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EINLEITUNG ]

D er Morbus Parkinson zahlt zu den haufigsten neurologischen Erkrankun-
gen. Er tritt weltweit und bei allen Rassen auf, wenn auch in unter-
schiedlicher Haufigkeit. Die Sterblichkeit von unbehandelten Parkinsonkranken
ist etwa um Faktor drei gegentiiber der gesunden Vergleichsbevolkerung erhoht
(Hoehn u. Yahr, 1967), die Krankheitsdauer betrdgt im Mittel zwischen 12 und
13 Jahren (Rajput, 1992). Ab einer Erkrankungsdauer von etwa 10 Jahren kann
das Gros der Patienten mit den zur Verfiigung stehenden medikamentdsen Mit-
teln nicht mehr suffizient therapiert werden. Die Athiopathogenese der Erkran-
kung ist noch nicht hinreichend geklart.

Piallat et al. postulierten 1996 einen neuroprotektiven Effekt einer Kainsaure-
lasion des Nucleus subthalamicus (NST) auf dopaminerge Neurone der Sub-
stantia nigra im 6-Hydroxydopamin (6-OHDA)-Parkinson-Tiermodell, was durch
Nakao et al. 1999 nicht gestiitzt werden konnte. Dieser jedoch fand den
beschriebenen neuroprotektiven Effekt bei einer Chinolinatldsion im 3-Nitro-
propionsdure (3-NP)-Modell der Ratte.

Die vorliegende Arbeit untersucht einen moglichen neuroprotektiven Effekt von
NST-Kainsdure- sowie Chinolinsdureldsionen auf dopaminerge Neurone der Sub-
stantia nigra im subakuten 6-OHDA- sowie im 3-NP-Parkinson-Tiermodell der
Ratte.

Intrastriatale Injektionen des Katecholamin-Neurotoxins 6-OHDA sowie des
Mitochondrientoxins 3-NP fiihren tiber Wochen zur Degeneration dopaminerger
Neurone der Pars compacta der Substantia nigra (SNc).

Beobachtet wurde der EinfluB der unilateralen NST-Lasionen auf den Umfang
der SNc-Degeneration sowohl bei Lasion vor als auch nach intrastriataler Toxin-
injektion, jeweils im Vergleich zur Kontrollgruppe, bei der die Injektionen des
NST mit physiologischer Kochsalzlosung (NaCl) bzw. phosphatgepufferter Koch-
salzlosung (PBS) durchgefiihrt wurden.
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1.1 Morbus Parkinson

James Parkinson beschrieb 1817 in seiner Mono-
graphie "An Essay on the Shaking Palsy" erstmals
die Paralysis agitans oder auch Schiittellihmung
als ein klinisch definiertes Krankheitsbild. Schon
weit tiber 3000 Jahre zuvor wurde in ayurve-
dischen Schriften eine Krankheit beschrieben,
die durch ein Zittern der Hande, einen Verlust

der Beweglichkeit sowie eine korperliche Steif-

Abb. 1: James Parkinson

heit gekennzeichnet ist. Ruhetremor, Rigor und
Brady- bzw. Akinese sind die Kardinalsymptome
eines Parkinson-Syndroms (PS). Ist das PS, wie in ca. 70 Prozent der Fille,
idiopathisch bedingt, spricht man vom Morbus Parkinson (MP), bei dem ein
progressiver Verlust dopaminerger nigrostriataler Neurone in der SNc und der
daraus resultierende Dopaminmangel im Striatum das pathophysiologische
Korrelat darstellen. Die tibrigen 30 Prozent des PS verteilen sich auf sympto-
matische PS (postenzephalitisch, traumatisch, neoplastisch, medikamenten-
induziert z.B. durch Neuroleptika oder Reserpin, exogen-toxisch z.B. durch
Mangan, N-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP), Kohlenmonoxid
(CO), endogen-toxisch z.B. bei M. Wilson, oder Pseudo-PS im Rahmen eines
Normaldruck-Hydrozephalus oder arteriosklerotisch bedingt), sowie auf PS im
Rahmen neuronaler Systemdegenerationen (Multisystematrophien wie die
striatonigrale Degeneration oder die olivopontozerebelldre Atrophie, progressive
supranuklare Lahmung (Steele-Richardson-Olszewski-Syndrom), Morbus Haller-
vorden-Spatz, kortikobasale Degeneration, spinozerebelldre Ataxien).

