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ABSTRACT

Der Morbus Parkinson ist durch den Untergang dopaminerger Zellen in der Substantia nigra, pars
compacta (SNc) mit einem konsekutiven Dopamin(DA)defizit gekennzeichnet. Letzteres bedingt eine
Uberaktivitat des Nucleus subthalamicus (STN), zentrales Kerngebiet der Basalganglien, die mit
verstarkten glutamatergen Projektionen zur Substantia nigra, pars reticularis (SNr) einhergeht. Diese
fuhren zu einer Inhibition thalamokortikaler Projektionen und sind dartber hinaus mitverantwortlich
fur den fortschreitenden nigralen Zellverlust. Es stellt sich also die Frage, inwieweit eine therapeuti-
sche Reduktion der pathologischen Uberaktivitat des STN einerseits die Dysregulation in der thala-
mokortikalen Ubertragung balancieren und andererseits die glutamat-bedingte Neurotoxizitit vermin-
dern kann. Tatséchlich fiihren die ablative Lasion und hochfrequente Tiefenhirnstimulation des STN
zu einer dramatischen Besserung Klinischer Symptome beim Menschen. Fokus dieser Arbeit war die
Untersuchung eines potentiell protektiven oder restaurativen Effekts der ablativen STN-Lé&sion auf
die SNc in der nativen und mittels 6-Hydroxydopamin (6-OHDA) DA-depletierten Ratte.

Wir haben zeigen konnen, dass die ablative STN-L&sion in der Ratte zu einer motorischen Besserung,
untersucht durch amphetamininduziertes Rotationsverhalten, fihrt. Dieser Effekt konnte allenfalls
durch eine bedingt oder funktionell neuroprotektive Wirkung der STN-Ldsion erklart werden: Eine
vorhergehende STN-Lé&sion verzogerte zwar den Verlust von nigraler Zellfunktion (gemessen mit
Tyrosinhydroxylase (TH), Schrittmacherenzym der Dopaminsynthese), hatte dabei aber keinen Ein-
fluss auf die generelle Zelldegeneration (dargestellt durch Fluorogold). Diese Ergebnisse gingen
einher mit einer Modulation des degenerativen Programms (gezeigt durch verénderte Expression und
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors c-Jun), in dem wesentliche Schritte neurodegenerativer
Kaskaden verzégert wurden.

Diese Diskrepanz zwischen einer gesteigerten Zahl aktiver Zellen und gleichzeitig nicht beeinfluss-
tem Zellsterben warf die Frage nach lasionsvermittelter veranderter nigraler Neurogenese auf. Hin-
sichtlich der Frage nach generellem neurogenetischen Potential der SN zeigte eine weitere Studie,
dass etablierte Stimuli wie ein ,,enriched environment* oder korperliche Aktivitat zwar nicht zu neu-
ronaler, wohl aber zu gesteigerter gliarer Proliferation fiihren kdnnen, sowohl bei gesunden als auch
bei 6-OHDA-ladierten Tieren. Diese Veranderungen im Mikroenvironment duf3erten sich auch im
motorischen Verhalten durch eine Verbesserung des Rotationsverhaltens bei Tieren, die Stimuli
ausgesetzt waren.

In der Ubertragung dieser Ergebnisse auf die Fragestellung, welche Auswirkungen eine STN-Lé&sion
auf die SN hat, konnten wir zeigen, dass auch eine STN-Ld&sion eine gesteigerte glidre Neogenese
ergab, die allerdings vorubergehend war und kurzfristig nach der Lasion auftrat. Sie macht die sensib-
len Reaktionen von Glia und Mikromilieu deutlich, die exogene Stimuli hervorrufen, und kann még-
licherweise dazu beitragen, den transienten Effekt der STN-Ldsion auf motorische Funktionen zu
erkléren.

Insgesamt ergibt sich eine Vielgestaltigkeit von Neurodegeneration und Neuroprotektion, bei der
neben alleinigem neuronalen Uberleben auch die neuronale Aktivitat und glidre Reaktion sowie die
komplexe Zusammensetzung des jeweiligen Mikromilieus zu berticksichtigen sind.



EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

Die Parkinsonerkrankung zahlt zu den h&ufigsten neurodegenerativen Erkrankungen. Gekennzeichnet
ist sie durch einen fortschreitenden Verlust dopaminerger Neurone in der Substantia nigra, pars com-
pacta (SNc). Durch den hieraus resultierenden Dopaminmangel kommt es zu einem Transmitte-
rungleichgewicht in den Basalganglien mit Uber- bzw. Unteraktivitat einzelner Kerngebiete. Diese
Imbalance bedingt die fir die Krankheit typischen motorischen, vegetativen und psychischen Symp-
tome.

Der Nucleus subthalamicus besitzt als Kerngebiet der Basalganglien glutamaterge Efferenzen zur
Substantia nigra sowie zum Globus Pallidus, pars interna (GPi). Bei Dopaminmangel ist er vermin-
dert inhibiert und damit tUberaktiv. Seine berschieRende glutamaterge Erregung bewirkt zum einen
eine verstéarkte Inhibition thalamokortikaler Bahnen, zum anderen wirkt sie exzitotoxisch. Da nigrale
Neuronen &ul3erst empfindlich gegenuber exzitotoxischen Einflissen sind, ist davon auszugehen, dass
ein Uberaktiver STN zur Krankheitsprogression beitrégt.

