in solcherart veranderten Zellkérpern kaum noch nachweisbar war (Ichitani et al.,
1994). Diese Befunde deuten auf zwei Phasen bei der retrograden Degeneration hin: (i) eine
akute Phase (bis zu 4 Wochen), in der der Neuronenverlust in der SNC als Folge der
Zerstorung DAerger Terminalen schnell voranschreitet (Kirik et al., 1998) und (ii) eine
chronische Degenerationsphase, in der moglicherweise Neurone mit weniger stark
geschadigten Terminalen zunéchst einem ,Funktionsverlust® (Verlust der TH IR) unterliegen,
bevor sie degenerieren. 8 Wochen nach der bilateralen intrastriatalen 6-OHDA Injektion
zeigen sich sowohl Zellatrophie als auch ,aufgeldste* Zellkdrper (Reduktion der Nissl-
Substanz und der Kernkompartimentierung) in der SNC, als Anzeichen langsam
voranschreitender Degeneration, was zusétzlich durch den Nachweis weniger Zellkerne mit
DNA-Fragmentation unterstitzt wird. Ob diese morphologischen Veranderungen Teil eines
apoptotischen oder nekrotischen Zelltods sind, lasst sich aufgrund der hier erhobenen Daten
nicht beurteilen. Es wurde gezeigt, dass 6-OHDA in vitro in PC12 Zellen und DAergen
Neuronen apoptotischen Zelltod auslésen kann, der zur Bildung von ROS fiihrte (Choi et al.,
1999) und abhangig von der Aktivierung von Caspase-3 (Ochu et al., 1998) war. In vivo
Studien zeigten, dass intrastriatale 6-OHDA Injektionen bis zum postnatalen Tag 42
Apoptose, gemessen an apoptose-spezifischen morphologischen Veranderungen, in der SNC
von Ratten auslésen kénnen (Marti et al., 1997). Ebenso induzieren MFB Lasionen und auch
intrastriatale 6-OHDA Injektionen DNA-Fragmentationen innerhalb von 14 Tagen in der
SNC von adulten Ratten (He et al., 2000a; Marti et al., 2000). Im Gegensatz dazu fanden sich
keine apoptose-relevanten morphologischen Verdnderungen nach der intranigralen
Inhjektion von 6-OHDA im adulten Tier (Jeon et al., 1995). Auf der Grundlage des bisherigen
Erkenntnisstands ist ein apoptotischer Zelltod als Folge der 6-OHDA-induzierten
retrograden transneuronalen Degeneration nicht auszuschliessen, kann aber mit der hier
eingesetzten Methode nicht eindeutig gezeigt werden. Wichtiger im Hinblick auf die
Relevanz dieses Degenerationsmodells fur die ,priméare* Pathologie der SNC bei der
Parkinson-Krankheit ist der exponentielle Verlauf der Degeneration nach einer initialen
Schadigung, die relativ schnell eine kritische Schwelle des Zellverlustes erreicht um zur
Symptomauspragung zu fihren. Dies entspricht der derzeit favorisierten Hypothese des
,one hit* Modells zur neuronalen Degeneration bei der Parkinson-Krankheit (Clarke et al.,
2000). Hiernach setzt der pathologische Verlust DAerger Neurone erst recht spat im Verlauf
des normalen Alterungsprozess ein, ausgeldst durch das schadigende Ereignis, fihrt dann
aber bereits nach wenigen Jahren zur Auspragung der Parkinson-Symptome (Clarke et al.,
2000; Dunnett und Bjorklund, 1999). Im Zusammenhang mit der Feststellung, dass bereits
partielle striatale DA-Entleerungen aufgrund einer subtotalen SNC Degeneration zu
funktionellen Defiziten fihren, erscheint das hier eingesetzte Tiermodell der intrastriatalen
6-OHDA-Lasion geeignet, mégliche neuroprotektive Behandlungsstrategien zu untersuchen.
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Selektive Vulnerabilitat und kompensatorische Mechanismen im ventralen Mesencephalon

Die vorliegende histologische Untersuchung zeigt eine Zunahme der CB-positiven Neurone
in der SNC und im VTA. Obwohl keine Doppelfarbungen gegen TH durchgefiihrt wurden,
zeigen die CB-positiven Neurone eine den TH-positiven Neuronen gleichende Morphologie,
wenn auch insgesamt weniger Neurone CB-positiv sind. Dies wird unterstitzt durch eine
neuroanatomische Studie, die diese Uberlappende Morphologie zeigte (McRitchie et al.,
1996). Bei der Ratte sind etwa 14 % der DAergen Neurone in der SNC CB-positiv, im VTA
sind es ca. 30 % (Nemoto et al., 1999). CB-positive, nicht-DAerge Neurone wurden in dieser
immunhistochemischen Untersuchung nicht nachgewiesen (Nemoto et al., 1999), umfassen
aber im ventralen Mesencephalon der Maus eine vernachlassigbare Subpopulation (Liang et
al., 1996). Der kombinierte Einsatz von anterogradem Axontracing mit Phaseolus vulgaris-
Leucagglutinin und immunhistochemischer Doppelfarbung gegen TH und CB hat gezeigt,
dass mesostriatale Projektionen in das Matrix Kompartiment den CB-positiven Neuronen
des dorsalen Bandes des ventralen Mesencephalon entspringen, die CB-negativen DAergen
Neurone des ventralen Bandes hingegen in das striatale Striosom Kompartiment projizieren
(Gerfen et al., 1987a; Gerfen et al., 1987b). Diese neuroanatomischen Arbeiten lassen den
Schluss zu, dass es sich bei den hier den gezahlten Neuronen um DAerge, CB-positive
mesostriatale Projektionsneurone handelt, im Gegensatz zu den kleineren, sternférmigen
nicht-DAergen Interneuronen. Demnach induziert die retrograde Degeneration der
mesostriatalen DAergen Neurone innerhalb von 8 Wochen eine Aufregulation von CB in
einem Teil der Uberlebenden Neurone.

Bisherige Befunde zur Rolle von CaBPs im degenerierenden mesostriatalen DA-System
lassen keinen unmittelbaren Schluss tber eine mdgliche neuroprotektive Wirkung zu. Eine
ahnliche Zunahme CB-positiver DAerger Neurone in der SNC —jedoch nicht im VTA- konnte
21 Tage nach unilateraler MFB Lasion mit 6-OHDA gezeigt werden (Tan et al., 1999), wobei
der allgemeine Zellverlust zu gross war, um von einem neuroprotektiven Effekt zu sprechen.
Weiterhin zeigten sich Calretinin-positive DAerge Neurone der SNC resistenter gegentber
der chronischen Degeneration nach intrastriataler 6-OHDA-Lé&sion (Kim et al., 2000; Tsuboi
et al.,, 2000), sowie der MPTP-induzierten Degeneration bei der Maus und beim Affen
(German et al., 1992; Liang et al., 1996). Die akute MPTP-Behandlung induzierte eine
Zunahme des CB-Gehalts in der A10 Zellgruppe (inkl. VTA) 3-6 h nach der Injektion (Ng et
al., 1996). Schliesslich konnte auch in der SNC von Parkinson Patienten eine relativ
verminderte Degeneration der CB-positiven catecholaminergen Mittelhirnneurone gezeigt
werden (German et al, 1992; Hirsch et al., 1992). Weiterhin scheint die selektive
Vulnerabilitat der SNC Neurone vom umgebenden CB-haltigen Neuropil anhangig zu sein:
der Neuronenverlust ist in dem CB-reichen Matrix Kompartiment geringer als in den CB-
armen Taschen (Nigrosomen) der SNC (Damier et al., 1999b; Damier et al., 1999a). Dies
veranlasste die Autoren zu der Vermutung, dass die Nigrosomen und Matrix
Kompartimente der SNC Uber einen unterschiedlichen Gehalt an Wachstumsfaktoren und -
rezeptoren oder auch intrazellularen Komponenten, die mit Exzitotoxizitat und oxidativem
Metabolismus in Verbindung stehen, verfiigen (Damier et al., 1999b).

Interessanterweise zeigte eine andere Studie, dass der Gehalt an CB-Protein und mRNA
spezifisch in den Gehirnregionen von Parkinson Patienten reduziert ist, die von der
Neurodegeneration am starksten betroffen sind, wie SNC, Nucleus Raphe dorsalis und
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Hippokampus (lacopino und Christakos, 1990). Diese Befunde lassen natlrlich keine
Aussage darlUber zu, ob die Abnahme von CB eine Folge der Neurodegeneration ist, oder
eine verminderte CB Expression die Fahigkeit zur Aufrechterhaltung der intrazellularen
Ca2*-Homeostase oder die Caz+-Pufferkapazitat reduziert und somit kausal zur erhéhten
Vulnerabilitat dieser Neurone gegenlber exzitotoxischen Prozessen beitragt. Ebenfalls
kontrovers ist der Befund, dass CB-positive Neurone des ventralen Mesencephalon
bevorzugt den Acbc innervieren (Tan et al., 1999), das Kompartiment des Acb, das ahnlich
wie das Matrix Kompartiment des CPu vulnerabler gegeniiber der 6-OHDA- (Zahm, 1991)
und MPTP-Toxizitat (Turner et al., 1988) ist. Weiterhin wurde gezeigt, dass DAerge Neurone
mit einem hohen Gehalt an DA-Transporter mRNA starker von der MPTP-induzierten
Degeneration betroffen sind, als jene mit niedrigem, unabhangig von der Menge des
exprimierten CB Proteins (Haber et al., 1995; Sanghera et al., 1997). Somit scheint es neben
den CaBP weitere Faktoren zu geben, die die Vulnerabilitdt der mesencephalen Neurone
gegenlber DAergen Neurotoxinen definiert.

Die hier gezeigte 6-OHDA-induzierte Zunahme CB-positiver Neurone kann auch als Teil der
Zellkorperreaktion einzelner Neurone auf eine chronische GLUerge Uberstimulation und
damit einen dauerhaft erhéhten Ca2+-Einstrom, vornehmlich Uber die ionotropen GLU-
Rezeptoren, betrachtet werden. Diese Vermutung wird gestltzt durch in vitro Experimente,
die gezeigt haben, dass eine langanhaltende Stimulation von Purkinjezellen mit Kainat,
AMPA oder GLU eine vermehrte CB-IR, begleitend zum Ca2+-Einstrom, zur Folge hat (Batini
et al., 1997). Die Uberexpression von CB durch stabile Transfektion eines CB-Vektors in eine
Astrozytomzellinie schitzte vor Ca2*-lonophor- und B-Amyloid-induzierter, Ca2*-
abhangiger Apoptose (Wernyj et al., 1999). In vivo induzierte ein akuter Status epilepticus
durch die systemische Gabe von Kainat eine sequentielle Zellkdrperreaktion im
Hippokampus der Ratte: einer schnellen Aufregulation von c-fos mRNA (30 min) folgten
eine vermehrte Expression von BDNF mRNA (1 h) und eine verspatete Zunahme der mRNA
von CB (3 h), die sich jedoch innerhalb von 24 h wieder normalisierte (Lee et al., 1997). Auf
dem Hintergrund dieser Daten scheint es mdglich, dass die anhaltende Expressionen von c-
Fos in der SNC 8 Wochen nach intrastriataler 6-OHDA Injektion Folge einer GLUergen
Uberstimulation ist, und wiederum Zellkorperreaktionen wie die Erhéhung der Ca2+-
Pufferkapazitat zur Folge hat, die die Uberlebensfahigkeit einiger Neurone sichern soll.
Konsequenterweise mag das relative Uberleben CB-positiver Neurone in der SNC von
Parkinson Patienten und in den erwahnten tierexperimentellen Studien kein Indiz flir eine
phéanotypisch festgelegte Vulnerabilitat gegentiber der Degeneration an sich sein. Vielmehr
scheint die Fahighkeit weniger Neurone ihre Ca2+-Pufferkapazitat an eine chronische
GLUerge Uberstimulation - die hier als wichtiger atiopathologischer Faktor zugrundegelegt
wird — anzupassen, ihr Uberleben langfristig zu gewahrleisten.

Die anhaltende Expression von c-Jun in wenigen Neuronen der SNC kann entsprechend der
Uberlegung, dass die hier hervorgerufene retrograde transneuronale Degeneration eine
Axotomie fur die betroffenen Neurone darstellt, als degenerative oder regenerative
Zellkdrperreaktion angesehen werden (Zusammenfassung in Herdegen und Leah, 1998).
Dies wurde auch von Jenkins und Kollegen vermutet, die eine anhaltende Expression von c-
Jun Uber 14 Tage nach unilateraler intrastriataler 6-OHDA-Lasion beobachetet haben
(Jenkins et al., 1993). Der hier eingesetzte monoklonale Antikorper ist spezifisch gegen das
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an Ser-63 phosphorylierte c-Jun Protein, das wiederum durch die stress-aktiviert c-Jun N-
terminale Kinase (JNK1) selektiv phosphoryliert wird. Da die JNKs und die anschliessende
Aktivierung von c-Jun ein Teil der zellularen Stressreaktion darstellen (Herdegen und Leah,
1998) ist bei der beobachteten chronischen c-Jun Expression von einer Zellkdrperreaktion auf
anhaltenden degenerativen Stress auszugehen. Dieser Schluss wird dadurch gestitzt, dass
die 6-OHDA-induzierte Degeneration DAerger Neurone in vitro durch eine ROS-abhangige
JNK-Aktivierung vermittelt wird (Choi et al., 1999) und ebenso die MPTP-induzierte
nigrostriatale Degeneration in der Maus (Saporito et al., 2000). Dartber, ob der chronischen
c-Jun Aktivierung in Neuronen der SNC eine GLUerge Uberaktivitat zugrunde liegt, die als
Folge verzdgerten Zellstress und —tod ausldst, kann hier jedoch nur spekuliert werden.

Veranderungen neuronaler Aktivitaten als Grundlage der ,extranigralen‘ Pathologie

Dorsales und ventrales Striatum

Der immunhistochemische Nachweis der beiden iTFs c-Fos und c-Jun zeigt eine anhaltende
Veranderung neuronaler Aktivitaten in Kerngebieten distal der primar von der retrograden
Degeneration betroffenen Neurone. Dies lasst zunachst auf eine voranschreitende
Degeneration nicht nur des mesostriatalen, sondern des gesamten mesotelencephalen DA-
Systems schliessen. Moglicherweise erfahren die derart ,markierten‘ Kerngebiete aber auch
eine veranderte Transmitterbalance im Sinne der postulierten sekundaren GLUergen
Hyperaktivitat (1.4.).

Bezugnehmend auf die funktionelle Anatomie der Basalganglien Schleifen findet sich eine
ausgepragte langanhaltende Expression der iTFs in den beiden Eingangsstrukturen der
dorsalen und ventralen Basalganglien Schleife, dem dorsalen (CPu) und ventralen
(Acbc/Acbsh) Striatum. Frihe Arbeiten haben gezeigt, dass sowohl die MFB Léasion mit 6-
OHDA als auch die Transsektion des MFB zu einer bis zu 3 Monate anhaltenden Expression
von FRAs und JunB im CPu und Acb fuhrt, jedoch nicht von c-Fos oder c-Jun (Dragunow et
al.,, 1991; Dragunow et al., 1995). Im CPU war die FRA-IR hauptsachlich in den
striatopallidalen Ausgangsneuronen lokalisiert (Jian et al., 1993). Parallel dazu induziert der
DA D2-Rezeptor-Antagonist Haloperidol eine vorlibergehende Expression von c-Fos, aber
eine Uber 3 Tage anhaltende Expression von FRAs in striatalen Neurone (Dragunow et al.,
1990), was darauf hindeutet, dass die Induktion von c-Fos auf einen akuten Stimulus hin
schnell aber voribergehend erfolgt, FRAs dagegen Uber langere Zeit nach einem akuten
Stimulus vorliegen und daher als ,chronische’ iTFs angesehen werden kdénnen (siehe 1.6.).
Weitere Experimente haben gezeigt, dass die akute, aber transiente striatale Induktion von c-
Fos Protein und mRNA nach unilateraler Injektion von 6-OHDA in das MFB oder DA D2-
Rezeptor Blockade mit Haloperidol abhéngig von der GLUergen Transmission im dorsalen
CPu ist (Cooper et al., 1995a; Schuller und Marshall, 2000; Ziélkowska und H6llt, 1993). Die
Koadministration der NMDA-Rezeptor-Antagonisten Ketamin (Cooper et al., 1995b), MK-
801 (Zidlkowska und Hollt, 1993) und (#)-3-(2-carboxypiperazin-4-yl)-propyl-phoshonaure
(CPP) sowie des AMPA-Rezeptor-Antagonisten 6,7- dinitroquinoxaline-2,3-dion (DNQX)
(Schuller und Marshall, 2000) blockierte die c-Fos Induktion nach ,DA-Entleerung‘, was die
Hypothese unterstiitzt, dass die neuronale Aktivitat striataler Projektionsneurone Uber
ionotrope GLU-Rezeptoren beeinflusst wird. Die Disinhibition der kortikofugalen Projektion
mit dem GABAAa-Rezeptor-Antagonisten Picrotoxin induzierte selektiv eine NMDA-
Rezeptor-abhangige c-Fos und JunB Induktion in striatopallidalen Neuronen der indirekten
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Bahn (Berretta et al., 1997) und verstarkte dariiberhinaus die Haloperidol-induzierte c-Fos
Expression selektiv im dorsolateralen CPu (Berretta et al., 1999). Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass eine Durchtrennung kortikofugaler Fasern die Apomorphin- und D-
Amphetamin-induzierte c-Fos Expression nach unilateraler nigrostriataler Degeneration
reduziert (Cenci und Bjorklund, 1993). Zusammengenommen stltzen diese
tierexperimentellen Befunde die Hypothese, dass die Veranderungen neuronaler Aktivitaten
striataler Ausgangsneurone nach Verlust der DAergen Innervation entscheidend durch die
tonische kortikostriatale GLU-Transmission beeinflusst wird. Da c-Fos in den hier
angefiihrten Studien ein transientes Signal darstellte, deutet die hier beobachtete Expression
von c-Fos, die noch 8 Wochen nach der initialen Schadigung des mesostriatalen DA-Systems
im Vergleich zu den intakten Tieren erhoht ist, auf eine dynamische Veranderung der
Transmittergleichgewichte im Striatum hin, und somit ein Signal fur die Induktion von c-Fos
darstellen. Die langsame chronische Degeneration der mesostriatalen DA-Neurone bildet
hierbei die Grundlage firr eine sekundére relative Uberfunktion der tonischen kortikalen
GLUergen Afferenzen und unterstitzt somit die postulierten Transmitterimbalancen im
dorsalen Striatum (Schmidt, 1995). Interessanterweise findet sich in beiden Subregionen des
Acb keine anhaltende c-Fos Expression, dafiir aber eine qualitativ erhthte phospho-c-Jun
Expression. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass die Stimulation von ionotropen
GLU-Rezeptoren in vitro die Expression von c-fos und c-jun induziert (Vaccarino et al., 1992),
und dass eine Stimulation striataler Primérkulturen mit GLU neben der Induktion von c-Fos
und c-Jun zu einer Ca2+-unabhagigen Aktivierung der JNK-c-Jun-Kaskade fuhrt die durch
NMDA-Rezeptoren vermittelt wird (Schwarzschild et al., 1997; Schwarzschild et al., 1999). In
vivo l6ste die intrastriatale Injektion des GLU-Rezeptor-Agonisten Quinolinat eine c-Fos
Expression in striatalen Projektionsneuronen aus (Aronin et al., 1991; Berretta et al., 1992),
wobei die Effekte auf die Expression von c-Jun in dieser Studie nicht untersucht wurden. Die
Hypothese, dass auch im Acb eine funktionelle GLUerge Uberaktivitat, vermittelt tber
ionotrope GLU-Rezeptoren einen erhoéhten Zellstress flr die accumbalen Neurone bedeutet
und entsprechende intrazellulare Stresskaskaden aktiviert, bleibt hier daher spekulativ,
zumal sich der hier erhobene Befund aufgrund einer allgemein schwachen IR nur auf eine
gualtitative Auswertung stitzt.

Cholinerge Hirnstammkerne

Ein weiterer wichtiger Befund, der die Vermutung unterstitzt, dass auch die von der
,extranigralen‘ Pathologie betroffenen Strukturen Uber eine selektive Vulnerabilitat,
moglicherweise aufgrund ihrer neuroanatomischen Verschaltungen verfligen, ist die
anhaltende Expression von c-Fos im PPTg. Diese Beobachtung wird dadurch unterstitzt,
dass unilaterale Lasionen der SNC mit 6-OHDA zu einer erhdhten Expression der
Cytochromoxidase Untereinheit | (COlI) mRNA im PPTg fuhrt (Orieux et al., 2000). Die
erhohte metabolische Aktivitat betraf vornehmlich Neurone, die den STN exzitatorisch
innervieren, und wird von den Autoren als mdglicher GLUerger Eingang diskutiert, der zur
Uberaktivierung des STN bei der Parkinson-Krankheit fihrt (Orieux et al., 2000). Ein
erhohter Glukose Verbrauch, als Zeichen fur eine erhdhte metabolische Aktivitat, konnte im
PPTg von unilateral intranigral 6-OHDA ladierten Ratten (Carlson et al., 1999) und MPTP-
behandelten Affen nach uni- und bilateraler nigrostriataler Degeneration beobachtet werden
(Mitchell et al., 1989; Palombo et al., 1990). Weiterhin konnte bei der Ratte eine erhthte
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Apomorphin-induzierte c-Fos Expression nach unilateraler MFB Lasion mit 6-OHDA im
PPTg gezeigte werden, wobei dies aufgehoben wurde, wenn den Tiere vorher embryonales
mesencephales Gewebe in das ipsilaterale Striatum implantiert wurde (Nakao et al., 1998)
und somit die DAerge Unterfunktion ausgeglichen wurde.

Trotz dieser tierexperimentellen Befunde ist der Aktivitatsstatus des PPTg bei der Parkinson-
Krankheit und damit sein Beitrag zur Symptomatik und zur progressiven Degeneration der
SNC derzeit noch unklar. Vermutlicherweise befindet sich der PPTg im Verlaufe der
chronischen Erkrankung in zwei Aktivitatszustanden: (i) einem frihen Uberaktiven,
,kompensierten‘ Zustand, den auch die Tiermodelle simulieren, und (ii) einem spaten
klinischen ,dekompensierten‘ Zustand, in dem er womdglich selbst von der Degeneration
betroffen ist (Hirsch et al., 1987; Jellinger, 1991; Zweig et al., 1989). Abb. 23A zeigt einen
hyperaktiven PPTg -gemessen an der anhaltenden c-Fos Expression- eingebunden in den
DA-denervierten Zustand der motorischen Basalganglien Schleife. Die anhaltende c-Fos
Expression im PPTg wird vermutlich durch eine GLUerge Stimulation eines chronisch
Uberaktiven STN angetrieben sein. Ein Uberaktiver PPTg wird zunéchst die verbliebenen
SNC Neurone verstarkt cholinerg und auch GLUerg (Lavoie und Parent, 1994) stimulieren,
um somit den striatalen DA-Verlust zu kompensieren (Lokwan et al., 1999). Die GLUerge
Komponente der pedunculopontinonigralen Projektion stellt aber hoéchstwahrscheinlich
neben der Uberaktiven subthalamonigralen GLUergen Projektion eine weitere Quelle fur die
postulierte exzitatorische Uberregung dar, die zur chronischen Degeneration der SNC
Neurone fuhrt. Somit kann der kompensatorisch Uiberaktive PPTg zur ,nigralen‘ Pathologie
beitragen. Diese Vermutung wird dadurch gestiitzt, dass die Degeneration der SNC im
MPTP-behandelten Affen durch eine vorangegangene unilaterale Lasion des PPTg mit
Kainat stark vermindert wird (Takada et al., 2000). Interessanterweise konnte im MPTP-
behandelten Affen trotz schwerer Verluste der DAerge Neurone keine Neurodegeneration
im PPTg beobachtet werden, so dass die Degeneration der cholinergen Neurone des PPTg
bei Parkinson Patienten vermutlicherweise eher ein Phédnomen des Endzustandes der
Erkrankung ist, unabhangig von der ,nigralen‘ Pathologie (Herrero et al., 1993).

Der Beitrag, den der PPTg zur Parkinson-Symptomatik leistet wird abhangig von seinen
Aktivierungszustanden diskutiert. Im ,kompensierten‘ Zustand, wird er wahrscheinlich den
bereits Uberaktiven STN durch die erregende, reziproke Verschaltung (Lavoie und Parent,
1994) weiter verstarken (Orieux et al., 2000) und somit zur GLU-bedingten Manifestation der
Symptome beitragen (Schmidt, 2000; Starr et al., 1997). Dies wird ebenfalls dadurch
unterstitzt, dass PPTg Lasionen die motorischen Defizite der MPTP-behandelten Affen
reduzierten (Takada et al., 2000). Im Verlauf der fortgeschrittenen Erkrankung scheint ein
dysfunktioneller ,dekompensierter’ PPTg entscheidend zur Akinese sowie Gang- und
Haltungsstérungen, die durch DAerge Therapie nur gering verbessert werden, beizutragen
(Pahapill und Lozano, 2000). Hierbei wird angenommen, dass die inhibitorischen Afferenzen
der Basalganglien Ausgangskerne MGP/SNR den PPTg verstarkt inhibieren, was wiederum
zu einer verminderten Bahnung der Kerne in der Formatio reticularis und in Folge einer
abnormalen Aktivitat der Motorneurone im Rickenmark fuhrt. Diese kdnnen folglich auf
motorische Befehle aus dem Kortex nicht addquat -im Sinne einer Bewegungsinitiation-
reagieren (Delwaide et al., 2000). Mit dieser Hypothese liesse sich auch die beobachtete
Degeneration des PPTg vereinbaren, wodurch ebenfalls eine verminderte Bahnung der
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reticularen Neurone entstehen wirde. Auf der Grundlage der hier diskutierten
experimentellen und klinischen Befunde kommt dem PPTg sehr wahrscheinlich eine
wichtige Rolle bei der Parkinson-Krankheit zu und macht ihn im Hinblick auf anti-GLUerge
therapeutische und protektive Strategien neben dem STN zu einem wichtigen Basalganglien-
assoziierten Kerngebiet.

,Extended Amygdala‘

,Extranigrale’ Veranderungen, gemessen an einer anhaltenden Expression von c-Fos nach
intrastriataler 6-OHDA-Lasion, betreffen auch limbische Strukturen, hier besonders die
Kerne des medialen EA Komplex mit dem BSTM und dem Me. Unter dem Aspekt, dass die
Parkinson-spezifischen Lasionsmuster auch Teile des limbischen Systems wie die
Subregionen der Amygdala und den BST umfassen (Braak und Braak, 2000; Mattila et al.,
1999), mag die c-Fos Expression bereits Teil einer veranderten neuronalen Aktivitat sein, die
chronisch zu Verdnderungen des Zytoskeletts und auch Degeneration fiihrt. Diese
Beobachtung wird prinzipiell dadurch gestiitzt, dass bilaterale intranigrale 6-OHDA
Injektionen zu einer akuten (bis 24 h) erhdhten Expression von ¢-Fos in Kernen der EA flhrte
(Pedersen und Schmidt, 2000b). Aufgrund der derzeitigen Datenlage Uber die Interaktion der
DAergen und GLUergen Transmission in den Kernen der EA, kdnnen hier nur Vermutungen
Uber die verantwortlichen Mechanismen, wie z.B. eine verdnderte Transmitterbalance,
angestellt werden. Es wurde gezeigt, dass der DA D1-Rezeptor-Agonist SKF 38393, nicht
aber der D2-Rezeptor-Antagonist Sulpirid im Me akut c-Fos induziert (Radulovic et al.,
2000). Im Vergleich dazu hatte NMDA allein keine Effekte auf die c-Fos Expression im Me,
reduzierte aber die SKF 38393-induzierte c-Fos Expression. Zwischen Sulpirid und NMDA
konnte keine Interaktion festgestellt werden, allerdings reduzierte Sulpirid die SKF 38393-
induzierte c-Fos Expression im Me (Radulovic et al., 2000). Ahnlich wie im CPu trieb im Me
eine D1-Rezeptorstimulation die NMDA-Rezeptor-vermittelte c-Fos Expression an,
allerdings scheint es im Gegensatz zum CPu keine Interaktion mit DA D2-Rezeptoren und
NMDA-Rezeptoren zu geben. Die moderate DAerge Innervation des Me aus dem
Mesencephalon (Bjérklund und Lindvall, 1984; Weiner et al., 1991) und die Tatsache, dass
ebenfalls nur geringe Mengen an DA D1-Rezeptor mRNA und keine D2-Rezeptor mRNA
(Wamsley et al.,, 1989; Weiner et al., 1991) im Me nachgewiesen wurde, kdnnte die
ausbleibende c-Fos Aktivierung im Me nach Sulpirid erkléaren. Gleichzeitig deuten diese
neuroanatomischen Grundlagen darauf hin, dass die anhaltende Induktion von c-Fos nicht
einfach durch eine verminderte DAerge Innervation und GLUerge Uberaktivitat im Me
erklart werden kann. Der mediale EA Komplex stellt ein neuroanatomisches Kontinuum dar,
gebildet aus dem BSTM am rostromedialen Ende und dem Me am kaudomedialen Ende
(Alheid et al., 1995; Alheid und Heimer, 1988), in dem die Information durch ,feedback’
Verschaltung prozessiert wird. Der BSTM erhélt eine ausgepragte DAerge Innervation aus
der SNC und dem VTA (Bjérklund und Lindvall, 1984) und wird somit in Folge der
chronischen Degeneration des mesotelencephalen DA-Systems eine gewisse DA-
Hypofunktion erfahren. Es ist bis jetzt spekulativ, ob die anhaltende c-Fos Induktion im
BSTM als eine erhohte neuronale Aktivitit in Folge einer funktionellen GLUergen
Uberaktivitat, entsprechend dem dorsalen CPu, anzusehen ist. Die Vergleichbarkeit der
funktionellen Neuroanatomie des EA System mit dem striatopallidalen ,feedback‘ System,
sowie die beteiligten Neuronentypen, (medium-sized spiny | Projektionsneurone) (Alheid
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und Heimer, 1988) lassen jedoch die Vermutung zu, dass auch ahnliche Interaktionen der
beteiligten Transmittersystem vorliegen. Ebenso spekulativ nach dem derzeitigen
Erkenntnisstand ist die Uberlegung, dass eine chronische Aktivierung von c-Fos zu den
zytoskeletalen Veréanderungen und zur Bildung von Lewy Koérper und Neuriten fihrt.
Auffallig erscheint jedoch die Parallele zwischen der Pathoanatomie in der Parkinson-
Krankheit (BST und Amygdala stark betroffen) (Braak et al., 1996; Braak et al., 2000b) und
den selektiven Aktivierungsmustern nach bilateraler Lasion des mesotelencephalen DA-
Systems.

