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1 Einleitung

1.1 Ubersicht

Ziel dieser Dissertationsarbeit war es, das Vedsténiber das Potenzial der zellularen
Plastizitat der adulten Substantia nigra (SN) zvedern. Ein tieferes Verstandnis dieser
Plastizitdt und ihrer Regulationsmechanismen kgrswgvohl im physiologischen, als
auch im pathophysiologischen Kontext des ParkirSgmdroms (PS), durch Eréffnung
neuer Therapiestrategien klinische Relevanz erlange dieser Arbeit wurden die
Auswirkungen von reizreicher Umgebung und korpbkdic Aktivitat in Form von
Lauftraining auf dem Laufrad auf die zellulare Elagit der adulten SN untersucht.
Insbesondere sollte die Frage geklart werden, dbruthiesen Versuchsbedingungen
neuronale Vorlauferzellen generiert werden, diel@apaminergen Neuronen heranreifen
und ob es zu Veradnderungen der Proliferation vdieZenit glialen Markern kommt.
Die Untersuchungen wurden sowohl in der nativerieRals auch im Tiermodell des PS
durchgefihrt.

Diese Einleitung wird eine Einfihrung geben in @leemen, die zum Verstandnis der
Arbeit n6tig sind und dabei die Wissensliicken uiperauch Erkenntnisse aufzeigen, die
zur Formulierung der Fragestellungen und Hypothesemie den daraus entwickelten
Experimenten im Rahmen dieser Arbeit gefuhrt haben.

Dabei wird zunachst eine kursorische Ubersicht ilmschiedene Aspekte des PS
gegeben werden, die im inhaltlichen Zusammenhangdmeser Arbeit stehen. Ein
weiterer wichtiger Abschnitt dieses Kapitels wirdhsmit dem gegenwartigen Stand der
Erkenntnis zur Plastizitat im adulten ZNS mit Betng der Substantia nigra
beschaftigen. Dabei wird besonderes Gewicht autMbedulierbarkeit und Regulation
plastischer Vorgédnge gelegt werden. Im Anschlussardaollen einige methodische
Erklarungen zu Modellen folgen, deren Bedeutungdéis Verstandnis der Arbeit Gber
eine rein technische Beschreibung im Material uretidden Kapitel hinausgeht. Die
Einleitung schliel3t mit der Herleitung der fur adie&rbeit aufgestellten Hypothesen und
zugehdrigen Fragestellungen.

1.2 Das Parkinson Syndrom

1.2.1 Epidemiologie und Klinik

Das Parkinson Syndrom (PS) ist eine der haufigseemologischen Erkrankungen. Die

Pravalenz liegt bei Uber 1% der Uber 60-Jahrigeth nimmt mit steigendem Alter zu

(Bennett et al., 1996). Aufgrund dieser epidemiaolgen Daten wird die Anzahl der

Parkinsonpatienten in Deutschland auf etwa 300.@66chatzt bei etwa 13.000

Neuerkrankungen jahrlich. Das Haupterkrankungséiktgt zwischen dem 40. und 70.
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Lebensjahr (Kupsch & Anneke, 2001). Die Progredidez Erkrankung folgt keinem
linearen Verlauf und ist in den ersten Jahren aohséign (Lee et al., 1994; Schrag et al.,
2007).

Diagnosekriterien gemal3 der Parkinson’s Diseasetgdirain Bank, London sind das
Vorliegen von zwei der drei Kardinalsymptome Rubetor, Bradykinese und Rigor
(Hughes et al., 1992 & 1993). Weitere, die DiagnBSestitzende Faktoren sind unter
anderem asymmetrischer Beginn sowie klinische Besgeauf L-Dopa (Hughes et al.,
1992; Ward & Gibb, 1990). Darlber hinaus kénnendtyimie, Mikrographie, posturale
Instabilitat und Dysarthrophonie vorliegen. Fermezrden Symptome der autonomen
Dysregulation beobachtet wie Seborrhoe, Sialorridgshidrose, Obstipation sowie
Potenz- und Kontinenzstérungen. Zu den psychiagisSymptomen, die bei bis zu 70%
der Patienten zu beobachten sind, gehdren Depnessio Angststérungen,
Denkverlangsamung, Demenz und kognitive Stérungeans(and et al., 1999; Brown &
MacCarthy, 1990; Cummings, 1992).

Die klinische Einteilung des PS erfolgt simplifidienach Hoehn und Yahr in finf
Stadien oder nach UPDRS (Unified Parkinson Dis&eeng Score) und korreliert mit
der Progredienz der Erkrankung, die wiederum vomsmafd der dopaminergen
Degeneration bestimmt wird (Fearnley & Lees, 139dehn & Yahr, 1967). Parkinson-
Syndrome kdnnen unterschieden werden in das idigudte PS, also den M. Parkinson
im engeren Sinne, symptomatische Formen sowiesatypiFormen. Zu letzteren gehéren
verschiedene Formen der Systemdegeneration. Syrapsmime Formen kdnnen
posttraumatisch, postinfektits, neoplastisch, nedénteninduziert, zerebrovaskular oder
toxisch bedingt sein.

1.2.2 Atiologie und Pathologie

Das PS gehort zur Gruppe der neurodegenerativaarikikingen und ist charakterisiert
durch einen kontinuierlichen Verlust neuromelaniipar dopaminerger Neurone in der
SNc. Dies hat die Depigmentierung dieser RegionFalge. Beide Phanomene sind
nicht spezifisch fir das PS aber notwendig furrdiaropathologische Diagnose. Ferner
sind nach dem zu Beginn des 20. Jahrhunderts afité tatigen Erstbeschreiber
Friedrich H. Lewy benannte, intraneuronale, eodmiep Einschlusskoérperchen
nachweisbar, die aus-Synuclein, Synphilin-1 und Ubiquitin bestehen (kmr 1996;
Lewy, 1912). Neurodegenerative Veranderungen such an extranigralen Gebieten
nachweisbar (Braak et al., 2000). Die Ursachen Med¢hanismen des progressiven
Untergangs der dopaminergen Neurone in der SNcahm®n des PS sind noch immer
unbekannt und es werden eine Vielzahl von Theadiskutiert, wie die Stérung der
mitochondrialen Funktion, die Storung des Eisemswthsels, die Wirkung von
oxidativem Stress und freien Radikalen sowie Umlakdbren (Olanow & Tatton, 1999;
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Ramsden et al., 2001; Tanner & Langston, 1990).eNattem sporadischen PS sind
familiare Parkinson Syndrome bekannt, die ursdkhtiedingt sind durch genetische
Defekte, unter anderem ina-Synuclein-Gen, Parkin-Gen, Ubiquitin C-terminale
Hydrolase L1-Gen und im DJ1-Gen (Barzilai & Melam&a03).

Stereologischen Untersuchungen zufolge wird diea@é&zahl der dopaminergen Neurone
in der SNc junger Erwachsener auf 550.000 gescli@tdtkenberg et al., 1991). Pro
Lebensdekade ist eine geschétzte alterungsbediAbteahme von etwa 5% zu
verzeichnen (Fearnley & Lees, 1991). Beim norm&lkerungsprozess wird jedoch die
kritische Schwelle zum Auftreten von Symptomen B8&snicht erreicht. Eine klinische
Manifestation des PS ist zu beobachten nach Vevlustmindestens 50% der nigralen
dopaminergen Neurone und etwa 70% bis 80% Abnalesasttiatalen Dopamingehalts
(Bernheimer et al., 1973). Uber die Art des Zeltedvird noch diskutiert. Es liegen
sowohl Ergebnisse vor, die fur Apoptose sprechgmath solche, die dagegen sprechen
(Barzilai & Melamed, 2003).

1.2.3 Anatomie und Physiologie der Basalganglien

Das Wissen um die Funktion der Basalganglien isavssetzung zum Verstandnis der
Pathophysiologie des PS und bildet den theoretiscHtergrund zu den hier
durchgefuhrten Experimenten. Als Basalganglien weirte Gruppe von subkortikalen,
funktionell zusammengehdrigen Hirnkernen bezeighdietentscheidend an der Kontrolle
motorischer Prozesse beteiligt sind. Im engeremeSiwerden beim Menschen die
telenzephalen subkortikalen Kerne Corpus striatbestehend aus Ncl. caudatus und
Putamen, sowie Globus pallidus mit seiner ParsreatéGPe) und interna (GPi) zu den
Basalganglien gerechnet. Funktionell sind jedochchauder dienzephale Ncl.
subthalamicus (STN) und die mesenzephale SN m#nitireiden Anteilen, der Pars
compacta und Pars reticulata den Basalganglienhpuige Ein im limbischen System
generierter und in Assoziationskortices modifiaertBewegungsimpuls wird an
Basalganglien und Cerebellum weitergeleitet. Inztexem erfolgt die Korrektur und
Feinabstimmung, in den Basalganglien die Bahnungr odnterdrickung der
Bewegungsentwirfe. Die neuronalen Informationssenekonvergieren in den Nuclei
ventrales des motorischen Thalamus, die das Ergelaniintegration an den Motokortex
leiten. Vereinfachend modellhaft kann der motoreschnformationsfluss der
Basalganglien in zwei Wege, als direkt und indire&zeichnet, unterschieden werden
(Alexander & Crutcher, 1990; Nakano, 2000; Smitlalet 1998).
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T I
pathway

! thalamus | | GPi/SNr

..................................................

Abb. 1 Vereinfachte schematische Darstellung nealevrschaltkreise der Basalganglien
(aus Silkis, 2001; Seite 8).

Die Input-Region der Basalganglien ist das Strigtumelches glutamaterge,
exzitatorische, kortikale Afferenzen erhalt. Salabefinden sich neben cholinergen
inhibitorischen Interneuronen zwei GABA-erge Projehkssysteme, die unterschiedliche
Kotransmitter besitzen. Die Axone der GABA-ergemj€ktionsneurone des direkten
Weges, die durch ihre Kotransmitter Substanz P Dywbrphin gekennzeichnet sind,
ziehen monosynaptisch zum GPi und zur SNr, den @Rpgionen der Basalganglien,
die ihrerseits inhibitorisch GABA-erg auf den maschen Thalamus projizieren. Durch
die Hemmung der Hemmung resultiert daher im direktéeg die Disinhibition, also
Aktivierung thalamischer Kerne. Von dort aus sdiliesich die neuronale
Informationsschleife mit einer glutamatergen Progekzurtick in kortikale Areale. Die
Projektionsneurone des indirekten Weges, derenalistnitter Enkephalin ist, senden
ihre Axone polysynaptisch tber den GABA-ergen Gia STN. Dabei ist der STN die
einzige Station der Basalganglien, die mit Glutaeiaen exzitatorischen Transmitter
aufweist und damit gewissermal3en den Motor diesesonalen Netzwerkes darstellt
(Do & Bean, 2003; Hammond et al., 1987). Die Effim@n des NST aktivieren ihrerseits
die GABAergen Neurone von GPi und SNr und schliefSemit die indirekte
Basalganglienschleife, an deren Ende Uber die $iddzierte Aktivierung von GPi und
SNr eine verstarkte Inhibition des motorischen @hals und letztlich kortikaler Areale
resultiert. Zusammenfassend fordert der direkte &gmotorischen Informationsfluss,
der indirekte hemmt ihn.

Dopaminerge Neurone der SNc, die uber das MFB is 8a&iatum projizieren,
modulieren die Aktivitat der striatalen Projektioesirone in der Form, dass die Neurone
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des direkten, die Motorik férdernden Weges durclpdwoin tber ihre D1-Rezeptoren
aktiviert werden, wahrend die Neurone des indinektke Motorik hemmenden Weges
durch Dopamin Uber ihre D2-Rezeptoren inhibiertdeer Somit fihrt Dopamin letztlich
zur Aktivierung der exzitatorischen thalamokortéalProjektionen.

1.2.4 Pathophysiologie

Als Folge der Degeneration der nigralen Neurone $r entsteht ein Mangel an
striatalem Dopamin (Ehringer & Hornykiewicz, 196@as hat eine Uberaktivierung
striataler cholinerger Interneurone zur Folge soseen vermehrten Informationsfluss
uber den indirekten, die Motorik hemmenden Wegdainhibitorische D2-Rezeptor
vermittelte Wirkung des Dopamins auf den indireféeg wegfallt und die aktivierende
D1-Rezeptor vermittelte Wirkung des Dopamins imeklien Weg reduziert ist

(Wichmann & Delong, 1996). Die Folge der Uberakiiving des indirekten Weges ist
die verstarkte Hemmung des GPe, der seinerseitSdibhdadurch weniger inhibieren
kann. Es resultiert eine Uberaktivitit von STN ukmhsekutiv von SNr, GPi, den
inhibitorischen Ausgangsstrukturen der Basalgangligergman et al., 1994; Filion &
Tremblay, 1991; Mitchell et al., 1989). Diese hemmmein verstarkt den motorischen
Thalamus, der den Motokortex dadurch verminderivegten kann (Wichmann &

DelLong, 1999). Mittels dieses vereinfachenden Masddind insbesondere die
motorischen Minussymptome Bradykinese oder Akimekkrbar. Ferner wird diskutiert,
ob die Uberaktivitat des STN und die damit verburedeverstarkte, exzitotoxisch
wirkende, glutamaterge Transmission den Zelluntgggan der SN verstarkt oder
zumindest unterhalt (Blandini et al., 1996; Chergual., 1994; Kihn et al., 2006; Paul
et al., 2004; Sonsalla et al., 1989 & 1991, Zeewlkl., 2000).

1.2.5 Therapieprinzipien

Da es sich beim PS um eine chronisch-progredier@arodegenerative Erkrankung
ungeklarter Atiologie handelt, ist zurzeit wedeneeikurative noch eine praventive
Therapie sondern lediglich eine symptomatische Beéluag verfugbar. Die
Therapiestrategie besteht aus einer Kombination woedikamentdser Therapie,
operativer Therapie, Physiotherapie, Ergotheragpiegopadie und psychosozialer
Betreuung.

1.2.5.1 Medikamenttse Therapie

Die Rationale der Pharmakotherapie des PS istesartbgliche Wiederherstellung der
normalen Transmitter- und damit Erregungsverh&@wmifasis dieser Therapie ist der
Ersatz von Dopamin, entweder durch die Vorlaufestaiz L-Dopa oder uber
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Dopaminrezeptoragonisten. Auch mittels Monoaminad@se-B (MAO-B)- Inhibitoren,
Catechol-O-Methyl-Transferase (COMT)- Inhibitore@Jutamatrezeptor (NMDAR)-
Antagonisten und Anticholinergika, den wichtigsteriteren Substanzklassen, kann,
entsprechend den oben skizzierten physiologischem yathophysiologischen
Uberlegungen, regulierend in das UngleichgewichtTaensmitter eingegriffen werden.
Allen Substanzklassen ist gemein, dass sie in defarigsphase der Erkrankung
manchmal eine Symptomfreiheit bewirken kénnen. Bereach etwa flnfjahriger
Therapie kommt es jedoch durch den fortschreiteridetergang der dopaminergen
Neurone und deren Dopaminrezeptoren zu Wirkungiiionen, die sich in starken
Wirkungsfluktuationen (on-off-Phanomen), Peak-ose®yskinesien, End-of-dose-
Akinesien sowie psychiatrischen Syndromen bis him Zompletten Wirkungsverlust
aul3ern (Bravi et al., 1994; Poewe et al., 1986)).dhizelne Substanzklassen, wie dem
L-Dopa z.B. wird zudem diskutiert, ob die symptoisette Therapie selbst neurotoxisch
ist (Fahn, 1996 & 2004).

Dem entgegengesetzt wird fur eine Reihe von Substarangenommen, dass sie
neuroprotektiv wirken. Als neuroprotektive Therapwurden solche Therapiestrategien
definiert, die in der Lage sind, andauernde Besefit bewirken, indem sie die der
neurodegenerativen Erkrankung zugrunde liegendeololfie oder Pathogenese
beeinflussen, der Erkrankung vorbeugen oder derbryal oder die Progression der
Erkrankung verzdgern (Ravina et al., 2003; Shoyld®@98). Fur eine Vielzahl von
Substanzen weisen Studien auf neuroprotektive \Afinkgit in Tiermodellen des PS hin.
Bis jetzt konnte jedoch flr keine der in klinischBtudien getesteten Substanzen ein
eindeutiger neuroprotektiver Effekt Uberzeugend aestriert werden. Daher wird zur
Zeit noch kontrovers diskutiert, ob beispielsweiB®paminagonisten, NMDA-
Rezeptoragonisten, Coenzym Q und zuletzt insbesemMd&O-B- Inhibitoren, wie etwa
Selegilin (DATATOP-Studie) neuroprotektiv wirksamma (Hauser & Zesiewicz, 2006;
Olanow et al., 1998; Poewe, 2006; Storch et al0;720

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die heutigeapibemit schweren, die
Lebensqualitat deutlich einschrankenden und schleehandelbaren Nebenwirkungen
behaftet ist und letztlich nicht in der Lage iste d/ortalitdt zu reduzieren und das
Voranschreiten der nigralen Degeneration aufzuhgktely et al., 2005).

Die Entwicklung neuer Therapiestrategien, die semmkl korrigierend in das gestorte
Gleichgewicht neuronaler Aktivitat der Basalganglkngreifen oder kausal ansetzen und
den neuronalen Zelltod verlangsamen oder aufhaisérebenso unverzichtbar wie die
Entwicklung restaurativer Verfahren zum Ersatz degerter Areale.

1.2.5.2 Tiefe Hirnstimulation

Die tiefe Hirnstimulation (DBS) ist ein reversibl¥®rfahren, das in den pathologisch
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veranderten Signalfluss der Basalganglien beimiesft und damit das Gleichgewicht
neuronaler Erregungsvorgange wiederherstellt (Gaatcal., 2005; Meissner et al., 2007).
Fur die Therapie des PS stehen die Hochfrequendstion (HFS) des Nucleus ventralis
intermedius des Thalamus (VIM), des GPi und des 3ii\Verfligung (Anderson et al.,
2005; Benabid et al.,, 1996; Blond et al., 1992; Kfwdnn et al., 2001). Der
Wirkmechanismus ist weitgehend ungeklart und wadteisdich abhéngig vom
stimulierten Areal und den dortigen neuronalen I&tmen sowie von den
Stimulationsparametern. Die Nettowirkung entsprigetioch einer funktionellen
Inhibition und ist in dieser Hinsicht der struktiea Lasion identisch (Dostrovsky &
Lozano, 2002).

Entsprechend den géngigen pathophysiologischent&lorsgen zum PS mit gestortem
Signalfluss in den Basalganglien und Uberaktivités STN, lassen tierexperimentelle
Daten vermuten, dass die funktionelle Inhibitioresdis Kernes mdglicherweise via
Reduktion der glutamatergen Transmission zu eiseminderten Exzitotoxizitat in der
SN flhrt (Aziz et al., 1991 & 1992; Bergmann et d1990; Bergmann et al., 2004;
Carvallho & Nikkhah, 2001; Guridi et al., 1996; Msner et al., 2002; Nakao et al.,
1999; Paul et al., 2004; Piallat et al., 1996 & 89%/inter et al., 2006). Im Gegensatz
zu diesen tierexperimentellen Arbeiten ist jedoalh erwahnen, dass Uber eine
Progressionsverlangsamung in tiefenhirnstimulieRarkinson-Patienten noch kontrovers
diskutiert wird (Hilker et al., 2005; Piallat et.,a1999).

1.2.5.3 Neurotransplantation und andere reparative Stradegi

Die Neurotransplantation stellt ein restaurativhsrépieverfahren dar, das semikausal in
das Krankheitsgeschehen eingreifen und die degetesi nigralen Neurone durch
dopaminproduzierendes Gewebe ersetzen soll. Nedregiutblogen Transplantation von
Gewebe des Nebennierenmarkes wird auch die hegerolbransplantation von
embryonalem Mittelhirngewebe durchgefiihrt sowie leizter Zeit verstérkt die
Transplantation von Stammzellen. Es konnte gexetgtlen, dass transplantierte Zellen
im Striatum Uberleben, dort Dopamin produzieren Endktionsdefizite im Tiermodell
des MP beheben kénnen (Hauser et al., 1999; Kial.e2002; Kupsch et al., 1991;
Lindvall et al., 1990; Madrazo et al., 1988). Jdd®ind alle Anséatze mit starken
Nebenwirkungen behaftet und es konnte bis jetzkéime Methode eine Steigerung der
Lebensqualitat oder eine Prognoseverbesserung ewigsgn werden (Freed et al., 2001,
Goetz et al., 1991; Olanow et al., 2003; Winkleakt 2005). Die bestenfalls teilweise
Verbesserung der PS-Symptomatik wird damit begrijrd#ess die Dopaminproduktion
und Freisetzung des transplantierten Gewebesinichthotoper Lokalisation erfolgt und
auch nicht durch die physiologischen Mechanismenulrert wird. So treten bei bis zu
50% der Patienten starke off-drug Dyskinesien &uédd et al., 2001; Hagell et al.,
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2002; Olanow et al., 2003). Weitere limitierendektbeen sind immunologische

Probleme und niedrige Uberlebensraten der transgitten Zellen (Olanow et al., 2003;

Winkler et al., 2005) sowie ethische Bedenken.

Jingste neuroreparative Strategien haben zum dad, physiologische, plastische
Potenzial des Gehirns auszunutzen und durch digktiioth von Neurogenese den Verlust
von Neuronen zu kompensieren. Dadurch lieBen sithisahe und logistische

Limitationen umgehen, was Verfugbarkeit und Verbrawon Embryonen angeht, als
auch Operationsrisiken, —kosten und immunologidetableme. Zudem kdmen solche
Strategien der normalen Physiologie deutlich nabkr die Transplantation und

entsprachen dem Ideal der kausalen Therapie deuntisser.

1.2.5.4 Physiotherapie

Bei Patienten mit neurodegenerativen Erkrankungen Allgemeinen und PS im
Speziellen kénnen physische Aktivitat und die EBEmfisly des Neuen zu einer
Verbesserung motorischer und kognitiver Funktiofighren. Eine Vielzahl klinischer
Studien und Beobachtungen bei PS Patienten bericltde Benefits adjuvanter
Physiotherapie, die in ein umfassendes Therapieegingebunden ist. Es konnte
gezeigt werden, dass Physiotherapie und korperAdtigitat zu einer Verbesserung der
motorischen Funktion fuhren und die Lebenserwartach Beginn der Physiotherapie
erhdéhen (Bilowit, 1965; Franklyn et al., 1981; Humy1989; Knott, 1957; Palmer, 1986;
Szekely et al.,, 1982; Toole et al., 2000). Fernéd wdiskutiert, ob sich physische
Aktivitat in jungen Jahren protektiv auf die Entkieng des PS auswirkt (Chen et al.,
2005; Sasco, 1992).