Das Parkinson-Syndrom zahlt zu den hdufigsten neurologischen Erkrankungen.
Frauen und Manner scheinen gleich haufig betroffen (Rajput et al., 1984), die
Pravalenz fiir die Bundesrepublik Deutschland wird zwischen 160 Krankheits-
falle pro 100.000 Einwohner (Marttila, 1992) und 183 pro 100.000 angegeben
(Vieregge et al., 1991), die Inzidenz ist abhdngig von geografischen Faktoren
sowie dem Alter der Patienten. In China erkranken 1,5 pro 100.000 im Jahr
(Wang, 1991), in den USA 20,5 pro 100.000 (Rajput, 1984; Rajput, 1992), wobei
neuere Studien nahelegen, daB die regionalen Unterschiede moglicherweise
geringer sind als bisher vermutet und eher strukturelle Unterschiede des
Patientengutes wie Lebenserwartung und Krankheitsdauer, aber auch metho-
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dische Unterschiede zu solch abweichenden Ergebnissen fiihren (Zhang u.
Roman, 1993; Wang et al., 1996). Das Haupterkrankungsalter liegt zwischen 75
und 84 Jahren (Rajput et al.,, 1984), ca. 0,7 Prozent der iiber 65-jahrigen
ist erkrankt (Trenkwalder et al., 1995), in Altenpflegeheimen trifft man auf
iber 12 Prozent erkrankte Patienten (Evers u. Obladen, 1994). Nur ein geringer
Anteil erkrankt vor dem 40. Lebensjahr, aber zunehmend sind aus bisher
unklarer Ursache auch jingere Menschen betroffen. Legt man neben einer
durchschnittlichen Inzidenz von 16 pro 100.000 Einwohnern (Marttila, 1992)
o.a. Daten zugrunde, so ergibt sich fiir die Bundesrepublik Deutschland bei 80
Mio. Einwohnern im Schnitt eine Neuerkrankungshaufigkeit von 12.800 pro
Jahr, die Gesamtzahl der Parkinsonkranken lage zwischen 120.000 und 150.000,
jenseits des 65. Lebensjahres waren 713 pro 100.000 Einwohner erkrankt
(Trenkwalder et al., 1995).

1.1.1 Funktionelle Anatomie der Basalganglien

Als Basalganglien wird eine Gruppe subkortikal gelegener, funktionell zu-
sammengehoriger Kerngebiete bezeichnet, denen ihre zentrale Rolle bei der
zentralnervosen Regulation der

Motorik gemein ist.

Beim Menschen gehort zu den Basal- Stri

riatum
ganglien das Striatum, das aus zwei
Teilen besteht: Der erste Teil, der Substantia nigra

Nucleus caudatus (NC), legt sich wie

ein Schweif um das Putamen (Pu), N5 My,
dem zweiten Teil. Die Form des NC, |"/ 2 & I’ e I\\
der er auch seinen Namen verdankt, :_;-" . B SOy A
erklart sich durch die Drehung der AN M}@.,/ A
Hemisphiren wihrend der Embryo- !/, ! \-\&‘;_,; ) .I
genese. Der Globus Pallidus, medial 4 |\t /

des Pu gelegen, unterteilt sich in
eine Pars interna (GPi) und eine Pars

]

externa (GPe) und verjlingt sich nach e

medial. Ventromedial des Pallidums , _ ]
Abb. 2: Striatum mit Ncl. caudatus und Substantia

liegt der Nucleus subthalamicus  nigra
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(NST). In der funktionellen Betrachtung gehort die an der Grenze des mesence-
phalen Tegmentum gelegene Substantia nigra mit Pars compacta (SN¢) und Pars
reticularis (SNr) zum Verschaltungsschema der Basalganglien.

Bei der Ratte sind die beiden Strukturen des Striatums, NC und Pu, nicht von-
einander abgrenzbar, man bezeichnet das Analogon als Caudatus-Putamen, oder
einfach als Striatum. Das Analogon zum GPi ist in die Fasern des kortikofugalen
Traktes eingebettet und wird als Nucleus entopeduncularis (NEP) bezeichnet.
GPe beim Menschen entspricht GP bei der Ratte (Albin et al., 1995).

Die genannten Strukturen haben Verbindungen sowohl untereinander als auch
mit anderen Hirnarealen, beim Menschen und bei der Ratte sind diese in ver-
gleichbarer Weise ausgepréagt und somit funktionell vergleichbar.

Ein im limbischen System
entstandener Bewegungsan-
trieb gibt seine entsprechen-
den Impulse an den Assozia-
tionskortex weiter, von wo
aus sowohl eine Weiter-
leitung in das Kleinhirn als
auch in die Basalganglien

erfolgt. Im Kleinhirn werden

Bewegungsentwiirfe modu-

liert korrigiert und fein abge- Abb 3.: Physiologisches Verschaltungsschema der
! Basalganglien (griine Pfeile: aktivierende Innervation,
stimmt, in den Basalganglien rote Pfeile: hemmende Innervation, schwarzer Pfeil:

. . postulierte Innervation)
konnen Impulse unterdriickt

oder gebahnt werden. Beide

Anteile konvergieren schlieBlich im Thalamus, von wo aus sie an den Motokortex
weitergeleitet werden konnen. Bei der zentralen Funktion des Bahnens oder
Unterdriickens von motorischen Impulsen spielen ein direktes und ein indirek-
tes striatales Projektionssystem, welche sich physiologisch und histochemisch
unterscheiden, die entscheidende Rolle.

