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Abstract

Das idiopathische Parkinson Syndrom (IPS) und die Multiple Sklerose (MS) zahlen zu
den haufigsten neurologischen Erkrankungen, dennoch existieren bisher keine
kurativen Therapien. Stammzelltransplantation bzw. die Induktion der endogenen
Neuroneogenese konnten einen vielversprechenden regenerativen Therapieansatz
bieten. Die der Neurogenese zugrundeliegenden regulatorischen Mechanismen unter
physiologischen und pathologischen Bedingungen sind bisher nicht vollstandig
verstanden. Diese Arbeit evaluiert, wie sich der Prozess der Neuroneogenese bei
autoimmuner Neuroinflammation vom Ablauf in neurodegenerativen Erkrankungen
unterscheidet. Im Tiermodell der MS, der experimentellen autoimmunen
Enzephalomyelitis, konnte mithilfe des Proliferationsmarkers Bromodeoxyuridin gezeigt
werden, dass die Proliferation neuronaler Vorlauferzellen im Hippocampus erhoht,
jedoch der Differenzierungsprozess dieser Zellen zu reifen Neuronen gestort ist.
Neurogene Transkriptionsfaktoren zeigten eine herabgesetzte Expression bei
gleichzeitiger Uberexpression glialer Differenzierungsfaktoren als Hinweis auf einen
moglichen Zelllinienwechsel wahrend der Ausreifung unter Neuroinflammation im Sinne
einer reaktiven Gliose. Im Tiermodell des IPS, durch die neurotoxische Wirkung von 1-
Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) auf dopaminerge Neurone in der
Substantia nigra ausgelost, fand sich auch eine erhdhte Zellproliferation von neuronalen
Vorlauferzellen im Hippocampus, die nicht in eine gesteigerte Zahl reifer Neurone
mundete. Eine initial gesteigerte Zellproliferation konnte auch in der Substantia nigra
von MPTP-Tieren nachgewiesen werden, wobei die grofdte Anzahl dieser Zellen positiv
fur das Proteoglykan neuron-glial antigen 2 (NG2) waren. Neuronale Vorlaufer oder
reife Neuronen im Sinne einer Neuroneogenese liel3en sich selbst unter Substitution mit
L-Dopa oder anderen neurotrophen Stimuli nicht nachweisen.

Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass endogene Neuroneogenese durch
viele Faktoren eng reguliert ist. Eine Beeinflussung der Regulationsmechanismen durch
Inflammation oder Neurotransmitterverlust hat deutliche Folgen. Im Hippocampus
konnten Alterationen der Neurogenese ein moglicher Pathomechanismus bei der
Entstehung kognitiver Defizite sein, wie sie haufig bei Patienten mit MS und IPS
auftreten. Zudem bleibt eine gestorte hippocampale Neurogenese als ein Kofaktor in
der Entwicklung affektiver Stoérungen wie Depression, die in MS- und

Parkinsonpatienten haufig zu finden sind, zu diskutieren.
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Abstract

Idiopathic Parkinson’s disease (PD) and Multiple Sclerosis (MS) are two of the most
common neurological diseases. Up to this date, curative therapies are non-existent.
Stem cell transplantation and induction of endogenous neurogenesis are regarded as
two potential regenerative therapeutic approaches. But the underlying regulatory
mechanisms under physiological and pathological conditions are still insufficiently
understood. Here we investigated if the process of neurogenesis differs in a state of
autoimmune inflammation from conditions in neurodegenerative diseases with loss of
neurotransmitters. We used the animal model of experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE) to study cellular differences in acute and chronic conditions of
neuroinfammation and found, with the use of the proliferations marker
Bromodeoxyuridine, that cell proliferation of stem cells and neuronal precursors was
elevated in the hippocampus of EAE-animals, however the differentiation process was
impaired. We were able to show that an upregulation of glial and a downregulation of
neuronal transcription factors might be suggestive of a switch in cell differentiation from
neurons to glia cells under neuroinflammation as measures of a reactive gliosis. Similar
results could be detected in the model of PD, which was induced by a loss of
dopaminergic neurons in the substantia nigra due to neurotoxic effects of 1-methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP), where we found an increased hippocampal
cell proliferation of neuronal precursors that however did not translate into an increase
of mature neurons. Increased cell proliferation was also found in the substantia nigra of
MPTP-animals, however the majority of those cells expressed the neuron-glial antigen 2
(NG2) and no neuronal precursors or mature neurons could be detected, not even after
dopamine substitution or under other neurotrophic stimuli.

Taken together, these findings suggest that neurogenesis is tightly regulated by many
factors. Any changes in the neurogenic microenvironment, whether due to
neuroinflammation or loss of neurotransmitters, have extensive implications on the
process of neurogenesis. Especially in the hippocampus, which is an important
structure for learning and (spatial) memory, alterations of neurogenesis could be one
possible pathomechanism of cognitive deficits in patients with MS and PD. Furthermore,
impaired neurogenesis might also be considered a cofounding factor for the
development of affective disorders such as depression, also commonly found in MS and
PD patients.
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Einfuhrung

Als endogene Neurogenese wird die Fahigkeit des Gehirns bezeichnet aus
pluripotenten Stammzellen neuronale Vorlaufer und schliel3lich reife Neuronen zu
bilden. Das dies auch noch im erwachsenen Gehirn maoglich ist, wurde nunmehr bereits
in vielen Studien bewiesen (1, 2). Dieser Prozess geschieht im adulten
Zentralnervensystem (ZNS) im Gyrus dentatus (DG) des Hippocampus und der
Subventrikularzone (SVZ) der Seitenventrikel. Die neuralen Stammzellen (NSCs) teilen
sich und differenzieren zu neuronalen Vorlauferzellen (NPCs) und schliel3lich zu reifen
Neuronen, die in das bestehende Netzwerk integriert werden (3). Zunehmend zeigt
sich, dass auch andere Areale im adulten ZNS wie die dopaminerge Substantia nigra
(SN) Zellen mit neuralen Vorlaufereigenschaften bilden konnen (4). Neurogenese gilt
daher als vielversprechende Option fur regenerative Therapien, da es bisher fur viele
neurodegenerative Erkrankungen des Gehirns, wie auch der Multiplen Sklerose (MS)
und dem idiopathischen Parkinson-Syndrom (IPS), bis heute keine kurativen Therapien
gibt. Beim IPS steht die Neurodegeneration von dopaminergen Neuronen in der SN im
Vordergrund (5); die MS ist eine chronisch-entzindliche Erkrankung autoimmunen
Ursprungs, die zu einer Demyelinisierung der zentralen Axone und zunehmenden
Neurodegeneration fuhrt (6). Viele Regulationsmechanismen, uber die positive und
negative Stimuli Einfluss auf die Neurogenese nehmen, sind noch nicht vollstandig
verstanden (7). Fur viele inflammatorische Reaktionen wurde bereits ein Einfluss auf die
Neurogenese belegt (8-10). Eine Aktivierung von Mikroglia kann zu einer Abnahme der
Neurogenese fuhren, wahrend T-Zell-vermittelte autoimmunologische Prozesse einen