In tierexperimentellen Arbeiten mit Modellen des R&nte gezeigt werden, dass
Tretmuhlenlaufen als Form physischer Aktivitat BOHDA-ladierten Ratten zur
Kompensation von motorischen Defiziten flhrt eigjedrend mit Abschwéchung
neurochemischer Defizite (Tillerson et al., 20012802 & 2003). Es wurde in diesen
Studien gezeigt, dass koérperliche Aktivitat dietdesionem auftretende Reduktion der
striatalen Konzentration von Dopamin und seinen ddeliten, der Expression von
Dopamintransportern sowie der striatalen TH-Exposssabschwacht. Weiter wird
diskutiert, ob korperliche Aktivitat eine Plastiéisinduktion im nigrostriatalen System
bewirken kann, Uber die die motorischen Verbesgmmrerklarbar sein kdnnten. In
verschiedenen Tiermodellen zu ZNS-Verletzungen eaa@thgewiesen, dass korperliche
Aktivitat zu gesteigerter Neurogenese im Hippocasnfiihrt (Taupin, 2006; Van Praag
et al., 1999), ferner zu Langzeitpotenzierung (Yaaag et al., 1999), Giazellproliferation
(Bury et al., 2000), Veranderungen der Spiegel Menrotransmittern und Metaboliten
(Bland et al., 1999), Veranderung der Expressiam Txanskriptionsfaktoren (Kleim et
al., 1996; Liste et al., 1997), Verstarkung der iespion neurotropher Faktoren (Gomez-
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Pinilla et al., 1998; Neeper et al., 1995) und Vaamsinduktion von neuronalen
Fortsatzen (Jones & Schallert, 1994).

1.3 Plastizitat des adulten Gehirns

Wahrend das adulte Gehirn zum Grol3teil bis in diddn neunziger Jahre hinein als
eine statische Struktur angesehen wurde, ist di€ésegept heute zugunsten einer in
groRem Umfang madglichen Plastizitat unterschiedlicAuspragung ersetzt worden.
Unter Plastizitat im adulten Gehirn versteht mabeian Allgemeinen die Fahigkeit von

einzelnen Nervenzellen oder auch ganzen Hirnareaeh in ihren Eigenschaften

zeitlebens zu verédndern (Kolb & Whishaw, 1998).dBi&/eranderungen werden uber
komplexe Mechanismen reguliert und sind vielfattigdulierbar. Plastizitdt des Gehirnes
umfasst dabei die Verdnderung sehr unterschiedli¢lbbegdnge, sowohl funktioneller

Natur, wie der synaptischen Transmission, im Sinme Langzeitpotenzierung und —
depression (Cooke & Bliss, 2006), als auch stratier Natur, wie das Auswachsen von
Axonen und Dendriten, Spines und Synapsen (Harni3u&aevsky, 2006) sowie die

Neubildung von Gliazellen und Neuronen, auch algpd@ehnese bzw. Neurogenese
bezeichnet (Gould & Gross, 2002; Rosenzweig €t1382).

1.3.1 Detektion proliferativer Prozesse im ZNS — der Marler BrdU

Der Proliferationsmarker 5-Bromo-2-desoxyuridin dB) wird, neben seiner
Verwendung in der Tumordiagnostik, eingesetzt ndiirekten Detektion von Stamm-
und Vorlauferzellen. Eine direkte Detektion ist ZA&it noch nicht moglich, da keine
spezifischen Markerproteine bekannt sind, die ein€eutige Zuordnung von Stamm-
und Vorlauferzellen zu bestimmten Stadien der Staefisystematik ermdglichen
wirden. Durch Kolokalisation mit den anderen Mankarird eine Aussage Uber die
phanotypische Differenzierung der BrdU- markiertéelle mdglich. BrdU ist ein
Analogon der Base Thymidin, einer der vier Basen OBIA. Es konkurriert bei
systemischer Applikation mit dieser Base und winginn im Uberfluss vorhanden,
wahrend der S-Phase sich teilender Zellen im Zwegeveérdoppelung der DNA in den
neu synthetisierten Strang inkorporiert. Somit k&gmmittels der BrdU-Immunreaktion
proliferierende Zellen selektiv visualisiert werdést BrdU fiir die gesamte Dauer der S-
Phase vorhanden, wird jede sich teilende Zelle mdrkDa BrdU in bioaktiver Form
jedoch lediglich 30 Minuten bis 2 Stunden in Gewebachweisbar ist, wird nur ein Tell
aller sich teilenden Zellen markiert. Erst mit weeldolten Applikationen, deren Abstand
kirzer sein muss als die Dauer einer S-Phase, kokamulativ alle sich teilenden
Zellen markiert werden. Zur Untersuchung des Deffieierungspotentials proliferierender
Zellen wird BrdU daher Uber einen Zeitraum von ne@hfagen einmal taglich appliziert

(Kempermann et al., 1997).
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1.3.2 Adulte Neurogenese

Von zwei Regionen des ZNS ist bekannt, dass dantitkaierlich unter physiologischen
Bedingungen neue Neurone generiert werden. Dasdedubventrikulare Zone des
Seitenventrikels, in der unter anderem die sicinditiregenerierenden Neurone des
Bulbus olfactorius gebildet werden, und die subgl@m®e Zone des Gyrus dentatus in der
Hippocampusformation (Altman & Das, 1965; Erikssral., 1998; Kornack & Rakic,
2001; Lois & Alvarez-Buylla, 1993). Im Hippocampusandert ein Teil der
Nachkommen dieser teilungsaktiven Zellen der subhgésen Zone in die Kérnerschicht
ein und differenziert sich zu Neuronen, die in fimkelle neuronale Netzwerke integriert
werden (Hastings et al., 1999; Jessberger & Kemaenn2003; Markakis & Gage,
1999; Van Praag et al., 2002). Ein Grol3teil dedetelvird jedoch eliminiert, sodass
lediglich die Anzahl wirklich benétigter Zellen nekiert wird (Biebl et al., 2000).

Fur den Hippocampus konnte gezeigt werden, dasse gieoliferative Aktivitat und
Rekrutierung aktivitatsabhangig erfolgen, denn piggische Stimuli wie kdrperliche
Aktivitat, beispielsweise Lauftraining, und auchblea in einer reizreichen Umgebung
(enriched environment) stimulieren sowohl Neurogeneals auch Gliogenese
(Kempermann et al., 1997; Kim et al., 2002; Steeteal., 2004; Van Praag et al., 1999).
Weiterhin werden Neurogenese und Gliogenese matldliech spezifisch-funktionelle
Stimuli wie Lernen und die Erfahrung von Komplekitghysiologische Stimuli wie
endokrine und parakrine Faktoren (Hormone und Waansfaktoren) sowie
pathologische Faktoren wie Stress, zerebrale Treunmad Noxen (Gould und Gross,
2002, Kempermann, 2004). So konnte im Tierexperimgezeigt werden, dass
pharmakologisch induzierte epileptische Anfélleeraisch induzierte Demyelinisierungen
oder Entzindungsprozesse, Nervenfasertranssektianenischdmische Insulte die
proliferative Aktivitat in der subventrikularen Zerund im Hippocampus erhéhen, und
dass die neugebildeten Vorlauferzellen in die gédigjten Areale migrieren und dort
gliale und neuronale Differenzierungsprozesse iredan (Calza et al., 1998; Gould et
al., 1997; Holmin et al., 1997; Nait-Oumesmar et #999; Szele & Chesselet, 1996;
Taupin, 2006; Weinstein et al., 1996). Ferner wugéeeigt, dass nach striataler 6-
OHDA-Lasion der SN und Applikation von T@F Prakursorzellen aus der
subventrikularen Zone in das Striatum migrieren usidh dort zu Neuronen
differenzieren, die in funktionellen Ablaufe integt werden (Fallon et al., 2000).
Wachstumsfaktoren und Neurotransmitter sind danbén@lls involviert in die
Regulation neurogener Prozesse (Cameron et al8)1®8%e genauen zellularen und
molekularen Mechanismen, Uber welche die kursoriacigezéahlten Stimuli die
Neurogenese regulieren und modulieren, sind jedaongréf3ten Teil unbekannt (Hagg,
2005).
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1.3.3 Neuropermissivitéat

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werders, slak multipotente Vorlauferzellen,
die die Fahigkeit zur Generierung von Neuroneng@lendrozyten und Astrozyten
besitzen, aus wahrscheinlich allen Arealen des Ed$eren lassen (Kondo & Raff,
2000; Palmer et al., 1999). Dennoch ist adulte bigemese auf einige wenige Areale des
Gehirns beschrankt. Diese Diskrepanz weist danaidass die Prdsenz von neuronalen
Stamm- oder Vorlauferzellen lediglich eine notwegediaber keine hinreichende
Bedingung flr die Neurogenitéat einer Hirnegion tils Multipotente Stammzellen und
Vorlauferzellen besitzen also prinzipiell das Pogzur neuronalen Ausdifferenzierung,
sind aber von Signalen aus der lokalen Mikroumgglabhangig. Es konnte vielfach im
Rahmen experimenteller Transplantationsstudienigfezerden, dass die Differenzierung
von Stamm- und Vorlauferzellen abhangig ist von démeal, in welches sie
transplantiert werden (Lie et al., 2002; Shihaboddit al., 2000). So wurde
beispielsweise von diesen Autoren gezeigt, dass migltipotente Vorlauferzellen aus
Ruckenmark oder SN in orthotoper Lokalisation l&dig zu gliaren Zellen
differenzieren, wahrend sie in heterotoper Lok#lsaim Hippocampus Neurone
generieren. Diese Experimente stltzen das KonzpOdsspezifitdt, das besagt, dass
lokale Faktoren der Mikroumgebung entscheidendddesnald der Plastizitat bestimmen.
Daher stellt sich die Frage, welche zellularen umdlekularen Faktoren bzw.
Mechanismen die Neurogenitat einer Hirnregion bgeln Die Antworten darauf sind
noch zum Grol3teil unbekannt.

1.3.4 Die Bedeutung von Dopamin fur die adulte Neurogenes

Wahrend der Entwicklung des Saugerhirnes spieltaldop eine wichtige Rolle bei der
Morphogenese durch Regulierung der proliferativéativitat neuraler Stammzellen in
den embryonalen Keimzonen (Cameron et al., 1998z @t al., 1997; Lidow et al.,
1995; Ohtani et al., 2003). So sind bereits wahderdriihen Ontogenese Dopamin und
seine Rezeptoren nachweisbar (Diaz et al., 199viiet al., 1995).

In einer kurzlich verdffentlichten Studie wurde deémfluss des Dopamins auf die
Generierung neuer Neurone im Hippocampus dargegksiiglinger et al., 2004). Es
konnte gezeigt werden, dass sowohl die neurogeeestrikulare Zone als auch die
neurogene subgranulare Zone des hippocampalen @griatus dopaminerg innerviert
werden (Freundlieb et al., 2006; Hoglinger et 2004). Dopamindepletion im MPTP-
Modell des PS fiihrte in dieser Studie zu eineriigmten Reduktion der Neurogenese
im Hippocampus, im Bulbus olfactorius und in der SWvas impliziert, dass
Dopaminverlust auch eine Schlusselrolle fir Pairassoziierte, klinisch L-dopa-
insensitive Symptome wie Demenz und Anosmie spikteamte. Ferner wurde gezeigt,
dass Dopamin Uber die Aktivierung D2-ahnlicher-Re¢aeen (D2, D3, D4-R) zur
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Erh6hung der proliferativen Aktivitat in der SVZwvo sowie in Neurospheren in vitro
fuhrte (Gingrich & Caron, 1993; Missale et al., 829

Des Weiteren wurde kirzlich auf die Bedeutung vap&min und Dopaminrezeptoren
fur neurale Stammzellen (NSC) im Vorderhirn hingesein (Kippin et al., 2005). Hier
wurde gezeigt, dass Dopamin in die Generierung Redung neuer Zellen auch
aul3erhalb von als neurogen angesehenen Zonen ientadt. Die Applikation des D2-
Rezeptor-antagonistisch wirkenden Haloperidols téekse die Proliferation von
subependymalen NSCs, wahrend Dopamin den geggeteileffekt zeigte. Andere
Studien zeigten eine Steigerung proliferativer wkéit und Neurogenese in der SVZ und
der SN nach Applikation von D3R-Agonisten (van Kamget al., 2004 & 2005).

Nach 6-OHDA- oder MPTP- vermittelter Dopamindemati wurde eine
Proliferationsverminderung in der subependymaleneZiegistriert (Baker et al., 2004;
Freundlieb et al., 2006; Hoglinger et al., 20043hvend in Striatum und SN eine
Erh6hung der Gliogenese registriert wurde (Kay &rBJ) 2000). Post lesionem war die
dopaminerge Neurogenese im Bulbus olfactorius e@rfitdmada et al., 2004).

Andere Studien zeigten, dass sich die Spiegel kemdener neurotropher Faktoren post
6-OHDA- oder MPTP-lesionem verédndern, was geeigaigt konnte, die Auswirkungen
der Dopamindepletion auf neurale Stamm- und Voeégilen zu erklaren (Chadi et al.,
1994; Nagatsu et al., 2000; Yurek & Fletcher-Tuy2801).

Zusammenfassend ist aufgrund der widersprichliéhrgebnisse dieser Studien davon
auszugehen, dass Dopamin, seine Antagonisten, digtambund Rezeptoren die zellulére
Plastizitat abhangig von der jeweiligen Region 48§, dem Stadium der Zellreife, der
Dosierung und den experimentellen Variablen in iset@edlicher Weise beeinflussen,
wobei unser heutiges Verstandnis von der Bedeutandopamin fur die Plastizitat des
adulten ZNS als unzureichend zu bewerten ist. Digbeit beschaftigt sich daher mit
der der Frage, ob es unter Dopamindepletion im ®&#odell zu einer Veranderung
der zellularen nigralen Plastizitdt unter Kontretlingungen sowie nach Stimulation
durch reizreiche Umgebung und Lauftraining kommt.

1.3.5 Zellulare Plastizitat in der SN

Die Fragen der Neurogenitat und Neuropermissidig@tadulten SN und damit die Frage,
ob in der adulten SN dopaminerge Neurone neu gebierden, wird noch kontrovers
diskutiert (Chen et al., 2005; Cooper et al., 20Pdelingsdorf et al., 2004; Kay &
Blum, 2000; Lie et al., 2002; Yoshimi et al., 20@hao et al., 2003) ebenso wie die
Frage, ob diese Neurogenese in Tiermodellen deteB&erierte dopaminerge Neurone
ersetzen kann. So wurde von einigen Arbeitsgrufysgichtet, dass in der adulten SN
der Maus neugebildete Neurone detektiert wurdaenddeubildung durch MPTP-L&sion
des dopaminergen Systems stimuliert wird. Es wund®m denselben Autoren ferner
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Daten prasentiert, die fur die Neubildung von dojp@nmgen Neuronen in der adulten SN
sprechen (Shan et al., 2006; Zhao et al., 2008) Oaiien anderer Arbeitsgruppen zeigen
jedoch keine Hinweise auf das Vorliegen von adiNteurogenese in der SN, weder bei
nativen Mausen noch nach 6-OHDA-L&sion oder inti@sier Infusion von GDNF
(Chen et al., 2005; Cooper et al., 2004; Frieliongt@t al., 2004; Lie et al., 2002).
Mogliche Erklarungsansatze fur diese diskrepanteiurile sollen in der Diskussion in
Zusammenschau mit den eigenen Ergebnissen enieden.

Als gesichert gilt jedoch, dass in der adulten Sitiuierlich neue neurale Zellen
gebildet werden, die unreife gliale Marker undeesligodendrozytare, astrozytare und
mikroglidre Marker exprimieren (Dawson et al., 20Q@e et al., 2002). So wurde
gezeigt, dass Subpopulationen dieser Vorlauferzeleelche das Chondroitinsulfat-
Proteoglykan NG2 exprimieren, in vitro Neurone geren kénnen (Lie et al., 2002).
Diese Zellen sind in der Lage, nach Transplantaitioden Hippocampus Neurone zu
generieren. Nach Rucktransplantation in die SN ehk&in sich jedoch keine Neurone
sondern lediglich gliare Zellen (Lie et al., 200%pn derselben Arbeitsgruppe wurde
ebenfalls gezeigt, dass die Mehrzahl der neugdbitdgellen in der adulten 6-OHDA-
ladierten SN das Chondroitinsulfat-Proteoglykan N&@rimiert. Des Weiteren konnten
unter den proliferierenden Zellen neugebildete éwtren gefunden werden, die GFAP
exprimieren.

1.3.6 Neuronale Stamm- und Vorlauferzellen

In der vorliegenden Arbeit wurden die Marker saugdiafaserprotein (GFAP) und das
Chondroitinsulfat-Proteoglykan NG2 auf Kolokalisatimit dem Proliferationsmarker
BrdU untersucht. Des Weiteren wurde die Expressi@s mikrogliaren Markers
ionisiertes Kalzium bindendes Adapterprotein 1 (Iba(lmai et al., 1996) des
oligodendrozytaren Markers 27,3 zyklische-Nukleai#®hosphodiesterase (CNPase)
(Nishizawa et al., 1985), des immaturen neuroniglarkers Doublecortin (DCX)(Brown
et al., 2003) und der postmitotisch neuronalen Markeuronales nukleéres Protein
(NeuN) (Mullen et al., 1992) und Tyrosinhydroxyladed) untersucht (Nagatsu et al.,
1964). Auf diese Weise wurde untersucht, ob es rurden angewandten
Versuchsbedingungen zu einer Proliferation und ebéizierung von Zellen mit
neurogenem Potenzial kommt.

Es wird diskutiert, ob in neurogenen Zonen Zelldie, den astrozytaren Marker GFAP
exprimieren, eine Population neuronaler Vorlauféeredarstellen, die die Fahigkeit
besitzt, reife Neurone zu generieren (Doetsch.e1899; Kempermann et al., 2004; Seri
et al., 2001). Einer gangigen Hypothese zur Folgerden bei der hippocampalen
Neurogenese im Gyrus dentatus drei Reifungsstadielttyp I-1lI) beobachtet, wobei
GFAP exprimierende Zellen den Typl-Stammzellengrathen. Sie koexprimieren den
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Vorlauferzellmarker Nestin und werden ihrer Morgigé wegen auch als Radialglia-
ahnliche Stammzellen bezeichnet (Kempermann e2@04).

Eine weitere Zellpopulation, deren Fahigkeit zuubiElung von neuralen Zellen intensiv
untersucht wird, sind die O2A-Vorlauferzellen, eikfeom von oligodendrozytaren

Vorlauferzellen (OPCs) (Engel & Wolswijk, 1996).d3e multipotenten Zellen kdnnen
mature Oligodendrozyten und Typ-2-Astrozyten geareni und exprimieren das

Chondroitinsulfat-Proteoglykan NG2 (Jones et 4102, Levine et al., 1996; McTigue et
al., 2001; Nishiyama et al., 1996 & 1999& 2001; fRetf al., 1983). Die Ergebnisse
jungster Studien sprechen dafir, dass zumindest 8umbpopulation dieser NG2

exprimierenden Zellen in vitro und in vivo Neurogenerieren kann. und in der Lage ist,
sich zu GABA-ergen Interneuronen zu differenzief@&guirre et al., 2004; Belachew et
al., 2003). NG2 exprimierende Zellen persistiered proliferieren zeitlebens sowohl in

neurogenen als auch in nicht neurogenen Arealesdhsns (Ubersicht: Dawson et al.,
2000) Ferner wurde gezeigt, dass NG2 exprimierdiodiéuferzellen in die Reaktion des
zentralnervosen Gewebes auf verschiedenen ArtenLésionen, wie traumatische

Verletzungen oder Ischamie involviert sind (McTigeteal., 2001; Tanaka et al., 2001).

1.4 Das 6-OHDA-Modell und der Marker Tyrosinhydroxylase

Bei Nagetieren, wie Mausen oder Ratten, ist dasréigin einer dem PS vergleichbaren
Erkrankung unbekannt. Zur tierexperimentellen Satioh dieses Krankheitsbildes
wurden daher mehrere transiente pharmakologischee saeurotoxische Modelle
entwickelt. Zu den am besten validierten neurotthest Modellen zahlt das 6-OHDA-
Modell, welches in dieser Arbeit verwendet wurde.
6-Hydroxydopamin (6-OHDA) ist aufgrund seiner stourkllen Ahnlichkeit zu Dopamin,
Noradrenalin und Adrenalin ein Katecholamin-Zelesifisches Neurotoxin. Es entfaltet
seine toxische Wirkung nach Aufnahme Uber Dopammnsporter und Oxidation zu
reaktiven, instabilen Intermediarprodukten, wie BHA-Quinon, Peroxiden und
Radikalen (Sachs & Jonsson, 1975). Dabei ist dasnal? der neurotoxischen Wirkung
abhéangig von Applikationsort, typischerweise SN, ByFStriatum, VTA, sowie von
Dosis und Injektionsgeschwindigkeit (Bezard et 4098). Daher lasst sich mit dieser
Substanz eine in Bezug auf Zeitverlauf, Lokalisatt;md Ausmald der dopaminergen
Degeneration dem PS ahnliche Situation im Versimh&rzeugen. Die einmalige
intrastriatale Injektion fuhrt zu einer selektiveatrograden, progressiven Degeneration
der in die Injektionsregion projizierenden dopamges nigralen Neurone. Diese
Degeneration beginnt etwa eine Woche nach Injektraherstreckt sich tber acht bis 16
Wochen (Kirik et al., 1998; Sauer & Oertel, 1994). Vergleichszwecken von ladierter
zu nicht ladierter Seite wird die 6-OHDA-Lasionder Regel unilateral durchgefinhrt.
Histologische Kennzeichen der dopaminergen Degaarraind Zellschrumpfung und —
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atrophie. Immunhistochemisch kann die Quantifizigraler nigralen Lasion durch die
Darstellung des Enzyms Tyrosinhydroxylase erfolgeglches das Schrittmacherenzym
der Katecholaminsyntese und das Markerenzym domagen Neurone der SN ist

(Nagatsu et al., 1964). Mittels dieser Methode wurdden im Folgenden prasentierten
Experimenten das Ausmaf der dopaminergen Lasiotmmet und Uberprift, ob es

durch Lauftraining und reizreicher Umgebung zu eifignahme dopaminerger Neurone
im Vergleich zu Kontrolltieren kommt.