Das Striatum erhélt exzitatorische Afferenzen aus dem Neokortex, was Glutamat
(Glu)- und Aspartat (Asp)-vermittelt erfolgt. Dies stellt die Input-Region der
Basalganglien dar. Das inhibitorische System des Striatums wird durch die
"Medium-Spiny-Neuronen" (MSN), die etwa 95 Prozent der striatalen Neurone
ausmachen, dargestellt, wobei GABA den Transmitter darstellt. Ihnen stehen ca.
2 Prozent relativ groRe cholinerge, hemmende Interneurone gegeniiber. Unter
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den MSN kann man zwei weitere Subpopulationen unterscheiden. Die erste stellt den
Anfang des direkten Projektionssystems dat, sie exprimiert neben GABA die Neuropepti-
de Substanz P (SuP) und Dynorphin (Dyn). Diese Neurone des direkten striatalen Projek-
tionssystems ziehen monosynaptisch zum GPi und zur SNr. Der Ausgang des indirekten
striatalen Projektionssystems wird von der anderen Subpopulation der MSN gebildet, sie
kolokalisiert neben GABA Enkephalin (Enk) und projiziert in den GPe, dessen GABAerge
Neurone in den NST projizieren. Die glutamatergen Neurone des NST innervieren ihrer-
seits die GABAergen Neurone des GPi/SNr. Der NST projiziert retrograd glutamaterg in
den GPe, was damit die Funktion einer Autoregulation, eines negativen Feedbacks, hat.
Das direkte Projektionssystem wirkt somit direkt inhibitorisch auf GPi/SNr. Das
indirekte Projektionssystem wirkt im Endeffekt iiber den NST glutamaterg exzita-
torisch auf GPi/SNr, was durch die Zwischenschaltung des GPe reguliert werden
kann (Garett et al., 1990). GPi und SNr stellen die Output-Region der Basalgang-
lien dar, sie besitzen eine tonische Daueraktivitat, die tiber o.a. Mechanismen
durch das direkte Projektionssystem herabgesetzt und durch das indirekte gestei-
gert wird. Die Output-Region GPi/SNr projiziert GABAerg in intralaminéare Thala-
muskerne, pedunkulopontine Kerne und den Colliculus superior, insbesondere
aber in ventrolaterale Thalamuskerne (VL). Von den VL aus erfolgt die gluta-
materge und somit exzitatorische Projektion in den Motokortex.
Zusammenfassend fordert das direkte Projektionssystem also motorische Funk-
tionen, das indirekte hemmt sie.

1.1.2 Funktionelle Anatomie des
nigrostriatalen dopaminergen Systems

Aus der SNc projizieren dopaminerge Neurone iiber das mediale Vorderhirn-
biindel (MVB) in das Striatum. Sie enden hier an Neuronen und Axonen der
MSN. Am direkten striatalen Projektionssystem wird die dopaminerge Transmis-
sion liber D{-Rezeptoren vermittelt, am indirekten iiber Dy-Rezeptoren. Die SNc
erhidlt GABAerge Afferenzen aus den Striatosomen oder Patches, Acetylcholine-
sterase-armen Gebieten des Striatum.

Eine Herabsetzung der dopaminergen Zuflisse fiihrt im direkten striatalen Pro-
jektionssystem zu einer Abnahme an Substanz-P-mRNA und Dyn-mRNA, im indi-
rekten Projektionssystem zur Zunahme der Enkephalin-mRNA (Hong et al.,
1985; Young et al., 1986; Bouras et al., 1986), was zur Enthemmung, also Akti-
vitatserhohung in der Output-Region GPi/SNr fiihrt (Miller et al., 1987).
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Die Rolle der dopaminergen nigrostriatalen Projektionen scheint also darin zu
bestehen, durch gegensitzlichen EinfluB auf direktes und indirektes Projek-
tionssystem ein Gleichgewicht zwischen diesen herzustellen. Dopamindefizit im
Striatum fiihrt zu Tonuserhohung der Outputregion und somit zur Hemmung
motorischer Abldufe.

1.1.3 Pathophysiologische Grundlagen
des Morbus Parkinson

Nach der heutigen Kenntnis der Organisation der Basalganglien kommt es zu
einer enthemmten Aktivitdt des NST und nachfolgend zur Hyperaktivitdt inihi-
borischer GABAerger Neuronen des medialen GPi auf die Thalamuskerngebiete.
Somit sinkt die exzitatorische Funktion der Thalamuskerngebiete auf die moto-
rischen Kortexareale, woraus insbesondere die Minussymptome Bradykinese
oder Akinese resultieren. Extranigrale Veranderungen sind geeignet, mentale,
autonome und endokrine Funktionsstorungen zu erklaren (Whitehouse, 1986;
Braak, 1990; Braak u. Braak, 1995).

Man vermutet, daB erst eine Degeneration von etwa 60 bis 80 Prozent des funk-
tionellen neuronalen Gewebes in der SNc sowie ein Verlust von nahezu 70 Pro-
zent des striatalen Dopamingehaltes zum Auftreten klinischer Symptome beim
MP fiihrt (Bernheimer et al., 1973; Hornykiewicz, 1982).

Abb 4: Pathophysiologisches Verschaltungsschema der
Basalganglien (griine Pfeile: aktivierende Innervation,
rote Pfeile: hemmende Innervation, schwarzer Pfeil:
postulierte Innervation) — Morbus Parkinson
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1.1.4 Grundzige und Probleme
der heutigen Therapie

Beim MP handelt es sich um eine chronisch-progrediente Erkrankung meist mul-
timorbider Patienten. Es existiert keine kurative Therapie, bei der medika-
mentdsen Therapie treten charakteristische motorische Komplikationen auf. Die
Behandlung ist daher ein komplexes Netzwerk aus medikamentoser Therapie,
operativer Therapie, Physiotherapie, Logopade, Ergotherapie und psychosozialer
Betreuung.

