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Zusammenfassung

Die Parkinson-Krankheit ist die zweithdufigste neurodegenerative Erkrankung weltweit. Der
Goldstandard Zur symptomatischen Behandlung ist der Wirkstoff
L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA), der im Verlauf jedoch bei vielen Patienten
ausgepragte motorische Nebenwirkungen in Form von abnormen unfreiwilligen
Bewegungen, sogenannten I-DOPA-induzierten Dyskinesien (LID), hervorruft. Deren
genaue Atiopathogenese liegt bislang noch im Dunkeln. Das Ziel dieser Arbeit war es, die
Expression Tyrosinhydroxylase(TH)-positiver und damit L-DOPA-produzierender Zellen im
denervierten Corpus striatum (Striatum) als fundamentalen Faktor fir die Entstehung und

Auspréigung von LID aufzudecken.

Hierzu wurden 6-Hydroxydopamin-lddierte Méause iiber 15 Tage mit L-DOPA behandelt,
das Auftreten von LID wurde charakterisiert und mit der immunhistochemisch bestimmten
Anzahl striataler TH-positiver Zellen korreliert. Bemerkenswerterweise entwickelten 70%
der L-DOPA-behandelten Mause ausgepriagte LID, die mit einer deutlich gesteigerten
Expression TH-positiver Neurone einhergingen und deren Ausprigung eng mit der Zellzahl
korrelierte. Die Zunahme TH-positiver Neurone stand im Einklang mit einer gesteigerten
Expression von AFosB, einem validen molekularen Marker fiir Dyskinesien. Zudem wiesen
dyskinetische Tiere eine erhdhte serotonerge Innervation des Striatums auf — Fasern, die
mit ihrer aromatischen Aminosiure-Decarboxylase eine Konversion von L-DOPA in
Dopamin vollfithren kénnen. Es ist also davon auszugehen, dass die TH-positiven Zellen
synergistisch mit serotonergen Terminalen Dopamin synthetisieren und damit erhohte
extrazellulare Dopaminkonzentrationen begiinstigen. Dieser urspriinglich kompensatorische
Mechanismus als Antwort auf das striatale dopaminerge Defizit beim Morbus Parkinson
scheint im Rahmen einer L-DOPA-Therapie iiber das Ziel hinaus zu schielen und resultiert
in der Entwicklung von LID. Zentraler Entstehungsort ist hierbei das laterale, dem
menschlichen Putamen entsprechende Striatum, wohingegen ein prodyskinetischer Effekt

der TH-Zellen im Nucleus accumbens und im Cortex ausgeschlossen werden konnte.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit tragen grundlegend zu einem besseren Versténdnis iiber die
Atiopathogenese von LID wund die Funktionalitit der weitgehend unerforschten
TH-positiven Neurone bei. Zukiinftige Studien, die sich die TH-positiven Zellen fiir eine
potentielle Parkinsontherapie zunutze machen wollen, sollten deren LID-provozierenden
Effekt kritisch beriicksichtigen. Auf der anderen Seite konnten diese Neurone langfristig

einen hoffnungsvollen Ansatz fiir neue antidyskinetische Behandlungsstrategien liefern.
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Abstract

Parkinson’s disease (PD) is the second most common neurodegenerative disorder
worldwide. The gold standard of medication is the dopamine precursor
L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA). However, long-term treatment is complicated by
the induction of abnormal involuntary movements, so called L-DOPA-induced dyskinesias
(LID), in the vast majority of patients. So far, little is known about the underlying
mechanisms of LID pathogenesis. The aim of this thesis was to reveal a factor, which may
be critically involved in the induction and severity of LID: the expression of
tyrosine-hydroxylase(TH)-positive neurons, which are capable of producing IL-DOPA in the

denervated corpus striatum (striatum).

To address this issue, a daily L-DOPA dose was administered to 6-hydroxydopamine
lesioned mice over the course of 15 days. The occurrence and severity of LID was
determined and correlated with the number of striatal TH-positive cells. Remarkably, 70%
of the animals developed severe LID, which was strongly associated with an increased
expression of TH-positive neurons. According to these findings, the activity of AFosB as a
valid molecular marker for LID was upregulated analogously. Furthermore, dyskinetic mice
showed a marked augmentation of serotonergic fiber innervation in the striatum, enabling
the conversion of L-DOPA to dopamine via the aromatic amino-acid decarboxylating
enzyme. These lines of evidence support the assumption that TH-positive cells and
serotonergic terminals synergistically synthesize dopamine and subsequently contribute to
supraphysiological dopamine concentrations. This mechanism that initially compensates the
striatal dopamine deficit in PD may be overregulated during L-DOPA treatment and hence
lead to the generation of LID. The pivotal region of origin was the lateral striatum
corresponding to the human putamen whereas TH-positive cells in nucleus accumbens and

cortex did not show any prodyskinetic effect.

Overall, the findings of this study provide compelling information for a better
understanding of LID pathogenesis and the functionality of enigmatic TH-positive neurons.
Future studies, which favor TH-positive neurons as a potential cell-based therapy for PD,
should critically consider its LID triggering effect. On the other hand, TH-positive neurons

could become the basis of a promising new approach for antidyskinetic treatment strategies.
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1 Einleitung

Die Parkinson-Krankheit ist die zweithdufigste neurodegenerative Erkrankung weltweit. Der
Goldstandard zur symptomatischen Behandlung ist der Wirkstoff
L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA), der im Verlauf jedoch bei vielen Patienten
ausgepragte motorische Nebenwirkungen in Form von L-DOPA-induzierten Dyskinesien
(LID) hervorruft. Hierbei handelt es sich um abnorme unfreiwillige Bewegungen vom
choreiformen und dystonen Charakter, die meist kurz nach der L-DOPA-Applikation als
sogenannte ,Peak-Dose“-Dyskinesien auftreten. Obwohl die genaue Atiopathogenese noch
im Dunkeln liegt, gelten als entscheidender Faktor fir die Entstehung von LID
unkontrolliert hohe und fluktuierende Dopaminkonzentrationen im Corpus striatum

(Striatum).

In den letzten Jahren wurden striatale, monoenzymatische Zellen entdeckt, die mit ihrer
Tyrosinhydroxylase (TH) zur Synthese von L-DOPA fihig sind und somit eine potentielle
neue Dopaminquelle im denervierten Striatum darstellen. In dieser Arbeit soll nach einem
Zusammenhang geforscht werden zwischen der Expression dieser TH-positiven Zellen im
Striatum und der Entstehung und Auspragung von LID. Im Folgenden sollen zunéchst die

Grundlagen dargestellt werden, die zum Verstdndnis der vorliegenden Arbeit wichtig sind.

1.1 Morbus Parkinson

Der Morbus Parkinson, auch idiopathisches Parkinson-Syndrom (IPS) oder Parkinson-
Krankheit genannt, ist eine chronisch progrediente, neurodegenerative Erkrankung des
zentralen Nervensystems mit Storung der willkiirlichen und unwillkiirlichen Motorik. Das
Parkinson-Syndrom ist ein klinisch definierter Symptomkomplex bestehend aus den
motorischen Symptomen Bradykinese, Rigor, und Tremor. Das IPS z&hlt mit anteilig 75%
zur grofiten der vier nach &tiologischen Gesichtspunkten unterteilten Gruppen der
Parkinson-Syndrome (Eggert et al., 2012). Die anderen drei Gruppen betreffen familidre,
atypische sowie symptomatische (sekundéire) Parkinson-Syndrome. Die folgenden

Betrachtungen haben ausschlielich das IPS zum Gegenstand.

Mit einer Pravalenz von 1% bei den iiber 60-Jéhrigen in den Industriestaaten (Tanner und
Goldman, 1996; de Lau wund Breteler, 2006) gilt das IPS als zweithdufigste

neurodegenerative Erkrankung nach dem Morbus Alzheimer. In Europa wird die Préavalenz
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sogar auf 1,8% der iiber 65-Jéhrigen sowie 2,6% der 85- bis 89-Jahrigen geschétzt (de Rijk
et al., 2000). Die Inzidenz variierte in verschiedenen Studien zwischen 8 und 18 pro 100.000
Menschen pro Jahr (de Lau und Breteler, 2006). Aufgrund der eindeutig altersabhéngig
steigenden Préavalenz ist zu Zeiten des demographischen Wandels in den Industriestaaten
mit einer enormen Zunahme an Patienten zu rechnen, was hohe medizinische wie auch

okonomische Herausforderungen mit sich bringt (Dodel et al., 1997; Lindgren et al., 2005).

Dem IPS wie auch den in spéteren Kapiteln beschriebenen Dyskinesien liegen funktionelle
Storungen der Basalganglien zugrunde. Zum besseren Verstdndnis der pathophysiologischen
Verdnderungen soll zunéchst die funktionelle Architektur der Basalganglien beschrieben

werden.

1.1.1 Funktionelle Anatomie der Basalganglien

Die Basalganglien sind eine Gruppe subcortikaler Kerngebiete bestehend aus Striatum,
Globus pallidus mit einer pars externa (GPe) und einer pars interna (GPi), Nucleus
subthalamicus (STN) und Substantia nigra mit einer pars compacta (SNpc) und einer pars
reticularis (SNpr). Das Striatum, welches bei Nagetieren eine geschlossene Einheit darstellt,
wird beim Menschen weiter in Nucleus caudatus und Putamen unterteilt. Ferner wird der
GPe beim Nager als GP, der GPi als Nucleus endopeduncularis bezeichnet (Albin et al.,
1989). Die Basalganglien bilden unter Einbezug von Cortex und Thalamus als
Basalganglienschleife ein komplexes Netzwerk, das eine essenzielle Rolle bei der Ausfiithrung

korrekter Bewegungsablaufe spielt.

Grundséatzlich erhélt das Striatum glutamaterge exzitatorische Afferenzen vom Cortex
sowie regulatorische dopaminerge Afferenzen von der SNpc (s. Abb. 1.1A). Bei den
weiteren, letztlich wieder am Cortex endenden Verschaltungswegen unterscheidet man
einen direkten, bewegungsféordernden von einem indirekten, bewegungshemmenden Weg
(Albin et al., 1989). Beim direkten Weg inhibieren striatale GABAerge Projektionsneurone
(MSN, engl: medium-sized spiny neurons) GPi wund SNpr, den sogenannten
Ausgangskomplex, der wiederum ventrolaterale Thalamuskerne (VL) hemmt. Die doppelte
Inhibition fithrt zu gesteigerter Aktivitit des VL, der den Cortex via Glutamat erregt und
somit die Motorik férdert. Beim indirekten Weg hingegen verlaufen die Bahnen zunéchst
iiber den GPe und den STN, bevor der Ausgangskomplex erreicht wird. Die MSN hemmen

den GPe, der wiederum den STN inhibiert, wodurch dieser verstirkt Glutamat in GPi und
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SNpr ausschiittet und somit zu deren Erregung fiihrt. Konsekutiv wird der VL in seiner
exzitatorischen Funktion auf den Cortex gedrosselt, was in einem bewegungshemmenden
Effekt resultiert (Obeso et al., 2000b). Abgesehen vom direkten und indirekten Weg sei
auflerdem der hyperdirekte Weg erwahnt, bei dem das Striatum als cortico-subthalamico-
pallidale Verbindung umgangen wird und somit motorische Abladufe weiter reguliert werden

(Nambu et al., 2002).

Bei der genauen Modulation der vom Cortex initiierten Bewegungen spielt der
Neurotransmitter Dopamin eine entscheidende Rolle. Die in der SNpc entspringenden
dopaminergen Projektionen verlaufen durch das mediale Vorderhirnbiindel (MFB, engl.
medial forebrain bundle) zum Striatum, wo sie Dopamin ausschiitten. Dies wirkt an den
D4 (Ds)-Rezeptor exprimierenden MSN des direkten, bewegungsférdernden
Projektionssystems erregend, wohingegen es auf die D(D3,D,)-Rezeptor exprimierenden
MSN des indirekten Weges einen hemmenden Effekt hat. Es sorgt insgesamt fiir ein

Gleichgewicht zwischen den beiden Wegen und erméglicht damit die Ausfithrung fliissiger

Bewegungsablaufe.
A Physiologisch B Morbus Parkinson C Dyskinesien
|.- (ortex | ( Cortex ) { Cortex ]
. - i Clutanat Glutamnt l Glutamnt Al’u‘lul-mal v Glutamat
Striatum | Striatum ( Strialum )
|° Rezeptor e ‘Q Rezeptor Q‘ ° Rezeptor ‘
- GABA L--\BA
Depamin /- Enkepholin \u opamin /. F"""P""""
\ | Ge / GPe
| Tll:ll:lllllls\| — " [’Th:ll:unus] J‘Gm | Thalamus. o
— J = GABA l STN .(_ — S GaBA STM <
GABA GABA Substanz GABA Substanz T -
- (P | )
( Glutnmnt Glutamat
| SN | s — | SNpr |
GAUA__ G;\H.\. . l'.'.\BA__
[ Hil'llsl:lllllll] [ Hirnstamm | | Hirnstamm |
—  exzitatorisch _| inhibitorisch

Abb. 1.1 Die Basalganglienschleife. (A) physiologisches Stadium, (B) Idiopathisches Parkinson-
Syndrom und (C) L-DOPA-induzierte Dyskinesien. In Anlehnung an Guridi (2012), Obeso (2000b) sowie
Lang und Lozano (1998). Die dargestellten Strukturen sind zur besseren Ubersicht unvollstindig.
Erlduterungen siehe im Flieftext. Abkirzungen: GABA: y-Aminobuttersdure, GPe: Globus pallidus
externus, GPi: Globus pallidus internus, SNpc: Substantia nigra pars compacta, SNpr: Substantia nigra

pars reticulata, Striatum: Corpus striatum.



EINLEITUNG 4

1.1.2 Pathophysiologie des Morbus Parkinson

Wesentliches neuropathologisches Merkmal des IPS ist der Untergang neuromelaninhaltiger
dopaminerger Nervenzellen der SNpc mit konsekutivem Dopaminmangel im Striatum
(Hirsch et al., 1988; Fearnley und Lees, 1991; Pakkenberg et al., 1991). Dies hat in der
Basalganglienschleife eine Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten des indirekten Weges
mit resultierender motorischer Hemmung zur Folge, wodurch sich die charakteristischen
Symptome Bradykinese und Rigor erkldren lassen (s. Abb. 1.1B). Auch die zur SNpc
benachbarte ventrale tegmentale Region (VTA) zeigt eine Degeneration dopaminerger
Neurone auf bis zu 50% (Hirsch et al., 1988; German et al., 1989). Charakteristisch fiir das
IPS ist zudem das Auftreten von Lewy-Korperchen: eosinophile Zytoplasmaeinschliisse,
bestehend aus Proteinaggregaten wie a-Synuclein, Ubiquitin oder Calbindin (Wakabayashi
et al., 2007). Diese finden sich in den dopaminergen Neuronen der SNpc (Lewy, 1912), aber

auch in anderen Lokalisationen des zentralen Nervensystems (Braak et al., 2003).

Trotz intensiver Forschung ist die Atiologie des IPS bislang nicht eindeutig geklirt.
Grundsétzlich wird von einem Zusammenspiel exogener, zu neuronalem Stress fithrender

und endogener, vulnerabilitétssteigernder Faktoren ausgegangen (Sulzer, 2007).

1.1.3 Klinische Manifestation

Erstmals 1817 wurde die klassische Symptomatik der damals betitelten ,Schiittellahmung*
(lat. paralysis agitans) in seinem ,FEssay on the shaking palsy“ von dem Londoner Arzt
James Parkinson beschrieben, nach dem die Krankheit etwa 70 Jahre spéter durch Jean-
Martin Charcot benannt wurde (Goetz, 1986). Zu den Kardinalsymptomen zéhlen
Bradykinese, Rigor, Ruhetremor und die posturale Instabilitdt. Diese motorischen
Symptome manifestieren sich bei einem Defizit des striatalen Dopamingehaltes von 60-80%
und der nigralen dopaminergen Zellen von 50-60% (Bernheimer et al., 1973; Fearnley und
Lees, 1991; Hornykiewicz, 1998). In der Regel zeigen sich die Symptome asymmetrisch mit
einer stéirker betroffenen Korperhélfte. Abgesehen von der motorischen Symptomatik
konnen auch fakultative Begleitsymptome im Rahmen sensorischer, vegetativer, psychischer

sowie kognitiver Stérungen bestehen.
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1.1.4 Grundziige der derzeitigen Therapie

Die heutigen Therapieansétze des IPS stellen eine rein symptomatische Behandlung dar, die
keinen kurativen oder neuroprotektiven Effekt aufweist. Der Schwerpunkt liegt hierbei auf
der pharmakologischen Therapie, aber auch Begleitmalnahmen wie psychosoziale
Betreuung, Physiotherapie und Logopéadie ergénzen ein ganzheitliches Behandlungskonzept,
bei dem die Lebensqualitit des Patienten im Vordergrund steht. In schweren
Krankheitsféllen kann dariiber hinaus die Tiefenhirnstimulation von STN oder GPi zu einer

verbesserten Motorik beitragen (Deuschl et al., 2006; Follett et al., 2010).

Ziel der pharmakologischen Therapie ist die moglichst selektive Kompensation des
striatalen Dopaminmangels. Hierzu stehen Dopamin-Agonisten sowie Inhibitoren der
Dopamin abbauenden Enzyme Katechol-O-Methyl-Transferase (COMT) und Mono-
Aminooxidase-B (MAO-B) zur Verfiigung. Der therapeutische Goldstandard mit hochster
Effektivitit ist jedoch seit seiner revolutiondren Erstanwendung in den 60er Jahren der
Wirkstoff L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) (Cotzias et al., 1967; Birkmayer und
Hornykiewicz, 1961), der leitliniengerecht bei allen é&lteren (iiber 75. Lebensjahr),
multimorbiden Parkinson-Patienten eingesetzt wird sowie meist additiv bei Patienten mit
frithem Krankheitsbeginn, sobald die Dopamin-Agonisten keine erwiinschte Wirkung mehr
zeigen oder zu Nebenwirkungen fithren (Oertel et al., 2011; Eggert et al., 2012). In den
folgenden Kapiteln sollen die pharmakologischen FEigenschaften sowie die mit der
Langzeitanwendung von L-DOPA einhergehenden Probleme, speziell L-DOP A-induzierte

Dyskinesien (LID), genauer thematisiert werden.

1.2 L-DOPA Pharmakotherapie

1.2.1 Metabolismus und Wirkmechanismus

Oral appliziertes L-DOPA gelangt tiber das Duodenum in die Blutbahn, von wo es mithilfe
von Aminoséure-Transportern die Blut-Hirn-Schranke passieren kann (Wade und Katzman,
1975; Kageyama et al., 2000). Durch die kombinierte Applikation von peripher wirksamen
Decarboxylase-Hemmern wie Benserazid oder Carbidopa wird der vorschnelle Abbau von

L-DOPA im Blut verhindert und somit periphere Nebenwirkungen minimiert und auferdem
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durch die ldngere Halbwertszeit eine effektivere Wirkung im Gehirn erreicht. In den
verbliebenen nigrostriatalen dopaminergen Neuronen wird das L-DOPA nun durch das
Enzym  L-Aromatische-Aminosdure-Decarboxylase =~ (AADC) zu  dem  aktiven
Neurotransmitter Dopamin umgewandelt, dieser iiber den vesikuliren Monoamin-
Transporter 2 (VMAT-2) in synaptische Vesikel verpackt und bei physiologischen Stimuli
in den Extrazellularspalt ausgeschiittet (s. Abb. 1.2). Hier bt das aus L-DOPA
konvertierte Dopamin seine bereits erlauterte Wirkung auf die MSN des Striatums aus (s.
Abb. 1.1). Durch diesen Vorgang wird die mangelnde korpereigene, TH-abhingige
Dopaminsynthese aus der Aminosdure L-Tyrosin kompensiert. Limitiert wird der
dopaminerge Effekt durch eine Dopamintransporter(DAT)-vermittelte prasynaptische
Wiederaufnahme (Miller und Abercrombie, 1999) sowie den enzymatischen Abbau durch
MAO und COMT zu Homovanillinséure.

DAT /\
rd

v

&le

UMATS D,/Dy-Rez.
o —— L3

L-DOPA Yugamin Q

DA-Zelle
- /

Abb. 1.2 Metabolismus von L-DOPA im Striatum. L-DOPA wird in den restlichen dopaminergen
Neuronen (DA-Zelle) der Substantia nigra von der L-Aromatischen-Aminosdure-Decarboxylase (AADC) in

|

Dopamin konvertiert, iiber den vesikuldren Monoamin-Transporter 2 (VMAT-2) in Vesikel verpackt und
bei physiologischen Stimuli in den Extrazelluldrspalt ausgeschiittet. Hier wirkt es an den striatalen
GABAergen Zielzellen (MSN) iiber den Di- oder Dz-Rezeptor (Di/D;-Rez.). Anschlieflend wird das
Dopamin tiber den Dopamintransporter (DAT) wieder in die prasynaptische Zellendigung aufgenommen
oder durch die Enzyme Katechol-O-Methyl-Transferase (COMT) bzw. Mono-Aminooxidase-B (MAO) zu
Homovanillinsdure (HVS) abgebaut.

Neben den dopaminergen Neuronen sind auch serotonerge (5-HT, 5-Hydroxytryptamin)
Neurone in der Lage, Dopamin aus L-DOPA zu synthetisieren und auszuschiitten, da sie
ebenfalls das Enzym AADC (Arai et al., 1995; Tanaka et al., 1999) wie auch den VMAT-2

exprimieren (Peter et al., 1995). Die Rolle dieser vom Nucleus raphe zum Striatum
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ziehenden Projektionen bei der L-DOPA-Konversion wurde eindrucksvoll von Tanaka et al.
(1999) beleuchtet, der den extrazelluldren striatalen Dopamingehalt von komplett 6-OHDA
ladierten und L-DOPA-behandelten Ratten mit und ohne zusétzliche 5-HT Denervation
verglich: die serotonerg lddierten Ratten wiesen hierbei ein deutliches Dopamindefizit von
79% im Vergleich zu denen mit normaler Innervation auf. Dies verdeutlicht, wie die 5-HT
Neurone insbesondere bei zunehmender dopaminerger Degeneration im Rahmen eines
fortgeschrittenen IPS als wichtige kompensatorische Struktur zur Umwandlung von

L-DOPA an Bedeutung gewinnen.

Der Vollstandigkeit halber sei erwahnt, dass neben dem dopaminergen und dem
serotonergen System auch von weiteren zelluliren Elementen im Striatum berichtet wurde,
die mithilfe der AADC zur L-DOPA-Konversion f&hig sein koénnten. Hierzu gehoéren
striatale non-aminerge Neurone (Melamed et al., 1980) sowie nicht-neuronale astrozytéire
oder endotheliale Zellen (Hardebo et al., 1980; Juorio et al., 1993; Sarre et al., 1994). In
vitro-Analysen weisen jedoch darauf hin, dass sie nur einen kleinen Anteil (6%) bei der

Dopaminsynthese aus L-DOPA ausmachen (Bjorklund et al., 2010).

1.2.2 Limitierung und Probleme bei der Langzeitbehandlung

Obwohl L-DOPA nach wie vor als effektivste Substanz zur Behandlung des IPS gilt (Levine
et al., 2003), entwickelt der Grofiteil der Patienten im Verlauf schwerwiegende motorische
Komplikationen im Sinne von ,On-Off“-Fluktuationen und abnormalen unfreiwilligen
Bewegungen (AIM, engl. abnormal involuntary movements), sogenannte Dyskinesien
(Obeso et al., 2000a). Hinzu kommen autonome sowie neuropsychiatrische Nebenwirkungen
wie Halluzinationen und Psychosen (Nausieda et al., 1984). Im Fokus dieser Arbeit stehen

die LID, die im Folgenden genauer beleuchtet werden sollen.
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1.3 L-DOPA-induzierte Dyskinesien

Mit einem Auftreten von bereits 40% nach 5jahriger und nahezu 90% nach 10jahriger
Behandlung stellen die LID eine duflerst relevante Komplikation der L-DOPA-Therapie im
Rahmen des IPS dar (Ahlskog und Muenter, 2001). Diese abnormalen unfreiwilligen
Bewegungen gehen mit einer starken Einschrinkung der Lebensqualitit einher, ganz
abgesehen von steigenden Gesundheitskosten (Dodel et al., 2001). Bislang konnten in
experimentellen wie auch klinischen Studien mehrere Risikofaktoren fiir die Entstehung von
LID identifiziert werden: frither Krankheitsbeginn, starker Schweregrad der nigrostriatalen
Degeneration sowie lange Dauer und hohe Dosis der L-DOPA-Behandlung (Blanchet et al.,
1996; Di Monte et al., 2000; Schrag und Quinn, 2000; Linazasoro et al., 2004; Linazasoro,
2005; Ulusoy et al., 2010).