Zusammenfassung

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass eine partielle bilaterale
Lasionen des mesostriatalen DA-Sytems ein geeignetes Tiermodell fur praklinische bis friihe
klinische Stadien der Parkinson-Krankheit darstellt. Die robusten Verhaltensdefizite sowie
die langsame, progrediente Degeneration der DAergen Neurone im Mesencephalon
charakterisieren die ,primare’ Pathologie der SNC und verleihen dem Tiermodell eine
konstruktive und ,face’ Validitat hinsichtlich der Pathologie und Symptomatik der
Parkinson-Krankheit. Die Beobachtung, dass auch das Phdnomen der ,extranigralen’
Pathologie ebenfalls, selektiv in Kernen der Basalganglien Schleifen, im cholinergen
Hirnstamm und im limbischen System simulierte werden kann, unterstreicht die Validitat
des Modells und macht es zu einem ,cross species’ Modell der neuropathologischen
Veranderungen bei der Parkinson-Krankheit. Da symptomatische und maéglichwerweise
auch neuroprotektive Strategien, die entweder auf einer Wiederherstellung der DAergen
Transmission oder einer anti-GLUergen Wirkung beruhen, vermutlicherweise am
effektivsten in einem frihen Stadium der Erkrankung einzusetzen sind, stellt die partielle
bilaterale striatonigrale Degeneration ein geeignetes Tiermodell zu deren Untersuchung dar.
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5. Wirkung von Dopamin D2-Rezeptor-Agonisten auf die
neurodegenerativen Effekte der 6-OHDA-L&sion

5.1. Einfuhrung

Die DA-Substitutionstherapie mit L-DOPA stellt nach wie vor die effizienteste und am
weitesten verbreitete Symptombehandlung der Parkinson-Krankheit dar (Cotzias et al., 1969;
Jenner, 2000; Yahr et al., 1969), insbesondere Akinese und Rigor kénnen in friihen bis
mittleren Stadien der Erkrankung aufgehoben werden kénnen (Dunnett und Bjorklund,
1999). Etwa 70 - 75 % der Parkinson Patienten entwickeln jedoch innerhalb der ersten 5 Jahre
nach Behandlungsbeginn schwere motorische Stérungen (Inzidenz: 10 % pro Jahr nach
Beginn der Medikation (Baas, 2000). Dies sind vornehmlich Dyskinesien, die sich in
choreatischen oder dystonen Bewegung der Extremitaten oder der Gesichtsmuskulatur und
Stereotypien dussern (Baas, 2000). Das Auftreten der L-DOPA-induzierten Dyskinesien (LID)
oder genereller DA-Mimetika induzierte Dyskinesien (DID) ist hochstwahrscheinlich
abhangig von der voranschreitenden Degeneration des DAergen Systems (Hagan et al., 1997;
Obeso et al., 2000b) limitiert jedoch das therapeutische Spektrum der L-DOPA Therapie
entscheidend (Grandas et al., 1999). Die Kombinationetherapie von L-DOPA mit direkten
DA-Rezeptor-Agonisten wie Apomorphin (Agid et al., 1979), Pergolid (LeWitt et al., 1983a),
Bromaocriptine (Przuntek et al., 1996; Reader und Dewar, 1999), Lisurid (Parkes et al., 1981;
Rinne, 1999), Ropinirol (Rascol et al., 2000) und Cabergolin (Lera et al., 1993; Rinne et al.,
1997) kann den Beginn der Dyskinesien verzdgern. Ebenso zeigen klinischen Studien, dass
die de novo Behandlung mit Bromocriptine oder Lisurid die Inzidenz fir Dyskinesien
reduziert (Lees und Stern, 1981; Montastruc et al., 1989).

Im Tiermodell kann eine chronische L-DOPA Medikation von MPTP-behandelten Affen ein
dyskinetisches Syndrom auslésen, das dem der Parkinson Patienten entspricht(Bedard et al.,
1986; Pearce et al., 1995). Ratten mit unilateraler 6-OHDA-L&sion des mesostriatalen DA-
Systems zeigen nach chronischer L-DOPA Behandlung eine verstarkte motorische
Verhaltensantwort, insbesondere beim DA-Agonisten-induzierten Rotationsverhalten (siehe
1.7.4.) (Carey, 1991), aber auch ,abnormal involuntary movements’ (AIMSs), ein
pathologisches Verhaltensmuster @hnlich den Dyskinesien (Andersson et al., 1999; Cenci et
al., 1999).

Die pathophysiologischen und biochemischen Veranderungen die der DID zugrunde liegen
sind bisher nicht aufgeklart. Bislang konnte keine einfache Korrelation zwischen einer
Veranderung der striatalen DA D1- und/oder D2-Rezeptordichte und dem Auftreten von
DIDs bei Parkinson Patienten (Turjanski et al., 1997) oder MPTP-behandelten Affen
nachgewiesen werden (Zusammenfassungen in Bedard et al.,, 1999; Calon et al., 2000a;
Jenner, 2000). Vielmehr scheinen komplexe Verdnderung striataler Projektionswege und
damit ein veranderter funktioneller Status der Basalganglien, der sich von der Physiologie
des normalen oder DA-denervierten Tieres unterscheidet, zur Entstehung der DIDs
beizutragen (Calon et al., 2000a; Chase et al., 1993; Engber et al., 1991). Zahlreiche
tierexperimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dass sowohl Veranderungen im Gehalt an
kolokalisierten Neuropeptiden in den striatalen Projektionsneuronen (Cenci et al., 1998;
Chritin et al., 1993; Engber et al., 1991; Gerfen et al., 1990; Henry et al., 1999; Jenner, 2000), als
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auch Veranderungen in der GABAergen und GLUergen Transmission im Striatum und den

Ausgangsstrukturen der Basalganglien (Calon et al., 1995; Calon et al., 1999; Cenci et al.,

1998; Engber et al., 1991) mit dem Auftreten der motorischen Stérungen in Verbindung

gebracht werden kénnen. Ein entscheidender Faktor bei der Induktion von DIDs scheint die

Pharmakokinetik und -dynamik der DA-Rezeptorstimulation zu sein. Pulsatile Stimulation,

wie sie der Pharmakodynamik der L-DOPA Stimulation entspricht, induzierte im Tiermodell

eher Dyskinesien, als eine kontinuierliche Stimulation, mit langwirksamen DA-Agonisten
oder einer kontinuierlicher Applikation von L-DOPA (Calon et al., 1995; Morissette et al.,

1996). Ebenso war eine kontinuierliche Gabe von L-DOPA wirksam, die 6-OHDA-

induzierten Verdnderungen im Glukoseverbrauch sowie der Neuropeptilevel in den

Basalganglien zu normalisieren (Engber et al., 1990; Engber et al., 1991). Ahnliche Befunde

zeigen, dass die 6-OHDA- oder MPTP-induzierte anhaltende Induktion von iTFs im Striatum

(insbesondere FosB, AFosB) nach chronischer pulsatiler Gabe von L-DOPA mit der

Ausbildung von AlMs bei der Ratte (Andersson et al., 1999) und Dyskinesien beim Affen

(Doucet et al., 1996) korreliert, und dass eine kontinuierliche DA-Rezeptorstimulation mit

dem langwirksamen Agonisten Cabergolin zu einer Reduktion der MPTP-induzierten AFosB

Expression fihrte, ohne dass Dykinesien beobachtet wurden (Doucet et al.,, 1996). Die

Entwicklung der DIDs erfordert sowohl bei Parkinson Patienten, als auch im Versuchstier

einen ,priming‘ Prozess durch eine oder mehrere pulsatile DA-Rezeptorstimulation mit L-

DOPA oder kurzwirksame DA-Agonisten (Pinna et al., 1997; Pollack et al., 1997). Sobald die

Dyskinesien voll entwickelt sind, zeigt sich eine verstarkte Verhaltensantwort bei erneuter

Substanzgabe, selbst nach einem langeren behandlungsfreien Zeiteraum. Dieses Phanomen,

urspringlich beschrieben als Verhaltenssensitivierung in Folge wiederholter Exposition mit

Psychostimulantien (Zusammenfassungen in Kalivas, 1995; Kalivas und Stewart, 1991) zeigt

die Charakteristik von Lernprozessen, ahnlich der ,long-term potentiation® (LTP). Dies

wiederum impliziert langfristige molekulare, biochemische und elektrophysiologische

Veranderungen in striatalen Neuronen, die wahrscheinlich an den Einfluss von GLU uber

NMDA- oder auch AMPA-Rezeptoren (Marin et al., 2000) gebunden sind

(Zusammenfassungen in Calabresi et al., 2000a; Calon et al., 2000a). Im weiteren Sinnne

sprechen alle diese Befunde daflir, dass eine Wiederherstellung des physiologischen DA-

Tonus durch kontinuierliche DA-Substitution bereits frih im Krankheitsverlauf sowohl

,phrophylaktische als auch palliative Verbesserungen fiir Parkinson Patienten‘ verspricht

(Chase, 1998).

Unter der Annahme, dass eine kontinuierliche DA-Substitution, im Gegensatz zu einer

diskontinuierlichen DA-Rezeptorstimulation, nach DAerger Denervation den Verlust der

physiologischen DAergen Kontrolle {ber die GLU-getriebene Aktivitat striataler

Projektionsneurone kompensieren kann, und somit im Verlauf der chronischen Behandlung

die Auspragung einer verstarkten Verhaltensanwort (Sensitivierung) und zugrundeliegende

zellulare Veranderungen inhibiert werden, sollen folgende Fragestellungen im

Verhaltensexperiment sowie in post mortem Analysen bearbeitet werden:

1. Welche Effekte hat die chronische Behandlung mit dem langwirksamen DA-Rezeptor-
Agonisten Cabergolin (Plasmaelimination Ti,2: 65-100 h) (Benedetti et al., 1990) auf die
Verhaltensdefizite, ausgel6st durch eine partielle bilaterale striatonigrale 6-OHDA-Lasion,
im Vergleich zu Lisurid, einem DA-Agonisten mit kurzer Plasmahalbwertszeit (T1/2:3 h)
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(Himpel et al., 1981)? Induziert die pulsatile DA-Stimulation tber 4 Wochen im DA-
denervierten Tier ein Sensitivierung der motorischen Verhaltensantwort, und wird diese
durch die kontinuierliche DA-Rezeptorstimulation unterbunden.

. Einige tierexperimentelle Untersuchungen am MPTP-behandelten Affen und an unilateral
6-OHDA ladierten Ratten haben gezeigt, dass die LIDs bzw. AlMs auffallend assoziiert
war mit einer Zunahme bzw. anhaltenden Expression von FRAs, insbesondere FosB und
AFosB im dorsalen und ventralen Striatum (Andersson et al., 1999; Doucet et al., 1996).
Diese chronisch veranderte Genexpression wird auf eine Uberaktive GLUerge
Transmission infolge der DA-Denervation zurlckgefuhrt, die zusatzlich durch die
unphysiologische pulsatile DA-Rezeptorstimulation mit L-DOPA verstarkt wird (Calon et
al., 2000b). Hieraus ergibt sich die Frage, ob die chronische Behandlung mit dem
kurzwirksamen DA-Agonisten Lisurid eine anhaltende iTF Aktivierung (c-Fos, c-Jun)
induziert bzw. die 6-OHDA-induzierte iTF Expression verstarkt, und ob dies durch die
kontinuierliche DA-Stimulation mit Cabergolin normalisiert wird.

. Welche biochemischen und neurochemischen Veranderungen induziert die chronische
Behandlung mit Cabergolin und Lisurid im Vorderhirn, gemessen an der Anzahl und den
Bindungseigenschaften striataler DA-Rezeptoren, sowie dem Gehalt an biogenen Aminen
und deren Metaboliten?

. Die Behandlung mit DA-Rezeptor-Agonisten gewinnt zunehmend an Interesse im
Hinblick auf neuroprotektive Effekte (Olanow et al., 1998). Es ist Bestandteil der aktuellen
Debatte zur Pathogenese der Parkinson-Krankheit, ob die Synthese, der Metabolismus
und die Freisetzung von DA Uber die Bildung von ROS einen wichtigen Faktor bei der
Entstehung von oxidativem Stress darstellt. Somatodendritische DA D2-Autorezeptoren
auf SNC Neuronen (Filloux et al., 1988) regulieren die DA-Freisetzung hauptsachlich im
somatodendritischen Bereich, jedoch weniger in den Axonterminalen (Cragg und
Greenfield, 1997), so dass eine kontinuierliche Stimulation dieser Autorezeptoren die DA -
Freisetzung und auch Synthese von DA Uber die Inhibition der TH (O'Hara et al., 1996)
langfristig vermindert. Dies kdnnte in bereits gestressten DAergen Neuronen protektive
Effekte habe, und méglicherweise ihr Uberleben sichern. Weiterhin wird eine Behandlung
mit DA-Agonisten zu einer Wiederherstellung des DAergen Tonus fuhren (Olanow und
Tatton, 1999) und entsprechend der GLUergen Uberfunktion des STN und des PPTg
(siehe 4.5.) entgegenwirken, womit die postulierte STN-/PPTg-vermittelte Exzitotoxizitat
zumindest vermindert wirde. Histologische Untersuchungen der mesencephalen
Neurone in der SNC und im VTA sollen eine Aussage Uber diese mdglichen
neuroprotektiven Effekte der friihen Behandlung (Beginn: 8 Tage nach Lasion) mit DA-
Agonisten ermdglichen. Im gleichen Zusammenhang soll die Untersuchung der CB-
positiven Neuronenpopulationen mdgliche kompensatorische Mechanismen erkennen
lassen.

. Es wurde gezeigt, dass eine partielle mesostriatale DAerge Degeneration langanhaltend
Veranderungen neuronaler Aktivitaten in verschiedenen Strukturen der Basalganglien
und des limbischen Systems induzieren kann (siehe 4.5.) womit die postulierten
Transmitterimbalancen teilweise unterstiitzt werden. Hier soll nun untersucht werden, ob
eine frlhe und dauerhafte DA-Substitution den DAergen Tonus auch in ,extranigralen
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Bereichen wiederherstellen kann und dies Effekte auf die 6-OHDA-induzierten
veranderten Expressionmuster von c-Fos und c-Jun hat.

5.2. Versuchsdurchfuhrung

FUr den Versuch zur Wirkung einer Langzeitbehandlung mit DA D2-Rezeptor-Agonisten
auf die neurodegenerativen Effekte der intrastriatalen 6—OHDA Lasion wurden 56 adulte,
mannliche Sprague-Dawley Ratten operiert. Nach angebenem Operationsverfahren (siehe
3.2) wurden pro Striatum 20 pg/Z2ul 6-OHDA (N=46), verteilt auf zwei Injektionsorte an
folgenden Injektionskoordinaten infundiert: AP: 0.5/-0.4 mm, lateral: +2.8/+3.4 mm,
dorsoventral: -5.0/-4.8 mm. Kontrolltieren (N=10) wurde das entsprechende Volumen (2 x 1
ul/Striatum) 0.1 % Ascorbat, 0.9% NaCl infundiert. Am Tag 9 nach der Lasion wurde mit der
taglichen Behandlung mit Saline (Kontrolle-SAL: N=10; OHDA-SAL: N=13, 1 ml/kg, s.c., 1x
taglich 0900), Cabergolin (OHDA-CAB: N=15, 0.25 mg/kg s.c., 1x taglich, 0900) bzw. Lisurid
(OHDA-LIS: N=11, 0.25 mg/kg s.c., 2x taglich, 090 und 1600) {ber einen Zeitraum von 28
Tagen, begonnen. Die Tiere wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Lasion auf
spontane (Lasions-bedingte), Apomorphin-induzierte (0.5 mg/kg s.c.), sowie substanz-
induzierte (30 min nach Applikation) Verhaltensveranderungen getestet (siehe 3.5.). Die
Gehirne wurden 38 Tage nach der Lasion flr neurochemische (siehe 3.6.1), biochemische
(siehe 3.7.1.) und histologische (siehe 3.8.1.) Untersuchungen entnommen und prapariert.
Der Zeitplan fur die Versuchsdurchfiihrung ist in Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabelle 8: Zeitplan der Versuchsdurchfiihrung

Tag Behandlung/Versuch
0 Operation
8 Spontanverhalten: Katalepsie, Lokomotion, Exploration, Schnuffeln
Apomorphin-induziertes Verhalten: Lokomotion, Exploration, Schniiffeln
9 Beginn der Behandlung mit DA-Agonisten
Substanz-induziertes Verhalten: Lokomotion, Exploration, Schniiffeln
36 Ende der Behandlung mit DA-Agonisten
Substanz-induziertes Verhalten: Lokomotion, Exploration, Schniiffeln
37 Spontanverhalten: Katalepsie, Lokomotion, Exploration, Schniffeln
Apomorphin-induziertes Verhalten: Lokomotion, Exploration, Schniiffeln
38 Dekapitierung, Perfusion

5.3 Ergebnisse

Von 46 Tieren die eine bilaterale 6-OHDA-Lasion erhalten hatten, verstarb ein Saline-
behandeltes Tier (entspricht 7% Léasions-bedingte Ausfallrate) und 3 Lisurid-behandelte Tier
(entspricht 21 % substanzbedingter Ausfallrate). Die Uberwachung der Kérpergewichte
ergab Unterschiede in der Gewichtszunahme (Abb. 24) zwischen den Behandlungsgruppen
Uber den Beobachtungszeitraum [2-ANOVA flur Faktor ZEIT: Fs25=17.5, p<0.0001], mit
bedeutenden Substanzeffekten [2-ANOVA flr Interaktion: Fi5203=2.02, p=0.01]. Die
Behandlung mit Lisurid l6ste akut, 20 min nach Injektion, eine gesteigerte Lokomotion im
Haltungskafig aus, die von starkem Speichelfluss, interindividueller Aggression und
homosexuellen Verhalten begleitet wurde, sich jedoch innerhalb von 2-3 h nach Applikation
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normalisierte. Derartige Verhaltensveranderungen wurden nicht beobachtet nach der
Injektion von Cabergolin.

5.3.1. Spontanverhalten

Katalepsietest

Die intrastriatale 6-OHDA-Lasion fuhrte zu einer Zunahme der Abstiegslatenzen, die Uber
den Behandlungszeitraum erhalten blieb (Abb. 25). Die chronische Behandlung mit Lisurid
fuhrte zu einer Zunahme der Katalepsie im Vergleich zu den anderen Behandlungsgruppen
[Kruskal-Wallis ANOVA: Gitter: x2=18.03, p=0.0004; Stange: *2=21.13, p<0.0001] und im
Vergleich zum Prétest am Tag 8 [Friedman ANOVA: Gitter: y2=11.0, p=0.0009; Stange:
x2=4.5, p=0.03]. Wiederholtes Testen fuhrte bei den Saline behandelten Kontrolltieren zu
einer signifikanten Zunahme der Abstiegslatenzen [Friedman ANOVA: Gitter: y2=9.0,
p=0.003; Stange: x2=8.1, p=0.004].

,open field* mit ,hole board"

Bezliglich der untersuchten Verhaltensparameter induzierte die intrastriatale 6-OHDA-
Lasion eine signifikante Abnahme der lokomotorischen und explorativen Aktivitat (Abb. 26),
ohne Effekte der DA-Agonisten Behandlung. Die Immobilitdt nahm 8 Tage nach Léasion zu
[Kruskal-Wallis ANOVA: y2=13.4, p=0.004], und verstarkte sich bei den OHDA-SAL Tieren
innerhalb  von 4 Wochen weiterhin [Friedman-ANOVA: ¢2=8.3, p=0.004]. Die
Vorwadrtslokomotion (Felderwechsel) war ZEIT-abhéangig signifikant reduziert [F12s=53.4,
p<0.0001] mit einer signifikanten Interaktion zwischen BEHANDLUNG und ZEIT [F.115=3.4,
p=0.01]. Die Analyse der vertikalen Exploration ergab eine ZEIT-abhangige [F125=23.2,
p<0.0001] Abnahme des Aufrichtens, mit einer signifikanten Interaktion [Fs115=3.6, p=0.02].
Weiterhin war die Anzahl der ,head dips* LASIONS-bedingt reduziert [F3s7=8.8, p<0.0001],
mit einer signifikanten ZEIT-BEHANDLUNGS Interaktion [Fs115=8.1, p<0.0001].

Experimentierkammer

Die in der Experimentierkammer ermittelten Verhaltensparameter (Abb. 27) zeigen eine 6-
OHDA-induzierte Zunahme der Immobilitat [Kruskal-Wallis ANOVA, y2=44.1, p<0.0001],
die bei wiederholtem Testen in der Kontrolle-SAL und Cabergolin behandelten Gruppe
zunahm [Friedman-ANOVA: Kontroll-SAL: %2=10, p=0.002, OHDA-CAB: y2=8.1, p=0.005].
Post-hoc Tests ergaben eine signifikante Abnahme des spontanen Schniffelns in der
Kontrolle-SAL Gruppe [2-ANOVA fir Interaktion: F3111=7.25, p=0.0002] und eine ZEIT-
abhangige Abnahme der Drehungen in der Kontrolle-SAL, OHDA-LIS und OHDA-CAB
Gruppe [2-ANOVA: F127=81.6, p<0.0001].

5.3.2. Substanz-induziertes Verhalten

,open field* mit ,hole board"

Die akute Behandlungen mit Lisurid reduzierten die vertikale Exploration [F3¢0=44.8,
p<0.0001] und die Zahl der ,head dips‘ [Fs90=13.3, p<0.0001] signifikant (Abb. 28C,D).
Zusatzlich induzierte die chronische Lisuridbehandlung eine signifikante Zunahme der
Vorwadrtslokomotion [2-ANOVA fir Interaktion: Fs;110=22.4, p<0.0001] (Abb. 28B). Die erste
Lisuridgabe loste eine Zunahme der Immobilitdt aus [Kruskal-Wallis ANOVA: ¢2=20.4,
p=0.005] (Abb. 28A), gekennzeichnet durch ausgepragtes stereotypes Schuffeln (s.u.), die
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jedoch nach chronischer Substanzgabe aufgehoben wurde [Friedman-ANOVA: y2=2.4,
p=0.007], zugunsten der Lokomotion (Abb. 28B).

Experimentierkammer

Die akute Lisuridapplikation (Abb. 29) loste sowohl bei der ersten Gabe als auch nach
chronischer Behandlung stereotypes Schniffeln in der Experimentierkammer aus [2-
ANOVA flr Interaktion: F3119=5.13, p=0.003]. Weiterhin zeigten die chronisch Lisurid-
behandelten Tiere stereotypes Drehen um die eigene Korperachse [2-ANOVA flr
Interaktion: F3119=3.4, p=0.02].

5.3.3. Apomorphin-induziertes Verhalten

,open field* mit ,hole board"

Die Injektion von 0.5 mg/kg Apomorphin am Tag 8 Tage nach 6-OHDA-Léasion reduzierte
signifikant die Vorwartslokomotion (Abb. 30B), parallel dazu war die Immobilitat,
gekennzeichnet durch stereotypes Schnuiffeln auf der Stelle, bei diesen Tieren erhdht
[Kruskal-Wallis ANOVA: y2=14.4, p=0.04]. Weiterhin ergab die 2-ANOVA eine signifikante
Interaktion zwischen BEHANDLUNG und ZEIT fir den Parameter Felderwechsel [Fs,110=4.4,
p=0.007].

Experimentierkammer

Apomorphin loste stereotpyes Schniffeln in der Experimentierkammer aus [2-ANOVA flr
BEHANDLUNG: F;54=2.8, p=0.04], das 8 Tage nach 6-OHDA-Lasion verstarkt war
gegenltber den Kontrolltieren (Abb. 31A). Die chronische Behandlung mit den DA-
Agonisten hatte darauf keinen weiteren Effekt, genausowenig konnte Apomorphin ein
BEHANDLUNGS-bedingtes, verstarktes Drehverhalten auslésen.

5.3.4. Dopamin Rezeptor Bindungen

Das Rezeptorsattigungs-Bindungsassay fur [BH]SCH23390 und [3H]Racloprid in den
striatalen Gewebeshomogenaten ergab eine Zunahme der DA D1- [127.0 + 6.0 %; F33,=4.9,
p=0.007] und DA D2- [155.3 + 30.5 %; F33,=3.51, p=0.03] Rezeptordichten nach chronischer
Behandlung mit Cabergolin imVergleich zur Kontrolle-SAL Gruppe (siehe Tabelle 9).

5.3.5. Neurochemie

Die Wirkungen der chronische Behandlung mit Lisurid und Cabergolin auf den
Gewebegehalt der biogenen Amine DA, NA und 5-HT sowie deren Metaboliten DOPAC,
HVA und 5-HIAA im rostralen und kaudalen CPu, Acb und mPFC nach intrastiataler 6-
OHDA-Lasion sind in (Abb. 32) dargestellt. Die 6-OHDA-Lasion verursachte im CPu
Entleerungen von DA auf 47 — 59 % der Kontrolle [F332=20.3, p<0.0001] bzw.von NA auf 28—
42 % der Kontrolle [Fs3,=3.7, p=0.02], sowie eine Reduktion von HVA auf 55 — 82 % der
Kontrolle [F;3,=3.65, p=0.02]. Dies blieb von der Agonistenbehandlung unbeeinflusst (Abb.
32A). Im Acb war der Gehalt aller Neurotransmitter und Metaboliten signifikant bzw. mit
statistischem Trend erhéht [NA: F;32=2.5, p=0.08 DOPAC: F33,=8.2, p=0.0004; DA: F33,=12.7,
p<0.0001; HIAA: F332=4.9, p=0.0074; HVA: F33,=5.9, p=0.003; 5-HT: F33,=9.1, p=0.0002] (Abb.
32C,D). Der post-hoc Vergleich ergab eine signifikante Erhéhung von DOPAC, DA, HVA und
5-HT nach der Behandlung mit Cabergolin gegentiber der Kontrollgruppe bzw. der 6-
OHDA-Lasion. Die 6-OHDA-Lasion selbst erhéhte den Gewebsgehalt von 5-HT im Acb. Im
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CPu rief die 6-OHDA-Lasion eine Zunahme des DA-Metabolismus aus [DOPAC/DA:
F33,=3.2, p=0.04] (Abb. 32B). Im Gegensatz dazu waren sowohl der DA- als auch der 5-HT-
Metabolismus im Acb erniedrigt [DOPAC/DA: F;3,=3.1, p=0.04, HVA/DA: F;3,=5.0,
p=0.006; 5-HIAA/5-HT: F;33,=2.8, p=0.05] wobei die chronische Behandlung mit Lisurid das
HVA/DA Verhdltnis im Acb signifikant reduzierte. Im mPFC hatte die chronische
Behandlung mit Cabergolin reduzierende Effekte auf den Gehalt von DA und seinen
Metaboliten [DOPAC: F33,=3.2, p=0.04, DA: F33,=3.2, p=0.04; HVA: F33,=3.2, p=0.04], der
angewandte paarweise post-hoc Vergleich ergab jedoch keine signifikanten Effekte gegeniiber
den anderen Behandlungsgruppen (Abb. 32E,F).

5.3.6. Histologie

Verdnderungen ventraler Mittelhirnneurone

Die intrastriatale 6-OHDA Infusion induzierte eine nach 38 Tagen signifikante retrograde
Degeneration in der SNC (59.2 3.5 % der Kontrolle) und im VTA (78.1 4 % der Kontrolle),
gemessen an der numerischen Dichte der Nissl-gefarbten Neurone [Kruskal-Wallis ANOVA:
SNC: ¢2=17.2, p=0.0006, x2=7.8, p=0.05] (Abb. 33). In beiden Mittelhirnstrukturen ergab der
paarweise post-hoc Vergleich eine signifikante Zunahme der Nissl-gefarbten Neurone als
Folge der chronischen Behandlung mit Lisurid und Cabergolin gegentber der 6-OHDA-
Lasion, das Kontrollniveau wurde jedoch nur im VTA erreicht. Die Anzahl der TH-positiven
Neurone in der SNC war sowohl nach 6-OHDA-Lasion als auch nach DA-
Agonistenbehandlung reduziert (37 -46.5 % der Kontrolle) [Kruskal Wallis ANOVA: ¢2=6.42,
p=0.09], im VTA wurde kein signifikanter Verlust TH-positiver Neurone beobachtet (Abb.
33B). Aus experimentellen Grinden wurde die Nissl- und TH-Farbung an
immersionsfixiertem Gewebe durchgefihrt, dadurch liess die Qualitat der Farbungen keine
stereologie-basierte Auswertung der absoluten Neuronenzahlen zu, sondern eine
Abschatzung der numerischen Dichten (Neurone/mm?). Die Darstellungen der relativen
Veranderungen nach Behandlung im Vergleich zur Kontrolle erschien hier zulassig, da die
Infusion von 0.1 % Ascorbat keine retrograde Degeneration auslost (Ichitani et al., 1994) und
daher als intaktes Mittelhirn betrachet werden kann.

Die Bewertung der morphologischen Veranderungen der SNC nach Nissl-Farbung (Abb. 36)
verdeutlichen die Abnahme der Zelldichte nach 6-OHDA-LA&sion, begleitet von einer Gliose.
Die verbleibenden Neurone in der SNC zeigen zellulare Atrophie, Reduktion der
zytoplasmatischen Nisslsubstanz sowie einen Verlust der nukledren Kompartimentierung
(Abb. 36B), als Anzeichen voranschreitender pathomorphologischer Verdnderungen. Die
Behandlung mit Cabergolin scheint dagegen, zumindest teilweise eine qualitative
Verbesserung dieser Veranderungen zu bewirken (Abb. 36D), auch wenn der Verlust der
TH-positiven Neurone deutlich bleibt (Abb. 37).

Die stereologie-basierte Abschatzung der absoluten Anzahl Calbindin-positiver Neurone
ergab keine 6-OHDA-bedingten oder DA-Agonisten-induzierten Verdnderungen (ohne
Abbildung).

Quantitative Veranderungen der c-Fos Expression

Die quantitative Abschatzung der numerischen Dichte c-Fos-positiver Neurone in
verschiedenen Gehirneregion nach 6-OHDA-Lasion konnte wesentliche Effekte der
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chronischen Behandlung mit Cabergolin auf die Expression von c-Fos zeigen (Abb. 34).
Sowohl im CPu als auch im Acb reduzierte Cabergolin die 6-OHDA-bedingte c-Fos
Expression (Abb. 38A,B) [Kruskal-Wallis ANOVA: rCPu: %2=6.9, p=0.08; cCPu: %2=6.6,
p=0.09; Acbc: ¥2=8.1, p=0.04; Acbsh: x2=5.1, p=0.12; mit signifikanten Mann-Whitney U-Test]
(Abb. 34 A,B). Entsprechende Effekte der Cabergolinbehandlung waren in weiteren Kernen
der dorsalen Basalganglien Schleife (Abb. 34C) [Kruskal-Wallis ANOVA: LGP: y2=5.8,
p=0.12; MGP: %2=6.2, p=0.1; mit signifikanten Mann-Whitney U-Test] sowie Kernen des EA
Komplex (Abb. 38C-F) [BSTL: x2=7.1, p=0.07; Me: %2=10.4, p=0.02; mit signifikanten Mann-
Whitney U-Test] (Abb. 34E) zu beobachten. Die chronische Behandlung mit Lisurid konnte
im mPFC [x2=4.2, p=0.2 mit signifikanten Mann-Whitney U-Test] sowie im Me die 6-OHDA-
bedingte c-Fos Expression reduzieren.

Quantitative Veranderungen der c-Jun Expression

Die chronische Behandlung mit Cabergolin und Lisurid hatte wesentliche Effekte auf die
Expression von c-Jun verglichen mit der 6-OHDA-L&sione (Abb. 35). In den Kernen der
dorsalen und ventralen Basalganglien Schleifen reduzierte Cabergolin die Expression von c-
Jun [Kruskal-Wallis ANOVA: LGP: %2=10.0, p=0.02; mPFC: x2=4.3, p=0.2; VTA: %2=6.7,
p=0.08; PPTg: %2=8.4, p=0.04 mit signifikanten Mann-Whitney U-Test] (Abb. 35C,D). Weitere
Effekte hatte die Cabergolinbehandlung im STN [x2=4.3, p=0.2 mit signifikanten Mann-
Whitney U-Test], in der SNR [¥2=4.3, p=0.2 mit signifikanten Mann-Whitney U-Test] und im
BSTL [%2=9.4, p=0.02] auf die normale bzw. Lisurid-assoziierte Expression von c-Jun.