1.5 Das Rotationsmodell nach Ungerstedt

Mit dem Rotatonsmodell nach Ungerstedt kann dasnflts der dopaminergen
Degeneration nach unilateraler Lasion am lebendigesr quantifiziert werden
(Ungerstedt & Arbuthnott, 1970). Hierbei wird durslystemische Applikation von
direkten Dopaminagonisten, wie Apomorphin, bzw.inekten Dopaminagonisten, wie
Amphetamin, ein Rotationsverhalten der ladierterrdiausgeldst. Im Striatum der
ladierten Seite sind die dopaminergen Afferenzengederiert und die
Dopaminkonzentration folglich erniedrigt (PycocR8D). Kompensatorisch erhéhen sich
daher die Empfindlichkeit und die Anzahl der posggtischen striatalen
Dopaminrezeptoren. Ein direkter Dopaminagonist wlethnach auf der |adierten Seite
eine starkere Wirkung entfalten als auf der nicliididrten Seite und ein
Rotationsverhalten kontraversiv zur Lasion ausloberGegensatz dazu ist ein indirekter
Dopaminagonist auf das normale Vorkommen dopamameideurone im Striatum
angewiesen, denn er entfaltet seine Wirkung ledhigliiber eine Verstarkung der
Dopaminausschuttung in den synaptischen Spalt.d&éufnicht ladierten Seite wird er
daher starker wirken kdonnen als auf der ladiergiteSind somit ein Rotationsverhalten
ipsiversiv zur Lasion induzieren. Das Ausmal’ didgetationsverhalten in Rotationen
pro Minute (U/min) korreliert dabei mit der Starler dopaminergen L&sion und der
Dosis der applizierten Substanz (Hefti, 1980; Hud<®93; Ungerstedt & Arbuthnott,
1970). Dieses Modell diente in den hier prasemreExperimenten zur Untersuchung
der Frage, ob die zellularen Veradnderungen, diectdueizreiche Umgebung und
physische Aktivitat induziert wurden, in der Lagearen, das motorische
Verhaltensdefizit der 6-OHDA-ladierten Tiere zu kmensieren.

1.6 Herleitung der Fragestellung und Ziele der Arbeit

Wie im Verlauf dieser Einleitung dargestellt, fihrBhysiotherapie und die Erfahrung
des Neuen bei Patienten mit PS zu einer Abschwd@chuotorischer Defizite.

Tierexperimentell konnten korperliche Aktivitat uneizreiche Umgebung als wichtige
Induktoren von Gliogenese und Neurogenese ideiatifizverden. Weiter wurde gezeigt,
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dass Dopaminmangel zu einer Reduktion der NeurageimeHippocampus und Bulbus
olfactorius fuhrt, obwohl die Bedeutung von Doparauf proliferative Prozesse im ZNS
noch nicht abschliel3end geklart ist. Gegenwartighere das Ausmalf3, in dem die adulte
SN zu zellularer Plastizitat fahig ist, und inshedere ihre Fahigkeit zu adulter
(dopaminerger) Neurogenese kontrovers diskutiear. Klarung des Potenzials der
adulten SN zu zellularer Plastizitat und der Bedegtvon Dopamin, reizreicher
Umgebung und korperlicher Aktivitat bei der Regidatdieses Potenzials, wurden in
dieser Studie die Auswirkungen von reizreicher Upugeg und korperlicher Aktivitat auf
die zellulare Plastizitat der adulten SN natived @ROHDA-Iadierter Tiere untersucht.
Der Nachweis von neurogenem Potential in der SNdevineue Wege der restaurativen
Therapie eroffnen, in dem es prinzipiell moglichrden kénnte, dieses intrinsische
Potential der SN im Falle des PS therapeutischutzen. Die Induktion von zellularer
Plastizitat und im Speziellen dopaminerger Neuregerurch reizreiche Umgebung und
korperliche Aktivitat konnten Physiotherapie undrperliche Aktivitat von einer
adjuvanten Therapie in den Rang einer zumindesdtansise restaurativen Therapie
erheben. Eine Erweiterung unseres Verstandnisses dib Neuropermissivitat und
Neurogenitat der SN und deren Regulation, beispatse durch reizreiche Umgebung,
korperliche Aktivitdt und Dopamin, erdffnet demnawue potenzielle Therapieoptionen.

Auf Grundlage des bisher Erérterten wurden im Rahndéeser Arbeit folgende
Hypothesen aufgestellt und experimentell Gberprift:

Die 6-OHDA Lasion hat Auswirkungen auf die nigrakdlulare Neogenese der
Ratte bei Haltung unter Standardbedingungen.

* Reizreiche Umgebung und korperliche Aktivitat halfaimswirkungen auf die
nigrale zellulare Neogenese der nativen Ratte.

* Reizreiche Umgebung und korperliche Aktivitat halfaimswirkungen auf die
nigrale zellulare Neogenese der 6-OHDA l|adiertetteRa

* Reizreiche Umgebung und kdrperliche Aktivitat induwen die Differenzierung
von proliferierenden nigralen Zellen zu (dopamirergNeuronen.

* Reizreiche Umgebung und koérperliche Aktivitdt béessen das motorische
Verhalten der 6-OHDA-ladieren Ratte.
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2 Tiere, Material und Methoden

2.1 Gesetzliche Bestimmungen

Samtliche Tierversuche oblagen den Bestimmungefi@eschutzgesetztes 88 Absatz 1
und wurden von der Senatsverwaltung fur Gesundhgérlin unter der
Tierversuchsnummer TV 269/04 am 07.06.2005 gendhmig

2.2 Experimentelles Design

In dieser Studie wurden die Effekte von reizreicdengebung (enriched environment)
und Lauftraining auf die zellulare Plastizitat iarcadulten SN und auf das motorische
Verhalten nativer sowie 6-OHDA ladierter Rattenegétt.

In der durchgefiihrten Versuchsreihe wurden n=4&Mgrstiere in vier experimentelle
Gruppen zu je 12 Tieren eingeteilt. Nach einer Aadapnszeit im Tierstall an die neuen
Haltungsbedingungen von einer Woche sowie, abhérajigder Versuchsgruppe, nach
einem funftagigen Lauftraining, erhielt die Halfter Versuchstiere eine 6-OHDA-Lasion
und wurde dann fir vier Wochen entweder unter Bedaenvironment Bedingungen mit
Lauftraining (erpd) oder unter Einzelhaltung mi&i&tardbedingungen (pd) gehalten. Die
andere Halfte der Versuchstiere erhielt keine 6-@HIAsion und wurde ebenfalls unter
enriched environment Bedingungen (ercontrol) undifiraining oder unter unter
Einzelhaltung mit Standardbedingungen (control)\iiégr Wochen gehalten.

Alle Tiere erhielten einmal taglich intraperitone@rdU-Injektionen Uber 10 Tage vom
19. bis zum 28. Versuchstag. Somit erhielten dexeldie Injektionen in den letzten 10
Tagen des Versuchs. Dieser Beobachtungszeitraundewugewahlt, um sowohl
Proliferationsinduktion als auch Differenzierungspaial zu erfassen und den
Zeitverlauf dieser Phanomene beschreiben zu kdnnen.

Nach vier Wochen wurde das amphetamininduziertatRwoisverhalten getestet.

Nach transkardialer Perfusion und histologischerfafheitung wurde die SN der
Versuchstiere auf zellulare Veradnderungen mittalsmunhistochemischer sowie
immunfloureszenzmikroskopischer Verfahren untersusid es folgte die statistische
Auswertung.
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Gruppen erpd ercontrol pd control
n-Zahl 12 12 12 12
Tag 1-33 Lauftraining Lauftraining - -
Tag 5 6-OHDA- - 6-OHDA- -

Lasion Lasion
Tag 24-33 BrdU BrdU BrdU BrdU
Tag 33 Rotationstest Rotationstest Rotationstest tatRostest
Tag 33 Totung Totung Totung Totung
post mortem Histologie Histologie Histologie Higigle
post mortem Statistik Statistik Statistik Statistik

Tab. 1 Schematische Darstellung der Versuchsablaufe

2.3 \Versuchstiere

Die Sprague-DawleytteRa aus
Versuchstierzuchtanstalt Harlan Winkelmann, Borcfigeutschland) durchgefiihrt. Zur
stereotaktischen Operation betrug das Gewicht d&e Ewischen 280 und 300g.

Versuche wurden an mannlichen der

2.4 Haltungsbedingungen

2.4.1 Einzelhaltung unter Standardbedingungen

Die Tiere wurden in standardisierten Kafigen mih ddmessungen 426x18cm alleine
gehalten. Die Ftterung erfolgte ad libitum mitrAiin 1324 Standard (Altromin, Lage,
Deutschland). Die Tiere unterlagen einem 12 Stuhé@#irdunkel Rhythmus (Tagesphase
von 6.00 bis 18.00 Uhr). Die Temperatur betrug kams18°C und die Luftfeuchtigkeit
lag bei 50%.
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Abb. 2 Einzelhaltung unter Standardbedingungen.

2.4.2 Reizreiche Umgebung

Die Versuchstiere wurden in Gruppen zu je 6 Tienespeziell angefertigten geraumigen
Kafigen mit den Abmessungen 28M0<20cm gehalten (Werkstatt des
pharmakologischen Instituts der Charité). Die Keifigaren ausgestattet mit einer
geschutzten Schlafstelle, Papierhandtiichern alstmégarial, einem System von
Plastikrohren, Spielcordeln sowie einer Wippe.én tHellphasen hielten sich die Ratten
vorwiegend in der Schlafstelle oder in den Plagtiken auf. Die raumliche
Konfiguration der Plastikrohren wurde zweimal prothle verandert. Ebenso wurden die
Papierhandtticher zweimal pro Woche ausgetausclhtidse Veranderungen reagierten
die Tiere jeweils kurzfistig mit einem gesteigerterplorativen Verhalten. Diese
reizreiche Umgebung bot also mehr Platz, verbessElfglichkeiten der sozialen
Interaktion, die Stimulation explorativen Verhakedurch die erwahnten Objekte und
Spielzeuge und damit erweiterte Lernmdoglichkeitlte weiteren Bedingungen waren
den Standardbedingungen identisch.
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Abb. 3 Haltung in reizreicher Umgebung.

2.5 Lauftraining

Alle Tiere, die unter enriched environment Bedingem gehalten wurden, also je zur
Halfte 6-OHDA ladierte Tiere (erpd) sowie nicht igde Tiere (ercontrol), erhielten
Lauftraining. Dieses wurde taglich fir maximal 2@nMten auf einem Laufrad (Rotarod,
Columbus Instruments, Columbus, USA) durchgefurtr Vermeidung von Stress
wurde die Dauer des Trainings an die individueheotorischen Fahigkeiten der Tiere
angepasst. Die Tiere wurden entgegen der Rotaitbhiisng auf dem Laufrad platziert,
sodass sie vorwarts laufen mussten, um nicht vanfrach zu fallen. Vor Versuchsbeginn
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wurde zur Gewohnung der Tiere Uber einen Zeitraom fiinf Tagen ein Lauftraining
durchgefuhrt von jeweils maximal 20 Minuten Daued @iner Rotationsgeschwindigkeit
von acht Rotationen pro Minute. Danach absolviealésRatten ihr Training freiwillig.
Wahrend der Experimente wurden die Versuchstiefel@am Laufrad wiederum taglich
fur bis zu 20 Minuten bei acht Rotationen pro Mautainiert. Alle Versuchtiere
tolerierten mindestens 10 Minuten Lauftraining. Dlaeuftraining wurde vorzeitig
beendet, wenn die Tiere zwei —bis dreimal vom Ladifgefallen waren.

Abb. 4 Lauftraining auf dem Laufrad.

2.6 Verwendete Substanzen fir Operation, Applikation uml
histologische Aufarbeitung

Substanz Bezugsquelle

Pentobarbital Natrium Krankenhausapotheke, Ch&etdin
6-Hydroxydopamin SIGMA Chemical Company, St. LOWSA
BrdU SIGMA Chemie, Deisenhofen, Deutschland
d-Amphetaminsulfat SIGMA Chemical Company, St. isplWSA
2-Propanol Merck, Darmstadt, Deutschland

3,3 DiaminobenzidindihydrochloridSIGMA Chemie, Deisenhofen, Deutschland
Paraformaldeyd SIGMA Chemie, Deisenhofen, Deutsutl

Kresylviolett Merck, Darmstadt, Deutschland
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Entellan®
Ascorbinsaure
Ethanol

Methanol
Wasserstoffperoxid
Xylol

Choralhydrat
Ethylenglykol
Glyzerin

HCI

Phosphat Puffer

Merck, Darmstadt, Deutschland
SIGMA Chemie, Deisenhofen, Deutsahlan
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tris(Hydroxymethyl)-aminomethanMerck, Darmstadt, Deutschland

Triton X-100
Tween 20

Esel-Normalserum

Ziegen-Normalserum

Polyvinylalkohol
Vectastain Elite

Nickelchlorid

SIGMA, Chemie, Deisenhofen, Deutscllan
Serva, Heidelberg, Deutschland
Chemicon, Tenecula, CA, USA

Vector Laboratories Inc., Bgéime, USA
SIGMA Chemie, Deisenhofen, Deutsctul
Vector Laboratories Inc, Burlinggn SA

SIGMA Chemie, Deisenhofen, Deutscldan

Tab. 2 Verwendete Substanzen mit Bezugsquellen.

2.7 Verwendete Losungen

PBS (phosphate buffer solution), 11 bestehend aus Atgst., 9g Natriumchorid, 29,19
Dinatriumhydrogencarbonat, 2,63g Natriumdihydrogehonat, pH 7,4.
TBS (Tris buffer solution), 11 bestehend aus Aqua (&s8g Natriumchlorid, 37ml 1N
HCI, 6,19 Tris, pH 7,6.
CPS (cryoprotectant solution), 1l bestehend aus 258tkerin, 250ml Ethylenglykol,
500ml  Phosphatpuffer (0,AM, pH 7,4, Natriumdihydrogarbonat und
Dinatriumhydrogencarbonat).
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Boratpuffer 1l bestehend aus Aqua dest., 6,16g Borséure, 5NuNutydroxid zum
Tritrieren des pH auf 8,5.

PVA-DABCO (Polyvinylalkohol-Diazabiklooktan), bestehend aux 1Glyzerin, 4,8g
Polyvinylalkohol, 12ml Aqua dest, 24ml 0,2M Tris [@48,5, 2,5 Vol% DABCO.

2.8 Stereotaktische Operationen und intrazerebrale Mikoinjektionen

Die intrastriatale 6-OHDA-L&sion ist ein etabliextdiermodell fur das Parkinson
Syndrom (Sauer & Oertel, 1994; Ungerstedt, 1968).dieser Studie wurde eine
unilaterale, intrastriatale 4-Punkt-Lasion mit eirf@esamtdosis von 28g 6-OHDA
durchgefuhrt (Kirik et al., 1998).

Die mannlichen Sprague-Dawley Ratten wurden initidlPentobarbital (Konzentration
50mg/kg KG geldst in 0,9% NacCl) intraperitoneal sthasiert. Es wurde auf diese Weise
eine ca. 1-1,5 stindige Narkose erreicht, die algeefir die Durchfihrung des ca. 40
Minuten dauernden Eingriffs. Nach Rasur der Koptredolgte die Fixation in einen
stereotaktischen Rahmen (David Kopf Instrumentsjuiga, USA) mittels zweier
Interauralstifte und einem Incisorstift, der auf3f@m eingestellt wurde. Anschliel3end
wurden eine linksseitige paramediane Inzision une HBreilegung des Periosts
durchgefihrt. Nach Darstellung des Bregmas als gggmunkt wurde die Kalibrierung der
anterioren und lateralen Koordinaten gemal} deredt@ktischen Koordinaten der
intrazerebralen Zielstrukturen (siehe Tab. 3) a&is ditlas von Paxinos und Watson
vorgenommen (Paxinos & Watson, 1998). Mit einem tBdaohrer (Durchmesser:
1,0mm) wurde die Schédeldecke gemald den anterioneh lateralen Koordianten
kleinfachig ertffnet. An der Trepanationsstelle eeian der Dura mater die Kalibrierung
fur die ventrale Koordinate vorgenommen. Daraugt®ldie vorsichtige Absenkung der
an einem stereotaktischen Arm befestigten Injekkanule bis zur ventralen Koordinate.
Die Injektionskanule (Aul3endurchmessep2f) war tber einen Polyethylenschlauch mit
einer Mikroliterspritze (CR 400-20, Hamilton CompariReno, USA) verbunden. Es
folgte die Applikation der 6-OHDA-L6sung (318§/ul 6-OHDA, [Sigma Chemical
Company, St. Louis, USA] in 0,9% NaCl mit 0,1% Adzasdure) mit einem Volumen
von 2ul pro Koordinate und einer Applikationsgeschwinagigkvon Jul/min. Nach der
Toxininjektion wurde die Injektionskanile noch jalses Minuten in entsprechender
Position belassen bevor die langsame Retraktiaigeef Nach Wundsauberung wurde
ein Wundverschluss mit jeweils drei Einzelkopfn@h@ieirchgefthrt. Zur postoperativen
Analgesie erhielten die Tiere @ONovaminsulfon.
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Koordianten anterior lateral ventral
Punkt 1 1,3 mm 2,6 mm 5,0 mm
Punkt 2 0,4 mm 3,0 mm 5,0 mm
Punkt 3 -0,4 mm 4,2 mm 5,0 mm
Punkt 4 -1,3 mm 4,5 mm 5,0 mm

Tab. 3 Koordinaten der striatalen Injektionsortedgen auf das Bregma nach Paxinos &
Watson, 1998.

2.9 BrdU-Applikation

Die systemische Applikation von BromdesoxyuridimdB, Sigma, Deutschland) wurde
Uber einen Zeitraum von zehn Tagen einmal tagtittaperitoneal in einer Konzentration
von 50ml/kg KG durchgefihrt. Vor der Applikation wde das BrdU in einer
Konzentration von 10mg/ml in 0,9% NaCl gel6st uitiwiért (Kempermann et al., 1997,
Steiner et al., 2004; Van Praag et al., 1999). ®i€snzentration ist ausreichend um
ohne Nebenwirkungen im Applikationszeitraum mitciisaktive Zellen zuverlassig zu
markieren und bereits mehrfach vorbeschrieben (Kemann et al., 1997; siehe auch:
1.3.1 Detektion proliferativer Prozesse im ZNS + t#arker BrdU). Es wurde ein
Zeitraum von zehn Tagen zur Aufséattigung von BrdUewghlt um
Differenzierungsprozesse der proliferierenden Zelldarzustellen (Ehninger &
Kempermann, 2003). Die BrdU-Injektionen wurden amd19. Tag post lesionem
durchgefihrt. Dieser Zeitpunkt wurde aus mehrereim@en gewahlt. Zum einen sind
die degenerativen Prozesse in der SN nach 18 Taeyeits in vollem Gange (Sauer &
Oertel, 1994; siehe auch: 1.4.6 OHDA-Modell undMarker Tyrosinhydroxylase). Zum
anderen steht noch genitgend Zeit bis zum Versudbserur Verfligung zur
Differenzierung der proliferierenden Zellen. Desii#@n sollten so eventuelle Artefakte
der neurochirurgischen 6-OHDA-Applikationsoperati@rmieden werden.

2.10Rotationsverhalten

Das amphetamininduzierte Rotationsverhalten wurdaetersucht zur in vivo
Objektivierung der Starke der unilateralen Lasies digrostriatalen Systems sowie zur
Objektivierung von funktionellen Verdnderungen destorischen Verhaltens unter den
verschiedenen experimentellen Bedingungen (Ung#rgteArbuthnott,1970). Dieser
Test wurde vier Wochen post lesionem durchgefilalso am Ende des

Beobachtungszeitraumes. Dieser Zeitpunkt wurde gkw#m maogliche Auswirkungen
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des applizierten Amphetamins und des im Rahmeresli€ssts induzierten Stresses auf
die Neurogenese so gering wie mdglich zu halterzuDaurde 2,725 mg/kg/KG d-
Amphetaminsulfat in 0,9% NaCl gelést und ein Volumegon 0,5 ml/kg/KG
intraperitoneal injiziert. Nach einer funfminutigémflutphase wurden die Tiere einzeln
in einer Rotameterhalbschale (TSE, Bad Homburg,tdabland) positioniert und Uber
einen semiflexiblen Stahldraht, der die Bewegumijséit der Ratte gewahrleistete, mit
dem Bewegungssensor verbunden. Die Anzahl der Umdgen nach ipsilateral zur
Lasion wurde tiber 60 Minuten aufgezeichnet. Uber@mputerprogramm wurde der
Netto-Rotations-Asymmetrie-Score (rechts/links)elsenet, ausgedriickt als Rotationen in
180 Grad pro Minute.

Abb. 5 Versuchsanordnung und reprasentativer Aussales amphetamininduzierten
Rotationsverhaltens.

2.11Transkardiale Perfusion

Nach Abschluss der Experimente nach vier Wocherd&rualle Versuchstiere mittels
I.p. Injektion von Chloralhydrat (500mg/kg KG in98p NacCl) tief anasthesiert bei
gleichzeitiger Sicherung der kardialen Pumpfunktiofs folgten die mediane
Thorakothomie und die Darstellung des Herzens. Niawikion des rechten Atriums zur
vorlaufigen Entblutung wurde die Er6ffnung des Amexdis und die Einfihrung einer
an einer Férderpumpe angeschlossenen Knopfkanibd dias linke Herz in die Aorta
ascendens vorgenommen. Uber diese Kaniile, dieimait Aortenklemme fixiert wurde,
erfolgte nun die systemische Perfusion mit zuna@@stml kérperwarmer PBS zur
Spulung des vaskularen Systems und anschlieBen@Q@itml 4%-iger eisgekuhlter
Paraformaldehydlésung zur Fixierung des Gewebes.

2.12Fixierung und Aufarbeitung der Gehirne

Nach Dekapitation und Praparation des Gehirns vama&lknochen wurde dieses
entnommen und dann zur Postfixierung in 4% Paradtdaydlosung fur zwolf Stunden

gelagert bevor die Dehydrierung mittels 20% Suaiisting erfolgte. Zur histologischen
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Aufarbeitung wurde das fixierte Gehirn in mit fligsm Stickstoff gekuhltem Propanol

auf —60°C bis —80°C fur 50 Sekunden gelagert umh dauf Korkplattchen aufgefroren.

Es wurden mit einem Gefriermikrotom (Cryostat 18&gichert-Jung, Deutschland)

40um dicke koronare Serienschnitte vom Corpus striatachvon der Pars compacta der
Substantia nigra angefertigt. Jeder zweite stgatathnitt wurde direkt auf einen

Objekttrager aufgezogen und der Kresylviolettfadpurugefuhrt zur histologischen

Sicherung der korrekten Kanilenposition. Alle weste Schnitte wurden in CPS, einer
kryoprotektiven Losung aufbewahrt fur die spatesgdhogische Auswertung.