Eine Ausschaltung des STN bewirkt folglich eine prompte Besserung der Symptomatik, worin der
Ansatzpunkt der Tiefenhirnstimulation liegt, die seit gut zehn Jahren zur Standardtherapie des medi-
kamentenrefraktdren Spatstadiums des Morbus Parkinson gehdért. Ein Aufhalten der Krankheitspro-
gression durch Ausschaltung der exzitotoxischen Einflisse konnte in klinischen Langzeitstudien nicht
gezeigt werden (Hilker et al., 2005). Jedoch kam es zu einer deutlichen Verzégerung im klinischen
Verlauf, die sich auch nach Jahren noch durch eine reduzierte Medikamentendosis und reduzierte
Symptomatik &ulert (Krack et al., 2003; Rodriguez-Oroz et al., 2005).

Zu dieser Beobachtung gesellen sich tierexperimentelle Daten an Parkinsontiermodellen, die belegen,
dass pharmakologische Antagonisierung (Blandini et al., 2001) oder ablative Inhibition des STN
(Carvalho und Nikkah, 2001; Nakao et al., 1999; Piallat et al., 1996) neuroprotektive Effekte vermit-
telt, die die Reduktion dopaminerg aktiver Neuronen vermindert. Diese kdnnen grundsatzlich auf drei
verschiedene Mechanismen zustande kommen: zuerst durch vermehrtes Zelluberleben, also eine
durch STN-Léasion vermittelte echte Neuroprotektion; zweitens durch funktionelle Effekte wie bei-
spielsweise eine vermehrte, hochregulierte TH-Aktivitat, bei der zwar nicht die absolute Zellzahl,
wohl aber die Zahl der aktiven, Dopamin produzierenden Zellen erhoht ist; und drittens durch neu
gebildete aktive Neuronen, also Neurogenese.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die weitere Aufklarung der Effekte, die eine Ausschaltung des STN
und aulere Einflusse auf das Zellverhalten der Substantia nigra haben, und zwar sowohl auf Zellster-
ben wie auf Zellneubildung.

Die ersten beiden Studien untersuchen, ob die nach STN-L&sion in Form gesteigerter Zellaktivitat
beschriebene Neuroprotektion auch im eigentlichen Zelliiberleben und in Langzeituntersuchungen
aufzufinden ist. Durch die Markierung nigraler Neuronen mit Fluorogold zuséatzlich zu TH, das ledig-
lich dopaminerg aktive Phanotypen darstellt, konnte auch das generelle neuronale Uberleben unter-
sucht werden. Dartiber hinaus dient die Betrachtung auf Ebene der Transkriptionsfaktoren dazu,
genauere Erkenntnisse tber die zugrunde liegenden Mechanismen der Zelldegeneration und Uber die
Einbindung in neurodegenerative Kaskaden zu gewinnen. Wir fokussieren uns auf die Auswirkungen
einer STN-Lé&sion auf Expression und Phosphorylierung von c-Jun, das in neurodegenerativen Pro-
zessen eine Schlusselrolle einnimmt.

Die dritte und vierte Studie beschaftigen sich mit Neuroneogenese und zelluldrer Plastizitat in der
Substantia nigra. Da hier Uber Zellneubildungsvorgédnge noch weitgehende Unklarheit herrscht -
Neurogenese konnte bislang nicht gezeigt werden - , stellte sich fur uns vorerst die Frage, ob und
inwiefern zellulére Plastizitat in der Substantia nigra Uberhaupt moglich sind, und wie sie durch
Anderungen der Mirkoumgebung im Sinne von Dopaminmangel bei 6-OHDA-Lasion und Wegfall
des glutamatergen Inputs bei STN-L&sion moduliert werden kann.

In der dritten Studie werden diesbeziglich etablierte Stimuli in Form von korperlicher Aktivitat und
ein anregendes Umfeld (,,enriched environment®) angewandt, die fur andere Hirnregionen als neuro-
gen beschrieben wurden (Van Praag et al., 1999; Kempermann et al., 1997; Steiner et al., 2004).

Wie sich eine STN-Lasion auf Zellneubildung auswirkt, wird in Studie 4 untersucht.



MATERIAL UND METHODEN

Alle Untersuchungen wurden an mannlichen Wistar-Ratten durchgefuhrt. Je nach Studie wurden sie
stereotaktisch am Gehirn operiert, um eine Ldsion des STN (Studie 1, 2, 4), nigrale Degeneration (1,
2, 3) oder Fluorogoldmarkierung (1, 2) zu induzieren. AuRerdem wurden Verhaltenstests (1, 2, 3),
physiologische Stimuli (3) und Bromodeoxyuridin(BrdU)-Injektionen zur Markierung neu gebildeter
Zellen (3, 4) angewendet.

Nach Ende des jeweiligen Untersuchungszeitraums wurden die Tiere narkotisiert und durch transkar-
diale Perfusion von 0,9%iger Natriumchloridlosung, gefolgt von 4%iger Paraformaldehyd zur Fixie-
rung, getotet. Das Gehirn wurde im Kryomicrotom in 30 um dicke Scheiben geschnitten und histolo-
gisch aufgearbeitet.

Stereotaktische Operationen

Unter Natriumpentobarbital-Anasthesie wurden die Tiere stereotaktisch operiert, wobei die L&sions-
bzw. Markersubstanzen durch eine rostfreie Stahlkanile von 25 um Weite injiziert wurden.
STN-Lasionen (1, 2, 4): In 0,9%iger Kochsalzlésung geldste Ibotensédure wurde in den linken STN
injiziert.

6-OHDA-Lasionen (1, 2, 3): Das retrograd Uber striatale Axone nigraler Zellen wirksame 6-OHDA
wurde an vier festgelegten Punkten ins linke Striatum eingebracht.