Anstieg der Neurogenese bewirken (11, 12). Auch fur neurodegenerative Erkrankungen

wie dem IPS (13, 14) und affektive Storungen wie die Depression (15, 16) wurden
Effekte auf die Neurogenese nachgewiesen. Storungen der Neurogenese unter
autoimmuner Neuroinflammation und Dopamindepletion konnten demnach bei
Erkrankungen wie MS (17) und IPS (18) ebenfalls ursachlich fur das gehaufte Auftreten
von Depression sein. Das Ziel dieser Arbeit war es: 1. den Einfluss einer T-Zell-
vermittelten Immunreaktion auf die Neurogenese in verschiedenen Stadien der
Inflammation zu charakterisieren und 2. mogliche (genomische)
Regulationsmechanismen zu identifizieren, 3. hippocampale Neurogenese unter
Dopamindepletion und den Einfluss von Fluoxetin auf diese zu beschreiben und 4. die

neurogene Kapazitat der Substantia nigra bei Dopamindepletion zu untersuchen.
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Methodik

1 Tiere und Tiermodelle
1.1 Die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) als Modell der MS

Die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) wird seit den 1970er Jahren
regelhaft als Tiermodell der Multiplen Sklerose verwendet, da sich mit ihr die MS-
typischen klinischen und histopathologischen Charakteristika wie der schubférmig-
remittierende Verlauf, die Demyelinisierung und (axonale) Neurodegeneration
basierend auf einer T-Zell-vermittelten Immunreaktion gut simulieren lassen (19). Zur
Induktion der EAE wurden adulten weiblichen C57BL/6 Mausen Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein-Antigen (MOGs3s.55), gelost in komplettem Freund’schen
Adjuvans (CFA, beinhaltet 6 mg/ml Mycobacterium tuberculosis H37Ra) und Phosphat-
gepufferter Kochsalzlosung (PBS), subkutan appliziert (20). Die Kontrolltiere erhielten
CFA mit Ovalbumin (OVA). Um die Suszeptibilitat zu steigern wurde als weiteres Co-
Adjuvans Pertussis-Toxin (PTX) benutzt, welches zweimalig im Abstand von 48
Stunden (h) allen Tieren intraperitoneal (i.p.) verabreicht wurde. Im Anschluss wurden
die Tiere taglich gewogen und nach einer klinischen Skala bewertet, die Werte von 0
(gesund) bis 5 (tetraplegisch/ moribund/ tot) umfasste mit Zwischenintervallen von 0,5.
Die Tiere entwickelten im Durchschnitt mit Tag 9 nach Immunisierung erste klinische
Symptome.

Zur Beurteilung der Neurogenese unter Inflammation wurde einem Teil der Tiere im
Krankheitsmaximum (Gruppe |) und einem anderen Teil in einer chronischen Phase
(Gruppe Il) das Thymidinanalogon 5-Bromo-2-deoxyuridin (BrdU) i.p. appliziert. Um
Effekte dieser entzundlichen Milieus auf die Proliferation der Zellen zum Einen und die
Differenzierung bzw. das Uberleben der Zellen zum Anderen beurteilen zu kénnen,
wurden von beiden Gruppen jeweils Tiere 24 h (Gruppen la und lla) oder 3 bis 4
Wochen (Gruppen Ib und IIb) nach BrdU-Injektion durch Anasthesie mit Ketamin und
anschliel3ende intrakardiale Perfusion getotet. Alle Experimente waren zuvor durch das
Landesamt fur Gesundheit und Soziales Berlin genehmigt. Abbildung (Abb.) 1 zeigt den

Median des klinischen Scores in den jeweiligen Gruppen.

Abbildung 1: Median der klinischen Scores. A, Gruppe la: Injektion von BrdU im Krankheitsmaximum und
Toétung der Tiere nach 24 h; B, Gruppe Ib: BrdU-Injektion an drei aufeinander folgenden Tagen im
Erkrankungsmaximum und Tétung der Tiere nach 4 Wochen; C, Gruppe lla: BrdU-Injektion in einer chronischen
Phase der Erkrankung und Tétung nach 24 h; D, Gruppe llb: Injektion von BrdU an drei aufeinander folgenden Tagen
in der chronischen Phase und Tétung nach 3 Wochen. Die Injektionszeitpunkte von BrdU (50 mg/kg Koérpergewicht
(KG)/ Tag) sind durch Pfeile entlang der X-Achse dargestellt.
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1.2 Das 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP)-Modell des IPS
MPTP, ein Opioid-Derivat, wurde in den 1980er Jahren bekannt, weil es bei

Drogenabhangigen nach Einnahme eine Parkinson-ahnliche Symptomatik hervorrief,
die auch histopathologisch auf eine Reduzierung dopaminerger Neurone zuruckgefuhrt
werden konnte (21). Seitdem wird MPTP zur Induktion eines Parkinson-Syndroms in
Tierversuchen eingesetzt. Transgene, weibliche adulte C57BL/6 Mause, die das green
fluorescent protein (GFP) unter dem Promotor Nestin exprimieren (22), wurden mit
MPTP oder 0,9%iger Kochsalzlosung (NaCl, Sal) als Kontrolle an drei
aufeinanderfolgenden Tagen i.p. injiziert. Am 3. Tag erhielten alle Tiere zusatzlich BrdU
i.p. Ein Teil der Tiere wurde im Verlauf der Erkrankung verschiedener Verhaltenstests
auf klinische Anzeichen depressiver Symptomatik unterzogen. Um den Einfluss des
selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmers (SSRI) Fluoxetin auf die hippocampale
Neurogenese und den klinischen Verlauf der depressiven Symptome zu untersuchen,
wurden MPTP- und Kontrolltieren Fluoxetin (FIx) oder NaCl durch Schlindeln fuar 10
oder 28 Tage verabreicht. Die Totung der Tiere erfolgte jeweils nach Ablauf der
Behandlungsperiode durch tiefe Anasthesie mit Ketamin und anschlieender
intrakardialer Perfusion. Alle Experimente waren zuvor durch das Landesamt fur
Gesundheit und Soziales Berlin genehmigt. Abbildung 8 in (23) gibt den beschriebenen
Versuchsaufbau schematisch wieder.
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In einem weiteren Versuchsaufbau sollte die zellulare Plastizitat in der Substantia nigra
im MPTP-Modell sowie der Einfluss verschiedener neurotropher Stimuli darauf
untersucht werden. Die Induktion des IPS erfolgte analog wie oben beschrieben.
Anschlieliend wurden MPTP- und Kontrolltiere in unterschiedlichen Kafigen gehalten: 1.
Standardhaltung (STAN), 2. angereicherte Umgebung (ENR) und 3. mit Laufrad (RUN).
Zusatzlich erfolgte bei einem weiteren Teil der Tiere eine Substitutionstherapie mit
Levodopa und Benserazid i.p. Uber 10 Tage. Die Totung der Tiere erfolgte nach oben
genannter Methode nach 3, 10, 28 oder 70 Tagen. Alle Experimente waren zuvor durch
das Landesamt fur Gesundheit und Soziales Berlin genehmigt. Abbildung 6 in (24) zeigt