Region anteriore Begrenzung posteriore Begrenzung
Corpus striatum 2,2 mm -3,3 mm
SNc -4,8 mm -6,3 mm

Tab. 4 Koordinaten des Corpus striatum und der t8nba nigra, Pars compacta (SNc)
in Bezug zum Bregma, nach Paxinos & Watson, 1998.

2.13Histologische Aufarbeitung

2.13.1 Kresylviolettfarbung nach Nissl

Die zu farbenden Objekttrager wurden fir jeweildButen in einer aufsteigenden
Alkoholreihe dehydriert und entfettet (70% EthaneD% Ethanol, 96% Ethanol,
Propanol, Xylol) und dann in einer absteigenderoAtireihe rehydriert (Propanol, 96%
Ethanol, 90% Ethanol, 70% Ethanol, Aqua dest.).aBadfolgte eine zweiminitige
Farbung mit dem wasserl6slichen Farbstoff Kresyéitd1%-ig in Aqua dest.) und die
Spulung mit destilliertem Wasser. Der Farbevorgamgrde beendet mit einer
aufsteigenden Alkoholreihe zur erneuten Dehydrigi{fi®% Ethanol, 90% Ethanol, 96%
Ethanol, Propanol) und folgender Inkubation in Xylober 15 Minuten sowie
Lufttrocknung der gefarbten Schnitte. Es schlosls sun die Eindeckelung der Praparate
mit dem Einbettungsmedium Entellan® an.
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2.13.2 Immunhistochemie

Antikorper gegen  Bezugsquelle Immunisierungssyst&mardinnung
BrdU Seralab Ratte 1:500
TH Calbiochem Kaninchen 1:500

Tab. 5 Auflistung verwendeter Primarantikorper.

Antikdrper gegen Bezugsquelle Immunisierungssystem Markierung Vendiag

Ratte Dianova Esel Biotin 1:500

Kaninchen SIGMA Ziege Biotin 1:200

Tab. 6 Auflistung verwendeter Sekundarantikorper.
2.13.2.1 BrdU-Farbung

Alle bei der Farbung notwendigen Spuilvorgange wodieifach je funfminttig mit 0,1
M TBS durchgefiihrt. Die Schnitte wurden nach Uberfing aus CPS in TBS und
Spulvorgang zunachst zur Blockade endogener Paseidmit 0,6% Wasserstoffperoxid
fur 30 Minuten inkubiert. Nach einem weiteren Spiiang erfolgte die Inkubation mit
2 N HCI far 30 Minuten bei 37 Grad Celsius zur Demigrung der DNA. Danach wurde
fur zehn Minuten in 0,1 M Boratpuffer inkubiert (#45) bevor die Schnitte dann nach
einem weiteren Spulvorgang einer Behandlung mit ME$6% TBS, 1% Triton X-100
10%, 3% Eselserum) fur 30 Minuten unterzogen wurden Permeabilisierung der
Zellmembranen. AnschlielBend wurde der primare BralJ-AntikGrper zugegeben
(Konzentration 1:500 in TB3) und die Schnitte wurden bei vier Grad Celsiusribe
Nacht gelagert. In dieser Zeit erfolgte die spsezhe Antigen-Antikdrperreaktion. Es
folgte nach einem weiteren Spulvorgang mit TBS B[] bei Raumtemperatur die
zweistlindige Inkubation mit dem biotinylierten aR@tte-Sekundarantikorper, der
spezifisch den Fc-Teil des Primarantikorpers erk@idanzentration 1:500). Nach einem
Spulvorgang wurde der Avidin-Biotin-Komplex (ABC-Bgenz, Vectastain Elite, Vector
Laboratories, Burlingame, USA) fur eine StundeimeeKonzentration von8/ml TBS
zugegeben. Das Glykoprotein Avidin besitzt eineendlffinitat (10*°M) zu Biotin und
bindet es an vier Stellen, was zu einer Potenzgedas Signals fuhrt. Im nun folgenden
Schritt reagierte der Farbstoff DAB (Diaminobenmid5IGMA Chemie, Deisenhofen,
Deutschland, Konzentration: 0,25 mg/ml in TBS) detn ABC-Komplex nach Zugabe
von 0,01% Wasserstoffperoxid als Starter und 0,48keéNchlorid. Die biotinassoziierte
Peroxidase aus dem AB-Komplex, deren Substrat \Wsieiperoxid ist, katalysierte die
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Polymerisierung von DAB und visualisierte somit diellen der vorangegangenen
Antikdrperbindung, da das entstandene Polymer ige@gatz zum Monomer braun
gefarbt ist. Die Farbereaktion wurde beendet duhdhimalige kurze Inkubation der
Schnitte in Leitungswasser und folgende dreimdiigibation in TBS.

2.13.2.2 Tyrosinhydroxylase- (TH) Farbung

Alle bei der Farbung notwendigen Spulvorgange waidteifach je finfminttig mit 0,05
M PBS durchgefiihrt. Die Schnitte wurden nach Uberilig aus CPS in PBS und
Spulvorgang zunéchst zur Blockade endogener Pasaidmit 0,6% Wasserstoffperoxid
fur 30 Minuten inkubiert. Nach einem weiteren Spiiang erfolgte die Inkubation mit
dem polyklonalen Priméarantikbrper gegen die Tyrogtnoxylase der Ratte
(Konzentration 1:500 in PBS). Danach wurden dien8td bei 37 Grad Celsius tber
Nacht gelagert. Es folgte nach einem weiteren $pgang mit PBS bei Raumtemperatur
die zweistuindige Inkubation mit dem biotinyliertenti-Kaninchen-Sekundarantikdrper
aus der Ziege, der spezifisch den Fc-Teil des Panté&korpers erkennt (Konzentration
1:200). Nach einem Spulvorgang wurde der AvidintiBiikomplex (ABC-Reagenz,
Vectastain Elite, Vector Laboratories, BurlingaméSA) fir eine Stunde in einer
Konzentration von @/ml PBS zugegeben. Im folgenden Schritt erfolgtee d
Visualisierung der der Antigen-Antikoper-Reaktionurch den Farbstoff DAB
(Diaminobenzidin, SIGMA Chemie, Deisenhofen, Deblsnd, Konzentration: 0,25
mg/ml in TBS) nach Zugabe von 0,01% Wasserstoffpdrdie Farbereaktion wurde
beendet durch Abpipettieren der Farbelésung undevielte Spulung mit PBS.
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2.13.3 Immunfluoreszenzmikroskopie

Antikorper gegen  Bezugsquelle Immunisierungssyst&mardinnung
BrdU Seralab Ratte 1:500
NG2 Chemicon Kaninchen 1:200
GFAP Advanced Meerschweinchen 1:1000

Immunochemistry

Iba-1 Drs.Imai & Kohsaka, Kaninchen 1:500
National Institute of
Neuroscience, Tokyo,

Japan
TH Calbiochem Kaninchen 1:500
NeuN Chemicon Maus 1:100
Doublecortin Santa Cruz Ziege 1:200
CNPase Abcam Maus 1:100

Tab. 7 Auflistung verwendeter Primarantikorper.

Antikdrper gegen Bezugsquelle Markierung Verdinnung
Ratte Dianova Rhodamin X 1:250
Meerschweinchen Dianova Cy5 1:250
Kaninchen Dianova FITC 1:250

Maus Dianova FITC 1:250

Tab. 8 Auflistung verwendeter Sekundarantikorper.

Alle bei der Farbung notwendigen Spuilvorgange wodieifach je funfminttig mit 0,1
M TBS durchgefiihrt. Die Schnitte wurden nach Uberfing aus CPS in TBS und
Spulvorgang zunéchst in 2 N HCI fur 30 Minuten ®eiGrad Celsius zur Denaturierung
der DNA inkubiert. Danach wurde fir zehn MinuterOid M Boratpuffer gelagert (pH
8,5), bevor die Schnitte dann nach zwei ausgieb®&milvorgangen einer Inkubation mit
TBSOO (95% TBS, 1% Triton X-100 10%, 1% Tween 20, 3% I&s@im) fur 30
Minuten unterzogen wurden. Anschlieend wurden demarantikorper in
unterschiedlicher Konzentration in TBSl hinzugegeben und die Schnitte wurden bei
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vier Grad Celsius Uber 48 Stunden gelagert. Estdodpdann nach einem weiteren
Spulvorgang mit TBS und TBS bei Raumtemperatur die vierstindige lichtgescleiitzt
Inkubation mit den Sekundarantikérpern. Abschligldetgte ein letzter Spilvorgang mit

TBS.

2.13.4 Aufziehen der Schnitte auf den Objekttrager

2.13.4.1 Immunhistochemie

Nach abgeschlossenem immunhistochemischen Farlagrgyvurden die frei
flottierenden Schnitte aus Aqua dest. auf Objegeréaufgezogen, luftgetrocknet und in
einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert (90%aiabl, 96% Ethanol, Propanol, Xylol
fur jeweils 30 Sekunden) und anschlieend mit Eam@ (Merck, Darmstadt,
Deutschland) eingedeckelt.

2.13.4.2 Immunfluoreszenz

Nach abgeschlossener Immunfluoreszenztfarbung wudaefrei flottierenden Schnitte
aus 0,1 M Phosphatlésung auf Objekttrager aufgezdgéigetrocknet, eingedeckelt in
einer Losung aus Polyvinylalkohol und Diazabicldavk zur Konservierung der
Leuchtkraft der Chromophoren. Es folgte die Laggrurei vier Grad Celsius in
Dunkelheit.

2.14 Auswertung und Statistik

2.14.1 Histologische Kontrolle der Kanulenposition

Jeder zweite striatale Schnitt wurde direkt auf eRttjadger aufgezogen und der
Kresylviolettfarbung  zugefuhrt zur histologischenicterung der Kkorrekten

Kanulenposition. Nur Ratten mit akkurater Positdsr Kanulen in den intrastriatalen
Zielstrukturen wurden in die Datenauswertung eiogkessen.
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Abb. 6 Koronares Schnittpraparat nach Kresylvitdeiung durch das linke Corpus
striatum. Dargestellt ist der vertikal verlauferstechkanal zum Nachweis der korrekten
Kanulenposition.

2.14.2 Histologische Quantifizierung von TH- immunreaktiven Zellen

Zur Quantifizierung der TH- immunreaktiven Zellensaden Hirnschnitten wurde ein
systematisches Zahlprotokoll verwendet (Gunders888). Als interessierende Region
(brain region of interest), wurde die komplette &Miniert. Jeweils jeder sechste Schnitt
in anterioposteriorer Ausdehnung der SN (Entfernbeg 4Qum-Schnitten 240um)
wurde fur die immunhistochemische TH-Farbung vedetnEs wurden somit ungefahr
acht nigrale Schnitte pro Tier auf TH- positive léeluntersucht. Die Begrenzungen der
SN wurden bestimmt anhand ihrer Beziehungen zurandetrazerebralen anatomischen
Leitstrukturen sowie mittels des RattenhirnatlassgsPaxinos und Watson (Paxinos &
Watson, 1998). Die Gesamtzahl der immunreaktivdle@Z&urde unter Verwendung des
semiautomatischen stereologischen AnalysesysteznsdBtvestigator (MicroBrightfield,
Magdeburg, Deutschland) in Kombination mit einetadhi HV-C20A Video Camera
und einem Leica DM-RXE Mikroskop ermittelt. Diegathliche Schnittdicke nach dem
Farbevorgang wurde mittels Z-Achsen-Mikrokator amfalfig ausgewahlten Orten
gemessen und lag bei durchschnittlichud® Die stereologische Auswertung wurde wie
von dem Programm vorgegeben durchgefiihrt. Es wuddgohschnittlich 10141,3
Zahlrahmen ausgewertet. Folgende Parameter wuiitealle Messungen verwendet
(nach Schmitz & Hof, 2005): Zahlrahmenflache (XY000,0um? Zahlrahmendicke
(Z): 10,0um, Zahlrahmenvolumen (XYZ): 1000004n°, Zahlrahmenbreite (X): 100,0
um, Zahlrahmenhohe (Y): 100,0m. Probengitter (X): 200,m, (Y) 200,0 um,
Probengitterflache (XY): 40000,0m® Bei Verwendung des 10x Objektivs wurden die
Grenzen der SN auf jedem Schnitt markiert. Das efélder immunreaktiven Zellen
erfolgte mit dem 40x Objektiv. Immunreaktive Zellehe Uber die oberste fokale Ebene
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oder die Ausschlusslinien des Zéhlrahmens hinatgragingen nicht in die Zahlung ein.
Der Fehlerkoeffizient aufgrund der Schatzung wurdeh Gundersen & Jensen (1987)
berechnet und lag zwischen 0,05 und 0,1. Die AndehlTH-immunreaktiven Zellen
wurde ausgedrickt als Prozentwert der kontralaerahladierten Seite.

Abb. 8 Koronare Schnittpraparate nach TH-Immunfagound unilateraler 6-OHDA-
Lasion der SN. Deutliche linksseitige Reduktion THbositiver Neurone. a.
UbersichtsvergroRerung. b. DetailvergréRerung. Sibstantia nigra, pars compacta.
SNr: Substantia nigra, pars reticulata. MFB: MeziidVorderhirnbiindel. VTA: Ventrales
tegmentales Areal.

2.14.3 Histologische Quantifizierung von BrdU- positiven 2£llen

Schnittserien und Schnittfolgen waren identiscldeuoben beschriebenen Auswertung

der immunhistochemischen TH-Farbung. Ebenso dage¥en zur Eingrenzung der SN.

Da sich in der SN jedoch zu wenige BrdU- positivedleh befanden, war eine valide

semiautomatische stereologische Auswertung niclglioht Es wurde daher die manuelle

schnittweise Auszéhlung der BrdU- positiven Zellengenommen. Um die Zellzahl der

kompletten Struktur zu erhalten, wurden diese Wesre Auszahlung jedes sechten
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Schnittes mit sechs multipliziert.

l
She é}Nr

a c
Abb. 9 Koronare Schnittpraparate nach BrdU-Immuniag mit Nachweis nigraler
BrdU- positiver Zellen. a. UbersichtsvergroRerury. Mittlere VergréRerung mit

Darstellung der SNc. c. Detailvergrof3erung. SNdsFantia nigra, pars compacta. SNr:
Substantia nigra, pars reticulata.

2.14.4 Histologische Quantifizierung von mehrfach markieren Zellen

Die  Auswertung der fluoreszenzmarkierten  Schnitterfolgte  mittels
Konfokalmikroskopie. Es wurde das spektrale Mikiagskeica TCS SP2 verwendet, ein
Laser-Rastermikroskop (CLSM, confocal laser scamnimicroscope). Bei der
Konfokalmikroskopie tastet von Lasern erzeugtesef8ungslicht selektiv einzelne
Ebenen des Préaparates ab und detektiert die veemmndAntikorper-gekoppelten
Fluoreszenzmolekile, in dieser Arbeit FITC, Rhodamnd Cy5. Informationen aus
anderen Ebenen werden unterdrickt und es wird praktisch Uberlagerungsfreie
Darstellung optischer Schnitte von einer Dickezuseinemum erreicht. Dadurch wird
die Zuordnung von optischen Signalen zu einer Zeliglich und es kann determiniert
werden, ob eine Kolokalisation von Immunreaktigtétinnerhalb einer Zelle vorliegt.
Dazu dient ferner die Verwendung von Z-Schnittsgrialso die Untersuchung von
Kolokalisationen in vielen verschiedenen Ebenerretelle.

Jeder zwdlfte Schnitt der SN wurde mehrfach matrkiedd histologisch ausgewertet.
Jeweils flnfzig Uber die gesamte SN verteilte, ligfausgewahlte BrdU-positive Zellen
wurden auf Kolokalisation mit glialen und neuromaMarkern untersucht. Die Anzahl
von doppeltmarkierten Zellen wurde angegeben alhafmis zu der Gesamtzahl der
BrdU-positiven Zellen. Durch Multiplikation mit dexbsoluten Anzahl BrdU positiver
Zellen ergab sich die absolute Anzahl BrdU positivellen mit dem jeweiligen
Phanotyp. Alle Bilder wurden im sequentiellen Aufmeemodus angefertigt und mit dem
Bildbearbeitungsprogramm Photoshop 7.0 fur Macimtosarbeitet. Es wurden lediglich
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allgemeine Kontrast- und Helligkeitsanpassungegemmsmmen. Dariiber hinaus erfolgte
keine weitere Manipulation.

Abb. 7 Exemplarische konfokalmikroskopische Abhildweiner nigralen doppelgefarbten
Zelle. Simultane Visualisierung von nuklearem Br{fdt) und membrangebundenem
NG2 (blau) in einer Zelle.

2.14.5 Statistische Auswertung

Die statistischen Vergleiche wurden mittels one-A&OVA (analysis of variance)
durchgefihrt. Wo nach ANOVA-Ergebnis zulassig, veueih Posthoc-Test nach Fisher
angewandt. Alle Daten wurden dargestellt als Maet + Standardfehler des
Mittelwertes (SEM). Eine Wahrscheinlichkeit von p8® wurde fur alle Daten als
signifikant angenommen. Die statistische Auswertingde mit dem Programmen Excel
2003, Statview 5.0.1 und Sigma Plot 9.0 durchgefihr
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3 Ergebnisse

Im ersten Abschnitt dieses Kapitels werden die Bmgese der Untersuchung der
Auswirkungen von 6-OHDA-Lasion und reizreicher Urageg mit Lauftraining auf die
Anzahl TH-positiver Neurone der adulten SN dardksten zweiten Abschnitt werden
die Ergebnisse der amphetamininduzierten Rotatrofispg dargelegt, um die
funktionelle Bedeutung der Veranderung der Anzati-pbsitiver Neurone zu
verdeutlichen. Im dritten Abschnitt dann werden Alisswirkungen der experimentellen
Bedingungen, 6-OHDA-L&sion und reizreiche Umgebuniy Lauftraining, auf die
Zellproliferation in der SN geschildert. In den teeen Abschnitten werden die
Ergebnisse der Phanotypisierung der BrdU- positXellen je nach Komarkierung mit
NG2, GFAP, Iba-1 und anderen Markern prasentiert.

Dabei folgen alle Abschnitte jeweils der gleichegst®matik. Es werden immer
Vergleiche angestellt zwischen 6-OHDA-ladiertenr@ie die unter Standardbedingungen
gehalten wurden (pd) mit Kontrolltieren, die uniéentischen Bedingungen gehalten
wurden (control), um die Auswirkung der 6-OHDA-L@siunter Standardbedingungen
darzustellen. Dann werden 6-OHDA-ladierte Tieres oh reizreicher Umgebung mit
Lauftraining gehalten wurden (erpd), mit 6-OHDA{Een Tieren, die unter
Standardbedingungen gehalten wurden (pd) verglicem die Auswirkungen von
reizreicher Umgebung mit Lauftraining auf 6-OHDAdiérte Tiere darzustellen. Es folgt
die Gegenuberstellung von Kontrolltieren, die izmeicher Umgebung mit Lauftraining
gehalten wurden (ercontrol) mit Kontrolltieren, diei Standardbedingungen gehalten
wurden (control), um den Effekt von reizreicher Whgng mit Lauftraining auf
Kontrolltiere zu verdeutlichen. Zuletzt werden 6-DAtHadierte Tiere, die in reizreicher
Umgebung mit Lauftraining gehalten wurden (erpd) Kantrolltieren, die in reizreicher
Umgebung mit Lauftraining gehalten wurden (ercdhtwerglichen zur Darstellung von
Effekten der 6-OHDA-Lasion auf Tiere, die in reizteer Umgebung mit Lauftraining
gehalten wurden.

Der abschlieRende Abschnitt enthalt eine Zusammseufeg des Kapitels unter
Berucksichtigung der wichtigsten Ergebnisse.

3.1 Auswirkungen von 6-OHDA-L&sion und reizreicher Umgdung
mit Lauftraining auf die Anzahl TH-positiver Neuron e in der
adulten SN

Das Ausmald der 6-OHDA-Lasion und die damit verbueddegeneration des
nigrostriatalen dopaminergen Systems wurden evaldigch die Tyrosinhydroxylase
(TH)-Immunreaktion mit anschliel3ender bilateraléhiing TH-positiver Neurone in der
SN. Es folgte die Verhaltnisbildung zwischen latiemund nicht ladierter Seite, wobei
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die Anzahl der TH-positiven Neurone der ladierteneals Prozentwert der unladierten
Seite ausgedriickt wurde (Abb. 10).

Vier Wochen post lesionem wurde bei 6-OHDA-ladiert&ieren, die unter
Standardbedingungen gehalten wurden (pd), eine K&eduder Anzahl TH- positiver
Neurone auf 15,199%8,78% der kontralateralen nicht ladierten Seitégiestellt. Die 6-
OHDA-Lasion bei Tieren, die unter Standardbedingumgehalten wurden, reduzierte
somit vier Wochen post lesionem, signifikant diezAhl der TH-positiven Neurone auf
der ladierten Seite der SN.

Bei nicht ladierten Kontrolltieren, die unter Standbedingungen gehalten wurden, ergab
die histologische Auswertung nach vier Wochen (@nt96,26%+23,46% der TH-
positiven Neurone der kontralateralen nicht ladie®eite. Bei 6-OHDA-ladierten Tieren,
die in reizreicher Umgebung mit Lauftraining gebaltwurden, ergab die Zellzahlung
vier Wochen post lesionem (erpd) SN 12,%380% der TH- positiven Neurone der
kontralateralen nicht ladierten Seite der SN. Sdihitte die 6-OHDA-L&sion bei Tieren,
die in reizreicher Umgebung mit Lauftraining gebalivurden, genauso wie bei Tieren,
die unter Standardbedingungen gehalten wurden, izer estatistisch signifikanten
Reduktion der Anzahl TH- positiver Neurone auf tigtierten Seite der SN.

Es ergab sich kein statistisch signifikanter Urdieisd zwischen den 6-OHDA-|&dierten
Gruppen in reizreicher Umgebung mit Lauftrainingp(® und den 6-OHDA-ladierten
Gruppen unter Standardkonditionen (pd). Reizreidmgebung und Lauftraining fihrten
somit vier Wochen post lesionem nicht zu einerngtath signifikanten Beeinflussung
der Anzahl dopaminerger Neurone in der SN 6-OHDdidéer Tiere.

Nicht ladierte Kontrolltiere, die in reizreicher @gebung mit Lauftraining gehalten
wurden, wiesen nach vier Wochen (ercontrol) 99,226:27% der TH- positiven
Neurone auf. Es ergab sich somit sich kein statistsignifikanter Unterschied zwischen
den unléadierten Gruppen unter enriched environnBadingungen mit Lauftraining
(ercontrol) und den unladierten Gruppen unter Stedidbnditionen (control). Reizreiche
Umgebung und Lauftraining fihrten somit nach viesdlen nicht zu einer signifikanten
Veranderung der Anzahl TH-positiver Neurone in 88F von unladierten Tieren.
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TH- positive Neurone nach 4 Wochen in der SN
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Abb. 10 Prozentualer Anteil der TH- positiven Nengan Relation zur kontralateralen,
nicht ladierten Seite fur die einzelnen experimgneGruppen. * p<0,05. Daten als
Mittelwert und Fehler als S.E.M. Es bestehen sigaifte Unterschiede zwischen den
Gruppen control und pd sowie ercontrol und erpd.