Fluorogold (1, 2): Ebenfalls ins Striatum (beidseitig, an jeweils zwei Punkten) injiziert wurde der
Zellmarker Fluorogold (zum von dort ausgehenden retrograd axonalen Transport in die Substantia
nigra).

Haltung und Verhalten

Die Tiere wurden unter standardisierten Bedingungen in einem 12-Stunden-Hell/Dunkel-Rhythmus
und freiem Zugang zu Wasser und Futter gehalten. Physiologische Stimuli: Flr Studie 3 wurden die
Tiere in einem ,,enriched environment* (Van Praag et al., 1999) mit im Vergleich zu Standardbedin-
gungen grolerem Kafig, der unterschiedliche stimulierende Objekte enthielt, gehalten. Physische
Aktivitat wurde fur 10-20 Minuten taglich auf einem Laufband (Rotarod) durchgefiihrt.
Rotationsverhalten: Motorisches Verhalten, das tber das Ausmal} der nigralen Schadigung Auskunft
gibt, wurde durch amphetamininduziertes Rotationsverhalten gepriift, bei dem die Umdrehungen der
Tiere nach Amphetamininjektion in Rotameter-Schiisseln gezéhlt wurden.

Proliferationsmarker

Bromodeoxyuridin (BrdU), das Zellproliferation durch Einbau in die DNA markiert, wurde zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten an 3-10 aufeinander folgenden Tagen intraperitoneal (50 mg/kg Korperge-
wicht) injiziert (Studie 3, 4).

Histologische Untersuchungen

Nissl-Farbung: Zur Beurteilung der Kanilenlage im Striatum und STN sowie des Ausmalies der
STN-Lasion wurden Nissl-Farbungen mit Cresylviolett von Schnitten der jeweiligen Regionen ange-
fertigt. Immunhistochemisch dargestellt wurden: TH; c-Jun und phosphoryliertes c-Jun; c-Fos; BrdU;
die glidren Marker GFAP, NG2 und Ibal; NeuN, anti-Doublecortin und CNPase als Marker unreifer
oder reifer Neuronen. Zur Detektion apoptotischer Zellen wurde Terminal transferase dUTP nick end
labeling (TUNEL) durchgefhrt.

Quantitative Auswertung:

Die markierten Zellen wurden licht- bzw. fluoreszenzmikroskopisch ausgezéhlt; jeweils drei Schnitte
innerhalb definierter anatomischer Grenzen wurden fur Studie 1 und 2 herangezogen, wahrend Studie
3 und 4 stereologisch ausgewertet wurden. Fir Doppeldarstellungen jeweiliger Substanzen wurde
Immunfluoreszenz angewandt.



Statistik

Fur die statistische Analyse wurden je nach Studie unterschiedliche varianzanalytische oder wenn
notig verwandte non-parametrische Methoden angewendet. Das Signifikanzniveau wurde bei 5% (p <
0,05) festgelegt. Aufgrund ihrer nonparametrischen Verteilung wurde Studie 1 mit Rank-Tests
(Kruskal-Wallis-Test, Mann-Whitney-Test) ausgewertet. Fir die Studien 2, 3 und 4 wurden traditio-
nelle Varianzanalysen (ANOVA) angewandt, an die Student’s t-Tests, Student-Newman-Keuls-Tests
(Studie 2) und Fisher-post-hoc-Tests (Studie 3 und 4) angeschlossen wurden.

ERGEBNISSE

Ibotenséureinjektionen in den Fluorogold-markierten Zellen in der SNc erbrachten einen Uber
75%igen Verlust subthalamischer Neurone.

Studie 1 — TH, Fluorogold und Rotationsverhalten nach STN-L&sion nach zwei und sechs Wochen

Die unilaterale striatale 6-OHDA-L&sion flihrte zu einem ipsilateralen Verlust TH-positiver Neurone
in allen Gruppen. Nach zwei und sechs Wochen gab es einen signifikant geringeren Neuronenverlust
bei STN-Iadierten Tieren im Vergleich zu Kontroll- und scheinladierten Tieren.

Die Anzahl Fluorogold-markierter Zellen als Marker fur Zelllberleben ergab keine signifikanten
Unterschiede zwischen Lé&sions- und Kontrollgruppe, weder nach zwei noch nach sechs Wochen.

Das Rotationsverhalten war nach zwei und sechs Wochen in STN-Iadierten Tieren signifikant ver-
mindert gegentiber Kontrolltieren.

Studie 2 — Langzeituntersuchung

Die Daten aus Studie 1 wurden reproduziert und auf einen Untersuchungszeitraum von zwolf Wochen
ausgeweitet.

Die Langzeituntersuchung ergab keinen signifikanten Unterschied mehr in der Zahl der TH-
exprimierenden Neuronen bei STN-Iadierten und Kontrolltieren nach zwdélf Wochen. Auch das Rota-
tionsverhalten war nach zwolf Wochen ohne signifikante Unterschiede.

— c-Jun-Verhalten

In der Kontrollgruppe fand sich die hochste Anzahl c-Jun-exprimierender Zellen am dritten Tag nach
Ldasion, von wo aus sie stetig bis zum letzten Untersuchungszeitpunkt nach zwolf Wochen sank.

Nach vorhergehender STN-Lasion fiel die c-Jun-Expression nach drei Tagen signifikant geringer aus
und erreichte ihr Maximum erst nach sieben Tagen (signifikant hoher als nach drei Tagen). VVon hier
aus nahm sie kontinuierlich bis zum geringsten Wert nach zwolf Wochen ab.