1.1.4.1 Medikamentose
Therapie

Fir die medikamentose Therapie besteht kein ein-
heitliches Therapieschema (Oertel, 1999). Diskutiert
wird hierbei insbesondere der Einsatz potentiell neu-  460-5

roprotektiver Substanzen wie der NMDA-Rezeptora-

gonisten Budipin und Amantadin, welche die exzitatorische glutamaterge Wir-
kung hemmen. Basis der Therapie des MP ist nach wie vor die Gabe von L-Dopa,
der Vorstufe des Dopamins (DA), das selber die Blut-Hirnschranke nicht passie-
ren kann und in dopaminergen Neuronen durch das Enzym Dopa-Decarboxylase
in DA umgewandelt wird. Dariiber hinaus kommen Dopaminagonisten, die direkt
postsynaptisch DA-Rezeptoren stimulieren, zum Einsatz. Die Kombination des L-
Dopa mit peripher wirksamen Decarboxylasehemmern, Benserazid oder Carbi-
dopa, die die Umwandlung des L-Dopa in DA aulerhalb des ZNS verhindern,
ermoglicht eine weitgehend nebenwirkungsfreie Behandlung und zudem eine
Dosisreduktion auf ein Viertel bis ein Fiinftel der Monotherapie-Aquivalenzdo-
sis. Fiir die Wirksamkeit der eingesetzten dopaminergen Substanzen ist ent-
scheidend, daB sich die neurodegenerativen Prozesse vor allem prasynaptisch
abspielen. Postsynaptisch bleibt die Rezeptorendichte und Sensibilitdt zunachst
erhalten, erst im Verlauf der Therapie kommt es dort zu funktionellen Verande-
rungen, was deren Wirkverlust erklart (Bravi et al., 1994; Riederer et al., 1989).
Ab einer Therapiedauer mit L-Dopa von ca. fiinf Jahren zeigen sich Wirkungs-
fluktuationen (Poewe et al., 1986) wie Peak-of-dose-Dyskinesien, unfreiwillige
Bewegungen beim Maximum des L-Dopa-Plasmaspiegels, bzw. End-of-dose-AKki-
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nesien beim Absinken des Plasmaspiegels. Spater zeigen sich zunehmend vom
Plasmaspiegel unabhédngige Schwankungen, sogenannte On- und Off-Phasen
(Ubersicht: Oertel u. Quinn, 1996).

MAO-B-Hemmer und COMT-Hemmer erhohen die DA-Konzentration im synapti-
schen Spalt durch Hemmung des Abbaus von DA und dessen Vorldaufermolekiilen.
Anticholinergika kommen bei gering ausgepragter Symptomatik zum Einsatz. Sie
hemmen die inhibitorischen striatalen cholinergen Interneurone.

1.1.4.2 Operative Therapie,
Tiefenhirnstimulation

Drei invasive Methoden sind momentan denkbar. Die

erste Methode ist die stereotaktische Thermokoagulati-
on verschiedener Kerngebiete des Thalamus, im Globus ~ 4%0. 6

pallidus oder NST, wobei die Hauptindikationen hierfiir der medikamentds nicht
beherrschbare Tremor, Dyskinesien (Nitter, 1978) und Wirkungsfluktuationen
(Tacorno et al., 1995) sind. Die zweite Moglichkeit stellt die Transplantationschir-
urgie von DA-produzierendem Gewebe entweder autolog aus dem Nebennie-
renmark oder heterolog mit embryonalem Mittelhirngewebe dar. Fiir die auto-
loge Transplantation konnten Langzeitverbesserungen nicht gesichert werden
(Goetz et al., 1991), bei der heterologen Transplantation bestehen bei ermuti-
genden Ergebnissen (Olanow et al., 1996) neben technischen Problemen ethi-
sche Bedenken, man benotigt drei bis vier Embryonen pro Hemisphdre (Hauser
et al., 1999).

Zum dritten kommt die Tiefenhirnstimulation in Betracht. In der Therapie des
Parkinsontremors und des essentiellen Tremors kommt seit mehreren Jahren die
Hochfrequenzstimulation des Thalamus beim Menschen erfolgreich zum Einsatz
(Benabid et al., 1991; Blond et al., 1992; Pollak et al., 1993). Es ergeben sich
klare Vorteile zur irreversiblen Destruktion (z.B. Thermokoagulation) des Gewe-
bes wie z. B. Reversibilitdit und bessere Kontrolle der unerwiinschten Wirkun-
gen. Die Methode der Hochfrequenzstimulation des NST kam beim Menschen
zur Anwendung, nachdem ein positiver Effekt einer Lision bzw. Stimulation im
Tierversuch bei MPTP-induziertem Parkinsonismus auf die Symptome Akinesie
und Rigor festgestellt werden konnte (Bergmann et al., 1990; Aziz et al., 1991;
Aziz et al., 1992). Indiziert ist das operative Vorgehen insbesondere bei L-Dopa
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induzierten Komplikationen (Krack et al., 1997) und gegen die ,,0off“-Symptoma-
tik, des weiteren konnen Fluktuationen zwischen ,,on“ und ,off“-Phasen abge-
mildert werden, die Unabhédngigkeit des Patienten im Alltag nimmt zu, die Medi-
kation kann reduziert werden, die kognitiven Funktionen bleiben beim nicht vor-
geschadigten Gehirn unbeeinfluit (Limousin et al., 1998).