3.2 Ergebnisse der Priufung des amphetamininduzierten
Rotationsverhaltens

Zur funktionellen Evaluierung des Ausmal3es der dopargen Degeneration nach
intrastriataler 4-Punkt-Lasion und zur Einschatzaeyg funktionellen Bedeutung von
Anderungen der nigralen Zellproliferation wurde dammphetamininduzierte
Rotationsverhalten der Versuchstiere getestet (Atb.
Vier Wochen post lesionem wurden bei Tieren, dieuStandardbedingungen gehalten
wurden (pd), unter Amphetaminapplikation durchstthcih 12,94:1,50 U/min
(Umdrehungen pro Minute) beobachtet. Bei nicht d&én Kontrolltieren unter
Standardbedingungen (control) wurden nach vier Wio€h5@0,2 U/min registriert. Die
intrastriatale 4-Punkt-Lasion fihrte somit vier WMen post lesionem, zu einem
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signifikant verstarktem Rotationsverhalten im Vergh zu unladierten Tieren unter
identischen Haltungsbedingungen.

Vier Wochen post lesionem wurden bei 6-OHDA-ladierTieren, die in reizreicher
Umgebung mit Lauftraining gehalten wurden (erpddchn Amphetaminapplikation
durchschnittlich 13,641,60 U/min (Umdrehungen pro Minute) beobachtet. &en
Beobachtungszeitpunkt nach vier Wochen ergab simmzdfolge keine statistisch
signifikante Differenz zwischen 6-OHDA-ladiertereiien, die unter Standardkonditionen
gehalten wurden (pd) zu 6-OHDA-ladierten Tierere th reizreicher Umgebung mit
Lauftraining gehalten wurden (erpd).

FUr nicht ladierte Tiere, die in reizreicher Umgegumit Lauftraining gehalten wurden
(ercontrol), ergaben sich nach vier Wochen keigeiikanten Unterschiede hinsichtlich
des Rotationsverhaltens im Vergleich zu nicht I&de Tieren, die unter
Standardkonditionen gehalten wurden; ercontrolo£0)&%0, control 0,560,20 U/min.

Amphetamininduziertes Rotationsverhalten nach 4 Woleen
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Abb. 11 Amphetamininduziertes Rotationsverhalteahnd Wochen fir die einzelnen
experimentellen Gruppen. * p<0,05. Daten als Miteet und Fehler als S.E.M. Es
bestehen signifikante Unterschiede zwischen depg&m control und pd sowie ercontrol
und erpd.
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3.3 Auswirkungen von 6-OHDA-L&sion und reizreicher Umgdung
mit Lauftraining auf die Zellproliferation der adul ten SN

Die Auswirkungen von 6-OHDA-L&sion und reizreictumgebung mit Lauftraining auf
die Zellproliferation der adulten SN in den versci@nen experimentellen Gruppen sind
in graphischer Form in Abb. 12 dargestellt. Die Fmlgenden genannten Zahlenwerte
beziehen sich jeweils auf die linke SN, also digeSauf der bei den entsprechenden
experimentellen Gruppen die 6-OHDA-Lasion erfol(pd, erpd).
Bei 6-OHDA-ladierten Tieren unter Standardbedingam@d) wurden durchschnittlich
1168,0@97,76 BrdU-positive Zellen detektiert. Bei nichtiérten Kontrolltieren unter
Standardbedingungen (control) wurden durchschehitii477,8694,76 Zellen festgestellt.
Dieser Unterschied ist statistisch nicht signifikebie 6-OHDA-L&sion bei Haltung in
Standardbedingungen hatte also keinen statistigdifisanten Einfluss auf die nigrale
Zellproliferation.
Bei Haltung in reizreicher Umgebung mit Lauftraigimetrug die Anzahl der neu
gebildeten BrdU- positiven Zellen bei 6-OHDA-ladesr Tieren (erpd) 2033,%283,50.
Damit war die Zahl der neu gebildeten, BrdU- pesiti Zellen post lesionem bei
Haltung in reizreicher Umgebung mit Lauftrainingp@) statistisch signifikant erhéht im
Vergleich zu Haltung unter Standardbedingungen .(fRbBizreiche Umgebung mit
Lauftraining induzierte sogar eine Steigerung delfpfoliferation um fast das doppelte
in der 6-OHDA-ladierten SN adulter Ratten.
In reizreicher Umgebung mit Lauftraining betrug diahl BrdU- positiver Zellen bei
nicht ladierten Kontrolltieren (ercontrol) 19533435,60. Damit war die Anzahl BrdU-
positiver Zellen bei nicht ladierten Kontrolltieredtie in reizreicher Umgebung gehalten
wurden (ercontrol), statistisch signifikant hohkr lzei nicht |&dierten Kontrolltieren, die
unter Standardbedingungen gehalten wurden (cont®dizreiche Umgebung mit
Lauftraining induzierte folglich eine statistischigrfikante Steigerung der
Zellproliferation in der SN nativer Ratten. Die Aait BrdU- positiver Zellen von nicht
|adierten Tieren in reizreicher Umgebung mit Laaiftmg (ercontrol) war zudem &ahnlich
wie die von 6-OHDA-ladierten Tieren unter identisoiHaltungsbedingungen (erpd). Bei
Tieren, die in reizreicher Umgebung mit Lauftragpigehalten wurden, hatte die 6-
OHDA-Lasion folglich keinen statistisch signifikam Einfluss auf die nigrale
Zellproliferation.
In sdmtlichen experimentellen Gruppen wurden psaktiidentische Zahlen BrdU-
positiver Zellen ipsilateral und kontralateral getdDie 6-OHDA-L&sion hatte also
keinen statistisch signifikanten Einfluss auf utatale Proliferationsvorgange (Abb. 12).
Dies traf in Vorexperimenten auch auf die konfokKeypisierung zu. Die im Folgenden
dargestellten Ergebnisse der konfokalen Phanogmisg beziehen sich daher stets auf
die linke und damit die ladierte Seite in den expentellen Gruppen, die eine 6-OHDA-
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Lasion erhielten (er, erpd).

BrdU- positive Zellen in der SN
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Abb. 12 Anzahl der BrdU- positiven nigralen Zelliém die einzelnen experimentellen
Gruppen getrennt nach Seiten. * p<0,05. Daten d@teMert und Fehler als S.E.M. Die
Lasionen wurden auf der linken Seite durchgefubrt érpd). Zwischen rechter und
linker Seite bestanden keine signifikanten Untaestdn Zwischen den Gruppen control
und ercontrol sowie pd und erpd besteht ein skgmifier Unterschied.

3.4 Phéanotypische Charakterisierung BrdU-positiver Zelen in der
adulten SN der Ratte

3.41 NG2

Der Anteil NG2- positiver Zellen an den BrdU- posin nigralen Zellen in den
verschiedenen experimentellen Gruppen ist graphisé&bb. 13 verdeutlicht.
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Unter Standardbedingungen betrug bei 6-OHDA-ladrerTieren (pd) die Anzahl
BrdU/NG2-positiver Zellen 223,3%1,88. Bei nicht ladierten Kontrolltieren unter
identischen Haltungsbedingungen (control) betrugseliZahl 418,66234,00. Diese
deskriptive Reduktion BrdU/NG2-positiver Zellen ssatistisch jedoch nicht signifikant.
Die 6-OHDA-Lasion hatte demnach keinen statistisgnifikanten Einfluss auf die
Proliferationsaktivitdt von BrdU/NG2- positiven Zai.

Bei 6-OHDA-ladierten Tieren mit Haltung in reizregr Umgebung und Lauftraining
(erpd) wurden 853,2€204,00 BrdU/NG2- positive Zellen festgestellt. Sbfiahrte bei 6-
OHDA-ladierten Tieren Haltung in reizreicher Umgagumit Lauftraining zu einer
statistisch signifikanten Steigerung der AnzahlWBiG2- positiver Zellen im Vergleich
zu Haltung unter Standardbedingungen (pd).

Bei nicht ladierten Tieren, die in reizreicher Urageg mit Lauftraining gehalten wurden
(ercontrol), wurden durchschnittlich 880825,80 BrdU/NG2-positive Zellen gezahlt.
Es liegt somit eine deskriptive aber statistischgm nicht signifikante Steigerung der
Anzahl BrdU/NG2- positiver Zellen bei nicht |adient Tieren in reizreicher Umgebung
mit Lauftraining (ercontrol) vor im Vergleich zu aht |adierten Tieren unter
Standardbedingungen (controlRes Weiteren konnte kein statistisch signifikanter
Unterschied festgestellt werden zwischen 6-OHDAdédn Tieren (erpd) und nicht
ladierten Tieren (ercontrol), die jeweils in reizteer Umgebung mit Lauftraining
gehalten wurden.
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Abb. 13 Anzahl der BrdU/NG2- positiven nigralen [Bel fur die einzelnen
experimentellen Gruppen. * p<0,05. Daten als Miteet und Fehler als S.E.M. Es liegt
ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppérund erpd vor.

3.42 GFAP

Der Anteil GFAP- positiver Zellen an den BrdU- pgo&n nigralen Zellen in den
verschiedenen experimentellen Gruppen ist graphisé&bb. 14 verdeutlicht.

Bei Tieren mit 6-OHDA-LA&sion, die unter Standardbgdngen gehalten wurden (pd),
ergab die Quantifizierung 26,¥8,90 BrdU/GFAP- positive Zellen. Bei nicht ladiarte
Kontrolltieren, die unter identischen Bedingungeshaten wurden (control), wurden
175,4648,61 BrdU/GFAP- positive Zellen gezahlt. Diese f@#nz ist statistisch
signifikant Die 6-OHDA-Lasion fuhrt also zu einer statistisegngfikanten Reduktion
BrdU/GFAP- positiver Zellen unter Standardbedingamg

Bei 6-OHDA-ladierten Tieren, die in reizreicher Uelbging mit Lauftraining gehalten
wurden (erpd), wurden 125,428,39 BrdU/GFAP- positive Zellen gezahlt. Hier lieg
eine deskriptive, aber statistisch nicht signifiteaBteigerung der Anzahl BrdU/GFAP-
positiver Zellen bei 6-OHDA-ladierten Tieren inzeticher Umgebung mit Lauftraining
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(erpd) im Vergleich zu 6-OHDA-ladierten Tieren un&andardbedingungen (pd) vor.
Bei nicht ladierten Tieren, die in reizreicher Urageg mit Lauftraining gehalten wurden
(ercontrol), ergab die Zellzdhlung 151+62,19 BrdU/GFAP- positive Zellen. Damit
ergab sich kein signifikanter Unterschied zwisctien Werten von nicht ladierten Tieren
in reizreicher Umgebung mit Lauftraining (erconfroh Vergleich zu nicht ladierten

Kontrolltieren unter Standardbedingungen (contioBs Weiteren konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied festgestellt werden zWwest 6-OHDA-Iadierten Tieren (erpd)

und nicht ladierten Tieren (ercontrol), die jeweils reizreicher Umgebung mit

Lauftraining gehalten wurden.

BrdU/GFAP- positive Zellen
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Abb. 14 Anzahl der BrdU/GFAP- positiven nigralen llge fur die einzelnen
experimentellen Gruppen. * p<0,05. Daten als Miteet und Fehler als S.E.M. Es liegt
ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppentrol und pd vor.

3.43 Iba-1

Der Anteil Iba-1- positiver Zellen an den BrdU- pn®en nigralen Zellen in den
52



verschiedenen experimentellen Gruppen ist graphisé&bb. 15 verdeutlicht.

In der SN 6-OHDA-Iadierter Tiere, die unter Stamedingungen gehalten wurden (pd),
wurden 76,3828,79 BrdU/Iba-1- positive Zellen gezéahlt. Bei niclédierten
Kontrolltieren, die unter identischen Bedingungehajten wurden (control), ergab die
Quantifizierung 202,8469,69 solcher Zellen. Die 6-OHDA-Lasion unter
Standardbedingungen fiihrte also zu einer deskeiptiviedoch statistisch nicht
signifikanten Reduktion von BrdU/Iba-1- positiveel@n.

Bei 6-OHDA-ladierten Tieren, die in reizreicher Uelging mit Lauftraining gehalten
wurden (erpd), ergab die histologische Auswertubg), 145,80 BrdU/Iba-1- positive
Zellen. Es liegt damit eine deskriptive, statidtigedoch nicht signifikante Steigerung der
Anzahl der BrdU/Iba-1- positiver Zellen bei 6-OHD&dierten Tieren, die in reizreicher
Umgebung gehalten wurden (erpd), vor im Vergleist6zZO0HDA-ladierten Tieren, die
unter Standardbedingungen gehalten wurden (pd).

Bei nicht ladierten Tieren, die in reizreicher Urhgeg mit Lauftraining gehalten wurden
(ercontrol), ergab die Zellzahlung 396:57,21 BrdU/Iba-1- positive Zellen. Es liegt
damit deskriptive, statistisch jedoch nicht sidafite Steigerung der Anzahl der
BrdU/Iba-1- positiver Zellen bei nicht ladiertenefén, die in reizreicher Umgebung
gehalten wurden (ercontrol), vor im Vergleich zwchti ladierten Tieren, die unter
Standardbedingungen gehalten wurden (control).r&etze Umgebung mit Lauftraining
erhdhte somit deskriptiv sowohl bei 6-OHDA-ladierfEeren als auch bei nicht [adierten
Tieren die Expression von BrdU/Iba-1- positiven |&el Allerdings waren diese
Erh6éhungen weder fir 6-OHDA-ladierte Tiere noch riicht ladierte Tiere statistisch
signifikant. Des Weiteren konnte eine deskriptivierastatistisch nicht signifikante
Reduktion von BrdU/lba-1- positiven Zellen festgdistwerden bei 6-OHDA-ladierten
Tieren (erpd) im Vergleich zu nicht ladierten Tie ercontrol), die jeweils in reizreicher
Umgebung mit Lauftraining gehalten wurden.
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Abb. 15 Anzahl der BrdU/lba-1- positiven nigralerellén fir die einzelnen
experimentellen Gruppen. Daten als Mittelwert uetllér als S.E.M. Es ergeben sich bei
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% keine sigaiften Differenzen zwischen fir die
Vergleiche control zu pd, control zu ercontrol, ;aderpd, ercontrol zu erpd.

3.4.4 \Weitere Marker

Es wurden in keiner der experimentellen GruppenBnaositive Zellen detektiert, die
den maturen oligodendrozytaren Marker CNPase, denaturen neuronalen Marker
Doublecortin oder die maturen neuronalen MarkerNNend TH koexprimierten.
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3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

3.5.1 Welche Auswirkungen hat die 6-OHDA-Lasion auf die mgrale zellulare
Neogenese unter Standardbedingungen?

Bei Haltung von Tieren unter Standardbedingungeml wach 6-OHDA-Lasion keine
signifikante Anderung der Anzahl BrdU- positiverll2a in der SN beobachtet. Es
kommt im Gegenteil zu einer deskriptiven Reduktimm neu gebildeten Zellen in der
SN. Die Phéanotypisierung der BrdU- positiven Zellergab, dass es unter diesen
Bedingungen zu einer signifikanten Reduktion vodWBGFAP- positiven Zellen kam.
Die Phanotypisierung der BrdU- positiven Zellendnthtlich Kolokalisation mit NG2
und Iba-1 zeigte keine signifikanten Unterschiede.

3.5.2 Haben reizreiche Umgebung und physische Aktivitatiaen Einfluss auf die
nigrale zellulare Neogenese der nativen Ratte?

Bei Haltung der nicht ladierten Tiere in reizreichengebung mit physischer Aktivitét in
Form von Lauftraining wurde eine signifikante Erbd der Anzahl nigraler BrdU-

positiver Zellen im Vergleich zu unter Standardbbgdingen gehaltenen Kontrolltieren
beobachtet. Die Phénotypisierung der BrdU- positiZellen hinsichtlich Kolokalisation

mit NG2, GFAP und lba-1 zeigte keine signifikantdnterschiede im Vergleich zu
Kontrolltieren, obwohl es zu einer deskriptiveni§teung von BrdU- positiven Zellen
mit NG2 und Iba-1 Komarkierungen kam.

3.5.3 Haben reizreiche Umgebung und physische Aktivitatiaen Einfluss auf die
nigrale zellulare Neogenese der 6-OHDA-ladierten Ree?

Bei Haltung der 6-OHDA-ladierten Tiere in reizreethUmgebung mit physischer
Aktivitat wurde eine signifikante Erh6hung der Ahkaigraler BrdU- positiver Zellen
im Vergleich zu unter Standardbedingungen gehaite@e€OHDA-I&dierten Tieren
festgestellt. In dieser experimentellen Gruppe wardie grof3te Anzahl BrdU- positiver
Zellen beobachtet. Die Phanotypisierung der Brdbsitiven Zellen ergab, dass es unter
diesen Bedingungen zu einer signifikanten Steiggmon BrdU/NG2- positiven Zellen
kam. Ferner wurden deskriptive Steigerungen BrdWiBHpositiver sowie BrdU/Iba-1-
positiver Zellen beobachtet.

3.5.4 Kommt es unter den experimentellen Bedingungen zuDifferenzierung
proliferierender Zellen der SN in (dopaminerge) Neuone?

Bei keiner einzigen der phanotypisierten nigraledWB positiven Zellen wurde eine
Kolokalisation mit dem neuronalen Marker NeuN odem Marker eines dopaminergen
neuronalen Phanotyps TH beobachtet und zwar ungith&on der experimentellen
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Gruppe.

3.5.5 Haben reizreiche Umgebung und physische Aktivitatiaen Einfluss auf das
motorische Verhalten der 6-OHDA-ladierten Ratte?

Die vier Wochen post lesionem durchgefuhrte Prufaeg amphetamininduzierten
Rotationsverhaltens ergab keine signifikanten Deffieen zwischen 6-OHDA-|adierten
Tieren, die in reizreicher Umgebung mit physiscAktivitat gehalten wurden und 6-

OHDA-ladierten Tieren, die unter Standardbedingangghalten wurden. Nicht |adierte
Tiere, unabhangig davon, ob die Haltung unter Statizedingungen oder in reizreicher
Umgebung mit physischer Aktivitat erfolgte, zeiggamaktisch kein Rotationsverhalten.

56



4 Diskussion

4.1 Ubersicht

Ziel dieser Arbeit war es, das Verstandnis UberRtasnzial der zellularen Plastizitat der
adulten SN sowie deren Regulation zu erweiternwiglen hierbei die Auswirkungen
von reizreicher Umgebung und koérperlicher Aktivitdt=orm von Lauftraining auf dem
Laufrad auf die zellulare Plastizitat der adultéx tersucht. Insbesondere sollte die
Frage geklart werden, ob unter diesen Versuchsgedgen neuronale Vorlauferzellen
generiert werden, die zu dopaminergen Neuronen nhefan und ob es zu
Veradnderungen der Proliferation von Zellen mit lgila Markern kommt. Die
Untersuchungen erfolgten sowohl im nativen Tieraalsh nach Dopamindepletion im 6-
OHDA-Modell des PS fur progressive nigrostriatalegBneration.

Es konnte erstmalig durch diese Arbeit gezeigt emeydiass reizreiche Umgebung und
Lauftraining sowohl in nativen als auch in 6-OHDddlerten Tieren zu einer
signifikanten Steigerung der Zellproliferation iardSN fuihrten. Dabei induzierten diese
experimentellen Bedingungen eine verstarkte Bilduog GFAP- und NG2- positiven
glialen Zellen. Neu gebildete neuronale Zellen veurech keiner unserer experimentellen
Gruppen gefunden.

Die folgende Diskussion reflektiert das Phanomenzeédularen Plastizitat der adulten
SN und deren Regulation durch reizreiche UmgebmagLauftraining auf Grundlage der
in dieser Studie gewonnenen Ergebnisse und im Komen Erkenntnissen aus der
aktuellen Literatur. Der Methodenkritik folgend llsounachst auf die Bedeutung der in
der SN proliferierenden Zellen eingegangen werdlixch der Diskussion der wichtigen
Frage der Neurogenitat der SN werden zunéchst eli@nderungen der Zellproliferation
und —differenzierung nach 6-OHDA-Lasion erOrterar@uf folgt ein Abschnitt, der die
Veranderungen der Zellproliferation und —differemang in reizreicher Umgebung und
Lauftraining diskutiert. Ein weiterer Abschnitt vangt sich den funktionellen Ergebnissen
und deren Bezug zu den beobachteten Verdnderurgrenigtalen Proliferation und
Differenzierung. Die Diskussion schliel3t mit debE&erung klinisch relevanter Aspekte,
die sich durch diese Arbeit ergeben.

4.2 Methodenkritik

4.2.1 Tiere und Tierhaltung

Die experimentellen Daten, die aus Tierversuchevogeen werden, sind prinzipiell nur
begrenzt und nicht vorbehaltlos auf die humaneaBdn Ubertragbar. Diese Studie
untersuchte die Auswirkungen von koérperlicher Akéivund reizreicher Umgebung auf
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die zellulare Proliferation und Differenzierungder SN. Hierbei ist einschrankend zu
bedenken, dass sich die Umgebung, in der sich disi¢hstiere befanden, sehr stark
von der naturlichen Umgebung frei lebender Tier¢éeratheidet. So entspricht die
Situation in freier Wildbahn einer viel komplexeredmgebung als die hier verwendete
.reizreiche Umgebung®, die sich lediglich im Vergle zu der unphysiologischen
Standardkafighaltung durch Reizreichtum auszeicinme¥ergleich zu den natirlichen
Lebensbedingungen ist somit davon auszugehen,wtassse reizreiche Umgebung in
Wabhrheit einer Reizdeprivation entspricht (Cummiegsl., 1977). Ebenso verhélt es
sich mit der kérperlichen Aktivitét, die bei unseiéersuchstieren mittels eines taglichen
20-mindtigen Lauftrainings sichergestellt wurdee notorischen Anforderungen an frei
lebende Tiere werden wahrscheinlich deutlich héeen. Trotzdem sind vergleichende
Ruckschlisse und prinzipielle Aussagen Uber pralifee Prozesse in der SN unter den
verschiedenen Bedingungen der Reizdeprivation ermteichen Umgebung sowie der
korperlichen Passivitat und Aktivitdt moglich. BeitModelle sind allgemein akzeptiert
und validiert, was auch die Einordnung der Ergedmis den wissenschaftlichen Kontext
erleichtert (Kempermann et al., 1997; Kim et a2, van Praag et al., 1999).