Klinisch manifestieren sich die Dyskinesien typischerweise als Kombination aus
choreiformen und dystonen Bewegungen, die bereits in den 70er Jahren treffend von Mones
beschrieben wurden (1971): irreguldre schnelle und langsame Bewegungen von
Gesichtsmuskulatur, Zunge und Nacken, unfreiwillige dystone Motorik der Arme und Beine
sowie abnormale Bewegungen des Stammes mit Wackeln von Hiifte und Schultern. Diese
erscheinen zeitlich parallel zu der maximalen Wirkung von L-DOPA (etwa 40-80 Minuten
nach Applikation), weswegen sie auch als On- oder ,Peak-Dose“-Dyskinesien bezeichnet
werden (Fahn, 2000). Seltener treten sogenannte biphasische Dyskinesien auf, die wiahrend
des An- und Abflutens von L-DOPA durch oft dystone, aber auch ballistische Dyskinesien
der Arme und Beine gekennzeichnet sind (Muenter et al., 1977; Luquin et al., 1992).
Manche Patienten leiden zudem unter Off-Phasen-Dystonien mit meist schmerzhaften

Muskelspasmen an Gliedern wahrend niedriger L-DOP A-Konzentrationen.

1.3.1 Pathophysiologie — Teile des Puzzles

Obwohl LID in den letzten Jahren zunehmend Thema intensiver Forschung geworden sind,
sind wir von einem ganzheitlichen Verstiandnis ihrer komplexen Atiopathogenese noch weit
entfernt. Hiermit soll zunichst ein grober Uberblick iiber die bisher wichtigsten

Erkenntnisse zur Entstehung von LID gegeben werden.

Grundsatzlich wird von einem Zusammenspiel prd- und postsynaptischer Mechanismen

ausgegangen, die dauerhaft zu einer abnormal verdnderten Plastizitdt der Basalganglien
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fithren (Cenci und Lundblad, 2006; Cenci und Lindgren, 2007; Calabresi et al., 2010; Guridi
et al., 2012). Die présynaptischen, vor der nigrostriatalen Synapse stattfindenden
Verdnderungen haben gemeinsam, dass sie die iberméfligen striatal-extrazellularen
Dopaminkonzentrationen nach intermittierender L-DOPA-Applikation begiinstigen, was
eine Schliisselrolle bei der Entstehung der LID spielen soll (de la Fuente-Ferndndez et al.,
2004; Meissner et al., 2006; Pavese et al., 2006; Lindgren et al., 2010). Zu den wichtigsten
prasynaptischen Faktoren zéhlen somit (1) die Degeneration nigrostriataler Neurone mit
konsekutivem Verlust der dopaminergen Speicherkapazitit als Puffersystem (Abercrombie
et al., 1990; Winkler et al., 2002; Troiano et al., 2009; Ulusoy et al., 2010) und (2) die
Innervation serotonerger Fasern im Striatum, die mit ihrer AADC-Aktivitdt L-DOPA zu
Dopamin decarboxylieren und dieses ohne einen autoregulatorischen Mechanismus
unkontrolliert ausschiitten (Arai et al., 1995; Carlsson et al., 2007; Carta et al., 2007;
Carlsson et al., 2009; Rylander et al., 2010). Die enormen pulsatilen Schwankungen des
extrazellularen Dopamingehalts haben postsynaptische, molekulare Verdnderungen zur
Konsequenz, die vornehmlich durch gesteigerte, Di-Rezeptor-vermittelte Signalkaskaden der
MSN des direkten Projektionssystems gekennzeichnet sind: die Aktivierung des
kompensatorisch vermehrt exprimierten und hypersensitiven Ds-Rezeptors (Konradi et al.,
2004; Aubert et al., 2005; Berthet et al., 2009; Darmopil et al., 2009) fiihrt {iber eine
ERK1/2-vermittelte Signalkaskade zur Hochregulation von FosB/AFosB-verwandten'
Transkriptionsfaktoren (Andersson et al., 1999; Santini et al., 2007; Westin et al., 2007;
Lindgren et al., 2011). Die hierdurch geférderte Proteinbiosynthese resultiert in einer
Uberaktivitit der MSN mit exzessiven GABAergen Entladungen zugunsten des direkten,
bewegungsfordernden Weges (s. Abb. 1.1C, Seite 3) (Alonso-Frech et al., 2006; Meissner et
al., 2006; Mela et al., 2007; Guridi et al., 2012; Halje et al., 2012).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die mit erhéhten Konzentrationen einhergehenden
Fluktuationen des extrazelluliren Dopamins den entscheidenden Trigger zur Entstehung
von LID darstellen. Erst daraufhin kommt es zu den postsynaptischen plastischen
Verdnderungen. Diese Arbeit konzentriert sich daher auf weitere mogliche préasynaptische
Mechanismen, die zu den unkontrollierten striatalen Dopaminspiegeln fithren und somit

ganz am Anfang der Entstehungskette von LID stehen.

! Diese Definition bezieht sich auf die vom FosB-Gen translatierten Proteine: FosB mit voller Linge
(Molekulargewicht ~45 kDa), dessen Spleivariante AFosB (~33 kDa) sowie post-translationale Derivate
von AFosB (35-37 kDa) (Hiroi, 1998). Kommerzielle Antikorper erkennen alle Isoformen. Chronische L-
DOPA-Behandlung fithrte zur Hochregulation in den Banden von 33-37 kDa (Anderson, 2001), weswegen
in dieser Arbeit von nun an die Schreibweise AFosB gew&hlt wurde.
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1.3.2 Therapieansatze

Die Behandlung von LID stellt eine grofle klinische Herausforderung dar und fithrt bei den
meisten Patienten lediglich zu milden oder kurzzeitigen Verbesserungen (Guridi et al.,
2012). Im Zentrum der Therapie steht der Versuch, insgesamt geringere Dosierungen und
moglichst konstante L-DOPA-Spiegel mit konsekutiv kontinuierlicher
Dopaminrezeptorstimulation zu erreichen. Hierzu werden als Komedikation MAO- oder
COMT-Hemmer sowie Dopamin-Agonisten in Retard- oder Pflasterform verabreicht
(Eggert et al., 2012). Es kann zudem der NMDA-Rezeptor-Antagonist Amantadin
eingesetzt werden, der in klinischen Studien variable Ergebnisse erzielte (Crosby et al.,
2003; Wolf et al., 2010). In ausgepragten, therapieresistenten Fillen kann schlieffllich eine
Reduktion der LID durch kontinuierliche jejunale L-DOPA-Infusion (Nyholm et al., 2005;
Antonini et al., 2007; Devos und Group, 2009), subkutane Apomorphin-Injektion
(Katzenschlager et al., 2005) oder Tiefenhirnstimulation von STN oder GPi (Deuschl et al.,
2006; Follett et al., 2010) versucht werden.

Insgesamt ist eine effiziente Therapie der LID leider immer noch als problematisch
einzustufen. Obwohl auf den bisherigen Erkenntnissen aufbauende préklinische Studien
vielversprechende Ergebnisse beziiglich diverser antidyskinetischer Wirkstoffklassen zeigten
(Henry et al., 1999; Bibbiani et al., 2001; van der Stelt et al., 2005; Grégoire et al., 2009),
erwiesen sich die meisten Substanzen in anschliefenden klinischen Studien als ineffektiv
oder mit schweren Nebenwirkungen verbunden (Manson et al., 2000; Mesnage et al., 2004;
Goetz et al., 2007; Goetz et al., 2008). Zur Entwicklung weiterer Behandlungsstrategien ist
es daher essentiell, weitere pathophysiologische Mechanismen der LID als hoffnungsvolle
neue Ansatzpunkte effektiver Therapeutika aufzudecken. Hierzu stehen mittlerweile einige
Tiermodelle zur Verfiigung, die es ermoglichen, &tiopathologische Elemente unter
kontrollierten Bedingungen zu untersuchen. Im folgenden Abschnitt soll das
6-OHDA-induzierte Mausmodell fiir Dyskinesien erldutert werden, welches in dieser Arbeit

Verwendung fand.

1.3.3 LID im unilateralen 6-OHDA Mausmodell

Als Tiermodell fiir das IPS wird seit der Erstbeschreibung von Ungerstedt (1968) die
unilaterale 6-Hydroxydopamin (6-OHDA)-Lésion in Nagern vielfach genutzt. 6-OHDA ist

ein Nervengift, welches aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zu Dopamin iiber den
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DAT in dopaminerge Zellen aufgenommen wird und dort zu oxidativem Stress und damit
einhergehender Zellschidigung fithrt (Przedborski und Ischiropoulos, 2005). Wahrend man
durch die 6-OHDA-Injektion in Striatum oder SNpc eine partielle Degeneration
dopaminerger nigrostriataler Neurone hervorrufen kann (Ungerstedt, 1968; Sauer und
Oertel, 1994; Lundblad et al., 2004; Francardo et al., 2011; Smith et al., 2012), bewirkt die
Injektion in das MFB eine subtotale Denervation (Kirik et al., 1998; Lundblad et al., 2004),
die ein spéateres Krankheitsstadium des IPS reprasentiert. Letzteres Verfahren eignet sich
daher gut fiir Therapiestudien und wurde in dieser Arbeit an der Maus eingesetzt. Infolge
der Lésion entwickeln die Mause auf der kontralateralen Korperseite motorische Stérungen
wie Bradykinese der entsprechenden Vorderpfote sowie spontane, durch Amphetamin
potenzierbare Rotationen ipsilateral zur ladierten Seite. Diese Parameter lassen sich mit
dem Zylindertest und dem Amphetamin-induzierten Rotationstest im offenen Feld messen,
wodurch eine Abschétzung des dopaminergen Lasionsgrades moglich wird (Lundblad et al.,

2004; Francardo et al., 2011).

Die pulsatile, niedrigdosierte Standardtherapie mit L-DOPA fiihrt bei MFB-ladierten
6-OHDA Mausen zu AIMs, welche die Peak-Dose-Dyskinesien von Patienten widerspiegeln
(Fasano et al., 2010; Francardo et al., 2011). Ahnlich wie beim Patienten erreichen sie etwa
60 Minuten nach L-DOPA-Applikation ihre maximale Auspridgung (Fahn, 2000; Lundblad
et al., 2004). Die AIMs werden auf der ldsionskontralateralen Korperhilfte in Form von
hyperkinetischen Vorderpfoten- und orolingualen Dyskinesien sowie dystonen axialen
Dyskinesien beobachtet. Zudem bestehen lokomotorische Rotationen kontralateral zur
Lésionsseite (vgl. auch Tabelle 2.5, S. 27 und Abb. 3.5, S. 49). Bislang konnten mehrere
molekulare Marker, deren Expressionen mit der Ausprigung von LID bei der Maus
korrelieren, identifiziert werden: Prodynorphin mRNA, phosphorylierte extrazellulare
signalregulierte Kinase 1 und 2 (pERK1/2) sowie AFosB Proteine (vgl. Kap. 1.3.1)
(Lundblad et al., 2004; Pavén et al., 2006; Fasano et al., 2010; Smith et al., 2012).

Mithilfe des unilateralen 6-OHDA Mausmodells wurde in dieser Arbeit ein entscheidender
prasynaptischer Einflussfaktor zur Entstehung der LID untersucht: die Expression von
TH-positiven Neuronen im denervierten Striatum. Diese sollen im Folgenden charakterisiert

werden.
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1.4 Striatale TH-positive Neurone

Zunachst sei ein gewoOhnliches dopaminerges Neuron beschrieben, zum Beispiel eines der
nigrostriatalen Projektion. Dieses besitzt alle nétigen Enzyme zur Synthese von Dopamin
(s. Abb. 1.3): Die Aminosédure L-Tyrosin wird mithilfe des Enzyms TH zu L-DOPA
hydroxyliert, welches wiederum durch die AADC zu Dopamin decarboxyliert wird. TH ist
hierbei das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Katecholaminsynthese (Moore et al.,
1985). Wie bereits beim L-DOPA-Metabolismus beschrieben, wird das Dopamin mittels
VMAT-2 in Vesikel verpackt, bei physiologischen Stimuli (Aktionspotential) ausgeschiittet
und tber DAT wieder in die Zelle aufgenommen (vgl. Abb. 1.2). Die nigrostriatalen

dopaminergen Neurone galten lange Zeit als einzige Dopaminquelle im Striatum.

OH
NH; Tyrosin- OD/\HL NH2
hydroxylase
L-Tyrosin L-DOPA Dopamin

Abb. 1.3 Dopaminsynthese. Ein dopaminerges Neuron besitzt beide Enzyme zur vollstindigen
Synthese. DOPAerge Neurone exprimieren nur die Tyrosinhydroxylase. Abkirzungen: AADC: L-
Aromatische-Aminoséure-Decarboxylase, L-DOPA: L-3,4-Dihydroxyphenylalanin.

In den letzten Jahren wurde allerdings die grundlegende Entdeckung gemacht, dass in den
Striata von adulten Nagetieren (Tashiro et al., 1989; Lopez-Real et al., 2003),
nicht-humanen Primaten (Dubach et al., 1987; Tandé et al., 2006) und Menschen (Cossette
et al., 2005; Huot et al., 2007) zusétzlich Neurone existieren, die TH exprimieren, allerdings
nicht oder nur anteilig AADC. Diese monoenzymatischen, TH-positiven Zellen werden
daher auch als DOPAerg bezeichnet (Weihe et al., 2006; Ugrumov, 2013), ihre genaue
Funktion ist allerdings bislang unbekannt. Sie scheinen keinen VMAT-2 zu besitzen (Weihe
et al., 2006; Depboylu, 2014) und die Expression des DAT zeigt speziesabhéngige
Unterschiede: wéhrend dieser in humanen und nicht-humanen Primaten nachgewiesen
wurde, konnte er in Nagern nicht gefunden werden (Betarbet et al., 1997; Cossette et al.,
2005; Tandé et al., 2006; Darmopil et al., 2008; Depboylu, 2014). Zusétzlich lokalisiert sind
diese TH-positiven Neurone im Ncl. accumbens und im Cortex (Mura et al., 1995; Tkemoto

et al., 1998; Weihe et al., 2006; Depboylu, 2014).
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Interessanterweise nehmen die striatalen TH-positiven Zellen in ihrer Zahl infolge einer
nigrostriatalen Degeneration wie beim IPS bei Patienten und in entsprechenden
Tiermodellen an Anzahl zu (Tashiro et al., 1989; Betarbet et al., 1997; Meredith et al.,
1999; Porritt et al., 2000; Lopez-Real et al., 2003; Tandé et al., 2006; Depboylu, 2014). Dies
wird als kompensatorischer Mechanismus bei funktioneller Insuffizienz dopaminerger
Neurone gedeutet (Ugrumov, 2013), der potentiell bei der Bereitstellung von neuem
Dopamin bzw. L-DOPA beteiligt sein kénnte. Tandé et al. (2006) konnten an MPTP-
behandelten Rhesusaffen nachweisen, dass die zunehmenden striatalen TH-positiven Zellen
nicht vollig neu entstehen, sondern aus einem phénotypischen Shift bereits vorhandener
GABAerger Interneurone resultieren. Moglich ist auch eine hochregulierte Translation
bereits vorhandener mRNA in das TH-Protein (Huot und Parent, 2007). In Studien an 6-
OHDA-l&dierten Nagetieren wurden die TH-positiven Zellen hingegen als projizierende
Neurone charakterisiert, von denen sogar etwa die Hélfte zusétzlich AADC exprimiert und

somit eigens zur Dopaminsynthese fahig ist (Lopez-Real et al., 2003; Darmopil et al., 2008).

Insgesamt liegt die genaue Funktion dieser TH-positiven Zellen im Striatum noch im
Dunkeln, weswegen ganz klar Bedarf an weiterer Forschung besteht. Thre enzymatische
Ausstattung sowie die reaktive Vermehrung infolge dopaminerger Degeneration legen
jedoch nahe, dass diese Neurone eine potentielle Dopaminquelle im denervierten Striatum
darstellen - entweder alleine oder als funktionelle Einheit mit AADC-exprimierenden Zellen
oder AADC-enthaltenden Fasern. Dies konnte sich einerseits positiv kompensierend auf die
Symptomatik des TPS auswirken, andererseits aber lokal auch zu unkontrolliert hohen und
fluktuierenden Dopaminkonzentrationen fiihren. Letztere stellen einen ganz entscheidenden
Faktor bei der Entstehung von LID dar. In dieser Arbeit sollen die TH-positiven Neurone

erstmals in Verbindung gebracht werden mit der Entstehung und dem Ausmaf} von LID.
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1.5 Ziele der Arbeit

Das zentrale Ziel dieser Arbeit ist es, den Zusammenhang zwischen den TH-positiven Zellen
des Striatums und der Entstehung und Auspridgung von LID am 6-OHDA Mausmodell zu
untersuchen. Dieser Analyse liegt die Hypothese zugrunde, dass die TH-positiven Zellen als
potentielle L-DOPA- bzw. Dopaminquelle im denervierten Striatum zu hohen und
fluktuierenden Dopaminspiegeln beitragen und somit einen entscheidenden Trigger bei der
Entstehung von LID darstellen. Um der Hypothese nachzugehen, sollen
MFB-6-OHDA-lddierte Méause mit L-DOPA behandelt, das Auftreten von AIMs
charakterisiert und anschlieBend mit der immunhistochemisch bestimmten Anzahl
TH-positiver Zellen im Striatum korreliert werden. Hierbei wird ergénzend gepriift, ob die
Anzahl TH-positiver Zellen im Einklang steht mit der Expression von AFosB als
molekularem Marker fiir LID. Dariiber hinaus soll untersucht werden, ob sich die
Ausprigungen einzelner Dyskinesie-Subtypen auf vermehrte TH-positive Zellen in

bestimmten striatalen Subregionen zuriickfiihren lassen.

Supplementér zu der oben genannten Hauptfragestellung sollen folgende Punkte Beachtung

finden:

1) Handelt es sich bei den TH-positiven Zellen phénotypisch tatséchlich um Neurone?

2) Welchen Einfluss hat die L-DOPA-Therapie auf die numerische Expression der

TH-positiven Zellen?

3) Wie verdndert sich die striatale serotonerge Innervation als Einflussfaktor von LID

infolge der L-DOPA-Behandlung und bei Dyskinesien?

4) Gehen die L-DOPA-Therapie und LID zusétzlich mit einer verédnderten Anzahl

TH-positiver Neurone in den Regionen Ncl. accumbens und Cortex einher?

Die Untersuchung dieser Fragen sowie der Versuchshypothese soll sowohl wichtige Hinweise
auf Funktionalitdt der TH-positiven Neurone im Striatum geben, als auch zu einem tieferen
pathophysiologischen Verstédndnis der LID beitragen. Schliefllich kénnten die gewonnenen
Erkenntnisse einen neuen, hoffnungsvollen Ansatzpunkt fiir zukiinftige antidyskinetische

Behandlungsstrategien liefern.



2 Material und Methoden

2.1 Ubersicht iiber die Versuchsanordnung

Um die Relevanz TH-positiver Zellen in L-DOPA-induzierten Dyskinesien am 6-OHDA
Mausmodell untersuchen zu kénnen, wurde ein Versuchsaufbau konstruiert, der den Ablauf
von stereotaktischer Operation, Verhaltenstests und die L-DOPA-Behandlungen zeitlich
fest definiert und dem sich die immunhistochemische Bearbeitung und Auswertung
anschlieft. Abbildung 2.1 gibt einen Uberblick iiber den zeitlichen Verlauf des Experiments.
Zunéchst wurden 50 adulte Mé&use der operativen 6-OHDA-Injektion in das MFB
unterzogen, um unilateral ein dopaminerges Defizit im Striatum zu induzieren. Drei
Wochen post operationem wurde die Qualitit der Lésion mithilfe des Zylindertests und des
Amphetamin-induzierten Rotationstests im offenen Feld beurteilt. Auf Basis der erhaltenen
Daten dieser beiden Verhaltenstests wurden die 24 bestladierten Tiere ausgewéhlt und in

zwei Gruppen mit vergleichbarem mittleren Lésionsgrad eingeteilt:

Therapiegruppe: 18 Tiere — Behandlung mit L-DOPA

Kontrollgruppe: 6 Tiere — Behandlung mit 0,9% NaCl

Die tagliche Behandlung begann sechs Wochen postoperativ. und wurde 15 Tage
durchgefiihrt. An den Behandlungstagen 1, 7 und 15 fand die Schweregradbeurteilung und
Klassifizierung der LID (AIM Scoring) statt. Unmittelbar nach der Behandlungsperiode
wurden die M&use nach einer tiefen Sedierung durch transkardiale Perfusion exekutiert, die
Gehirne vorsichtig aus der Schidelkalotte herausprapariert und fiir immunhistochemische
Analysen aufgearbeitet.

Histologisch wurde zunéchst der Grad der rechtsseitigen Lé&sion bestimmt durch die
Ermittlung von Seitenunterschieden beziiglich (1.) der Anzahl TH-positiver Zellkrper in
SNpc und VTA, (2.) der Innervation TH-positiver Fasern in Striatum und Ncl. accumbens,
sowie (3.) der TH-positiven Faserinnervation und Anzahl TH-positiver Zellen im Cortex.
Der Schwerpunkt der immunhistochemischen Auswertung lag nachfolgend auf der
Quantifizierung TH-positiver Zellen im lddierten Striatum und Ncl. accumbens. Hierzu

wurden die striatalen und accumbalen TH-positiven Zellen stereologisch ausgezdhlt. Als
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qualitativer =~ Nachweis zum neuronalen Phénotyp dieser Zellen wurde eine
TH/NeuN-Doppelimmunfluoreszenzfarbung durchgefithrt und die zellulare Koexpression
beider Proteine ermittelt.

Ferner wurden in Striatum und Ncl. accumbens immunhistochemisch die Expression von
AFosB als valider molekularer Marker fiir LID sowie die serotonerge Faserinnervation

quantifiziert.

Scoring der Dyskinesien
Cyinder-  Amph-ind. wahrend Behandlung

6-OHDA-Lasion test  Rotationstest Tag1l Tag7 Tag 15

Perfusion

Woche | 1 | | | 4 | 5 | 7 | 8 | 9
postoperative Pflege Einteilung in die L-Dopa-Behandlung L IHC
Behandlungsgruppen tagl. 6mg/kg KG

Abb. 2.1 Uberblick iiber den Versuchsablauf. Drei Wochen postoperativ wurden zur Abschétzung
der Lésionslast die Verhaltenstests Zylindertest und Amphetamin-induzierter Rotationstest im offenen Feld
durchgefiihrt. Sechs Wochen postoperativ begann fiir die Versuchsgruppen die tégliche Behandlung mit
L-DOPA bzw. 0,9% NaCl (Kontrollen) fiir 15 Tage. Abkirzungen: IHC: Immunhistochemie; tégl.: taglich.

2.2 Materialien und Bezugsquellen

2.2.1 Chemikalien

Tabelle 2.1 Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien.

Reagenz Hersteller

3,3-Diaminobenzidin Serva — Heidelberg, DE
3,4-Dihidroxy-L-Phenylalanin (L-DOPA) Sigma-Aldrich - St.Louis, MO, USA
6-Hydroxydopaminhydrochlorid (6-OHDA) Sigma-Aldrich - St.Louis, MO, USA

ABC-Kit (Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex)  Vector — Burlingame, CA, USA
Ampuwa (H,0) Fresenius Kabi — Bad Homburg, DE
Benserazid Sigma-Aldrich — St. Louis, MO, USA
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Chromalaun

(Chrom(III)-Kaliumsulfat-Dodecahydrat)

Corbit (Anthrachinon)
D-Amphetaminsulfat
Desipramin

Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat
(NaZHPO4 ‘ 2H20)

Ethylenglykol
Ethanol

Gelatine, gepulvert
Glyzerin 86-88%
Ketamin (Ketavet®)
L-Ascorbinsédure

Natriumdihydrogenphosphatdihydrat
(NaH,PO, - 2H,0)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhypochlorid (NaClO)
Natronlauge (NaOH)
Nickel-Ammoniumsulfat
Normal Donkey Serum

Normal Goat Serum

Normal Horse Serum

Methanol

Pentobarbital — 300mg/ml
Paraformaldehyd (PFA)

Sucrose 99,5%

Triton X-100

Wasserstoffperoxid 30% (H,0,)
Xylazinhydrochlorid (Rompun® 2%)
Xylol

Carl Roth — Karlsruhe, DE

Kobe - Marburg, DE

Sigma-Aldrich — St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich - St.Louis, MO, USA
Merck — Darmstadt, DE

Merck - Darmstadt, DE

Otto Fischar — Saarbriicken, DE
Sigma-Aldrich - St.Louis, MO, USA
Acros Organics - Geel, Belgien
Pfizer — Karlsruhe, DE

Merck - Darmstadt, DE

Merck — Darmstadt, DE

Sigma-Aldrich - St.Louis, MO, USA
Merck - Darmstadt, DE

Merck - Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich - St.Louis, MO, USA
Millipore - Billerica, MA, USA

Vector Laboratories — Burlingame,
CA, USA

Vector Laboratories — Burlingame,
CA, USA

Sigma-Aldrich - St.Louis, MO, USA
WDT - Garbsen, DE

Merck - Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich - St.Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich - St.Louis, MO, USA
Merck - Darmstadt, DE

Bayer Healthcare - Leverkusen, DE
Mallinckrodt Baker — Deventer, NL
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2.2.2 Puffer und Losungen

Tabelle 2.2 Verwendete Puffer und Losungen sowie deren Herstellung.