Eine unilaterale Stimulation beim Menschen fiihrt zur Verbesserung kontralate-
raler, jedoch nicht ipsilateraler Symptome, eine Verbesserung der Aktivitat im All-
tag erfordert eine bilaterale Stimulation (Limousin et al., 1995). Die Dosierung
mit L-Dopa kann drastisch reduziert werden, konsekutiv sinken die L-Dopa-indu-
zierten Dyskinesien. Die Effektivitat einer NST-Stimulation hdangt von einer opti-
malen Elektrodenplazierung ab, was innerhalb eines Toleranzbereiches von 3 mm
um die Zielregion erfolgen sollte (Limousin et al., 1995). Somit ist die stereotak-
tische Eingriff am NST komplizierter als der Eingriff am Thalamus, insbesondere
auch dadurch, daf die Stimulation der Zielregion zu keiner charakteristischen
Reizantwort fiihrt. Der Vorzug einer Stimulation des NST gegeniiber dem GPi
scheint ein ausgepragterer antikinetischer Effekt zu sein (Krack et al., 1997).
Der Mechanismus der chronischen Elektrostimulation des NST ist unbekannt.
Die Tatsache, daB die Tiefenhirnstimulation des NST zum Hemiballismus fiihren
kann, wie er bei spontanen Lasionen des NST auftritt, und die Tatsache, dal} der
Effekt der Stimulation der einer irreversiblen beabsichtigten Lision entspricht,
fiilhren zu der Vermutung, daB dem Effekt ein inhibitorischer Mechanismus,
quasi eine reversible Mikrosubthalamotomie, zugrunde liegt. Hochfrequenzsti-
mulation bewirkt eine Depolarisationsblockade der NST-Neuronen. Dieser
Effekt kann optimal in einem Stimulationsfrequenzbereich zwischen 50 und
2000 Hz erreicht werden, wobei zur Verbeserung der Parkinsonsymptomatik
eine Frequenz von 30 Hz geniigt, was wiederum interessanterweise nahe an der
spontanen Impulsfrequenz des NST liegt (Limousin et al., 1995).

Es erfolgt die stereotaktische Implantation einer Sonde nach Bildgebung des
Neurokraniums unter Zuhilfenahme der Aufzeichnungen einer Mikroelektrode
und die Implantation eines Pulsgenerators in der Regel in eine Pectoralisloge.
Die ernsthafteste Komplikation ist das intracerebrale Himatom, wie es bei allen
stereotaktischen Eingriffen auftreten kann. Dies passiert bei 2 bis 8 Prozent der
Patienten (Limousin et al., 1998; Obeso et al., 1997). Eine weitere Komplikati-
on konnte in einem Wirkverlust bei chronischer Elektrostimulation bestehen,
weshalb bei einer Vielzahl der Patienten die Impulsintensitat im Verlauf der Zeit
leicht erhoht werden muB (Limousin et al., 1998).
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1.2 Neuroprotektiver Effekt der Lésion
des Ncl. subthalamicus auf dopaminerge
Neuronen der Substantia nigra

Unklar bleibt weiterhin die Rolle des NST bei der Atiologie des MP. Méglicher-
weise spielt Glutamat, das iber NMDA-Rezeptoren neurotoxisch wirkt, wenn das
intrazellulare Energienivau gesenkt ist eine entscheidende Rolle (Novelli et al.,
1988; Blandini et al., 1996). Es konnte ein Defizit an Mitochondrienkomplex I
isoliert in der SNc (Parker et al., 1989; Hattori et al., 1991; Schapira, 1994),
Defekte in der Atmungskette der Mitochondrien und signifikant mehr Fehler im
Mitochondriengenom des nigrostriatalen Systems von MP-Patienten (Ikebe et al.,
1995) nachgewiesen werden. Verschiedene Autoren konnten den Verdacht der
Rolle von NMDA-Rezeptoren bei neurotoxischen Mechanismen in vitro wie in
vivo erhdrten (Sonsalla et al., 1989, 1991; O "Dell et al., 1992; Marshall et al.,
1993; Zeevalk et al., 1995), desweiteren konnten NMDA-Rezeptor-vermittelte
Afferenzen auf dopaminerge SNc-Neurone nachgewiesen werden (Chergui et al.,
1994). Auf der Grundlage, daB die SNc eine Reihe von NMDA-Rezeptoren besitzt
und glutamaterge Projektionen vom NST zur SNc existieren (Hammond et al.,
1978; Parent u. Hazrati, 1995), untersuchten Piallat et al. 1996, ob die Inaktivie-
rung des NST durch Chemolésion im Tiermodell dopaminerge Neurone der SN¢
vor der Toxizitdt des selektiven Dopamin-Neurotoxins 6-OHDA schiitzt. Es wurde
der Verdacht geaufert, daf eine Lasion des NST die Zellen der nigrostriatalen Pro-
jektionen vor der Neurotoxizitat des 6-OHDA schiitzt. Somit wurde postuliert,
eine Methode gefunden zu haben, die das Fortschreiten des MP verlangsamen
oder gar aufhalten kann.

1999 griffen Nakao et al. diese These wieder auf und untersuchten den Effekt
von NST-Lasionen durch Chinolinsdure auf dopaminerge Neurone der Ratte. Zur
Zerstorung der terminalen nigrostriatalen, dopaminergen Neurone dienten hier
intrastriatale Injektionen von 6-OHDA bzw. von 3-Nitropropionsdure (3-NP) zwei
Wochen nach NST-Ablation. In der Gruppe mit 3-NP-Injektionen fiihrte die zu-
vorige NST-Lasion zu einer signifikanten Protektion der DA-Neurone in der SNc,
nicht jedoch bei Injektion von 6-OHDA.
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1.2.1 Bisherige Publikationen zur Untersuchung
eines moglichen neuroprotektiven Effektes
einer Lasion des Nucleus subthalamicus
auf dopaminerge Neurone der
Substantia nigra