Parallel dazu verhielt sich die Phosphorylierung von c-Jun.

Die absolute Zahl c-Jun-immunpositiver Zellkerne war zu keinem Zeitpunkt signifikant héher als die
p-c-Jun-immunpositiver Zellkerne. Doppelfarbungen zeigten, dass zwei Wochen nach 6-OHDA-
Léasion in Kontrolltieren nahezu alle c-Jun-exprimierenden Zellen auch fir p-c-Jun positiv waren.
Demgegeniber waren es zu diesem Zeitpunkt nur etwa 67 % in STN-ladierten Tieren.

C-Fos konnte in keiner Gruppe und zu keinem Untersuchungszeitraum in der SN nachgewiesen
werden.

Vereinzelte apoptotische Zellen konnten mit TUNEL-Féarbung dargestellt werden. Jedoch ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede nach STN- oder 6-OHDA-L4&sion.

Studie 3 — Nigrale Neogenese im Enriched Environment

Neuronale Marker (Doublecortin, NeuN, TH) wurden in keiner der Gruppen unter BrdU-positiven
Zellen nachgewiesen.



Bei Tieren, die unter Standardbedingungen gehalten wurden, lieBen sich in der Absolutzahl proliferie-
render Zellen keine Unterschiede zwischen 6-OHDA-I&dierten und gesunden Tieren detektieren. Die
grolite Subpopulation machten bei nativen wie ladierten Tieren NG2-exprimierende Zellen aus, klei-
ner war der Anteil an GFAP und Iba-1.

6-OHDA-ladierte Tiere besal3en eine signifikant geringere Absolutzahl GFAP/BrdU-positiver Zellen
im Vergleich zu gesunden Kontrollen.

Enriched environment und korperliche Aktivitat wirkten sich in Form einer signifikanten Steigerung
von BrdU-positiven Zellen in gesunden und sogar einer beinahen Verdopplung in 6-OHDA-ladierten
Tieren aus, wobei der Zeitpunkt vier oder sieben Wochen nach L&sion keine Rolle spielte.

Auch das Rotationsverhalten verbesserte sich bei diesen Tieren nach sieben Wochen signifikant (nach
vier Wochen ohne signifikanten Unterschied), wahrend jedoch die TH-Expression unbeeinflusst
blieb.

Enriched environment mit korperlicher Aktivitat erhohte die Proliferation NG2- und GFAP-positiver
Zellen in gesunden Tieren deskriptiv, in ladierten Tieren auch signifikant. Auch Iba-1 positive Zellen
in 6-OHDA-ladierten und gesunden Tieren waren nach enriched environment deskriptiv erhoht,
allerdings ohne statistische Signifikanz zu erreichen.

Studie 4 — STN-L&sion und nigrale Plastizitat

Nach unmittelbarer (d1-3) und langerer (d4-14) BrdU-Applikation war nach zwei Wochen eine signi-
fikante Steigerung der Zahl neugebildeter Zellen in STN-I&dierten Tieren im Vergleich zu schein- und
nicht-1adierten Tieren zu verzeichnen. Nach friher Applikation war davon die Anzahl NG2-positiver
Zellen signifikant erhoht, nach Applikation an den Tagen 4-14 dagegen verringert. NG2-positive
Zellen koexprimierten den Astrozytenmarker S100 beta. Mikroglidr gekennzeichnete Zellen waren im
ersten Applikationsintervall unveréndert, im zweiten signifikant geringer darstellbar.

Neuronale (Doublecortin, NeuN, TH) Marker sowie GFAP als astrozytarer und CNPase als oligo-
dendrozytérer Marker wurden in keiner der Gruppen unter BrdU-positiven Zellen nachgewiesen.
Nach acht Wochen waren zwischen den Gruppen keine signifikanten Unterschiede mehr erkennbar.

DISKUSSION

Die vorgestellten Studien demonstrieren, dass eine vorhergehende L&sion des Nucleus subthalamicus
die 6-OHDA-Toxizitéat funktionell verzogert, d.h. der Aktivitatsverlust wird aufgehalten. Die eigentli-
che Degeneration wird dadurch nicht beeinflusst, wohl aber das degenerative Programm. Dieser
Effekt spiegelt sich in einer Modulation intrazellulérer neurodegenerativer Signalkaskaden wider, in
denen c-Jun vermindert exprimiert und phosphoryliert wird. Neurogenese, die an neuroprotektiven
Effekten beteiligt sein kdnnte, konnte in der SN nicht gezeigt werden. Wohl aber birgt sie Potenzial
fir zelluldre Plastizitat: durch &uBere Stimuli konnte glidre Proliferation induziert werden. Auch eine
STN-Lasion wirkt sich auf glidre Zellneubildung in der SN aus, allerdings nur transient. Diese Daten
weisen auf die Bedeutung des Mikromilieus hin, das hochsensibel auf alle Ereignisse reagiert und
diese mit beeinflusst.