Puffer / Losung
Antifreeze
11

0,05%
3,3-Diaminobenzidin(DAB)-
Férbelosung

20ml

DAB-Nickel-Férbeltsung
20ml

Gelatine
300ml

Zusammensetzung und Herstellung

Na,HPO, 9,18g
NaH,PO, 1,57g
Ethylenglycol 300ml
Glycerin 300ml
H,O dest. ad 1000ml
DAB 10mg
0,2M PB 20ml
30% H,0, 6,7l
DAB 12mg
Nickel-Ammoniumsulfat 75mg
0,1M PB 20ml
30% H,0, 7,5 ul

DAB wund Nickel-Ammoniumsulfat in 0,1M PB lésen
und Gemisch anschlieflend filtrieren. Unmittelbar vor
Verwendung H,O, hinzugeben. Unter dem Abzug mit

Handschuhen arbeiten.

Gelatine Tg
Chromalaun 0,18¢g
H,O dest. ad 300ml

Gelatine in H,O dest. 1h quellen lassen. Anschlieflend
Chromalaun hinzugeben und zum Lésen auf 40°C
erwdrmen. Objekttrdger eintauchen und iber Nacht

unter dem Abzug trocknen lassen.
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0,2 M Phosphat-Puffer (PB)

11 Stammlosung

0,1 M PB-Salz-Losung (PBS)
11 Gebrauchslésung

4% PFA
11

30% Sucrose-Losung
11

0,3% Triton
11

NaH,PO,
Na,HPO,
H,O dest. ad

0,2 M PB
NaCl
H,O dest. ad

H,O dest.

0,2M PB-Puffer
Paraformaldehyd (PFA)
30% NaOH

23g
5,2¢g
11

500ml

9g
1000ml

483,32ml
500ml

40g

1-4 Tropfen

H,0 dest. auf 60°C erwdirmen und PFA 5-10min
einrihren. Wenige Tropfen 30% NaOH zugeben, bis

die Losung aufklart. Anschliefend filtrieren und im
Verhdltnis 1:1 mit 0,2M PB-Puffer mischen. Unter

dem Abzug mit Handschuhen arbeiten.

Sucrose
0,1M PB

Triton X-100
0,2M PB
H,O dest.

300g
11

3ml
500ml
500ml
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2.2.3 Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.3 Ubersicht iiber die verwendeten Verbrauchsmaterialien.

Material

Becherglaser — 10ml bis 1000ml
Bepanthen-Salbe (Dexpanthenol)
Betaisodona-Salbe (Poridon-Iod)
Cryo Tubes 1.5ml

Deckglaser 24x50 mm
Kryoflaschen

Filterpapier MN 615

Immersionsdl

Kaniilen Sterican - 24Gx1“ / 27Gx3/4“
Mikrotomklingen — S35

Objekttrager 26 x 76 x 1 mm

Parafilm 4“

Petrischale 10x10cm

Pinsel Da Vinci 245* / 275*
Pipettenspitzen — 1l bis 1000pl
Skalpell-Klingen Prazisa Fig.10

Spritzen — 1ml / 10ml
Sterilium classic pure
Tissue Freezing Medium

Trockeneis

Wattestdbchen Rotilabo
Zellkulturplatte Costar 12-well
Zellkultursiebeinsétze Netwell 74pm
Zylindergefafie — 50ml bis 500ml

Bezugsquelle

Schott — Mainz, DE

Bayer — Leverkusen, DE
Mundi-Pharma GmbH — Limburg, DE
Sarstedt — Numbrecht, DE
Menzel-Gléser - Braunschweig, DE

Scherf Prézision Europa - Meiningen,
DE

Machery-Nagel — Diiren, DE

Merck — Darmstadt, DE

Braun — Melsungen, DE

Feather — Osaka, Japan

Menzel-Gléser - Braunschweig, DE
Kobe — Marburg, DE

Bibby Sterilin — Stone, Staffordshire, UK
Defet — Niirnberg, DE

Eppendorf - Hamburg, DE

P.J. Dahlhausen & Co. GmbH —
Kéln, DE

Braun - Melsungen, DE
Bode — Marburg, DE
Jung — Nussloch, DE

Apotheke Philipps-Universitét —
Marburg, DE

Carl Roth & Co. KG - Karlsruhe, DE
Corning — Corning, NY, USA
Corning — Corning, NY, USA

Schott — Mainz, Germany
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2.2.4 Gerate

Tabelle 2.4 Ubersicht iiber die verwendeten Geriite.

Gerit
Feinbohrschleifer Micromot 40/F

Konfokal-Laser-Scan Mikroskop LSM 510

Kryostat CM3050 S

Lampe Flexilux 300 Longlife

Leuchttisch Copylizer eVision exe.cutive

Luxmeter MS-1500, digital

Magnetrithrer MR 3001
Mikroskop-Digitalkamera CX9000

Mikroskop Leitz DMRB
Mikroskop Microphot-FX

Micro-Injektions-Pumpe Ump2

Mikro-Injektions-Nadel Nanofil 33G

Mikro-Injektions-Spritze Nanofil 10ul

Objektiv Componon-S 2.8/50

Operationsbesteck

Perfusionspumpe MasterFlex Pump

Controller

pH-Meter Ultra basic UB 10

Pipetten — Multipette plus

Pipetten — Reference 5-20nl, 10-100yul,
200-1000p1

Plattformschiittler Unimax 1010,
Polymax 2040

Spiegelreflexkamera E330
Stereotaxie-Mikroskop Nikon SMZ-2T

Hersteller

Proxxon - Fohren, DE

Zeiss — Jena, DE

Leica — Wetzlar, DE

Scholly Fiberoptic - Denzlingen, DE
Kaiser Fototechnik — Buchen, DE

Voltcraft, Conrad Electronic SE —
Hirschau, DE

Heidolph — Schwabach, DE

MicroBrightField Inc. - Williston, VT,
USA

Zeiss — Jena, DE
Nikon - Tokio, Japan

World Precision Instruments —
Sarasota, USA

World Precision Instruments —
Sarasota, USA

World Precision Instruments —
Sarasota, USA

Jos. Schneider Optische Werke —
Bad Kreuznach, DE

Braun — Melsungen, DE

Cole Parmer Instrument - Vernon
Hills, 11, USA

Denver Instrument — Bohemia, NY,
USA

Eppendorf - Hamburg, DE
Eppendorf — Hamburg, DE

Heidolph — Schwabach, DE

Olympus - Shinjuku, Tokyo, Japan
Nikon - Nikkei, Japan
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Stereotaxierahmen Lab Standard Stoelting Co. - Wood Dale, 11, USA

Stereotaxic Single

Stoppuhr TFA Dostmann — Wertheim, DE

Vortex Genie 2 Bender & Hohlbein - Ziirich,
Schweiz

Analysewaage Kern 770 Kern & Sohn - Balingen, DE

Prazisionswaage 440-47TN Kern & Sohn - Balingen, DE

Wasserbad GFL 1083 Kobe — Marburg, DE

Videokamera TRV 30E Sony — New York, USA

2.3 Methoden - Tierversuche

Die Tierversuche wurden von der zustédndigen Tierschutzbehérde genehmigt
(Regierungsprésidium Gieflen, Ordnungsnummer 60/2010) und entsprechend der European
Council Directive (2010/63/EU) in den Réumen des Biomedizinischen Forschungszentrums

(BMFZ) in Marburg, DE, durchgefiihrt.

2.3.1 Versuchstiere

Fiir den Versuch wurden 50 adulte ménnliche Méuse des Hintergrundes C57B1/6 (Charles
River, Sulzfeld, DE) verwendet. Sie wurden im Alter von 8-10 Wochen mit einem
Ausgangsgewicht von  30-40g dem ersten Experiment, der stereotaktischen
6-OHDA-Injektion, unterzogen.

Die Mause wurden zu maximal 6 Tieren in Macrolonkéfigen Typ 2 (Firma Ehret GmbH -
Emmendingen, DE) unter  folgenden  Standardbedingungen  gehalten: Der
Licht-/Dunkel-Zyklus lag bei 12/12 Stunden mit einer Lichtphase von 7.00 bis 19.00Uhr.
Die Raumtemperatur betrug konstant 24°C und die Luftfeuchtigkeit 40-60%. Die
Versuchstiere hatten ad libidum Zugang zu Futter und Wasser. Die Versorgung der Mause
sowie die Reinigung der Kafige erfolgten nach Bedarf freundlicherweise durch die

Tierpfleger des Tierstalls.
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2.3.2 Stereotaktische 6-Hydroxydopamin-Lasion

Um unilateral ein dopaminerges Defizit im Striatum zu induzieren, wurden die Méuse durch
stereotaktische Injektion von 6-OHDA in das rechte MFB lddiert. 6-OHDA ist ein
Nervengift, welches aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zu Dopamin via DAT in
dopaminerge Zellen aufgenommen wird und dort zu oxidativem Stress und damit
einhergehender Zellschadigung fithrt (Przedborski und Ischiropoulos, 2005).

Unmittelbar praoperativ wurde zum Schutz noradrenerger Neurone und Fasern der
Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer Desipramin i.p. verabreicht (25mg pro kg
Korpergewicht, gelost als 2,5mg/ml in NaCl (0,25%)). Fir den operativen Eingriff wurden
die Tiere durch ein Gemisch von Ketamin (8ml/kg Koérpergewicht) und Xylazin (2ml/kg
Korpergewicht) durch i.p. Injektion analgosediert. Die Tiefe der Analgosedierung wurde
anhand von Schmerzreflexen iiberpriift. Um das Austrocknen der Augen zu verhindern,
wurden diese mit Bepanthen®-Salbe benetzt.

Hierauf wurden die MéAuse in einem stereotaktischen Operationsrahmen (Stoelting Co.,
Wood Dale, USA) fixiert, die Kopfhaut wurde desinfiziert und durch einen sagittalen
Schnitt inzisiert. Unter Schonung der Dura wurde mithilfe eines Feinbohrers die
Schéadelkalotte trepaniert, sodass die 33G (=0,18mm) Injektionsnadel der NanoFil Spritze

gezielt nach folgenden Koordinaten eingefiihrt werden konnte:

anterior-posterior -0,82mm relativ zu Bregma*
lateral -lmm relativ zu Bregma*
dorso-ventral -4,8mm relativ zur Dura*®

* basierend auf dem Mausatlas von Paxinos und Franklin (2001)

Insgesamt wurden 2ul 6-OHDA (2pg/nl; mit 0,02% L-Ascorbinséure als Anti-Oxidanz) mit
einer Injektionsgeschwindigkeit von 200nl/min tber zehn Minuten appliziert. Dieser
kontrolliert langsame Injektionsfluss sollte einer Gewebeschéddigung durch zu rasche
Injektion entgegenwirken. Anschlieflend verblieb die Kaniile weitere fiinf Minuten am Ort,
bevor sie langsam zuriickgezogen wurde. Die Wunde wurde in wenigen Stichen verndht und
mit Betaisodona®-Salbe versorgt. Die 6-OHDA-Losung wurde wéhrend der Operationen

abgedunkelt, auf Eis gelagert und spétestens nach drei Stunden frisch angesetzt.
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Zur Pravention von postoperativer Dehydrierung und Unterkiihlung erhielten die Mause
unmittelbar nach der Operation 2ml 0,9% NaCl i.p. und wurden fiir eine Stunde unter einer

Infrarotlampe gewarmt.

Postoperative Versorgung

In den ersten postoperativen Wochen leiden die Tiere infolge des plétzlichen unilateralen
Dopaminverlustes unter ausgeprigten Dystonien, die eine suffiziente Fliissigkeits- und
Nahrungsaufnahme erschweren und in massivem Gewichtsverlust und Dehydratation
resultieren. Die postoperative Mortalitdt nach einer MFB-Lésion lag daher in vorherigen
Publikationen bei rund 80% (Lundblad et al., 2004; Grealish et al., 2010). Um dieser hohen
Mortalitdt im Vorfeld entgegenzuwirken, wurden die Tiere fiir zwei Wochen postoperativ
intensiv beobachtet und gepflegt. In der ersten Woche postoperativ wurde ihr Futter zum
Ausgleich der defizienten Nahrungsaufnahme 30 Minuten in Wasser eingeweicht und téglich
frisch zur Verfiigung gestellt. Um eine Konkurrenz um das Futter zu minimieren, wurden
schwéichere Méause in Kéfigen mit vergleichbar schwachen Tieren gehalten. Auflerdem
erhielten die Tiere téglich subkutan (s.c.) Injektionen von 2ml (bei einem Gewicht <20g)
bzw. 1ml (bei einem Gewicht >20g) 0,9% NaCl zur Aufrechterhaltung eines gesunden
Fliissigkeitshaushalts. In der zweiten Woche postoperativ wurde nur noch den schwachen

Mé&usen mit einem Gewicht unter 25¢ jeweils 1ml 0,9% NaCl appliziert.

2.3.3 Zylindertest

Mithilfe des erstmals 1990 von Schallert und Lindner beschriebenen Zylindertestes léasst sich
das Ausmaf} von lasionsbedingten Akinesien der vorderen Extremitéiten ermitteln. Hierzu
wurden die Tiere drei Wochen post operationem einzeln und ohne vorherige Gewdhnung
solange in einem 10,5cm durchmessenden Becherglas platziert, bis 20 gewichtstragene
Bertihrungen mit den Vorderpfoten der aufgerichteten Maus an der Glaswand des
Becherglases ausgefithrt wurden (Schallert und Tillerson, 1999; Kirik et al., 2000).
Unterstiitzt von zwei vertikal hinter dem Becherglas aufgestellten Spiegeln, die eine 360°
Ansicht aller Berithrungen ermoglichten, wurde das Szenario mit einer digitalen
Videokamera (Sony — New York, USA) zur spéteren Auswertung aufgenommen. Bei

Zeitlupenwiedergabe der Tapes wurde die Anzahl voller Berithrungen der zur Lésion ipsi-
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und kontralateralen Vorderpfoten ermittelt. Die Daten wurden angegeben als prozentuales
Verhéltnis der Berithrungen der ldsionskontralateralen (linken) Pfote zur Gesamtzahl aller

Vorderpfotenberithrungen.

2.3.4 Amphetamin-induzierter Rotationstest im offenen Feld

Um zusétzlich die Qualitdt der unilateralen striatalen Dopaminverarmung zu iiberpriifen,
wurde drei Wochen nach der 6-OHDA-Lésion der Amphetamin-induzierte Rotationstest im
offenen Feld in Anlehnung an Ungerstedt and Arbuthnott (1970) durchgefithrt. Der
Versuch wurde bei 25-30Lux (Dammerlicht) mit jeweils acht Tieren gleichzeitig umgesetzt.
Hierzu wurde den Méusen 5mg D-Amphetaminsulfat (gelost zu 0,05% in 0,9% NaCl) pro kg
Korpergewicht i.p. appliziert, bevor sie fiir 30 Minuten in 52x52cm grofle, von 40cm hohen
Wanden begrenzte Arenen (,offene Felder®) gesetzt wurden. Wahrend dieser Zeit wurde die
Aktivitdt der Tiere erfasst durch ein Videoaufspiirsystem, welches mithilfe von Kameras
und Infrarotsensoren die Position von Kopf, Kérper und Schwanz der Mause detektieren
kann. Mit der Software Viewer II (Biobserve, Bonn, DE) wurden volle Umdrehungen der
Korperachse gemessen. Als Nettorotationswert wurde die Differenz aus der Anzahl
ipsilateraler und kontralateraler Umdrehungen pro Minute ermittelt, wobei fiir Rotationen

zur ladierten Seite positive Werte vergeben wurden.

2.3.5 L-DOPA-Behandlung

Sechs Wochen post operationem startete die pulsatile Behandlung von 18 Tieren mit
L-DOPA fir 15 Tage. L-DOPA (6mg/kg KG) und der periphere Dopa-Decarboxylase-
Inhibitor Benserazid (12mg/kg KG) wurden unmittelbar vor Gebrauch in physiologischem
NaCl gelost und in einem Volumen von 0,1ml/10g KG einmal téglich subkutan (s.c.)
appliziert. Diese Injektionsform wurde gewé&hlt, da sie bei Nagetieren im Gegensatz zu i.p.
Injektionen geringere interindividuelle Schwankungen der Plasmakonzentrationenen
hervorruft (Lindgren et al., 2007). Sechs Kontrolltiere wurden in gleicher Weise und mit

entsprechender Menge téglich s.c. mit reinem 0,9% NaCl behandelt.
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2.3.6 AIM-Scoring

An Tag eins, acht und 15 der Behandlungsphase wurden die AIMs der behandelten Méause
anhand des L-DOPA-induzierten Dyskinesie-Tests beziiglich Subtypen, Frequenz und
Amplitude klassifiziert. An den Testtagen wurden die Tiere mindestens zehn Minuten vor
Medikamentenapplikation einzeln in einen transparenten, leeren Plastikkéfig (Macrolonkifig
Typ 2, Firma Ehret GmbH, Emmendingen, DE) gesetzt. Nach der Injektion von L-DOPA
(Versuchstiere) bzw. NaCl (Kontrollen) wurde das motorische Verhalten tiber drei Stunden
alle 20 Minuten jeweils eine Minute lang beobachtet, bis keine AIMs mehr verzeichnet
werden konnten. Die Klassifizierung der unfreiwilligen Bewegungen orientierte sich an zuvor
publizierten Skalen fiir Dyskinesien bei Ratten (Cenci et al., 1998; Lee et al., 2000;
Lundblad et al., 2002), die geringfiigig modifiziert wurden (Winkler et al., 2002; Carlsson et
al., 2006). Demnach wurden die AIM in vier charakteristische Subtypen eingeteilt
(s. Tabelle 2.5a und Abb. 3.5, S. 49): (1) Vorderpfotenbewegungen, (2) orolinguale, (3)
axiale sowie (4) lokomotorische Bewegungen. Wihrend die ersten beiden Typen
vornehmlich Ausdruck hyperkinetischer Bewegungen sind und lokomotorische Bewegungen
sich in exzessiven Rotationen kontralateral zur Lésionsseite manifestieren, ist die axiale
Komponente meist von dystonischem Charakter. Nicht einbezogen in die Beurteilung der
AIM wurden tberméfiige Ausfithrungen normaler Verhaltensweisen wie Putzen, Nagen,
Aufrichten und Schnuppern. Das Ausmaf3d der Dyskinesien wurde basierend auf der
folgenden Skala zur Frequenz der AIM mit O bis 4 Punkten evaluiert (Tabelle 2.5b):
(0) keine AIM (1) gelegentlich, <50% der Beobachtungszeit vorhanden; (1,5) héufig,
wahrend 50% der Beobachtungszeit vorhanden; (2) haufig, >50% der Beobachtungszeit
vorhanden; (2,5) héufig, tiberwiegend vorhanden mit nur kurzen nicht-dyskinetischen
Episoden; (3) kontinuierlich, aber durch starken sensorischen Stimulus wie plotzlicher Larm
oder Offnen des Kifigdeckels zu unterbrechen; (3,5) kontinuierlich, aber inkonsistent durch
starken sensorischen Stimulus zu unterbrechen; (4) kontinuierlich, nicht durch starken
sensorischen Stimulus zu unterbrechen. Schliellich wurde noch die Amplitude von
Vorderpfoten- und axialen Bewegungen mit 1 bis 4 Punkten gewichtet (Tabelle 2.5¢). Die
verwendeten Daten dieses Tests setzen sich zusammen aus der Summe der Vorderpfoten-,
axialen und orolingualen AIM-Frequenzraten. Die lokomotorischen Bewegungen gelten als
nicht spezifisch zur Klassifizierung der AIM (Lundblad et al., 2002) und wurden somit

separat ausgewertet.
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Tabelle 2.5 Klassifizierung Abnormer unfreiwilliger Bewegungen (AIM) in

Ma&usen: Subtypen und Skala des Schweregrads in Frequenz und Amplitude. In Anlehnung
an Carlsson (2007).

a) AIMs:

Vorderglied Bewegungen der vorderen Extremitédt oder Vorderpfote kontralateral zur

Lasionsseite. Sie zeigen sich sowohl in sagittaler (Flexion-Extension) als
auch frontaler Ebene (Abduktion-Adduktion). Pronation-Supination des
Handgelenks sowie Offnen/SchlieBen der Finger kann ebenfalls
beobachtet werden. Die Bewegungen kénnen ruckartige, choreiforme oder
dystone Eigenschaften haben. (Vorderpfoten-AIMs sind {iberwiegend
Ausdruck hyperkinetischer Bewegungen).

orolingual Dieser Subtyp beinhaltet Kaubewegungen, Zungenprotrusionen und

axial

Gesichtsverziechungen.  Die  Bewegungen  werden  vorherrschend
kontralateral zur Lésionsseite ausgefithrt, haben aber bilateralen
Charakter. Diese AIMs sind gew6hnlicherweise mit Beiflen von Haut und
Fell der ldsionskontralateralen Vorderpfote assoziiert. (Orolinguale AIMs

sind tiberwiegend Ausdruck hyperkinetischer Bewegungen).

Laterale Deviation/Torsion von Kopf, Nacken und Korperstamm in
Richtung kontralateral zur Lasion. Die Deviation ist meistens anhaltend,
kann aber gelegentlich choreiformen Drehcharakter haben. (Axiale AIMs
sind {iberwiegend Ausdruck Dystonie-dhnlicher Bewegungen).

lokomotorisch Kreisende  Bewegungen  kontralateral  zur  Lésionsseite. Die

lokomotorischen AIMs koénnen als enge sowie weitere Rotationen zutage
treten.

b) Frequenz-Skala

1.5

2.5

3.5

Keine.

Gelegentlich, weniger als 50% der Beobachtungszeit vorhanden

Haufig, zu 50% der Beobachtungszeit vorhanden

Haulfig, iiber 50% der Beobachtungszeit vorhanden

Haufig, iberwiegend vorhanden mit nur kurzen nicht-dyskinetischen Episoden
Kontinuierlich, aber durch starken sensorischen Stimulus zu unterbrechen
Kontinuierlich, aber inkonsistent durch starken sensorischen Stimulus zu
unterbrechen

Kontinuierlich, nicht durch starken sensorischen Stimulus zu unterbrechen
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c) Amplituden-Skala

Vorderglied

Axial

ot W N

klopfende oder zarte oszillatorische Bewegungen der vorderen Extremitét /
Vorderpfote um einen fixierten Punkt

Bewegungen mit niedriger Amplitude, die eine milde Positionsdnderung distaler
und proximaler Muskeln hervorrufen

Positionsdnderung des gesamten Vorderglieds mit sichtbarer Kontraktion der
Schultermuskulatur

lebhafte (ballistische) Bewegungen von Vorderglied und Schulter mit maximaler

Amplitude

Konsistente laterale Deviation in longitudinaler Axe, mit einem ~ 30° Winkel
Konsistente laterale Deviation in longitudinaler Axe, mit 30° - 60° Winkel
Konsistente laterale Deviation in longitudinaler Axe, mit 60° - 90° Winkel

Konsistente laterale Deviation in longitudinaler Axe, mit >90° Winkel,
durch den das Tier das Gleichgewicht verliert

2.4 Histologische Methoden

2.4.1 Perfusions- und Immersionsfixierung sowie Gewebeaufbereitung

48 Stunden nach Durchfithrung des letzten Verhaltensexperimentes wurden die Gehirne

vorbereitend fiir die Immunhistochemie perfusionsfixiert. Hierzu wurden die Tiere mit

Pentobarbital (Release®) in einer Dosis von 100mg/kg Korpergewicht (gelost zu 3% in

0,9% NaCl) tief anésthesiert. Die Narkosetiefe, Schmerzfreiheit und Relaxierung wurde

durch Ausbleiben der Schmerzreflexe kontrolliert. Nach Sternotomie und Abklemmung der

Aorta descendens wurden die Maéause zuerst mit 50ml physiologischer Kochsalzlosung

(Raumtemperatur) und anschlieBend mit 150ml 4°C-kaltem 4% PFA (gelost in 0,1M PB
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mit pH 7,4) bei einer Flussrate von 15ml/min transkardial perfundiert. Das 0,9% NaCl
dient der Ausschwemmung des Blutes, woraufthin PFA die Gewebefixierung herbeifiihrt.
Eine erfolgreiche Fixierung des Tieres wéhrend der Perfusion lief sich bereits dadurch
erahnen, dass die oberen Extremitéiten sowie der Schwanz des Tieres sich streckten. Nach
der Perfusion wurden die Gehirne vorsichtig aus der Schédelkalotte herausprépariert und
fir 24h in 4% PFA nachfixiert. Zu diesem Zeitpunkt waren die Gehirne auf den
Gefalboden abgesunken, was eine vollstindige Nachfixierung indizierte. Anschliefend
wurden sie fiir 48h in 25% Sucrose (in 0,1M PB) dem Prinzip der Osmose ausgesetzt, um
beim spédteren Einfrieren irreversible Zellschddigungen zu verhindern, die aus einer
Expansion der physiologischerweise fliissigkeitsgefiillten Zellen durch Kristallbildung
resultieren wiirden. Die Gehirne wurden in pulverisiertem Trockeneis gefroren und bei -
22°C im Kryostat koronar in zehn Serien zu einer Schichtdicke von 30um geschnitten. Die
Schnitte wurden bis zur immunhistochemischen Féarbung in einer Gefrierschutzlésung

(Antifreeze) in zwei Tubes pro Serie bei -20°C gelagert.