den schematischen Aufbau.

2 Histologie und Zellquantifizierung

Nach der Fixierung der perfundierten Hirne in Paraformaldehyd (PFA), Dehydratation in
Saccharose und Einfrieren in Methylbutan mittels flussigem Stickstoff wurden mit einem
Kryostat (Cryocut 1800, Reichert-Jung) koronare Schnitte des gesamten Hippocampus
und der Substantia nigra von 40 ym Dicke hergestellt.

2.1  Immunhistochemie

Die Schnitte wurden mit 0,6%igem Wasserstoffperoxid (H>.O2) behandelt, fir 30 Minuten
(min) in Chlorwasserstoff (HCI) bei 37°C inkubiert und im Anschluss mit Boratpuffer und
PBS gewaschen. Danach wurden die Schnitte bei 4°C Uber Nacht zusammen mit dem
Primarantikorper anti-BrdU bzw. anti-Tyrosinhydroxylase (anti-TH) inkubiert und am
Folgetag mit PBS gewaschen und fur 2 h mit dem biotinylierten ZweitantikOrper
inkubiert. Anschliefend erfolgte die Behandlung mit ABC Reagenz fur 1 h. Als
Chromogen wurde Diaminobenzidin (DAB) geldost in PBS mit 0,01%igem H>O2 und
Nickelchlorid verwendet. Nach abschlieRender Waschung erfolgte die Entwasserung in
aufsteigender Alkoholreihe und die Schnitte wurden nach Vorbehandlung mit Xylol in
Entellan eingedeckelt. Zur Bestimmung der absoluten Zahlen BrdU-positiver Zellen
wurde jeder 6. Schnitt (240 ym Abstande) auf BrdU-Expression DAB-gefarbt und die
positiven Zellen in beiden DG und der SN unter einem Lichtmikroskop (Nikon Eclipse
E200) mit 40x Objektiv ausgezahlt. Die so ermittelten Zahlen wurden im Anschluss mit
sechs multipliziert um die Gesamtzahl pro Hirn zu erhalten.

2.2 Immunfluoreszenz

Nach Inkubation in HCI bei 37°C und anschlieliender Waschung mit Boratpuffer und
PBS erfolgte die Applikation der Primarantikorper bei 4°C Uber Nacht. Die Inkubation
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mit dem Zweitantikbrper wurde bei Raumtemperatur fur 4 h durchgefuhrt. Nach
abschlieender Waschung erfolgte die Eindeckelung in  wasserloslichem
Eindeckmedium. Nach Farbung jedes 12. Schnittes wurden zur Quantifizierung der
Zellsubpopulationen die BrdU-positiven Zellen mit Hilfe eines konfokalen Mikroskops
(Leica TCS SP2) gezahlt und Kolokalisationen mit weiteren Markern durch Scannen
von Z-Stapeln mittels 63x Objektiv identifiziert. Die so ermittelte Ratio wurde
anschlielfend auf die Gesamtzahl BrdU-positiver Zellen angewandt, um die absolute
Zahl pro Hirn zu erhalten.

3 Molekularbiologie (quantitative Polymerasekettenreaktion (QPCR))

Nach intrakardialer Perfusion mit PBS wurden die Hippocampi von EAE- und OVA-
Tieren im Stadium akuter und chronischer autoimmuner Neuroinflammation extrahiert
und die Ribonukleinsduren (RNA) mit Hilfe des RNeasy bzw. RNA/Protein kit isoliert.
Gleiches wurde mit MPTP- bzw. Kontrolltieren zum Zeitpunkt von 10 bzw. 28
Behandlungstagen durchgefuhrt. Die reverse Transkription erfolgte mittels TagMan RT
kit. Real-time PCR wurde jeweils mit zwei Proben mit dem ABI PRISM 7000 und dem
SYBR Green Mix durchgefuhrt und je eine Probe ohne Reverse Transkriptase (RT)
diente als Negativkontrolle. Die Menge an spezifischer Boten-RNA (mRNA) wurde
normiert gegenuber Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) bzw. glial
fibrillary acid protein (GFAP) als interne Kontrolle.

4 Enzyme-linked immunoabsorbant assay (ELISA)

Die Tiere wurden durch intrakardiale Perfusion mit PBS getotet und die Hippocampi
extrahiert und anschlieBend mittels Ultraschall fur 20 Sekunden (s) in 0,7 ml
Extraktionspuffer (100 mM Tris-HCI, 400 mM NaCl, 0,1% NaNsj, Proteaseinhibitoren)
homogenisiert. Das Homogenisat wurde zentrifugiert (13000 Umdrehungen/ min, 10
min, 4°C) und die Uberstdnde gewonnen. Endogene vascular endothelial growth factor
(VEGF) und brain derived neurotrophic factor (BDNF) Level wurden gemessen mit
einem kommerziellen ELISA und angegeben als pg/mg Nassgewebe.