1.2.1.1 NST-Lasionsversuche der Arbeitsgruppe
um Piallat (Piallat et al., 1996)

Material und Methoden

Hier findet sich ein Versuchsaufbau mit vier Gruppen a 10 (Gruppen 1-3) bzw. 5
(Gruppe 4) Versuchstieren (madnnliche Wistar-Ratten, IFFA Credo), wobei die
Tiere der Gruppe 1 eine unilaterale striatale Injektion von 6-OHDA erhielten, die
Gruppe 2 Kainsdure in den NST, die Gruppe 3 Kainsaure in den NST und eine
Woche spidter eine 6-OHDA-Injektion ins Striatum. Die Gruppe 4 entspricht der
Gruppe 3 mit dem Unterschied, dal KA gegen isotonische Kochsalzlosung ersetzt
wurde.

20 mg 6-OHDA wurden in 4 ml isotonischer Kochsalzlosung (mit 0,2mg/ml L-
Ascorbinsdure als Antioxidans) gelost und mit einer Geschwindigkeit von 0,5
ml/min in das rechte Striatum injiziert. Als Koordinaten dienten nach dem ste-
reotaktischen Gehirnatlas von Paxinos und Watson (Paxinos et al., 1982) AP +1
mm, ML 3 mm, VD —4,5 mm (jeweils ab Bregma).

Die NST-Lasionen erfolgten durch in 0,5 ml Kochsalzlosung geloste 2 mg Kainsau-
re mit den Koordinaten AP + 5,2 mm (interaural), ML 2,5 mm (interaural) und
VD +7,5 mm (ab Dura). Injiziert wurde in einer Geschwindigkeit von 0,25
ml/min.

Nach der transkardialen Perfusion in tiefer Chloralhydrat-Andsthesie wurden die
Gehirne fixiert und gefroren. Es folgten Serienschnitte von einer Dicke von 40
mm beim Striatum und 25 mm fiir den NST und die Substantia nigra pars com-
pacta.

Histologisch ausgewertet wurde mittels Tyrosinhydroxylase- und Kresylviolettfar-
bung, entsprechend den in dieser Arbeit weiter unten angegebenen Verfahren.
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Ergebnisse

Zunachst erfolgte eine Verhaltensbeobachtung der Versuchstiere. Mit KA NST-
ladierte Tiere (Gruppe 2) zeigten einen kontralateralen Hemiballismus, also die
bei einer NST-Lasion zu erwartene Symptomatik, und rotierten nach Apomorphi-
ninjektion ipsilateral. 6-OHDA-lddierte Tiere (Gruppe 1) entwickelten neben
einer Aphagie, Adypsie und Akinesie ein deutliches kontralaterales Drehen nach
subkutaner Apomorphininjektion. Tiere, die eine unilaterale 6-OHDA-Applikation
ipsilateral der KA-NST-Lasion erhalten hatten, zeigten bei Apomorphinapplikati-
on dasselbe Verhalten wie die Tiere der Gruppe 2, namlich ipsilaterale Rotatio-
nen. Im Gegensatz dazu waren bei der Kontrollgruppe, bei der KA durch Koch-
salzlosung ersetzt wurde, kontralaterale Rotationen zu beobachten.

Die histologische Untersuchung zeigte, daB Tiere, die nur eine 6-OHDA Injekti-
on erhalten hatten (Gruppe 1), einen signifikanten Verlust an TH-positiven Zellen
in der SNc (Verlust von 43,5 +/- 12,8%) aufwiesen. Suffiziente NST-Lasion wurde
mittels Kresylviolettfairbung ermittelt, wobei nur solche Tiere, bei denen eine
komplette Lasion des Kernareals vorlag, in die Auswertung eingeschlossen wur-
den. Die Auswertung der TH-gefarbten SNc-Schnitte erbrachte in der Gruppe 3
(NST-KA + 6-OHDA) einen deutlich geringeren neuronalen Verlust an TH-positi-
ven Zellen als in der reinen 6-OHDA-Gruppe (neuronaler Verlust 7,6 +/- 3,3%).
In der Kontrollgruppe (Gruppe 4, NST-Kochsalzlosung) zeigte sich erneut der
deutliche neuronale Verlust.

Somit wurde auf einen neuroprotektiven Effekt einer NST-Lasion auf dopaminer-
ge nigrostriatale Neuronen gegen 6-OHDA-Toxizitat geschlossen.
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1.2.1.2 NST-Lasionsversuche der Arbeitsgruppe
um Nakao (Nakao et al., 1999)

Material und Methoden

Die Arbeitsgruppe um Nakao untersuchte die Rolle der Afferenzen des NST zu
den dopaminergen Neuronen der Substantia nigra durch einen Versuchsaufbau,
bei dem mannlichen Sprague-Dawley-Ratten eine Lasion der nigrostriatalen dopa-
minergen Bahnen durch Injektion von entweder 3-NP oder 6-OHDA zugefiigt
wurde und diese Ratten, je nach Vorgehensweise am NST, in drei Subgruppen
unterteilt wurden. Als erste wurde die ,,nigral lesion alone“-Gruppe definiert, die
Gruppe ,,nigral plus STN lesion“ stellte die zweite dar. Als drittes schlieBlich gab
es die ,nigral plus sham lesion“-Gruppe, in der die Injektion an den NST ohne
ladierendes Agens erfolgte. Jede der drei Gruppen wurde abhédngig von der zur
nigrostriatalen Lasion verwendeten Substanz (3-NP oder 6-OHDA) weiter in je
zwei Subgruppen unterteilt.