2.4.2 Immunhistochemie

Zur immunhistochemischen Detektion der Zielantigene wurden die in Tabelle 2.6
aufgelisteten primédren Antikérper (AK) verwendet. Diese binden an ein (monoklonaler AK)
oder mehrere (polyklonaler AK) Epitope des darzustellenden Antigens. Die Visualisierung
der gewebegebundenen Antikoérper erfolgte entweder {iber einen enzymatischen Nachweis
mithilfe von biotinylierten Sekundirantikérpern, Avidin-Biotin-Peroxidasen (Hsu et al.,
1981), DAB und ggf. Nickel, oder durch die Verwendung der Fluorochrome Cy3
(rote Fluoreszenz) oder Alexa 488 (griine Fluoreszenz), die direkt an den

Sekundéarantikorper gekoppelt waren (Tabelle 2.6).
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Tabelle 2.6 Verwendete primire und sekundire Antikorper.

Primarantikorper

Anti-Tyrosin-Hydroxylase IgG

Anti-Tyrosin-Hydroxylase IgG

Anti-AFosB

Anti-NeuN IgG (MsX NeuN)

Anti-5-HT-Transporter IgG

Sekundarantikorper

Biotinylierter Anti-Ziege IgG

Biotinylierter Anti-Kaninchen IgG

Anti-Kaninchen IgG
Alexa-488-gekoppelt

Anti-Maus IgG
Cy-3-gekoppelt

Spezies

Schaf, p

Kaninchen, p

Kaninchen, p

Maus, m

Kaninchen, p

Donor-spezies

Esel

Esel

Ziege

Esel

Abkiirzungen: p = polyklonal; m = monoklonal

Verdiin-

nung

1:500

1:1000

1:2000

1:1000

1:2000

Verdiin-

nung

1:200

1:500

1:400

1:500

Hersteller

Millipore - Billerica,
MA, USA

Millipore - Billerica,
MA, USA

Santa Cruz —
California, USA

Millipore - Billerica,
MA, USA

Immunostar —
Hudson, USA

Hersteller

Dianova — Hamburg,
DE

Jackson

ImmunoResearch -
West Grove, USA

Invitrogen GmbH -
Karlsruhe, DE

Dianova — Hamburg,
DE
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2.4.2.1 Einfache enzymatische DAB-THC

Im Allgemeinen erfolgte das Farbeverfahren in 12-Well-Zellkulturschalen mit Netzeinsétzen

unter stindigem Schiitteln. Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Arbeitsschritte bei

Raumtemperatur durchgefithrt. Zu Beginn und nach jedem Inkubationsschritt wurden die

Schnitte dreimal zehn Minuten in 0,1M PB gewaschen. Die Inkubationen wurden wie folgt

ausgefiihrt:

Inhibition der endogenen Peroxidase

Prainkubation:
Blockierung und

Membranpermeabilisierung

Inkubation des Primar-AK

bei 4°C

Inkubation des Sekundar-AK

Amplifikation

DAB-(Nickel-)Férbereaktion

0,1IM PB
10% Methanol
3% H,0,

0,1IM PB
5% Normalserum

0,3% Triton X 100

0,1IM PB
5% Normalserum

Primarantikorper

0,1M PB
2% Normalserum

Sekundérantikoérper
0,IM PB

2% Normalserum

ABC-Kit (1:500)

0,IM PB

0,06% DAB (6mg/ml)
0,38% Nickel (3,75mg,/ml)

0,75% H,0,

30min

1h

24 / 48h

1h

1h

5min



MATERIAL UND METHODEN 32

Das ABC-Kit (Vector — Burlingame, CA, USA) besteht aus Avidin und biotinylierter
Peroxidase, was als Avidin-Biotin-Enzymkomplex an den biotinylierten Sekundérantikérper
bindet und so eine kaskadenartige Signalverstirkung herbeifithrt. Fiir die DAB-Nickel-
Farbereaktion wurden chromogenes DAB und ggf. farbintensivierendes Nickel-
Ammoniumsulfat in 0,1M PB gelost, die Mischung wurde filtriert und zum Start der
Reaktion H,0O, zugefiigt. Nach fiinf Minuten kréftigen Schiittelns wurde die Féarbereaktion
durch drei weitere Waschungen in 0,1M PB gestoppt. AnschlieBend wurden die gefarbten
Schnitte auf gelatinierte Objekttrager gezogen, iiber Nacht bei Raumtemperatur
vorgetrocknet, in aufsteigender Alkoholreihe (70%, 80%, 96%; je 10min) und Xylol
(2x10min) entwéssert und schlieflich in Corbit eingedeckt. Eine erfolgreiche
DAB-Immunhistochemie fiihrte zu einer Braunfarbung und die zusédtzliche Nickel-Zugabe

bewirkte eine dunkelblau-schwarze Farbung der Zielstrukturen.

Im Einzelnen zeichnen sich die drei durchgefiihrten Proteinfarbungen durch folgende

Kriterien aus:

1. TH-Firbung
Das Enzym TH hydroxyliert die Aminosdure Tyrosin zu L-DOPA, welches nachfolgend von
der AADC zu Dopamin decarboxyliert werden kann. Somit ist TH spezifisch fir
monoaminerge Zellen. Als Primérantikérper wurde das Schaf anti-TH IgG in einer
Konzentration von 1:500 bei einer Inkubationszeit von 48h verwendet. Als
Sekundarantikérper diente das biotinylierte anti-Ziege IgG in einer Konzentration von
1:200. Dieser bindet auch an einen primédren Schaf-Antikérper. Zur Farbintensivierung
wurde Nickel-Ammoniumsulfat eingesetzt. Um unspezifische Antikérperbindungen zu
verhindern, wurde auflerdem normales Pferdeserum (NHS, engl.: Normal Horse Serum)

nach dem obigen Protokoll verwendet.

2. AFosB-Firbung
Das Protein AFosB ist Bestandteil des nukledren Transkriptionsfaktor-Komplexes AP1.
Damit dient es im Allgemeinen als Marker fiir Zellproliferation, -differenzierung und
-transformation, im Speziellen als molekularer ~Marker fiir Dyskinesien. Als
Primérantikérper wurde das Kaninchen anti-AFosB IgG in einer Konzentration von 1:2000
verwendet und {iber Nacht inkubiert. Als Sekundéarantikérper diente das biotinylierte

anti-Kaninchen IgG in einer Konzentration von 1:500. Zur Farbintensivierung wurde
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Nickel-Ammoniumsulfat eingesetzt. Fiir die Blockierungsreaktion wurde weiterhin normales
Eselserum (NDS, engl.: Normal Donkey Serum) beigefiigt. Die Waschungen erfolgten
jeweils mit 0,3%Triton/0,1M PB, um eine optimale Membranpermeabilitdt von Zelle und

Zellkern zu gewéahrleisten.

3. SERT-Fdrbung
Der Serotonin-Transporter (SERT) ist ein Transmembranprotein, das die Wiederaufnahme
von Serotonin, und in geringerem Ausmafl auch Dopamin, aus dem synaptischen Spalt in
das Neuron und in seine Fortsitze bewirkt. Aufgrund seiner axonalen Lokalisation kann es
zur spezifischen immunhistochemischen Visualisierung serotonerger Fasern in Zielgebieten
genutzt werden. Als Primérantikérper wurde das Kaninchen anti-5-HT Transporter IgG in
einer Konzentration von 1:2000 verwendet wund {ber Nacht inkubiert. Als
Sekundéarantikorper diente das biotinylierte anti-Kaninchen IgG in einer Konzentration von
1:500. Auf den Einsatz von Nickel-Ammoniumsulfat wurde verzichtet. Fur die

Blockierungsreaktion wurde normales Eselserum beigefiigt.

2.4.2.2 Doppelte Fluoreszenz-IHC

Um nachzuweisen, dass es sich bei den TH-gefirbten Zellen im Striatum um Neurone
handelt, wurde eine doppelte Immunfluoreszenzfarbung zur Darstellung von TH und NeulN
durchgefithrt. NeulN steht fiir Neuronal Nuclei und ist ein an diesem Ort exprimiertes
neuronenspezifisches Protein. Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Schritte bei
Raumtemperatur mit Waschungen a dreimal zehn Minuten zu Beginn sowie nach jedem
Inkubationsschritt durchgefiihrt. Um eine optimale Membranpermeabilitit auch der
Zellkerne zu gewahrleisten, wurde von der Priinkubation bis zur Inkubation des
Sekundiar-AK in die Waschlosung 0,3% Triton X 100 zugegeben. Die einzelnen

Inkubationsschritte wurden nach dem folgenden Protokoll umgesetzt:

Prainkubation: 0,1M PB 1h
Blockierung und 0,3% Triton X 100
Membranpermeabilisierung 5% NGS
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Inkubation der Priméar-AKs 0,1M PB 24h
bei 4°C 0,3% Triton X 100
5% NGS

Kaninchen anti-TH (1:1000)
Maus anti-NeuN (1:1000)

Inkubation der Sekundar-AKs 0,1M PB 2h
abgedunkelt 0,3% Triton X 100
5% NGS

Alexa-488 Ziege anti-Kaninchen (1:400)
Cy-3 Esel anti-Maus (1:500)

Die gefarbten Schnitte wurden auf Objekttréger aufgezogen und nach leichtem Antrocknen

ohne Alkoholreihe in Polyvinyl-Alkohol-Medium eingedeckt.

2.4.3 Auswertung der Histologie

2.4.3.1 Quantifizierung von Zellen — Stereologie und ImageJ

Stereologie

Die TH-positiven Zellkérper wurden an dem Lichtmikroskop Mikrophot-FX (Nikon, Tokyo,
Japan) unter Verwendung der computergestiitzten Stereologie-Software Stereoinvestigator
8.10.2 (MicroBrightField, Williston, USA) gezdhlt. Diese Kombination von Mikroskop,
Videokamera (CX9000 MicroBrightField, Williston, USA) und Computer erméglichte es,
iiber einen Joy Stick (995100 Ludl Electronics, Hawthorne, USA) unmittelbar im
mikroskopischen Bild histologische Strukturen virtuell nachzuzeichnen und zu markieren.
Die Ermittlung der Zellzahl beruhte auf dem von West (1999) beschriebenen Prinzip der

optischen Fraktionierung.

Bei einer niedrigen (4x) Vergrofilerung wurden in Anlehnung an den Mausatlas von Paxinos
und Franklin (2001) die zu analysierenden Regionen als Z&hlbereich gekennzeichnet.
Innerhalb dieses Bereiches bewegt sich der quadratische Zahlrahmen, in welchem die

Neurone bei hoherer (20x1,6) VergroBerung gezéhlt wurden. Das Groflenverhéltnis von
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Zéhlrahmen zur Gesamtregion wurde so gewéahlt, dass mindestens 100 Zellen in derselben
Region pro Seite und Gehirn markiert wurden. Die Kriterien, um als TH-positive Zelle
gezahlt zu werden, waren (1.) deutliche Abhebung vom Hintergrund durch dunkelbraune
(DAB) bis schwarze (DAB+Nickel) Anfarbung, (2.) rundliches bis polygonales Soma mit
grolem, helleren Nucleus und schmalem Zytoplasma, (3.) Abgéinge von Dendriten oder
Axons, (4.) Vorkommen innerhalb des Zahlrahmens oder die obere/rechte Rahmenlinie
beriithrend, nicht aber die linke/untere Rahmenbegrenzung.

Die Quantifizierung TH-positiver Zellen wurde fiir die Regionen SNpc, VTA, Striatum, Ncl.
accumbens und Cortex durchgefiihrt. Die Tabelle der Appendix (S. 98) gibt einen Uberblick
iiber Anzahl und Periode der ausgezéhlten Schnitte, anatomische Begrenzungen des
Zéhlbereichs sowie Software-Konfigurationen, die fiir die Auswertung der jeweiligen Region
verwendet wurden. SNpc und VTA wurden bilateral in voller rostrokaudaler Ausdehnung
in jedem 5. Schnitt (alle 150pm) mit einer Fraktion, sprich mit einem Anteil des Zéahlrasters
am Zahlrahmen, von 25% ausgezihlt.

Die Auszéhlung TH-positiver Neurone in Striatum und Ncl. accumbens wurde hingegen
ausschlieBlich auf der Lasionsseite durchgefiihrt, da die starke TH-positive Faserdichte in
der intakten Kontrollseite sdmtliche TH-positive Zellkérper iiberdeckte und somit eine
verlédssliche Quantifizierung TH-positiver Neurone unmoglich machte.

Fir die Auszéhlung des lddierten Striatums wurden sieben Schnitte an genau definierten
Koronarebenen zwischen +1,1mm und -0,7mm relativ zu Bregma im Abstand von 300pm
ausgewdhlt (vgl. Abb. 2.2). Die Striata der Schnitte 1-5 wurden in vier Subregionen
unterteilt: dorsomedial (DM), dorsolateral (DL), ventromedial (VM) und ventrolateral
(VM). Schnitt 6 wurde in einen lateralen und einen medialen Part gegliedert und der siebte
Schnitt als Ganzes ausgezéhlt. Zuséatzlich wurde beim Striatum zwischen dessen Schwanz
(+1,lmm bis +0,2mm relativ zu Bregma) und Schweif (-0,lmm bis -0,7mm relativ zu
Bregma) unterschieden.

Auf denselben Schnittebenen 1-4 (+1,lmm bis +0,2mm relativ zu Bregma) wurde der
ladierte Ncl. accumbens als Ganzes ausgewertet; auf den Schnittebenen 2-6 (40,8mm bis -
0,4mm relativ zu Bregma) bilateral der gesamte Cortex (Abb. 2.2). Sowohl die striatalen
Subregionen und der Ncl. accumbens als auch der Cortex wurden mit einer Fraktion von
100% wund somit vollstindig ausgezéhlt. Um eine optimale Vergleichbarkeit zu
gewéhrleisten, wurden die Schnittebenen und die Einteilung von Striatum, Ncl. accumbens

und Cortex einheitlich fiir alle entsprechenden Zellzahlungen (TH, AFosB) und



MATERIAL UND METHODEN 36

Dichtemessungen (TH, SERT) dieser Regionen verwendet. Die Auswertung fand
grundsétzlich verblindet statt. Die erhaltenen Daten wurden als absolute Zellzahlen

angegeben.

ImageJ

Als weitere Quantifizierungsmethode angeféarbter Zellen wurden die Hirnschnitte auf einem
Leuchttisch platziert, mit einer Spiegelreflexkamera (Olympus E330, Shinjuku, Tokyo,
Japan) deren lddierte Striata abfotografiert und mit der Software Image J 1.43 (National
Institute  of Health, Bethesda, USA, 2007; kostenloser = Download unter
http://rsbweb.nih.gov/ij/) am Computer ausgezahlt. Mit diesem Verfahren wurden
AFosB-markierte Zellkerne und somit Zellen unilateral in Striatum und Ncl. accumbens der
ladierten Seite gezéhlt. Die Anzahl der Schnitte, Auswahl der Schnittebenen sowie die
Einteilung in die Subregionen erfolgten gemiafl der oben beschriebenen einheitlichen
Charakteristika fiir die quantitative Auswertung von Striatum und Ncl. accumbens (s. Abb.

2.2). Die erhaltenen Daten wurden als absolute Zellzahlen angegeben.
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sagittal koronar

Bregma+ 1,1 mm *

2

Bregma+ 0,8 mm *

Bregma+ 0,5 mm *

Bregma+ 0,2 mm *

Abb. 2.2 Darstellung der sieben fest definierten Schnittebenen und Subregionen des
Corpus striatum am Beispiel TH-gefarbter Hirnschnitte.
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sagittal koronar

Bregma-0,1 mm *

Bregma—0,7 mm *

Abb. 2.2 (Fortsetzung) Auf Basis dieses Standards wurden Zellzahlen (TH-positiv, AFosB-positiv) und
Optische Dichte (TH-positiv, SERT-positiv) in Corpus striatum und Nucleus accumbens bestimmt. Zur
Auswahl sieben einheitlicher Schnittebenen dienten die oben definierten Abstéinde zu Bregma* an
folgenden anatomischen Landmarken: 1: CC beider Hemisphéren gerade fusioniert und kantig auf
Septumhohe; 2: CC-Form septumnah abgerundet; 3: CC verschmélert sich, CA liegen medial auf Hohe der
Seitenventrikel, ohne sich zu treffen; 4: Langsanschnitt der hemisphéren-kreuzenden CA; 5: Auftauchen des
GPL ventromedial des Striatums, Seitenventrikel sind iiber den dritten Ventrikel verbunden; 6: FI
erweitern sich nach lateral; 7: FI trennen den V3 von Seitenventrikel. Abkiirzungen: CA: Comissura
anterior, CC: Corpus callosum, DL: dorsolateral, DM: dorsomedial, FI: Fimbrien des Hippocampus, GPL:
lateraler Globus pallidus, V3: dritter Ventrikel, VL: ventrolateral, VM: ventromedial. * in Anlehnung an
Paxinos und Franklin (2001).
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2.4.3.2 Phianotypisierung von Zellen - Immunfluoreszenzmikroskopie

Um sicherzustellen, dass es sich bei den TH-positiven Zellen in Striatum, Necl. accumbens
und Cortex um Neurone handelt, wurden die doppelt TH/NeuN immunfluoreszent
gefarbten Hirnschnitte am konfokalen Laserscanmikroskop LSM 510 (Zeiss - Jena, DE)
nach zelluldiren Koexpressionen dieser beiden Proteine wuntersucht. Die konfokale
Mikroskopie ermoglicht es, nur jeweils eine Schichtaufnahme anzufertigen und Signale
auBerhalb der Fokusebene auszublenden. Dies ergibt nicht nur eine optimale Tiefenscharfe,
sondern zudem die Moglichkeit, rechnergestiitzt dreidimensionale Rekonstruktionen durch
Schichtung dieser Aufnahmen zu entwickeln.

Fir diese qualitative Auswertung der striatalen Zellen wurde in 7 Hirnschnitten von
+1,Imm bis -0,7mm relativ zu Bregma ein jeweils 0,2mm?2 grofles Areal lateral des
Seitenventrikels ausgewéhlt. Innerhalb dieses Areals wurden mit dem 40x Objektiv alle
griin fluoreszierenden TH-positiven Zellen auf eine Koexpression des rot fluoreszierenden
NeuN-Proteins untersucht. Diese Koexpression gilt als Beweis fiir den neuronalen Phénotyp
TH-positiver Zellen. Gleiches geschah in einem Areal derselben Grofie fir den Ncl.
accumbens ventral des Striatums an vier Schnitten von Bregma +1,1mm bis +0,2mm sowie
flir den Cortex septal an fiinf Schnitten zwischen Bregma +0,8mm und -0,4mm.
Exemplarisch geschossene Bilder wurden mit dem LMS Image Browser V420.2.0.121 (Zeiss,
Jena, DE) nachbearbeitet.

2.4.3.3 Quantifizierung der Faserinnervation — Optische Dichte

Zur bilateralen Quantifizierung der Faserinnervation TH-positiver und serotonerger Fasern
in Striatum und Necl. accumbens sowie TH-positiver Fasern im Cortex wurde die optische
Dichte der entsprechend immunhistochemisch angefirbten Regionen bestimmt. Hierzu
wurden wie oben beschrieben Fotos der Hirne gemacht und mit einem
Bildbearbeitungsprogramm (Microsoft Office Picture Manager 12.0.6413.1000, 2006,
Microsoft Corporation) in den Graustufenmodus prozessiert. Die jeweiligen Ebenen der
Hirnschnitte wurden identisch zu den quantitativen Zellauswertungen relativ zu Bregma
gewéhlt (vgl. Abb. 2.2):

(1) Fiir das Striatum sieben Schnitte von +1,1mm bis -0,7mm.

(2) Fiir den Ncl. accumbens vier Schnitte von +1,1mm bis +0,2mm .
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(3) Fiir den Cortex fiinf Schnitte von +0,8mm bis -0,4mm.

Mithilfe der Software Image J wurde beidseits jeweils die gesamte Interessensregion
markiert und dessen mittlere optische Dichte (OD) in Pixeln bestimmt. Unspezifische
Hintergrundanfarbung wurde durch Subtraktion der OD des unspezifisch farbbindenden
Corpus Callosum relativiert. Die Faserinnervation wurde angegeben als prozentualer Anteil

der optischen Dichte der ladierten zur intakten Seite.

2.5 Statistische Methoden

Bei allen durchgefithrten Versuchen wurde zur Analyse von Gruppenunterschieden eine
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA, engl.: analysis of variances), gefolgt von einem
Student-Newman-Keuls Post-hoc Test durchgefithrt. Lineare Regressionsanalysen dienten
der Bestimmung von Korrelationen. Als statistisch signifikant wurde p < 0,05 behandelt.
Die Darstellung aller Daten erfolgt als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes
(SEM, engl.: standard error of the mean). Die graphische Darstellung der statistischen
Analysen wurden mit der Software GraphPad Prism Version 5.0 (GraphPad Software Inc. -
La Jolla, CA, USA) ausgefiihrt.



3 Ergebnisse

3.1 Effekte der 6-OHDA-Lasion

Um unilateral ein dauerhaftes, ausgedehntes dopaminerges Defizit im Striatum wie im
Spéatstadium beim IPS zu induzieren, wurde stereotaktisch 6-OHDA in das MFB injiziert.
Zur Untersuchung der Auswirkungen dieser 6-OHDA-Injektion auf das motorische
Verhalten und auf neurochemische Verdnderungen, wurden die Mause im Zylindertest und
im Amphetamin-induzierten Rotationstest in ihrem Verhalten beobachtet. Zum anderen
wurden deren Gehirne immunhistochemisch auf den Lésionsgrad dopaminerger Neurone hin
analysiert in Bezug auf TH-positive Zellkérper in SNpc und VTA sowie TH-positive
axonale Fasern in Striatum, sowie in Ncl. accumbens und Cortex. Zusédtzlich wurden die

striatalen serotonergen Fasern quantifiziert.

3.1.1 Postoperativer Verlauf

Zur postoperativen Kontrolle der stereotaktischen 6-OHDA-Injektion in das MFB als hier
angewandte Methodik wurde die postoperative Sterblichkeit erfasst. Mit 38 tiberlebenden
von 50 operierten Tieren ergab sich eine Mortalitdtsrate von 24%. Hiervon starben drei

Viertel in der ersten Woche und ein Viertel in der zweiten Woche post operationem.

3.1.2 Zylindertest

Zur  Abschéitzung des unilateralen Lésionsgrades und als Basis fir die
Versuchsgruppeneinteilung wurde die Einschrinkung der spontanen Vorderpfotenbenutzung
drei Wochen postoperativ anhand des Zylindertests bewertet (s. Abb. 3.1A). Hierbei zeigten
sich klare motorische Defizite, die sich durch deutlich weniger Berithrungen der
Becherglaswand mit der linken, zur Hirnlésionsseite kontralateralen Pfote im Vergleich zur
rechten intakten Pfote ausdriickten (35,2 + 2,9% Berithrungen der linken Pfote von allen

Berithrungen). Hierauf basierend wurden die 24 motorisch bestliadierten Tiere fiir das
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Experiment ausgewahlt, die nun durchschnittlich 18,1 & 2,2% Berithrungen der liddierten
Pfote von allen Beriihrungen aufwiesen. Es ist hervorzuheben, dass sich die zwei
Behandlungsgruppen in ihrem motorischen Verhalten im Zylindertest nicht wesentlich

unterschieden (19,9 + 3,3% L-DOPA-Gruppe vs. 15,8 + 3,7% NaCl-Gruppe).
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Abb. 3.1 Effekt der unilateralen 6-OHDA-Lasion auf das motorische Verhalten der Mé&use
und die darauf basierende Auswahl der Versuchstiere. (A) Spontangebrauch der Vorderpfoten im
Zylindertest. Die Daten sind angegeben als prozentuales Verhéltnis der Bertihrungen der ladierten (linken)
Pfote zur Gesamtzahl aller Vorderpfotenberithrungen an der Becherglaswand. Die gestrichelte Linie (bei
50%) repréasentiert die symmetrische Vorderpfotenbenutzung wie bei gesunden Mausen. Die weilen Pfeile
verbildlichen die Auswahl der ins Experiment eingeschlossenen Mé&use und deren Gruppeneinteilung.
(B) Anzahl voller Rotationen pro Minute zur ladierten Seite im offenen Feld nach i. p. Applikation von
5mg/kg KG Amphetamin. Die unilaterale, rechtsseitige 6-OHDA-Lésion des MFB fithrte zu einer
ausgepragten Reduktion von Becherglasberiihrungen der linken Pfote sowie zu vermehrten Rotationen zur
ladierten Hemisphérenseite.