Quialitative Veranderungen der c-Fos und c-Jun Expression

Der qualitative Vergleich der Expressionsmuster von c-Fos und c-Jun zeigte eine
langanhaltende, mitunter schichtspezifische Zunahme in allo- und isokortikalen Regionen,
sowie in ausgewahlten Kernen des Thalamus und des limbischen Vorderhirns (siehe Tabelle
10). Diese waren hauptsachlich mit der 6-OHDA-Léasion assoziiert, und wurde durch die
chronische Behandlung mit den DA-Agonisten selektiv beeinflusst. Auf die anhaltende,
vermehrte Expression von c-Fos im lateralen Hypothalamus bzw. von c-Jun im
centromedialen Thalamus und der CA3-Region des Hippokampus nach 6-OHDA-L&sion,
hatte keiner der DA-Agonisten eine reduzierenden Effekt.

Quialitativer Nachweis von DNA-Fragmentation

Mit der TUNEL-Methode konnten bis auf die als interne Kontrolle dienenden TUNEL-
positiven Zellkerne in den Ependymzellen der Meningen und des zerebralen
Ventriklesystems, keine DNA-Fragmentation in den Gehirnen aller Behandlungsgruppen
nachgewiesen werden. Positiv-Kontrollschnitte zeigten ubiquitdre TUNEL IR, so dass, auch
auf grund reaktiver Ependymzellen, ein falsch-negatives Ergebnis ausgeschlossen werden
kann.
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Abb. 24: Wirkung der Behandlung mit Cabergolin (N=15) und Lisurid (N=11) nach intrastriataler 6-
OHDA-Lasion (N=13) auf die Gewichtszunahme verglichen mit Saline behandelten Kontrolltieren
(N=10). Dargestellt sind die Mittelwerte £+ S.E.M.; * p<0.05, ** p<0.01 vs. Kontrolle-SAL, + p<0.05 vs.
OHDA-SAL; # p<0.05, ## p<0.01 vs Tag 0 (Tukey-Kramer post-hoc Test flr paarweisen Vergleich).
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Abb. 25: Wirkung der chronischen Behandlung mit Cabergolin (N=15) und Lisurid (N=11) auf die
spontane Kalapesie nach intrastriataler 6-OHDA-L&sionen (N=13) im Vergleich zu Kontrolltieren
(N=10) gemessen an der vertikalen Stange (A) und am horizontalen Gitter (B) 8 und 37 Tage nach
Lasion. Dargestellt sind die Mittelwerte £ S.E.M.; ** p<0.01, vs. Kontrolle-SAL, ++ p<0.01 vs. OHDA-
LIS (Mann-Whitney U-Test fur paarweisen Vergleich); # p<0.05, ## p<0.01 vs. Tag 8 (Wilcoxon-
Signed Rang Test fiur paarweisen Vergleich bei wiederholter Messung).
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Abb. 26: Wirkung der chronischen Behandlung mit Cabergolin (N=15) und Lisurid (N=11) auf die
spontane Lokomotion und Exploration nach intrastriataler 6-OHDA-Lasionen (N=13) im Vergleich
zu Kontrolltieren (N=10) gemessen im ,open field* [Immobilitat (A), Vorwaértslokomotion (B),
Anzahl der ,head dips‘ (C) and ,rearings‘ (D)] 8 und 37 Tage nach Lé&sion. Dargestellt sind die
Mittelwerte + S.E.M.; (A): * p<0.05, ** p<0.01, vs. Kontrolle (Mann-Whitney U-Test), ## p<0.01 vs.
Tag 8 (Wilcoxon-Signed Rang Test flr paarweisen Vergleich bei wiederholter Messung); (B-D): *
p<0.05, ** p<0.01 vs. Kontrolle-SAL, ## p<0.01 vs. Tag 8 (Tukey-Kramer post-hoc Test fiir paarweisen

Vergleich).
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Abb. 27: Wirkung der chronischen Behandlung mit Cabergolin (N=15) und Lisurid (N=11) auf das
spontane Schnuffelverhalten nach intrastriataler 6-OHDA-L&sionen (N=13) im Vergleich zu
Kontrolltieren (N=10) gemessen in der Experimentierkammer [Immobilitat (A), Wandkontakte (B),
Umdrehungen (C)] 8 und 37 Tage nach Lasion. Dargestellt sind die Mittelwerte £ S.E.M.; (A): *
p<0.05, ** p<0.01, vs. Kontrolle (Mann-Whitney U-Test), ## p<0.01 vs. Tag 8 (Wilcoxon-Signed Rang
Test fur paarweisen Vergleich bei wiederholter Messung); (B, C): # p<0.05, ## p<0.01 vs. Tag 8
(Tukey-Kramer post-hoc Test flr paarweisen Vergleich).
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Abb. 28: Akute Wirkung der Behandlung mit 0.25 mg/kg s.c. Cabergolin (N=15) und 0.25 mg/kg s.c.
Lisurid (N=11) auf die Lokomotion und Exploration nach intrastriataler 6-OHDA-L&sionen (N=13)
im Vergleich zu Kontrolltieren (N=10) gemessen im ,open field* [Immobilitit (A),
Vorwartslokomotion (B), Anzahl der ,head dips‘ (C) and ,rearings‘ (D)] 9 und 36 Tage nach Léasion.
Dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M.; (A): ** p<0.01, vs. Kontrolle-SAL, ++ p<0.01 vs. OHDA-
SAL und OHDA-CAB (Mann-Whitney U-Test), ## p<0.01 vs. Tag 9 (Wilcoxon-Signed Rang Test fur
paarweisen Vergleich bei wiederholter Messung); (B-D): ** p<0.01 vs. Kontrolle-SAL, ++ vs. OHDA-
LIS, ## p<0.01 vs. Tag 9 (Tukey-Kramer post-hoc Test flr paarweisen Vergleich).
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Abb. 29: Akute Wirkung der Behandlung mit 0.25 mg/kg s.c. Cabergolin (N=15) und 0.25 mg/kg s.c.
Lisurid (N=11) auf das Schnuffelverhalten nach intrastriataler 6-OHDA-L&sionen (N=13) im
Vergleich zu Kontrolltieren (N=10) gemessen in der Experimentierkammer [Immobilitdt (A),
Wandkontakte (B), Umdrehungen (C)] 9 und 36 Tage nach Lasion. Dargestellt sind die Mittelwerte+
S.E.M.; ** p<0.01 vs. Kontrolle-SAL, ++ p<0.01 vs. OHDA-LIS (Tukey-Kramer post-hoc Test fir

paarweisen Vergleich).
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Abb. 30: Wirkung der Behandlung mit Cabergolin (N=15) und Lisurid (N=11) auf die Apomorphin-
induzierte (0.5 mg/kg s.c.) Lokomotion nach intrastriataler 6-OHDA-Lasionen (N=13) im Vergleich
zu Kontrolltieren (N=10) gemessen im ,open field [Immobilitat (A), Vorwartslokomotion (B)] vor
(Tag 8) und nach der chronischen Behandlung (Tag 37). Dargestellt sind die Mittelwerte £ S.E.M.; *
p<0.05, vs. Kontrolle-SAL (Mann-Whitney U-Test flr paarweisen Vergleich).
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Abb. 31: Wirkung der chronischen Behandlung mit Cabergolin (N=15) und Lisurid (N=11) auf das
Apomorphin-induzierte Schniffelverhalten nach intrastriataler 6-OHDA-L&sionen (N=13) im
Vergleich zu Kontrolltieren (N=10) gemessen in der Experimentierkammer [Wandkontakte (A),
Umdrehungen (B)] vor (Tag 8) und nach der chronsichen Behandlung (Tag 37). Dargestellt sind die
Mittelwerte + S.E.M..
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Abb. 32: Wirkung der chronischen Behandlung mit Cabergolin (N=9) und Lisurid (N=8) auf die
Gewebegehalte der biogenen Amine NA, DA und 5-HT sowie deren Metaboliten DOPAC, HVA
und 5-HIAA im Vorderhirn [CPu (A); Acb (B); mPFC (C)] nach intrastriataler 6-OHDA-L&sionen
(N=8) im relativen (%) Vergleich zu Kontrolltieren (N=8). Dargestellt sind die Mittelwerte+ S.E.M.; *
p<0.05, ** p<0.01, vs. Kontrolle-SAL, # p<0.05 vs. OHDA-SAL; + p<0.05 vs. OHDA-LIS (Tukey-
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Abb. 33: Wirkung der chronischen Behandlung mit Cabergolin (N=9) und Lisurid (N=8) auf die
numerische Dichte [Neurone/mmg3] Nissl-gefarbter (A) und TH-positiver (B) Neurone in der SNC
und im VTA nach intrastriataler 6-OHDA-Lasionen (N=8) im relativen (%) Vergleich zu
Kontrolltieren (N=8). Dargestellt sind die Mittelwerte £ S.E.M.; * p<0.05, ** p<0.01, vs. Kontrolle-
SAL, # p<0.05, ## p<0.01 vs. OHDA-SAL (Kruskal-Wallis post-hoc Test flr paarweisen Vergleich).
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Abb. 34: Wirkung der chronischen Behandlung mit Cabergolin (N=6) und Lisurid (N=3) auf die
numerische Dichte [Neurone/mmz2] c-Fos-positiver Neurone im CPu (A); Acb (B), den Kernen der
dorsalen (C) und ventralen (D) Basalganglien Schleife und des ,Extended Amygdala‘ Komplex (E)
sowie dem Septum (F) nach intrastriataler 6-OHDA-Lasionen (N=5) im Vergleich zu Kontrolltieren
(N=2). Dargestellt sind die Mittelwerte £ S.E.M.; # p<0.05, ## p<0.01 vs. OHDA-SAL,; + p<0.05 vs.
OHDA-LIS (Kruskal-Wallis post-hoc Test fiir paarweisen Vergleich).
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Abb. 35: Wirkung der chronischen Behandlung mit Cabergolin (N=6) und Lisurid (N=3) auf die
numerische Dichte [Neurone/mm?2] c-Jun-positiver Neurone im CPu (A); Acb (B), den Kernen der
dorsalen (C) und ventralen (D) Basalganglien Schleife und des ,Extended Amygdala® Komplex (E)
sowie dem Septum (F) nach intrastriataler 6-OHDA-Lasionen (N=5) im Vergleich zu Kontrolltieren
(N=2). Dargestellt sind die Mittelwerte £ S.E.M.; * p<0.05 vs. Kontrolle-SAL; # p<0.05, ## p<0.01 vs.

OHDA-SAL; + p<0.05 vs. OHDA-LIS (Kruskal-Wallis post-hoc Test flr paarweisen Vergleich).




116

Tabelle 9: Ubersicht tiber die Verdnderungen der striatalen DA-Rezeptor Bindungsei genschaften nach 6-OHDA-

Lasion und chronischer Behandlung mit Lisurid und Cabergolin.

Behandlung Rezeptordichte Bmax [NM/mg Protein] Bindungsaffinitat Kq [nM]

D1 D2 D1 D2
Kontrolle-SAL 0.986+0.043 0.325+0.023 0.342+0.030 1.409+0.262
OHDA-SAL 1.093+0.058 0.365+0.026 0.34a 1.414+0.093
OHDA-LIS 1.041+0.060 0.304+0.0161 0.411a 1.269+0.083
OHDA-CAB  1.26+0.059* 0.432+0.044 n.d.a 2.18940.43

Wirkung der chronischen Behandlung mit Lisurid (N=8) und Cabergoline (N=9) auf die striatalen
DA-Rezeptordichten (Bmax) [NM/mg Protein] und Bindungsaffinitat (Kq) [nM] im Vergleich zur
intrastriatalen 6-OHDA-Lasion (N=6-8) und Saline behandelten Kontrolltieren (N=8). Dargestellt
sind die Mittelwerte + S.E.M.; * p<0.05 (Tukey-Kramer post-hoc Test fur paarweisen Vergleich). 2 Die
Analysen konnten mangels Gewebe nicht fur alle Tiere durchgeftihrt werden.

Tabelle 10: Ubersicht (iber die qualitativen Zunahmen der c-Fos und c-Jun Expression nach intrastriataler 6-
OHDA-Lé&sion und chronischer Behandlung mit Lisurid und Cabergolin.

Gehirnregion c-Fos c-Jun

Cortex cerebri

LO/VO OHDA-SAL: +; OHDA-LIS: + -
Al/DII - -
PRh OHDA-CAB: + OHDA-SAL: +
Cgl/2 OHDA-SAL: + OHDA-SAL: +; OHDA-LIS: +
M1/2 OHDA-CAB: + OHDA-LIS: +
S1/2 OHDA-SAL: + -
RSG/RSA OHDA-SAL: + OHDA-LIS: +; OHDA-CAB: +
Aul/AuD/AuV OHDA-LIS: + -
Ect OHDA-SAL: +; OHDA-CAB: + OHDA-SAL: +; OHDA-CAB: +
LEnt OHDA-LIS: + OHDA-SAL: +
Pir OHDA-SAL: + -
Telencephalon
B OHDA-LIS: + OHDA-SAL: +
SI OHDA-SAL: +; OHDA-LIS: + OHDA-SAL: +
Diencephalon
Zl OHDA-SAL: + -
LH OHDA-SAL/LIS/CAB: + -
PV - OHDA-SAL: +; OHDA-LIS: +
CM OHDA-SAL: +; OHDA-LIS: + OHDA-SAL/LIS/CAB: +
MD - -
Formatio hippocampi
DG OHDA-SAL: + -
CAl OHDA-SAL: + -
CA2 - -
CA3 - OHDA-SAL/LIS/CAB: +

Wirkung der chronischen Behandlung mit Lisurid (N=3) und Cabergolin (N=6) auf die qualitative
Expression von c-Fos und c-Jun nach 6-OHDA-Lé&sion (N=5) verglichen mit der Injektion von 0.1 %
Ascorbat (N=2). Dargestellt ist die relative Zunahme der IR der angegebenen
Behandlungsgruppe(n): - = keine Zunahme der IR; + = relative Zunahme. Fir jedes Tier wurde
zunachst die qualitative IR in der jeweiligen Region bewertet (3.9.1) und daraus eine
durchschnittliche qualitative IR fur die Behandlungsgruppe ermittelt.
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Abb. 36: Mikrophotographien der SNC (-5.60 mm kaudal von Bregma) 38 Tage nach bilateraler,
intrastriataler Infusion von 0.1 % Ascorbat (A) oder 6-OHDA (B) und den Effekt der anschliessenden
chronischen Behandlung mit Lisurid (C) und Cabergolin (D) auf die 6-OHDA-induzierte
Degeneration. Die Nissl-Farbung zeigt einen deutlichen Neuronenverlust und Gliose nach 6-OHDA-
Lasion mit einer geringen Zunahme der neuronalen Packungsdichte nach Cabergolinbehandlung
(D). Neben zellularer Atrophie zeigen viele der verbleibenden Neurone der SNC eine Abnahme der
zytoplasmatischen Nisslsubstanz sowie ein Verlust der Kernkompartimentierung (Pfeile). Diese
pathomorphologischen Veranderungen erscheinen nach der Cabergolinbehandlung qualitativ
weniger stark ausgepréagt. Massstab = 40 pm.



Abb. 37: Mikrophotographien koronaler Schnitte des ventralen Mesencephalons (-5.20 - -5.40 mm
kaudal von Bregma) zeigen den Verlust TH-positiver Neurone in der SNC 38 Tage nach bilateraler
intrastriataler Infusion von 6-OHDA (B) verglichen mit der Infusion von 0.1 % Ascorbat (A) und die
Effekte der chronischen Behandlung mit Lisurid (C) und Cabergolin (D). Deutlich wird die
Verminderung TH-positiver Neurone in der SNC sowie die Abnahme TH-positiver Fasern in die
benachbarte SNR nach der Behandlung mit Cabergolin. MT, Nucleus terminalis des akzessorischen
optischen Systems; SNR, Substantia nigra pars reticulata. Massstab = 230 pm.



Abb. 38: Mikrophotographien koronaler Schnitte die eine Reduktion der 6-OHDA-bedingten (A, C, E)
c-Fos IR nach chronischer Behandlung mit Cabergolin (B, D, F) im Acb (A, B), dem BSTL (C, D) und
der Ce und der BL (E, F) zeigen. Im Vergleich dazu, ist die c-Jun IR im dorsomedialen CPu nach
intrastriataler Injektion 6-OHDA (G) durch Cabergoline (H) unbeeinflusst. ac, Commisura anterior;
BL, Corpus amygdaloideum nucleus basolateralis; Ce, Corpus amygdaloideum nucleus centralis;
CPu, Nucleus caudatus/Putamen; lv, lateraler Ventrikel. Massstab = 170 pm
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5.4. Zusammenfassung der Ergebnisse

Nachfolgend wird eine Zusammenfassung der Effekte der Behandlung mit den DA D2-
Rezeptor-Agonisten Lisrurid und Cabergolin Uber 28 Tage auf die 6-OHDA-Lasions-
induzierten Veranderungen gegeben.

1.

Keiner der beiden DA-Agonisten zeigte eine antikataleptische Wirkung auf die 6-OHDA-
induzierte spontane Katalepsie; die Behandlung mit Lisurid verursachte eine Zunahme
der Katalepsie 37 Tage nach 6-OHDA-Lasion.

Die nach der 6-OHDA-Lasion reduzierte spontane Vorwartslokomotion, vertikale
Exploration und das Schnuffelverhalten blieb durch die Behandlung mit den DA-
Agonisten unbeeinflusst. Alle Verhaltensparameter im ,open field® und der
Experimentierkammer habituierten bei den Kontrolltieren als Folge wiederholten Testens;
diese Habituation war nach 6-OHDA-Lasion reduziert und wurde durch die Behandlung
mit den DA-Agonisten nicht wiederhergestellt, mit Ausnahme der ,Drehungen‘ in der
Experimentierkammer.

Die akute Injektion von Lisurid induzierte eine starke Abnahme der vertikalen
Exploration und eine Zunahme stereotypen Schnffelns. Wiederholtes Testen nach
chronischer Behandlung mit Lisurid konnte eine Zunahme der Lisurid-induzierten
Vorwadrtslokomotion zeigen; weder die akute noch die chronische Behandlung mit
Cabergolin hatte derartige psychotomimetischen und verhaltenssensitivierenden Effekte
zur Folge.

Die akute Injektion von Apomorphin léste 8 Tage nach 6-OHDA-Lasion verstarktes
stereotypes Schnuffeln aus, was im ,open field* als Zunahme der Immobilitat deutlich
wurde; diese Unterschiede blieben nicht tGber den Beobachtungszeitraum erhalten und
waren unbeeinflusst durch die Behandlung mit den DA-Agonisten.

Die chronische Behandlung mit Cabergolin nach intrastriataler 6-OHDA-Lé&sion hatte eine
relative Zunahme der striatalen DA D1- und D2-Rezeptoren im Vergleich zu den
Kontrolltieren zur Folge.

Die chronische Behandlung mit den DA-Agonisten blieb auf die 6-OHDA-bedingte DA-
Entleerung im CPu (~ 57 %) ohne Einfluss. Im Acb waren die Gewebegehalte von DA
sowie der Metaboliten DOPAC und HVA nach chronischer Behandlung mit Cabergolin
erhoht, ohne Einfluss auf den DA-Metabolismus. Weiterhin induzierte die intrastriatale 6-
OHDA-Lasion eine Zunahme der 5-HT-Transmission im Acb, die nach Cabergolin
Behandlung erhalten blieb.

Korrelierend mit dem Verlust DAerger Innervation im CPu, flhrte die bilaterale
intrastriatale 6-OHDA Injektion nach 38 Tagen zu einem Verlust TH-positiver Neurone in
der SNC (~ 40 %), ohne weitere Effekte der DA-Agonisten. Im Gegensatz dazu, hatten
beide Agonisten einen protektiven Einfluss auf die 6-OHDA-induzierten Verlust von
Nissl-gefarbten Neuronen in der SNC dem VTA.

Die chronische Behandlung mit den DA-Rezeptor-Agonisten Lisurid und Cabergolin
hatte konsistent reduzierende Wirkung auf die 6-OHDA-verbundene Expression der iTFs
c-Fos und c-Jun in den Eingangs- (CPu, Acb) und Ausgangskernen (MGP) der dorsalen
und ventralen Basalganglienschleifen, sowie im VTA und dem LGP (Abb. 39).
Entsprechende Effekte hatten Lisurid und Caberglin in den mit den Basalganglien eng
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assoziierten Kernen der EA (BSTL, Me), dem PPTg, und dem mPFC auf die anhaltende
Expression von c-Fos und c-Jun (Abb. 39)
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Abb. 39: Zusammenfassende Darstellung der Effekte der chronischen Behandlung mit Cabergolin auf
die 6-OHDA-bedingte Expression der iTFs c-Fos und c-Jun in der dorsalen und ventralen Schleife
der Basalganglien 38 Tage nach bilateraler intrastriataler 6-OHDA Injektion. Acbc, Nucleus
accumbens core Region; Acbsh, Nucleus accumbens shell region; BSTL/M, Nucleus interstitialis
striae terminalis laterale/mediale Division; Ce/Me, Corpus amygdaloideum nucleus
centralis/medialis, CPu, Nucleus caudatus/Putamen; LGP, Globus pallidus pars lateralis; MD;
Nucleus mediodorsalis thalami; MGP, Globus pallidus pars medialis; PPTg, Nucleus tegmentalis
pedunculopontinus; SNC, Substantia nigra pars compacta; SNR, Substantia nigra pars reticulata;
STN, Nucleus  subthalamicus; VP,  Pallidum  ventrale;, VA/VL/VM, Nucleus
ventroanterior/ventrolateralis/ventromedialis thalami; ACh, Acetylcholin; DA, Dopamin; GABA,
y-Aminobuttersiure; GLU, Glutamat; Dicke Pfeile: Uberaktivitat; gestrichelte Pfeile: Unteraktivitét
(nach Pedersen und Schmidt, 2000a; Schmidt et al., 1992, ergénzt nach Alheid et al., 1995; Alheid
und Heimer, 1988).
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5.5. Diskussion

In diesem Teil der Arbeit wurde gezeigt, dass die chronische Behandlung mit dem kurz-
wirksamen DA D2-Rezeptor-Agonisten Lisurid Uber 4 Wochen nach einer partiellen
bilateralen striatonigralen Lé&sion zu einer Verstarkung der lokomotorischen
Verhaltensantwort bei wiederholter Substanzgabe und wiederholtem Testen fiuihrt. Die
Behandlung mit dem langwirksamen DA D2-Rezeptor-Agonisten Cabergolin induziert keine
derartige Verhaltenssensitivierung und reduziert gleichzeitig die anhaltende Expression von
c-Fos im dorsalen CPu und im Acb. Dartiberhinaus bewirkt die Cabergolinbehandlung eine
Zunahme der DAergen Transmission im Acb, hat aber keine Effekte auf den DA-Gehalt im
dorsalen Striatum oder den 6-OHDA-induzierten Verlust DAerger Neurone im
Mesencephalon, obwohl die Gesamtzahl der Neurone nach der Behandlung mit beiden DA-
Agonisten erhdht war. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass durch die kontinuierliche DA-
Substitution mit Cabergolin die Lasions-bedingte, anhaltende veranderte neuronale Aktivitat
in Kernen der dorsalen und ventralen Basalganglien Schleife, sowie assoziierten Strukturen
reduziert wird.

Effekte der DA-Agonisten auf die 6-OHDA-induzierten Verhaltensdefizite

Die Untersuchungen der Spontanaktivitat und der Katalepies zeigen, dass bereits 8 Tage
nach der 6-OHDA Injektion robuste Defizite in der Bewegungsinitiation sowie Rigor
ausgepragt sind, die einem mittelschweren DA-Verlust und damit einem frithen Stadium der
Parkinson-Krankheit entsprechen (siehe 4.5.). Somit stellt die anschliessende Behandlung mit
den DA-Agonisten einen ,frilhen‘ pharmakologischen Eingriff wahrend der DAergen
Denervation des Vorderhirns dar. Da weder die spontane Katalepsie noch die Abnahme der
Spontanaktivitat Uber den Beobachtungszeitraum progredient waren, ist hier davon
auszugehen, dass die, fur die Verhaltensauspragung verantwortliche, neurochemisch
gemessene DA-Entleerung (~ 57 %) im dorsalen Striatum bereits 8 Tage nach der Lasion
erreicht war. Basierend auf der partiellen DA-Entleerung und den Verhaltensveranderungen
zeigt die chronische Behandlung mit Cabergolin keine antiparkinsonoide Wirkung. Im
Gegensatz dazu zeigten frihere Studien, dass eine akute Applikation von 0.25 mg/kg s.c.
Cabergoline, die auch einer klinisch relevanten Dosierung entspricht (Blanchet, 1999),
sowohl die Reserpin-induzierte Akinese bei der Maus aufheben kann (Miyagi et al., 1996b)
als auch die MPTP—induzierten Parkinson-Symptome im Affen (Arai et al., 1996).
Chronische Behandlungen mit 0.25 mg/kg s.c. Cabergolin Uber 4 Wochen fihrten ebenfalls
zu einer Verringerung des MPTP-induzierten Parkinsonismus, mit einer geringen
Toleranzauspragung gegentiber der antiparkinsonoiden Wirkung (Calon et al.,, 1999;
Grondin et al., 1996). Der fehlende Behandlungseffekt bei vorliegenden Untersuchung ist
daher nicht auf eine unzureichende Dosierung zuriickzufiihren, vielmehr scheint das
Ausmass der Verhaltensdefizite nach partiellen DA-Entleerung zu gering zu sein, um
Nettoeffekte einer DA-Substitution nachweisbar zu machen. Inshesondere bei der Katalepsie
kommt hinzu, dass der kontextabhéngige Anteil bei wiederholtem Testen (siehe 4.5.) dem
der 6-OHDA-induzierten Katalepsie entspricht, und somit der Bereich in dem eine
tatsachliche Reduktion der Katalepsie messbar ware, sehr gering ist.
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Die Langzeitbehandlung mit 0.25 mg/kg s.c. Lisurid zeigt in diesem Modell der partiellen
DA-Entleerung ebenfalls keine Effekte auf die veranderte Spontanaktivitit, potenziert aber
die 6-OHDA-induzierte Katalepsie. Verglichen mit einer fritheren Studie, die zeigte dass
Dosierungen von 0.1 — 1.0 mg/kg p.o. Reserpin-induzierten Rigor und Akinese bei der Ratte
antagonisiert (Colpaert, 1987), ist davon auszugehen, dass die eingesetzte Dosis
antikataleptisch wirksam ist. Grundsatzlich handelt es sich um eine hdhere Dosierung
(Henry et al., 1999), verglichen mit dem Dosisbereich von 1.2 — 10 mg/Tag der bei Parkinson
Patienten eingesetzt wird (LeWitt et al., 1983b; Rinne, 1989). Da der 2. Katalepsietest 24 h
nach der letzten Substanzgabe durchgefiihrt wurde, und damit die Plasmalevel aufgrund
der kurzen Eliminationshalbwertszeit von Lisurid niedrig waren, kann die erhdhte
Katalepsie auf eine ,end of dose akinesia‘ hindeuten, die sich allerdings nicht in einer
verminderten Spontanaktivitat der Tiere ausserte. Insgesamt lassen diese Befunde eine nur
sehr eingeschrankte Aussage Uber die antiparkinsonoide Wirkung der beiden DA-Agonisten
im eingesetzten Tiermodell zu.

Sensitivierung der Verhaltensantwort durch chronisch, pulsatile DA-Stimulation

Die vorliegenden Verhaltensexperimente zeigen, dass weder die akute, noch die wiederholte
Behandlung mit einer antiparkinsonoiden Dosierung von Cabergolin
Verhaltensstereotypien, noch eine Zunahme der Verhaltensantwort infolge wiederholter
Substanzgabe und  Testen induziert. Unter der Hypothese, dass diese
Verhaltenssensitivierung bei der Ratte der Dyskinesie des MPTP-Affen und des Parkinson
Patienten entspricht (Henry et al., 1998), unterstitzen diese Befunde das bereits gezeigte
antidyskinetische Wirkprofil der Substanz (Arai et al., 1996; Doucet et al., 1996; Grondin et
al., 1996). Grondin und Kollegen zeigten zwar, dass die initialen Behandlungen mit
Cabergolin akut stereotypes Verhalten und auch Dyskinesien in den Substanznaiven MPTP-
behandelten Affen auslost, allerdings verschwanden diese Effekte wahrend der Behandlung,
wahrend die antiparkinsonoide Wirkung erhalten blieb (Grondin et al., 1996).

Es wurde gezeigt, dass die verstarkte Verhaltensantwort auf eine DA-Rezeptorstimulation
zundachst iniitiert werden muss (,priming‘). Hierflr scheint eine bis wenige initiierende
Behandlungen mit einem DA-Rezeptor-Agonisten z.B. Apomorphin oder L-DOPA
ausreichend die spatere Verhaltenssensitivierung (verstarktes Rotationsverhalten) im
unilateral 6-OHDA-ladierten Tier auzul6ésen (Henry et al., 1998; Pollack et al., 1997; Pollack
und Strauss, 1999). Nach partieller striatonigraler Lasion 16st die initiierende
Apomorphinbehandlung selbst geringfligig stereotypes Verhalten aus, die chronische,
kontinuierliche DA-Rezeptorstimulation mit Cabergolin induziert im so ,geprimten‘ Tier
keine weitere Verhaltenssensitivierung aus. Dies spricht flr das antidyskinetische Potential
von Cabergolin, und wird durch eine aktuelle Studie unterstiitzt, die zeigte, dass eine
chronische Behandlung mit Cabergolin bereits manifestierte LIDs im MPTP-behandelten
Affen drastisch reduzierte, und dartberhinaus auch die Inzidenz fir Dyskinesien bei
erneuter Behandlung mit L-DOPA (Tahar et al., 2000).