Zur Lasion des NST in der ,nigral plus STN lesion“-Gruppe wurde dieser unila-
teral mit Chinolinsdure (QA) injiziert, in der Kontrollgruppe (,,nigral plus sham
lesion“) wurde phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS) injiziert. Am Tag der
NST-Lasion erhielten die Tiere bilateral striatale Injektionen mit Fluorogold.
Zwei Wochen nach der NST-Lasion fiihrten intrastriatale Injektionen von 3-NP
oder 6-OHDA zur Lasion nigrostriataler Bahnen. Es folgte die Totung der Tiere
nach 1-4 Wochen.

Die unilateralen NST-Lasionen erfolgten mit 12 nmol QA, welches mittels einer
2 ml Hamiltonspritze in einer Losung mit der Konzentration 120 nmol/ml tiber 5
Minuten an die Koordinaten 3,8 mm posterior des Bregmas, 2,5 mm lateral, -7,8
mm ab Dura bei einem auf 3,3 mm unter Null gesetzten Zahnbalken injiziert
wurde. Nach Ende der Injektion wurde die Kaniile fiir weitere 5 Minuten am
Platz belassen, bevor sie zuriickgezogen wurde.

0,2 ml einer 4% Fluorogoldlosung in NaCl wurden mit einer Geschwindigkeit von
0,05 ml/min mit einer 2 ml Hamilton-Mikrospritze bilateral an die Koordinaten
1,0 mm anterior ab Bregma, 3,0 mm lateral und - 4,5 mm ab Dura injiziert. Die
Lasion der nigrostriatalen Bahnen erfolgte durch Injektion entweder einer Losung
von 3-NP oder 6-OHDA in unterschiedlichen Konzentrationen in 0,9% physiologi-
scher Kochsalzlgsung unter Zugabe von 0,2% Ascorbinsaure. Die Injektion von 2
ml der Losung wurde bei einer Geschwindigkeit von 0,1 ml/min an denselben
Koordinaten durchgefiihrt, an denen die FG-Injektion erfolgt war.
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Das gewonnene Gewebe wurde nach Totung der Tiere, Fixierung des Gehirns
und Kryostatschnitt je nach geplanter Untersuchung weiterverarbeitet. Schnitte
fiir FG-Fluoreszenz wurden nach der Fixierung nicht weiterverarbeitet, sondern
unmittelbar auf Objekttrager aufgezogen und tiberdeckt. Schnitte fiir die Tyro-
sinhydroxylase-Farbung wurden ,free-floating®, also frei im Medium schwim-
mend weiterverarbeitet, wie es im Methodikteil dieser Arbeit beschrieben wird.
Die Weiterverarbeitung des NST-haltigen Areals mit der Cytochromoxidasefar-
bung erfolgte ebenfalls wie weiter unten beschrieben.

Die morphologische Analyse der Zellzahlen in der SNc wurde durch Auszahlung
von Zellsomata in der TH- bzw. FG-Farbung bei 400facher VergroBerung durch-
gefiihrt. Die Quantifikation der c-Fos Expression erfolgte durch ein auf Macintosh
basierendes System durch Digitalisierung der Schnitte und letztendlich Auszah-
lung der c-Fos-positiven Zellsomata.

Ergebnisse

Zunachst ist bemekenswert, daf lediglich ein Tier in der 3-NP (500 mmol) plus
NST-Lasionsgruppe und ein Tier in der 6-OHDA (20 mg) plus NST-Lasionsgruppe
inkomplette, jedoch nahezu vollstindige Lasionen des NST aufwiesen, was zum
AusschluB dieser beiden Tiere fiihrte. Alle tibrigen Tiere zeigten einen komplet-
ten Verlust der NST-Neuronen und konnten daher eingeschlossen werden.

Als erstes wurde festgestellt, daB in allen Gruppen die Injektion von entweder 3-NP
oder 6-OHDA sowohl zu einem Verlust TH-positiver, als auch FG-markierter Zellen
in der SNc fiihrt. Bei der Substantia nigra-Lasion mit 125 mmol oder 250 mmol 3-
NP bewirkte eine vorherige NST-Lasion einen signifikanten (p<0.01) Riickgang des
Untergangs dopaminerger Neurone der SNc. Bei steigender Konzentration des
Striatum-Toxins (z.B. 500 mmol 3-NP) konnte jedoch kein neuroprotektiver Effekt
mehr nachgewiesen werden. Der bei Striatum-Lasionen mit 3-NP beobachtete posi-
tive Effekt auf das Uberleben der dopaminergen Neurone der SNc konnte bei Ver-
wendung der Substanz 6-OHDA allerdings nicht nachgewiesen werden (p<0.05).
Mittels histochemischer Untersuchung des NST wurde versucht, auf dessen neu-
ronale Aktivitdt riickzuschlieBen. Um den EinfluB einer SNc-Lasion auf den NST
zu untersuchen, wurde mittels CO-Farbung vier Wochen nach striataler Toxinin-
jektion die Intensitdt der NST-CO-Farbung untersucht, wobei allerdings kein sig-
nifikanter Unterschied gefunden werden konnte.