3.1.3 Amphetamin-induzierter Rotationstest im offenen Feld

Zur Validierung der im Zylindertest erhobenen Daten zum Lésionsgrad infolge der
6-OHDA-Injektion wurden drei Wochen postoperativ. im Amphetamin-induzierten
Rotationstest im offenen Feld volle Rotationen nach rechts, zur lidierten Hemisphérenseite
hin, ausgezdhlt (s. Abb. 3.1B). Alle operierten Mé&use wiesen durchschnittlich 2,6 + 0,4
Nettorotationen pro Minute zur ladierten Seite als Zeichen motorischer Einschrinkungen

auf, wovon die 24 bestliadierten Tiere mit viermal mehr Rotationen zur ladierten als zur
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intakten Seite fiir das Experiment ausgewihlt wurden (3,9 + 0,6 Nettorotationen/Min nach
rechts). Die beiden Behandlungsgruppen wiesen diesbeziiglich vergleichbare Mittelwerte auf

(3,9 + 0,7 Rot/min L-DOPA-Gruppe vs. 3,9 + 1,2 Rot/min NaCl-Gruppe)

3.1.4 Untergang dopaminerger Neurone

Um die durch die MFB-Lision bedingte retrograde Degeneration der dopaminergen
Neurone in der SNpc und VTA quantitativ zu beurteilen, wurden die Mittelhirnschnitte
immunhistochemisch gegen TH gefarbt. Demzufolge fiihrte die Injektion von 6-OHDA in
das MFB bei 92% der M&use zu einer suffizienten, den Einschlusskriterien des Experiments
entsprechenden Degeneration der dopaminergen Neurone. Diese prasentierte sich zum einen
durch den Untergang der TH-positiven Zellkorper in SNpc (<25% intakt) und VTA, zum
anderen durch den Verlust der aszendierenden Fasern in Striatum (<25% intakt), Ncl.
accumbens und Cortex. Dies entspricht einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium bei
Parkinson-Patienten. Lediglich zwei Tiere, ein L-DOPA-behandeltes Tier und ein
Kontrolltier, mussten aufgrund einer zu schlechten Lésion aus den Analysen ausgeschlossen

werden. Die restlichen Maushirne zeigten folgende Lésionscharakteristika:

3.1.4.1 TH-positive Zellkorper im Mittelhirn: SNpc und VTA

Die lddierte SNpc zeigte mikroskopisch einen ausgeprégten Untergang TH-positiver
Zellkorper auf 14,8 + 1,0% der Zellzahl der intakten Seite (s. Abb. 3.2E+F und Abb. 3.3A).
Hierbei fand sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen
(14,5 + 1,2% L-DOPA-Gruppe vs. 15,5 + 2,3% NaCl-Gruppe), die L-DOPA-Behandlung
hatte somit keinen toxischen oder regenerativen Effekt auf die TH-positiven Neurone der

SNpc.

In der VTA stellte sich auf der lddierten Seite ein Absterben der TH-positiven Zellen auf
etwa die Hélfte der Zellzahl der intakten Hemisphére dar (48,7 & 1,9%) (s. Abb. 3.2E+F
und Abb. 3.3A). Auch dieses Lésionsausmafl war in beiden Behandlungsgruppen
vergleichbar stark ausgepriagt (50,1 =+ 22% L-DOPA-Gruppe vs. 44,0 + 3,8%
NaCl-Gruppe), sodass sich infolge der L-DOPA-Applikation keine weiter schidliche oder

wachstumsfordernde Wirkung auf die TH-positiven Neurone in der VT A nachweisen lief3.



ERGEBNISSE 44

3.1.4.2 TH-positive Fasern in Striatum, Ncl. accumbens und Cortex

Dem Untergang der Zellkorper entsprechend fithrte die 6-OHDA-Lésion zu einer enormen
Abnahme der Dichte TH-positiver Fasern im Striatum und, in leichterer Ausprigung, in
Ncl. accumbens und Cortex. Die striatale Faserdichte der liddierten Seite reduzierte sich
entscheidend um fast 90% auf 12,2 + 1,0% (s. Abb. 3.2A-D und Abb. 3.3B), ohne dass sich
die Behandlungsgruppen diesbeziiglich signifikant unterschieden

(12,7 + 1,1% L-DOPA-Gruppe vs. 10,3 £+ 2,3% NaCl-Gruppe).

Im ladierten Ncl. accumbens war eine TH-Faser-Degeneration von iiber zwei Dritteln auf
28,6 + 2,3% der Fasern der intakten Seite zu erkennen (s. Abb. 3.2A+B und Abb. 3.3B).
Dieses Lésionsausmafl présentierte sich wieder in beiden Behandlungsgruppen

gleichermaflen (28,8 + 2,6% L-DOPA-Gruppe vs. 27,8 4+ 6,3% NaCl-Gruppe).

Im Cortex, von dem in rostrokaudaler Ausdehnung der Bereich um das Striatum
ausgewertet wurde, zeigte sich nach der 6-OHDA-Injektion lediglich eine méBiggradige
Reduktion TH-positiver Fasern auf 63,8 + 3,2% der Faserdichte der intakten Hemisphére
(s. Abb. 3.2G+H und Abb. 3.3B). Wieder sei erwahnt, dass sich die Behandlungsgruppen
diesbeziiglich nicht signifikant unterschieden (63,5 + 3,8% L-DOPA-Gruppe vs.
64,7 + 6,0% NaCl-Gruppe).
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Abb. 3.2 TH-positive Immunohistochemie zur Darstellung des Untergangs dopaminerger
Zellkorper im ventralen Mittelhirn und ihrer Projektionen sechs Wochen nach unilateraler
6-OHDA-Injektion in das MFB. In A-D erkennt man den ausgepriagten Faserverlust in STR und Acc
auf der lddierten (B4+D) im Vergleich zur intakten Seite (A+C). C und D sind zeigen hierbei die jeweiligen
Vergrofilerungen von A und B. Im ladierten Striatum zeigen sich zwei TH-positive Zellen (D), die auf der
Kontrollseite nicht zu identifizieren sind (B). Zudem erkennt man eine deutliche Reduktion der TH+
Zellkorper in SNpe und VTA im Seitenvergleich (E+F) sowie eine verminderte Faserdichte im ladierten
Cortex (G+H). Vgl. auch Abb. 3.3. Abkirzungen: Acc: Nucleus accumbens, MFB: mediales
Vorderhirnbiindel (engl. medial forebrain bundle), 6-OHDA: 6-Hydroxy-Dopamin, SNpc: Substantia nigra
pars compacta, SNpr: Substantia nigra pars reticulata, STR: Corpus striatum, TH+: Tyrosinhydroxylase-
positiv, VT'A: Ventrale tegmentale Region.
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Abb. 3.3 Effekte der 6-OHDA-Lasion auf die TH-positive Zellzahl und Faserdichte. (A) Die
Grafik illustriert die absolute Anzahl TH+ Zellkérper der SNpc und VTA auf der lidierten (weifl) oder
intakten (schwarz) Seite. Man erkennt auf der ladierten Seite eine ausgeprigte Abnahme nigraler und
ventrotegmentaler TH+ Zellkorper. (B) Die optische Dichte TH+ Fasern zeigte sich in Striatum, Acc und
Cortex auf der ladierten Seite deutlich vermindert im Vergleich zur intakten Seite. Vgl. auch Abb. 3.2. **
signifikanter Unterschied zur intakten Seite p < 0,001. Abkirzungen: Acc: Nucleus accumbens,
SNpc: Substantia nigra pars compacta, Striatum: Corpus striatum, TH+: Tyrosinhydroxylase-positiv,
VTA: ventrale tegmentale Region.

3.1.5 Zunahme serotonerger Fasern im Striatum

Ein dopaminerges Defizit im Striatum kann zusétzlich auf die serotonerge Faserdichte
innerhalb dieser Region Einfluss nehmen. Um die Verdnderungen der striatalen
serotonergen Faserinnervation sechs Wochen nach der 6-OHDA-Léision zu untersuchen,
wurde die optische Dichte der SERT-positiven Axone im Seitenvergleich bestimmt. Hierbei
zeigte sich eine aufféllige Zunahme serotonerger Fasern im gesamten Striatum auf
151,4 + 4,7%, im posterioren Teil des Striatums mit 189,5 + 12,3% sogar auf fast das
Doppelte (s. Abb. 3.4). Entscheidend ist, dass auch hier weder im gesamten Striatum, noch
im anterioren und mnoch im posterioren Bereich des Striatums signifikante
Behandlungsgruppenunterschiede beziiglich der Faserdichte herrschten (Striatum gesamt
153,0 + 5,8% L-DOPA-Gruppe vs. 145,8 + 6,2% NaCl-Gruppe), sodass kein toxischer oder
regenerativer Effekt von L-DOPA auf die serotonergen Fasern festzustellen war. Es zeigte
sich lediglich die statistisch nicht relevante Tendenz zu einer starkeren serotonergen

Innervation bei den L-DOPA-behandelten Mausen.
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Abb. 3.4 Effekt der 6-OHDA-Liasion auf die serotonerge Faserinnervation im Striatum. (A)
SERT-Immunhistochemie abgebildet vom anterioren dorsomedialen Striatum am Beispiel einer L-DOPA-
behandelten dyskinetischen Maus. Sechs Wochen postoperativ zeigte sich auf der Lésionsseite insgesamt
eine Zunahme der serotonergen Fasern im Vergleich zur intakten Seite. (B) Optische Dichte der SERT+
Fasern abgebildet sowohl vom gesamten Striatum als auch unterteilt in den anterioren und posterioren
striatalen Bereich. ** signifikanter Unterschied zur intakten Seite p < 0,001. Abkiirzungen:

THC: Immunhistochemie, SERT: Serotonintransporter, STR bzw. Striatum: Corpus striatum.

In Bezug auf den Lésionsgrad der TH-positiven Fasern im Striatum ergab sich keine direkte

Korrelation mit der hier gemessenen relativen serotonergen Faserdichte (R?=0,1; p=0,15).

3.2 L-DOPA-induzierte Dyskinesien

Zur Qualifizierung und Quantifizierung von LID wurden die Versuchstiere an Tag eins,
acht und 15 ihrer L-DOPA-Behandlungsperiode jeweils fiir drei Stunden unmittelbar nach
der Injektion beziiglich auftretender AIMs eingestuft. Die Dyskinesien wurden hierbei
untergliedert in eine Gruppe bestehend aus axialen, Vorderpfoten- und orolingualen AIMs
sowie in die unspezifischen und somit separat ausgewerteten lokomotorischen Rotationen

(s. Abb. 3.5D).
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3.2.1 Dauer und Auspriagung der L-DOPA-induzierten Dyskinesien

Die pulsatile L-DOPA-Injektion fiihrte bei zwolf von 17 behandelten Mausen (71%) zu
deutlichen Dyskinesien in Form von axialen, Vorderpfoten- und orolingualen AIMs. Vier
der fiinf nicht-dyskinetischen Méuse (80%) zeigten zumindest lokomotorische Rotationen.

Die mit NaCl-behandelten Kontrolltiere wiesen keinerlei AIMs auf.

Im Verlauf einer Testsitzung setzten die AIMs wenige Minuten nach der L-DOPA-Injektion
ein, erreichten nach einer Stunde ihre maximale Ausprigung und fielen nach 100 Minuten
stark ab bis zum volligen Verschwinden nach 160 Minuten an Tag eins bzw. 140 Minuten
an Tag acht und 15 (s. Abb. 3.5A). Lokomotorische Rotationen traten parallel in einer
plateauférmigen Auspragung zwischen 20 und 100 Minuten auf. Im Gegensatz zu den

L-DOPA-behandelten Mausen zeigten die Tiere der Kontrollgruppe keinerlei AIMs.

Im Verlauf der Behandlungsperiode entwickelten die L-DOP A-behandelten Tiere bereits am
ersten Tag charakteristische axiale, orolinguale und Vorderpfoten-Dyskinesien, die nach
einer Woche in ihrer Auspriagung gleichbleibend waren (integrierter AIM Score 549 + 106)
und nach 15 Tagen aufgrund kiirzerer Dauer um 22% des vorherigen Maximums abnahmen
(s Abb. 3.5B). Lokomotorische Rotationen traten zum Ende der Behandlungszeit etwas
weniger auf als in den ersten beiden Testsitzungen. Anders als bei den L-DOPA-induzierten
Dyskinesien waren nach NaCl-Applikation wahrend der gesamten Behandlungsperiode keine

AIMs zu verzeichnen.

In Bezug auf die Verteilung der AIM-Subtypen zeigten die dyskinetischen Tiere jeweils alle
vier Auspriagungen wihrend der Beobachtungsperiode (s. Abb. 3.5C+D). Knapp die Halfte
der verzeichneten Dyskinesien wurde hierbei durch hyperkinetische Bewegungen in Form
von Vorderpfoten- und orolingualen AIMs bestimmt. Etwa ein Drittel war durch axiale
Dyskinesien, und somit vorwiegend Dystonien, vertreten. Lokomotorische Rotationen

hatten einen Anteil von 20% aller dyskinetischen Bewegungsformen.
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Abb. 3.5 L-DOPA-induzierte Dyskinesien. Dauer und Auspridgung von Dyskinesien nach s.c.
Applikation von téglich 6mg/kg KG L-DOPA bzw. NaCl im Verlauf unmittelbar nach der Injektion (A)
sowie wihrend der gesamten Behandlungsperiode (B). Die Werte geben die Summe von axialen,
Vorderpfoten- und orolingualen AIMs wieder ( -# ), sowie als separaten Graphen lokomotorische
Rotationen ( —# ). Wihrend die mit NaCl-behandelte Kontrollgruppe keine Dyskinesien aufwies, zeigten
sich in der L-DOPA-Behandlungsgruppe ausgeprigte AIMs in Form aller vier Subtypen (C+D).
Abkiirzungen: ax: axial, loko: lokomotorische Rotationen, ol: orolingual, Vo: Vorderglied-Dyskinesien.

3.2.2 Korrelation der Dyskinesien zum Lasionsgrad

Um sicherzustellen, dass die beobachteten Dyskinesien nicht auf die 6-OHDA-Lé&sion als
solche zuriickzufiihren sind, wurden die Gruppe der L-DOPA-behandelten dyskinetischen
Méuse (LD-Dys) und die Gruppe der L-DOPA-behandelten nicht-dyskinetischen Méause
(LD-Non-Dys) beziiglich ihres dopaminergen Zelluntergangs statistisch analysiert und
verglichen. Hierbei sei daran erinnert, dass sich diese Analysen auf Méause mit nigralen und

striatalen Lasionen < 25% der ladierten zur intakten Seite beziehen.

Weder die absolute Anzahl TH-positiver Zellkérper in SNpc und VTA noch die prozentuale
Lésion dieser Regionen unterschied sich signifikant zwischen dyskinetischen und

nicht-dyskinetischen L-DOPA-behandelten Tieren (s. Abb. 3.6A). Auch in Bezug auf den
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Léasionsgrad der TH-positiven axonalen Fasern fanden sich weder im gesamten Striatum

noch im Cortex signifikante Gruppenunterschiede (s. Abb. 3.6B).

Lediglich im Ncl. accumbens und im Cortex zeigten sich die dyskinetischen Mause mit einer
Lasion von 25,1 + 24% bzw. 584 4+ 4,4% moderat starker liadiert als die
nicht-dyskinetischen Tiere mit 37,7 + 3,8% bzw. 75,9 + 3,7% (jeweils p < 0,001).
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Abb. 3.6 Zusammenhang der Dyskinesien zu der 6-OHDA-Lasion TH-positiver Neurone. Die
dyskinetischen Tiere (LD-Dys, schwarze Balken) unterschieden sich von den nicht-dyskinetischen (LD-
Non-Dys, weifle Balken) weder beziiglich der Anzahl TH-positiver Zellkérper der SNpc und der VTA im
ventralen Mittelhirn (A) noch in Bezug auf die relative TH-positive Faserdichte im Striatum (B), womit
die beiden Gruppen den gleichen Léasionsgrad aufwiesen. Lediglich im Acc und Cortex fand sich ein
signifikant  stirkerer = Faserverlust  bei den  dyskinetischen =~ Maiausen (B).  Abkirzungen:
Acc: Nucleus accumbens, SNpc: Substantia nigra pars compacta, Striatum: Corpus striatum. TH+:
Tyrosinhydroxylase-positiv, VT A: ventrale tegmentale Region.

3.3 Serotonerge Fasern im Striatum

Wie bereits erwahnt, zeigte sich infolge der 6-OHDA-Lésion insgesamt eine Zunahme auf
rund 150% serotonerger Fasern sowohl bei der NaCl- als auch bei der
L-DOPA-Behandlungsgruppe (s. Abb. 3.4). Von entscheidendem Interesse war dariiber
hinaus die Frage, ob die striatale serotonerge Faserinnervation bei L-DOPA-behandelten
dyskinetischen Tieren im Vergleich zu L-DOPA-behandelten nicht-dyskinetischen Tieren

verdndert war. Die diesbeziiglichen Analysen offenbarten, dass die relative Faserdichte in
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der LD-Dys-Gruppe um ein Fiinftel hoher war als in der LD-Non-Dys-Gruppe
(163,4 £ 5,8% vs. 128,1 + 3,6%, p < 0,05), wobei sich jedoch keine der beiden Gruppen
erheblich von der Kontrollgruppe unterschied (s. Abb. 3.7A+B). Die signifikant stirkere
Faserdichtezunahme der dyskinetischen im Vergleich zu den nicht-dsykinetischen Tieren
fand sich sowohl in dem striatalen anterioren als auch posterioren Anteil, wobei der
Unterschied posterior besonders ins Auge fiel (213,2 + 18,4% LD-Dys vs. 139,6 + 7,1%
LD-Non-Dys, p < 0,05).
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Abb. 3.7 Dichte serotonerger Fasern im Striatum und deren Zusammenhang mit
L-DOPA-induzierten Dyskinesien. (A) SERT-Immunhistochemie abgebildet vom dorsomedialen
Striatum der 1ddierten Hemisphére (posteriorer Bereich). (B) Die Balken illustrieren im Gruppenvergleich
die relative serotonerge Faserdichte des gesamten Striatums, des striatalen anterioren Anteils (Bregma
+1,1 bis 40,2 mm) sowie des posterioren Bereichs (Bregma -0,1 bis -0,7mm). Dyskinetische Tiere
(LD-Dys) wiesen eine erhohte striatale Faserdichte im Vergleich zu nicht-dyskinetischen Tieren
(LD-Non-Dys) auf. (C) Die lineare Regressionsanalyse zeigt eine moderate positive Korrelation der
serotonergen striatalen Faserdichte zum integrierten AIM Score an Behandlungstag 15. # signifikanter
Unterschied zur LD-Non-Dys-Gruppe p < 0,05. Abkiirzungen: AIM: abnorme unfreiwillige Bewegungen
(engl. abnormal involuntary movements), ax: axial, NaCl: Natriumchlorid-Kontrollgruppe, ol: orolingual,
SERT: Serotonintransporter, STR bzw. Striatum: Corpus striatum, Vo: Vorderglied-AIM.
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Die Analyse zur Korrelation der striatalen serotonergen Faserdichtezunahme mit der
Auspragung der LID aller L-DOPA-behandelten Tiere brachte einen moderaten
Zusammenhang von statistischer Relevanz hervor (R? = 0,46; p < 0,05): bei zunehmender
serotonerger Faserdichte im Striatum stieg tendenziell auch der Schweregrad der LID

(s. Abb. 3.7C).

3.4 AFosB-positive Zellen

Eine gesteigerte Expression der Transkriptionsfaktoreinheit AFosB gilt im Allgemeinen als
Indikator fiir chronische Pertubationen und wurde im Speziellen bereits in Verbindung mit
L-DOPA-Behandlungen und LID gebracht. So gilt die Induktion von AFosB als striataler
Marker fiir Dyskinesien (s. Kap. 1.3.3). Zum Nachweis eines Zusammenhangs zwischen
AFosB-positiven Zellen und LID wurden AFosB-positive Zellkerne im Striatum und dessen
Subregionen sowie im Ncl. accumbens immunhistochemisch gefarbt, quantifiziert und
anschliefend mit Dyskinesien korreliert. Da es sich bei dieser Auswertung um striatale
Zellen handelt, die jeweils einen Nucleus Dbesitzen, ist im Folgenden ein

AFosB-immunreaktiver Zellkern mit einer AFosB-positiven Zelle gleichzusetzen.

3.4.1 Quantifizierung im gesamten Striatum

Die durchschnittliche Anzahl AFosB-positiver Zellen im lddierten Striatum stieg nach
L-DOPA-Behandlung signifikant auf fast das Doppelte (44%) der NaCl-Kontrollgruppe
(11850 + 1026 vs. 6684 + 1075, p < 0,05) (s. Abb. 3.11H, S. 56).

Von entscheidendem Interesse war dariiber hinaus die Anzahl AFosB-positiver Zellen im
Striatum von dyskinetischen im Vergleich zu nicht-dyskinetischen L-DOPA-behandelten
Tieren. Wahrend sich die LD-Non-Dys-Gruppe mit 7996 4+ 1895 AFosB+ Zellen nicht
signifikant von der Kontrollgruppe unterschied, zeigte die LD-Dys-Gruppe mit 13450 + 910
Zellen eine auffillige Zellvermehrung um ein Drittel (32%) im Vergleich zur
LD-Non-Dys-Gruppe (p < 0,05) und um das Doppelte im Vergleich zur Kontrollgruppe
(p < 0,001) (s. Abb. 3.11D-F H, S. 56).
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3.4.2 Verteilung in den striatalen Subregionen

Im Hinblick auf die striatalen Subregionen wurden die oben genannten
Gruppenunterschiede insbesondere durch die AFosB-positive Zellzahl im lateralen Striatum
bestimmt (s. Abb. 3.8 und Tabelle 3.1, S. 60). Hier zeigten sich die AFosB-Zellzahlen der
LD-Non-Dys-Gruppe und der Kontrollgruppe vergleichbar, wohingegen die der
LD-Dys-Gruppe deutlich erhéht waren: dorsolateral um mehr als das Dreifache der
Kontrollgruppe (3063 + 217 vs. 911 £+ 170, p < 0,001) und ventrolateral um das Doppelte
(51%) der Kontrollgruppe (2831 £ 262 versus 1399 + 338, p < 0,001). Entscheidend ist,
dass in beiden lateralen Subregionen der dyskinetischen Tiere signifikant mehr
AFosB-positive Zellen vorhanden waren als in denen der nicht-dyskinetischen Tiere. Im
dorsomedialen Striatum présentierte die LD-Dys-Gruppe mit 4029 + 209 AFosB-
positiven Zellen zwar signifikant hohere Werte als die Kontrollgruppe (p < 0,001), nicht
jedoch als die LD-Non-Dys-Gruppe. Auch ventromedial zeigten sich keinerlei signifikante
Gruppenunterschiede zwischen dyskinetischen und nicht-dyskinetischen Tieren. Bei
Unterteilung in den striatalen anterioren (Bregma +1,1 bis + 0,2mm) und in den
striatalen posterioren Bereich (Bregma -0,1 bis -0,7mm) fand sich die gleiche

Gruppenverteilung wie im Gesamtstriatum.
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Abb. 3.8 Verteilung der AFosB Zellen in den vier Subregionen des Striatums. In den beiden
lateralen Subregionen zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Anzahl AFosB+ Zellen zwischen
dyskinetischen (LD-Dys) und nicht-dyskinetischen Tieren (LD-Non-Dys). Die Zellzahl dyskinetischer Tiere
war VL, DL und DM deutlich erhéht im Vergleich zur Kontrollgruppe (NaCl), wohingegen sich die LD-
Non-Dys-Gruppe in keiner der Subregionen signifikant von der Kontrollgruppe unterschied. * signifikanter
Unterschied zur NaCl-Kontrollgruppe p < 0,001, # signifikanter Unterschied zu LD-Non-Dys-Gruppe
p < 0,001.  Abkirzungen: DL:  dorsolateral, =~ DM:  dorsomedial, = AFosB+:  AFosB-positiv,
Striatum: Corpus striatum, VL: ventrolateral, VM: ventromedial.
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3.4.3 Korrelation zu L-DOP A-induzierten Dyskinesien

Die Anzahl AFosB-positiver Zellen in den ladierten Striata der L-DOPA-behandelten Tiere
korrelierte positiv mit dem integrierten AIM Score (R?=0,64; p < 0,001), wobei das laterale
Striatum den stérksten Zusammenhang zu den Dyskinesien zeigte (R?=0,75, p < 0,001)
(s. Abb. 3.9). Das Bestimmtheitsmal war hierbei ventrolateral etwas ausgeprégter als
dorsolateral (VL R2=0,74; DL R?=0,69, jeweils p < 0,001). Dagegen bestand im medialen

striatalen Teil nur ein sehr schwacher Zusammenhang mit LID (R?=0,36; p < 0,05).
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Abb. 3.9 Korrelation der AFosB Zellen im Striatum mit L-DOP A-induzierten Dyskinesien.
Die absolute AFosB+ Zellzahl in den ladierten Striata aller L-DOPA-behandelten Tiere korrelierte positiv
mit dem integrierten AIM-Score am Behandlungstag 15, welcher axiale, orolinguale und
Vorderpfoten-AIMs einschlieBt (A). Im Hinblick auf die striatalen Subregionen fand sich der stirkste
Zusammenhang im lateralen Striatum (B). Abkirzungen: AIM: abnorme unfreiwillige Bewegungen (engl.
abnormal involuntary movements), ax: axial, AFosB+: AFosB-positiv, LD-Dys: L-DOPA-behandelt und
dyskinetisch, LD-Non-Dys: L-DOPA-behandelt und nicht-dyskinetisch, ol: orolingual,
Striatum: Corpus striatum, Vo: Vorderglied-AIM.

3.4.4 AFosB-positive Zellen im Ncl. accumbens

Im Ncl. accumbens war die AFosB-positive Zellzahl der dyskinetischen Tiere
interessanterweise um ein Drittel (36%) vermindert im Vergleich zu der der nicht-
dyskinetischen Tiere (613 £68 vs. 965 + 72, p < 0,05). Die LD-Non-Dys-Gruppe
unterschied sich nicht signifikant von der Kontrollgruppe. Statistisch fand sich auflerdem
kein signifikanter Zusammenhang der accumbalen AFosB-positiven Zellen mit dem

integrierten AIM-Score (R?=0,18; p=0,09).
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3.5 TH-positive Zellen

Im Fokus dieser Arbeit stand unter anderem die qualitative und quantitative Analyse
TH-positiver Zellen im Striatum, um anschlieend eine mogliche Assoziation dieser Zellen
mit L-DOPA-induzierten Dyskinesien aufzudecken. Im folgenden Abschnitt werden die
immunhistochemischen Charakteristika bezogen auf das Striatum und dessen Subregionen
illustriert sowie statistische Zusammenhénge zu AFosB-positiven Zellen, dopaminergen und
serotonergen Faserinnervationen des Striatums, zur L-DOPA-Behandlung und letztlich zu
den LID dargestellt. Dariiber hinaus werden die Eigenschaften der TH-positiven Zellen in

Necl. accumbens und Cortex in Kiurze beleuchtet.