Im Gegensatz dazu, zeigen die vorliegenden Befunde, dass die ,geprimten‘ Tiere bereits bei
der ersten Gabe von Lisurid eine starke Schniffelstereotypie entwicklen, die Uber den
Behandlungszeitraum erhalten bleibt. Vorangegangene Studien haben bereits darUber
berichtet, dass die akute, lokale oder systemischen Injektion von Lisurid Hyperaktivitat (Fink
und Morgenstern, 1985; Hara et al., 1982), Verhaltensstereotypien (Horowski und Wachtel,
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1976) sowie kontralaterales Rotationsverhalten und orofaziale Stereotypien in der unilateral
6-OHDA-ladierten Ratte (Fletcher und Starr, 1987) auslost. Diese zeigt zunéchst, dass Lisurid
Uber ein psychotomimetisches Potential verfiigt, das auch in der Parkinson Medikation als
unerwinschte Nebenwirkung fuhrt (Przuntek, 1988). Lokale Infusion von Lisurid in das
Striatum, den Acb, den frontalen Kortex und weitere Gehirnregionen der unilateral 6-OHDA
ladierten Ratte zeigten, dass die psychtrope Wirkung nicht ausschliesslich Gber striatale DA -
Rezeptoren vermittelt wird (Fletcher und Starr, 1987), sondern vielmehr in Interaktion mit
der 5-HT Transmission (Beart et al., 1986; Fink und Morgenstern, 1985; Hruska und
Silbergeld, 1981; Marona-Lewicka et al., 2000) (siehe 1.4.1.). Weiterhin zeigen die Befunde
eine Sensitivierung der Verhaltensantwort, insbesondere eine Zunahme der Lokomotion im
Verlaufe der chronischen Behandlung bei wiederholtem Testen. Dieses Phanomen spricht
dafiir, dass die pulsatile DA-Rezeptorstimulation, im Gegensatz zur kontinuierlichen
Stimulation mit Cabergolin, tber ein dyskinetisches Potential verfiigt und unterstitzt die
aktuelle Diskussion dartber, dass das pharmakokinetische und pharmakodynamische Profil
von DA-Agonisten darUber bestimmt, ob Dyskinesien auftreten oder nicht (Bedard et al.,
1999; Obeso et al., 1994). In diesem Zusammenhang zeigt die relative Zunahme der striatalen
DA D1- und D2-Rezeptoren, die nach Denervation und der chronischen Behandlung mit
Cabergolin aber nicht nach Behandlung mit Lisurid auftritt, dass das Auftreten von
Verhaltenssensitivierung nicht mit der Zunahme der DA-Rezeptordichte oder einer
Veranderung der Ligandenaffinitat im dorsalen Striatum korreliert sein muss. Im Kontrast
zu den hier erhobenen Befunden induzierte die fast komplette DA-Denervation nach MPTP-
Behandlung eine Abnahme der striatalen DA D1-Rezeptor mRNA und Zunahme der D2
MRNA Rezeptordichten (Goulet et al., 1997; Grondin et al., 1996), wobei eine chronische
Behandlung mit Cabergolin die erhdhte D2-Rezeptordichte reduzierte (Grondin et al., 1996).
Diese Diskrepanz ist vermutlicherweise auf das Ausmass der DA-Denervation
zurickzufiihren, da die partielle DA-Denervation selbst zu keiner Veranderung der
striatalen DA-Rezeptordichte fiihrt. Diese Vermutung wird durch zahlreiche Studien
gestutzt, die =zeigten, dass nach unilateraler 6-OHDA-Lasion ,supersensitives
Rotationsverhalten erst bei striatalen DA-Entleerungen von > 80 % messbar ist (Kirik et al.,
1998, Zusammenfassung in Schwarting und Huston, 1996). Insgesamt wird die Frage der
Rezeptorsupersensitivitat kontrovers diskutiert. Bislang konnte weder im MPTP-
behandelten Affen, noch bei Parkinson Patienten ein einfacher Zusammenhang zwischen
LIDs und einer Zunahme der striatalen DA-Rezeptoren nachgewiesen werden
(Zusammenfassung in Calon et al., 2000a). Dies macht deutlich, dass komplexere,
intrazellulare Mechanismen in das ,Lernphdnomen‘, das den LIDs bzw. DIDs
zugrundegelegt wird, involviert sein missen.

Verhaltenssenitivierendes Potential der DA-Agonisten und iTF Expression im Striatum

Die immunhistochemische Untersuchung der iTFs c-Fos und c-Jun im dorsalen und
ventralen Striatum zeigen, dass die chronische Behandlung mit Cabergolin, jedoch nicht mit
Lisurid, die 6-OHDA-assoziierte, anhaltende Expression von c-Fos im CPu und beiden
Regionen des Acb reduziert, sowie zu einem geringeren Ausmass die chronische c-Jun
Aktivierung im Acbc. Basierend auf der chronischen Induktion von c-Fos nach partieller
bilateraler striatonigraler Degeneration (siehe 4.4.) wird hier postuliert, dass ein verandertes
Gleichgewicht zwischen der DAergen und GLUergen Transmission zu einer veranderten
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neuronalen Aktivitat striataler und accumbaler Neurone fuhrt. Dies steht im Einklang mit
dem vorgeschlagenen Modell, dass zunachst die DAerge Denervation eine funktionelle
Uberaktivitat der GLUergen Kortikostriatalen Projektion zur Folge hat, und dartiber
chronische iTFs induziert werden, die zuséatzlich durch pulsatile DA-Rezeptorstimulation
verstarkt wird (Calon et al., 2000a). Dieses Modell beruht auf tierexperimentellen Befunden
die zeigten, dass unilaterale MFB Lasionen mit 66OHDA zu einer anhaltenden Erh6hung von
FosB, AFosB, und JunD vorzugsweise in striatopallidalen Neuronen fihrt (Doucet et al.,
1996; Vallone et al., 1997). ,Priming‘ mit L-DOPA bzw. die chronische Behandlung mit DA-
Agonisten erhdhte spezifisch die Aktivitat von AFosB (Doucet et al., 1996; Vallone et al.,
1997), wobei der ,priming‘ Effekt auf das verstarkte Rotationsverhalten, als auch auf die
Aktivierung von c-Fos oder AFosB durch die gleichzeitige Behandlung mit NMDA-Rezeptor-
Antagonisten wie MK-801 oder CPP unterdriickt wurde (Morelli et al., 1996; Pollack und
Strauss, 1999; Vallone et al., 1997). Im MPTP-behandelten Affen induzierte eine pulsatile
chronische Behandlung mit dem DA D1-Rezeptor-Agonisten SKF 82958 eine ausgepragte
Zunahme des AFosB Proteins im Striatum, korreliert mit der Auspragung von Dyskinesien
(Doucet et al., 1996). Entsprechend zeigten zwei weitere Studien eine anhaltende Expression
von FosB Proteinen (inkl. AFosB) nach akuter und chronischer L-DOPA Behandlung in der
unilateral 6-OHDA-ladierten Ratte (Andersson et al., 1999; Cenci et al., 1999). Die durch
chronische L-DOPA-Behandlung induzierte Expression von FosB umfasste hauptsachlich
striatonigrale Projektionsneurone, die im lateralen CPu gleichmassig auf das Matrix und
Striosom-Kompartiment verteilt war, im medialen CPu dagegen auf die Striosomen
beschrankt war (Cenci et al., 1999). Interessanterweise korrelierten diese regionspezifischen
Expressionsmuster mit der Entwicklung von lokomotorischen AlMs (mediales CPu) bzw.
axialen, orolingualen AIMs und AlMs der Vorderextremitaten (laterales CPu) (Andersson et
al., 1999). Die Tatsache, dass sowohl die Striosomen als auch das laterale Matrix
Kompartiment eine prominente GLUerge Innervation aus prafrontokortikalen (Gerfen, 1984)
und priméar sensorimotorischen (Donoghue und Herkenham, 1986; Kincaid und Wilson,
1996) Kortexregionen erhalten und insbesondere der laterale Anteil des CPu, der
hauptsachlich aus der SNC DAerg innerviert wird (Zusammenfassung in Bjorklund und
Lindvall, 1984), nach 6-OHDA-Lasion eine verdnderte Transmitterbalance erfahrt,
unterstitzt das Modell der GLU-getriebenen Entwicklung der DIDs (Calon et al., 2000a).
Zusatzlich wurde gezeigt, dass eine DA-Denervation zur verstarkten Tyrosin
Phosphorylierung der NR2B-Untereinheit (SU) des NMDA-Rezeptors flihrt (Menegoz et al.,
1995), die durch eine chronische L-DOPA Behandlung weiter verstarkt wurde (Oh et al.,
1998). Eine akute Behandlung mit dem NR2B-Antagonisten ACEA 10-1244 verhinderte
sowohl die L-DOPA induzierte Tyrosine Phosphorylierung, als auch die Verdnderung der
Verhaltensantwort (hier verlangertes Rotationsverhalten) (Oh et al., 1998). Weiterhin wurde
gezeigt, dass die DA-Rezeptor vermittelte Serine Phosphorylierung der NR2A-SU ebenso
wie die Verhaltenssensitivierung nach chronischer intermittierender Stimulation im DA-
denervierten Tier abhangig ist von der Aktivierung der Ca2+/Calmodulin-abhangigen
Protein Kinase Il (CaMKII) (Oh et al., 1999). Da diese Ca2+-abhangige Signaltransduktion
wiederum eine Schllsselrolle bei den intrazellularen Prozessen der LTP spielt (aktuelle
Zusammenfassung in Malenka und Nicoll, 1999) wird hierdurch der plastische Charakter
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der Verhaltenssensitivierung und damit der DIDs im Sinne eines pathologischen
Lernprozess unterstitzt.

In Ergdnzung zu diesen Studien zeigen vorliegende Befunde deutlich, dass auch das als eher
transient anzusehende iTF c-Fos in Folge der DA-Denervation und des ,primings‘ mit
Apomorphin Uber einen Zeitraum von 4 Wochen im CPu und auch Acb verstarkt exprimiert
wird. Grundlage fur die anhaltende Aktivierung ist vermutlich der Zeitverlauf der
nigrostriatalen Degeneration, die im Tiermodell der partiellen striatonigralen Lasion als
voranschreitender Prozess anzusehen ist (siehe 4.5.). Die Folge ist ein sich dynamisch
verandernde Transmitterbalancen, die wiederum einen standig neuen Stimulus flr die c-Fos
Induktion darstellt. Im Gegensatz dazu wurden angefiihrte Studien an Versuchtieren mit
fast kompletter DA-Denervation durchgefiihrt, so dass von einem eher stabilen Endzustand
des Transmitterungleichgewichts auszugehen ist und daher die chronischen iTFs wie FosB
und AFosB als Marker fur eine verdnderte neuronale Funktion anzusehen sind. Damit kann
hier gezeigt werden, dass auch die anhaltende Expression c-Fos ein valider Marker fur
chronische, adaptative intrazellulare Prozesse ist, vorrausgesetzt der dafiir erforderliche
Stimulus unterliegt einer anhaltenden Veranderung.

Unabhangig davon, welche iTFs wiederholt stimuliert werden oder chronisch aktiviert
bleiben, liegt es nahe, dass dies zu einer langfristigen AP-1-abhangigen (Auf)regulation von
Zielgenen in den striatalen Projektionsneuronen fuhrt. Die Gene von Praprodynorphin (PPT)
und Praproenkephalin (PPE) enthalten beide AP-1-Bindungssequenzen (Messersmith et al.,
1994; Sonnenberg et al., 1989) und kénnen somit durch die iTFs der Fos- und Jun-Genfamilie
selektiv reguliert werden. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass sowohl unilaterale
6-OHDA-Lasionen als auch MPTP-Behandlung eine Zunahme der PPE mRNA und eine
Abnahme der PPT mRNA im Striatum induzieren (Gerfen et al., 1990; Henry et al., 1999;
Herrero et al., 1995; Morissette et al., 1999; Zeng et al., 2000). Die chronische Behandlung mit
L-DOPA nach 6-OHDA-Lasion konnte die Zunahme der PPE mRNA reduzieren und die
PPT mRNA Abnahme komplett normalisieren (Zeng et al., 2000). Im MPTP-behandelten
Affen sowie im Parkinson Patienten blieb die PPE mRNA nach L-DOPA Behandlung erhoéht,
die PPT mRNA unterschied sich nicht von den Kontrollen (Herrero et al., 1995; Nisbet et al.,
1995). Weiterhin wurde gezeigt, dass DIDs, hervorgerufen durch chronische Behandlung mit
L-DOPA oder die pulsatile Applikation des DA D1-Rezeptor-Agonisten SKF 82958, mit einer
zusatzlichen Zunahme der striatalen PPE mRNA Gehalte korrlierte (Morissette et al., 1999;
Zeng et al., 2000). Im Vergleich dazu normalisierte die chronische, kontinuierliche DA-
Rezeptorstimulation mit Cabergolin die PPE und PPT mRNA Level, ohne Dyskinesien
auszuldsen bei anhaltender antiparkinsonoider Wirkung (Morissette et al., 1999). In der
unilateral 6-OHDA ladierten Ratte war das Auftreten von DIDs nach pulsatiler DA-
Stimulation assoziiert mit einer Zunahme der PPT mRNA und der GLU Dekarboxylase
(GADG67) mRNA bzw. deren Aktivitat im dorsalen CPu sowie GAD67 mRNA im LGP (Cenci
et al., 1998; Cenci et al., 1999; Engber et al., 1991). Die kontinuierliche Infusion von L-DOPA
fuhrte zu einer Normalisierung von GAD67 Aktivitdt und dem Gehalt an Dynorphin fuhrte
(Engber et al., 1991). Ahnlich war die Zunahme des Rotationsverhaltens nach chronischer
pulsatiler L-DOPA Behandlung assoziiert mit der Zunahme von striataler PPE mRNA
(Henry et al., 1999). Im Gegensatz dazu induzierte die chronische Behandlung mit Lisurid
(0.01 mg/kg und 0.1 mg/kg b.i.d.). kein verstarktes Rotationsverhalten als Anzeichen einer
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Verhaltenssensitivierung und normalisierte den striatalen PPE mRNA Gehalt (Henry et al.,
1999). Zusammengenommen zeigen diese Studien, dass das Auftreten von Dyskinesien bzw.
entsprechender Verhaltensensitivierung im DA-denervierten Tier nach pulsatiler DA-
Rezeptorstimulation an einen veranderten physiologischen Zustand des Striatums gebunden
ist (Engber et al., 1991), der, worauf die bisherigen Befunde hindeuten, vorzugsweise die
striatopallidale Projektion betrifft. In vorliegendem Experiment wird deutlich gezeigt, dass
die chronische Behandlung mit Cabergolin die 6-OHDA-induzierte anhaltende Aktivierung
von c-Fos im dorsalen CPu und auch im ventralen Striatum normalisiert und keine
Verhaltenssensitivierung induziert. Dies kann dahingehend interpretiert werden, dass die
kontinuierliche DA D2-Rezeptorstimulation einen physiologische DAergen Tonus gegeniber
der relativen GLUergen Uberaktivitat wiederherstellt, und somit die normale Funktion
striataler Projektionsneurone.

Kompensatorische und neuroprotektive Effekte der DA-Rezeptor-Agonisten

Die hier durchgefiihrte histologische Untersuchung zur Bestimmung des Neuronenverlustes
in ventralen Mesencephalon zeigt, dass die chronische Behandlung mit den DA-Agonisten
keine protektiven Effekte auf die DAergen Neurone in der SNC hat. Korrespondierend dazu
wird neurochemisch im dorsalen CPu eine DA-Entleerung von ~ 57 % der Kontrolle
nachgewiesen, auf die die DA-Agonisten keinen Einfluss haben. Somit kénnen vorliegende
Ergebnisse einen unmittelbaren protektiven Effekt einer friihen kontinuierlichen Behandlung
mit DA-Agonisten auf DAerge Neurone (Olanow et al., 1998) und damit auf die DAerge
Transmission im dorsalen Striatum nicht unterstiitzten. Die Zunahme des DA-Metabolismus
(Metaboliten/ Transmitter-Verhaltnis) im CPu nach 6-OHDA-Léasion ist Ausdruck eines
kompensatorischen Prozess, der eine erhthte Aktivitat Gberlebender Neurone und deren
Terminalen kennzeichnet (Hefti et al., 1985; Robinson und Wishaw, 1988; Zigmond et al.,
1990). Diese intrinsische Fahigkeit DAerger Neurone nach nigrostriataler Lasion wird auf
eine funktionelle Transformation zuritickgefiihrt, die extrazelluldare Transmitterspiegel auch
nach extensiver Lasion weitestgehend normalisiert und auch so Verhaltensdefizite lange Zeit
kompensiert (Robinson und Wishaw, 1988, Zusammenfassung in Bezard und Gross, 1998).
Der DA-Metabolismus zeigt nach chronischer Behandlung mit Lisurid eine geringere
kompensatorische Kapazitat, was moglicherweise die ausgepragte Zunahme der Katalepie in
diesen Tieren nach Ende der Behandlung erklart. Die chronische Behandlung mit Cabergolin
hingegen hélt diese kompensatorischen Mechanismen aufrecht, so dass sich an dieser Stelle
mutmassen lasst, dass eine Wiederherstellung des physiologischen DA-Tonus auch
kompensatorische Mechanismen foérdert. In diesem Zusammenhang ist der Befund, dass die
DAerge Transmission im Acb nach der chronischen Behandlung mit Cabergolin zunimmt
ebenfalls als kompensatorisches Phdnomen anzusehen. Da hierbei keine Zunahme des
prasynaptischen DA-Metabolismus (DOPAC/DA) gemessen wird, deutet dies auf eine
Zunahme DAerger Terminalen im Acb hin und damit auf das plastische Phanomen des
axonalen ,sprouting‘. Spontanes ,sprouting’ im Sinne von Ausbildung zusatzlicher
Axonkollateralen und neuer Synapsen nach unvollstandiger aber auch schwerer DAerger
Denervation infolge 6-OHDA-Lasion der SNC oder MPTP-Behandlung wurde im CPu
mittels morphologischer, biochemischer und ultrastruktureller Untersuchung der DAergen
Terminalen gezeigt (Bezard et al., 2000; Blanchard et al., 1996; Finkelstein et al., 2000; Onn et
al., 1986; Song und Haber, 2000). Dieses Phanomen trat friihestens 4 Monaten nach der 6-
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OHDA-Lasion auf (Blanchard et al., 1996; Finkelstein et al., 2000; Onn et al., 1986) und ist
daher als eher chronischer, kompensatorischer Mechanismus anzusehen (Bezard und Gross,
1998). Dagegen werden hier 5 Wochen nach partieller striatonigraler Lasion im CPu schnelle
kompensatorische Mechanismen wie ein erhdhter DA-Umsatz nachgewiesen. Studien an
MPTP-behandelten Affen zeigten, dass die DA-Denervation im Acb nie das Ausmass der
striatalen Entleerung ereicht, und hier am ehesten DAerge Reinnervation (hier
Normalisierung des HVA/DA Verhdltnis) stattfindet (Elsworth et al., 2000), die
moglicherweise auch zur langfristigen Wiederherstellung motorischer Funktionen nach
akuter MTPT-Behandlung beitragt (Rose et al., 1989). Vorliegende Untersuchung unterstiitzt
die Vermutung, dass das mesoaccumbale DA-System weniger vulnerabel gegenlber der
Wirkung der Neurotoxine ist. Dartiberhinaus wird hier zum ersten Mal gezeigt, dass die
kontinuierlich DA-Rezeptorstimulation mit Cabergolin spezifisch mesoaccumbale Axone
DAerger Projektionsneurone zum Wachtsum stimuliert. Der zugrundeliegende
Mechanismus ist unbekannt, wahrscheinlich ist jedoch eine Beteiligung neurotropher
Faktoren (NTFs). Es wurde gezeigt, dass BDNF (brain derived neurotrophic factor) und
GDNF (glial cell derived neurotrophic factor) DAerges ,sprouting‘ im Striatum und GP nach
6-OHDA-Lasion unterstltzen (Batchelor et al., 2000; Kirik et al., 2000; Rosenblad et al., 1999;
Rosenblad et al., 2000a). Weiterhin impliziert die Koexpression von DA D2-Autorezeptoren
und verschiedenen NTFs im somatodendritischen und axonalen Bereich mesencephaler
Neurone (Bozzi und Borrelli, 1999 und Referenzen hierin) eine Interaktion, wobei bisher
nicht bekannt ist, ob und wie DA die Expression und Funktion von NTFs und deren
Rezeptoren beeinflusst. Eine Studie an D2-Rezeptor knockout Méausen zeigte eine generelle
Abnahme der mRNAs von NT-4 (Neurotrophin-4) und GDNF im Striatum, was darauf
hindeuten mag, dass die Expression dieser beiden NTFs abhéngig ist von der DAergen
Signaltransduktion Gber D2-Rezeptoren. Im Umkehrschluss wiirde das bedeuten, dass eine
Stimulation der somatodendritischen und axonalen D2-Autorezeptoren durch DA-
Agonisten wie Cabergolin eine verstarkte Expression und Freisetzung von GDNF und NT-4
induzieren kann, was wiederum das DAerge ,axonal sprouting‘ foérdert. Die Selektivitat fur
das mesoaccumbale System mag dadurch erklart werden, dass dessen intrinsische Kapazitat
zur Regeneration aufgrund der geringen Degeneration der Somata und Terminalen erhalten
bleibt. Von der Behandlung unbeeinflusst bleibt das serotonerge ,sprouting‘ im Acb nach 6-
OHDA-Lasion. Serotonerges ,sprouting‘ wurde bisher im CPu und der SNC nach MPTP-
Behandlung oder 6-OHDA-Lasion der SNC gezeigt (Gaspar et al., 1993; Luthman et al., 1987;
Zhou et al., 1991) jedoch nicht im Acb, wo in MPTP-behandelten Mausen sogar eine
chronische Degeneration der serotonergen Transmission nachgewiesen wurde (Date et al.,
1990). Das Phanomen des heterotpyen Kollateralen ,sprouting‘ deutet darauf hin, dass nicht
nur das DAerge System in den Basalganglien ein plastisches Potential bei der Parkinson
Krankheit besitzt, sondern dass die kompensatorischen Mechanismen wahrend des
Krankheitsverlaufs vielfalltig sind, teilweise gebunden an die Aktivitat nigraler Afferenzen
(Bezard und Gross, 1998).

Obwonhl vorliegende histologische Untersuchungen keine Protektion DAerger Neurone im
ventralen Mesencephalon zeigen kénnen, ist die Anzahl der Nissl-gefarbten Neurone in der
SNC und auch im VTA nach der chronischen Behandlung mit den DA-Agonisten gegentber
den unbehandelten Tieren erhtht. Da es sich hierbei aufgrund der morphologischen
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Betrachtung um mittlere bis grosse Projektionsneurone handelt, kann der Schluss gezogen
werden, dass es sich hierbei mit grosser Wahrscheinlichkeit um ehemals TH-positive
Neurone handelt, die das Enzym nicht mehr nachweisbar exprimieren. Zwei
behandlungsbedingte Ursachen sind hierfir denkbar.

Der Verlust der TH IR kann ein Teil des degenerationsbedingten Funktionsverlustes sein der
im Verlauf der akuten bis chronischen Degenerationsphase auftritt (siehe 4.5.). Dies wiirde
durch bereits beschriebene ultrastrukturelle Untersuchungen bestatigt, die zeigten, dass der
Verlust der TH IR der eigentlichen Degeneration vorangeht (Ichitani et al., 1994; Marti et al.,
2000; Zuch et al., 2000). Es wurde gezeigt, dass im Zeitverlauf nach der striatalen 6-OHDA
Injektion der Verlust der TH IR nach 10 — 15 Tage am grossten war und der eigentlichen
Degeneration unmittelbar vorrausgeht (Marti et al., 2000). Demnach wirde die Behandlung
mit den DA-Agonisten die den Verlust der TH IR verzégern und mdglicherweise auch die
Degeneration. Fraglich hingegen ist jedoch, ob dies eine tatsachliche langfristige
Neuroprotektion darstellt.

Da die Nissl-gefarbten, TH-negativen Neurone weder atrophiert waren oder ,aufgeldste’
Zellkdrper und eine undeutliche Kernmembran aufwiesen (siehe 4.5.), sondern
morphologisch eher den Neuronen der intakten SNC glichen, scheint der Verlust der TH IR
nicht unmittelbar mit einem degenerativen Prozess assoziiert zu sein. Sowohl die Aktivitat,
als auch die Genexpression der TH sind komplex reguliert, um die Biosynthese der
Catecholamine auf die jeweiligen physiologischen Funktionen anzupassen und das Risiko
zytotoxischer Reaktionen, die durch deren Autoxidation ausgeldost werden kénnen, zu
minimieren (Zusammenfassung in (Kumer und Vrana, 1996). Der Verlust der TH IR in
Uberlebenden Neuronen kann durch eine DA-Agonisten-induzierte negative Regulation der
Transkription des TH-Gens oder der Translation der mRNA erklart werden. In diesem
Zusammenhang wurde unlangst gezeigt, dass eine kontinuierliche systemische bzw.
intrazerebrale Behandlung mit Apomorphin Gber 7 bzw. 28 Tage ebenfalls eine Abnahme
der TH mRNA im intakten ventralen Mesencephalon bewirkt, eine diskontinuierliche
systemische Applikation im vergleich dazu jedoch nicht (Iwata et al., 2000), was im Einklang
zu der vorliegenden Beobachtung steht. Naheliegend ware eine unmittelbare Regulation der
Genexpression Uber eine Stimulation von somatodendritischen oder axonalen DA D2-
Autorezeptoren auf nigrostriatalen Neuronen (Cragg und Greenfield, 1997; Filloux et al.,
1988), die nicht nur die DA-Freisetzung inhibieren, sondern Uber intrazellulare
Signaltransduktion die Enzymmenge regulieren. Verschiedende regulatorische Elemente im
Promotor des TH-Gens sind bekannt, die mit der DA D2-Rezeptor gekoppelten
Signalkaskade in enger Verbindung stehen. So kann die Aktivierung der Adenylylcyclase
Uber die Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) zur Phosphorylierung des cAMP
responsive element binding Protein (CREB) fiihren, das dann wiederum an das
entsprechende CRE im Promotorbereich bindet und somit die Transkription aktiviert (Piech-
Dumas und Tank, 1999). Das PKA System scheint unter den meisten physiologischen
Bedingungen die Genexpression der TH zu kontrollieren (Kumer und Vrana, 1996). Daneben
hat auch die Aktivierung von c-Fos und c-Jun Uber die AP-1 Bindungsstelle eine wichtige
regulatorische Funktion (Guo et al., 1998; Icard-Liepkalns et al., 1992), wobei die Aktivierung
dieser Signalkaskaden eine positive Regulation des TH-Gens bewirkt. Mdglicherweise
besteht hier jedoch ein Zusammenhang zwischen der Abnahme der 6-OHDA-induzierten c-
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Fos und c-Jun Expression nach chronischer DA-Rezeptorstimulation. Denkbar ware eine
kompensatorische Aufregulation der TH Expression nach 6-OHDA Uber die chronische AP-1
Aktivierung die dann wiederum in Folge der chronischen DA D2-Rezeptorstimulation
inhibiert wird. Weiterhin kann die Aktivierung negativ regulatorischer Elemente im TH-
Gen, die bereits identifiziert sind, die Transkription inhibieren. So bindet der
Transkriptionsfaktor Oct-2 im Genpromotor um die Transkription zu unterdriicken (Dawson
et al.,, 1994), allerdings ist hierfir noch kein Verbindung mit D2-Rezeptor-gekoppelten
Signalkaskaden bekannt. Die Oct-2 Erkennungssequenz im TH-Gen wird jedoch von der
CRE und AP-1 Bindungssequenz flankiert, eine teilweise Uberlappung der Sequenzen
(Kumer und Vrana, 1996) macht eine Koregulation dieser negativen Transkriptionskontrolle
Uber den PKA- bzw. AP-1 Signaltransduktionsweg erwagbar. Trotzdem kann Uber eine
negativen Regulation der TH Expression Uber DA D2-AutoRezeptorstimulation derzeit nur
spekuliert werden.

Unter dem Aspekt, ob eine DA-Substitution mit DA D2-Rezeptor-Agonisten neuroprotektiv
ist, wurde gezeigt, dass Apomorphin (Grinblatt et al., 1999a), Bromocriptine (Takashima et
al., 1999), Pergolid (Asanuma et al., 1995) und Pramipexol (Vu et al., 2000) die 6-OHDA-,
MPTP- oder L-DOPA induzierte Neurotoxizitat in vitro als auch in vivo verringern kénnen.
Hierbei wurde vermutet, dass Pergolid und Bromocriptine durch eine Verminderung der
DA-Freisetzung Uber Aktivierung der prasynptischen D2-Autorezeptoren protektiv wirken
(Asanuma et al., 1995; Takashima et al., 1999), in dem die TH Aktivitat inhibiert wird
(O'Hara et al., 1996). Die neuroprotektive Wirkung von Apomorphin gegentber der 6-
OHDA und MPTP-Toxizitat wird dagegen eher seinen antioxidativen Eigenschaften und
seiner Wirkung als Radikalfanger zugeschrieben (Gassen et al., 1998; Griinblatt et al., 1999a;
Grinblatt et al.,, 1999b). Offensichtlich scheint der hier gezeigte Verlust des DAergen
Phanotypus nach chronischer DA-Substitution eine gewisse Protektion vor der 6-OHDA-
induzierten Degeneration zu gewahrleisten. Allerdings stellt sich die Frage, ob der
Funktionsverlust eine tatsachliche Neuroprotektion darstellt, geméass der Hypothese, dass
eine Hemmung der DA-Synthese und Freisetzung als neuroprotektive Therapiestrategie
einzusetzen ist (Olanow et al., 1998), oder ob die derart unfunktionellen Neurone nicht auch
Zu einem spateren Zeitpunkt zugrunde gehen oder aus dem Neuronenverband entfernt
werden.

Einfluss von Cabergolin auf die ,extranigrale* Pathologie

Die Untersuchung zur Wirkung der chronischen DA-Substitution auf die 6-OHDA-induziert
iTF Expression zeigt deutlich, dass insbesondere die kontinuierliche Stimulation von DA D2-
Rezeptoren mit Cabergolin ,nomalisierend‘ auf die neuronale Aktivitat in verschiedenen
Kerngebieten einwirkt. Dies soll in Hinblick auf eine Wiederherstellung der
Transmitterbalancen und damit eine mdgliche Reduktion der ,extranigralen‘ Pathologie
diskutiert werden.