5 Zellkultur

Die Tiere wurden durch zervikale Dislokation getotet, die Hirne entnommen und in
eisgekuhlte Hank’s Salzlosung platziert und anschliefend die SN aseptisch prapariert.
Neurospharen wurden in Neurobasal Medium (supplementiert mit 1% Glutamat, 2%
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Vitamin-B27, 1% Penicillin/ Streptomycin, epidermal growth factor (EGF), fibroblast
growth factor (FGF)) gezuchtet. Nach zwei Wochen wurden die Zellen passagiert und in
96-Well-Platten  transferiert. Die Wells enthielten NSCs in absteigenden
Konzentrationen (1:2 Verdunnungen von 5 bis 20000 Zellen/ Well). Nach 7 Tagen in
vitro wurde die Fraktion der Wells, in denen keine Neurospharen gewachsen sind,
bestimmt. Die Daten wurden logarithmisch transformiert und die Kurve angepasst mit
der Origin 5.0 Software. Der Schnittpunkt von log (37%) spiegelt die Frequenz der
Zellen wider, die in der Lage sind zu proliferieren und Neurospharen zu bilden.

6 Verhaltensexperimente

Nach einer zweiwochigen Akklimatisierungsphase an den Untersucher, wurden MPTP-
und Kontrolltiere folgenden Verhaltenstests unterzogen:

6.1 Light/ dark box

Dieses System (TSE) besteht aus einem Kompartiment, das durch eine Plastikwand mit

einer 6 x 7 cm Offnung in zwei gleichgroRe Kammern geteilt ist, wovon eine hell
erleuchtet (600 Ix) und die zweite verdunkelt ist. Infrarotsensoren messen die
Bewegung des Tieres. Das Tier wurde in die dunkle Kammer platziert und Uber einen
Zeitraum von 5 min die Latenz bis zum Transfer in die erleuchtete Kammer, die
Gesamtanzahl der Transfers und die Gesamtzeit, die das Tier in der hellen Kammer
verbringt, gemessen.

6.2 Startle response box

Die Tiere wurden in einen Kafig von 90 x 40 x 40 mm platziert. Der Kafig besteht aus
Edelstahlgitterstaben (4 mm Durchmesser in 8,9 mm Abstanden) und einem
verschiebbaren Boden mit einem Sensor, der vertikale Bewegungen detektiert. Der
Kafig wird in eine schallgedampfte Kammer (TSE) platziert. Die Schreckreaktion wird
durch einen akustischen Reiz ausgelost. Die Reaktionslatenz und die vertikal
ausgeubte Kraft werden Uber den Sensor Uber einen Zeitraum von 260 ms
aufgezeichnet. Zunachst wurden die Tiere uUber 5 min an den 65 dB starken
Hintergrundton gewohnt. AnschlieBend wurden drei verschiedene akustische Stimuli
von 90, 105 und 120 dB fur jeweils 40 ms appliziert in einer randomisierten Abfolge. Die
Reaktionen aus je 10 Versuchen pro Stimulus pro Tier wurden aufgezeichnet.

6.3 Shuttle box

Dieses System (TSE) besteht aus einer Kammer mit einem GitterrostfulRboden (4 mm
Durchmesser in 8,9 mm Abstanden). Zwei flexibel einsetzbare Wande, eine mit einer
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Offnung ausgestattet, erlauben die Teilung der Kammer in zwei separate
Kompartimente wahrend der Konditionierung und zwei verbundene Kompartimente
wahrend der Testphase. Ein Generator appliziert randomisiert Elektroschocks von 0,2
mA Starke Uber die Gitterroststabe. Zur Konditionierung wurden die Tiere in die
Kammer mit zwei separaten Kompartimenten gesetzt und fur 32 min unausweichlichen
Schocks (0,2 mA Starke, 200 ms Dauer) ausgesetzt. Die Konditionierung wurde 24 h
spater wiederholt. In der Testphase wurden die Tiere in die Kammer gesetzt, die nun
durch die Wand mit der Offnung in zwei Kompartimente unterteilt war. Nach einer
Habituation von 2 min wurden 30 ausweichliche Schocks (0,2 mA Starke, 10 s Dauer)
appliziert. Jeder Schock wurde von einem Lichtsignal eingeleitet, welches 5 s zuvor
aufleuchtete. Der Transfer in die benachbarte Kammer wahrend des Licht- oder
Schockimpulses resultierte in einem Abbruch des Experiments. So konnte zwischen
Verhalten aktiver Vermeidung (Transfer wahrend des Lichtimpulses und vor
Schockapplikation), Fluchtverhalten (Transfer wahrend des Schocks) und Inaktivitat

unterschieden werden.

7 Statistik

Alle Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) angegeben. Die PCR-
Expressionsdaten wurden gegenuber der internen Kontrolle (GFAP, GAPDH) und dann
auf die Kontrolltiere normalisiert und sind als Differenz gegenuber der Kontrolle + SEM
angegeben. Fur die statistische Analyse und graphische Aufarbeitung kam Statview
5.0.1 bzw. Graphpad Prism 5.1 zum Einsatz. Nach einer Analyse hinsichtlich
Normalverteilung (Shapiro-Wilk) wurden fur Vergleiche von zwei Gruppen ungepaarte t-
Tests verwendet. Unterschiede wurden als statistisch signifikant gewertet bei p<0,05.
Fur Vergleiche mehrerer Gruppen gegeneinander wurde eine one-way ANOVA
durchgefuhrt. Im Falle von Signifikanzen (p<0,05) schloss sich eine post hoc Analyse
(Tukey) fur multiple Vergleiche an. Fur Analysen mit zwei Variablen wurde eine two-way
ANOVA mit den Faktoren Behandlung und Intervention sowie eine Interaktionsanalyse
durchgefuhrt. Im Falle von statistischen Signifikanzen (p<0,05) folgte eine Holm-Sidak

post hoc Analyse fur multiple Vergleiche.

Tabelle 1 fasst die verwendeten Substanzen mit ihren Verdinnungen bzw. Dosierungen