422 Das 6-OHDA-Modell als Tiermodell des PS

Bei Ratten, wie auch bei anderen Nagern, kommtasne PS vergleichbare Erkrankung
nicht vor. Daher kann diese Krankheit lediglichauiTiermodelle simuliert werden. In
dieser Studie wurde eines der am besten validigvtedelle des PS, das 6-OHDA-
Modell, welches bereits seit 1968 etabliert istrwandet (Ungerstedt, 1968). Die
progressive Degeneration der dopaminergen Neurame ik diesem Modell gut imitiert
werden durch einen auf das Leben der Ratte bezngéhalichen progressiven
Zeitverlauf des partiellen dopaminergen Funktionsistes wie beim Menschen (Kirik et
al., 1998; Sauer & Oertel, 1994). Dies wird erremtrch Injektion des Toxins 6-OHDA
in Kombination mit Vitamin C, einem Antioxidans, gvau einer selektiven, retrograden
und progressiven Degeneration der in die Injektiegi®n projizierenden dopaminergen
nigralen Neurone fuhrt. Diese Degeneration begetwwa eine Woche nach Injektion und
erstreckt sich tUber acht bis 16 Wochen (Kirik et #098; Sauer & Oertel, 1994). Zum
Zeitpunkt der histologischen Aufarbeitung betrug Anzahl der TH positiven Zellen in
6-OHDA- |adierten Tieren 15,19%8,78% der nicht ladierten Gegenseite bei Tieren, d
unter Standardbedingungen gehalten wurden und %42+193,80% der nicht ladierten
Gegenseite bei Tieren, die in reizreicher Umgebuoniigphysischer Aktivitat gehalten
wurden. Bei Tieren, die keine 6-OHDA Lasion erhaltatten, wurde, wie erwartet, mit
96,26% + 23,46% unter Standardhaltung bzw. 99,229416,27% bei Haltung in
reizreicher Umgebung mit physischer Aktivitat keimeesentliche Seitendifferenz
beobachtet. Das Ausmal} des nigralen Verlustes dopagar Neurone stimmte dabei gut
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Uberein mit den Ergebnissen von Kirik und Mitarbeit die in aufwendigen
Serienuntersuchungen verschiedene Arten von 6-OH&8#enen hinsichtlich
neurodegenerativer Veranderungen und Rotationsienheharakterisierten (Kirik et al.,
1998).

4.2.3 Der Proliferationsnachweis mittels BrdU

Auf das Funktionsprinzip des Proliferationsnachegisiittels des Thymidinanalogons 5-
Bromo-2-desoxyuridin (BrdU) wurde bereits in denpikaeln Einleitung sowie Material
und Methoden eingegangen. Bei diesem Verfahrerzustbeachten, dass mehrere
Fehlerquellen bei der Interpretation der Ergebnissstehen. Neben den in der S-Phase
befindlichen Zellen nehmen auch Zellen, in denerAEREparationen oder apoptotische
Prozesse ablaufen, BrdU auf (El-Khodor et al., 20Bakic, 2002). Dies ware
insbesondere fur die 6-OHDA-ladierten Tiergruppen erwarten. Tats&chlich
unterscheidet sich die proliferative Aktivitat irerdladierten SN zum Zeitpunkt der
Messung jedoch nicht signifikant von derjenigen dieht ladierten Seite, sodass nicht
davon auszugehen ist, dass die erhobene Anzaldrder positiven Zellen signifikant
von diesem Storfaktor beeinflusst wurde.

Bei dieser Arbeit wurde eine BrdU- KonzentratiornvbOmg/kg KG verwendet. Es
existieren jedoch auch Studien, die mit andereihydese hoheren Konzentrationen
arbeiteten (Frielingsdorf et al., 2004; Zhao et 2002). Aufgrund der Toxizitat und
Mutagenitat von BrdU ist es unmoglich, die Dosieséir Substanz soweit zu erhéhen,
dass alle Zellen markiert werden, sodass bedachdewemuss, dass lediglich eine
Fraktion der in der S-Phase befindlichen Zellen BxrdU markiert wird (Cameron &
McKay, 2001; Morris, 1991). Daher ist spiegelt ciedieser Studie detektierte Anzahl
proliferierender Zellen mit hoher Wahrscheinlichikeicht die tatsachliche Zahl der
proliferierenden Zellen wider, die vermutlich dechl hoher liegt. Allerdings betrifft
dieser systematische, methodisch bedingte Fehler eadperimentellen Gruppen in
gleicher Weise, sodass die Relationen zwischerGateppen erhalten bleiben und damit
die prinzipiellen Aussagen dieser Studie ihre @lkit behalten (Gould & Gross, 2002;
Rakic, 2002). Des Weiteren wird diese Dosierungen diversen Arbeitsgruppen fir
Versuche zur zerebralen Proliferation verwendedass hier eine Vergleichbarkeit mit
den Ergebnissen dieser Studien besteht, was degdfinng unserer Ergebnisse in den
wissenschaftlichen Kontext erleichtert (Bick-Sanderal., 2006; Kempermann et al.,
1997; Steiner et al., 2004).

4.3 Bedeutung der in der adulten SN proliferierenden Zien

Unter allen Versuchs- und Kontrollbedingungen warde der SN dieselben neu

gebildeten Zelltypen, definiert durch ihre Immurktpatat fur die verwendeten Marker,
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beobachtet. Diese neu gebildeten Zellen exprinmiexten Grof3teil gliale Marker. Die

Phanotypisierung ergab, dass NG2- exprimierendeKiasse der oligodendrozytaren
Vorlauferzellen (OPCs) gehorende, gliale Zellereurallen Versuchsbedingungen den
groiten Anteil an den proliferierenden Zellen dalsn. Unter den verschiedenen
Versuchs- und Kontrollbedingungen wurde allerdiegse unterschiedliche Verteilung

dieser neu gebildeten Zelltypen beobachtet, def@yliome Bedeutung in den folgenden
Abschnitten diskutiert wird.

4.3.1 Oligodendrozytare Vorlauferzellen (OPCs)

Die jeweils grofte identifizierbare Fraktion Brdpesitiver Zellen in der adulten SN
unter den verschiedenen Versuchsbedingungen war ummeaktiv fur das
Chondroitinsulfat-Proteoglykan NG2. Diese Beobactdeckt sich mit den Ergebnissen
anderer Studien, die Proliferationsuntersuchungeder SN durchfiihrten (Lie et al.,
2002; Yoshimi et al., 2005). Ferner kdnnen diedeedeeitlebens sowohl in neurogenen
als auch in nicht neurogenen Arealen des Gehirfisnden werden und stellen im
adulten ZNS der Ratte die grof3te sich teilendepdelllation dar (Dawson et al., 2000 &
2003). Die Bedeutung NG2- positiver Zellen ist noatht vollstandig geklart. Es wird
diskutiert, dass NG2 exprimierende OPCs unter plygischen Bedingungen an der
Regulation der synaptischen Transmission betesigdl. Sie sind um synaptische
Strukturen herum lokalisiert und besitzen Glutaemdptoren. Im Hippocampus wurden
solche glutamatergen OPC-Neuron-Synapsen beschrigliger die OPCs an der
Modulation synaptischer Aktivitaten im Allgemeinend der glutamatergen Transmission
im Speziellen beteiligt sind (Dawson et al., 2008yine et al., 2001). In experimentellen
Arbeiten, die pathophysiologische Aspekte untersrghwurde gezeigt, dass NG2-
exprimierende Vorlauferzellen bei der Reaktion d&$S auf traumatische oder
ischAmische Lasionen eine Rolle spielen und védaitsggost lesionem proliferieren
(McTigue et al., 2001; Tanaka et al., 2001). Sageén somit zur Entstehung einer
reaktiven Gliose bei. Es gibt Hinweise, dass da{R@teoglykan involviert ist in die
Bildung einer glialen Narbe und erfolgreiche axerakgeneration verhindert (Tan et al.,
2005 & 2006). Es wird gemeinhin angenommen, das2 BXprimierende Zellen eine
Population oligodendrozytarer Vorlauferzellen (OPQGsprasentieren, die sich zu
Oligodendrozyten ausdifferenzieren kann (Nishiyagtaal., 1999 & 2002). Es gibt
Hinweise, dass OPCs die Stammzelleigenschaft denrastrischen Selbsterneuerung
besitzen. In diesem Zusammenhang wird vermutes, diase NG2- positiven Zellen den
bipotenten O2A- Progenitorzellen identisch seinrkén, die in vitro Typ-2- Astrozyten
und reife Oligodendrozyten generieren konnen (E8g@Volswijk, 1996; Jones et al.,
2002; Levine et al., 1996; McTigue et al., 2001siNyama et al., 1996 & 1999 & 2001;
Raff et al.,, 1983). Seit kurzem gibt es zudem Hisege dass oligodendrozytare
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Vorlauferzellen (OPCs) neurogenes Potenzial besitmed dass zumindest eine
Subpopulation dieser NG2 exprimierenden Zellennspeziellen Bedingungen in vitro
und in vivo Neurone generieren kann. So wurde dféei2nzierung zu GABA-ergen
Interneuronen beschrieben (Aguirre et al., 2004a@ew et al., 2003). Es besteht daher
die Mdoglichkeit, dass zumindest eine Subpopulatd®2 exprimierender Zellen in
manchen Gebieten des zentralen Nervensystems dasseKpotenzieller neuronaler
Vorlauferzellen repréasentiert. Fir die SN wurdeeggiz dass NG2 exprimierende Zellen
nach Explantation aus der adulten SN und Zellkutiinig waren, sowohl in vitro als
auch in vivo nach Transplantation in den Gyrus afeist Neurone zu generierélne et
al., 2002). In der nativen SN und nach Rucktramgption von kultivierten NG2
exprimierenden Zellen in die SN wurde in derseldebeit jedoch keine neuronale
Differenzierung beobachtet (Lie et al., 2002). Bi@eobachtungen decken sich mit den
Ergebnissen dieser Studie, in der ebenfalls eid3t@roder proliferierenden Zellen NG2
exprimierte, dartber hinaus aber keine Neurogehesbachtet wurde (zur Frage der
Neurogenitat der SN siehe 4.4).

4.3.2 BrdU-positive GFAP exprimierende Zellen — Astroz$en mit neuronaler
Vorlauferfunktion?

GFAP exprimierende BrdU- positive Zellen stelltemter allen Versuchsbedingungen
eine robust proliferierende Zellpopulation dar. Bxpression von GFAP wird allgemein
assoziiert mit astrozytarer Differenzierung. Nelmlr Mdoglichkeit, dass es sich bei
diesen Zellen um gewohnliche proliferierende Asttem, also differenzierte Zellen der
glialen Zelllinie, handelt, wird die Hypothese disert, dass GFAP exprimierende Zellen
eine Population neuronaler Vorlauferzellen darstelEs konnte namlich fur den Gyrus
dentatus und die subventrikulare Zone gezeigt werdass reife Neurone aus
proliferierenden BrdU- positiven GFAP exprimierendgellen hervorgehen (Doetsch et
al., 1999; Kempermann et al., 2004; Seri et alQ120Einer gadngigen Hypothese zu
Folge werden bei der hippocampalen Neurogenese iymusG dentatus drei

Reifungsstadien (Zelltyp I-1ll) beobachtet, wob& GFAP- positiven Zellen den Typl-

Stammzellen entsprechen. Sie koexprimieren derdufanizellmarker Nestin und werden
ihrer Morphologie wegen auch als Radialglia-Ahmiclstammzellen bezeichnet
(Kempermann et al., 2004). Man geht davon aus, diésse BrdU/Nestin/GFAP-

positiven Zellen eine Subpopulation der von Sesicheebenen BrdU/GFAP- positiven
Zellen sind (Kempermann et al., 2004). Da bis jg&he Generierung neu gebildeter
Neurone aus glialen Zellen in der SN beschrieberd&und auch in dieser Studie keine
nigrale Neurogenese gefunden wurde, ist die Funktieu gebildeter GFAP- positiver
Zellen in der adulten SN nicht geklart und wahraaieh nicht identisch mit deren

neurogener Funktion in Gyrus dentatus und sub\erdrer Zone. Unter anderem haben
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die oben beschrieben Transplantationsexperimemtd_iound Mitarbeitern (Lie et al.,

2002) gezeigt, dass das Differenzierungspotenzial Zellen ortsspezifisch ist, da die
Mikroumgebung auf die zellulare Differenzierung sateidenden Einfluss hat. So
unterliegen Neurogenese und Gliogenese wahrsctieinfie nach Hirnareal

unterschiedlichen Regulationsmechanismen. Zur Kiirder Frage, ob BrdU/GFAP-
positive nigrale Zellen eine Population von Vorkwkllen mit neurogenem Potenzial
darstellen, die nur durch lokale Faktoren in der $Mibiert werden, wéaren

Transplantationsexperimente analog denen von La¢ geeignet, die nach Explantation
von BrdU/GFAP- positiven Zellen diese in den neermgn Gyrus dentatus
transplantieren und beobachten, ob dort eine [RifftEerung zu Neuronen stattfindet
bzw. Studien, die das DifferenzierungsverhaltenhnBéicktransplantation in die SN
observieren.

4.3.3 Mikroglia

Unter allen Versuchsbedingungen konnte eine roldesprilation BrdU- positiver Iba-1
exprimierender Zellen detektiert werden. Das IbBrtein ist ein kalziumbindendes
Adaptermolekul mikroglialer Zellen, sodass die Kabsation von BrdU und lba-1
proliferierende  Mikrogliazellen  spezifisch visuadid. Unter keiner der
Versuchsbedingungen, weder nach 6-OHDA-Lasion mockizreicher Umgebung und
Lauftraining, kam es zu einer signifikanten Verauoag der Anzahl dieser Zellen.
Mikrogliale Zellen sind als eine robust prolifeeade Zellpopulation des ZNS bekannt.
Insofern stimmen die Ergebnisse dieser Studie emtldsherigen Erkenntnissen tberein.
Vor allem im Kortex von Nagetieren wurde ein holderteil der Mikroglia an den
proliferierenden Zellen beobachtet (Ehninger & Kemmpann, 2003; Hommes &
Leblond, 1967). Mikrogliazellen erfillen in dem vesg fehlender Lymphe
immunologisch benachteiligten Gehirn eine integralenunologische Funktion. Ohne
immunologische Stimulation befinden sich diese etelin einem Ruhezustand, tber
dessen Funktion und Bedeutung unter physiologiskloeritionen wenig bekannt ist. Es
bestehen jedoch Mechanismen der mikroglialen-neleoninteraktion, tber die die
Mikroglia Einfluss auf neuronale Vorgdnge nehmemrkaz.B. durch mikrogliale
Sekretion neurotropher Faktoren (Fields & Steversh@&m, 2002), sodass nicht
auszuschlieBen ist, dass diese Zellpopulation abeh neuronalen und glialen
Proliferations- und Differenzierungsvorgangen vad8utung ist.

4.3.4 Nicht identifizierte Zellen

Ein wesentlicher Teil BrdU- positiver Zellen in darativen SN zeigte keine

Immunreaktivitat fur die verwendeten reifen undaifan neuronalen (TH, NeuN, DXC),

astrozytaren (GFAP), oligodendrozytaren (CNPasd) mikrogliaren (lba-1) Marker.
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Nach 6-OHDA-Lasion sowohl unter Standardbedingungén auch bei reizreicher
Umgebung und Lauftraining konnte ein betrachtlicherl der BrdU- positiven Zellen
nicht identifiziert werden. Zu diesem Ergebnis koemrauch Kay und Blum, die das
MPTP-Modell der Maus verwendeten (Kay & Blum, 2QdDjese Beobachtung wirft die
Frage nach der Identitdt und dem Expressionsmusitsser nach 6-OHDA-L&sion
proliferierenden Zellen auf, die vorerst unbeantefbleibt. Es wéare denkbar, dass diese
Zellen eine Zellpopulation in einem Entwicklungskten reprasentieren, in dem
gewohnliche Antigeneigenschaften (noch) nicht egeéin und gangige Marker (noch)
nicht exprimiert werden. Dies ware flr Subpopulagio neuraler Progenitorzellen in
spezifischen Reifungs- oder Ruhestadien denkbderlem ware es moglich, dass diese
Zellen Marker exprimieren, die nicht von uns zuéRdtypisierung verwendet wurden,
oder die noch unbekannt sind.

Des Weiteren wurde im Zuge der konfokalen Phansigping keine Kolokalisation von
BrdU mit den Markern DXC, NeuN, TH und CNPase geem Wahrend dieser Befund
bezuglich der drei erstgenannten Marker im folgan8lbschnitt diskutiert werden soll,
wird hier auf die fehlende Kolokalisation von CNPa%it BrdU eingegangen. Die
Abwesenheit von CNPase- Immunreaktivitat in proifeenden Zellen legt nahe, dass in
der SN unter den von uns verwendeten Versuchsheagey keine proliferierenden
Oligodendrozyten vorkamen. Die hier vorliegended&wvar die erste, die in der adulten
SN proliferierende Zellen auf CNPase Kolokalisatimrtersuchte. Lie et al. fanden nach
4 Wochen nach BrdU — Applikation einen Anteil vod%. reifer BrdU- positiver
Oligodendrozyten, identifiziert anhand ihrer APCniomreaktivitat (Lie et al., 2002).
Diese unterschiedlichen Beobachtungen konnten radrevierwendung unterschiedlicher
oligodendrozytarer Marker durch die verschiedeneonlchtungszeitpunkte erklarbar
sein. Daten von Dawson und Mitarbeitern besagess dest sechs Tage nach Ende ihrer
BrdU- Applikationsphase eine messbare BrdU/CNPaseHialisation beobachtet werden
konnte (Vergleiche Dawson et al., 2003). Diesertvégiauf der BrdU/CNPase-
Kolokalisation ist geeignet, das negative Ergelumserer Studie diesbezlglich zu
erklaren, da hier die histologische Untersuchumgkdliim Anschluss an die BrdU-
Applikation erfolgte. Auch Ehninger und Kempermadie, verschiedene nicht neurogene
kortikale Regionen auf proliferierende Gliazellemtersuchten, fanden lediglich
vereinzelte BrdU/CNPase- positive Zellen (Ehningdeempermann, 2003), was darauf
schlieRen lasst, dass es sich bei diesen Zellér mo eine wesentliche proliferierende
Zellpopulation handelt.

4.4 Die adulte Substantia nigra — eine neurogene Regi@n
Die Frage, ob in der adulten SN neue Neurone gemeverden, wird zurzeit kontrovers

diskutiert ebenso wie die Frage, ob diese eventuethandene Neurogenese in
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Tiermodellen des PS degenerierte dopaminerge Neueosetzen kann (Chen et al.,
2005; Cooper et al., 2004; Frielingsdorf et alQ2XKay & Blum, 2000; Lie et al., 2002;
Mohapel et al., 2005; Steiner et al., 2006; Yoshetal., 2005; Zhao et al., 2003). Zur
Klarung dieser Fragen fihrten wir eine konfokalémitypisierung der BrdU- positiven
Zellen der SN durch. Wir fanden keine Kolokalisatioon BrdU mit dem immaturen
neuronalen Marker DCX, dem maturen neuronalen MadeaiN oder dem dopaminerg
neuronalen Marker TH. Es wurden somit unter keexgrerimentellen Bedingung BrdU-
positive neuronale Phanotypen beobachtet. Ferfiez sodieser Arbeit geklart werden,
ob reizreiche Umgebung und physische Aktivitatp &dimuli, von denen bekannt ist,
dass sie im Gyrus dentatus sowohl die Gliogenesauwalh die Neurogenese signifikant
steigern, geeignet sind, die Genese von NeuronderisN zu induzieren. Diese Arbeit
konnte zeigen, dass es bei Haltung von nativen Gh@HDA-Iadierten Tieren in
reizreicher Umgebung mit Lauftraining nicht zu eéineuronalen Differenzierung BrdU-
positiver Zellen kommt. Diese Tatsache legt nahassdreizreiche Umgebung mit
Lauftraining als neurogene Stimuli nicht ausreicheém in der adulten SN Neurone zu
generieren oder die Reifung von neuen Neuronematsialdlichen Vorlauferzellen zu
induzieren und unterstitzt die damit Glltigkeit d€snzeptes der ortsspezifischen
Neuropermissivitat.

Unsere Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung minmdanderer Arbeitsgruppen, die in
ihren Untersuchungen ebenfalls keine adulte Neureggin der SN, weder bei nativen
Méausen noch nach 6-OHDA-L&sion, MPTP-L&sion odérasiriataler Infusion von
GDNF, BDNF oder PDGF detektierten (Chen et al.,, 220Cooper et al.,, 2004;
Frielingsdorf et al., 2004; Kay & Blum, 2000; Li¢ &., 2002; Mohapel et al., 2005,
Steiner et al., 2006). Im Gegensatz dazu gibt & Anbeiten, die von in der adulten SN
der Maus neu gebildeten Neuronen berichten. Dikféhadion dieser Neurone soll ferner
durch MPTP-Lasion des dopaminergen Systems stinwlierden (Shan et al., 2006;
Zhao et al., 2003). Es wurden von den selben Agsprippen ferner Daten publiziert, die
fur das Vorkommen von neugebildeten dopaminergeardten in der adulten SN
sprechen (Shan et al., 2006; Zhao et al., 200®sentscheidenden Diskrepanzen in
den Befunden konnten erklarbar sein durch die Thtsalass unterschiedliche Verfahren
zur Detektion proliferativer Prozesse verwendetdearund die BrdU-Markierung den
bereits in Abschnitt 4.2.3 diskutierten Fehlerméigieiten unterliegt und beispielsweise
abhangig ist von Dosis, Applikationsdauer und -meikt. Ferner ist die sichere
Kolokalisation von BrdU mit TH in einer Zelle nicbeweisend fur das Vorliegen von
dopaminerger Neurogenese, da nukleare BrdU- Inkatiom wie in der Einleitung
beschrieben, aulRer bei Proliferation auch bei DNefpdRatur, Apoptose, Atrophie und
Degeneration, wie etwa im Falle von 6-OHDA-Lasieatkommen kann (Rakic, 2002).
Andererseits ist das Fehlen einer sicheren Kols&abn von BrdU und TH in einer
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Zelle nicht beweisend fir die Abwesenheit von dojp@nger Neurogenese, denn
dopaminerge Neurone koénnten sich aus Vorlauferzetléferenzieren, die sich im
untersuchten Zeitraum in einem nicht- proliferativi&adium befinden. Ferner kdnnten
geringe AusmalRe der Neurogenese dem BrdU- Naclemtiehen, da nicht alle sich
teilenden Zellen aufgrund der kurzen Bioverfligbenké BrdU markiert werden und die
immunhistochemischen Nachweismethoden nicht 100%&mgitiv sind (Gould & Gross,
2002; Rakic, 2002).