Motorische Basalganglien Kerne und PPTg

Eine ausgepragte Wirkung auf die 6-OHDA-bedingte Induktion von c-Fos hat Cabergolin im
MGP. Diese Beobachtung erscheint im Hinblick auf die GLU-getriebene Uberaktivitat dieses
Kernes nach DA-Denervation besonders interessant. Die 6-OHDA-L&sion induziert eine
anhaltende Expression von c-Fos, was in Einklang mit vorangegangenen Arbeiten steht, die
eine erhdhte metabolische Aktivitat und auch c-Fos Expression nach DA-Deneravation im
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MGP zeigten (Mitchell et al., 1989; Palombo et al., 1990; Hebb und Robertson, 1999; Nakao et
al., 1998; Schuller und Marshall, 2000; Vila et al., 1996), die aller tierexperimentellen Befunde
nach durch eine Uberaktive subthalamopallidale GLUerge Projektion angetrieben wird
(Zusammenfassung in Blandini et al.,, 2000a). Vergleichbare Daten einer chronischen
Behandlung mit L-DOPA zeigten, dass die erhdhte metabolische Aktivitat des MGP nach
MPTP-Behandlung durch die DA-Substitution normalisiert wird (Vila et al., 1996). Ebenso
konnten intrastriatale mesencephale Transplantate, die eine kontinuierliche DA-Freisetzung
in das Striatum gewabhrleisten, die 6-OHDA-induzierte erhdhte metabolische Aktivitat
normalisieren und die Apomorphin-induzierte akute c-Fos Expression im MGP inhibieren
(Nakao et al., 1998), sowie die 6-OHDA-induzierte Zunahme der GAD76 sowie
Praprosomatostatin mRNA im MGP normalisieren (Rajakumar et al., 1997). Zusammen mit
den vorliegenden Befunden deutet dies darauf hin, dass eine kontinuierliche DA-
Rezeptorstimulation, die Denervations-bedingte Uberaktivitat des MGP vermindert oder
sogar normalisiert. Da die Neurone des MGP selbst nur Uber eine geringe DAerge
Innervation verfligen, und nur D1- und keine D2-Rezeptoren exprimieren (Weiner et al.,
1991; Yung et al., 1995) ist es unwahrscheinlich, dass die DA-Agonisten direkt im MGP auf
dessen Aktivitat wirken. Dies spricht vielmehr daflr, dass die Denervations-bedingte
GLUerge Uberaktivitat des STN Uber die Inhibition der striatopallidalen Projektion
normalisiert wird. In diesem Zusammenhang lassen sich auch die Effekte der Behandlung
mit Cabergolin und Lisurid auf die 6-OHDA-induzierte Expression von c-Jun im PPTg
diskutieren. Erhdhte metabolische und neuronale Aktivitdten des PPTg infolge von DA-
Denervation konnten wiederholt gezeigt werden (Carlson et al., 1999; Mitchell et al., 1989;
Nakao et al., 1998; Orieux et al., 2000; Palombo et al., 1990) und werden auf eine GLUerge
Uberstimulation durch den STN zuriickgefuhrt (siehe 4.5.). Ahnlich wie im MGP kénnen
auch im PPTg intrastriatale mesencephale Transplantate die Apomorphin-induzierte
Expression von c-Fos inhibieren (Nakao et al., 1998), was ebenfalls flr eine Normalisierung
der Transmitterbalance im PPTg spricht, und damit die hier erhobenen Befunde unterstitzt.
Die Abnahme der Lé&sions-bedingten Uberaktivitaiten des STN und des PPTg nach
chronischer Behandlung mit den beiden DA-Agonisten mag auch die Ursache fir die
Reduktion der c-Fos und c-Jun Expression in der SNC sein. Unter der Annahme, dass die
GLUerge Uberstimulation aus STN und PPTg zur chronischen Degeneration beitragt (siehe
4.5.), und eine anhaltende Expression dieser beiden iTFs Teil dieses Prozess sind, lassen die
hier erhobenen Daten den Schluss zu, dass die eine Normalsierung der subthalamo- und
pedunculopontinonigralen GLUergen Projektion eine Inhibierung der chronischen iTF
Aktivierung bewirkt und somit die langsame Neurodegeneration in der SNC
moglicherweise aufhalt. Diese Vermutung wird durch zwei tierexperimentelle Studien
gestitzt, die zeigten, dass eine vorangehende Exzitotoxinlasionen des STN bzw. des PPTg
die Neurone der SNC vor der anschliessenden 6-OHDA-Lasion bzw. MPTP Behandlung
schitzt und Verhaltensdefizite, die mit der Degeneration des nigrostriatalen DA-Systems
verbunden sind, verhindert werden (Piallat et al., 1996; Takada et al., 2000).

Die hier beobachtete Reduktion der c-Fos und c-Jun Aktivierung im LGP nach chronischer
Behandlung mit Cabergolin lasst sich weniger einfach durch eine Wiederherstellung der
Transmitterbalancen im CPu und den damit verbundenen Projektionen erklaren. Der LGP
erhélt selbst eine moderate DAerge Innervation durch nigrostriatale Kollateralen (Bjorklund
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und Lindvall, 1984; Cossette et al., 1999; Hedreen, 1999), so dass die Aktivitat der LGP
Neurone Uber DA D1- und D2-Rezeptoren, die sie in geringer bis mittlerer Dichte
exprimieren (Weiner et al., 1991; Yung et al., 1995), direkt durch die DAergen Neurone der
SNC beeinflusst wird. Nach dem derzeitigen Modell der funktionellen Basalganglien
Anatomie befindet sich der LGP nach DA-Denervation in einem hypoaktiven Zustand.
Metabolische und biochemische Untersuchungen zeigten jedoch keine Veranderungen der
Aktivitat des MGP nach MPTP- oder 6-OHDA-Léasion (aktuelle Zusammenfassung in
(Hirsch et al., 2000). Die vorliegenden Daten zeigen ebenfalls, dass die DA-Denervation
selbst keine Veranderung der c-Fos oder c-Jun Aktivitat im LGP hervorruft, ebensowenig
wie es eine akute 6-OHDA Infusion in das MFB konnte (Schuller und Marshall, 2000). Nach
DA-Denervation steht der LGP wunter der dualen Kontrolle einer vermehrten
striatopallidalen = GABAregen Inhibition und einer verstarkten  reziproken
subthalamopallidalen GLUergen Projektion (Kita und Kitai, 1987; Sato et al., 2000), was die
ausbleibende Nettoverdanderung der LGP Aktivitat hinreichend erklaren wirde. Eine
Stimulation ,supersensitiver* striataler DA D2-Rezeptoren nach DA-Denervation wirde nach
dem derzeitigen Modell der Basalganglien Anatomie eine Disinhibition des LGP zu Folge
haben. Funktionelle Untersuchungen bestéitigen dies. So konnten D1- und D2-Rezeptor-
Agonisten nach unilateraler nigrostriataler Lasion c-Fos im LGP induzieren (Ruskin und
Marshall, 1997). Nach unilateraler 6-OHDA-induzierte eine akute DAerge Stimulation mit
Amphetamin die c-Fos Expression im kontralateralen LGP (Hebb und Robertson, 1999;
Wirtshafter und Asin, 1999), wohingegen Apomorphin c-Fos im ipsilateralen LGP induzierte
(Hebb und Robertson, 1999; Nakao et al., 1998), was wiederum durch die intrastriatale
Transplantation mesencephalen Gewebes inhibiert wurde (Nakao et al., 1998). Dieser Effekt
wurde darlber erklart, dass die kontinuierliche DA-Freisetzung durch das Transplantat die
striatale DA D2-Rezeptor Supersensitivitat reduzierte, und somit die Apomorphin-
induzierte Disinhibition des LGP verringert. Vorliegende Befunde zeigen jedoch, dass die
neuronale Aktivitat des LGP nach chronischer DA D2-Stimulation stark reduziert wird, was
sich nicht mit einer chronischen Disinhibition der striatopallidalen Projektion erklaren lasst.
Eine mdgliche Erklarung fir die Beobachtung einer verminderten basalen Expression von c-
Fos ware eine direkte inhibierende Wirkung von Cabergolin auf LGP Neurone vermittelte
Uber DA D2-Rezeptor. Hierdurch wiirde die postulierte duale Kontrolle des LGP nach DA-
Denervation zugunsten einer verstarkten Inhibition verschoben werden. Die Vermutung,
dass die nigropallidale DAerge Innervation und damit auch die DA-Rezeptor vermittelte
Funktion der LGP Neurone eine bisher unterschatzte Rolle, sowohl in den gesunden, als
auch in den parkinsonoiden Basalganglien spielt, wird derzeit durch wenige anatomische
(Cossette et al., 1999) und funktionelle Befunde gestitzt (Zusammenfassung in Smith und
Kieval, 2000). So induzierte die lokale Infusion von DA D1- und D2-Antagonisten in den
LGP Akinese (Hauber und Lutz, 1999). Eine Zunahme der Feuerrate von LGP Neuronen
konnte nach Apomorphin Behandlung von Parkinson Patienten gezeigt werden, die
wiederum mit einer Abnahme der MGP Feuerrate und dem Auftreten von Dykinesien
korreliert war (Lozano et al., 2000). Dieser Effekt kann durch eine direkte Wirkung des DA-
Agonisten im LGP erklart werden, und wirde dessen dyskinetisches Potential
unterstreichen. Vice versa kann die hier beobachtete anhaltende Verminderung der c-Fos
Expression und damit der neuronalen Aktivitdit nach chronischer Begandlung mit
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Cabergolin pradiktiv fir das antidyskinetische Potential dieses DA D2-Agonisten sein,
insbesondere Uber dessen Wirkung auf die Projektionsneurone des LGP.

,Extended Amygdala‘

Allgemein sind auch in den Basalganglien assoziierten Strukturen des EA Komplex die
neuronalen Aktivitaten, gemessen an der Expression von c-Fos und c-Jun, nach chronischer
DA D2-Rezeptorstimulation vermindert. Im Gegensatz zu den iTF Expressionsmustern die 8
Wochen nach intrastriataler 6-OHDA-Lasion gemessen wurden (siehe 4.5.), zeigt sich 4
Wochen nach der Lasion keine Nettoinduktion gegeniiber den Kontrolltieren. So entspricht
die hier gezeigte Abnahme der iTF Expression im BSTL und dem Me eher einer Inhibition
der normalen physiologischen Aktivitat. Eine neuroanatomische Studie zeigte eine hohe
Dichte von [:251]lodosulpirid Bindungsstellen in den Kernen der EA, was sowohl fur die
Prasenz von préa- als auch postsynaptischen DA D2-Rezeptoren spricht (Scibilia et al., 1992).
Die mesencephale DAerge Innervation ist ausgepragt im BSTL, weniger im Me (Bjorklund
und Lindvall, 1984). Dies impliziert eine regional unterschiedliche Regulation der EA
Funktionen durch das DA-System. Die naheliegenste Erklarung flr hier beobachtete
Verminderung der ,basalen‘ iTF Expressionen nach der Behandlung mit DA-Agonisten, wére
eine Verminderung der mesencephalen DA-Freisetzung tUber axonale DA D2-Rezeptoren,
die den DAergen Antrieb in diesen Kernen reduzieren, und somit deren Aktivitatszustand
vermindern. Ob dieser inhibierende Eingriff in die neuronale Aktivitat der EA Kerne auch
die zuvor beschriebene 8 Wochen anhaltende c-Fos Induktion (siehe 4.5.) reduzieren kann,
und die auf dieser Beobachtung postulierten Transmittergleichgewichte wiederherstellen
kann, lasst sich anhand der hier erhobenen Daten nur schwer zeigen, auch wenn eine
Einflussnahme der DAergen Transmission auf die Aktivitaten dieser Kerne nachgewiesen
wurde.

Zusammenfassung

Zusammenfassend ergibt sich, dass eine chronische kontinuierliche Stimulation von DA D2-
Rezeptoren mit Cabergolin, im Gegensatz zu einer chronischen pulsatilen Stimulation mit
Lisurid, ein geringes Risiko birgt, Verhaltenssensitivierungen im DA-denervierten Tier zu
induzieren. Gleichzeitig kann die kontinuierliche DA-Substitution zu einer Normalisierung
der neuronalen Funktion im dorsalen und ventralen Striatum fuhren, was wiederum als
zellulare Grundlage fiir das antidyskinetische Wirkprofil von Cabergolin angesehen werden
kann. Dariiberhinaus unterstiitzt eine DA-Substitution mit Cabergoline kompensatorische
Mechanismen der DAergen Transmission im denervierten Striatum und induziert DAerges
axonales ,sprouting‘ im Ach. Beide Prozesse kbnnen auch bei der chronischen Behandlung
von Parkinson Patienten zu einer Aufrechterhaltung der verbliebenen DAergen
Transmission oder sogar zur partiellen Wiederherstellung der DAergen Innervation und
damit zur Verminderung der Symptome flhren. Keiner der beiden DA-Agonisten zeigt ein
eindeutiges neuroprotektives Potential in der Form, dass DAerge Neurone vor der
Degeneration geschitzt werden und ihre Funktion in der mesotelencephalen DAergen
Projektion erhalten bleibt. Hinsichtlich der ,extranigralen‘ Pathologie, fur die ursachlich
veranderte Transmitterbalancen infolge der DA-Denervation postuliert werden, kann die
kontinuierliche DA-Substitution mit Cabergolin zu einer Normalisierung der neuronalen
Aktivitaten in den flr die Parkinson-Krankheit relevanten Kernen der Basalganglien und
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eng assoziierten Strukturen flhren, und somit moglicherweise langfristig degenerative
Prozesse inhibieren.
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6. Wirkung eines NR2B-selektiven nicht-kompetitiven NMDA-
Rezeptor-Antagonisten auf die neurodegenerativen Effekte der 6-
OHDA-Lé&sion

6.1. Einfuhrung

Der gegenwartige therapeutische Ansatz der Parkinson-Krankheit ist die symptomatische
Therapie mit L-DOPA und direkten DA-Rezeptor-Agonisten, die eine Substitution des
fehlenden Neurotransmitters DA gewahrleisten. Die Wiederherstellung des DAergen Tonus
nach der DA-Denervation, insbesondere an striatalen Projektionsneuronen ist zunachst
ausreichend, die Effizienz DAerger Bahnen in den Kernen der Basalganglien zu
normalisieren und dadurch eine Verbesserung der Symptome zu erreichen. Die Aufklarung
der Pathophysiologie der Basalganglien bei der Parkinson-Krankheit verdeutlicht jedoch,
dass neben dem progressiven Verlust der DAergen Innervation GLUerge Mechanismen
entscheidend zur Symptomatik der Parkinson-Krankheit beitragen (Zusammenfassung in
(Blandini et al., 2000a; Pedersen und Schmidt, 2000a; Schmidt und Kretschmer, 1997), gemass
dem ,sekundaren GLU-Uberaktivitatssyndrom* (siehe 1.4.) (Starr et al., 1997). Die GLUerge
Uberaktivitat ist zum einen auf Ebene des Striarums von grosser Bedeutung, wo die
mesostriatale DAerge Innervation mit der kortikostriatalen GLUergen Projektion direkt an
striatalen ,medium spiny | Projektionssneuronen interagiert (Zusammenfassung in Smith
und Bolam, 1990) und somit deren neuronale Aktivitdat und Funktion entscheidend
beeinflusst (Zusammenfassungen in Carlsson und Carlsson, 1990) (siehe 1.1.3). Zum anderen
wird die Uberaktivitat der beiden Basalganglien Ausgangskerne SNR und MGP, die in Folge
die thalamokortikale Unterfunktion und damit die Parkinson-Symptome bewirkt, durch die
Uberaktive GUerge Projektion des STN angetrieben. Zahlreiche tierexperimentelle
Untersuchungen zeigten, dass sowohl die systemische als auch die lokale Verabreichungvon
verschiedenen NMDA-Rezeptor-Antagonisten in die Basalganglien Ausgangskerne oder den
STN die Parkinson-Symptome nach DA-Denervation oder funktioneller Blockade von DA-
Rezeptoren aufheben (Kaur et al., 1997; Klockgether und Turski, 1990; Ozer et al., 1997,
Zusammenfassungen in Blandini et al., 2000a; Schmidt et al., 1992; Schmidt und Kretschmer,
1997). Die selektive Lasion oder Inaktivierung des STN vermochte sowohl die MPTP-
induzierten Parkinson-Symptome beim Affen zu vermindern (Aziz et al., 1991; Bergman et
al., 1990), als auch die metabolische und funktionelle Uberaktivitit der SNR und des MGP
nach unilateraler 6-OHDA-Lé&sion bei der Ratte zu inhibieren (Blandini et al., 1997; Burbaud
et al., 1995). Hochfrequente Stimulation des STN durch lokale Elektroden wird derzeit bei
wenigen Parkinson Patienten mit schweren motorischen Stérungen und Dyskinesien
erfolgreich eingesetzt (Pollak et al., 1997). Die anti-GLUerge Therapie mit den NMDA-
Rezeptor-Antagonisten Amantadin, Memantin und Budipin zeigte auch bei Parkinson
Patienten eine Verbesserung der Symptome (Danysz et al., 1997; Lange et al., 1997) und die
Koadministration mit L-DOPA reduzierte die Schwere der LIDs, ohne den
antiparkinsonoiden Effekt der L-DOPA Behandlung zu vermindern (Verhagen Metman et
al., 1998) und wird daher als vielversprechende Strategie zur Vermeidung und Behandlung
der LIDs diskutiert (Calon et al., 2000a; Chase und Oh, 2000a).
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Neben der symptomatischen Behandlung verspricht die anti-GLUerge Therapie ein
neuroprotektives Potential, unter dem Aspekt, dass die langsame ,energie-gebundene
Exzitotoxizitat’ zur Atiopathogenese und Progression der SNC Degeneration beitragt. So
konnten einige Studien neuroprotektive Wirkungen von kompetitiven und nicht-
kompetitiven NMDA-Rezeptor-Antagonisten auf die MPTP/MPP+-induzierte nigrostriatale
Degeneration beim Affen und im Nager zeigen (Brouillet und Beal, 1993; Lange et al., 1993;
Santiago et al.,, 1992; Srivastava et al., 1993; Turski et al, 1991). Die GLU-
Freisetzungshemmer Riluzol und Lamotrigine waren ebenfalls effektiv die MPTP- oder
MPP+-induzierte striatale DA-Entleerung zu vermindern (Boireau et al., 1994a; Boireau et al.,
1994b; Jones-Humble et al., 1994). Riluzol zeigte dartberhinaus im MPTP-behandelten Affen
eine neuroprotektive Wirkung auf die SNC Neurone (Benazzouz et al., 1995), eine protektive
Wirkung, die wahrscheinlich nicht nur auf die Inhibition der GLUergen Transmission
zurtickgeht, sondern auf eine Stabilisierung des Energiestoffwechsels und Reduktion des
MPP+-induzierten oxidativen Stress (Storch et al., 2000). Interessanterweise koénnen
Exzitotoxinlasionen des STN aber auch die chronische Infusion von MK-801 die Neurone der
SNC vor der 6-OHDA-Toxizitat schitzen (Blandini et al., 2000b; Piallat et al., 1996).
Gleichfalls reduzierte eine vorangehende Lasion des PPTg mit Kainat die MPTP-induzierten
Parkinson-Symptome im Affen und schitzte dartberhinaus die SNC Neurone vor der
Degeneration (Takada et al., 2000). Vice versa induzierte die Zunahme der STN Feuerrate
nach Lasion des LGP eine Degeneration DAerger Neurone in der SNC (Atherton et al., 2000).
Zusammen deuten diese Studien darauf hin, dass eine anti-GLUerge Therapie eine
Verminderung der Uberaktiven GLUergen Projektionen aus dem STN und dem PPTg
bewirken kann und somit bereits zu friihen klinischen Stadien der Parkinson-Krankheit die
Progression des degenerativenProzess aufhalten kann (Zusammenfassung in Blandini et al.,
2000a; Pedersen und Schmidt, 2000a).

Bislang war es nicht mdglich GLU-Rezeptor-Antagonisten, die im Tierversuch sowohl
symptomatische als auch neuroprotektive Wirkung zeigten, in der Parkinson Therapie
einzusetzen, mit Ausnahme der erwahnten NMDA-Rezeptor-Antagonisten Memantin und
Amantadin, die grundsatzlich eine eher geringe Affinitdit zum offenen lonenkanal des
NMDA-Rezeptors besitzen (Danysz et al., 1997). Dies ist hauptsachlich auf die
psychotomimetischen  Nebenwirkung der systemisch verabreichten Substanzen,
insbesondere der nicht-kompetitiven NMDA-Rezeptor-Antagonisten, zurickzufiihren
(Schmidt, 1994). Daruberhinaus besitzen NMDA-Rezeptor-Antagonisten selbst ein
neurotoxisches Potential. Es wurde mehrfach gezeigt, dass MK-801, Phencyclidin, Ketamin
und CPP pathomorphologische Veranderungen und Neurodegeneration in kortikalen und
subkortikalen Regionen des adulten und juvenilen Gehirn der Ratte und des Primaten
ausldsen kénnen (Fix et al., 1993; Ikonomidou et al., 1999; Ikonomidou et al., 2000; Olney et
al., 1989; Olney et al., 1991; Sharp et al., 1994), was den langfristigen klinischen Einsatz dieser
Substanzen nicht rechtfertigt. Die derzeit neu entwickelten NMDA-Rezeptor-Antagonisten,
die selektiv fur die Polyaminbindungsstelle der NR2B-SU des Rezeptors sind (Grimwood et
al., 2000), versprechen verbesserte klinische Sicherheit und auch Effizienz, ohne tUber das
psychotomimetische und neurotoxische Nebenwirkungsprofil der kompetitiven NMDA-
Rezeptor-Antagonisten zu verfiigen (Zusammenfassung in Scatton, 1994). Der
Wirkmechanismus dieser NR2B-selektiven Antagonisten, Uber eine allosterische ,aktivitats-
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abhangige* Blockade des Rezeptors (Kew und Kemp, 1998; Legendre und Westbrook, 1991),

gewadbhrleistet eine Inhibition der Gberaktiven GLUergen Transmission, wahrend die normale

physiologische GLUerge Transmission unbeeinflusst bleibt. Fir den Antagonisten CP-

101,606 wurde in vitro gezeigt, dass er nur unter extrazellularen Bedigungen, in denen der

pH erniedrigt ist, als potenter Inhibitor des NMDA-Rezeptors wirkt, wahrend er bei

physiologischer lonenstarke inaktiv ist (Mott et al., 1998). Diese spezifische Charakteristik
stellt ein vorteilhaftes Wirkprofil dar im Hinblick auf die postulierte langsame ,energie-
gebundene Exzitotoxizitat' bei der Parkinson-Krankheit, in der eine Azidifizierung des

Gewebes als Folge der Energieentleerung impliziert wird (1.5.1.) (Zusammenfassung in

Pedersen und Schmidt, 2000a).

In diesem Teil der Arbeit soll unter der Hypothese, dass eine partielle striatonigrale

Degeneration eine sekundire GLUerge Uberaktivitit in den Kernen der Basalganglien

bewirkt und diese sowohl an der Auspragung der Verhaltensdefizite als auch zur

Entwicklung der ,nigralen‘ und ,extranigralen‘ Pathologie beitragt, die dosisabhangige

Wirkung einer chronischen Behandlung mit dem NR2B-selektive NMDA-Rezeptor-

Antagonisten CP-101,609 untersucht werden. In Verhaltensexperimenten und post mortem

Analysen sollen folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

1. Kann die chronische Behandlung mit CP-101,606 Uber 3 Wochen die Verhaltensdefizite,
die durch eine partielle bilaterale striatonigrale 6-OHDA-Lasion ausgel6st werden,
vermindern oder sogar aufheben?

2. Hat eine chronische systemische NR2B-selektive NMDA-Rezeptor Blockade zu einem
frihen Zeitpunkt (Beginn: 8 Tage nach der Lasion) der retrograden striatonigralen
Degeneration protektive Effekte auf die Neurone der SNC sowie auf die
catecholaminerge Innervation des Vorderhirns?

3. Die Beobachtung, dass die partielle striatonigrale Lasion langfristig eine Zunahme der
CB-exprimierenden Neurone im ventralen Mesencephalon bewirkt kann als
kompensatorische zelluldre Reaktion dieser Neurone auf eine permante GLUerge
Uberstimulation intrepretiert werden (4.5.). Welche Wirkung hat daher die selektive
Inhibition der GLUergen Uberaktivitat mit CP-101,606 auf die Expression von CB im
ventralen Mesencephalon?

4. Die retrograde striatonigrale 6-OHDA-Lasion induziert einen verzdgerten apoptotischen
Zelltod in Neuronen der SNC, nachgewiesen an DNA-Fragmentation und
pathomorphologischen Veranderungen, dem ein Verlust der TH IR vorangeht (Marti et
al., 2000). Weiterhin konnte in vitro und in vivo gezeigt werden, dass der 6-OHDA-
induzierte apoptotische Zelltod die initiale Aktivierung von Caspase-3 (siehe 1.5.3.)
erfordert (Cutillas et al., 1999; Dodel et al., 1999) und dass die Inhibition der Protease
Aktivitat von Caspase-3 die SNC Neurone vor der retrograden Degeneration nach
intrastriataler 6-OHDA Injektion schitzt (Cutillas et al., 1999). Eine aktuelle post mortem
Untersuchung humaner Gehirne wies mehr pigmentierte Neurone in der SNC von
Parkinson Patienten mit aktivierter Caspase-3 nach (Hartmann et al., 2000). Ebenso
induzierte die subchronischen MPTP-Intoxikation von Mausen eine Zunahme des
aktiven p20 Fragments der Caspase-3. Weiterhin wurde durch ultrastrukturelle
Untersuchungen gezeigt, dass die Aktivierung von Caspase-3 dem apoptotischen Zelltod
vorangeht und nicht dessen Konsequenz ist (Hartmann et al., 2000). Aufgrund dieser
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Befunde soll hier untersucht werden, ob die Aktivierung von Caspase-3 in DAergen
Neuronen der SNC wahrend der retrograden striatonigralen Degeneration abhangig ist,
von der postulierten GLUergen Uberaktivitat und ob dies durch die selektive NR2B-
Blockade mit CP-101,606 beeinflusst wird.

5. Die neuronale Aktivitat und Funktion striataler Projektionsneurone wird im intakten
Tier sowohl durch die DAerge als auch durch GLUerge Transmission reguliert (siehe
auch 4.1.). Es wurde gezeigt, dass die striatale Expression von iTFs nach Stimulation von
DA D1-Rezeptoren durch die NR2B-selektive Blockade des NMDA-Rezeptors mit
Ifenprodil regionspezifisch potenziert wird, im Gegensatz zur Wirkung von
kompetitiven Antagonisten oder MK-801, was deutlich macht, dass die verschiedenen
NMDA-Rezeptor Subtypen die striatale Funktion unterschiedlich regulieren (Keefe und
Ganguly, 1998). Daraus ergibt sich die Frage, welchen Einfluss die chronische NR2B-
vermittelte Blockade der GLUergen Transmission auf die regionspezifische Expression
der iTFs c-Fos, FosB und c-Jun im DA-denervierten Tier hat, und ob diese Behandlung zu
einer Wiederherstellung der Transmitterbalance im dorsalen und auch ventralen
Striatum fiihren kann. Gemass dem Postulat, dass eine GLUerge Uberaktivitit auch in
distalen Regionen zur ,extranigralen‘ Pathologie nach DA-Denervation beitragt, die sich
zunachst in einer verdanderten neuronalen Aktivitat aussert, soll untersucht werden
welche Effekte die chronische Behandlung mit CP-101,606 auf die 6-OHDA-induzierte
Expression der iTFs in den Kernen der dorsalen und ventralen Basalganglien Schleifen
sowie den eng assoziierten limbischen Strukturen hat.

6.2. Versuchsdurchfuhrung

Fur den Versuch zur Wirkung einer Langzeitbehandlung mit dem selektiven NR2B-SU
NMDA-Rezeptor-Antagonisten CP-101,606 auf die neurodegenerativen Effekte der
intrastriatalen 6—OHDA Lasion wurden 80 adulte, mannliche Sprague-Dawley Ratten
operiert. Nach angebenem Operationsverfahren (siehe 3.2) wurden pro Striatum 22 ug/2pul 6-
OHDA (N=44), verteilt auf zwei Injektionsorte an folgenden Injektionskoordinaten
infundiert: AP: 0.5/-04 mm, lateral: +2.8/+3.4 mm, dorsoventral: -5.0/-4.8 mm.
Kontrolltieren (N=29) wurde das entsprechende Volumen (2 x 1 pl/Striatum) 0.1 % Ascorbat,
0.9% NacCl infundiert. Am Tag 8 nach der Lasion wurden den Tieren substanzgefillte,
minisomotischen Pumpen implantiert (3.3) um einen kontinuierlichen Plasmaspiegel von 60
ng/ml (OHDA-60 CP: N=14) bzw. 200 ng/ml (Kontrolle-200 CP: N=14; OHDA-200 CP:
N=15) Uber 24 h zu erreichen. Entsprechend wurden vehikelgeflllte (50 % DMSO in a.a.i.)
Pumpen zur Substanzkontrolle implantiert (Kontrolle-DMSO: N=15; OHDA-DMSO: N=15).
Um einen initialen Plasmaspiegel zu erreichen wurde den Tieren vor der
Pumpenimplantation 2.23. mg/kg (OHDA-60 CP) bzw. 7.35 mg/kg (Kontrolle-200 CP,
OHDA-200 CP) oder das entsprechende Volumen einer 3.6 % DMSO Ldsung (Kontrolle-
DMSO, OHDA-DMSO) i.p. injiziert. Die Tiere wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach
der Lasion und Pumpenimplantation auf spontane (Lasions-bedingte) bzw.
substanzbedingte Verhaltensveranderungen getestet (siehe 3.5.). Mit Hilfe der
miniosmotischen Pumpen erfolgte die Substanzapplikation Uber 21 Tage, wonach die
Gehirne (Tag 29 nach Lasion) fir neurochemische (siehe 3.6.1) und histologische (siehe 3.8.1.)
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Untersuchungen entnommen und prapariert wurden. Der Zeitplan fur die
Versuchsdurchfiihrung ist in Tabelle 11 zusammengefasst.

Tabelle 11: Zeitplan der Versuchsdurchfiihrung

Tag Behandlung/Versuch

-1 Pratest Katalepsie

Operation

Spontanverhalten: Katalepsie, Lokomotion, Exploration
Pumpenimplantation, Beginn der Behandlung mit CP-101,606
Verhalten: Katalepsie, Lokomotion, Exploration

Ende der Behandlung mit CP-101,606

Verhalten: Katalepsie, Lokomotion, Exploration
Dekapitierung, Perfusion

NN © 00 O
O N

6.3 Ergebnisse

Von 45 Tieren die eine bilaterale 6-OHDA-Lasion erhalten hatten, musste ein Tier auf Grund
postoperativer Komplikationen eingeschlafert werden (enspricht 2 % Lasions-bedingtem
Ausfall), die narkosebedingte Ausfallrate lag behandlungsunabhéngig bei 9 % (7/80). Die
Uberwachung der Korpergewichte vor und wahrend der Behandlung ergab keine
Unterschiede in der Gewichtszunahme (Abb. 40) zwischen den Behandlungsgruppen tber
den Beobachtungszeitraum [2-ANOVA fiir Interaktion: Fi2295=0.5, p=0.91], alle
Behandlungsgruppen zeigten eine normale Gewichtszunahme Uber die beobachtete Zeit [2-
ANOVA fiur Faktor ZEIT: F3;22,=68.2, p<0.0001]. Weder die akute noch die chronische
Applikation von CP-101,606 l6ste Verhaltensauffalligkeiten in den Haltungskéafigen aus.

6.3.1. Spontanverhalten

Katalepsietest

Die Tiere wurden vor der intrastriatalen 6-OHDA-Lasion auf spontane Katalepsie getestet,
anhand dessen sie auf die verschiedenen Behandlungsgruppen gematcht wurden. Die 6-
OHDA-Lasion verursachte eine Zunhame der Abstiegslatenzen 8 Tage nach Lasion [Kruskal-
Wallis ANOVA: Gitter: x2=32.1, p<0.001; Stange: %2=25.3, p<0.0001], so dass die Tiere vor
dem Beginn der Behandlung eine deutliche, spontane Katalepsie zeigten. Im Verlaufe des
Untersuchungszeitraumes nahm die Katalepsie, besonders an der Stange , nach 6-OHDA-
Lasion kontinuierlich zu (Abb. 41), unbeeinflusst von der chronischen Behandlung mit CP-
101,606 [Friedman-ANOVA: OHDA-DMSO: Gitter: y2=25.0, p<0.0001; Stange: %2=32.8,
p<0.0001; OHDA-60 CP: Gitter: %2=26.4, p<0.001; Stange: x2=31.5, p<0.0001; OHDA-200 CP:
Gitter: ¢2=28.5, p<0.001; Stange: x2=28.7, p<0.0001]. Keine der beiden Konzentrationen der
CP-101,606 Behandlung zeigte hierbei einen antikataleptischen Effekt; fiir beide Zeitpunkte
nach Pumpenimplantation waren die Abstiegslatenzen aller ladierten Tiere erhdht [Kruskal-
Wallis ANOVA: Tag 22: Gitter: x2=22.3, p=0.0002; Stange: x2=34.6, p<0.0001; Tag 29: Gitter:
x2=27.1, p<0.0001; Stange: y2=31.1, p<0.0001]. Der paarweise Vergleich ergab einen
antikataleptischen Trend fir 200 ng/ml CP-101,606 am Tag 22 an der Stange (p=0.04 vs.
OHDA-DMSO) und fur 60 mg/ml CP-101,606 am Tag 29 am Gitter (p=0.06 vs. OHDA-200
CP). Die chronische Behandlung der Kontrolltiere mit 200 ng/ml CP-101,606 hatte keinen
prokataleptischen Effekt (Abb. 41).
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Aktivitatsbox

Bezliglich der untersuchten Verhaltensparameter in der Aktivitatsbox induzierte die
intrastriatale 6-OHDA-Lasion eine signifikante Abnahme der lokomotorischen Aktivitat und
der vertikalen explorativen Aktivitat (Abb. 42).