Zusammen:
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Substanz Abkiirzung Lésungsverhéltnisl Dosis Hersteller
ABC-Reagenz ABC 9 pl/ml Vector Laboratories
BDNF ELISA kit BDNF ELISA Promega
Benserazid Benserazid 0,5 mg/ml, 5 mg/kg KG Sigma-Aldrich
5-Bromo-2-deoxyuridin BrdU 5 mg/ml, 50 mg/kg KG Sigma-Aldrich
5-Bromo-2-deoxyuridin-Antikdrper Anti-BrdU 1:500 Harlan-Seralab
Chlorwasserstoff HCI 2N Sigma-Aldrich
CNPase-Antikdrper Anti-CNPase 1:1000 Abcam
Cyanin5 Cy5 1:250 Dianova
Diaminobenzidin DAB 0,025 mg/ml Sigma-Aldrich
Doublecortin-Antikérper Anti-Dcx 1:250 SantaCruz Biotechnology
Epidermal growth factor EGF 20 ng/ml Biochrom AG
Entellan Entellan unverdinnt Sigma-Aldrich
Fibroblast Growth Factor FGF-2 20 ng/ml Biochrom AG
Fluorescein Isothiocyanat FITC 1:250 Dianova
Fluoxetin Fix 2 mg/ml, 20 mg/kg KG Genericon Austria
Glial fibrillary acid protein-Antikdrper Anti-GFAP 1:1000 Advanced
ImmunoChemistry
Hank’s Salzlésung HBSS unverdinnt Gibco
Hes5-Antikérper Anti-Hes5 1:250 Millipore
Komplettes Freund‘sches Adjuvans CFA 1+1 Difco
Levodopa L-Dopa 2 mg/ml, 20 mg/kg KG Ferak Berlin
Methylbutan CisH1z2 unverdinnt Sigma-Aldrich
1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin | MPTP 2 mg/ml, 20 mg/kg KG Sigma-Aldrich
Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein MOG3s.s5 1,25 mg/ml, 12,5 mg/kg KG Pepceuticals
NeuroD6-Antikérper Anti-NeuroD6 1:500 Abcam
Neuronal Nuclei-Antikérper Anti-NeuN 1:500 Millipore
Neurobasal Medium NBM unverdinnt Life Technologies
Neuron-glial antigen 2-Antikdrper Anti-NG2 1:200 Chemicon International
Neurogenin 2-Antikdrper Anti-Ngn2 1:500 SantaCruz Biotechnology
Nickelchlorid Ni,Cl 0,4 ml/I Sigma-Aldrich
Paraformaldehyd PFA 40 g/l Sigma-Aldrich
Pertussis-Toxin PTX 1 ng/ml, 1 pg/kg KG Sigma-Aldrich
Rhodamin Rhod 1:250 Dianova
RNA/Protein kit RNA/Protein Macherey-Nagel
RNeasy kit RNeasy NucleoSpin
Saccharose C12H2,014 200 g/l Sigma-Aldrich
SYBR Green qPCR SuperMix-UDG SYBR Green Invitrogen
TagMan RT kit TagMan Applied Biosystems
Tetraborat Borat, B,Os(OH),” 0,1 M Sigma-Aldrich
Tyrosinhydroxylase-Antikérper Anti-TH 1:10000 Sigma-Aldrich
Triton X-100 10% Triton 10 ml/I Sigma-Aldrich
VEGF ELISA kit VEGF ELISA R&D Systems Inc.
Wasserstoffperoxid 30% H,O, 20 ml/l Sigma-Aldrich
Xylol Xylol unverdunnt Sigma-Aldrich

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Substanzen mit ihren Dosierungen bzw. Verdiinnungen.

Ergebnisse
fuhrt zu

Zellproliferation aber gestorter Zelldifferenzierung zu reifen Neuronen

1 Autoimmune Neuroinflammation initialer  hippocampaler
Um die Zellproliferation unter autoimmuner Inflammation zu beurteilen, wurde einem
Teil der Tiere in der Akutphase der Erkrankung und einem anderen Teil in einer
chronischen Phase das Thymidinanalogon BrdU injiziert, das sich folgend in die DNA
proliferierender Zellen einbaut. Es zeigte sich, dass die gegen das zentrale Myelin
gerichtete Neuroinflammation in der Akutphase der Erkrankung zu einer erhdhten

Zellproliferation im Hippocampus fuhrt. Dies war angedeutet bereits nach 24 h (Gruppe
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la), aber v.a. fur den spaten Zeitpunkt (Gruppe Ib) nachweisbar (la: MOG 3889,5+756,8
vs. OVA 2509,5+610,6, p=0,20; Ib: MOG 792+65,3 vs. OVA 309,6+74,1, p=0,0008).
Auch im chronischen Krankheitsstadium war die Zellproliferation (Gruppe lla) in EAE-
Tieren gesteigert und noch deutlicher wurde dies nach 4 Wochen (Gruppe llb) (lla:
MOG 1452+270,5 vs. OVA 712+150,6, p=0,075; lIb: MOG 568+80,3 vs. OVA 184134,2,
p=0,012). Die EAE-Tiere wiesen auch ein zum Teil signifikant hoheres Uberleben neu
entstandener Zellen auf sowohl in der akuten als auch in der chronischen Phase (akut:
MOG 24+2% vs. OVA 14,8+3,6%, p=0,043; chronisch: MOG 41,7+5,9% vs. OVA
27,99+5,2%, p=0,16). Hierbei scheint v.a. chronische Neuroinflammation einen
positiven Stimulus darzustellen (akut 24+2% vs. chronisch 41,7+5,9%; p=0,0078; siehe
Abb. 3A in (25)). Besonders die neuronalen Vorlauferzellen profitierten von den
proliferativen Effekten. Doublecortin (Dcx)-positive Zellen reprasentieren eine solche
Kohorte unreifer postmitotischer Neurone. Bereits nach 24 h war ein Trend, v.a. unter
chronischer Neuroinflammation, in den EAE-Tieren absehbar (la: MOG 2310,6+350,9
vs. OVA 1319,6+364,7, p=0,098; lla: MOG 750,8+135,1 vs. OVA 371,648,0, p=0,0573).
Nach 4 Wochen waren die Unterschiede zum Teil noch ausgepragter (Ilb: MOG
396+49,2 vs. OVA 132+26,3, p=0,0016; llb: MOG 276196 vs. OVA 140+98,6;
p=0,3789), was als ein gesteigertes Uberleben dieser Zellen oder als eine verlangsamte
Differenzierung interpretiert werden kann. Dies wurde auch in den prozentualen Zahlen
reflektiert (MOG 19+2,4% vs. OVA 12,12+2,41%, p=0,073; siehe Abb. 3B in (25)).
Zusammengefasst konnte unter Neuroinflammation eine Steigerung der Bildung von
NPCs nachgewiesen werden.