Auch mittels Proliferationsnachweis durch retrodralransduktion von grinem
fluoreszierendem Protein (GFP) in duplizierendeo@iosomen konnten bisher keine
proliferierenden TH- positiven Zellen in der adalt8N gefunden werden weder nativ
noch nach MPTP- Lasion (Yoshimi et al., 2005). Deben vorgetragenen
Argumentationslinie folgend, berichten die Autoreaber trotz des fehlenden
Proliferationsnachweises von der prinzipiellen Mecigkeit einer kompensatorischen
postlasionalen dopaminergen Differenzierung vonotisith stillen Vorlauferzellen,
dargestellt durch den Nachweis BrdU- negativer &3%-NCAM/TH- positiver Zellen.
[PSA-NCAM, polysialiertes neuronales Zelladhasiookrkil, soll ein spezifischer
Marker fur unreife Neurone zumindest des Hippocasrgain (Fukuda et al., 2003; Kuhn
et al., 1996; Seki & Arai, 1993)].

Ein weiterer beachtenswerter Punkt zur Erklarurrgsddn widersprechenden Ergebnisse
bezuglich adulter nigraler Neurogenese ist dieddhts, dass mit dem MPTP- und dem
6-OHDA-Modell verschiedene Modelle des PS verwendetrden. Als weitere
Fehlerquelle kommt die konfokalmikroskopische Augweg in Betracht, bei der nur
durch die Anwendung strikter Kriterien und grinbdéc Untersuchung in verschiedenen
Zellebenen der z-Achse vermieden werden kann, d@ienliche Nahe von Markern
unterschiedlicher Zellen als Doppelmarkierung eidelte misszudeuten.

Abschlie3end ist daher festzustellen, dass Neumapsivitdt und Neurogenitét der SN,
obwohl nach Einschatzung der meisten sich damiadseihden Wissenschaftler und
Bewertung der aktuellen Literatur derzeit unwahesalich, zurzeit nicht mit letzter
Sicherheit ausgeschlossen werden kann. Daher edesditerer Experimente, um diesen
wichtigen Sachverhalt zu klaren.

4.5 Auswirkungen der 6-OHDA-Lasion auf die nigrale zelulare
Neogenese
Nachdem in den vorherigen Abschnitten die printipi€edeutung der in der SN
proliferierenden Zellen und die Frage der nigralleuirogenitéat diskutiert wurde, werden
im Folgenden die Veranderungen der Zellproliferatimd —differenzierung nach 6-
OHDA-Lasion und deren Implikationen erortert.
Wie bereits in der Einleitung ausgefihrt, hat Dopagine regulatorische Wirkung auf
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Proliferation und Differenzierung im ZNS, die atlargs von den einzelnen Regionen des
ZNS, dem Stadium der Zellreife, der Dosierung uad dxperimentellen Bedingungen
abhangig zu sein scheint. Im neurogenen und gleye@yrus dentatus wurde flr
Dopamin eine Schlisselrolle bei der GenerierungnBieurone postuliert (Hoglinger et
al., 2004), da Dopamindepletion zu einer signifteBnReduktion der hippocampalen
Neurogenese flihrte. Es ist anzunehmen, dass s&ctMdchanismen der zellularen
Plastizitdt in neurogenen Zonen des ZNS unterseheidon Zonen, in denen
wahrscheinlich keine Neurogenese stattfindet, veie SN. Zur Klarung der Rolle von
Dopamin fur die nigrale zellulare Plastizitat fighrtwir daher Untersuchungen an nativen
Ratten und im Tiermodell der 6-OHDA- induziertegnostriatalen Dopamindepletion fur
das PS durch.

Um die Auswirkungen von reizreicher Umgebung undftraining auf die Plastizitat der
6-OHDA-ladierten SN einordnen zu kénnen, war esizbst notwendig, die Effekte der
6-OHDA- Lasion auf die zellulare Plastizitdt der Stbn Tieren, die unter
Standardbedingungen gehalten wurden, zu untersui¢besthiedene Studien zeigten fur
diverse Hirnareale, dass es nach unterschiedlithdtésionen zu reaktiven
Reparaturmechanismen kommt, die mit gesteigertbulader Plastizitdt einhergehen
(siehe auch 1.3.2). Ziel dieser Teilstudie war @rearakterisierung der Veranderungen
der zellularen Plastizitat der adulten SN, die HBeOHDA-L&sion induziert werden.

4.5.1 Auswirkungen der 6-OHDA-Lasion auf die nigrale Zelproliferation

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werdass dlie 6-OHDA-L&sion der SN nicht
die nigrale Zellproliferation als Ganzes beeinftugkenn die Anzahl BrdU- positiver
Zellen veranderte sich nicht statistisch signifikalkay und Blum beobachteten im
MPTP-Modell der Maus dagegen eine nigrale Prolifenssteigerung anhand erhéhter
Zahlen BrdU- positiver Zellen in ladierten MausenVYergleich zu nicht ladierten Tieren
(Kay & Blum, 2000). Allerdings war diese Prolife@issteigerung lediglich transienter
Natur und bereits am 15. Tag post lesionem niclitrmachweisbar. Dieser kurzfristige
Zeitverlauf l&sionsinduzierter Proliferation waeegnet, unsere Beobachtung einer nicht
signifikant veranderten BrdU- Reaktivitat vier Wechpost lesionem zu erklaren.
Eine weitere interessante Tatsache ist die Beobaghtdass &hnliche Zahlen BrdU-
positiver Zellen sowohl ipsilateral als auch kolataral zur Lasion gezéahlt wurden, was
den Schluss zulasst, dass die unilaterale toxiSdigdigung der SN nicht zu einer
einseitigen Proliferationsanderung fuhrte, die nagtr Wochen noch nachweisbar
gewesen ware. Ein andauernder toxinvermittelter lifBrationseffekt ist damit
ausgeschlossen. Im Gegensatz dazu beobachtetest ke in einer Teilstudie ihrer
allerdings auf mdgliche nigrale Neurogenese folarssm Arbeit nach 6-OHDA-L&sion
deskriptiv erhéhte Zahlen von BrdU- positiven Zeleuf der ladierten Seite (Lie et al.,
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2002). Aus ihrer Veroffentlichung gehen jedoch nidie zeitlichen Abstande zwischen
6-OHDA-Lasion, BrdU-Applikation und To6tung der Teéer mit histologischer
Aufarbeitung hervor. Ferner raumten sie ein, désgsli® BrdU- positiven Zellen nicht
quantifizieren konnten, da es ihnen nach Untergdsrgdopaminergen Neurone nicht
maoglich war, das Gebiet der SN abzugrenzen. BeerensAufarbeitung legten wir
bereits beim Schneiden Wert auf die sorgféaltige rishtung des Gehirnes auf
anatomische Leitstrukturen, wie gleichzeitiger @oter Beginn des Striatums,
gleichmaRig sichtbare Commissura anterior und Grerdes STN. So konnte erreicht
werden, dass auf den Schnitten rechte und linkehidlfte identische bis sehr &hnliche
anterio-posteriore Koordinaten aufwiesen, sodasdientierung durch Vergleich mit
der kontralateralen nicht ladierten Seite moglidr.wudem ist es moglich, sich auch
ohne TH-Immunreaktivitat anhand von charakteribiésc Faserverlaufen und
nachbarschaftlichen Strukturen zu orientieren umel @renzen der SN sicher zu
identifizieren. So ist der lediglich qualitative ngruck von Lie et al. unserer
quantitativen, stereologischen Analyse methodistkriegen (Lie et al., 2002; Steiner et
al., 2006). Wie oben bereits ausgefiihrt, spreclhemdten von Kay und Blum flr eine
transiente Proliferationssteigerung, die bereiteiZzWochen post lesionem nicht mehr
detektierbar ist (Kay & Blum, 2000). Somit ware eres Beobachtung einer praktisch
identischen nigralen BrdU-Immunreaktivitat ipsi-dukontralateral dadurch erklarbar,
dass die proliferativen Prozesse aufgrund ihressteanten Natur nach vier Wochen nicht
mehr nachweisbar sind.

4.5.2 Auswirkungen der 6-OHDA-Lasion auf die Differenziemung
proliferierender Zellen in der adulten SN

Trotz nicht signifikant veranderter globaler Zetipferation, gemessen anhand der
Anzahl BrdU- positiver Zellen, war eine selektiveedinflussung der Proliferation

einzelner Subpopulationen durch die 6-OHDA-Lasiestdtellbar. So reagierten neu
gebildete GFAP- exprimierende und NG2- exprimieeeAdllen unterschiedlich auf die

6-OHDA-L&sion.

4.5.2.1 NG2 exprimierende proliferierende Zellen

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dassideiner signifikanten Anderung der
Anzahl BrdU/NG2- exprimierender Zellen im Vergleizh gesunden Kontrolltieren vier
Wochen nach 6-OHDA-Lasion kommt. Diese Informatistrwichtig, da proliferierende
NG2 exprimierende Zellen, wie bereits ertrterthsid.3.1), Stammzelleigenschaften und
prinzipiell neurogenes Potenzial besitzen (Lie kf 2002). Eine Erhdéhung dieser
Zellzahl post lesionem hatte daher auf die Induktk@mpensatorischer neurogener
Mechanismen durch die 6-OHDA-L&sion in der SN himigsen.
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In der aktuellen Literatur wird die Bedeutung voG 2 exprimierenden Zellen bei der
Induktion von Gliosen diskutiert (Tan et al., 2006§o wurde in verschiedenen
Lasionsmodellen eine verstarkte Proliferation NG@renierender Zellen beobachtet
(McTigue et al.,, 2001; Tanaka et al.,, 2001). Digsd@ahe, dass in dem von uns
verwendeten 6-OHDA-Modell keine Steigerung der AnBrdU/NG2 positiver Zellen
beobachtet wurde, kdnnte erklarbar sein durch deleraartigen pathophysiologischen
Stimulus unseres Modelles. Ferner ware es mogtlaks es post lesionem zu einem
transienten, reaktiven Anstieg BrdU/NG2 exprimiglenZellen kommt, der unserem
Nachweis nach vier Wochen entgangen ware. Eindsdlarzfristige, transiente Kinetik
der postlasionellen Proliferation NG2 exprimierendellen konnte in verschiedenen
Lasionsmodellen gezeigt werden (Levine et al., 1994Tigue et al., 2001). Das
Schicksal dieser transient nachweisbaren Zellerbistjetzt unbekannt und koénnte
Zelltod, Exmigration und Differenzierung in andetelltypen beinhalten (Levine et al.,
2001). Als wichtige Erkenntnis dieser Teilstudiehdgt jedoch - vorbehaltlich einer
madglichen transienten ProliferationssteigerungschbelR3end die Tatsache, dass die 6-
OHDA-Lasion alleine nicht zu einer dauerhaften Ewndg der Anzahl proliferierender
NG2 exprimierender, potenziell neurogener Zellemrtft

45.2.2 GFAP exprimierende proliferierende Zellen

Nach 6-OHDA-bedingter Dopamindepletion wurde eimgnifikante Reduktion von
neugebildeten GFAP- positiven nigralen Zellen bebbet. Hoglinger und Mitarbeiter
beschrieben eine Proliferationsreduktion nach 6-@Hiluzierter Dopamindepletion fur
die subependymale Zone (Hdglinger et al., 2004¢. BYgebnisse beider Arbeiten weisen
somit auf eine mdgliche Bedeutung von Dopamin alsahneidenden Faktor bei der
Regulation der zellularen Plastizitat im ZNS hin.
In der 6-OHDA-ladierten SN wurde die Entstehungeei@liose beschrieben, die mit
einer transienten intensiven Erhohung der Immuninatk fur GFAP einhergeht
(Gomide et al., 2005). Allerdings fuhrten diese &anh keine Proliferationsdetektion
durch, sodass die Frage ob es sich dabei um nddefelZellen handelt, unbeantwortet
blieb. Andere Erklarungsmoéglichkeiten dieser bebbsten verstarkten GFAP-
Immunreaktivitdt waren die Immigration von Astrozytaus anderen Hirnarealen oder
aber die lasionsbedingte Hochregulation der GFAPrESsion von autochtonen nigralen
Astrozyten (Kay & Blum, 2000). Der signifikante Rigang der BrdU/GFAP- positiven
Zellen in unserer Studie lasst vermuten, dass le#i Bildung der 6-OHDA-
l&sionsinduzierten Gliose in der SN die Neogen&seAstrozyten eine untergeordnete
Rolle spielt. Im MPTP- Modell der Maus fiir nigraatale Degeneration wurde gezeigt,
dass im Striatum ein Grol3teil der BrdU- positivestléh post lesionem GFAP exprimiert
(Kay & Blum, 2000). Die Autoren folgerten logischaise, dass diese proliferierenden
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Zellen als reaktive Astrozyten an der Entstehundaonsinduzierten striatalen Gliose
beteiligt sind. In der SN konnten dieselben Autojetioch innerhalb des von ihnen
beobachteten Zeitraums von 14 Tagen keine BrdUiipes GFAP exprimierenden
Zellen detektieren, obwohl auch dort reaktive Aglibeine Gliose induziert (Gomide et
al., 2005; Kay & Blum, 2000). Sie folgerten dalgass die MPTP- induzierte Gliose in
der SN nicht durch die Neogenese von Astrozytetande kommt, was sich prinzipiell
auch mit unserem Ergebnis einer post 6-OHDA-lesioneeduzierten Anzahl
BrdU/GFAP- positiver Zellen deckt. Diese Daten z&giit die Vermutung, dass bei der
Entstehung der nigralen lasionsinduzierten Gliosdar Hauptsache bereits paexistente
Astrozyten involviert sind. Die Tatsache, dass jenloch im Gegensatz zu Kay und
Blum BrdU/GFAP- positive Zellen gefunden haben, @& zum einen auf die
unterschiedlichen verwendeten Tiermodelle zurliddznign sein oder aber auf unseren
spateren Beobachtungszeitpunkt. Es ist also anmareldass die Regulation der Genese
von Astrozyten in unterschiedlichen Arealen des ZNS8d in verschiedenen
Lasionsmodellen unterschiedlichen Mechanismen liegeund definierten Zeitverlaufen
folgt.

4.6 Auswirkungen von reizreicher Umgebung und Lauftrainng auf
die zellulare Neogenese in der adulten SN

In dieser Studie wurden erstmalig die Auswirkung®em reizreicher Umgebung und
physischer Aktivitat auf die nigrale zellulare Neogse untersucht, um zu klaren,
inwiefern die SN unter stimulierenden Bedingungenzellularer Plastizitat fahig ist.
Diese Frage ist von besonderer klinischer Relevdenn die Stimulation zellularer
Plastizitat in der SN durch reizreiche Umgebung karperliche Aktivitdt konnte das
klinische Outcome von Patienten mit PS verbessern.

4.6.1 Auswirkungen von reizreicher Umgebung und Lauftrainng auf die
Zellproliferation in der adulten SN

In dieser Arbeit konnte ein signifikanter Anstiegrdzellularen Proliferation in der
adulten SN, gemessen anhand der Anzahl BrdU imraldtiver Zellen, bei Haltung in
reizreicher Umgebung mit taglichem Lauftraining Imgewiesen werden. Diese
Proliferationssteigerung wurde sowohl bei nativisnaaich bei 6-OHDA-Iadierten Tieren
beobachtet. Damit ist der Nachweis erbracht, dasiei SN, einer Region, die als nicht
neurogen angesehen wird, physiologische StimulNgemrogenese zu einer Verstarkung
der zellularen Proliferation und Gliogenese fiihrebieser Befund steht in
Ubereinstimung mit anderen Arbeiten, die bei Tifithay in reizreicher Umgebung
sowie korperlicher Aktivitat Proliferationssteigagen in verschiedenen Hirnregionen wie
etwa Hippocampus, subventrikularer Zone und koeikaArealen beobachteten
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(Ehninger & Kempermann, 2003; Kempermann et al971%.i et al., 2005; Steiner et
al., 2004; Van Praag et al., 1999). Das beobackiemomen der Modulierbarkeit der
nigralen zellularen Neogenese ist von zentraler eBkahg fir das Verstandnis
physiologischer und pathophysiologischer Vorgangeder SN. Auf ein mdgliches
funktionelles Korrelat der gesteigerten zelluldhaogenese in Form einer Reduktion des
amphetaminreduzierten Rotationsverhaltens 6-OHDRHKetter Tiere, die in reizreicher
Umgebung mit Lauftraining gehalten wurden, sollspéter eingegangen werden (siehe
4.7). Um die Proliferationsanderungen weiter einerdzu konnen, war es erforderlich,
die Identitat dieser Zellen mittels immunhistochschier Phanotpysierung zu klaren.

4.6.2 Auswirkungen von reizreicher Umgebung und Lauftrainng auf die
Zelldifferenzierung in der adulten SN

Bei gesteigerter totaler nigraler Zellproliferatioreagierten neu gebildete NG2
exprimierende und GFAP exprimierende Zellen unteestlich auf reizreiche Umgebung
und Lauftraining. Es wurde eine signifikante Steigg der Anzahl proliferierender NG2
exprimierender Zellen sowie deskriptiv eine Steiger GFAP exprimierender Zellen in
6-OHDA ladierten Tieren beobachtet.

4.6.2.1 NG2 exprimierende Zellen

Wir beobachteten, dass reizreiche Umgebung undiguies Aktivitat in unserem
Versuchsaufbau zu einer verstarkten Proliferati@@2Nexprimierender Zellen fuhrte,
wobei dieses Phanomen interessanter Weise ledigkth6-OHDA ladierten Tieren
statistische Signifikanz erreichte.

Nach alleiniger 6-OHDA-Lasion wurde, wie oben begdben, keine wesentliche
Proliferationsdnderung der NG2 exprimierenden 2elleeobachtet, sodass davon
auszugehen ist, dass die 6-OHDA induzierte Degénaranigraler Neurone keinen
starken, zumindest keinen anhaltenden starken,fReilie nigrale zellulare Proliferation
insgesamt und die NG2 exprimierenden OPCs dardislltvare aber denkbar, dass hier
ein additiver Effekt von reizreicher Umgebung urygischer Aktivitat und einer oben
diskutierten transienten Proliferationssteigeruaghn6-OHDA-L&sion vorliegt und fir
den Effekt einer lang anhaltenden, robusten urtisgsgh signifikanten Steigerung der
zellularen Proliferation im Allgemeinen und der Hesation von NG2 exprimierenden
OPCs im Speziellen verantwortlich ist. Ein weiteferklarungsansatz fur die bei
reizreicher Umgebung und physischer Aktivitdit bebldete signifikante
Proliferationssteigerung NG2 exprimierender OPAs6b®@HDA ladierten Tieren wére
die Tatsache, dass OPCs regulatorisch und modutieredie neuronale Transmission
eingreifen. Es wird daher vermutet, dass sie aufefungen der elektrischen Aktivitat
mit Proliferation reagieren kénnen (Dawson et2003). So wurde gezeigt, dass OPCs
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in direkter Nachbarschaft des synaptischen Spédlesisiert sind und verschiedene
Neurotransmitterrezeptoren auf ihrer Zelloberflaex@rimieren, was impliziert, dass
NG2 exprimierende OPCs strukturell und funktiomeltler Lage sind, Anderungen der
neuronalen Aktivitat zu perzipieren und darauf eagieren (Bergles et al., 2000). Uber
diesen Mechanismus konnten in der SN NG2 exprimigeZellen Anderungen der
neuronalen Transmission, wie sie beispielsweise digisischer Aktivitat in einer
ladierten SN entstehen kodnnten, perzipieren und Rafsliferationsreiz verstehen.
Einschrankend ist jedoch anzumerken, dass zurkégite Untersuchungen Uber Art,
Umfang und Funktion von Neuron-OPC-Interaktionerder SN vorliegen. Hier sind
weiterfihrende Studien notwendig, um die funktiem&@edeutung der Population der
NG2 exprimierenden OPCs in der SN im physiologiachad pathophysiologischen
Kontext weiter zu charakterisieren.

Die Bedeutung des in dieser Studie erhobenen Befundiner signifikanten
Proliferationssteigerung der NG2 exprimierenden ©®B@ch reizreiche Umgebung und
physische Aktivitat wird unterstrichen durch diek&mntnis, dass diese Zellen, wie
bereits diskutiert (siehe 4.3.1), die Stammzellesgbaft der asymmetrischen
Selbsterneuerung besitzen und potenziell in deelsagd, unter speziellen Bedingungen
Neurone zu generieren (Aguirre et al., 2004; Bedacbt al., 2003). So zeigten Lie und
Mitarbeiter in Transplantationsexperimenten, dash aigrale NG2 exprimierende OPCs
neurogenes Potenzial besitzen, wobei in der wablnsioth nicht neurogenen SN dieses
Differenzierungspotenzial nicht ausgeschopft witek (et al., 2002). Dementsprechend
konnte man spekulieren, dass zumindest eine Sulgitgu der nigralen NG2
exprimierenden OPCs eine potenzielle neurogeneiufatzellpopulation reprasentiert.
Unter dieser spekulativen Annahme erscheint esefemmbglich, dass physiologische
Stimuli, wie reizreiche Umgebung und korperlichetidikit, die in neurogenen Regionen
zu einer Verstarkung der Neurogenese fuhren, imtnieeurogenen Regionen zur
Proliferation von potenziellen neurogenen Vorlazéden fihren. Somit wirde durch
reizreiche Umgebung und korperliche Aktivitat Ulleien ZNS das Potenzial der
Plastiztat erweitert, das jedoch nur in bestimnfRagionen fur die Generierung von
Neuronen ausreicht.

AbschlieRend ist zu sagen, das NG2 exprimierendeCsOReben Astrozyten,
Oligodendrozyten und Mikroglia heute als vierte gm@iche gliale Zellpopulation
betrachtet werden sollten (Levine et al., 2001e Bedeutung wird durch ihr neurogenes
Potenzial unterstrichen und durch die Tatsaches siasubiquitéar im ZNS proliferierend
anzutreffen sind. Die Tatsache, dass sie auf vedehe physiologische und
pathophysiologische Reize mit starken Proliferagbeigerungen reagieren, lasst
vermuten, dass sie weitere, bisher unbekannte ieaekt erfullen, die in Zusammenhang
mit neuroprotektiven, neurogenen und neurorepaatMechanismen stehen kdnnten
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(Levine et al, 2001). Der in dieser Studie erbtachNachweis der
Proliferationssteigerung dieser potenziell neuregeNG2 exprimierenden Zellen durch
physiologische Stimuli sollte Anlass geben, die Kieamen dieser Zellen und deren
potenzielle therapeutische Nutzbarkeit weiter Zarechen.