Vermehrte Zellaktivitat ohne gesteigertes Zelltiberleben durch STN-L&sion

Der STN innerviert in erster Linie den GPi und die Substantia nigra, pars reticularis (SNr), glutama-
terg. Mit dem dopaminproduzierenden Teil der Substantia nigra, der pars compacta (SNc), steht er
ebenfalls in Verbindung, sowohl direkt Uber glutamaterge Efferenzen als auch indirekt tiber die SNr,
die inhibierend auf die SNc wirkt. Aufgrund dieser komplexen Verbindungsstrukturen wirkt sich die
in der Parkinsonkrankheit bestehende Uberaktivitit des STN auf verschiedenen Ebenen aus: es
kommt zur Inhibition thalamokortikaler Projektionen durch Aktivierung der GABAergen SNr und
GPi und damit zur typischen Parkinsonsymptomatik. Weiter hemmt die erregte SNr zusétzlich die
dopaminerge Aktivierung in der SNc. Dies sind funktionelle Effekte, die die Imbalance der Neu-
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rotransmitter reflektieren und grundsétzlich reversibel sind, wenn das Gleichgewicht wiederherge-
stellt wird. Erhohte Glutamatlevel wirken aber nicht nur aktivierend, sondern ab einem gewissen
Punkt auch zellschadigend. Solche exzitotoxischen Einfliisse gelten als beteiligt am irreversiblen
Untergang dopaminerger Zellen (Meldrum und Garthwaite, 1990; Greenberg, 1994; Rodriguez et al.,
1998). Folglich sollte sich eine Ausschaltung des STN auf die nigrale Degeneration mdglicherweise
neuroprotektiv auswirken. Frihere Studien (Carvalho und Nikkah, 2001; Nakao et al., 1999; Piallat
et al., 1996), die dies in verschiedenen Parkinsontiermodellen untersuchten, konzentrierten sich auf
die Darstellung TH exprimierender, also dopaminproduzierender und damit funktionell aktiver Neu-
ronen. Es konnte gezeigt werden, dass eine vorhergehende Ausschaltung des STN mittels pharma-
koinduzierter Ablation eine erhdhte Anzahl TH-positiver Neuronen bewirkt. Dies wurde als Neuro-
protektion interpretiert, ohne jedoch zu berlicksichtigen, dass TH lediglich einen Phanotyp und somit
Zellaktivitat ausdriickt. Aussagen Uber das eigentliche Zelliberleben kénnen damit nur bedingt ge-
troffen werden.

Wir untersuchten daher die Auswirkung einer STN-L&sion nicht nur auf die Expression von TH als
nigralem Funktionsmarker, sondern markierten ebenso die nigrostriatalen Neuronen mit Fluorogold,
das, zu Beginn der Studie ins Striatum injiziert und von den nigrostriatalen Neuronen retrograd axo-
nal aufgenommen, als Indikator fur Zelliiberleben diente. Es zeigte sich, dass zwar die Zahl der funk-
tionell aktiven Zellen (TH) in den ersten Wochen nach STN-La&sion erhéht war, die Zahl der tberle-
benden Zellen (FG) sich aber nicht signifikant von den schein- und nicht ladierten Tieren unterschied.
Entsprechend diesem Ergebnis, das eine funktionelle Verbesserung vermuten lieR, stellten sich die
Verhaltensuntersuchungen dar: Das amphetamininduzierte Rotationsverhalten, das bei einseitigem
Basalganglienfunktionsverlust zu kontralateralen Rotationsbewegungen fuhrt, war bei den STN-
ladierten Tieren nach zwei und sechs Wochen signifikant abgeschwacht, die Funktion der ladierten
Seite war also weniger stark eingeschrankt.

Aufhebung des Effekts im Langzeitexperiment

Wir weiteten im Folgenden den Untersuchungszeitraum von sechs auf zwolf Wochen aus, um Aussa-
gen uber Langzeitwirkungen machen zu kdnnen. Wie schon zuvor gab es keine Unterschiede in der
Zahl fluorogoldmarkierter Neurone. Im Gegensatz zu den kirzeren Untersuchungszeitraumen war
nach zwolf Wochen jedoch auch der Effekt des vermehrten TH-Phé&notyps aufgehoben, d.h. die Zahl
der aktiven dopaminergen Zellen war nach zwolf Wochen bei STN-ladierten und Kontrolltieren
gleich. Dies driickte sich auch im motorischen Verhalten aus, bei dem es nun ebenfalls keine Unter-
schiede mehr gab.

Wir schliellen daraus, dass es sich nicht um echte Neuroprotektion dergestalt handelt, dass Zellsterben
verhindert wird. Vielmehr wird die Aktivitat vorlbergehend auf einem anderen Weg gesteigert.
Charakteristisch fiir 6-OHDA-vermittelten Zelluntergang ist der frihzeitige Verlust des spezifischen
Neurotransmitterphéanotyps, teils lange vor dem eigentlichen Zelltod. So verharren einige Zellen nach
Lé&sion in einem dysfunktionalen Zustand, bevor sie tatsachlich absterben (Bowenkamp et al. 1996,
Bjorklund et al., 1997). Denkbar wére, dass eine vorhergehende STN-Lé&sion eine vermehrte und
verlangerte Aktivitét dieser Zellen bewirkt, bevor der toxische 6-OHDA-Effekt auf Funktionalitat und
Zellleben gleichermalen greift. Eine andere Mdglichkeit ist, dass nicht die Zelldegeneration beein-
flusst wird, sondern die verbesserte Funktion von neu gebildeten Neuronen ausgeht — eine STN-
Léasion konnte in diesem Fall also ein Induktor fir Neurogenese sein.