3.5.1 Phanotypisierung

Um sicherzustellen, dass es sich bei den TH-positiven Zellen in Striatum, Ncl. accumbens
und Cortex um Neurone handelt, wurde eine TH/NeuN-Doppel-Immunfluoreszenzfirbung
durchgefithrt und die Schnitte mit konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie ausgewertet.
Hierbei zeigten ausnahmslos alle untersuchten TH-positiven Zellen eine Koexpression mit
dem neuronalen Marker NeuN (vgl. Abb. 3.10): Wéhrend sich TH im gesamten Neuron
inklusive seiner Fortsdtze anfdarbt, bleiben die NeulN-gekoppelten Fluorochrome
iiberwiegend im Nucleus bzw. im Zellkorper lokalisiert. Viele NeuN-positive Neurone sind

TH-negativ, werden aber von TH-positiven Fasern kontaktiert.

TH + NeuN

—
20 pm

Abb. 3.10 TH/NeuN-Doppel-Immunfluoreszenz. Exemplarische Darstellung einer striatalen Zelle,
die sowohl TH (griin, links) als auch NeuN (rot, Mitte) exprimiert und nach Uberlagerung der
Fluoreszenzsignale am Zellkorper gelblich erscheint (rechts). Viele NeuN-positive Neurone sind TH-negativ,
werden aber von TH-Fasern kontaktiert. Die Bilder stammen aus dem medialen Corpus striatum nahe dem
Seitenventrikel.
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3.5.2 Quantifizierung im gesamten Striatum

Von entscheidendem Interesse war die Verdnderung der Anzahl TH-positiver Zellen im
denervierten Striatum infolge der L-DOPA-Behandlung sowie im Kontext mit Dyskinesien.
Immunhistochemische Auswertungen offenbarten diesbeziiglich in den ladierten Striata der
L-DOPA-behandelten Tiere durchschnittlich ein Drittel (29%) mehr TH-positive Zellen als
in denen der NaCl-behandelten Kontrolltiere (721 4+ 52 vs. 512 + 38, p < 0,05) (s. Abb.
3.11G).
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Abb. 3.11 TH und AFosB Zellen im ladierten Striatum. Die représentativen
immunhistochemischen Bilder (A-F) wurden vom anterioren dorsolateralen Striatum aufgenommen.
Sowohl die Anzahl TH+ Zellen (A-C,G) als auch AFosB+ Zellen (D-F,H) nahm bei Tieren mit LID (LD-
Dys) deutlich zu, wohingegen sie bei nicht-dyskinetischen Tieren (LD-Non-Dys) im Vergleich zur
Kontrollgruppe konstant blieb. Es zeigte sich zudem eine enge positive Korrelation zwischen der Anzahl
striataler TH+ und AFosB+ Zellen (I). Fehlerbalken représentieren SEM. * signifikanter Unterschied p <
0,05, ** signifikanter Unterschied p < 0,001. Abkiirzungen: NaCl: Natriumchlorid = Kontrollgruppe,
Striatum: Corpus striatum, TH+: Tyrosinhydroxylase-positiv.
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In Bezug auf LID fand sich bei den dyskinetischen Mé&usen eine aufféllige Zunahme der TH-
positiven Zellen um 41% im Vergleich zu den nicht-dyskinetischen Tieren (820 4 42 vs. 484
+ 74, p < 0,001) (s. Tabelle 3.1). Somit unterschied sich die LD-Dys-Gruppe im Gegensatz
zur LD-Non-Dys-Gruppe auch signifikant von der Kontrollgruppe (p < 0,001) (s. Abb.
3.11A-C,G).

3.5.3 Zusammenhang zu AFosB-positiven Zellen

Nachdem sich mit den bisherigen Ergebnissen eine den AFosB-positiven Zellen &hnelnde
Gruppenverteilung der TH-positiven Zellzahl im Striatum abzeichnete, wurde zur
Beleuchtung eines Zusammenhangs zwischen den beiden immunreaktiven Zelltypen eine
Regressionsanalyse durchgefithrt. Diese bestétigte eine enge positive Korrelation zwischen
der Anzahl TH-positiver und AFosB-positiver Zellen im Striatum (R?=0,83; p < 0,001)
(s. Abb. 3.111).

3.5.4 Zusammenhang zu TH-positiven und serotonergen Fasern

Um mogliche Zusammenhénge der gesamtstriatalen Anzahl TH-positiver Zellen zu weiteren
im Striatum lokalisierten histologischen Elementen einzubeziehen, wurden die TH-positiven
Zellen der L-DOPA-behandelten Tiere in Bezug gesetzt zu TH- und SERT-positiven
Fasern. Zum einen zeigte sich hierbei eine negative Korrelation zwischen TH-positiven
Fasern und TH-positiven Zellen: je geringer die relative TH-positiven Faserdichte, desto
mehr TH-positive Zellen fanden sich im Striatum (R?=0,58, p < 0,001) (s. Abb. 3.12A).
In Bezug auf die serotonerge Faserinnervation offenbarte sich ein umgekehrtes Bild: Bei
hoéherer serotonerger Faserdichte nahm auch die Anzahl TH-positiver Zellen tendenziell zu

(R2=0,45, p < 0,05) (s. Abb. 3.12B).
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Abb. 3.12 Zusammenhang der TH Zellzahl zur TH und serotonergen Faserdichte im
ladierten Striatum L-DOPA-behandelter M&use. Bei steigender Anzahl striataler TH+ Neurone
zeigten sich die TH+ axonalen Fasern vermindert (A), wohingegen die SERT+ Faserdichte tendenziell
zunahm  (B).  Abkirzungen: LD-Dys: L-DOPA-behandelt und  dyskinetisch, LD-Non-Dys:
L-DOPA-behandelt und nicht-dyskinetisch, SERT: Serotonintransporter, Striatum: Corpus striatum,
TH+: Tyrosinhydroxylase-positiv.

3.5.5 Verteilung TH-positiver Zellen in den striatalen Subregionen

Um der Frage nachzugehen, ob die Anzahl TH-positiver Zellen der dyskinetischen Tiere
vorwiegend in bestimmten Teilen des Striatums zunahm, wurden die vier striatalen
Subregionen auf Gruppenunterschiede hin untersucht. Hierbei wurde deutlich, dass die
Zellzahl dyskinetischer Tiere im Vergleich zu den nicht-dyskinetischen und den
Kontrolltieren in jeder einzelnen Subregion erhéht war, darunter am auffélligsten im
lateralen Striatum (s. Abb. 3.13 und Tabelle 3.1): dorso- wie ventrolateral auf etwa das
Doppelte der LD-Non-Dys-Gruppe (DL 102 + 7 vs. 46 + 11; VL 261 + 16 vs. 142 + 25,
jeweils p < 0,001) sowie dorsolateral auf beinahe das Dreifache der Kontrollgruppe
(102 +7 vs. 35 &+ 4, p < 0,0001) und ventrolateral auf 139% der Kontrollgruppe
(261 £ 16 vs. 158 £ 19, p < 0,001). Nicht-dyskinetische Tiere wiesen in keiner der
Subregionen einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe auf. Im dorsomedialen
Striatum zeigte die LD-Dys-Gruppe mit 120 £+ 7 Zellkérpern signifikant mehr Zellen als die
LD-Non-Dys-Gruppe (p < 0,05) und als die Kontrollgruppe (p < 0,001). Einzig
ventromedial zeigten die dyskinetischen Tiere keinen signifikanten Unterschied zur

Kontrollgruppe. Dennoch waren auch hier die TH-positiven Zellen der LD-Dys-Gruppe um
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35% im Vergleich zur LD-Non-Dys-Gruppe erhoht (223 + 11 vs. 145 + 24, p < 0,001).
Unterteilt auf den striatalen anterioren (Bregma +1,1 bis + 0,2mm) bzw. posterioren
Bereich (Bregma -0,1 bis -0,7mm) fand sich die gleiche Gruppenverteilung wie im

Gesamtstriatum.
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Abb. 3.13 Verteilung der TH Zellen in den vier Subregionen des lddierten Striatums.

(A) Hlustration der Zellverteilung basierend auf den stereologischen Auszdhlungen bei Bregma 0,5mm.

(B) Angabe der absoluten TH+ Zellzahlen der striatalen Subregionen bezogen auf die verschiedenen
Gruppen. Die Zellzahl in den Striata dyskinetischer Tiere (LD-Dys) war in allen vier Subregionen,
schwerpunktméfig lateral, deutlich erhoht im Vergleich zu denen der nicht-dyskinetischen Tiere (LD-Non-
Dys). * signifikanter Unterschied zur NaCl-Kontrollgruppe p < 0,001, # signifikanter Unterschied zu LD-
Non-Dys-Gruppe p < 0,05. Abkiirzungen: DL: dorsolateral, DM: dorsomedial, lat: lateral, med: medial,
NaCl: Natriumchlorid, TH+: Tyrosinhydroxylase-positiv, Striatum: Corpus striatum, VL: ventrolateral,

VM: ventromedial.
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Tabelle 3.1 Stereologische Auszdhlungen der immunreaktiven AFosB- und TH-positiven
Zellen im ladierten Striatum, Nucleus accumbens und Cortex.

NaCl LD-Non-Dys LD-Dys
FosB+ Zellen  Striatum
gesamt 6684 + 1075 7996 + 1895 13450 + 910 ** ##
lateral 2311 + 503 2142 + 994 5895 + 448 ** ##
ventrolateral 1399 + 338 1152 + 396 2831 + 262 ** ##
dorsolateral 911 £ 170 990 + 560 3063 + 217 ** ##
medial 3187 + 408 4592 + 623 5589 + 337 **
dorsomedial 1770 £ 277 3064 + 574 4029 + 304 **
ventromedial 1416 £ 173 1528 + 84 1560 + 99
Ncl. accumbens 925 + 125 965+ 72 612+ 68 * #
TH+ Zellen Striatum
gesamt 512 + 38 484 + 74 820 + 42 ** #4#
lateral 194 + 22 188 + 36 363 + 21 ** ##
ventrolateral 158 + 43 142 + 57 261 + 54 ** ##
dorsolateral 35+4 46 + 11 101 + 7 ** ##
medial 254 +9 239 + 35 344 + 16 ** ##
dorsomedial 65+4 94 +12 120+ 7 * #
ventromedial 187 +6 145 + 24 223 + 11 ##
Ncl. accumbens 123+ 22 77 £ 17 126 + 12
Cortex 388 + 21 411+ 20 379+ 23

Die Zahlen représentieren die Mittelwerte £ SEM der absoluten Zellauszéhlungen von sieben (Striatum)
beziehungsweise vier (Nucleus accumbens) Hirnschnitten pro Tier. * signifikanter Unterschied zur
NaCl-Kontrollgruppe p < 0,05 bzw. ** p < 0,001, # signifikanter Unterschied zur LD-Non-Dys-Gruppe
p < 0,05 bzw. ## p < 0,001. Abkirzungen: LD-Dys: L-DOPA-behandelt und dyskinetisch,
LD-Non-Dys: L-DOPA-behandelt und nicht-dyskinetisch, NaCl: Natriumchlorid = Kontrollgruppe,
Striatum: Corpus striatum.

3.5.6 Korrelation zu L-DOP A-induzierten Dyskinesien

Die Anzahl TH-positiver Zellen im gesamten ladierten Striatum korrelierte stark positiv mit
dem Schweregrad der LID (R2=0,76; p < 0,001) (s. Abb. 3.14A). Im Hinblick auf die
striatalen Subregionen brachte insbesondere die Zellzahl im lateralen Striatum mit R2=0,75

(p < 0,001) einen deutlich positiven Zusammenhang mit dem integrierten AIM-Score
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(s.-Abb. 3.14B) hervor, welcher ventrolateral am stirksten ausgeprigt war (VL R2=0,76;
DL R?=0,60, jeweils p < 0,001). Dagegen zeigte sich zwischen den medial gelegenen
TH-positiven Zellen und den LID lediglich eine milde positive Korrelation (medial R?=0,56;
VM R2=0,52; DM R?=0,44, jeweils p < 0,05).
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Abb. 3.14 Korrelation der TH Neurone im Striatum mit L-DOP A-induzierten Dyskinesien.
Die absolute Anzahl TH+ Zellen in den lddierten Striata aller L-DOPA-behandelten Tiere korrelierte stark
positiv. mit dem integrierten AIM-Score am Behandlungstag 15, welcher axiale, orolinguale und
Vorderpfoten-AIMs impliziert (A). Im Hinblick auf die striatalen Subregionen fand sich der stérkste
Zusammenhang im lateralen Striatum (B). Abkirzungen: AIM: abnorme unfreiwillige Bewegungen
(engl. abnormal involuntary movements), ax: axial, LD-Dys: L-DOPA-behandelt und dyskinetisch,
LD-Non-Dys: L-DOPA-behandelt und nicht-dyskinetisch, ol: orolingual, Striatum: Corpus striatum,
TH+: Tyrosinhydroxylase-positiv, Vo: Vorderglied-AIM.

3.5.7 TH-positive Zellen im Ncl. accumbens und Cortex

Im Gegensatz zum Striatum fanden sich in Necl. accumbens und Cortex beziiglich der
Anzahl striataler TH-positiver Zellen keine signifikanten Gruppenunterschiede, weder im
Vergleich der L-DOPA-Behandlungsgruppe zur NaCl-Behandlungsgruppe, noch zwischen

dyskinetischen und nicht-dyskinetischen Tieren (s. auch Tabelle 3.1).
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3.6 Striatale Lokalisation der LID-Subtypen

Um der Frage nachzugehen, ob die vier Subtypen der LID jeweils von der Anzahl
TH-positiver bzw. AFosB-positiver Zellen in bestimmten striatalen Subregionen beeinflusst
sein konnten, wurden die entsprechenden Zellzahlen mit den jeweiligen AIM-Subtypen

korreliert und die engsten Zusammenhénge ermittelt (s. Abb. 3.15).

Axiale Dyskinesie

Axiale Dyskinesien standen am deutlichsten und fast gleichermaflen stark mit der Zahl
TH-positiver Zellen in den beiden lateralen Subregionen in Verbindung (s. Abb. 3.15A):
dorsolateral mit einem hohen Bestimmtheitsmafl von R2?=0,79 sowie ventrolateral mit
R2=0,77 (jeweils p < 0,001). Der Zusammenhang zeigte sich anterior (R?=0,74, p < 0,001)
noch ausgepréagter als posterior (R?=0,52, p < 0,001). Die Anzahl AFosB-positiver Zellen
entspricht diesem Verhéltnis zu den axialen Dyskinesien mit dorsolateral R?=0,66 sowie

ventrolateral R?=0,60 (jeweils p < 0,001).

Vorderpfoten-Dyskinesie

Diese Dyskinesie-Form war ebenfalls primir mit der Zunahme TH-positiver Zellen in den
lateralen Subregionen assoziiert, vor allem dorsolateral (R?=0,83; p < 0,001), aber auch
ventrolateral (R?=0,77; p < 0,001) (s. Abb. 3.15B). Auch hier war im striatalen anterioren
Anteil eine engere Korrelation als im posterioren Teil zu finden (R?=0,72 anterior vs.
R2=0,63 posterior, jeweils p < 0,001). Relationsgetreu présentierte sich der Zusammenhang
der lateral gelegenen AFosB-positiven Zellen zu den Vorderpfoten-Dyskinesien mit
deutlichen Bestimmtheitsmaflen von dorsolateral R2?=0,68 und ventrolateral R?=0,67

(jeweils p < 0,001).

orolinguale Dyskinesie

Orolinguale Dyskinesien zeigten im Bezug auf die Subregionen mit einer moderaten

Korrelation von R?=0,48 (p < 0,05) die engste Verbindung zur Anzahl ventrolateral
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gelegener TH-positiver Zellen (s. Abb. 3.15C) und noch deutlicher zur Anzahl
ventrolateraler AFosB-positiver Zellen (R?=0,73; p < 0,001). Einzig diese Dyskinesie-Form
korrelierte stérker mit der posterioren TH-positiven Zellzahl (R?=0,61, p < 0,001) als mit

der im anterioren Striatum (R?=0,40, p < 0,05).

lokomotorische Rotationen

Lokomotorische Rotationen schienen mit einem gréfiten Bestimmtheitsmafl von R2=0,55
(p < 0,001) vorwiegend mit der TH-positiven Zellzahl in der dorsomedialen Subregion
verkniipft zu sein (s. Abb. 3.15D). Der Zusammenhang zeigte sich im anterioren Striatum
mit R?=0,54 (p < 0,001) statistisch relevant im Gegensatz zur Zellzahl im posterioren
Anteil (R?=0,17, p > 0,05). Die engste Korrelation lokomotorischer Rotationen zur
dorsomedialen Subregion galt auch in Bezug auf die hier gelegenen AFosB-positiven Zellen

(R?=0,44, p < 0,05).
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Abb. 3.15 Zusammenhang der Dyskinesie-Subtypen zu den TH Neuronen der vier striatalen
Subregionen. Angegeben ist die absolute Anzahl TH+ Zellen in den ladierten Striata aller
L-DOPA-behandelten Tiere sowie deren integrierter AIM Score am Behandlungstag 15. Sowohl axiale
(A) als auch Vorderpfoten-Dyskinesien (B) zeigten enge positive Korrelationen zu der TH+ Zellzahl beider
lateraler Subregionen, wohingegen orolinguale Dyskinesien moderat mit der VL gelegenen Zellzahl
verkniipft schienen (C) und lokomotorische Rotationen am deutlichsten mit den TH+ Zellen der DM
Subregion (D). * signifikant mit p < 0,05, ** signifikant mit p < 0,001. Abkiirzungen: DL: dorsolateral,
DM: dorsomedial, Striatum: Corpus striatum, TH+: Tyrosinhydroxylase-positiv, VL: ventrolateral,

VM: ventromedial.
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3.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zusammenfassend ist es in diesem Experiment gelungen, mit der 6-OHDA-Injektion in das
MFB eine hochgradige Lésion der hier verlaufenden dopaminergen Neurone hervorzurufen,
die sich durch den Verlust der in Striatum, Ncl. accumbens und Cortex projizierenden
axonalen Fasern sowie durch den Untergang der in SNpc und VTA lokalisierten Zellkérper
manifestierte.  Dies  entspricht einem fortgeschrittenen  Krankheitsstadium  bei
Parkinson-Patienten. Gleichzeitig nahm die striatale serotonerge Faserdichte infolge der

Léasion zu.

Die anschlieBende Applikation von L-DOPA hatte weder einen toxischen noch einen
regenerativen Effekt auf die im Mittelhirn entspringenden dopaminergen Neurone, da sich
das Ausmafl der Degeneration bei L-DOPA-behandelten Tieren nicht zu dem bei den
NaCl-behandelten Kontrolltieren unterschied. Auch eine schadliche oder
wachstumsférdernde Wirkung von L-DOPA auf die striatale serotonerge Faserdichte konnte
aufgrund vergleichbarer Innervationen der L-DOPA- und der Kontrollgruppe weitgehend
ausgeschlossen werden. Hier zeigte sich lediglich eine Tendenz hoherer serotonerger

Faserdichten bei L-DOPA-behandelten Tieren.

Bei etwa 70% der laddierten und somit unilateral parkinsonoiden Mé&use loste die pulsatile
L-DOPA-Behandlung Dyskinesien in Form von axialen, orolingualen und Vorderglied-AIMs
aus. Immunhistochemische Analysen ergaben, dass die relative serotonerge Faserdichte im
Striatum bei dyskinetischen im Vergleich zu nicht-dyskinetischen Tieren deutlich erhoht
war. Zudem zeigte sich unter den Ma&ausen mit LID eine auffillige Zunahme striataler
AFosB+ Zellen mit grofiter Auspriagung im lateralen Striatum, die dariiber hinaus eng
positiv mit dem integrierten AIM Score korrelierte. Im Hinblick auf die TH-positiven
Zellen, die hier eindeutig als Neurone klassifiziert werden konnten, offenbarten unsere
Ergebnisse einen deutlichen Zusammenhang zwischen deren Anzahl im lddierten Striatum
und der Ausprdgung von LID. Hierbei schienen vorwiegend axiale und
Vorderglied-Dyskinesien mit den TH-positiven Zellen der beiden lateralen Subregionen in
Beziehung zu stehen, wéhrend die orolingualen Dyskinesien am engsten mit der Zellzahl der
ventrolateralen Subregion und lokomotorische Rotationen mit der der dorsomedialen

Subregion assoziiert waren.



4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, einen moglichen Zusammenhang zwischen TH-positiven Zellen im
Striatum und der Entstehung von LID zu erforschen. Hierzu wurden 6-OHDA-ladierte
Mause fir 15 Tage mit L-DOPA behandelt und das Auftreten von LID untersucht.
Anschliefend wurden immunhistochemische Analysen zu den TH-positiven Zellen in
Striatum, Ncl. accumbens und Cortex durchgefithrt. Hierbei wurden weiterhin AFosB-
positive Zellen und serotonerge Fasern im Striatum ausgewertet, die bekanntermaflen
histologische Korrelate von LID sind. Die erhaltenen FErgebnisse legen nahe, dass die
Expression striataler TH-positiver Zellen in der Tat bei der Atiopathogenese der
Dyskinesien eine Rolle spielt. In diesem Kapitel sollen zunédchst das unilaterale MFB-6-
OHDA-Mausmodell validiert und die hierbei auftretenden LID charakterisiert werden. Im
Anschluss werden die Effekte der L-DOPA-Therapie sowie die zellulire Plastizitdt im
Rahmen der LID beleuchtet. Dabei wird die Funktionalitdt der TH-positiven Neurone
diskutiert und zuletzt ein ganzheitliches, die Ergebnisse dieser Arbeit integrierendes Modell

der Pathogenese von LID entworfen.

4.1 LID im unilateralen 6-OHDA Mausmodell

In dieser Arbeit wurde an Mausen durch die unilaterale Injektion von 6-OHDA in das MFB
eine subtotale Lésion dopaminerger nigrostriataler Neurone hervorgerufen, welche ein
fortgeschrittenes Krankheitsstadium des IPS repréasentiert und sich damit insbesondere fiir
praklinische  Therapie- und  Dyskinesiestudien eignet. Durch die pulsatile
L-DOPA-Behandlung wurde die Entstehung von LID provoziert und die AIMs wurden
genau charakterisiert. Obwohl ein Grofiteil der Studien zu LID bislang am gut validierten
Rattenmodell ausgefithrt wurde (Cenci et al., 2002), haben Méuse in den letzten Jahren mit
ihrer starken Homologie zum menschlichen Genom und der Moglichkeit zur Schaffung
genetisch verdnderter Stdmme als Spezies zur Erforschung von Dyskinesien an Beliebtheit
gewonnen (Bradley, 2002; Iderberg et al., 2012). Zudem sind sie kosten- und zeitsparender
in der Handhabung. Im Folgenden sollen die unilaterale MFB-6-OHDA-Lésion sowie die

LID im Mausmodell diskutiert werden.
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4.1.1 Die unilaterale MFB-6-OHDA-Lasion als Modell fiir das
spate IPS

Das MFB eignete sich in dieser Arbeit aus mehreren Griinden als Zielstruktur fir die
6-OHDA-Injektion. Zunéchst wird hier im Unterschied zu anderen Injektionslokalisationen
das hochste Ausmafl an nigrostriataler Degeneration verursacht, ohne dass eine
injektionsbedingte Entzlindungsreaktion und Vernarbung in den histologisch zu
untersuchenden Hirnregionen, insbesondere im Striatum, entsteht. Das macht das Modell
einerseits mit einem fortgeschrittenen IPS vergleichbar, andererseits liefert es fiir die
immunhistochemischen Auswertungen von striatalen TH-positiven Zellen perfekte
Bedingungen durch die fehlende Uberlagerung durch TH-positive Fasern und den damit
entstandenen ,leeren Hintergrund“ im Striatum. Eine unilaterale Lasion bringt den Vorteil
mit sich, dass die intakte Hemisphére bei den IHC-Auswertungen als interne Kontrolle
verwendet werden kann. Dariiber hinaus wurde die MFB-Laésion als solche charakterisiert,
infolge derer am meisten Méuse LID entwickelten (Francardo et al., 2011; Smith et al.,
2012). Dies steht im Einklang mit der zuvor publizierten Rolle der nigrostriatalen
dopaminergen Degeneration als Risikofaktor fiir die Entstehung von LID (Di Monte et al.,
2000; Linazasoro et al., 2004; Linazasoro, 2005; Ulusoy et al., 2010). Die genauen
Koordinaten, die die effektivste Lésion hervorriefen, wurden in Vorversuchen ermittelt und
flihrten in diesem Experiment schlielich zu einer immunhistochemisch validierten
Depletion von 85% der dopaminergen nigralen Zellkorper sowie 88% der striatalen
TH-positiven Fasern. Somit konnte eine hochgradige Lésion von gleicher Qualitat erreicht
werden wie sie in bisherigen Studien an der MFB-6-OHDA-Maus beschrieben wurde
(Lundblad et al., 2004; Fasano et al., 2010). Die Lésion schlieBt auch die partielle
Degeneration der kortikalen und der accumbalen Afferenzen aus dem ventralen Mittelhirn
ein (hier je etwa 40% und 70% Lésion), was an 6-OHDA-behandelten Nagetieren ein
bekannter Effekt ist (Kirik et al., 1998; Andersson et al., 1999) und auch bei IPS-Patienten
beobachtet wurde (Uhl et al., 1985; Hirsch et al., 1988; German et al., 1989). Damit konnte

in dieser Arbeit auch die Untersuchung dieser beiden Hirnregionen gewéhrleistet werden.