4.6.2.2 GFAP exprimierende Zellen

Sowohl bei 6-OHDA ladierten als auch bei nicht &itkn Tieren war die Anzahl GFAP
exprimierender Zellen in reizreicher Umgebung mauftraining deskriptiv, statistisch
jedoch nicht signifikant, erhéht. Da, wie oben lemben, die 6-OHDA-Lasion neu
gebildete GFAP- positive Zellen signifikant redugzi&onnten reizreiche Umgebung und
Lauftraining zumindest teilweise Uber die Induktipgllularer Plastizitat oder Uber die
Ausubung protektiver Effekte den Zellverlust komgienen. Aus verschiedenen Studien
ist bekannt, dass korperliche Aktivitat und reighei Umgebung neben einer
Proliferationssteigerung und Differenzierungsindwuktauch solche protektiven Effekte
ausuben konnen (Carro et al., 2001; Cohen et @03;2Steiner et al., 2006; Young et
al., 1999). So wurde fur reizreiche Umgebung nediear Neurogenesesteigerung auch
nachgewiesen, dass sie zu einer Reduktion von afjegtem Zelltod fuhrt, den
kainatinduzierten, exzitotoxischen Zelluntergangdumert und Expression und
Phosphorylierungszustand von WachstumsfaktorenTuagiskriptionsfaktoren verandert
(Young et al., 1999). Fur physische Aktivitat wuyrdater anderem im 6-OHDA-Modell
nachgewiesen, dass sie zu einer Konzentrationsstigig von neurotrophen Faktoren,
wie GDNF und IGF1 fluhrt, die als potente Wachstwakifren, auch fur dopaminerge
Neurone, angesehen werden (Carro et al., 2001;rCehal., 2003).
Die Bedeutung des Befundes einer durch reizreiaingebung und physische Aktivitat
tendenziell gesteigerten Gliogenese GFAP exprimdgeZellen wird unterstrichen durch
eine Vielzahl von Beobachtungen zur Funktion digeten. Seit LAngerem ist bekannt,
dass sich die Rolle GFAP exprimierender astrozytdedlen nicht auf die traditionell
angenommene gewebliche Stiutzfunktion beschrankthdesa dass vielfaltige
Moglichkeiten der Neuron-Glia-Interaktion bestehéiber die GFAP exprimierende
Zellen auf die neuronale Aktivitat Einfluss nehmkinnen (Ubersicht: Volterra &
Meldolesi, 2005). Einzelne mogliche Mechanismendearim Kontext der funktionellen
Verhaltensergebnisse diskutiert (siehe 4.7).
Zusatzlich gewinnt der Befund an Bedeutung durch Tatsache, dass diese neu
gebildeten GFAP exprimierenden Zellen in Zusammeghait adulter Neurogenese
stehen konnten. Wie bereits ausfihrlich disku{sgghe 4.3.2), ist fur zumindest fur eine
Subpopulation dieser Zellen Stammzelleigenschdiedegt und es wurde gezeigt, dass
aus BrdU/GFAP immunreaktiven Zellen in vivo reifeelMone hervorgehen kdnnen
(Doetsch et al., 1999; Kempermann et al., 2004; &aal., 2001). Die in dieser Studie
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gewonnene Erkenntnis, dass reizreiche Umgebung Ladtraining die 6-OHDA
bedingte Reduktion von proliferierenden GFAP exmnenden Zellen zumindest
teilweise antagonisieren konnen, lasst mutmalless @a auch in der pathologisch
veranderten SN durch physiologische Stimuli zu reiA&tivierung der zellularen
Plastizitat mit verstarkter Proliferation potenkieéurogener Zellen kommt. Dass wir
keine neu aufgetretene neuronale Differenzierungbdehteten konnten, stitzt die
Hypothese, dass zwar durch reizreiche Umgebungplmydische Aktivitat Gberall im
ZNS plastisches Potenzial aktiviert wird, diese®o@ nur in bestimmten Regionen fur
Neurogeneseinduktion ausreicht. Weiterfihrendei&tusbllten sich daher verstarkt der
genaueren Charakterisierung GFAP exprimierenddeZeh der SN als einer robust
proliferierenden Zellpopulation mit putativem negeoem Potenzial widmen.

4.7 Auswirkungen von reizreicher Umgebung und Lauftrainng auf
das amphetamininduzierte Rotationsverhalten und dieTH
Expression der 6-OHDA-ladierten Tiere

Um die Frage zu klaren, ob die durch reizreiche elmogg und Lauftraining induzierte
zellulare Plastizitat funktionelle Auswirkungen adé&s motorische Verhalten der 6-
OHDA-ladierten Versuchstiere hatte, wurde die Ustehung des amphetamininduzierten
Rotationsverhaltens durchgefihrt, welches ein batakterisiertes Verhaltensmodell fur
die funktionelle Evaluierung des nigrostriatalenst®éyns nach unilateraler 6-OHDA-
Lasion ist (Kupsch et al., 1991; Ungerstedt, 19&8¢ Untersuchung erfolgte am Tag
des Versuchsendes, um einen Einfluss von StressAumghetamin auf die zellulare
Plastizitat auszuschliel3en.

Die durchgefuhrte unilaterale, intrastriatale 4-4Rl#sion induzierte, wie erwartet, ein
signifikantes Rotationsverhalten bei Haltung un&eandardbedingungen sowie bei
Haltung in reizreicher Umgebung mit physischer ®ikdit, wahrend nicht |adierte Tiere
kein signifikantes Rotationsverhalten nach Amphatapplikation zeigten. Dabei
entsprachen die gemessenen Rotationsanzahlen @¢tD&- ladierten Tiere den
Ergebnissen von Kirik et al., die unter anderene diistologische Charakterisierung der
unilateralen intrastiatalen 6-OHDA-4-Punktlasiomdichtlich des Rotationsverhaltens
durchfuhrten (Kirik et al., 1998).

Nach vier Wochen ergaben sich somit keine sigmfiga Differenzen im
amphetamininduzierten Rotationsverhalten von Tiedenin reizreicher Umgebung mit
Lauftraining gehalten wurden im Vergleich zu Tierere unter Standardbedingungen
gehalten wurden. Die durch 6-OHDA-L&sion und dudid Haltungsbedingungen in
reizreicher Umgebung und Lauftraining induziertetltaren Veranderungen fuhrten
folglich nicht zu einer Attenuierung 6-OHDA-lasidreslingter funktioneller Defizite der
Versuchstiere im amphetamininduzierten Rotationsiies steht in Ubereinstimmung
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mit der Beobachtung einer nicht signifikant verétele globalen Zellproliferation
gemessen anhand der BrdU immunreaktiven ZellereinSiN bei 6-OHDA-L&sion.

An dieser Stelle soll kurz auf eine Folgestudieeues Labors verwiesen werden, bei der
identische Versuche lUber einen Beobachtungszeitvamsieben Wochen durchgefiihrt
wurden. Hierbei zeigten sieben Wochen post lesiodient-OHDA-ladierten Tiere, die
in reizreicher Umgebung mit Lauftraining gehalteargen, einen Trend, der allerdings
keine statistische Signifikanz erreichte, zu weniB®tationen als 6-OHDA-ladierte
Tiere, die unter Standardkonditionen gehalten wuréerner zeigten 6-OHDA-ladierte
Tiere, die sieben Wochen in reizreicher Umgeburdyrait Lauftraining gehalten wurden
signifikant weniger Rotationen als 6-OHDA-ladierigéere, die vier Wochen unter
identischen Bedingungen gehalten wurden (Abb. &6jnit fihrte Langzeitstimulation
durch reizreiche Umgebung und Lauftraining zu eisignifikanten Verbesserung des
motorischen Funktionsverhaltens 6-OHDA-ladierteer&i im Verlauf und zu einer
deskriptiven Verbesserung im Vergleich zu TiereteuBStandardbedingungen (Steiner et
al., 2006).
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Amphetamininduziertes Rotationsverhalten
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Abb. 16 Amphetamininduziertes Rotationsverhaltechrné& und nach 7 Wochen fir die
einzelnen experimentellen Gruppen. * p<0,05. Datén Mittelwert und Fehler als
S.E.M. (Steiner et al., 2006). Es wurde ein sigaifter Unterschied beobachtet zwischen
den Gruppen erpd nach 4 Wochen und erpd nach 7 &doch

Jedoch wurden in der Folgestudie sieben Wochen Ipsginem keine signifikanten
Veranderungen der zellularen nigralen Proliferatiod Differenzierung im Vergleich zu
dieser Arbeit gefunden, durch welche die Attenuigrdes Rotationsverhaltens bedingt
sein konnte (Steiner et al.,, 2006). Wie bereitskudisrt (siehe 4.4), wurde in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen mehrerer andémbeitsgruppen keine
(dopaminerge) Neurogenese mit den von uns verwendéethoden und Markern in der
SN detektiert und zwar weder nach vier Wochen noabh sieben Wochen in der
Folgestudie. Insofern ist es unwahrscheinlich, dhssbeschriebene Attenuierung des
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Rotationsverhaltens sieben Wochen post lesionenchdeme neurogenesebedingte
Erh6hung der Anzahl dopaminerger Neurone hervofgersein konnte. Ein mdglicher
Erklarungsansatz wéare eine durch reizreiche Umggbund physische Aktivitét
verminderte Degeneration der dopaminergen Neution&inne einer Neuroprotektion,
Uber die das nigrostriatale Ungleichgewicht abgegcihit werden wirde. Die Ergebnisse
mehrer Studien sprechen dafir, dass reizreiche bamgeund regelmafige korperliche
Aktivitat, wie Lauftraining, neuroprotektive und@moseinhibierende Effekte haben und
die Vulnerabilitat von Neuronen gegenuber versdmes Arten von Noxen senken
kénnen (Carro et al., 2001; Cohen et al., 2003;ngoet al., 1999). Zur Uberprifung
dieses Sachverhaltes wurde die Anzahl der TH exeréanden Zellen bei Tieren, die in
reizreicher Umgebung mit physischer Aktivitat gedalwurden, verglichen mit Tieren,
die unter Standardbedingungen gehalten wurdenl®)it9%z+ 3,80% der nicht ladierten
Gegenseite bei Tieren, die in reizreicher Umgebuitd.auftraining gehalten wurden im
Vergleich zu 15,19%t 8,78% bei Tieren, die unter Standardbedingungdraltgn
wurden, ergaben sich fast identische Werte. Disst ermuten, dass die funktionelle
Verbesserung des motorischen Verhaltens l|adieriere Tweder durch verminderte
Degeneration noch durch Genese neuer dopaminergerohe bedingt ist und, dass
physiologische Stimuli wie reizreiche Umgebung phgsische Aktivitat kein vermehrtes
dopaminerges Zelliberleben und keine vermindertgeBeration dopaminerger Neurone
in der 6-OHDA-ladierten SN bewirken.

Da die Zellproliferation und die gliale Differenrigng in der ladierten SN durch
reizreiche Umgebung mit physischer Aktivitat sigraht gesteigert wurden, stellt sich
die Frage, ob diese beiden Phanomene verantwosdirah flr die Verbesserung des
motorischen Verhaltens im amphetamininduziertenatRmistest oder ob diese eher
bedingt ist durch den kontinuierlichen korperlicHgbungseffekt der Tiere.

In der Tat kdnnten die durch reizreiche Umgebung pimysische Aktivitat induzierten
Veranderungen der Mikroumgebung mit gesteigerteraz@liproliferation, und -
differenzierung primar unabhéngig von dopamineryearonen zu einer Verbesserung
des motorischen Verhaltens fuhren. Die gesteigarteahl neuer, also BrdU/GFAP
immunreaktiver, astrozytarer Zellen bei Haltung #eizreicher Umgebung mit
korperlicher Aktivitat konnte beispielsweise hierfierantwortlich sein. Schon lange ist
bekannt, dass die Rolle der Astroglia sich nicht de gewebliche Stltzfunktion
beschréankt sondern vielfaltig ist und neuronalekiionen entscheidend beeinflusst. So
sind Astrozyten beteiligt an der Permeabilitatstagon der Blut-Hirn-Schranke und
somit dem Stoffwechsel zwischen Neuronen und Béugkauf, an der ionalen
Homoostase und somit der Regulation von neuronBleagungsvorgangen, an der
Wiederaufnahme von Neurotransmittern und damitSignaliibertragung, dem Schutz
vor glutamtatvermittelter Exzitotoxizitat sowie deroduktion von Antioxidanzien und
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damit der Protektion von Neuronen. Ferner kénnamo&gten die Bildung synaptischer
Verbindungen im Rahmen von Lernprozessen beeimffuskirch Auswachsen ihrer
Fortsatze und Sekretion von Wachstumsfaktoren €vfalt& Meldolesi, 2005). Alle diese
astrozytaren Funktionen kdnnten zum verbessertgtti@nellen Outcome beitragen und
damit diese motorische Verbesserung ohne gleicgheeNermehrung dopaminerger
Zellen erklaren.

Einschrankend ist jedoch zu sagen, dass in deeftidie, die sich Uber sieben Wochen
erstreckte, keine signifikanten zellularen Verandgen gefunden wurden im Vergleich
zu der hier prasentierten Studie, die die zellm&eranderungen nach vier Wochen
untersuchte. Es ware jedoch mdoglich, dass die bebemen Vorgange, die von
Astrozyten bewirkt werden, eine gewisse Zeit bramclum funktionelle Veranderungen
herbeizufihren.

Es wurde bereits vielfach gezeigt, dass Lauftr@initie nigrostriatale dopaminerge
Transmission moduliert (Freed und Yamamoto, 19&8tdtli et al., 1994; MacRae et al.,
1987; Meeusen et al., 1997). In tierexperimentefldseiten mit Modellen des PS konnte
zudem gezeigt werden, dass Tretmuhlenlaufen alm Farysischer Aktivitat bei 6-
OHDA-ladierten Ratten zur Kompensation von motdrest Verhaltensdefiziten flihrt
einhergehend mit Abschwachung neurochemischer ie(illerson et al., 2001 & 2002
& 2003). Diese Studien machten allerdings keinesags zur nigralen Proliferation und
zu Veranderungen der TH-Immunreaktivitat in der@fter den von ihnen untersuchten
Versuchsbedingungen sondern boten lediglich skeid¢ampensationsmechanismen als
Erklarungsmoglichkeiten an. Im Rahmen dieser Arbed der darauf folgenden Studie
konnte erstmals gezeigt werden, dass die durchereie Umgebung und Lauftraining
induzierten Reduktionen der motorischen Defizitei béngerer Versuchsdauer
einhergehen mit gesteigerter Proliferation vonlghaellen (Steiner et al., 2006). Jedoch
erganzen sich die Aussagen mit den unseren in ohsidHt, dass sie nahe legen, dass
durch koérperliche Aktivitat Plastizitat im nigrostralen System induziert wird.

Als eine weitere Erklarungsmoglichkeit fur die Teadise, dass reizreiche Umgebung und
physische Aktivitat positive funktionelle Auswirkgen auf das motorische Verhalten der
Versuchstiere haben, ohne sich auf die Anzahl dopager Neurone auszuwirken, kédme
die Veranderung der dopaminergen Transmission éiner Modifikation der Tyrosin-
Hydroxylase-Aktivitat als dem Schrittmacherenzynmr d@opaminsynthese in Frage
(Kumer & Vrana, 1996).

Zur Klarung der Frage, ob durch die beobachtetéfémation von Zellpopulationen mit
glialen Eigenschaften und im besonderen astrozyt@EAP exprimierender Zellen
Veranderungen der dopaminergen Transmission indumierden, kénnten Studien
beitragen, die Dopamin und seine Metaboliten inG&@HDA-ladierten SN und in den
nigrostriatalen Projektionsarealen von Tierenjmieizreicher Umgebung mit physischer
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Aktivitat gehalten werden, quantifizieren.

4.8 Klinische Relevanz der Arbeit

In der vorliegenden Studie wird erstmalig die Inglok von adulter nigraler Gliogenese
durch physiologische Induktoren der Neurogenesehbeben (Kempermann et al., 1997,
Steiner et al., 2006; Van Praag et al., 1999). &mte gezeigt werden, dass auch die
adulte SN, stimuliert durch reizreiche Umgebung upldysische Aktivitat, in
betrachtlichem Ausmald zu zellularer Plastizitatigaist, und dass es durch diese
Bedingungen zur Proliferation von glialen Vorlaukgten kommt, die prinzipiell die
Potenz besitzen, unter definierten Bedingungen itro wind in vivo Neurone zu
generieren. Damit hat diese Studie einen wichti§eitrag zum Verstandnis tber die
Stimulierbarkeit der zellularen Plastizitat der 8&fdracht und das Differenzierungsprofil
proliferierender Zellen unter verschiedenen Bednggun in vivo ndher charakterisiert.
Die Erkenntnis Uber die Modulierbarkeit der nigraiellularen Neogenese kénnte es in
Zukunft ermdglichen, dieses Potenzial der SN beps@rentiv oder therapeutisch zu
nutzen und in der Form zu erweitern, dass die kéftigler erwahnten, neu gebildeten
Vorlauferzellen zur neuronalen Differenzierung amgzt werden kann.
Obwonhl die verwendeten physiologischen Stimuli déulten Neurogenese, reizreiche
Umgebung und physische Aktivitat, nicht suffiziesind, die Generierung neuer
dopaminerger Neurone zu induzieren, fuhren siecjedermutlich zu Veranderungen der
Mikroumgebung mit gesteigerter Gliazellproliferationd erh6hten Gliazellzahlen sowie
zu einer Verbesserung des motorischen Verhaltens amphetamininduzierten
Rotationstest im 6-OHDA-Modell der Ratte fur das ifgh sieben Wochen (Steiner et
al., 2006).
Aus klinischer Sicht konnten reizreiche Umgebungd uphysische Aktivitat,
beispielsweise in Form von Physiotherapie und Bé#fsigungstherapie, tber eine durch
Induktion  zellularer  Plastizitdt  vermittelte  Stimtibn von  endogenen
Reparaturmechanismen eine nicht invasive, supporthverapeutische Option flr
Patienten mit PS darstellen, wenngleich sie audgrand ihres Unvermdgens zur
Generierung nigraler dopaminerger Neurone keinesdauTherapie darstellen. So
kénnten die Erfahrung des Neuen und das Lebenniar etimulierenden Umgebung
sowie regelmallige korperliche Aktivitat und Phyisevapie Uber einen motorischen
Ubungseffekt hinaus aufgrund der von ihnen indteieNVeranderungen der nigralen
zellularen Neogenese zu Abschwéachung oder gar Kosapien funktioneller Defizite
von Parkinsonpatienten fuhren. Damit kénnten didumerten Verédnderungen der
zellularen Plastizitat eine mogliche Erklarung diie Beobachtung liefern, dass klinisch
physische Aktivitat und die Erfahrung des Neueriner Verbesserung motorischer und
kognitiver Funktionen von Patienten mit neurodegaimeen Erkrankungen im
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Allgemeinen und PS im Speziellen fihren und letdlieh sogar die Lebenserwartung
erhdhen (Bilowit, 1965; Chen et al., 2005; Frankdyral., 1981; Gage und Storey, 2004;
Hurwitz, 1989; Knott, 1957; Palmer, 1986; Sasc®2t Bunvisson et al., 1997; Szekely
et al., 1982; Toole et al., 2000). Auch wenn dig¢ebadieser Studie nicht vorbehaltlos
auf die humane Situation Ubertragen werden kénsenkann doch die Hypothese
aufgestellt werden, dass die Stimulation von zaétkd Plastizitéat in der SN durch
physiologische Stimuli wie reizreiche Umgebung uddoerliche Aktivitat das klinische
Outcome von Patienten mit PS verbessern konnte.
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S Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, das bisher ungentgeretstédndnis Uber das Potenzial und die
Regulation der zellularen Plastizitat der adultabs$antia nigra (SN) zu erweitern. Dies
ist von klinischem Interesse fur mogliche Therajpatsgien des Parkinson Syndroms
(PS), das sich durch den Untergang dopaminergeroNeun der SN auszeichnet und
bisher nicht kausal behandelbar ist. Neuere Arbeite nigralen Plastizitat zeigen, dass
in der adulten SN standig Zellen generiert werdeorn denen einige prinzipiell
neurogenes Potenzial besitzen. Uber die weiterfisleravichtige Frage der Neurogenitét
der SN wird zurzeit jedoch noch kontrovers disktitien mehreren Studien wurde
beschrieben, dass Neuro- und Gliogenese im neueagddippocampus durch
physiologische Stimuli, wie reizreiche Umgebung ypiaysische Aktivitat deutlich
gesteigert werden kénnen.

Im Kontext dieser Erkenntnisse wurden in der hangelegten Arbeit die Auswirkungen
von reizreicher Umgebung und physischer Aktivitditdie zellulare Plastizitat in der SN
adulter nativer sowie 6-OHDA ladierter Ratten, démrmodell des PS, untersucht.
Insbesondere sollte die Frage geklart werden, almtes diesen Versuchsbedingungen zu
Veradnderungen der Proliferation von Zellen mit lgila Markern kommt und ob
neuronale Vorlauferzellen generiert werden, diel@oaminergen Neuronen heranreifen.
Es konnte erstmalig durch diese Arbeit gezeigt emeydiass reizreiche Umgebung und
Lauftraining sowohl in nativen als auch in 6-OHDd&dlerten Tieren zu einer
signifikanten Steigerung der Zellproliferation irerdSN fuhrten. Dabei wurde eine
verstarkte Neubildung von GFAP- und NG2- positi@dialen Zellen induziert, von
denen mehrfach gezeigt wurde, dass sie neuronald&werpotenzial besitzen kdnnen.
So wurde fir proliferierende NG2- positive Zelleaer &N gezeigt, dass sie sich nach
Transplantation in den Hippocampus zu Neuronerewfizieren konnen. In der hier
vorgelegten Arbeit waren allerdings in keiner expentellen Gruppe neu gebildete, TH
exprimierende nigrale Neurone nachweisbar. DiesdurRl steht in Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen der meisten anderen Arbeitedigsem Thema und stitzt das
Konzept der ortsspezifischen Neuropermissivitat. weiterfihrenden Experimenten
unserer Arbeitsgruppe konnte jedoch ein funkti@rekinfluss der nicht-neuronalen
Proliferationssteigerung in Form eines verbessertetorischen Verhaltens der ladierten
Tiere nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse implizieren, dass reizreiche Umngghund korperliche Aktivitat im
Rahmen der Therapie des PS, z.B. in Form von Bésgqindgs- und Physiotherapie,
genutzt werden kénnten, um Uber eine Aktivierungeledogenen plastischen Potenzials
kompensatorische Effekte zu erzielen. Die weitendorEchung und optimierte
Ausnutzung dieses Potenzials konnte eine neue Gmdneuroprotektiver oder
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restaurativer Therapieoptionen darstellen.
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