Am Tag 8 nach Lasion war die Dauer der Immobilitat nach 66:OHDA-Léasion erhoht [Kruskal-
Wallis ANOVA: y2=12.6, p=0.01], entsprechend nahm die Gesamtdauer der
Vorwartslokomotion ab [Kruskal-Wallis ANOVA: ¢2=9.7, p=0.05]. Die Behandlung mit CP-
101,606 nach 6-OHDA-Léasion hatte an den folgenden Testtagen keinen Effekt auf diese
beiden Verhaltensparameter, obwohl die CP-behandelten Kontrolltiere sich gegentiber den
Kontrolle-DMSO und OHDA-DMSO Gruppen im Mittel langer bewegten [Mann-Whitney
U-Test: p=0.02 bzw. p=0.05]. Wiederholtes Testen fiihrte sowohl bei den DMSO behandelten
Kontrolltieren als auch den 6-OHDA ladierten, DMSO-behandelten Tieren zu einer
Abnahme der Lokomotion (Abb. 42 B) und damit Zunahme der Immobilitat was durch eine
signifikante Friedman-ANOVA bestéatigt wurde [Kontrolle-DMSO: %2=19.0, p<0.0001;
OHDA-DMSO: %2=8.4, p=0.02]. Die Tiere die mit CP-101,606, behandelt wurden, unabhangig
von der 6-OHDA-La&sion zeigten diese Verhaltenshabituation nicht.

Die Anzahl des Aufrichtens an den Wé&nden und in der Ecken war sowohl
BEHANDLUNGS- als auch ZEIT-abhangig nach 6-OHDA-Léasion reduziert [2-ANOVA fur
Faktor BEHANDLUNG: ,rearing‘: Fs73=122.4, p<0.0001, Faktor ZEIT: F,14s=174.4, p<0.0001;
Faktor BEHANDLUNG fir ,rearing’ in den Ecken: F.73=10.9, p<0.0001, Faktor ZEIT:
F2,145=19.7, p<0.0001], mit einer wesentlichen Interaktion beider Faktoren fiir das gesamte
Jrearing‘ [Fs221=5.80, p<0.0001]. Der paarweise post-hoc Vergleich ergab eine signifikante
Reduktion der Exploration der 6-OHDA ladierten Tiere gegenlUber den beiden
Kontrollgruppen am Tag 8 und 22 nach Léasion (Abb. 42E,F), wobei die Behandlung mit CP-
101,606 keinen weiteren Einfluss darauf hatte. Geringere, reduzierende Effekte hatte
wiederholtes Testen auf die Anzahl der Drehungen um die Koérperachse der DMSO-
behandelten Kontrolltiere [2-ANOVA flr Faktor ZEIT: F.15=9.2, p=0.0002] mit
geringfigigem Einfluss der BEHANDLUNG [2-ANOVA fir Interaktion: Fs224=2.0, p=0.06],
und ohne Effekte der 6-OHDA-Lasion oder der CP-101,606 Behandlung (Abb. 42D).

6.3.2. Neurochemie

Die Wirkungen der chronische Behandlung mit CP-101,606 auf den Gewebegehalt der
biogenen Amine DA, NA und 5-HT sowie deren Metaboliten DOPAC, HVA und 5-HIAA im
rostralen und kaudalen CPu, Acb und mPFC nach intrastiataler 6-OHDA-L&sion sind in
(Abb. 43) dargestellt.

Im CPu verursachte die intrastriatale 6-OHDA-L&asion eine ausgepragte DA-Entleerung
(Abb. 43B) (rCPu: 53 — 67 % bzw. im cCPu: 21 — 36 % der Kontrolle-DMSO Tiere) was durch
eine signifikante 1-ANOVA unterstitzt wird [rCPu: Fi39=5.1, p=0.002; cCPu: F439=27.9,
p<0.0001]. Der paarweise post-hoc Vergleich konnte keinen Einfluss der Behandlung mit CP-
101,606 auf das Ausmass der Entleerung zeigen (Abb. 43B). Ebenso war der Gewebegehalt
der Metaboliten DOPAC und HVA im rCPu (DOPAC: 61 — 69 % bzw. HVA: 60 — 65 % der
Kontrolle-DMSO Tiere) und cCPu (DOPAC: 42 — 60 % bzw. HVA: 34 — 47 % der Kontrolle-
DMSO Tiere) reduziert [I-ANOVA: rCPu: DOPAC: F139=2.9, HVA: F439=3.9, p=0.01; cCPu:
DOPAC: F439=7.7, p=0.0001, HVA; F439=10.9, p<0.0001] ohne Wirkung der CP-Behandlung
nach 6-OHDA-La&sion. Ein erhdhter DA-Umsatz [1-ANOVA: F. 39=4.8, p=0.004], gemessen als
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Verhéltnis HVA/DA konnte im cCPu der OHDA-60 CP Tiere nachgewiesen werden (ohne
Abbildung). Die 6-OHDA-L&sion und die chronischen Behandlungen mit CP-101,606 blieben
auf die Gewebegehalte der anderen Neurotransmitter und Metaboliten im CPu ohne Einfluss
(Abb. 43A,B).

Im Acb reduzierte die intrastriatale 6-OHDA-L&sion den Gewebegehalt von DOPAC (64.9 +
8.5 % der Kontrolle-DMSO) und HVA (61.3 = 8.3 % der Kontrolle-DMSO) [1-ANOVA
DOPAC: F435=3.0, p=0.03; HVA: F433=6.1, p=0.009] imVergleich zu den Kontrolltieren (Abb.
43C). Die Behandlung mit CP-101,606 hatte darauf keinen wesentlichen Effekt, wobei die
chronische 60 ng/ml CP-Behandlung (Abb. 43C) den DA-Metabolismus (HVA/DA) im Acb
im Vergleich zur Kontrolle-DMSO Gruppe verminderte [1I-ANOVA: F.33=3.1, p=0.03]. Wie
im CPu blieben das NAerge und serotonerge Transmittersystem unbeeinflusst.

Im Gegensatz dazu, waren im mPFC sowohl der Gewebegehalt von NA als auch von 5-HT
durch die Behandlung signifikant verandert [1-ANOVA: NA: Fs3,=3.7, p=0.01, 5-HT:
F.35=3.0, p=0.03], der angewandte post-hoc Test flir paarweisen Vergleich konnte jedoch keine
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen zeigen (Abb. 43C) Aus der Abbildung
geht jedoch hervor, dass die Gewebgehalte von NA und 5-HT, aber auch von DOPAC und
DA [1-ANOVA: DOPAC: F433=2.7, p=0.05; DA: F438=2.4, p=0.07] nach 6-OHDA-Lé&sion im
Vergleich zur Scheinldsion eher erhéht waren, nach chronischer CP-Behandlung dagegen
erniedrigt, ohne dass jedoch weitere Effekt auf den Metabolismus des jeweiligen
Transmitters nachgewiesen werden konnten (Abb. 43D).

6.3.3. Histologie

Veranderungen ventraler Mittelhirnneurone

Die Stereologie-basierte Abschatzung der absoluten Neuronenzahl im Mittelhirn zeigte eine,
nach 30 Tagen signifikante retrograde Degeneration der SNC (Abb. 49B) ausgel6st durch die
intrastriatale 6-OHDA Infusion. Sowohl die Anzahl der Nissl-gefarbten Neurone (Abb. 44C),
als auch der TH-positiven Neurone (Abb. 44A) war in der SNC reduziert (Nissl: 67 - 74%
bzw, TH: 65 - 86 % der Kontrolle-DMSO Gruppe), was durch eine signifikante nicht-
parametrische Kruskal-Wallis ANOVA bestétigt wurde [Nissl: x2=12.4, p=0.02, TH: x2=15.3,
p=0.004]. Der paarweise Vergleich konnte keine Effekte der CP-Behandlung zeigen (Abb. 44).
Die Neuronenverluste umfassten rostrale, mediale und kaudale Anteile der SNC,
entsprechend der Plazierung der Lasionen im dorsomedialen CPu. Im VTA konnte keine
retrograde Degeneration, gemessen am Verlust TH-positiver bzw. Nissl-gefarbter Neurone,
beobachtet werden (Abb. 44B,D).

Morphologisch zeigen die Uberlebenden Neurone der SNC Anzeichen zellularer Atrophie
oder eine deutlich Verminderung der zytoplasmatischen Nisslsubstanz (Abb. 48B);
pathomorphologische Verdnderungen, die auch nach der chronischen Behandlung mit CP-
101,606 in qualitativ ahnlichem Ausmass beobachtet wurden.

Die stereologie-basierte Abschatzug der absoluten Anzahl CB-positiver Neurone ergab keine
6-OHDA-bedingten oder CP-101,606-induzierten Veranderungen (Abb. 44E,F).

Quialitativer Nachweis von Apoptose in der SNC

Zur Beurteilung, ob, und in welchem Ausmass, DAerge Neurone der SNC 30 Tage nach der
intrastriatalen Injektion von 6-OHDA durch apoptotischer Zelltod degenerieren, wurden
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Immunfluoreszendoppelfarbungen (siehe 3.8.4/5) von TH mit dem Nachweis von DNA-
Fragmenten (TUNEL) bzw. mit aktivierter Caspase-3 durchgefiihrt. Die Auswertung mit
Hilfe eines konfokalen Laserscanning Mikroskops (siehe 3.9.4.) konnte einzelne Neurone in
der SNC und auch dem VTA mit DNA-Fragmentation nach intrastriataler 6-OHDA Injektion
zeigen. Die TUNEL-Farbung war hauptsachlich, aber nicht ausschliesslich nuklear lokalisiert
(Abb. 52B,E), was auf eine Beschadigung der Kernmembran als Folge voranschreitenden
Zelltodes hindeutet. Diese Veranderungen wurden nicht nach Injektion von 0.1 % Ascorbat
beobachtet, jedoch in qualitative gleichem Ausmass in den Gehirnen der CP-behandelten
Tiere mit 6-OHDA-Lé&sion. Gleichzeitiger Nachweis der TH IR konnte keine Kolokalisation
des TUNEL-Farbung in TH-positiven Neuronen zeigen (Abb. 52C,F). Die Farbung des
aktivierten p20 Fragement der Caspase-3 zeigte keine spezifische Farbung in der SNC der
Kontrolltiere, die auch nicht mit TH IR kolokalisiert war, oder innerhalb TH-positiver
Neurone zu finden war (Abb. 53A,J). Als Folge der 6-OHDA nahm die CM-1 IR in der SNC
zu, kolokalisierte jedoch nicht mit TH, allerdings zeigten wenige TH-positive Neurone
Vakuolisierungen in denen CM-1 IR sichtbar war (Abb. 53B,K) Diese pathomorphologischen
Veranderungen einzelner TH-positiver Neurone waren ebenfalls nach der Behandlung mit
CP-101,606 zu beobachten, dartberhinaus war die CM-1 IR gelegentlich mit TH IR in
angeschnittenen Fortsatzen kolokalisiert (Abb. 53C,L).

Quantitative Veranderungen der c-Fos Expression

Die quantitative Abschatzung der numerischen Dichte c-Fos-positiver Neurone in
verschiedenen Gehirnregion konnte wesentliche Effekte der chronischen Behandlung mit
CP-101,606 auf die 6-OHDA-verbundene Expression von c-Fos zeigen (Abb. 45).

In allen rostro-kaudalen Abschnitten des mediodorsalen CPu konnte ein statistischer Trend
eine reduzierte c-Fos IR 6-OHDA-Lasion im Vergleich zur Scheinlasion zeigen [Kruskal-
Wallis ANOVA mCpuc: 2=8.7, p=0.07, Mann-Whitney U-Test: p=0.07]. Im Vergleich dazu
war die c-Fos Expression im laterodorsalen CPu durch die Lasion unbeeinflusst, jedoch
induzierte die chronische Behandlung mit CP-101,606 nach 6-OHDA-Lé&sion eine vermehrte
c-Fos IR [Kruskal-Wallis ANOVA ICpum: 2=11.1, p=0.03] (Abb. 45C,D). Im kaudalen Acbc
I6ste die chronische Behandlung mit 200 ngZ/ml CP eine signifikante Zunahme der c-Fos-IR
verglichen mit der 6-OHDA-L&sion aus (Abb. 50B) [Kruskal-Wallis-ANOVA: %2=9.1, p=0.06,
Mann-Whitney U-Test: p=0.004]. In der SNC wie im VTA war die c-Fos IR nach 6-OHDA-
Lasion ebenso reduziert und wurde durch die Behandlung mit CP-101,606 in Richtung einer
Zunahme beeinflusst (Abb. 50F) [Kruskal-Wallis-ANOVA SNC: y2=6.4, p=0.2, Mann-
Whitney U-Test: p=0.02; VTA: %2=12.0, p=0.02] (Abb. 45C,D). In der SNR fuhrte die
chronische Behandlung mit 200 ng/ml CP nach 6-OHDA-Lé&sion zu einer erhéhten c-Fos IR
[Kruskal-Wallis-ANOVA: %2=6.8, p=0.2, Mann-Whitney U-Test: p=0.03] (Abb. 45). Die
chronische Behandlung mit 200 ng/ml CP-101,606 nach 6-OHDA-Lasion bewirkte im BSTL
eine Zunahme c-Fos-positiver Neurone (Abb. 50D) [Kruskal-Wallis-ANOVA: %2=6.8, p=0.1,
Mann-Whitney U-Test: p=0.04] gegentiber den CP-behandelten Kotrolltieren. Im Gegensatz
dazu reduzierte 60 ng/ml CP-101,606 die Anzahl c-Fos-positiver Neurone im Ce im
Vergleich zu Kontrolle und 6-OHDA-La&sion [Kruskal-Wallis-ANOVA: x2=8.4, p=0.08, Mann-
Whitney U-Test: p=0.03 bzw. p=0.04]. In allen anderen untersuchten Kerngebieten hatte
weder die intrastriatale 6-OHDA-Léasion noch die chronische Behandlung mit CP-101,606
Effekte auf die Expression von c-Fos (Abb. 45).
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Quantitative Verdnderungen der FosB Expression

Die quantitative Abschatzung der numerischen Dichte FosB-positiver Neurone zeigte
hauptsachlich in den Eingangsstrukturen der dorsalen und ventralen Basalganglien Schleifen
nach 6-OHDA-L&sion anhaltende Expression von FosB, mit geringen Effekten der
chronischen Behandlung mit CP-101,606 (Abb. 46A,B).

Sowohl im dorsomedialen, als auch im dorsolateralen CPu fiuihrte die 6-OHDA-L&sion zu
einer Zunahme FosB-positiver Neurone [Kruskal-Wallis-ANOVA: mCPum: %2=10.8, p=0.03;
mCPuc: ¥2=15.4, p=0.004; ICPum: %2=9.0, p=0.06; ICPuc: %2=8.1, p=0.09], ohne Effekte der CP-
Behandlung nach 6-OHDA-L&sion, wobei im mCpuc 200 ng/ml CP-101,606 bereits alleine zu
einer Zunahme FosB-positiver Neurone flihrte (Abb. 46A) Im Acb reduzierte 200 ng/ml CP-
101,606 die Lasions-assoziierte Expression von FosB (Abb. 51B) [Kruskal-Wallis-ANOVA:
Acbcr: x2=8.2, p=0.08; Acbshc: ¥2=7.7, p=0.1; Mann-Whitney U-Test: p=0.009 bzw. p=0.05].
Ebenso zeigte der paarweise Vergleich eine CP-bedingte Reduktion FosB-positiver Neurone
im BSTM verglichen mit der Lasions-assoziierten FosB Expression [Kruskal-Wallis-ANOVA.:
x2=6.5, p=0.2; Mann-Whitney U-Test: p=0.03] und dem MS [Kruskal-Wallis-ANOVA: x2=7.0,
p=0.1; Mann-Whitney U-Test: p=0.04 bzw. p=0.02] (Abb. 46). Keine wesentlichen
Veranderungen der FosB Expression wurden in den anderen untersuchten Kerngebieten
beobachtet (Abb. 46).

Quantitative Veranderungen der c-Jun Expression

Die 6-OHDA-Lasion und die chronische Behandlung mit CP-101,606 hatte regional sehr
differentielle Veranderungen der Expression von c-Jun zur Folge (Abb. 47).

Im mediodorsalen CPu induzierte die Behandlung mit 200 ng/ml CP anch 6-OHDA-L&sion
eine Zunahme der c-Jun-positiven Neurone (Abb. 51D) [Kruskal-Wallis ANOVA: mCPum:
x2=10.3, p=0.04; mCPuc: %2=8.5, p=0.08] verglichen mit der DMSO- und CP-behandelten
Kontrollgruppe (Abb. 47A). Im rostralen Anteil des Acbc reduzierte die 200 ng/ml CP-
Behandlung die Expression von c-Jun nach 6-OHDA-Lasion [Kruskal-Wallis ANOVA:
x2=5.1, p=0.3; Mann-Whitney U-Test: p=0.02], wohingegen im kaudalen Anteil des Acbc die
chronische CP-Behandlung der Kontrolltiere eine verstarkte Expression von c-Jun zur Folge
hatte [Kruskal-Wallis ANOVA: x2=9.1, p=0.06] (Abb. 47B, Abb. 51F).

In den Kernen der dosalen Basalganglien Schleife induzierte sowohl die chronische
Behandlung mit CP-101,606 alleine [Kruskal-Wallis ANOVA: LGP: 2=8.1, p=0.09; Mann-
Whitney U-Test: p=0.03], oder nach 6-OHDA-Lé&sion [Kruskal-Wallis ANOVA: MGP: x2=7.6,
p=0.1; Mann-Whitney U-Test: p=0.03] eine vermehrte Expression von c-Jun. In der SNC und
SNR wurde durch die 6-OHDA-Léasion eine Zunahme c-Jun-positiver Neurone ausgeltst
[Kruskal-Wallis ANOVA: SNC: x2=18.1, p=0.001; SNR: %2=9.4, p=0.05], auf die die
Behandlung mit CP-101,606 keinen weiteren Einfluss hatte (Abb. 47C). Eine &hnliche
Beobachtung wurde im BSTM gemacht [Kruskal-Wallis ANOVA: x2=13.1, p=0.01].

Die chronische Behandlung mit 200 ng/ml CP-101,606 nach 6-OHDA-Lésion hatte im VP, im
VTA als auch im PPTg eine anhaltende Zunahme c-Jun-positiver Neurone zur Folge (Abb.
47) [Kruskal-Wallis ANOVA: VP: y2=14.4, p=0.0006, VTA: %2=11.3, p=0.02; PPTg: %2=5.7,
p=0.2, mit Mann-Whitney U-Test: p=0.03].

Weiterhin bewirkte allein die chronische Behandlung mit CP-101,606 eine Vermehrung der c-
Jun IR im lateralen Septum [Kruskal-Wallis ANOVA: LS: ¥2=10.1, p=0.04] (Abb. 47F).
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Quialitative Veranderungen der c-Fos, FosB und c-.Jun Expression

Der qualitative Vergleich der Expressionsmuster von c-Fos und c-Jun zeigte keine bis geringe
Zunahmen in allo- und isocortocalen Regionen, sowie in ausgewahlten Kernen des
limbischen Vorderhirns (siehe Tabelle 12), die mit der 6-OHDA-L&sion assoziiert war.
Vielmehr bewirkte die chronische Behandlung mit CP-101,606 nach der 6-OHDA-La&sion eine
Zunahme der c-Fos IR, wie z.B. im Pir, M1/2, S1/2, dem LEnt sowie dem Nucleus basalis
Meynert. Die Expression von c-Jun nahm qualitativ nach chronischer CP-Behandlung der
Kontrolltiere zu (siehe Tabelle 12), wie im Nucleus basalis Meynert, Pir und der CA1 Region
des Hippokampus, wohingegen c-Jun im Gyrus dentatus durch 200 ng/ml CP-Behandlung
nach Lasion qualitativ verstarkt exprimiert war. FUr die qualitative Expression von FosB
konnten keine Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen beobachtet werden (siehe
Tabelle 12).
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Abb. 40: Wirkung der Behandlung mit 60 ng/ml (N=14) und 200 ng/ml (N=15) CP-101,606 nach
intrastriataler 6-OHDA-L&sion (N=15) auf die Gewichtszunahme, verglichen mit 50 % DMSO
(N=14) bzw. mit 200 ng/ml CP-101,606 (N=15) behandelten Kontrolltieren Gber einen Zeitraum von
29 Tagen nach Lé&sion. Dargestellt sind die Mittelwerte £ S.E.M.; ** p<0.01 vs. Tag 0; # p<0.05 vs.
Tag 8 fiir alle Behandlungsgruppen (Tukey-Kramer post-hoc Test flr paarweisen Vergleich).
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Abb. 41: Wirkung der Behandlung mit 60 ngZ/ml (N=14) und 200 ng/ml (N=15) CP-101,606 nach
intrastriataler 6-OHDA-L&sion (N=15) auf die Zunahme der Katalepsie [horizontale Stange (A),
vertikales Gitter (B)], verglichen mit 50 % DMSO (N=14) bzw.mit 200 ng/ml CP-101,606 (N=15)
behandelten Kontrolltieren Uber einen Zeitraum von 29 Tagen nach Lé&sion. Dargestellt sind die
Mittelwerte £ S.E.M.; ** p<0.01, vs. Tag 0, # p<0.05, ## p<0.01 vs. Tag 8 (Wilcoxon-Signed Rang Test
fUr paarweisen Vergleich bei wiederholter Messung).
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intrastriataler 6-OHDA-Lasion (N=15) auf die lokomotorische und explorative Aktivitat [Dauer der
Vorwartslokomotion (A), Dauer der Vorwartslokomotion bei wiederholtem Testen (B),
zuruckgelegte Wegstrecke (C), Anzahl der Drehungen um die Kdrperachse im Uhrzeigersinn (D),
Anzahl des Aufrichtens an der Wand (E) und Anzahl des Aufrichtens in der Ecke (F)], verglichen
mit 50 % DMSO (N=14) bzw. mit 200 ng/ml CP-101,606 (N=15) behandelten Kontrolltieren tber
einen Zeitraum von 29 Tagen nach Lasion. Dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M.; (A): * p<0.05,**
p<0.01 vs. Kontrolle-DMSO; # p<0.05 vs Kontrolle-200 CP (Mann-Whitney U-Test flr paarweisen
Vergleich); (B): ** p<0.01 vs. Tag 8, # p<0.05 vs. Tag 22 (Wilcoxon Signed Rang Test fur paarweisen
Vergelich nach wiederholter Messung); (C-F): * p<0.05, ** p<0.01, vs. Kontrolle-DMSO; # p<0.05, ##
p<0.01 vs. Kontrolle-200 CP, ++ p<0.01 vs. Tag 8 (Tukey-Kramer post-hoc Test flr paarweisen
Vergleich).
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Abb. 43: Wirkung der chronischen Behandlung mit 60 ngZ/ml (N=8) und 200 ng/ml (N=8) CP-101,606
nach intrastriataler 6-OHDA-L&sion (N=8) auf den Gewebegehalt der Neurotransmitter NA, DA
und 5-HT, sowie deren Metaboliten DOPAC, HVA und 5-HIAA im Vorderhirn [rCPu (A); cCPu (B),
Acb (C), mPFC (D)] verglichen mit 50 % DMSO (N=8) bzw. mit 200 ng/ml CP-101,606 (N=8)
behandelten Kontrolltieren. Dargestellt sind die Mittelwerte £ S.E.M.; * p<0.05,** p<0.01 vs..
Kontrolle-DMSO; # p<0.05, ## p<0.01 vs. Kontrolle-200 CP (Tukey-Kramer post-hoc Test fir
paarweisen Vergleich).
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Abb. 44: Wirkung der chronischen Behandlung mit 60 ngZ/ml (N=7) und 200 ng/ml (N=6) CP-101,606
nach intrastriataler 6-OHDA-L&sion (N=7) auf die absolute Anzahl von Neuronen in der SNC und
im VTA [TH-positiv (A,B), Nissl-gefarbt (C,D) und Calbindin-positiv (E,F)] verglichen mit 50 %
DMSO (N=7) bzw. mit 200 ng/ml CP-101,606 (N=6) behandelten Kontrolltieren. Dargestellt sind die
Mittelwerte + S.E.M.; * p<0.05, ** p<0.01 vs. Kontrolle-DMSO; # p<0.05 vs. Kontrolle-200 CP
(Kruskal-Wallis post-hoc Test fur paarweisen Vergleich).
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Abb. 45: Wirkung der chronischen Behandlung mit 60 ng/ml (N=7) und 200 ng/ml (N=6) CP-101,606
nach intrastriataler 6-OHDA-L&sion (N=7) auf die numerische Dichte (Neurone/mmz2) c-Fos-
positiver Neurone im CPu (A), Acb (B), sowie ausgewahlten Kerngebieten der dorsalen (C) und
ventralen (D) Basalganglien Schleifen, der ,extended Amygdala‘ (E) und dem Septum (F), verglichen
mit 50 % DMSO (N=7) bzw. mit 200 ng/ml CP-101,606 (N=6) behandelten Kontrolltieren.
Dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M.; * p<0.05, ** p<0.01 vs. Kontrolle-DMSO; # p<0.05 vs.
Kontrolle-200 CP, + p<0.05, ++ p<0.01 vs. OHDA-DMSO (Kruskal-Wallis post-hoc Test fir
paarweisen Vergleich).
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Abb. 46: Wirkung der chronischen Behandlung mit 60 ngZ/ml (N=7) und 200 ng/ml (N=6) CP-101,606
nach intrastriataler 6-OHDA-Lasion (N=7) auf die numerische Dichte (Neurone/mmz2) FosB-
positiver Neurone im CPu (A), Acb (B), sowie ausgewdahlten Kernengebieten der dorsalen (C) und
ventralen (D) Basalganglien Schleifen, der ,extended Amygdala‘ (E) und demSeptum (F), verglichen
mit 50 % DMSO (N=7) bzw. mit 200 ng/ml CP-101,606 (N=6) behandelten Kontrolltieren.
Dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M.; * p<0.05, ** p<0.01 vs. Kontrolle-DMSO; # p<0.05 vs.
Kontrolle-200 CP, + p<0.05, ++ p<0.01 vs. OHDA-DMSO (Kruskal-Wallis post-hoc Test fir
paarweisen Vergleich).
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Abb. 47: Wirkung der chronischen Behandlung mit 60 ngZ/ml (N=7) und 200 ng/ml (N=6) CP-101,606
nach intrastriataler 6-OHDA-Lasion (N=7) auf die numerische Dichte (Neurone/mm2) c-Jun-
positiver Neurone im CPu (A), Acb (B), sowie ausgewdahlten Kernengebieten der dorsalen (C) und
ventralen (D) Basalganglien Schleifen, der ,extended Amygdala‘ (E) und dem Septum (F), verglichen
mit 50 % DMSO (N=7) bzw. mit 200 ng/ml CP-101,606 (N=6) behandelten Kontrolltieren.
Dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M.; * p<0.05, ** p<0.01 vs. Kontrolle-DMSO; # p<0.05 vs.
Kontrolle-200 CP, + p<0.05 vs. OHDA-DMSO (Kruskal-Wallis post-hoc Test flr paarweisen
Vergleich).
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Tabelle 12: Ubersicht tiber die qualitative Zunahme der ¢-Fos, FosB und c-Jun Expression nach intrastriataler 6-

OHDA-L&sion und chronischer Behandlung mit CP-101,606.

c-Jun

Gehirnregion c-Fos FosB
Cortex cerebri
Al/DII OHDA-DMSO/200CP: +
PRh -
Cgl/2 -
M1/2 OHDA-DMSO/200CP:+
S1/72 OHDA-200CP: +
RSG/RSA -
Aul/AuD/AuV -
Ect -
LEnt OHDA-200CP: +
Pir OHDA-200CP: +

Kontrolle-200CP,
OHDA-DMSO/200CP: +

Telencephalon
B OHDA-200CP: +
SI -

Kontrolle-200CP: +

Formatio
hippocampi
DG -
CAl -
CA2 -
CA3 -

OHDA-200CP: +
Kontrolle-200CP, OHDA-DMSO: +

Wirkung der chronischen Behandlung mit 60 ng/ml (N=6) und 200 ng/ml CP-101,606 (N=7) auf die
qualitative Expression von c-Fos, FosB und c-Jun nach 6-OHDA-Lé&sion (N=7) verglichen mit 50 %
DMSO (N=7) bzw. mit 200 ng/ml CP-101,606 (N=6) behandelten Kontrolltieren. Dargestellt ist die
relative Zunahme der IR der angegebenen Behandlungsgruppe(n): - = keine Zunahme der IR; + =
relative Zunahme. Fir jedes Tier wurde zunéchst die qualitative IR in der jeweiligen Region
bewertet (3.9.1.) und daraus eine durchschnittliche qualitative IR fiir die Behandlungsgruppe

ermittelt.
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Abb. 48: Mikrophotographien der SNC (-5.30 mm kaudal von Bregma) 29 Tage nach bilateraler,
intrastriataler Infusion von 0.1 % Ascorbat (A) oder 6-OHDA (B). Die Nissl-Farbung zeigt deutlich in
die Abnahme der zytoplasmatischen Nisslsubstanz in den verbleibenden Neuronen (Pfeil), mit
intakter Kernmembran und Nucleolus (B). Massstab =20 pm.



Abb. 49: Mikrophotographien koronaler Schnitte des ventralen Mesencephalons (-5.20 - -5.40 mm
kaudal von Bregma) zeigen den Verlust TH-positiver Neurone in der SNC 29 Tage nach bilateraler
intrastriataler Infusion von 6-OHDA (B) verglichen mit der Infusion von 0.1 % Ascorbat (A) und die
Effekte der chronischen Behandlung mit 60 ng/ml (C) und 200 ng/ml (D) CP-101,606. MT, Nucleus

terminalis des akzessorischen optischen Systems; SNR, Substantia nigra pars reticulata. Massstab =
230 pm.



Abb. 50: Mikrophotographien koronaler Schnitte, die eine Zunahme der c-Fos IR nach chronischer
Behandlung mit 200 ng/ml CP-101,606 (B, D, F) verglichen mit der 6-OHDA-bedingten (A, C, E) c-
Fos IR im Acb (A, B), dem BSTL (C, D) und der SNC (E, F) zeigen. ac, Commisura anterior; lv,
lateraler Ventrikel; PBP Nucleus pigmentosus parabrachialis; SNR, Substantia nigra pars reticulata.
Massstébe = 170 um (A-D), 90 um (E, F).