Als grofiter Unterschied dieses Modells zum Patienten sei an dieser Stelle der akut
eintretende Effekt der 6-OHDA-Lé&sion im Gegensatz zu dem chronisch-progressiven Verlauf
des IPS erwahnt. Auch bleibt das Auftreten von IPS-charakteristischen Lewy-Koérperchen

aus. Neben den beschriebenen degenerativen Effekten fithrte die 6-OHDA-Injektion bei der
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Maus auflerdem zu einer deutlichen Zunahme der serotonergen Faserinnervation im
Striatum auf etwa 150%. Dieses Ergebnis scheint in Kontrast zu stehen zu dem Verlust
serotonerger Projektionen, der in manchen Patienten mit fortgeschrittenem IPS beobachtet
wurde (Bernheimer et al., 1961; Scatton et al., 1983; Kish et al., 2008). Auch in bisherigen
Tierstudien wurden auf Basis einer nigrostriatalen Degeneration kontréire Ergebnisse erzielt,
die entweder 5-HT-Hypoinnervationen (Iwamoto et al., 1976; Breese et al., 1984; Rylander
et al., 2010) oder serotonerges Wachstum im Striatum zeigten (Zhou et al., 1991; Maeda et
al., 2003; Zeng et al., 2010). Hierbei ist zu beachten, dass solche Beobachtungen meist auf
biochemischen Analysen des 5-HT-Gewebegehalts beruhten und somit nicht unmittelbar
mit der hier immunhistochemisch bestimmten Dichte der Serotoninterminalen
iibereinstimmen miissen. Es konnte also auch zu einem Sprieflen der 5-HT-Axone kommen,
ohne dass das Endprodukt 5-HT konsekutiv vermehrt synthetisiert wird. Ein
entscheidender Einflussfaktor fiir eine serotonerge Faserzunahme scheint ein niedriger
striataler Dopaminspiegel im Rahmen der nigrostriatalen Depletion zu sein (Zhou et al.,
1991), wohingegen die anderen Parameter, die zu solch unterschiedlichen Resultaten
flihrten, weiterer Nachforschung bediirfen. In der Zusammenschau koénnte man die
Hypothese aufstellen, dass es infolge der dopaminergen Degeneration reaktiv zu einer
Zunahme serotonerger Fasern im Striatum kommt, die das wahre Ausmaf} der degenerierten
serotonergen Projektionen bei IPS-Patienten maskiert (Kish et al., 2008). Funktionelle
Bedeutung gewinnen die 5-HT-Projektionen in diesem Kontext durch ihre AADC, mit der
sie durch die Umwandlung von L-DOPA in Dopamin an einer kompensatorischen
Dopaminsynthese beteiligt sein konnten (Arai et al., 1995). Von der serotonergen
Faserinnervation und den Lewy-Korperchen abgesehen, fiithrte die hier angewandte
6-OHDA-Injektion in das MFB der Maus insgesamt zu einem nigrostriatalen
Léasionsmuster, welches durchaus mit dem des humanen IPS im fortgeschrittenen Stadium

vergleichbar und somit als Modell fiir dieses geeignet ist.

Ein weiterer Nutzen bei der Verwendung 6-OHDA-ladierter Nagetiere ist die Moglichkeit
der nicht-invasiven Abschétzung des Lésionsgrades durch die beiden lange etablierten
motorischen Verhaltenstests Zylindertest und Amphetamin-induzierter Rotationstest im
offenen Feld (Ungerstedt und Arbuthnott, 1970; Schallert und Lindner, 1990). Auch in
dieser Studie erwiesen sich die Tests als zweckméafig, da die Tiere mit der oben genannten
hochgradigen nigrostriatalen Depletion zuvor durch <20% Vorderpfotenbertthrungen der

lasionskontralateralen, lddierten Pfote sowie durchschnittlich vier Nettorotationen pro
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Minute zur lddierten Hemisphére auffielen. Damit wurden sie in das Experiment

aufgenommen.

Ein limitierendes Problem bei der MFB-Lésion an Mausen stellte bisher die enorm hohe
postoperative Mortalitdt von rund 80% dar (Lundblad et al., 2004; Grealish et al., 2010).
Urséchlich hierfiir scheinen primér die Dehydratation, eine hypokalorische Erndhrung sowie
die Hypothermie im Rahmen der hemiparkinsonoid eingeschrinkten Beweglichkeit zu sein.
Zuséatzlich koénnte die Motivation zur Nahrungsaufnahme durch die partielle Lésion der
mesolimbischen, motivationssteuernden Projektionsbahn von VTA zum Ncl. accumbens
beeintrachtigt sein. Um der hohen Sterblichkeit entgegenzuwirken, wurden in dieser Arbeit
supportive Mafilnahmen wie die postoperative Wérmezufuhr unter Infrarotlicht, die
subkutane NaCl-Applikation und das Aufweichen der Nahrungspellets (fiir Details
s. Kap. 2.3.2) durchgefiihrt. Hiermit konnte die postoperative Mortalitdt deutlich gesenkt
werden, womit ein grofler Nachteil des MFB-Mausmodells beseitigt wurde und dieses

insgesamt zugénglicher gemacht wird.

4.1.2 L-DOPA-induzierte Dyskinesien im 6-OHDA Mausmodell

Die tégliche s.c. L-DOPA-Behandlung iiber 15 Tage fiihrte bei etwa 70% der Mause zu LID
in Form von axialen, orolingualen und Vorderpfoten(ax+ol4+Vo)-Dyskinesien sowie
lokomotorischen Rotationen, die wenige Minuten nach Applikation auftraten, nach einer
Stunde ihr Maximum erreichten und 140 Minuten post injectionem wieder verschwanden.
Die Entstehung und Auspragung der LID zeigte sich unabhéngig von dem Léasionsgrad der
nigrostriatalen Neurone, der bei allen Versuchstieren >75% lag. Dies legt die Vermutung
nahe, dass trotz vielfach beschriebener positiver Korrelation der dopaminergen
Degeneration zu der Entstehung von LID (Winkler et al., 2002; Ulusoy et al., 2010) feine
Abstufungen innerhalb einer ausgepragten Depletion keinen Unterschied mehr fiir die
Pradisposition zu Dyskinesien machen. Zudem scheint es einzelne Méuse zu geben, die trotz
starker Lésion nicht dyskinetisch werden. Letzteres Ph&nomen ist bei Nagetieren und
Menschen bekannt und wird auf individuell variierende Suszeptibilitdt zuriickgefiihrt
(Calon et al., 2003; Linazasoro, 2005; Monville et al., 2009). In dieser Studie erméglichte die

fehlende Korrelation der nigrostriatalen Léasion mit den LID, die dopaminerge Degeneration
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als direkten Einflussfaktor fiir AIMs auszuschlieBen und somit andere Parameter

unabhéngig von der Léasion untersuchen zu kénnen.

Um eine zuverlassige Auswertung der AIMs zu gewéhrleisten, wurden die behandelten
Mause 180 Minuten lang nach L-DOPA-Applikation gefilmt und die Dyskinesien nach der
ersten ,live-Analyse* ein zweites Mal beurteilt und bestéatigt. Die Validitiat dieses
Dyskinesiemodells an sich ergab sich zum einen aus der Entstehung von LID infolge der
L-DOPA-Therapie, zum anderen aus den FExpressionsveranderungen von AFosB als
etabliertem molekularen Marker fiir LID. So korrelierte die Anzahl AFosB-positiver Zellen
im Striatum deutlich positiv mit der Entstehung und dem Ausmal von AIMs und
reproduzierte damit die Ergebnisse zahlreicher Studien an Méausen (Lundblad et al., 2004;
Pavén et al., 2006; Fasano et al., 2010), Ratten (Andersson et al., 1999; Winkler et al.,
2002), nicht-humanen Primaten (Berton et al., 2009; Fasano et al., 2010) und
IPS-Patienten (Lindgren et al., 2011).

Ein entscheidender Diskussionspunkt ist, inwiefern die LID von M&ausen diejenigen der IPS-
Patienten reprasentieren kénnen. Mit ihrem zeitlichen Verlauf spiegeln sie die menschlichen
Peak-Dose-Dyskinesien wieder. In Bezug auf die motorischen Eigenschaften muss man
natiirlich die anatomischen Unterschiede beriicksichtigen, die die Bewegungen von Maus
und Mensch nicht exakt identisch erscheinen lassen. Dennoch sind die choreatoformen
orolingualen und Vorderpfoten-AIMs sowie die dystonen axialen Bewegungen der Maus
durchaus mit den dyskinetischen Bewegungsmustern des Menschen vergleichbar. Die
lokomotorischen Rotationen konnen den humanen LID hingegen nicht unmittelbar
zugeordnet werden und koénnten auch lediglich aus einer asymmetrischen, sonst aber
normalen lokomotorischen Aktivitéit resultieren. Die hieraus hervorgehende Annahme, dass
murine ax+ol+Vo-AIMs ein funktionelles Aquivalent zu den LID bei IPS-Patienten
darstellen, wahrend lokomotorische Rotationen kritisch und separat bewertet werden
sollten, wird von verschiedenen Beobachtungen gestiitzt. Zunéchst wurde hier erfasst, dass
vier von fiinf Tieren, die keine ax+ol4+Vo-Dyskinesien hatten, trotzdem lokomotorisch aktiv
waren. Auflerdem zeigten die Daten dieser und anderer Arbeiten klare anatomische
Unterschiede in der Distribution AFosB-positiver Zellen bei ax+ol+Vo-AIMs im Vergleich
zu lokomotorischen Rotationen: die ersten drei Bewegungsmuster gingen mit einer
Zellvermehrung im lateralen, sensomotorischen Teil des Striatums einher, wohingegen die
Lokomotorik mit den AFosB-positiven Zellen im dorsomedialen Anteil verkniipft war

(Andersson et al., 1999; Lundblad et al., 2004). Interessanterweise entspricht das
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sensomotorische Striatum von Nagetieren dem humanen Putamen, welches als motorischer
Anteil des Striatums beim IPS sowohl mehr von der dopaminergen Degeneration betroffen
ist als der Nucleus caudatus (Kish et al., 1988), als auch bei dyskinetischen Patienten
erhohte AFosB-Expressionen zeigte (Lindgren et al., 2011). Beachtenswert ist zudem die
Tatsache, dass im 6-OHDA-Modell von Nagetieren verschiedene antidyskinetische
Wirkstoffe die ax+ol+Vo-AIMs abmildern konnten, gegen lokomotorische Rotationen
jedoch keinen Effekt hatten (Lundblad et al., 2002; Lundblad et al., 2005). Alles in allem
sprechen diese Punkte also dafiir, dass das Dyskinesie-Mausmodell mit den drei genannten
AIM-Subtypen, jedoch exklusive der lokomotorischen Rotationen, die klinischen
Hauptcharakteristika der menschlichen LID reproduzieren kann und damit ein potentielles

Werkzeug fiir die Erforschung von LID darstellt.

Trotz der oben genannten Ahnlichkeiten bleibt die Diskrepanz zwischen den positiven
Ergebnissen praklinischer Untersuchungen und den enttduschenden Resultaten klinischer
Studien beziiglich verschiedener antidyskinetischer Wirkstoffe (vgl. Kap. 1.3.2) ein
kritischer Punkt. Mogliche Ursachen hierfiir sind Unterschiede in der Dosierung von
L-DOPA und den zu testenden Substanzen, Unterschiede des Alters und des genetischen
Hintergrundes, die im murinen Modell meist unilaterale statt der humanen bilateralen
Léasion sowie die lediglich beim Menschen mégliche Placebo-assoziierte Verbesserung der
LID (Goetz et al., 2008; Calabresi et al., 2010). Hieraus wird deutlich, dass die Daten aus
Studien mit Dyskinesie-Tiermodellen wie diesem trotz ihrer Vorteile vorsichtig zu bewerten
sind. Zudem ergibt sich die Notwendigkeit, die Parameter von préklinischen Studien in
Zukunft moglichst genau denen klinischer Studien anzugleichen, um préadiktiv valide und

iibertragbare Ergebnisse zu erhalten.
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4.2 Neuronale Plastizitat infolge der
L-DOPA-Therapie

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass eine pulsatile L-DOPA-Therapie
zentralnervose Effekte im Sinne plastischer Verdnderungen neuronaler striataler Strukturen
herbeifiihrt. So ergaben die histologischen Analysen der Striata von L-DOPA-behandelten
Maéusen eine tendenzielle, statistisch aber nicht signifikante Zunahme serotonerger Fasern
sowie eine signifikant erhohte Anzahl AFosB- und TH-positiver Zellen im Vergleich zu den
mit NaCl behandelten Kontrolltieren. Auf die nigrostriatalen dopaminergen Projektionen
hatte die L-DOPA-Therapie hingegen keinen Einfluss. Im Folgenden sollen diese Ergebnisse
im Kontext der bisherigen Literatur diskutiert und die daraus hervorgehenden funktionellen

Bedeutungen der jeweiligen Kompartimente beleuchtet werden.

4.2.1 Einfluss von L-DOPA auf die nigrostriatalen Projektionen

Die Ergebnisse zeigten, dass die L-DOPA-Behandlung keinen Einfluss auf das Ausmaf} der
nigrostriatalen dopaminergen Degeneration hatte. Hierdurch konnte nicht nur ein
regenerativer, sondern auch ein toxischer Effekt ausgeschlossen werden, welcher der
Substanz zuvor im Rahmen von in-vitro-Analysen durch seinen autooxidativen
Metabolismus zugeschrieben wurde (Mytilineou et al., 1993; Pardo et al., 1995; Olanow et
al., 2004). Das Ergebnis kann also weder den in der ELLDOPA-Studie klinisch
determinierten protektiven Effekt von L-DOPA, noch die dort und in anderen
SPECT- bzw. PET-Analysen beschriebene mogliche toxische Wirkung bestétigen (Guttman
et al., 2001; Parkinson Study Group, 2002; Fahn et al., 2004). Es steht dafiir im Einklang
mit den Untersuchungen an post mortem Gehirnen, an denen keine re- bzw.
degenerationstérdernde Wirkung von L-DOPA nachgewiesen werden konnte (Parkkinen et

al., 2011).

Der entscheidende Unterschied, der zu den kontroversen Ergebnissen gefiithrt haben koénnte,
liegt moglicherweise im Grad der IPS-bedingten nigrostriatalen Degeneration. Die drei
zitierten Studien, die eine L-DOPA-getriggerte Denervation feststellten, untersuchten
[PS-Patienten im frithen Krankheitsbeginn, wohingegen die post mortem Analysen wie auch
die hiesigen Forschungen bei fortgeschrittenen Stadien stattfanden. Diese Abweichung

zusammen mit der Beobachtung, dass L-DOPA bei gesunden Nagetieren zu einer
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signifikanten Abnahme striataler TH-positiver Fasern fithrt (Fang et al., 2011; Depboylu et
al., 2013), legt die Vermutung nahe, dass eine externe L-DOP A-Substitution bei weitgehend
erhaltener nigrostriataler Innervation zu dopaminerger Uberstimulierung fiihrt. Zum Erhalt
eines physiologischen Dopaminspiegels wird darauthin adaptiv die endogene Produktion
mittels TH reduziert. Von der Faserreduktion abgesehen geschieht dies womoglich iiber
einen inhibitorischen D,-Autorezeptor-vermittelten Feedbackmechanismus (Wolf und Roth,
1990) bei gleichzeitig gesteigerter prasynaptischer Wiederaufnahme durch den DAT
(Schmitt und Reith, 2010; Depboylu et al., 2013). Im Gegensatz dazu kommt es bei einem
fortgeschrittenen IPS mit ausgeprigter striataler Deafferenzierung wie in dieser Arbeit
kaum mehr zu einer dopaminergen Uberstimulierung, sodass der beschriebene
Kompensationsmechanismus und eine weitere Abnahme nigrostriataler Projektionen
ausbleiben. Alles in allem l&sst sich also sagen, dass eine pulsatile L-DOPA-Therapie beim
fortgeschrittenen IPS keinen Einfluss auf die nigrostriatalen Projektionen hatte. In Bezug
auf die Klinik impliziert dies durch den starken symptomlindernden Effekt einen generell

grofleren Nutzen als Schaden einer L-DOPA-Behandlung bei langjdhrigen IPS-Patienten.

4.2.2 Einfluss von L-DOPA auf die striatale

serotonerge Faserinnervation

Auch die 5-HT-Faserinnervation im Striatum unterschied sich nicht signifikant zwischen
L-DOPA- und NaCl-behandelten Tieren, es fand sich jedoch eine leichte Tendenz zur
Faserzunahme infolge der L-DOPA-Therapie. Diese macht die Ergebnisse anderer Studien
an Nagetieren sowie nicht-humanen und humanen Primaten besser nachvollziehbar, bei
denen nach chronischer L-DOPA-Applikation ein axonales Sprieflen seorotonerger Fasern
beobachtet und der Substanz damit ein wachstumsfordernder Effekt zugesprochen wurde
(Rylander et al., 2010; Zeng et al., 2010). Interessanterweise fiihrte eine L-DOPA-Therapie
bei parkinsonoiden Nagetieren gleichzeitig zu einer Reduktion der 5-HT-Konzentration im
striatalen Gewebe (Everett und Borcherding, 1970; Carta et al., 2007; Smith et al., 2012)
bzw. im Extrazellularraum (Nicholas et al., 2008; Navailles et al., 2011). In Anbetracht der
Tatsache, dass der striatale Dopaminspiegel parallel anstieg, scheint es wahrscheinlich, dass
die serotonergen Fasern mit ihrer AADC auf Kosten der 5-HT-Synthese das applizierte
L-DOPA zu Dopamin konvertieren. Die resultierenden erniedrigten

Serotoninkonzentrationen sind wiederum Grundlage der Hypothese, dass eine
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L-DOPA-Therapie  héufig  auftretende  Angstlichkeit —oder  Depressionen  bei
Parkinson-Patienten verstdrken kann (Melamed et al., 1996; Eskow Jaunarajs et al., 2011;
Navailles et al., 2011). Auch in dieser Arbeit wire die Messung der
5-HT-Gewebskonzentration interessant gewesen, jedoch lédsst sich die Methodik
biochemischer und immunhistochemischer Analysen an einer begrenzten Anzahl von
Versuchstieren und Geweben schwer vereinbaren. Wie bereits erwidhnt zeigten die Daten
dieser Arbeit eine verdnderte 5-HT-Faserinnervation im Striatum, die jedoch nicht
statistisch signifikant war. Somit konnte L-DOPA hier als alleiniger Trigger einer
serotonergen Plastizitdt ausgeschlossen werden. Umso mehr in den Vordergrund riickt
damit die Funktion striataler 5-HT-Projektionen im Kontext mit LID, welche noch in
spateren Abschnitten durch den Vergleich L-DOPA-behandelter dyskinetischer und

L-DOPA-behandelter nicht-dyskinetischer Tiere diskutiert werden soll.

4.2.3 Einfluss von L-DOPA auf striatale TH-positive Zellen

In dieser Arbeit fithrte die pulsatile L-DOPA-Therapie zu einer 30%igen Zunahme der
TH-positiven Zellen im ladierten Striatum, die mit der gleichzeitig gesteigerten
AFosB-Expression als allgemeinem Indikator fiir chronische Perturbationen korrelierte.
Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Beobachtungen vorheriger Studien an
Nagetieren und nicht-humanen Primaten (Andersson et al., 2001; Jollivet et al., 2004;
Darmopil et al., 2008; DiCaudo et al., 2012; Espadas et al., 2012). Auf der anderen Seite
berichteten Huot et al. (2007; 2008) von einer Reduktion striataler TH-positiver Zellen
infolge einer L-DOPA-Behandlung bei Primaten. Diese kontrdren Ergebnisse lassen sich am
wahrscheinlichsten auf Unterschiede in Tiermodell und Therapieschema zuriickfiihren.
Insbesondere die bei Huot et al. im Vergleich zu dieser und anderen Studien eingesetzte
héhere L-DOPA-Dosis kénnte eine Zellreduktion begiinstigt haben. Denn davon ausgehend,
dass die TH-positiven Zellen durch das Dopamindefizit im Rahmen der nigrostriatalen
Degeneration zahlenméfiig vermehrt und fiir eine kompensatorische striatale
L-DOPA-Synthese verantwortlich sind (Tashiro et al., 1989; Betarbet et al., 1997; Meredith
et al., 1999; Porritt et al., 2000; Lopez-Real et al., 2003; Tandé et al., 2006; Depboylu,
2014), scheint zunéchst die Erklarung einleuchtend, dass sie infolge einer hochdosierten L-
DOPA-Therapie ihre funktionelle Relevanz verlieren und somit wieder weniger exprimiert

werden. Bei einer niedrigeren Dosis von L-DOPA kénnte diese Reduktion ausbleiben.
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Auflerdem gilt zu bedenken, dass zumindest bei Nagetieren ein Teil der TH-positiven Zellen
zusétzlich das Enzym AADC besitzt und damit eigens zur vollstdndigen Dopaminsynthese
fahig sein konnte (Lopez-Real et al., 2003; Darmopil et al., 2008). Somit sind sie bei
bestehender Depletion nigrostriataler dopaminerger Neurone selbst bei gleichzeitig externer
Substitution von L-DOPA funktionell sinnvoll, was die hier beobachtete gesteigerte Zellzahl
im Striatum erkldren kénnte. Hinzu kommt ein méglicher wachstumsférdernder Effekt von

L-DOPA selbst (s. u.).

Viel diskutiert wurde die Frage nach dem Ursprung der vermehrten TH-positiven Neurone
im Striatum. Diesbeziiglich konnte in vitro und in vivo gezeigt werden, dass verschiedene
wachstumsférdernde Signalmolekiile wie der gliale und der hirneigene neurotrophe Faktor
sowie der neuronale und der saure fibroblastische Wachstumsfaktor zu einer Zunahme an
TH-positiven Zellen fithrten (Palfi 2002, Jollivet, 2004, Du 1995, Bjugstad 2005).
Interessanterweise wird auch L-DOPA ein wachstumsstimulierender Effekt zugesprochen,
indem es die Synthese und Ausschiittung von neurotrophen Faktoren im murinen Striatum
stimuliert (Okazawa 1992) und zu einer Zunahme neuronaler Prekursorzellen in der
benachbarten subventrikuldren Zone fihrt (O’Sullivan 2011, Hoglinger 2004). Die hier
gefundene gesteigerte Expression TH-positiver Neurone koénnte somit durch einen
synergistischen neurotrophen Effekt durch die oben diskutierte nigrostriatale Degeneration
selbst sowie durch die L-DOPA-Therapie entstanden sein. Im Einklang mit einer
wachstumsfaktor-abhéngigen Zellzunahme wurde zunédchst die Idee der Neurogenese
TH-positiver Neurone favorisiert. Mittlerweile konnte jedoch gezeigt werden, dass deren
gesteigerte Expression auf einem phénotypischen Shift der striatalen GABAergen
Interneurone in Richtung TH-positiver Zellen beruht (Tandé et al., 2006; Darmopil et al.,
2008) oder durch eine hochregulierte Translation bereits vorhandener TH-mRNA in das
TH-Protein zustande kommt (Huot und Parent, 2007). Dieser Prozess kénnte durch die
neurotrophen Signalmolekiile angestoflen werden, die genauen molekularen Signalwege

bediirfen allerdings weiterer Forschung.

Uber die Quantifizierung hinaus wurde in dieser Arbeit die neuronale Natur der
TH-positiven Zellen mittels der TH/NeuN-Doppelimmunfluoreszenzfarbung bestétigt. Dies
brachte auch den methodischen Vorteil mit sich, dass die Zellkérper eindeutig von ihren
axonalen Varikositdten oder den nigrostriatalen Projektionen abgegrenzt werden konnten.
Da die letztliche stereologische Quantifizierung TH-positiver Zellen allerdings an

TH-gefarbten Hirnschnitten vollzogen wurde, kann eine leichte Verzerrung der Ergebnisse
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durch  Uberlagerung TH-positiver nigrostriataler —Projektionen nicht vollstindig
ausgeschlossen werden. Die hohen Lésionsgrade und die deutliche zelluldre Morphologie der

TH-positiven Neurone machen eine Verwechslung jedoch unwahrscheinlich.