Verzogerte c-Jun-Expression und -Phosphorylierung nach STN-L&sion

Um weitere Informationen tber die Art und den zeitlichen Verlauf der Zelldegeneration und eine
etwaige Beeinflussung durch STN-La&sion zu erhalten, folgte die Analyse auf Ebene von beteiligten
Transkriptionsfaktoren. Zellsterben wird Uber intrazelluldre Kaskaden vermittelt, in denen Transkrip-
tionsfaktoren und verschiedene Botenstoffe beteiligt sind. Transkriptionsfaktoren der activator prote-
in-1(AP-1)-Familie fungieren unter anderem in neurodegenerativen Kaskaden, die zum apoptotischen
wie auch nicht-apoptotischen Zelltod fiihren kénnen. Hierunter ist vor allem c-Jun gut untersucht, das
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auch beim nigralen Zelltod beteiligt ist (Estus et al., 1994; Ferrer et al., 1997). Es gehort zu den
»~immediate-early genes”, die bei &ulleren Stressoren wie Trauma, Ischdmie oder toxischen Einfliissen
innerhalb kurzer Zeit exprimiert werden. Durch Phosphorylierung wird c-Jun zusétzlich aktiviert
(Behrens et al., 1999; Herdegen et al., 1998; Hibi et al., 1993; Vaudano et al., 2001; Watson et al.,
1998). Hierfiir sind spezifische Jun-N-terminale-Kinasen (JNKSs), die zu den Mitogen-aktivierten
Protein(MAP)-Kinasen gehéren, verantwortlich. VVorangegangene Studien haben gezeigt, dass die
Phosphorylierung die degenerative Wirkung c-Juns verstarkt (Vaudano et al., 2001; Behrens et al.,
1999; Martin-Villalba et al., 1999), wéhrend eine verminderte Phosphorylierung Neurone vor Apop-
tose schutzte (Behrens et al., 1999).

Im Falle der nigralen Zelldegeneration im 6-OHDA-Parkinsonmodell der Ratte wurde entsprechend
eine vorhergehende c-Jun-Aktivierung und —phosphorylierung nachgewiesen (Vaudano et al., 2001).
In unserer Studie wurde bereits drei Tage nach 6-OHDA-Ld&sion die maximale c-Jun-Expression
erreicht, dabei war c-Jun in nahezu allen Zellen (99%) auch phosphoryliert, wie Doppelfarbungen
zeigten. Dies spricht dafiir, dass durch den toxischen 6-OHDA-Stimulus MAP-Kinase-Kaskaden
aktiviert wurden, in denen c-Jun exprimiert und durch JNK phosphoryliert wurde. Hierauf kommt es
unweigerlich zum Verlust der Zellfunktionen und zum Zelltod, wie die bereits besprochenen Daten
belegen.

Bei STN-ladierten Tieren zeigten sich nach drei Tagen signifikant weniger c-Jun- und p-c-Jun-
positive nigrale Neurone. Hier kam es erst nach zwei Wochen zum Maximum. Es ist also festzustel-
len, dass eine vorhergehende STN-Lasion eine Verzégerung der maximalen c-Jun-Expression und -
Phosphorylierung bewirkt. Dieser Effekt kann durch die verminderte exzitotoxische Innervation
durch den STN zu erklart werden. Interessanterweise ist nach zwei Wochen auf3erdem ein verminder-
ter Anteil c-Juns phosphoryliert (ndmlich nur etwa zwei Drittel im Vergleich zu 99%). Dies ist ein
Zeichen dafiir, dass trotz der toxischen Einflisse durch 6-OHDA (die c-Jun-Expression bewirken) die
neurodegenerativen Kaskaden noch nicht voll aktiviert sind. Mdglicherweise erklart die verminderte
Phosphorylierung den Erhalt dopaminerger Zellfunktion.

Zu spateren Zeitpunkten allerdings verlieren sich diese Effekte einer STN-Lasion.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Daten, die zeigten, dass Ubergeordnete Faktoren in neuro-
degenerativen Kaskaden — JNK2 u.a. — durch glutamaterge Exzitotoxizitat, wie sie bei STN-
Uberaktivitat auftritt, vermehrt exprimiert werden und durch NMDA-Blockade reduziert werden
kdnnen (Chen et al., 2003). Der durch 6-OHDA retrograd vom Striatum aus vermittelte neurotoxische
Effekt kann dadurch jedoch nur moduliert, nicht aber aufgehoben werden.

Neurogenese und zellulare Plastizitat in der SN

Da die STN-Lé&sion keinen Einfluss auf das Zelltberleben hatte, es aber trotzdem zu einer verbesser-
ten dopaminergen Aktivitdt kam und auch klinisch eine anhaltende Besserung mit reduziertem L-
Dopabedarf bei STN-Tiefenhirnstimulation zu sehen ist, stellte sich wie bereits angedeutet die Frage,
ob hier neugebildete dopaminerge Neuronen eine Rolle spielen, es also moglicherweise zu Neuroge-
nese kommen konnte. Dies wirde sich wie in den beschriebenen Daten mit vermehrten TH-positiven
Zellen ohne eine Zunahme an FG-markierten Neuronen darstellen.

Da die Substantia nigra hinsichtlich Neurogenese und zellulérer Plastizitat nur unvollsténdig erforscht
ist, untersuchten wir primar, ob solche hier generell méglich ist.

Als zentrale Orte neuronaler Neogenese gelten die Zona subgranularis des Gyrus dentatus sowie die
Zona subventricularis der Seitenventrikel. Wahrscheinlich sind es Vorldauferzellen, die das gliale
fibrillare azidische Protein (GFAP) exprimieren - das typischerweise in Astrozyten gefunden wird -,
die hier zu Neuronen differenzieren kdnnen. Auch aus anderen Gehirnregionen konnten multipotente
Vorlauferzellen isoliert werden, die in vitro zu Astrozyten, Oligodendrozyten und Neuronen ausdiffe-
renzieren konnten. (Palmer et al., 1999; Kondo & Raff, 2000). Eine wesentliche Rolle spielt hierbei
die Mikroumgebung, wobei die entscheidenden Faktoren, die eine Neuroneogenese ermdglichen,
sowohl von zelluldrer als auch von molekularer Seite, noch unbekannt sind. Von Bedeutung scheint
darunter Dopamin zu sein. Bei Dopaminmangel ist in Tierexperimenten stark verminderte Zellneoge-
nese in den neurogenen Zonen zu verzeichnen, wahrend Dopaminrezeptorantagonisierung im Fron-
talhirn eine gesteigerte Neurogenese bewirkt (Kippin et al., 2005) Bei Parkinsonpatienten wurde eine

10



verringerte Neuroneogenese im Hippocampus und Bulbus olfactorius nachgewiesen (Hoglinger et al.,
2004). Diese Daten legen einen Zusammenhang zwischen Zelldegeneration, Dopaminmangel und
Neurogenese auch in der Substantia nigra nahe.