Dies legte die Hypothese nahe, dass auch die Zahl neuer reifer Neurone, erkennbar an
der Koexpression von Neuronal Nuclei (NeuN), in EAE-Tieren erhoht ist. Passend
hierzu konnte ein Trend v.a. wahrend der chronischen Phase nachgewiesen werden (Ib:
MOG 75,4+17,2 vs. OVA 64,1+10,6, p=0,6068; llb: MOG 36+6,9 vs. OVA 1216,9,
p=0,0705). Eine Analyse des prozentualen Anteils NeuN-positiver Zellen an der
Gesamtheit proliferierender Zellen zeigte jedoch eine (signifikant) verringerte Kapazitat
in der Ausreifung von NPCs zu reifen Neuronen (lb: MOG 9,812,2% vs. OVA
22,5+2,9%, p=0,0059; llb: MOG 6+2,4% vs. OVA 8,1+4,8%, p=0,8448). Zugleich
fanden sich mehr neu entstandene Gliazellen, erkennbar an der Koexpression von
GFAP (Ib: MOG 62+14 vs. OVA 7,2+4,8, p=0,0109; llb: MOG 68+10,6 vs. OVA 844,
p=0,0061). Dies konnte auch prozentual an der Gesamtheit neu entstandener Zellen
nachvollzogen werden (Ib: MOG 8,5+2,4% vs. OVA 2,1+1,3%, p=0,0558; lIb: MOG
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11,843,6% vs. OVA 2,4+1,5%, p=0,0721; siehe Abb. 3C in (25)). Somit konnte gezeigt
werden, dass eine autoimmune Neuroinflammation einen Reiz fur das Gehirn darstellt,
der Neurodegeneration mit gesteigerter Zellproliferation entgegenzuwirken, die
Differenzierung neuronaler Vorlauferzellen zu reifen Neuronen aber gestort ist.

Um sich den hierfur zugrundeliegenden Pathomechanismen zu nahern, wurde eine
Evaluierung der Expression verschiedener an der Neuro- und Gliogenese beteiligter
Transkriptionsfaktoren vorgenommen. In EAE-Tieren waren Faktoren, welche die
Neurogenese fordern (Neurogenin1 und 2 (Ngn1, Ngn2) (26), Sox2 (27)), signifikant
herabreguliert gemessen an den Kontrolltieren (Ngn1: -3,7+2,15, p=0,037; Ngn2: -
3,02+1,27, p=0,011; Sox2: -2,17+0,9, p=0,051). Faktoren, die die gliale Ausreifung
fordern, wie Hes5 (26), zeigten sich signifikant hochreguliert (2,49+0,81, p=0,044).
Gleichsam fand sich eine mit -2,62+0,9 (p=0,031) signifikant abgeschwachte
Expression von BDNF, der ein wichtiger Faktor fur die Differenzierung neuronaler
Vorlaufer ist (28). Transkriptionsfaktoren des Wnt/ B-catenin-Signalweges zeigten sich,
ubereinstimmend mit den histologischen Daten, hochreguliert, da sie v.a. Proliferation
von NPCs im DG fordern (Lef1: 3,01£1,18, p=0,003, NeuroD1: 3,55%£2,22, p=0,424;
siehe Abb. 2) (29).

Abbildung 2: Genexpressionsanalyse aus dem adulten Hippocampus von EAE-Tieren. gPCR wurde
fur Faktoren des Notch-, Wnt-, Shh-Signalweges sowie neurogenetische und neurotrophe Faktoren durchgefiihrt.

Dargestellt ist die Differenz nach Normalisierung auf die Kontrolltiere (OVA).
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Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass es unter autoimmuner

Neuroinflammation zu einer verzogerten Ausdifferenzierung neuronaler Vorlauferzellen
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oder gar zu einer Transdifferenzierung von NPCs hin zu Gliazellen im Sinne einer

reaktiven Gliose kommen konnte.

2 Dopamindepletion steigert selektiv die Proliferation von Typ1- und Typ2a-
Zellen bei eingeschrankter Differenzierung zu reifen Neuronen
Im Tiermodell des IPS kommt es nach Applikation von MPTP zu einer Verringerung von
dopaminergen Neuronen in der SN, die nachweisbar ist durch eine verminderte
Expression des Enzyms Tyrosinhydroxylase (10 Tage: CTR 2712157 vs. MPTP
161145, p= 0,001; 28 Tage: CTR 2406+£150 vs. MPTP 1482+132, p=0,003; siche Abb.
2C in (23)). Diese =zellularen Veranderungen fuhrten jedoch nicht zu angstlich-
depressivem Verhalten der Tiere im Sinne einer Parkinson-assoziierten Depression
(siehe Abb. 7 in (23)). Passend hierzu fanden sich keine Unterschiede in der
Expression des 5HT1A-Rezeptors im DG, aul3er einer tendenziellen Verringerung nach
SSRI-Behandlung, am ehesten im Sinne eines negativen Ruckkopplungsmechanismus
(CTR+FIx 0,12440,182 vs. CTR+Sal 110,182, p=0,004; MPTP+FIx 0,294+0,163 vs.
MPTP+Sal 0,641+0,163, p=0,155; siehe Abb. 1A in (23)). Die MPTP-induzierte
Dopamindepletion fuhrte zu einer leichten Zunahme der Expression von Dopamin-2-
Rezeptoren im DG (CTR 0,641+0,173 vs. MPTP 1,103+0,154, p=0,066; siehe Abb. 1C
in (23)). Weiterhin lie® sich tendenziell eine reaktive Zellproliferation unter
Dopamindepletion im DG nachweisen. Fluoxetin war in der Lage, diesen Effekt zu
verstarken (MPTP+FIx 432+24,59 vs. CTR+FIx 308,4124,04 und CTR+Sal 328+19,33,
p=0,016; siehe Abb. 3C in (23)). Besonders die Typ1- und Typ2a-Zellen profitierten von
der Zellproliferation unter Dopaminmangel (10 Tage: MPTP 87,4+8,05 vs. CTR
44,2+4,59, p=0,0012; 28 Tage: MPTP 6216,72 vs. CTR 2241,32, p=0,0001). Auch hier
wurde dieser Effekt durch Fluoxetin weiter begunstigt (10 Tage: MPTP+FIx 145+10,92
vs. MPTP+Sal 87,4+8,05, p=0,0001; 28 Tage: MPTP+FIx 103,64+5,95 vs. MPTP+Sal
626,72, p=0,0001, CTR+FIx 47,17+3,8 vs. CTR+Sal 22+1,32, p=0,0008; siche Abb. 4A
in (23)). Typ 1- und Typ 2a-Zellen sind gekennzeichnet durch ihre Koexpression von
Nestin und reprasentieren eine Zellsubpopulation mit stammzellartigen, glialen
Charakteristika, die als Ursprung unreifer Neurone gelten (30). Passend hierzu fand
sich folgend eine gesteigerte Proliferation von Typ2b-Zellen unter MPTP, die eine
Koexpression von Nestin mit dem Marker unreifer Neurone Dcx aufwiesen (10 Tage:
MPTP 383,8+32,38 vs. CTR 143,6+14,87, p=0,0001; 28 Tage: MPTP 556,03 vs. CTR
17+0,97, p=0,0001; siehe Abb. 4B in (23)). Allerdings waren initial unter MPTP weniger