4.2.4 Einfluss auf accumbale und kortikale TH- und

AFosB-positive Zellen

In den Regionen Ncl. accumbens und Cortex zeigte sich infolge der L-DOPA-Therapie keine
Veranderung in der Expression TH-positiver Zellen, es waren allerdings vermehrt
AFosB-positive Zellen im Ncl. accumbens aufzufinden. L-DOPA scheint also auch einen
transkriptionsféordernden, sensitivierenden Effekt auf die accumbalen Zellen als Zentrum fiir
Stimmung und Motivation zu haben (Zahm, 1999; Smith et al., 2012), was moglicherweise
eine weitere Verbindung zu den neuropsychiatrischen Nebenwirkungen darstellen kénnte. In
Bezug hierauf koénnten zukiinftige L-DOPA-Therapiestudien mit psychologischen

Verhaltenstests am Tiermodell weitere Erkenntnisse liefern.

4.3 Neuronale Plastizitat bei LID

Im Fokus dieser Arbeit stand die Untersuchung der neuronalen, vorwiegend im Striatum
lokalisierten préasynaptischen Verdnderungen, die mit der Entstehung von LID einhergehen.
Hierfiir wurden insbesondere die TH-positiven Zellen bislang unbekannter Funktionalitit
analysiert, aber auch die AFosB-Expression als valider molekularer Marker sowie die
serotonerge Faserdichte als bekannter Einflussfaktor von LID wurde ermittelt. Infolge der
L-DOPA-Therapie zeigten 70% der Mause ausgepragte AIMs. Diese dyskinetischen Tiere
zeigten im Vergleich zu den nicht-dyskinetischen Maéusen eine signifikant erhdhte
serotonerge Faserinnervation sowie eine deutliche Zunahme TH- und AFosB-positiver
Zellen. Beide Zellzahlen korrelierten eng positiv sowohl miteinander, als auch jeweils mit
den AIMs. Die Rolle dieser striatalen, préasynaptischen Strukturen bei der Entstehung von

LID soll nun im Einzelnen diskutiert werden.
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4.3.1 LID und die striatale serotonerge Faserinnervation

Vor einigen Jahren wurden serotonerge Projektionen im Striatum erstmals als
prasynaptischer FEinflussfaktor fiir die Entstehung von LID am 6-OHDA-Rattenmodell
verantwortlich gemacht (Carta et al., 2007) und dessen speziesiibergreifende Rolle seitdem
in weiteren Studien an dyskinetischen Nagetieren, nicht-humanen Primaten und
IPS-Patienten belegt (Lindgren et al., 2010; Rylander et al., 2010; Zeng et al., 2010; Smith
et al., 2012). Eindrucksvoll sind diesbeziiglich die Versuche an hemiparkinsonoiden
Tiermodellen, die einerseits durch das funktionelle Ausschalten des serotonergen Systems
im Rahmen von 5-HT-spezifischen Lésionen oder Applikation von 5-HT-Rezeptor-Agonisten
bereits vorhandene LID einddmmen konnten (Carta et al., 2007; Eskow et al., 2009; Munoz
et al., 2009), andererseits durch intrastriatale Implantation embryonaler serotonerger
Neurone das Auftreten von Dyskinesien potenzierten (Carlsson et al.,, 2007).
Als grundlegender Mechanismus, der die sprieBenden 5-HT-Axone mit LID verkniipft, wird
die hier stattfindende, AADC-abhingige Umwandlung von L-DOPA in Dopamin postuliert
(Arai et al., 1995; Tanaka et al., 1999; Navailles et al., 2010). Da im Gegensatz zu den
nigrostriatalen Neuronen ein autoregulatorischer Mechanismus wie durch den D,-Rezeptor
oder eine DAT-abhéngige Wiederaufnahme fehlt, wird das Dopamin als sogenannter
ofalscher Transmitter® unkontrolliert ausgeschiittet und es resultieren daraus hohe,
fluktuierende extrazelluldre Dopaminspiegel (de la Fuente-Ferndndez et al., 2004; Pavese et
al., 2006; Lindgren et al., 2010) — ein entscheidender Trigger fir LID durch die
supraphysiologische Stimulation und konsekutive Sensitivierung postsynaptischer Ds-

Rezeptoren (Konradi et al., 2004; Aubert et al., 2005).

Auch in dieser Arbeit wurde bei dyskinetischen Tieren eine signifikant erhohte
5-HT-Faserinnervation betont im posterioren Striatum beobachtet, die durchaus mit den
Hypothesen vorheriger Studien vereinbar ist und die Rolle serotonerger Projektionen bei der
Entstehung von LID unterstreicht. Gleichzeitig sollte man vorsichtig sein, dieses
prasynaptische Kompartiment als einzigen und entscheidenden Einflussfaktor anzunehmen.
So konnte in dieser Studie eine eher milde Korrelation (R? = 0,46; p < 0,05) zwischen
SERT-positiven Fasern und AIMs gefunden werden. Beachtenswert sind auch die
enttduschenden  Ergebnisse klinischer Studien zu 5-HT-Rezeptor-Agonisten als
antidyskinetische Wirkstoffe (Goetz et al., 2007; Goetz et al., 2008), die darauf schlieen

lassen, dass von einer multifaktoriellen Genese auszugehen ist und noch weitere bedeutsame
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Trigger fiir LID existieren. Zu diesen scheinen potentiell die TH-positiven Zellen im

Striatum zu gehéren, auf die im néchsten Abschnitt ausfithrlich eingegangen werden soll.

4.3.2 LID und TH-positive Zellen im Striatum

Das zentrale Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, ob die striatalen TH-positiven Zellen
mit der Entstehung und Auspridgung von LID am 6-OHDA-Mausmodell zusammenhéngen
und als potentielle L-DOPA- bzw. Dopaminquelle im denervierten Striatum einen
entscheidenden préasynaptischen Einflussfaktor fiir Dyskinesien darstellen kénnten. Unsere
Hypothese konnte durch die Ergebnisse dieser Arbeit eindrucksvoll bestétigt werden. So
war nicht nur im Gruppenunterschied die Anzahl TH-positiver Zellen bei dyskinetischen im
Vergleich zu nicht-dyskinetischen Tieren deutlich erhoht, sie korrelierte zudem eng mit den
AIMs und mit der Anzahl AFosB-positiver Zellen als validem molekularen Marker fiir LID.
Auch die intrastriatale Verteilung der TH-positiven Neurone spricht fiir deren
dtiopathologische Rolle bei LID. Im lateralen Striatum war der Zusammenhang zu
ax+ol+Vo-AIMs am stérksten ausgeprigt, wohingegen die Zellzahl im dorsomedialen
Striatum am engsten mit den lokomotorischen Rotationen verkniipft zu sein schien. Diese
Distribution korrespondiert mit der bereits beschriebenen Verteilung AFosB-positiver
Zellen bei dyskinetischen Nagetieren und Patienten (s. Kap. 4.1.2), nach der das tierische
laterale Striatum bzw. das diesem entsprechende humane Putamen als primérer
Entstehungsort fiir Dyskinesien gilt. Es ist davon auszugehen, dass die TH-positiven Zellen
gleichzeitig auch AFosB-positiv und somit transkribierend aktiv sind, was zuvor durch eine
TH/AFosB-Doppelimmunfluoreszenzfirbung bestétigt werden konnte (Darmopil et al.,
2008).

Zu Beginn dieser Arbeit war unbekannt, ob die Expression striataler TH-positiver Zellen
mit der Entstehung von LID zusammenhéngt. W&hrend der experimentellen Durchfithrung
sind Francardo et al. (2011) und Smith et al. (2012) der gleichen Fragestellung am
6-OHDA-Mausmodell nachgegangen und wiesen eine enge Korrelation jeweils zwischen der
Anzahl striataler TH-positiver Zellen, AFosB-positiver Zellen und der Ausprigung von
AIMs nach. Die Reproduktion deren Ergebnisse durch diese Arbeit verleiht den
TH-positiven Zellen als Faktor fiir die Entstehung von LID weiteren Nachdruck. Es

verdeutlicht auflerdem, dass nicht nur ein vergleichbares Studiendesign (Francardo et al.,
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2011), sondern auch methodische Unterschiede wie eine deutlich héhere L-DOPA-Dosis im
supratherapeutischen Bereich (25mg/kg KG), eine spéter einsetzende und lédngere
Behandlungsdauer und eine SN-lokalisierte 6-OHDA-Injektion (Smith et al., 2012) ebenfalls
zu erhohten Zellzahlen bei dyskinetischen Tieren fithren. Beide Arbeiten haben aber weder
eine Unterteilung des Striatums in mediale und laterale Subregionen vorgenommen, noch
den neuronalen Phénotyp der TH-positiven Zellen gesichert. Auch die Rolle dieser Zellen in
Ncl. accumbens und Cortex blieb unbeleuchtet. Dafiir lieferten die Resultate dieser Arbeit

diesbeziiglich weiterfithrende Informationen.

Von nicht unerheblichem Interesse im Hinblick auf die Funktion der TH-positiven Zellen
und deren Rolle bei LID ist deren zellulire Ausstattung zur Transmitterbereitstellung.
Hierzu wéren zuséatzliche doppel-immunfluoreszenzgestiitzte Analysen zur Koexpressionen
der Zellen mit DAT, VMAT-2 und AADC interessant gewesen. Da der Schwerpunkt dieser
Arbeit auf anderen Analysen lag, wird sich im Folgenden auf die Erkenntnisse vorheriger
Studien berufen. Der DOPAerge Charakter der TH-positiven Neurone ist durch die
Expression von TH gegeben, mit der sie L-DOPA aus L-Tyrosin produzieren kénnen.
Dariiber hinaus wurde von Untersuchungen an Nagetieren und non-humanen Primaten
berichtet, bei denen bis zu 50% dieser Zellen im Striatum zusétzlich AADC exprimieren
und somit zur vollstdndigen Dopaminsynthese fiahig sind (Lopez-Real et al., 2003; Weihe et
al., 2006; Darmopil et al., 2008).

Neben der enzymatischen  Ausstattung ist auch der  Mechanismus  der
Transmitterausschiittung von Bedeutung. Hieriiber besteht allerdings Ungewissheit, da die
TH-positiven Neurone keinen VMAT-2 exprimieren und somit nicht in der Lage sind, die
Katecholamine in Vesikel zu verpacken und exozytotisch auszuschiitten (Hoffman et al.,
1998; Weihe et al., 2006; Depboylu, 2014). Dies lédsst eine klassische monoaminerge
Exozytose ausschlieffen und stattdessen eine non-exozytotische Abgabe vermuten, wie sie
beispielsweise DAT-vermittelt bei VMAT-2-defizienten dopaminergen Zellen des murinen
Mittelhirns beschrieben wurde (Fon et al., 1997). Diese Annahme ist jedoch nur fiir
DAT-exprimierende DOPAerge Zellen anzuwenden und begrenzt insofern, als die
TH-positiven Neurone bei Nagetieren keinen DAT zu besitzen scheinen (Darmopil et al.,
2008; Depboylu, 2014), sondern dieser vorwiegend in den striatalen TH-positiven Zellen von
humanen und nicht-humanen Primaten nachgewiesen werden konnte (Cossette et al., 2005;
Tandé et al., 2006; Huot et al., 2007). Eine andere Moglichkeit wire eine Vesikel-abhéngige

Exozytose  gemeinsam  mit GABA  durch den  vesikuldren  inhibitorischen
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Aminosauretransporter, wie sie in den urspriinglich GABAergen Neuronen vor ihrem
phanotypischen Shift in TH-positive Zellen stattfindet (Mclntire et al., 1997; Omote und
Moriyama, 2013). Insgesamt bleibt der genaue Mechanismus der Katecholaminabgabe
unklar und gibt Anlass zu weiteren Nachforschungen. Soweit lasst sich allerdings sagen,
dass die TH-positiven Neurone durch ihre Féhigkeit zur Synthese von L-DOPA oder
Dopamin und deren vermutlich unkontrollierte Ausschiittung im Striatum durchaus einen

potentiellen Trigger fiir die Entstehung von LID darstellen.

4.3.3 Die Rolle von Ncl. accumbens und Cortex bei LID

Zum einen zeigten die histologischen Untersuchungen des Cortex und Ncl. accumbens eine
signifikant stérkere Lésion TH-positiver Fasern bei dyskinetischen im Vergleich zu
nicht-dyskinetischen Tieren. Eine kortikale dopaminerge Degeneration wurde auch in einer
kiirzlich durchgefithrten Studie, bei der Oszillationen des Cortex gemessen wurden, als
wichtiger Einflussfaktor fiir LID postuliert (Halje et al., 2012). Dies regt dazu an, diesem
relativ neu beschriebenen Zusammenhang in weiteren Studien, vor allem auch an humanen

post mortem Gehirnen, nachzugehen.

In Bezug auf die TH-positiven Neurone gingen die Dyskinesien weder im Cortex noch im
Ncl. accumbens mit einer verdnderten Zellzahl einher. Zudem war die Anzahl accumbaler
FosB-positiver Zellen bei dyskinetischen Tieren sogar niedriger als bei nicht-dyskinetischen.
Somit kénnen diese Zelltypen im Cortex und Ncl. accumbens als Trigger fiir die Entstehung
der LID zumindest in dieser Arbeit ausgeschlossen werden, was auch im Einklang steht mit
den Untersuchungen FosB-positiver Zellen des Ncl. accumbens bei dyskinetischen Ratten
(Andersson et al., 1999). Die Abgrenzung des Ncl. accumbens von LID ist insofern
nachvollziehbar, als er bisher als Struktur fiir limbische Funktionen eingeordnet wurde
(Zahm, 1999) und somit keine grofie Rolle bei motorischen Mustern wie Dyskinesien zu
spielen scheint. Lediglich der Zusammenhang zu Lokomotorik und Kieferbewegungen
konnte bisher nachgewiesen werden (Prinssen et al., 1994; Zahm, 1999). Dies kénnte auch
der Grund dafiir sein, dass in Kontrast zu den bisher geschilderten Daten eine einzelne
Studie an 6-OHDA-ladierten Méausen mit gleicher L-DOPA-Dosis, jedoch fast dreifacher
Behandlungsdauer eine moderate Korrelation zwischen der Anzahl AFosB-positiver Zellen

im Ncl. accumbens und AIMs aufzeigen konnte (Smith et al., 2012). Die Kaubewegungen
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kénnten hier als orolinguale Dyskinesien gedeutet worden sein und den AIM-Score somit
erhoht haben. In der Studie wurde der Zusammenhang zu der Zellzahl auerdem nicht im
gesamten Ncl. accumbens, sondern in dessen Kern gefunden, der gleichzeitig vulnerabler fir
eine 6-OHDA-Lésion sein soll als dessen Schale (Lancia et al., 2004). Eine Unterteilung des
Ncl. accumbens nach Kern und Schale wire zum besseren Vergleich auch in dieser Arbeit

interessant gewesen.

Zusammenfassend lasst sich nun sagen, dass entsprechend den Daten dieser Arbeit zwar die
dopaminerge Faserdichte in Cortex und Ncl. accumbens, jedoch weder kortikale noch
accumbale TH-positive Zellen Einfluss auf die Entstehung von LID zu haben scheinen. Die
Rolle des Ncl. accumbens, vor allem fiir orolinguale AIMs, ist allerdings noch nicht

endgiiltig geklart und bedarf zukiinftiger Untersuchungen.

4.4 Synopsis: TH-positive Zellen als
prasynaptischer Einflussfaktor bei der
Entstehung von LID

Auf dem Boden der FErgebnisse dieser Arbeit lisst sich im Zusammenspiel mit der
bisherigen Literatur ein integrativer Erklarungsansatz zur Atiopathogenese von LID
entwerfen (s. Abb. 4.16). Die Schliisselrolle spielt hierbei die fluktuierend erhohte
extrazellulare Dopaminkonzentration des Striatums infolge der L-DOPA-Applikation (de la
Fuente-Fernandez et al., 2004; Meissner et al., 2006; Pavese et al., 2006; Lindgren et al.,
2010). Zu Beginn der Parkinson-Krankheit sind die verbliebenen nigrostriatalen
dopaminergen Projektionen noch in der Lage, das L-DOPA mit seiner kurzen Halbwertszeit
in Dopamin zu konvertieren, dieses zu speichern und reguliert auszuschiitten, womit eine
exzessive Dopaminrezeptor-Stimulation und dessen Sensitivierung verhindert werden kann.
Mit zunehmender nigrostriataler Degeneration entféllt diese Pufferkapazitéit. Gleichzeitig
werden vermehrt TH-positive Zellen exprimiert, vermutlich als reaktiver Mechanismus beim
IPS zur kompensatorischen Bereitstellung von L-DOPA bzw. Dopamin. Dies geschieht
wahrscheinlich durch Induktion GABAerger striataler Interneurone in Richtung eines

DOPAergen oder dopaminergen Phénotyps (Tandé et al., 2006) oder durch hochregulierte
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Translation bereits vorhandener TH-mRNA in das TH-Protein (Huot und Parent, 2007).
Die parallel spriefenden serotonergen Terminale im Striatum decarboxylieren sowohl das
extern zugefithrte als auch das in TH-positiven Zellen gebildete L-DOPA zu Dopamin und
schiitten es unreguliert aus. Es besteht also eine synergistische Aktivitit
monoenzymatischer TH-positiver Neurone und serotonerger AADC-exprimierender Fasern
im Striatum fiir eine kooperative Dopaminsynthese (Ugrumov, 2013). Auch andere
Zelltypen mit AADC koénnen hierzu in kleinerem Rahmen beisteuern (Hardebo et al., 1980;
Melamed et al., 1980; Juorio et al., 1993). Die Dopaminproduktion kann sich einerseits
positiv auf den absoluten Dopaminmangel im Rahmen des IPS auswirken, andererseits aber
im Verlauf verheerende Konsequenzen haben. So konnte in dieser Arbeit gezeigt werden,
dass dyskinetische Méuse eine deutlich erhchte Zahl TH-positiver Zellen und eine erhohte
Dichte serotonerger Fasern im Striatum aufwiesen, sodass der Versuch, das dopaminerge
Defizit des IPS zu kompensieren, bei diesen Tieren iiber das Ziel hinausschoss und in
Kombination mit einer L-DOPA-Therapie Dyskinesien herbeifithrte. Die erhéhten und
schwankenden extrazellularen Dopaminspiegel bewirken eine supraphysiologische Ds-
Rezeptorstimulation mit konsekutiv postsynaptischen Verdnderungen (vgl. Kap. 1.3.1), die
schlieBlich in einer Uberaktivitit der GABAergen MSN mit exzessiven Entladungen
zugunsten des direkten, bewegungsfordernden Wegs miinden (s. Abb. 1.1C). Das Resultat
ist die unkontrollierte Ausfilhrung dyskinetischer Bewegungsmuster nach L-DOPA-

Applikation.
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Abb. 4.16 Atiopathogenese der L-DOPA-induzierten Dyskinesien. Das Schema illustriert
vereinfacht pra- und postsynaptische Zellen des Striatums im gesunden Gehirn (A) sowie die neuronalen
plastischen Veréinderungen beim IPS ohne Dyskinesien (B) und beim IPS mit Dyskinesien (C). Wahrend
im gesunden Zustand die nigrostriatalen dopaminergen Neurone (DA Axon) ausreichend Dopamin
produzieren (A), muss beim IPS oral L-DOPA zugefiihrt werden, welches zunehmend in serotonergen
Fasern (5-HT Axone) zu Dopamin decarboxyliert und unreguliert ausgeschiittet wird. Zum geringen Teil
findet diese Konversion auch in AADC-positiven Neuronen und evtl. auch in Endothelien statt (zur
besseren Ubersicht hier nicht abgebildet). Zudem tragen Tyrosinhydroxylase-positive (TH+) Zellen
kompensatorisch zur L-DOPA- bzw. Dopaminsynthese bei (B). Im dyskinetischen Zustand sind diese TH+
Neurone sowie die 5-HT-Fasern so stark vermehrt, dass deren kooperative Dopaminsynthese in
Kombination mit der externen L-DOPA-Gabe zu erhéhten extrazellularen Dopaminkonzentrationen fiithrt
(C). Manche TH+ Zellen produzieren moglicherweise auch eigens Dopamin. Das pulsatil iiberméflige
Dopamin bewirkt eine Sensitivierung der postsynaptischen Di-Rezeptoren (Ds-Rez.) der GABAergen
Projektionsneurone des Striatums (MSN). Die dadurch gesteigerten Signalkaskaden miinden letztlich in
einer Uberaktivitit des direkten Weges mit ausgepriagten LID. Abkirzungen: AADC: L-Aromatische-
Aminosaure-Decarboxylase, ERK1/2: extrazellulire signalregulierte Kinase 1 und 2 Striatum: Corpus
striatum.
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4.5 Ausblick und klinische Implikationen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass striatale TH-positive Zellen durch ihre
Féahigkeit zur eigenen oder kooperativen Dopaminsynthese einen entscheidenden
prasynaptischen Trigger zur Entstehung von LID darstellen. Bislang weckten diese Neurone
weitgehend unklarer Funktionalitit bei Forschern Ideen fiir neue therapeutische Optionen
des IPS. So koénnte deren genetische Manipulation hin zu einem dopaminergen Phénotyp
und deren Stimulation durch Wachstumsfaktoren eine kompensatorische intrastriatale
Dopaminquelle darstellen. Aus unseren Ergebnissen geht jedoch klar hervor, dass sie als
Kehrseite LID hervorrufen koénnen. Dies ist bei zukiinftigen Studien, die sich diese

DOPAergen Neurone zunutze machen wollen, kritisch zu beachten.

Auf der anderen Seite konnte die hier gewonnene tiefere Erkenntnis zur Pathogenese der
LID innovative Mdglichkeiten fiir antidyskinetische Therapien bieten. Haben die bisherigen
diversen Wirkstoffklassen in klinischen Studien wenig Wirkung gezeigt, so kénnten die hier
charakterisierten TH-positiven Zellen des Striatums einen hoffnungsvollen Ansatzpunkt fir
zukiinftige Behandlungen von LID liefern. Dafiir miisste deren synthetisierende Funktion
eingeddmmt werden. Einen ersten Schritt zur FErforschung der resultierenden Effekte
kénnten Studien an TH-knock-out-Mé&usen liefern. Accumbale und kortikale TH-positive
Neurone miissen gegebenenfalls als nebenwirkungsférdernde Regionen bei einer solchen
antidyskinetischen Therapie beriicksichtigt werden. Entsprechende Verhaltensanalysen zu
deren Funktion, wie sie hier zu den striatalen DOPAergen Zellen mittels Dyskinesie-Scoring

durchgefiihrt wurden, fehlen bis dato.

Dariiber hinaus ist noch einige Forschung zu der Funktion TH-positiver Zellen nétig.
Insbesondere  deren genauer Ursprung und Phénotyp, die speziesabhéingige
Enzymausstattung sowie der Mechanismus der Transmitterausschiittung sind bisher noch
nicht vollstdndig geklart. Wichtig wéiren Untersuchungen an non-humanen Primaten, die
die neuronalen Strukturen des Menschen am ehesten widerspiegeln. Hier miissten auch
unsere Ergebnisse, sowie die von Smith und Francardo, reproduziert werden, bevor sie auf

den Menschen zu iibertragen sind.

Alles in allem tragen die Resultate dieser Arbeit zu einem besseren Verstdndnis der
Atiopathogenese von LID bei, indem sie die TH-positiven Zellen des Striatums als zuvor

unbekannten présynaptischen Einflussfaktor am 6-OHDA-Mausmodell identifizieren
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konnten. Damit liefert diese Studie einen neuen Aspekt fiir die weitere Erforschung von LID

und einen moglichen Grundstein fiir zukiinftige antidyskinetische Therapieansétze.
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Schnittperiode
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Objektiv

Begrenzungen
rostral*
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medial

lateral

dorsal

ventral
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keine
bilateral
5
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5625 pm’
20x

-2,57mm
-3,92mm

VTA

VTA
7

keine
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5
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5625 pm*
20x

-2,87mm

-3,92mm

Hemisphéren-
Mittellinie

Trennung zwischen SN und VTA:
Vertikallinie durch medialen Auslaufer der
Pedunculus cerebri und medialen terminalen

Ncl. des Ncl. Accessorius der Sehbahn

Hippocampus CA3

Ncl. Ruber

Ncll. Mamillari und

Ncl.

Interfaszikularis

SNpc

Ncl. Ruber

Ncll. Mamillari und
Ncl. Interfaszikularis

STR
7

4 (DM, DL, VM, VL)
unilateral (ladierte Seite)
10
40.000pm?
40.000pm?

20x
+1,1mm

-0,7mm

Seitenventrikel

Capsula externa

Cortex

Verbindungslinie
ventraler
Seitenventrikelauslauf -
Comissura anterior —
Capsula externa

Acc
4

keine
unilateral (ladierte Seite)
10
40.000pum?
40.000pum?

20x
+1,1mm

+0,2mm

Septumkerne und
lateraler Hypothalamus
(Ncl. Praeopticus)

Avrea piriformis (olfakt.
Cortex)

STR

ventrales Pallidum und
Tuberculum olfactorium

Cortex
5

keine
bilateral
10
40.000pm?
40.000pum?

20x
+0,8mm

-0,4mm

kontralat. Cortex,
CC, STR, Acc.,
Tuberculum
olfactorium

AuBenseite

AuRenseite

CcC

* relativ zu Bregma in Anlehnung an den Mausatlas von Paxinos und Franklin (2001). Abkiirzungen: Acc: Nucleus accumbens; CA3: Cornu ammonis

3; CC: Corpus callosum; Ncl.: Nucleus; olfakt.: olfaktorisch; SN: Substantia Nigra; STR: Striatum
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