Abb. 51: Mikrophotographien koronarer Schnitte die die Effekte der chronischen Behandlung mit 200
ng/ml CP-101,606 (B, D, F) auf 6-OHDA-bedingte (A, C, E) Expression von FosB (A, B) und c-Jun
(C-F) im Acb (A, B, E, F) und dem dorsalen CPu (C, D) zeigen. Acbc, Nucleus accumbens core
Region; Acbsh, Nucleus accumbens shell Region; lv, lateraler Ventrikel. Massstabe= 170 um (A, B, E,
F), 230 um (C, D).
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TUNEL TH/TUNEL

Abb. 52: Konfokale Mikrophotographien der SNC und dem VTA nach 29 Tage nach bilateraler
intrastriataler 6-OHDA Injektion, doppelgeféarbt fir TH und TUNEL. Die Farbung der TH zeigt sich
ausschliesslich zytoplasmatisch (A, D), die TUNEL-Farbung ist (B, E) dagegen hauptséchlich jedoch
nicht vollstandig nucleér lokalisiert, was auf ein Auflésen der Kernmembran wéhrend des
voranschreitenden Zelltodes hindeuten kann. Die Uberlagerung (C, F) der Einzelfarbungen zeigt,
dass die TUNEL-Farbung werde in der SNC noch im VTA in TH-positiven Neuronen kolokalisiert.
Massstab = 20 pm.



Kontrolle

Abb. 53: Konfokale Mikrophotographien der SNC 29 Tage nach bilateraler intrastriataler Injektion von
0.1 % Ascorbat (A, D, G, J), 60OHDA (B, E, H, K) und der anschliessenden Behandlung mit 60 ng/ml
CP-101,606 (C, F, 1, L), doppelgefarbt fir TH und CM-1. Die Ubersichten (A-C) zeigen eine schwache
CM-1 IR (Pfeil), ausserhalb TH-positiver Neurone (Pfeilspitz) nach Scheinlésion (A). Nach 6-OHDA-
Lasion (B) nimmt die CM-1 IR (Pfeil) zu, kolokalisiert jedoch nicht mit zytoplasmatischer TH IR
(Pfeilspitze). Nach CP-Behandlung (C) zeigt sich in wenigen angeschnittenen Fortsatzen eine
Kolokalisation von TH und CM-1 (Pfeil). In der Vergrosserung zeigen die Uberlagerungen (J-L) der
Einzelfarbungen, dass im Vergleich zu intakten TH-positiven Neuronen (D, J), die zytoplasmatische
TH IR nach Lasion (E) vermindert ist und Vakuolisierungen aufweist, die CM-1 immunreaktiv sind
(K). Qualitativ hat die Behandlung mit CP-101,606 keine Effekte auf die pathomorphologischen
Veradnderungen der TH-positiven Neurone und die intrazelluldre Vakuolisierung der CM-1 IR
Massstabe =40 um (A-C), 5 um (D-L).



160

6.4. Zusammenfassung der Ergebnisse

Nachfolgend wird eine Zusammenfassung der Effekte der Behandlung mit dem NR2B-
selektiven NMDA-Rezeptor-Antagonisten CP-101,606 auf die 6-OHDA-Lé&sions-induzierten
Veranderungen gegeben.

1.

Der Grad der spontanen Katalepsie nach bilateraler intrastriataler Injektion von 6-OHDA
nahm im Verlauf von 29 Tagen kontinuierlich zu, ohne eine wesentliche antikataleptische
Wirkung der Behandlung mit CP-101,606. Die chronische Behandlung mit CP-101,606
hatte selbst keinen prokataleptischer Effekt auf die Kontrolltieren oder ladierten Tieren.
Die 6-OHDA-Léasion induzierte eine kontinuierliche Abnahme der Vorwartslokomotion
und vertikalen Exploration, auf die die chronische Behandlung mit CP-101,606 keine
Wirkung hatte. Sowohl die 6-OHDA-L&sion als auch die chronische Behandlung mit CP-
101,606 verhinderten die Habituation der Lokomotion und Exploration als Folge
wiederholten Testens, wie sie bei den DMSO-behandelten Kontrolltieren zu beobachten
war.

Die 6-OHDA-Lasion fuhrte zu einem Verlust der DAergen Innervation im kaudalen CPu
(~ 30 % der Kontrolle) mit entsprechender Abnahme der Gewebegehalte von DOPAC
und HVA, worauf die Behandlung mit CP-101,606 keinen Einfluss hatte. Geringere
Auswirkungen hatte die 6-OHDA auf die DAerge Transmission im Acb (Abnahme von
HVA) ohne weitere Effekte der CP-Behandlung. Im mPFC waren nach der 6-OHDA die
NAerge und DAerge Transmission erhéht, die Behandlung mit CP-101,606 dagegen
reduziert diese unter den Gehalt der Kontrolltiere.

Parallel hierzu induzierte die intrastriatale 6-OHDA Injektion einen Verlust TH-positiver
Neurone in der SNC (~ 40 % der Kontrolle), die Anzahl Nissl-gefarbter Neurone in der
SNC war entsprechend vermindert (~ 35 %). Ein neuroprotektiver Effekte der
Behandlung mit CP-101,606 konnte nicht gezeigt werden.

Die intrastriatale 6-OHDA Injektion induzierte nach 29 Tagen DNA-Fragmentationen
(nachgewiesen mit der TUNEL-Farbung) in TH-negativen Neuronen der SNC und des
VTA. Gleichzeitig konnte das aktivierte Caspase-3 Fragment p20 in TH-positiven
Neuronen der SNC qualitativ nachgewiesen werden, die dariiberhinaus morphologische
Veranderungen wie zytoplasmatische Vakuolisierung und eine verminderte TH IR
zeigten. Die Behandlung mit CP-101,606 hatte auf diese zellularen Anzeichen
voranschreitender Degeneration keine Auswirkungen.

Die chronische Behandlung mit 200 ng/ml CP-101,606 nach 6-OHDA-La&sion induzierte
eine konsistente Aufregulation der Expression von c-Fos in den Eingangskernen der
dorsalen und ventralen Basalganglienschleife (CPu, ACb), im Mittelhirn (SNC, VTA) und
im zentralen EA Komplex (BSTL), verglichen mit der c-Fos Expression nach 6-OHDA-
Lasion (Abb. 54). Im medialen CPu induzierte sowohl die 6-OHDA-L&sion als auch die
CP-Behandlung eine anhaltende FosB Expression. Die Lasions-bedingte Expression von
FosB im Acb sowie im medialen EA Komplex (BSTM) und im medialen Septum wurde
durch die chronische Behandlung mit 200 ng/ml CP-101,606 reduziert (Abb. 55B).
Weniger einheitliche Effekte hatte die CP-Behandlung auf die Expression von c-Jun; im
Acbc reduzierten chronische 200ng/ml CP-101,606 nach Lasion die c-Jun Expression, im
medialen CPu, und im VP war c-Jun anhaltend verstarkt exprimiert (Abb. 54). Weiterhin
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induzierte die CP-Behandlung nach 6-OHDA-Lasion, aber auch im intakten Tier eine
anhaltende c-Jun Aktivierung im MGP, der SNR, dem VTA und der SNC, im PPTg und
im BSTM.
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Abb. 54: Zusammenfassende Darstellung der Effekte der chronischen Behandlung mit 200 ng/ml CP-
101,606 auf die 6-OHDA-bedingte Expression der iTFs c-Fos, FosB und c-Jun in der dorsalen und
ventralen Schleife der Basalganglien 29 Tage nach bilateraler intrastriataler 6-OHDA Injektion.
Acbc, Nucleus accumbens core Region; Acbsh, Nucleus accumbens shell region; BSTL/M, Nucleus
interstitialis striae terminalis laterale/mediale Division; Ce/Me, Corpus amygdaloideum nucleus
centralis/medialis, CPu, Nucleus caudatus/Putamen; LGP, Globus pallidus pars lateralis; MD;
Nucleus mediodorsalis thalami; MGP, Globus pallidus pars medialis; PPTg, Nucleus tegmentalis
pedunculopontinus; SNC, Substantia nigra pars compacta; SNR, Substantia nigra pars reticulata;
STN, Nucleus  subthalamicus; VP,  Pallidum  ventrale;, VA/VL/VM, Nucleus
ventroanterior/ventrolateralis/ventromedialis thalami; ACh, Acetylcholin; DA, Dopamin; GABA,
y-Aminobuttersaure; GLU, Glutamat; Dicke Pfeile: Uberaktivitat; gestrichelte Pfeile: Unteraktivitat
(nach Pedersen und Schmidt, 2000a; Schmidt et al., 1992, ergénzt nach Alheid et al., 1995; Alheid
und Heimer, 1988)
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6.5. Diskussion

Die chronische Behandlung mit dem NR2B-selektiven NMDA-Rezeptor-Antagonisten CP-
101,606 Uber 3 Wochen hat keine antiparkinsonoide Wirkung auf die Verhaltensdefizite, die
durch eine partielle bilaterale striatonigrale Degeneration ausgeldst wurden. Ebensowenig
kann die NR2B-selektive Blockade der GLUergen Transmission die Degeneration der
DAergen Neurone in der SNC vermindern und die DAerge Denervation des Vorderhirns
aufhalten, noch kompensatorische Prozesse induzieren oder unterstiitzen. Qualitativ hat die
Behandlung mit CP-101,606 keinen Einfluss auf die Aktivierung von Caspase-3, DNA-
Fragmentationen oder pathomorphologische Veranderungen in Neuronen der SNC, die mit
der retrograde Degeneration assoziiert sind. Die neuronale Aktivitat striataler Neurone wird
durch den NR2B-selektiven Antagonisten nach 6-OHDA-L&sion regionspezifisch, teilweise
dosisabghéngig, erhoht. Ahnliche Beobachtungen mit wenigen Ausnahmen werden auch in
den striatalen Projektionskernen bzw. den Ausgangskernen der Basalganglien sowie den eng
assoziierten Kernen der EA gemacht.

Effekte von CP-101,606 auf die 6-OHDA-induzierten Verhaltensdefizite

Die Untersuchungen der Spontanaktivitat und der Katalepsie zeigt, dass bereits 8 Tage nach
der bilateralen intrastriatalen 6-OHDA-Lasion ausgepragte Defizite in der
Bewegungsinitiation sowie eine verminderte Lokomotion und Exploration durch die DAerge
Denervation  hervorgerufen  werden. Diese  Verhaltensdefiziter nehmen im
Beobachtungszeitraum weiter zu, was flr die progressive Degeneration der DAergen
Innervation im Vorderhirn spricht und die bereits erhobenen Befunde aus den
vorangegangen Experimenten unterstitzt. Auch hier stellt demnach die Behandlung mit
dem NR2B-selektiven NMDA-Rezeptor-Antagonisten CP-101,606 einen ,frihen’
pharmakologischen Eingriff in die sich verandernde Transmitterbalance in den Kernen der
Basalganglien dar und erftillt demnach die Forderung fur eine mogliche klinische Relevanz,
wonach eine Verminderung der GLUergen Uberaktivitat bereits zu einem frithen klinischen
Stadium der Erkrankung die Progression beeinflussen kann (Blandini et al., 2000a).

Die Verhaltensexperimente zeigen, dass keine der beiden eingesetzten Dosierungen von CP-
101,606 eine antiparkinsonoide Wirkung haben, in dem Sinn, dass entweder der Grad der
spontanen Katalepsie vermindert wird, oder die Spontanaktivitat erhdht wird. Der EDso-
Wert fur CP-101,606 zur Inhibition einer Haloperidol-induzierten (0.5 - 1.0 mg/kg)
Katalepsie betragt bei der Ratte 0.5 mg/kg s.c. (Steece-Collier et al., 2000). Das hier
angewandte chronische Dosierungsregim mittels subkutaner miniosmotischer Pumpen sollte
einen kontinuierlichen Plasmaspiegel von 200 ng/ml bzw. 60 ng/ml erreichen, was einer
Dosierung von 1.45 mg/kg/h bzw. 0.44 mg/kg/h aktiver Substanz entspricht(Menniti et al.,
2000) und damit im Dosisbereich fUr eine antikataleptische Wirkung liegt. Desweiteren
liegen diese Dosierungen in einem Wirkungsbereich, in dem sie die NMDA-Rezeptor-
vermittelte Induktion von c-fos mMRNA nach systemischer NMDA-Applikation, fokaler
Ischamie und elektrisch-induzierten kortikalen Entladungen im Hippokampus und
parietalen Kortex ahnlich wie MK-801 inhibieren konnten (Menniti et al., 2000), womit auch
gezeigt wurde, dass die NR2B-selektive Blockade des NMDA-Rezeptors die GLUerge
Uberstimulation effektiv zu inhibieren vermag. Demnach lassen sich die ausbleibenden
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Effekte auf die Verhaltensdefizite nicht durch eine mangelnde oder unspezifische Dosierung
der Substanz erklaren. Weiterhin zeigte eine akute Dosierung von 1 mg/kg CP-101,606
antiparkinsonoide Effekte im MPTP-behandelten Affen mit einer subtotalen DA-Denervation
und potenzierte dariiberhinaus die Wirkung von L-DOPA auf die Parkinson-Symptome
(Steece-Collier et al., 2000), was deutlich macht, dass CP-101,606 auch im DA denervierten
Tier antiparkinsonoid wirksam ist. Ahnlich konnte fur Ifenprodil, den Prototyp der NR2B-
selektiven NMDA-Rezeptor-Antagonisten (Williams, 1993), antiparkinsonoide Wirkungen in
der Reserpin-behandelten Ratte sowie im bilateral 6-OHDA-ladierten oder MPTP-
behandelten Affen nachgewiesen werden (Mitchell und Carroll, 1997; Nash et al., 1999; Nash
et al., 2000). Diese Befunde kénnen durch die hier erhobenen Daten nicht unterstitzt
werden. Eine moégliche Erklarung hierflir mag sein, dass die Verhaltensdefizite, die nach der
partiellen striatonigralen Lasion beobachtet werden hauptsachlich durch die Abnahme des
DAergen Tonus (~ 70 %) im Striatum ausgel6st werden und die GLUerge Uberaktivitat im
Striatum noch keinen Beitrag zu den Verhaltensdefiziten leistet. Entsprechend hat eine
selektive Inhibition der GLUergen Transmission keine wesentlichen Effekte auf die
Verhaltensdefizite. Im Gegensatz dazu erfolgte in oben angefiihrten Studien die NR2B-
Inhibition mit Ifenprodil und seinem Derivat CP-101,606 nach schwerer bis vollstandiger
DA-Denervation bzw. umfassender DA D2-Rezeptor Blockade, so dass hier eine GLUerge
Uberaktivitat  implikativ  ist. Daher konnen unterschiedliche L&sions- und
Verhaltensparadigmen die Ursache fiir die Diskrepanz zwischen den hier erhobenen
Verhaltensbefunden und den angefiihrten Studien. In diesem Zusammenhang gilt zu
erwahnen, dass in der einzigen klinischen praliminaren Studie, in der ein NR2B-selektiver
NMDA-Rezeptor-Antagonist als zusatzliche Therapie zu L-DOPA eingesetzt wurde,
Ifenprodil keine Verbesserung der Parkinson-Symptome bewirkte (Montastruc et al., 1992).
Dies macht jedoch auch deutlich, dass bisherige tierexperimentelle Befunde nicht unbedingt
pradiktiv fur die antiparkinsonoide Wirkung der NR2B-selektiven NMDA-Rezeptor-
Antagonisten sind.

Eine weitere Ursache fiir ausbleibende Behandlungseffekte mag in der Zusammensetzung
der striatalen NMDA-Rezeptoren liegen. Mehrere Untersuchungen zeigten zunéachst
entweder eine Zunahme der NR1 mRNA (Andrés et al., 1996; Rodriguez-Puertas et al., 1999;
Tremblay et al.,, 1995), keine Veranderungen der NR1, NR2A und NR2B Proteine im
Gesamtextrakt (Dunah et al., 2000; Menegoz et al., 1995) bzw. der [125]]MK-801-Bindung im
Striatum (Araki et al., 2000; He et al., 2000b) oder nur eine Zunahme des NR2A Proteins (Oh
et al., 1998) nach DA-Denervation. Dies lasst sich nicht unbedingt konsistent als eine Auf-
oder Ab-Regulation der striatalen NMDA-Rezeptoren diskutieren. Allerdings wurde auch
gezeigt, dass die DA-Denervation mit 6-OHDA eine selektive Abnahme der
membrangebundenen NR1 SUs und NR2B SUs jedoch nicht NR2A SUs im Striatum bewirkt,
wobei die Gesamtproteinmenge der SUs unverandert war (Dunah et al., 2000). Dies spricht
fur eine intrazellulare Redistribution der NR1/NR2B-Rezeptoren und damit eine
funktionelle Veranderung der GLUergen Transmission auf striatale Projektionsneurone.
Folglich wirde die Abnahme der membranstandigen NR1/NR2B-Subtypen der NMDA-
Rezeptoren die ausbleibenden Effekte von CP-101,606 auf die Verhaltensdefizite erklaren, da
weniger Polyaminbindungsstellen vorliegen,die die Antagonisten Wirkung vermitteln
kénnen.
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Die vorliegenden Verhaltensexperimente zeigen jedoch auch, dass die chronische NR2B-
selektive Inhibition des NMDA-Rezeptors weder im intakten noch im DA-defizienten Tier
psychotomimetische, sedative oder ataktische Nebenwirkungen hervorruft, oder
moglicherweise prokataleptische Effekte hat. Dies unterstiitzt somit vorangegangene
Studien, die die gute Vetraglichkeit von CP-101,606 nach akuter Behandlung im Tierversuch
zeigten (Menniti et al., 2000; Steece-Collier et al., 2000). Zusammengenommen kdnnen die
Verhaltensexperimente keine antiparkinsonoide Wirkung des NR2B-selektiven NMDA-
Rezeptor-Antagonisten CP-101,606 im Tiermodell der bilateralen partiellen striatonigralen
Degeneration zeigen. Dies steht zwar im Widerspruch zu den wenigen bisher erhobenen
tierexperimentellen Befunden, muss aber nicht grundsatzlich pradiktiv fir eine fehlende
antiparkinsonoide Wirkung dieser selektiven Blockade der GLUergen Uberaktivitat sein.

CP-101,606 zeigt keine neuroprotektive Wirkung im ventralen Mesencephalon und keine
Wiederherstellung der DAergen Innervation im Vorderhirn

Die histologische Analyse des ventralen Mesencephalons zeigt keine protektiven Effekte der
chronischen Behandlung mit CP-101,606 auf den 6-OHDA-induzierten Verlust (~ 40 %) TH-
positiver Neurone in der SNC, entsprechend war die Gesamtzahl der SNC Neurone
unveranderte. Diese Befunde korrelieren mit der neurochemischen Untersuchung des DA-
Gehalts im dorsalen CPu, wo der ausgepragte Verlust von ~ 60 % auch nach der Behandlung
mit CP-101,606 erhalten bleibt. Demnach kann eine NR2B-selektive Inhibition der GLUergen
Transmission im ventralen Mesencephalon zu einem frilhen Zeitpunkt der retrograden
striatonigralen Lasion die Degeneration der SNC Neurone und den korrespondierenden
Verlust der DAergen Innervation des Vorderhirns nicht verhindern.

Das neuroprotektive Potential von CP-101,606 gegentiber dem GLU-induzierten neuronalen
Zelltod und Neurodegeneration konnte in vitro und in vivo nachgewiesen werden
(Zusammenfassung in Chenard und Menniti, 1999). CP-101,606 schitzte primare
hippokampale Neurone vor akuter GLU-Toxizitat (Menniti et al., 1997), reduzierte die
Infarktgrésse nach permanentem Verschluss der zerebralen Mittelarterie (Di et al., 1997) und
reduzierte die funktionellen Defizite im Morris-Wasser-Labyrinth nach experimentellem
Hirntrauma (Okiyama et al., 1997). Bisherige Untersuchungen zur Wirkung von CP-101,606
oder auch Ifenprodil in Tiermodellen der Parkinson-Krankheit wurden nicht im Hinblick auf
die neuroprotektive Wirkung der Antagonisten durchgefiihrt, so dass ein unmittelbarer
Vergleich nicht mdéglich ist. Neuroanatomische Studien, die die Verteilung der NMDA-
Rezeptor Untereinheiten in der SNC und im VTA untersucht haben, machen jedoch deutlich,
warum NR2B-selektive NMDA-Rezeptor-Antagonisten im Vorderhirn protektiv sind, aber
nicht wie hier gezeigt in der SNC. Die NR2B-SU des NMDA-Rezeptors wird konsistent nur
in sehr geringer Menge von Neuronen der SNC und des VTA bei der Ratte (Albers et al.,
1999; Petralia et al., 1994; Standaert et al., 1994; Yung, 1998) beim Affen (Paquet et al., 1997)
und auch beim Menschen (Counihan et al., 1998) exprimiert. Diese Studien deuten vielmehr
darauf hin, dass sich funktionelle NMDA-Rezeptoren im ventralen Mesencephalon als
NR1/NR2D/NR2C Heterooligomere zusammensetzen (Counihan et al., 1998; Standaert et
al., 1994). Die Untersuchungen zur subzellulare Verteilung zeigte weiterhin, dass eine
geringe Anzahl praterminaler Axone und Axonterminalen immunoreaktiv flr die NR1 SU
sind, was neben einer Verteilung auf dem Perikaryon und den proximalen Dendriten auf
eine geringe prasynaptische Lokalisation von NMDA-Rezeptoren deutet (Paquet et al., 1997).
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Diese Studien zeigen demnach, dass die NR2B SU bei der GLUergen Transmission in
Neuronen der SNC und des VTA keine oder nur eine untergeordnete Rolle spielt und
entsprechend wenig zur Degeneration, die durch die postulierte GLUerge Uberaktivitat
angetrieben wird, beitragt. Auf der Basis der neuroanatomischen Grundlagen und der hier
erhobenen Daten erscheint daher der Einsatz NR2B-selektiver NMDA-Rezeptor-
Antagonisten zur spezifischen Protektion mesencephaler Neurone bei der Parkinson-
Krankheit fragwirdig.

Die fehlende Expression der NR2B-SU im ventralen Mesencephalon ist wahrscheinlich auch
der Grund daflr, dass die chronische Behandlung mit CP-101,606 keinen Einfluss auf
kompensatorische Mechanismen, wie einen erhdhten DA-Metabolismus im dorsalen CPu,
axonales ,sprouting‘ im Acb (siehe 5.5) oder auch eine Veranderung der Expression von CB
in Neuronen der SNC und dem VTA (siehe 4.5.) hat. Auf der anderen Seite unterstitzt die
Beobachtung, dass die chronische Behandlung mit CP-101,606 im intakten Tier keinerlei
Veranderungen im Gehalt an biogenen Aminen im Vorderhirn oder pathologische
Veranderungen im ventralen Mesencephalon hervorruft, das fehlende neurotoxische
Potential dieser Substanzklasse (Scatton, 1994) auch wenn entsprechende Untersuchungen in
denNR2B-reichen Regionen des Vorderhirn die klinische Sicherheit zunachst im Tierversuch
noch zeigen missen.

Aktivierung von Caspase-3 und DNA-Fragmentation charakterisieren die ,nigrale‘ Pathologie

Die immunhistochemischen und biochemischen Untersuchungen zum Nachweis von
aktivierter Caspase-3 und DNA-Fragmentationen zeigt, dass die retrograde striatonigrale
Degeneration apoptotische Prozesse in den Neuronen der SNC auslost. Der hier eingesetzte
CM-1 Antikdrper erkennt spezifisch das proteolytisch aktive p20 Fragment der Caspase-3
(Kermer et al., 1999; Namura et al., 1998; Srinivasan et al., 1998), das wiederum unmittelbar
an der Exekution des apoptotischen Zelltods wahrend der Entwicklung und im
pathologischen Zustand beteiligt ist (Zusammenfassungen in Hengartner, 2000; Nicholson,
1999; Yuan und Yankner, 2000). Nach intrastriataler 6-OHDA Injektion wird aktivierte
Caspase-3 sowohl im neuronalen Perikaryon, als auch kolokalisiert mit TH im Bereich der
proximalen Neuriten nachgewiesen, was bereits als spezifisches Signal wahrend des
entwicklungsbedingten apoptotischen Zelltods nachgewiesen wurde (Srinivasan et al., 1998).
Die Immunfluoreszenz Doppelfarbung zeigt, dass das p20 Fragment der Caspase-3
vakuolisiert im Zytoplasma der TH-positiven Neurone vorliegt. Diese Neurone weisen
dartiberhinaus nur eine schwache TH IR auf, bei einer allgemeinen pathologischen
Morphologie mit aufgeldster Kernmembran, was ebenfalls ein klassisches Merkmal des
apoptotischen Zelltods ist (Wyllie et al., 1980). Die Beobachtung, dass die anhaltende
Pathomorphologie weniger SNC Neurone mit einer Abnahme der TH Expression verbunden
ist, steht im Einklang mit den Befunden der vorangegangenen Experimente (siehe 4. und 5.)
und mit bisherigen tierexperimentellen Studien (Ichitani et al., 1994; Marti et al., 2000; Zuch
et al., 2000). Der Nachwveis aktivierter Caspase-3 deutet weiter darauf hin, dass die 6-OHDA-
induzierte retrograde Degeneration der SNC Neurone zumindest teilweise durch die
Aktivierung des apoptotischen Zelltods vermittelt wird. Dies wird unterstitzt durch in vitro
Studien, die zeigten, dass der 6-OHDA-induzierte Zelltod DAerger Neurone durch die
Familie der Caspase-3 Proteasen vermittelt wird (Dodel et al., 1999; Ochu et al., 1998) und
eine in vivo Studie, in der die retrograde Degeneration der SNC nach intrastriataler 6-OHDA
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Injektion durch einen Breitspektrum Caspase-Inhibitor verhindert wurde (Cutillas et al.,
1999).

Der Nachweis von DNA-Fragmentation in Neuronen der SNC mittels der TUNEL-Methode
zeigt apoptotische Kerne -kondensiert oder vakuolisiert, teilweise mit degradierter
Kernmembran- in geringem Umfang nach der intrastriatalen 6-OHDA Injektion, die
allerdings nicht mit TH IR kolokalisiert war. Die Beobachtung, dass dem apoptotischen
Zelltod in der SNC nach retrograder 6-OHDA Degeneration ein Verlust der TH IR
vorrausgeht (Kirik et al., 1998; Marti et al., 2000; Zuch et al., 2000) lasst die Vermutung zu,
dass es sich bei den TUNEL-positiven Neuronen um ehemals TH-positive Neurone handelt,
die zu diesem fortgeschrittenen Stadium des Degeneration bereits ihren Phanotypen, und
damit ihre Funktionalitat verloren haben. Im Gegensatz dazu, wird aktivierte Caspase-3 in
,noch* TH-positiven Neuronen nachgewiesen, was auf einen zeitlich abgestimmten Prozess
hindeutet, in dem die Aktivierung des Caspase-3 Zymogens der DNA-Fragmentation
vorangeht und maoglicherweise zum proteolytischen Abbau des TH-Enzyms beitragt.
Kermer und Kollegen konnten eine ahnliche zeitliche Abfolge von Caspase-3 Aktivierung
und DNA-Fragmentation nach Axotomie in retinalen Ganglienzellen nachweisen (Kermer et
al., 1999) und schlossen daraus, dass Caspase-3 entscheidend zur Exekution des Zelltodes
nach Axotomie beitragt. Eine vergleichbare Studie an axotomierten Motoneuronen konnte
die Vermutung bestatigen, dass die Degradation der Zell- und Kernkompartimentierung die
Aktivierung von Caspase-3 erfordert, die damit eine entscheidende Rolle bei der Axotomie-
induzierten neuronalen Apoptose spielt (Vanderluit et al., 2000). Im Einklang mit bisherigen
in vivo Studien, die Caspase-3-vermittelte Prozesse im neuronalen Zelltod nach MPP+- oder
6-OHDA-Intoxikation nachgewiesen haben, zeigen die vorliegenden Beobachtungen, dass
auch noch in einem Zeitraum von 4 Wochen nach Intoxikation ein verzégerter apoptotischer
Zelltod zur Degeneration der SNC beitragt.

Diese Beobachtungen deuten zunéachst auf einen degenerativen Prozess hin, der durch die
Intoxikation mit 6-OHDA im Bereich der Axonterminalen ausgeldst wird, was die
Hypothese unterstiitzt, dass es sich hierbei um eine synaptisch ausgeltste Apoptose handelt
(Mattson et al., 1998), die zu einer verzogerten Degeneration der Zellkdrper flhrt.
Interessanterweise konnte nach der direkten Infusion von 6-OHDA in die SNC der Ratte
weder akut, noch in einem Zeitraum von 60 Tagen morphologische Anzeichen von Apoptose
nachgewiesen werden (Jeon et al., 1995). Dies unterstreicht die Natur des retrograden
Lasionsmodell als Modell einer neuronalen Axotomie, bei der zunachst die synaptischen
Kontakte verloren gehen und erst verzogert die Zellkérper, hdchstwahrscheinlich
apoptotisch, degenerieren. Welche Implikation dieser verzdgerte Zelltod nach Axotomie flr
die pathologischen Prozesse bei der Parkinson-Krankheit hat bleibt fraglich, auch wenn
aktivierte Caspase-3 in der SNC von Parkinson Patienten nachgewiesen wurde (Hartmann et
al., 2000). Sollte die Aktivierung von Caspase-3 auch bei der progressiven Degeneration der
SNC in der Parkinson-Krankheit eine entscheidende Rolle spielen, ist das Tiermodell der
retrograden striatonigralen Degeneration von konstruktiver Validitit und macht es
besonders geeignet, die Effekte protektiver Massnahmen zu untersuchen.

Unter diesem Aspekt kénnen die vorliegenden Beobachtungen keinen Einfluss der NR2B-
vermittelten GLUergen Transmission auf die apoptotischen Prozesse in der SNC zeigen.
Qualitativ bestehen keine Unterschied in der zellularen Lokalisation des aktiven p20
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Fragments der Caspase-3, der Verminderung der TH IR und der apoptotischen Zellkerne in
TH-negativen Neuronen nach der chronischen Behandlung mit CP-101,606 im Vergleich zur
6-OHDA-Lasion. Bereits diskutierte Verteilung der NMDA-Rezeptor Subtypen im ventralen
Mesencephalon kann diesen Befund erklaren. Fur die postulierte GLUerge Uberaktivitait
nach DAerger Denervation wirde dies bedeuten, dass sie wahrscheinlich Uber die
NR1/NR2D/NR2C-Subtypen des NMDA-Rezeptors, die in der SNC prominent exprimiert
werden (Standaert et al., 1994) oder auch vorhandene AMPA-Rezeptoren (Albers et al., 1999;
Yung, 1998) die beobachteten apoptotischen Prozesse beeinflusst oder sogar antreibt.

In diesem Zusammenhang erscheint es zunachst verwunderlich, dass die Expression von c-
Fos und c-Jun in der SNC nach Ende der chronischen Behandlung mit CP-101,606 zunimmt.
Bisherige Untersuchungen zeigten, dass CP-101,606 die erhthte Expression von c-fos mRNA
im Hippokampus nach akuter Injektion von NMDA reduziert (Menniti et al., 2000). Da die
Tiere in vorliegendem Experiment erst 24 h nach Entleerung der Pumpen perfundiert
wurden, ist davon auszugehen, dass der Plasmaspiegel von CP-101,606 gemass einer
Halbwertszeit von 1 h (Menniti et al., 2000) zum Zeitpunkt der Perfusion vollstandig
abgesunken war. Somit ware die Blockade der wenigen NR1/NR2B NMDA-Rezeptoren in
der SNC aufgehoben, und die so erhéhte GLUerge Transmission kann eine Induktion von c-
Fos und c-Jun in der SNC bewirken. Dies wirde einem ,rebound* Effekt entsprechen, der
zumindest fir die c-Fos Induktion dosisabhangig erscheint und der im intakten Tier
ebenfalls eine erhdéhte Expression von c-Jun induziert. Somit kénnen diese Beobachtungen
zeigen, dass die NR1/NR2B-vermittelte GLUerge Transmission auf Neurone der SNC
wahrscheinlich effektiv tUber 3 Wochen blockiert war, dieser Beitrag zur Hemmung der
GLUergen Uberaktivitat jedoch keine protektiven Effekte auf die retrograde striatonigrale
Degeneration hat.