Seite | 19



neu entstandene Typ3-Zellen, unreife Neuronen mit solitarer Expression von Dcx,
nachweisbar (10 Tage: MPTP 410,6+38,33 vs. CTR 581,8+60,61, p=0,016). Dieser
Effekt kehrte sich spater um (28 Tage: MPTP 97+10,57 vs. CTR 53,67+3,22, p=0,0001;
siehe Abb. 4C in (23)). Dies konnte auf einen verzdgerten Differenzierungsprozess von
NSCs und NPCs zu unreifen Neuronen unter Dopaminmangel zuruckzufuhren sein.
Ahnliche Resultate fanden sich auch fiir die reifen Neuronen, die durch Koexpression
von Neuronal Nuclei (NeuN) mit BrdU charakterisiert wurden. Allerdings kam es hier
nach der initial erniedrigten Anzahl unter Dopamindepletion (MPTP 109,77+£10,22 vs.
CTR 149,73%15,62, p=0,032) nach 4 Wochen nicht zu einer gesteigerten Proliferation
reifer Neuronen. Fluoxetin konnte aber diese Verminderung ausgleichen (MPTP+FIx
154,51+11,74 vs. MPTP+Sal 109,77+10,22, p=0,0186; siehe Abb. 4D in (23)). Die
Effekte von Fluoxetin auf die Zellproliferation der NSCs und NPCs konnten partiell tber
VEGF und BDNF vermittelt sein, da gro3ere Mengen hierunter nachweisbar waren
(VEGF: CTR+FIx 23,75+5,01 vs. CTRtSal 12,4+1,44, p=0,017; MPTP+FIx 17,42+3,36
vs. MPTP+Sal 9,58+1,11, p=0,068; BDNF: CTR+FIx 225,06+141,34 vs. CTR+Sal
10,82+1,18, p=0,0266; MPTP+FIx 90,13+25,67 vs. MPTP+Sal 14,54+2,54, p=0,096;
siehe Abb. 6A+B in (23)).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Dopamindepletion nicht zu depressiven
Verhaltensanderungen im MPTP-Modell fuhrt. Sie stellt aber einen Stimulus fur eine
gesteigerte Zellproliferation von NSCs und NPCs dar, welche durch Behandlung mit
dem SSRI Fluoxetin noch partiell verstarkt werden kann. Aber auch unter
Dopaminmangel resultiert diese initiale Zellproliferation nicht in einer erhéhten Anzahl
reifer Neuronen, sodass festzustellen bleibt, dass auch hier die Differenzierung von

NPCs zu reifen Neuronen entweder verzogert oder gestort ist.

3 Gestorte Oligodendrogenese in der Substantia nigra unter Dopamindepletion

Im Gegensatz zum DG zahlt die SN nicht zu den neurogenen Zonen des adulten
Gehirns. Der Mangel dopaminerger Neurone unter MPTP (siehe Abb. 7B in (24)) fuhrte
aber auch hier zu einer initialen Zellproliferation, wenn auch in geringerem Ausmal3.
Dopaminsubstitution steigerte signifikant die Anzahl proliferierender Zellen selektiv in
MPTP-behandelten Tieren (siehe Abb. 1B-D in (24)). Ein groRer Anteil der neu
entstandenen Zellen exprimierte das Proteoglykan NG2, das als Marker fur
oligodendrozytare Vorlauferzellen (OPCs) gilt. Bis auf die sehr frihe Phase (3 Tage)
fanden sich keine Unterschiede in der Zahl dieser Zellen zwischen MPTP und
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Kontrollen. L-Dopa-Gabe steigerte selektiv in MPTP-Tieren die Proliferation von neuen
NG2-Zellen (siehe Abb. 3A-B in (24)). Der prozentuale Anteil NG2-positiver Zellen sank
Uber die Zeit von initial 48% (MPTP) bzw. 56% (CTR) auf 25% (MPTP) bzw. 13% (CTR)
(siehe Abb. 2A in (24)). Dies ist am ehesten auf eine Zellreifung hin zu reifen
Oligodendrozyten zurlckzufuhren. Gleichformig zur Abnahme der NG2-Zellen war ein
Anstieg von neuen reifen Oligodendrozyten, gekennzeichnet durch die Koexpression
von 2,3-Cyclic-nucleotid-3-phosphodiesterase (CNPase), in den Kontrolltieren zu
verzeichnen. Unter MPTP allerdings stagnierte diese Zellzahl zwischen 10-13% (siehe
Abb. 2A in (24)), sodass hier von einer gestorten Oligodendrogenese ausgegangen
werden muss, die nicht durch L-Dopa-Substitution reversibel war (siehe Abb. 3C-D in
(24)).

Eine sehr kleine Subpopulation der proliferierenden Zellen in der SN wies
Charakteristika von NSCs auf, wie die Expression von Nestin. Der initial transiente
Anstieg von proliferierenden NSCs unter MPTP (siehe Abb. 3E-F in (24)) liel3 sich
nachfolgend nicht durch den Nachweis von NPCs, reifen Neuronen oder Astrozyten
replizieren, was die bisherige Annahme, dass die SN keine neurogene Zone im adulten
Hirn darstellt, stutzt. Auch unter neurotrophen Stimuli (ENR, RUN) lief3 sich unter MPTP
im Gegensatz zu gesunden Kontrollen keine Zellproliferation nachweisen, was
Ruckschlisse auf die Notwendigkeit von Dopamin fur diesen Prozess zulasst (siehe
Abb. 4A in (24)). Diese Hypothese wird weiter gestutzt durch die Beobachtung, dass
dies selektiv in MPTP-Tieren durch Dopaminsubstitution ausgeglichen werden konnte
(siehe Abb. 4B in (24)). Die Zellproliferation von OPCs war auch unter neurotrophen
Stimuli in MPTP-Tieren eingeschrankt gegenuber gesunden Kontrollen. Auch dies liel3
sich selektiv durch Dopamingabe wieder ausgleichen (siehe Abb. 4C-D in (24)).