Es konnte nachgewiesen werden, dass in der Substantia nigra konstant neue neuronale Zellen gene-
riert werden, die gliale Marker exprimieren (in der Mehrheit das Chondroitinsulfat-Proteoglykan
NG2) (Dawson et al., 2000; Lie et al., 2002). Ferner fanden sich neugebildete Astrozyten, Oligo-
dendrozyten und Mikroglia. Inwieweit dies fir dopaminerge Neuronen und einen moglichen Ersatz
degenerierter Zellen gilt, bleibt strittig. Flr die Substantia nigra konnte bislang keine Neuroneogenese
gezeigt werden. Wohl aber wurde zellulédre Plastizitat gesehen, auch konnten sich aus der SN in den
DG transplantierte Zellen in vivo und in vitro zu Neuronen differenzieren (Lie et al., 2002).

Fur andere neurogene Zonen, so fir den DG, konnte gezeigt werden, dass &uRere, physiologische
Stimuli in Form eines ,enriched environment* und taglicher korperlicher Aktivitdt Neurogenese
induzieren konnen (Van Praag et al., 1999; Kempermann et al., 1997; Steiner et al., 2004). Wir
untersuchten, ob solche auch die zellul&re Plastizitat in der SN beeinflussen, und ob es hierbei Unter-
schiede zwischen 6-OHDA-ladierten und gesunden Tieren gibt.

Keine nigrale Neurogenese, wohl aber glidare Proliferation durch physiologische Stimuli

Gemal friher erhobenen Daten sahen auch wir in keiner der Gruppen neu gebildete neuronale Zellen.
Dass aber nigrale Zellen in andere Hirnregionen transplantiert sehr wohl das Potenzial zur neuronalen
Differenzierung besitzen, zeigt, welch wichtigen Einfluss die Mikroumgebung auf Neuroneogenese
hat. In der SN scheinen hierzu entscheidende Voraussetzungen nicht gegeben zu sein, jedoch ist
zellulare Plastizitat auf Ebene der Gliazellen zu beobachten: Wahrend eine 6-OHDA-Lé&sion die
generelle Zellproliferation in der SN, die wir anhand BrdU-markierter Zellen detektierten, nicht
beeinflusste, ergaben enriched environment und korperliche Aktivitat sowohl in 6-OHDA-ladierten
wie auch nativen Ratten eine signifikante Steigerung der Zellproliferation.

In der Analyse der Subgruppen der neu gebildeten Zellpopulation exprimierten die meisten Zellen
NG2, das als oligodendrozytérer VVorlaufermarker angesehen wird, fiir das es aber auch Hinweise zur
neuronalen Differenzierung gibt (Aguirre et al., 2004; Belachew et al., 2003, Lie et al. 2002). Sowohl
in gesunden als auch in 6-OHDA-ladierten Tieren war ein signifikanter Zuwachs an NG2-
exprimierenden Zellen nach physiologischen Stimuli zu sehen. Dies war in der zweiten, kleineren
Subpopulation, namlich GFAP-exprimierenden Zellen, nur bei 6-OHDA-l&dierten Tieren der Fall.
GFAP qilt als Marker fur nicht nur astrozytare, sondern auch neuronale Vorlauferzellen. Nach 6-
OHDA-Lasion wurden diese vermindert gebildet, die physiologischen Stimuli fuhrten dabei wieder-
um zu einer Steigerung.

Dies gibt einen Hinweis darauf, dass physiologische Stimuli zellulére Plastizitat anstof’en konnen.
Um dann aber weiter die Differenzierung zu Neuronen zu bewirken, reichen sie nicht aus, bzw. ist
dies in den durch die SN gebotenen Gegebenheiten nicht méglich.

In den Verhaltensuntersuchungen, durch Rotationsverhalten getestet, verbesserte sich die Leistung
bei ladierten Tieren wahrend des Untersuchungszeitraums signifikant. Dies passt zu klinischen Daten,
denen zufolge sich motorische und kognitive Funktionen bei Parkinsonpatienten nach duReren Stimuli
verbessern (Bilowit, 1956; Knott, 1957; Franklyn et al., 1981; Szekely et al., 1982; Hirsch, 2000;
Toole et al., 2000).