Veranderung der striatalen neuronalen Aktivitat nach chronischer NR2B-Blockade

Die immunhistochemische Bewertung der striatalen Expression der iTFs c-Fos, FosB und c-
Jun zeigt regionspezifisch differenzielle Effekte der chronischen Behandlung mit CP-101,606
auf die basale bzw. 6-OHDA-assoziierte Expression der iTFs. Derzeit liegt nur eine Studie
vor, die die Effekte einer NR2B-selektiven Inhibition des NMDA-Rezeptors auf die DA D1-
Rezeptor-induzierte Expression von c-Fos im dorsalen CPu der intakten Ratte untersucht hat
(Keefe und Ganguly, 1998). Hier wurde gezeigt, dass Ifenprodil akut die SKF 82958-
induzierte Expression von c-Fos im lateralen als auch im medialen CPu potenziert. Im
Gegensatz dazu, blockierten kompetitive und nicht-kompetitive NMDA-Rezeptor-
Antagonisten die c-Fos Expression in beiden Subregionen des CPu (Keefe und Ganguly,
1998). Dies zeigt zunachst, dass eine eher unspezifische Blockade von NMDA-Rezeptoren
die DA Dl-induzierte iTF Expression hemmt, wie es auch nach der funktionellen
Neuroanatomie zu erwarten war, jedoch nicht die NR2B-selektive Blockade Uber die
Polyaminbindungsstelle. Entsprechende Kontrollexperimente in dieser Studie schliessen eine
direkte Stimulation von c-Fos durch Ifenprodil aus (Keefe und Ganguly, 1998), daher muss
hier von komplexeren Interaktion zwischen DAerger und NR2B-SU-vermittelter GLUerger
Transmission ausgegangen werden.

Im vorliegenden Experiment wird im DA-denervierten Tier eine erhéhte Expression von c-
Fos im Anschluss an die chronische Behandlung mit CP-101,606 nachgewiesen, wobei die
DA-Denervation selbst keine anhaltende Expression von c-Fos in den untersuchten
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Subregionen des dorsalen und ventralen Striatums induziert. Diese Beobachtung unterstitzt
die vorangegangenen Befunde (siehe 4. und 5.) nicht und muss konsequenterweise dadurch
erklart werden, dass die striatonigrale Degeneration zu diesem Zeitpunkt bereits
weitestgehend abgeschlossen war und somit keine dynamische Veranderung der
Transmitterbalance vorliegt, die eine anhaltende Induktion von c-Fos bedingt. Die Zunahme
der c-Fos Expression nach Ende der CP-Behandlung deutet, wie fir die SNC bereits
diskutiert, auf einen ,rebound‘ Effekt hin. Die chronisch inhibierte GLUerge Uberaktivitat
nach DAerger Denervation wird in Folge der absinkenden Plasmaspiegel des Antagonisten
,gebahnt’ und induziert akut die Expression von c-Fos. Da dies von der DA-Denervation
abhangig ist (Abb. 54A), wird damit die postulierte GLUerge Uberaktivitat der
kortikostriatalen Projektion bestatigt. Die Regionspezifitat flr das laterale CPu lasst sich
jedoch nicht auf die Verteilung der NR2B-SU im CPu zurlckflhren. Neuroanantomische
Studien in der Ratte und auch beim Menschen haben gezeigt, dass die NR2B-SU
gleichmassig Uber das dorsale CPu verteilt ist (Chen et al., 1996; Counihan et al., 1998;
Standaert et al., 1994; Watanabe et al., 1993), und dass sowohl striatopallidale als auch
striatonigrale Projektionsneurone die NR2B-SU prominent exprimieren (Chen et al., 1996;
Kippenbender et al., 2000). Das regionspezifische Expressionsmuster kann daher nur tber
die kortikostriatale GLUerge Innervation erklart werden, die im lateralen CPu besonders
prominent ist (Donoghue und Herkenham, 1986; Gerfen, 1984; Kincaid und Wilson, 1996)
(siehe auch 5.5.) und daher auch hier die ausgepragteste GLUerge Uberaktivitat zu erwarten
ist, die dann nach fehlender Hemmung durch CP-101,606 die akute Induktion von c-Fos in
striatalen Neuronen antreibt. Ein dhnlicher Effekte wird im Acbc beobachtet, in dem die
NR2B-SU ebenfalls prominent exprimiert wird (Standaert et al., 1994) und demnach die
kortikale GLUerge Projektion nach Abnahme der NR2B-selektiven Inhibition gebahnt wird.

Ein ,rebound* Effekt kann auch die Zunahme der c-Jun Expression im Anschluss an die CP-
Behandlung erklaren, die im Gegensatz zu c-Fos im medialen CPu nach DAerger
Denervation beobachtet wird. Auch hier induziert die DA-Denervation selbst nur eine
geringe Zunahme der c-Jun Expression, was ebenfalls darauf hindeutet, dass sich die
postulierte Transmitterimbalance zu diesem Zeitpunkt nicht mehr weiter verandert. Warum
der ,rebound* Effekt auf die c-Jun Induktion regionspezifisch fir das mediale CPu ist, kann
wiederum nur Uber das Zusammenspiel der topographische DArgen Innervation aus dem
ventralen Mesencephalon (Bjorklund und Lindvall, 1984) bzw. deren Verlust und der
topographischen GLUergen Innervation aus neo-, meso- und allokortikalen Regionen
(McGeorge und Faull, 1989) erklart werden. Neueste Untersuchungen zu den
eletrophysiologische Eigenschaften striataler NMDA-Rezeptoren mittels patch clamp
Ableitungen zeigten, dass die langsame Komponente der postsynaptischen Antwort in
Neuronen des medialen CPu grosser ist, als die im lateralen CPu (Chapman et al., 2000).
Weiterhin ist bekannt, dass im lateralen CPu mehr NR2A-SUs exprimiert werden als im
medialen CPu (Standaert et al., 1994; Watanabe et al., 1993), was zu der Uberlegung fiihrte,
dass sich die NMDA-Rezeptor Heterooligomere lateral aus einer NR1 SU, einer NR2B SU
und 2 NR2A SUs zusammensetzen, medial dagegen aus einer NR1 SU, 2 NR2B SUs und
einer NR2A SU (Chapman et al., 2000). Dies wirde folglich erklaren, warum striatale
NMDA-Rezeptoren unterschiedlich auf exzitatorische Afferenzen reagieren, und ebenfalls
die hier beobachtete selektive Induktion der iTFs c-Fos und c-Jun, die demnach differenziell
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nach postsynaptischer Rezeptorstimulationen induzierte werden und in Folge auch
unterschiedlich die neuronale Funktion der Neurone regulieren.

Sowohl die DA-Denervation, als auch die chronische Behandlung mit CP-101,606 fuhren zu
einer anhaltenden Expression von FosB Proteinen, die u.a. FosB und AFosB beinhalten.
Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass die FosB Proteine anhaltend nach
einmaliger oder chronischer Stimulation von DA- und auch NMDA-Rezeptoren exprimiert
vorliegen (Hollen et al., 1997; Hope et al., 1992, Zusammenfassung in Nestler et al., 1999;
O'Callaghan et al., 2000). Daher kann die 6-OHDA-bedingte Zunahme der FosB Proteine
insbesondere im medialen CPu auf die postulierte GLUerge Uberaktivitat zurtickgefiihrt
werden. Die NR2B-selektive Inhibition der NMDA-Rezeptoren kann diese Veranderung der
neuronalen Funktion nicht beeinflussen, und muss dahingehend interpretiert werden, dass
die Balance zwischen DAerger und GLUerger Transmission auf Ebene striataler
Projektionsneurone nicht wiederhergestellt werden kann. Dies mag in diesem Fall durch die
bereits diskutierte Veranderung der Subtypen-Zusammensetzung der striatalen NMDA-
Rezeptoren nach DAerger Denervation erklart werden (Dunah et al., 2000), wodurch der
NR2B-selektive Antagonist nur noch eine verminderte Anzahl an Bindungsstellen inhibieren
kann, um die Uberaktive kortikostriatale Projektion an striatalen Neuronen zu blockieren. Im
Gegensatz dazu kann in beiden Subregionen des Acb die chronische NR2B-selektive NMDA-
Rezeptor-Inhibition die Expression von FosB Proteine unter die basale Expression
reduzieren. Da der Acb von der DAergen Denervation nur geringfligig betroffen ist, ist zu
vermuten, dass auch hier keine Verdnderung der Subtypen-Zusammensetzung induziert
wird. Folglich reduziert die NR2B-selektive Inhibition die neuronale Aktivitdt accumbaler
Neurone die offensichtlich normalerweise entscheidend durch die GLUergen
kortikoaccumbalen Projektion bestimmt wird. Verhaltenspharmakologische,
elektrophysiologische und auch neuroanatomische Studien belegen die Relevanz der
kortikalen GLUergen Innervation des Acb fur dessen Funktion (Burns et al., 1994; Hauber et
al., 2000; Li et al., 1999). Dabei scheint die GLUerge Projektion aus dem mPFC bei der
Regulation der zelluldaren neuroadaptiven Prozessen eine entscheidende zu spielen (Li et al.,
1999), auch wenn die neuronale Aktivitit der Acb Neurone gemessen an ihrer
elektrophysiologischen Aktivitat in vivo hauptsichlich durch nicht-NMDA-Rezeptoren
bestimmt wird (Hu und White, 1996). Trotzdem koénnen Ilangfristige funktionelle
Veranderungen wie eine Dysregultion der Neuropeptid mRNA von PPT und PPE durch die
Blockade der NMDA-Rezeptor vermittelten GLUergen Transmission im Acb ausgel6st
werden (Angulo et al., 1995), was mit der hier beobachteten verdnderten neuronalen
Aktivitat im Einklang steht.

Zusammengenommen konnen die hier vorliegenden Befunde die Hypothese, dass eine
chronische NR2B-selektive Inhibition der Uberaktiven GLUergen Transmission zu einer
Normalisierung der neuronalen Aktivitat und Funktion striataler Neurone nach DAerger
Denervation fihrt, nicht unterstiitzen. Obwohl das Striatum aufgrund seiner breiten und
ausgepragten Verteilung des NR2B-Subtyps der NMDA-Rezeptoren eine geeignete
Zielstruktur  zur  selektiven, aktivitats-abhangigen Inhibition der Uberaktiven
kortikostriatalen GLUergen Transmission darstellt, vermag der NR2B-selektive Antagonist
CP-101,606 die chronische Veranderung neuronaler Funktion nicht zu beeinflussen.
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Regionspezifische Funktionsverdnderungen im Zusammenhang zur ,extranigralen‘ Pathologie nach
chronischer NR2B-Blockade

Die Untersuchung zur Wirkung einer chronischen NR2B-selektiven Blockade der GLUergen
Transmission mit CP-101,606 auf die veranderte neuronale Aktivitat in ,extranigralen’
Strukturen nach DAerger Denervation zeigt regionspezifische differentielle Effekte, die auch
hier hauptsachlich mit einem ,rebound* Effekt erklart werden kénnen. Die neuroanatomische
Grundlage fir diesen Effekt bildet die breite Verteilung der NR1/NR2B-Subtypen des
NMDA-Rezeptors in den untersuchten Strukturen (Standaert et al., 1994; Watanabe et al.,
1993).

Kerne der dorsalen und ventralen Basalganglien Schleife

Die im Anschluss an die Behandlung mit CP-101,606 erhéhten Expressionen von c-Fos und
c-Jun in der SNR, dem MGP, dem PPTg und dem VP zeigt sich ahnlich wie im dorsalen CPu,
wobei auch hier keine anhaltende Induktion dieser beiden iTFs nach DAerger Denervation
beobachtet wird. Im MGP und der SNR wird die NR2B SU zusammen mit der NR1 SU
exprimiert, wenn auch in geringerem Ausmass als im CPu (Standaert et al., 1994; Watanabe
et al., 1993), so dass hier von einer postsynaptischen Lokalisation der funktioneller
NR1/NR2B-Subtyp NMDA-Rezeptoren auszugehen ist. Die prominente Induktion von c-Fos
und c-Jun, insbesondere in den Ausgangstrukturen der dorsalen Schleife spricht dafiir, dass
hier eine GLUerge Transmission ,gebahnt’ wird, im Sinne der postulierten Uberaktiven
GLUergen subthalamischen Projektion in die SNR und den MGP. Da bisher keine Studie
vorliegt, die eine NR2B-SU Verteilung im PPTg oder VP zeigt, muss Uber einen Effekt wie in
der SNR und dem MGP spekuliert werden.

,Extended Amygdala‘ und Nuclei Septi

Ahnlich wie in den Kernen der motorischen Basalganglien Schleife induziert eine
nachlassende NR2B-selektive Inhibition der NMDA-Rezeptor-vermittelten GLUergen
Transmission eine Induktion der transienten iTFs c-Fos und c-Jun im BST und dem Ce. Auch
hier ist die NR2B-SU moderat bis hoch exprimiert (Standaert et al., 1994; Watanabe et al.,
1993) und ist damit Teil der postsynaptischen NMDA-Rezeptor-Formation in der EA, was
durch ultrastrukturelle Untersuchungen gezeigt wurde (Farb et al., 1995; Gracy und Pickel,
1995). Da die Kerne der EA sowohl durch kortikale als auch intrinsische reziproke
Afferenzen extensiv GLUerg kontrolliert werden (Zusammenfassung in Alheid und Heimer,
1988) deuten die hier erhobenen Daten wiederum auf einen akuten ,rebound‘ Effekt der
Behandlung mit CP-101,606 hin, wobei es zu keinen anhaltenden Veranderungen der
neuronalen Aktivitaten nach DAerger Denervation kommt.

Eine chronische Inhibition der neuronalen Funktion, nachgewiesen als reduzierte Expression
von FosB Proteinen wird im BSTM und dem MS im Anschluss an die Behandlung mit CP-
101,606 beobachtet. Hier zeigt sich, ahnlich wie im Acb, dass die NR2B-selektive Inhibition
der GLUergen Transmission die neuronale Aktivitat langfristig vermindern kann.
Zusammengenommen wird hier zum erstenmal gezeigt, dass auch in den ,extranigralen*
Strukturen der dorsalen und ventralen Basalganglien Schleife, sowie den assoziierten Kernen
der EA die neuronale Aktivitat und Funktion durch die NR2B-SU des NMDA-Rezeptors
reguliert wird. Auch wenn der beobachtete ,rebound‘ Effekt keine eindeutige Aussage
dartiber zuldsst, ob die NR2B-selektive Blockade die postulierte Transmitterimbalance
wiederherstellen kann, machen die hier erhobenen Befunde deutlich, das eine anti-GLUerge
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Behandlung mit diesen selektiven Substanzen die neuronale Aktivitat in ,extranigralen’
Regionen akut und chronisch beeinflussen kann und folglich auch die pathologisch
adaptativen Prozesse, die der ,extranigralen Pathologie‘ zugrunde liegen, unterbinden kann.

Zusammenfassung

Im Tiermodell der partiellen bilateralen striatonigralen Lasion wird gezeigt, dass eine
chronische NR2B-selektive Inhibition des NMDA-Rezeptors mit dem Antagonisten CP-
101,606 keine antiparkinsonoide Wirkung hat. Ebensowenig kann eine neuroprotektive
Wirkung auf die progressive Degeneration der SNC Neurone und die DAerge Innervation
des Vorderhirns durch eine frithe NR2B-selektive Blockade der GLUergen Uberaktivitat
erzielt werden. Unter der Annahme dass sowohl den Verhaltensdefiziten, als auch der
Neurodegeneration ein ,sekundar* Gberaktives GLUerges System zugrunde liegt, muss aus
den vorliegenden Beobachtungen geschlossen werden, dass die ,aktivitats-abhangige
Inhibition der NMDA-Rezeptor-vermittelten GLUergen Transmission nicht ausreicht, das
Transmittergleichgewicht in  den Basalganglien wiederherzustellen. Die hier
charakterisierten apoptotischen Prozesse, die in der SNC durch die retrograde Degeneration
ausgeldst werden, bleiben unbeeinflusst von der NR2B-selektiven Blockade des GLUergen
Systems, und werden wahrscheinlich, sofern sie Teil der postulierten langsamen
Exzitotoxizitat sind, durch andere NMDA-Rezeptor-Subtypen oder AMPA-Rezeptoren
angetrieben. Auch wenn die NR2B-selektive Inhibition der GLUergen Uberaktivitit zu
keiner Wiederherstellung der Transmitterbalance in den Kernen der Basalganglien und eng
assoziierten limbischen Strukturen fihrt, wird die neuronale Aktivitdat und Funktion
regionspezifisch durch die NR2B-Subtypen der NMDA-Rezeptoren beeinflusst. Dies weist
zumindest auf die Mdglichkeit in, dass die NR2B-selektive Inhibition des GLUergen Systems
protektive Einflisse auf die Prozesse der ,extranigralen‘ Pathologie haben kann.
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7. Allgemeine Diskussion und Schlussfolgerung

Durch die biterale intrastriatale Infusion des Neurotoxins 6-OHDA wird eine partielle
retograde striatonigrale Degeneration ausgeldst, die sich in Verhaltensdefiziten sowie einem
progressiven Verlust DAerger Neurone im ventralen Mesencephalon und einer
korrespondierenden Abnahme der DAergen Innervation des Vorderhirns nachweisen lasst.
Eine mittelschwere DA-Denervation ist ausreichend um eine Stérung in der
Bewegungsinitiation und Rigor, ermittelt im Katalepsie-Test, sowie eine Abnahme der
Spontanaktivitat in den Versuchstieren auszulosen; die Zunahme der Verhaltensdefizite
Uber 4 — 8 Wochen spiegelt die Progredienz der Degeneration wieder. Die Subtilitat der
Verhaltensdefizite, die sich nur in den entsprechenden Verhaltenstests aussern, und das
Ausmass der Degeneration weisen eine Ubereinstimmung mit einem préklinischen bis
frihen Kklinischen Stadium der Parkinson-Krankheit auf, weshalb das vorliegende
Modellsystem  sowohl eine  konstruktive  (Degenerationsmuster) und ,face’
(Verhaltensdefizite) Validitat fur die frihe Parkinson-Krankheit besitzt. Auch die genauere
Charakterisierung der pathologischen Prozesse, die zur Degeneration der DAergen Neurone
fuhren, macht die Vergleichbarkeit deutlich. Sowohl nach 4 als auch nach 8 Wochen sind
pathomorphologischen Verdnderungen wie Zell- und Kerndegradation, sowie ein
Funktionsverlust nachzuweisen. Zusammen mit der Aktivierung von Caspase-3 und der
anschliessenden DNA-Fragmentation deutet dies auf die Beteiligung des apoptotischen
Zelltods bei der 6-OHDA-induzierten retrograden Degeneration hin. Da auch bei der
Parkinson-Krankheit zu einem gewissen Ausmass langsame apoptotische Prozesse selbst zu
spaten Stadien der Erkrankung beobachtet werden (Hartmann et al., 2000,
Zusammenfassung in Dunnett und Bjorklund, 1999) unterstreicht dies zusatzlich die
Vergleichbarkeit der Systeme. Dartberhinaus ermdéglicht diese Beobachtung den Schluss,
dass es auch bei der Parkinson-Krankheit moglicherweise zunachst zu einer Degeneration
der synaptischen Kontakte im Bereich der striatalen Axonterminalen kommt, und diese
,Axotomie‘ den postulierten Prozess der ,synaptischen Apoptose’ (Mattson et al., 1998)
auslost und schliesslich die Degeneration der Zellkorper in Gang setzt. Diese Uberlegung ist
nach wie vor besonders attraktiv, um die selektive Vulnerabilitat (Hirsch et al., 1988;
Jellinger, 1991) der nigrostriatalen Projektionsneurone fir die primare Degeneration zu
erklaren (Pedersen und Schmidt, 2000a). Vorliegende Arbeit kann unterstiitzen, dass
moglicherweise im Striatum der DAerge Metabolismus und die DA-Freisetzung ursachlich
an der Degeneration der SNC Neurone beteiligt ist (Hastings et al., 1996; Olanow et al.,
1998).

,Extranigrale’ degenerative Prozesse in kortikalen und subkortikalen Strukturen sind Teil
der neuropathologischen Verdnderungen der Parkinson-Krankheit (Braak et al., 1996; Braak
und Braak, 2000; Hirsch et al., 1987; lJellinger, 1991) und tragen zur komplexen
Symptomatologie bei (Braak et al., 1996; Obeso et al.,, 2000b). Die partielle bilaterale
striatonigrale Degeneration kann Veranderungen neuronaler Aktivitdt und Funktion in
distalen Gehirnregionen ausltsen, die nicht unmittelbar von der Degeneration der SNC
Neurone betroffen sind (z.B. die Eingangsstrukturen der Basalganglien). Da diese distalen
Strukturen, wie der PPTg oder die Kerne der EA auch bei der Parkinson-Krankheit
besonders vulnerable fir die ,extranigrale Pathologie‘ sind, hat das hier charakterisierte
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Tiermodell nicht nur eine konstruktive Validitat hinsichtlich der primaren ,nigralen
Pathologie‘, sondern stellt dartiberhinaus auch ein ,cross species* Modell fr die sekundaren
degenerativen Vorgange der Parkinson-Krankheit dar. Die funktionelle Neuroanatomie
zeigt, dass in einigen dieser Strukturen eine enge Interaktion zwischen DAerger und
GLUerger Transmission besteht und demnach in Folge der progressiven DA-Denervation
eine funktionelle GLU-Uberaktivitat ensteht, die gemass der Hypothese die sekundare
,extranigrale‘ Pathologie antreiben kann. Vorliegende Arbeit charakterisiert diese moéglichen
Zusammenhadnge zum erstenmal in einem klinisch relevanten Tiermodell und ermdglicht
nun die Wirkung therapeutischer Massnahmen auf die primaren und sekundaren
neurodegenerative Vorgange zu einem frithen Stadium der Erkrankung zu untersuchen.
Basierend auf der Theorie, dass die Verminderung des DAergen Tonus eine sekundare
GLUerge Uberaktivitat bedingt, die das Netzwerk der Basalganglien in ein ,zerstérerisches
Netzwerk* verwandelt (Pedersen und Schmidt, 2000a), bietet sowohl die DA-Substitution, als
auch die selektive Inhibition der uUberaktiven GLU-Transmission die Mdoglichkeit,
normalisierend auf die Transmitterbalance einzuwirken. Hier wird gezeigt, dass nur die
chronische kontinuierliche DA-Substitution zu einem gewissen Ausmass den
physiologischen DA-Tonus nach DAerger Denervation wiederherstellen kann und die -
anhand der Basalganglien Anatomie- postulierten veranderten neuronalen Aktivitaten in
den Basalganglien und assoziierten Strukturen normalisiert (Abb. 55) Es bleibt zu klaren ob
die Wiederherstellung des striatofugalen Projektionssystem dafiir verantwortlich ist, oder ob
die jeweiligen Strukturen selbst eine Restoration des DA-Tonus erfahren. Dariberhinaus
kann eine kontinuierliche Stimulation von DA D2-Autorezeptoren auf SNC Neuronen den
,protektiven‘ Effekt erklaren, den die chronische Behandlung mit Cabergolin ausibt,
allerdings lasst der Funktionsverlust der so geschiitzten Neurone nicht den Schluss zu, dass
der DA-Rezeptor-Agonist funktionell neuropotektiv ist. Wahrscheinlich sind fur die
vollstandige funktionelle Restoration der SNC Neurone weitere stimulierende Faktoren, wie
z.B. Wachstumsfaktoren oder aber auch die korrekte Reorganisation synaptischer
Konnektivitaten notwendig um dem Neuron ,Funktionalitat’ zu signalisieren. Daher kann
dieser Befund und der daraus gezogen Schluss die aktuelle Diskussion Uber das
neuroprotektive Potential von DA-Rezeptor-Agonisten bei der Parkinson-Krankheit nicht
eindeutig unterstiitzen, zumal sich diese Uberlegungen (Olanow et al., 1998) in erster Linie
auf in vitro Studien stitzt, in vivo aber wahrscheinlich vielfaltigere und komplexere
Mechanismen Neuroprotektion vermitteln.
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Abb. 55: Zusammenfassung der Wirkung einer chronischen DA-Substitution auf die
neurodegenerative Kaskade der ,zerstorerischen Netzwerke'. Die chronische Stimulation
prasynaptischer DA D2-Autorezeptoren ist moglicherweise fur einen geringen protektiven Effekt
der Behandlung mit Cabergolin verantwortlich, in dem die DA-Synthese und -Freisetzung im
somatodendritischen und axonalen Bereich vermindert wird. Die Inhibition der TH Expression
macht jedoch fraglich, ob die so funktionslosen Neurone langfristig Uberleben. Eindeutig gezeigt
werden konnte jedoch, dass die funktionelle Wiederherstellung des DA-Tonus die neuronalen
Aktivitaten und Funktionen im Striatum aber auch in distalen Regionen normalisiert und somit
maoglicherweise die Kaskade des ,zerstorerischen Netzwerkes* unterbrechen kann. DA, Dopamin, 6-
OHDA, 6-Hydroxydopamin (nach Pedersen und Schmidt, 2000a).

Die frihe chronische kontinuierliche Stimulation von DA D2-Rezeptoren mit langwirksamen
Agonisten ist Bestandteil der derzeitigen Diskussion Uber die geeignetste Therapestrategie
bei der Parkinson-Krankheit (Olanow et al., 2000). Dem Verhaltensphanomen der LIDs bei
der Parkinson-Krankheit wird ein LTP-ahnlicher Lernprozess zugrunde gelegt (Calabresi et
al., 2000b) mit entsprechenden plastischen Veranderungen neuronaler Funktionen der
striatalen Projektionsneurone (Calon et al., 2000b), die wahrscheinlich ausgeldst wird durch
eine unphysiologische pulsatile Stimulation striataler DA-Rezeptoren (Chase und Oh,
2000b). Die vorliegende Arbeit kann zeigen, dass die kontinuierliche DA-Substitution mit
dem langwirksamen DA D2-Rezeptor-Agonisten Cabergolin adaptative Prozesse, wie eine
anhaltend veranderte Expression von iTFs insbesondere im Striatum nach DA-Denervation
und wiederholter DAerger Stimulation inhibieren kann und parallel dazu keine
Sensitivierung der motorischen Verhaltensantwort bewirkt, was im Gegensatz dazu nach der
pulsatilen DA-Substitution mit Lisurid beobachtet wird. Da das Phanomen der LID
wahrscheinlich ebenfalls als Sensitivierung der Verhaltensantwort anzusehen ist (Schmidt et
al., 1999) kann hier gezeigt werden, dass auch das Modell der partiellen bilateralen DAergen
Denervation geeignet ist, eine Aussage Uber das dyskinetische Potential einer DAergen
Therapie zu machen und daher Uber eine pradiktive Validitat gegentber den Effekten einer
Behandlung mit DA-Rezeptor-Agonisten verfligt. Aus vergleichbaren Untersuchungen am
MPTP-behandelten Affen wurde ebenfalls der Schluss gezogen, dass eine bilaterale subtotale
Lasion grossere pradiktive Validitat fir die Pathophysiologie der LIDs besitzt als
entsprechende unilaterale Lasionen (Andringa et al., 1999a; Andringa et al., 1999b). In
Ubereinstimmung damit kann aus vorliegender Arbeit gefolgert werden, dass nicht nur die
,extranigrale Pathologie‘ der Parkinson-Krankheit mit der partiellen bilateralen
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striatonigralen Degeneration in der Ratte simuliert werden kann, sonder dartiberhinaus auch
pathophysiologische Adaptationen, die flr die klinische Effizienz und Sicherheit DAerger
Therapien relevant sind.

Da das GLUerge System bei der Parkinson-Krankheit nicht degeneriert, und wahrscheinlich
seine Sensitivitat und kompensatorische Fahigkeit beibehélt (Schmidt und Kretschmer, 1997)
verspricht die anti-GLUerge Therapie einen alternativen Ansatz zur symptomatischen
Behandlung durch die Unterstlitzung der L-DOPA Therapie (Zusammenfassungen in
Blandini et al.,, 2000a; Schmidt und Kretschmer, 1997) und zur Verminderung oder
Vermeidung der LIDs (Chase et al., 2000; Chase und Oh, 2000b). Weiterhin mag aber auch
die Inhibition der langsamen ,energie-gebundenen‘ Exzitotoxizitdt die Progression der
,nigralen‘ und ,extranigralen‘ Degenerationen aufhalten (Pedersen und Schmidt, 2000a).
Diese Annahme kann durch vorliegende Arbeit insofern nicht gestiitzt werden, dass die
NR2B-selektive Inhibition der NMDA-Rezeptor-vermittelten GLU-Transmission weder
antiparkinsonoide noch neuroprotektive Wirkung auf die Degeneration der SNC hat. Die
ausbleibenden Effekte kénnen durch Veranderungen der Subtypenkomposition der NMDA-
Rezeptoren auf striatalen Neuronen nach DA-Denervation bzw. mangelnde Expression der
NR2B-SU auf Neuronen der SNC erklart werden. Konsequenterweise schrankt es aber auch
das neuroprotektive und antiparkinsonoide Potential dieser Substanzklasse bei der
Parkinson-Krankheit ein. Da derzeit keine weiteren vergleichbaren Untersuchungen zur
Neuroprotektion mit den NR2B-selektiven NMDA-Rezeptor-Antagonisten Ifenprodil und
CP-101,606 in Tiermodellen der Parkinson-Krankheit vorliegen kann auf ein mangelndes
neuroprotektives Potential nicht endgultig geschlossen werden, weitere tierexperimentelle
Studien sind hierfir notig. Da die NR2B-selektive Blockade im Striatum durchaus
Auswirkung auf die kortikostriatale GLU-Projektion und die neuronale Funktion striataler
Neurone hat, besteht die Mdoglichkeit, trotz ausbleibender direkter antiparkinsonoider
Wirkung, dass diese Form der anti-GLUerge Therapie mit NR2B-selektiven Antagonisten
zur Verbesserung der LIDs bei der Parkinson-Krankheit beitragen kann, entsprechende
Studien sollten durchgefiihrt werden. Ebenso kann regionspezifisch die neuronale Funktion
in ,extranigralen‘ Strukturen beeinflusst werden. Dies zeigt die Moglichkeit auf, dass die
verheerende ,extranigrale’ Degeneration der motorischen und kognitiven Systeme bei der
Parkinson-Krankheit durch NR2B-selektive NMDA-Rezeptor-Antagonisten verzodgert
werden kann. Aufgrund ihres erwiesenen gunstigen  Nebenwirkungsprofils
(Zusammenfassung in Chenard und Menniti, 1999), bestétigt in vorliegender Untersuchung
im DA-denervierten Tier, sollte die Substanzklasse der NR2B-selektiven NMDA-Rezeptor-
Antagonisten weiterhin in Tiermodellen der Parkinson-Krankheit untersucht werden um die
Relevanz der NR2B-vermittelten GLU-Transmission fur die Erkrankung genauer zu
charakterisieren.
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