Letztlich sollte noch evaluiert werden, ob die in der SN nachweisbaren NSCs unter
neurogenen Bedingungen in vitro die Kapazitat besitzen Neurospharen zu bilden. Nach
7-10 Tagen in Kultur zeigte sich eine deutlich reduzierte Kolonie-bildende Aktivitat der
NSCs aus der SN verglichen mit der Subventrikularzone (SVZ), wobei sich kein
Unterschied zwischen MPTP- und Kontrolltieren zeigte (siehe Abb. 5 in (24)).
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die reaktive Zellproliferation in der SN
unter MPTP zu keinem weiteren Effekt fuhrt. Weiterhin ist die Oligodendrogenese unter
MPTP deutlich eingeschrankt und kann auch durch Dopaminsubstitution nur partiell
wiederhergestellt werden. Schliel3lich konnte gezeigt werden, dass die Stimulus-
induzierte Zellproliferation in der SN dopaminabhangig ist. Die Kapazitat der NSCs der
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SN Neurospharen zu bilden bleibt selbst unter optimalen Bedingungen in vitro hinter

den bekannten neurogenen Zonen wie dem DG und der SVZ zurick.

Diskussion
1 Beitrag lokaler und systemischer Inflammation an der Regulation der
endogenen Neurogenese

In diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Zellproliferation unter
autoimmuner Neuroinflammation im DG gesteigert ist. Die Mehrzahl dieser Zellen
exprimierte Dcx, den Marker fur unreife Neuronen. Das Iasst schlussfolgern, dass diese
Autoimmunantwort einen Stimulus fur die Zellproliferation darstellt, wie schon zuvor
gezeigt werden konnte (12). Allerdings fanden sich eine Beeintrachtigung der
Differenzierung von NPCs zu reifen Neuronen sowie eine erhdhte Anzahl von neu
entstandenen Gliazellen, die den pro-glialen Transkriptionsfaktor Hes5 exprimierten.
Diese Zellen gehoren zu der Typ1-Zellsubpopulation neuronaler Vorlaufer. Es scheint,
dass gerade diese Zellen selektiv auf externe Stimuli reagieren (31). So konnte bereits
nachgewiesen werden, dass eine chronische Neuroinflammation wie in der EAE zu
einer vermehrten Inaktivierung der NPCs in der SVZ fuhrt (32), die eine Verzogerung in
der Neurogenese nach sich ziehen wiirde. Ahnliches kénnte auch im DG der Fall sein.
Allerdings wurde auch gezeigt, dass unreife Neuronen noch wahrend der
Differenzierung ,umprogrammiert* werden konnen zu glialen Zellen und somit die
Kapazitat einer multipotenten Stammzelle behalten (33). Tatsachlich scheinen auch
Dcx-positive Zellen Oligodendrozyten generieren zu konnen und in Lasionen mit
Demyelinisierung  einzuwandern (34). Dass das Immunsystem eng mit
neurobiologischen Prozessen wie adulter Neurogenese, kognitiven Funktionen und
Verhaltensanderungen in Verbindung steht, konnte bereits mehrfach gezeigt werden
(35, 36). Aber insbesondere fur die Neurogenese scheint der Einfluss
immunkompetenter Zellen wichtig zu sein, gerade wunter pathologischen
Immunveranderungen (11, 37). Auch fur systemische Autoimmunerkrankungen wie
Lupus erythematodes, Diabetes mellitus Typ 1 oder Rheumatoide Arthritis konnten
Veranderungen in der Neurogenese nachgewiesen werden (8, 9, 38). Da auch viele
primar neurodegenerative Erkrankungen mit immunologischen Reaktionen und

beeintrachtigter Neurogenese einhergehen (39-41), ist ein besseres Verstandnis der
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molekularen Mechanismen, Uber die Immunzellen die Neurogenese regulieren,

dringend erforderlich, um so neue unterstutzende Therapiestrategien zu entwickeln.

2 Korrelation von hippocampaler Neurogenese und kognitiven Defiziten bei MS
und Parkinson
Kognitive Defizite sind neben sensomotorischen Symptomen sehr haufige
Beeintrachtigungen bei Patienten mit MS und treten in 40-70% aller Falle auf (42).
Wahrend Demenz in Zusammenhang mit MS ein eher selteneres Phanomen ist, so sind
hauptsachlich Lernen und Gedachtnis, Aufmerksamkeit, Informationsverarbeitung und
exekutive Funktionen betroffen (42). Hinzu kommt, dass spezifische Areale, die
wesentlich fur diese kognitiven Funktionen sind, besonders anfallig fur die Pathologie
der MS zu sein scheinen. So haben radiologische Studien gezeigt, dass neben der
weilRen Substanz und den motorischen Kortexarealen besonders auch der Frontal- und
Temporalkortex von Atrophie betroffen sind (43, 44). Auch der Hippocampus zahlt zu

einer Region, die empfindlich gegenuber (autoimmuner) Inflammation ist. Sowohl
tierexperimentell als auch in klinischen Studien konnte nachgewiesen werden, dass es
zu einer hippocampalen Atrophie kommt, die zum Teil auch mit signifikanten
Veranderungen in Verhaltens- und neuropsychologischen Tests einhergeht (45, 46).
Parkinson-Patienten auf der anderen Seite haben ohnehin ein funf- bis sechsfach
erhohtes Risiko eine Demenz zu entwickeln. Zusatzlich treten bei vielen aber auch
kognitive Defizite, oft auch schon in einer frihen Phase der Erkrankung, auf (47). Auch
hier fanden sich ahnlich wie bei MS-Patienten Atrophien im prafrontalen Kortex sowie
dem (para-)limbischen System einschliel3lich des Hippocampus (48). Da der
Hippocampus mitentscheidend fur Lernvorgange und (raumliches) Gedachtnis ist (49),
kann geschlussfolgert werden, dass ein Teil der Defizite dieser Patienten auf die
Pathologien dort zurickzufuhren ist. Inwieweit adulte Neurogenese zur Intaktheit dieser
Vorgange notwendig ist, konnte noch nicht vollstandig geklart werden. Allerdings wurde
in tierexperimentellen Arbeiten bereits belegt, dass neu entstandene hippocampale
Neurone zur Flexibilitat innerhalb der Lernvorgange beitragen (50). Zudem untermauern
Arbeiten, in denen eine Storung der hippocampalen Neurogenese nachgewiesen
wurde, die auch mit klinischen Defiziten korrelierte, eine solche kausale Beziehung von
adulter Neurogenese und kognitiven Funktionen (51, 52). Somit kann eventuell tUber
eine Beeinflussung der Neurogenese auch Einfluss auf die Klinik genommen werden,

was neue Behandlungsstrategien eroffnet.
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