Offensichtlich werden diese Veranderungen mehr durch Verschiebungen der Glia und des Mikromi-
lieus bewirkt als durch eine tatsachliche Verbesserung neuronalen Uberlebens oder gesteigerter Neu-
rogenese. Von Bedeutung konnten hier die Astrozyten sein. Sie regulieren durch ihre Glutamattrans-
porter extrazelluldre Glutamatlevel. Neuroprotektive Wirkungen durch Abfangen oxidativer Radikale
und Abpufferung glutamaterger Exzitotoxizitat wurden fir Astrozyten postuliert (Hirsch & Baéhr,
1999, Chen et al. 2004, Sortwell et al. 2000, Teismann et al., 2004). Da GFAP auch ein astrozytarer
Marker ist, konnte die signifikante Steigerung GFAP-exprimierender Zellen in 6-OHDA-I&dierten
Tieren nach physiologischen Stimuli auch fiir astrozytére Neogenese stehen.
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Transient gesteigerte Zellproliferation nach STN-L&sion

Bei den Faktoren, die zellulare Plastizitat beeinflussen, diirfen neben der lokalen Gliazellpopulation
und duBeren Einflussen auch die intrazerebralen interkommunikativen Einflusse zwischen den ver-
schiedenen Hirnregionen und Kerngebieten nicht auler Acht gelassen werden. Demzufolge galt es,
die Auswirkungen des STN resp. seiner Ausschaltung auf das Proliferationsverhalten in der SN zu
untersuchen.

Es kam zu einer transienten Zunahme proliferierender Zellen zwei Wochen nach STN-L&sion bei
frihzeitiger BrdU-Applikation. Da sich dieser Effekt nach 8 Wochen nicht mehr darstellte, ist davon
auszugehen, dass es sich eher um eine akute Begleitreaktion der L&sion handelt als um eine spezifi-
sche, langfristige Zellproliferation, wenn auch die Region nicht in direktem Kontakt zur L&sionsstelle
steht. Die Untersuchung der Phé&notypen ergab eine signifikante Erhohung NG2-exprimierender
Zellen und unverénderte mikroglidare Marker nach friher BrdU-Applikation. Diese Konstellation legt
eine nicht immunologische, sondern anders geartete Reaktion nahe. NG2-exprimierende Zellen schei-
nen besonders sensibel auf duBere Ereignisse zu reagieren. Eine genauere Erforschung ihrer Funktion
wird dariiber weitere Aufschliisse geben.

Bei spaterer BrdU-Applikation und zu spateren Untersuchungszeitpunkten gab es keine Unterschiede
zwischen Lé&sions- und Kontrollgruppe. Die Analyse des Phanotyps ergab einen Grofteil nicht naher
zuzuordnender Zellen, die genauer in vitro in Zellkulturen zu untersuchen bleiben. Es konnte folglich
kein langfristiger Einfluss einer STN-L&sion auf zelluldre Plastizitat und Zellneogenese in der gesun-
den SN festgestellt werden.

Aus den vorgestellten Studien lasst sich zusammenfassen, dass eine vorhergehende STN-Lé&sion die
Abnahme TH-produzierender Zellen aufhélt, ohne Einfluss auf die Zelldegeneration zu nehmen. Dies
werteten wir als voriibergehende funktionelle Neuroprotektion, die auch in verbesserter Motorik zum
Ausdruck kam. Es bleibt zu untersuchen, ob dieser Effekt tatsdchlich einer quantitativ erhdhten do-
paminergen Aktivitat entspricht und wie sich eine solche verhélt. Hiertiber wird eine Untersuchung
der TH-RNA Aufschluss geben.

Weiter bleibt offen, welche Faktoren genau eine solche funktionelle Verbesserung bewirken. Die
Studien belegen, dass es nicht der verminderte Zelltod zustande bringt. Wohl aber ist eine Verande-
rung im degenerativen Programm beteiligt, wie die veranderte Expression und Phosphorylierung von
c-Jun zeigt. Dies spricht dafiir, dass Neurodegeneration nicht allein ein eindimensionales Zellsterben
ist, sondern auf vielfaltigen Ebenen ablduft und unterschiedliche Stadien durchwandert: es kommt
zuerst zum Verlust der Zellfunktion, ohne dass die Zelle direkt stirbt. In diesem Stadium vermag die
STN-L&sion einzugreifen, durch die das Transkriptionsprogramm verdndert und die Zellfunktion
langer aufrechterhalten wird. Daneben kommt es durch verschiedene &ul3ere Einflisse zu einer Ver-
anderung des glidren Milieus, wie wir anhand physiologischer Stimuli zeigen konnten. Es konnte
bislang keine nigrale Neurogenese in der Substantia nigra nachgewiesen werden, doch trotzdem
verbesserte sich in 6-OHDA-ladierten Tieren das Rotationsverhalten. Dies ging einher mit einer
verstérkten Zellproliferation, phanotypisch einer verstarkten Neubildung NG2- und GFAP-positiver
Zellen, Das gibt Hinweis auf den wichtigen Einfluss der glidren Struktur. Inwiefern c-Jun an diesen
Prozessen beteiligt ist, bleibt unklar. Bislang unbekannt ist seine Wirkung auf glidre oder neuronale
Proliferation; belegt ist aber die Bedeutung fiir neuronale Differenzierung (Kanzawa et al., 2006;
Eminel et al., 2007), so dass auch ein genereller Einfluss auf die Zellneubildung vorstellbar ist.

Wie sich eine vorhergehende STN-Ldsion auf die 6-OHDA-ladierte Substantia nigra in Form von
Neurogenese auswirkt, missen zukunftige Studien zeigen. Ebenso sollte die Rolle der Glia im Auge
behalten werden. So ist auch die Bedeutung der Astrozyten weiter zu untersuchen, die neuroprotektiv
durch eine Abpufferung der Exzitotoxizitdt wirksam sein konnen. Die Frage ist, ob deren Anzahl
nach STN-Lé&sion gesteigert ist. AuBerdem gilt es, die grofle Zahl nach STN-Lé&sion neugebildeter
Zellen in Zellkulturen zu untersuchen, die bislang nicht naher identifiziert werden konnten.
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