SchlieBlich wurde die Expression des Proteins c-Fos, dem Produkt des c-fos-Gens,
untersucht. Dieses Protein wird voriibergehend in Neuronen mit Glutamatrezep-
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tor-Uberaktivitit produziert (Aronin, 1991; MacDonald 1995). Es wurde daher
die Expression des c-Fos-Proteins in der SNc nach striataler Toxinapplikation (3-
NP) quantifiziert, um den dem Zelltod dopaminerger Neurone in diesem Fall
zugrundeliegenden Mechanismus zu untersuchen. Es konnte gezeigt werden,
daB 24 Stunden nach Injektion von 250 mmol 3-NP ins Striatum das c-Fos-Protein
auf der der Lasion ipsilateralen Seite in der SNc signifikant exprimiert wurde, auf
der unlddierten Gegenseite jedoch nicht. Diese Erhohung der c-Fos-Protein
Expression konnte durch vorherige NST-Lasion signifikant gesenkt werden.

1.3 Das 6-OHDA-Modell

Die einmalige intrastriatale Injektion des Katecholamin-Zell-spezifischen
Neurotoxins 6-OHDA fiihrt in vivo zu einem selektiven retrograden, progres-
siven Verlust der in die Injektionsregion projizierenden dopaminergen nigralen
Neurone. Die Degeneration beginnt etwa eine Woche nach Injektion und setzt
sich tiber acht bis 16 Wochen fort (Sauer u. Oertel, 1994). Degenerierende Neu-
rone der SNc verlieren histologisch die Morphologie eines intakten Neurons, so
daB durch fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen der durch 6-OHDA indu-
zierte Zelltod quantifiziert werden kann. Es steht somit ein experimentelles
Modell des einem MP entsprechenden progredienten Verlusts dopaminerger
nigrostriataler Neurone zur Verfiigung.

1.4 Fluorogold (FG)

Durch intrastriatale Injektion des Fluoreszenzfarbstoffes Fluorogold (Fluoro-
chrome®, Englewood, CO, USA) gelingt eine Markierung von vitalen Neuronen
der SN durch den retrograd-axonalen Transport tiber nigrostriatale Fasern.

Die FG-Markierung bietet den Vorteil der Markierung einer genau definierten
Subpopulation von nigralen DA-Neuronen.
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1.5 3-Nitropropionsciure (3-NP)

Als Alternativsubstanz zum 6-OHDA diente das Mitochondrientoxin 3-NP (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland), CzH5NOy, Molekulargewicht
119,1 U. Es hemmt die Succinyldehydrogenase, das Flavoprotein, das die Dehy-
drierung von Succinat zu Fumarat im Citratzyklus katalysiert und Reduktionsa-
quivalente direkt auf das Ubichinon der Atmungskette tibertragt. Es fiihrt als Exzi-
totoxin zu quantifizierbaren Lasionen der nigrostriatalen Projektionen (Riepe et
al., 1992; Ludolph et al., 1992; Simpson u. Isacson, 1993; Zeevalk et al., 1995).

1.6 Ziele der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, die Ergebnisse um Piallat und Nakao
zu reproduzieren und die gegensatzlichen Aussagen zu veri- oder falsifizieren.
Dartiber hinaus wurde der Versuchsaufbau dahingehend ergédnzt, dal der Effekt
einer Lasion des NST nach intrastriataler Toxininjektion, d.h. nach Beginn der
progredienten nigrostriatalen Zelldegeneration, sowie die Kombination beider
Ansadtze durch Verwendung von 3-NP zur striatalen Injektion bei NST-Lasion mit
Kainsaure untersucht wurde, um substanzspezifische Unterschiede auszuloten.
Somit beschaftigt sich diese Arbeit mit der Untersuchung des Einflusses einer
NST-Lasion auf den Krankheitsverlauf bzw. die Symtomatik beim Morbus Par-
kinson. Konnte ein neuroprotektiver Effekt der NST-Lasion auf dopaminerge
Neurone der SNc nachgewiesen werden, so ware die neurochirurgische Inter-
vention mit Thermokoagulation bzw. funktioneller Ausschaltung durch Hochfre-
quenzstimulation mehr als eine symptomatische Therapie, sondern ware mogli-
cherweise in der Lage, die Progredienz der Erkrankung zu verlangsamen oder
gar aufzuhalten.
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METHODIK 2

2.1 Tiere und Tierhaltung

M annliche Sprague-Dawley Ratten (Harlan Winkelmann, Borchen,
Deutschland) mit einem Gewicht von 250-275¢g zu Beginn des Experi-
' ments wurden bei einem 12 Stunden Tag-Nacht Zyklus
sowie Nahrung und Wasser ad libitum gehalten.

2.2 Versuchsanordnung

Tabelle 1:
GRUPPE  TAG 0 TAG7 TAG14 TAG17 TAG28 TAG35 TAG42 nTag 0

n
verwertet

FG = Fluorogold, KA = Kainsdure, 6-OHDA = 6-Hydroxydopamin,
SAC = Totung der Tiere, NaCl = Natriumchlorid, QA = Chinolinsiure,
3-NP = 3-Nitropropionsdure, PBS = phosphatgepufferte Kochsalzlosung
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2.3 Andasthesie

Die vollige BewuBtlosigkeit, Analgesie und Relaxation
der Tiere wurde durch intramuskuldre Injektion von 5
mg/kg einer 2%igen Losung von Xylazinhydrochlorid
(Rompun® 2 % , BayerVital, Leverkusen) sowie 100
mg/kg des Hypnoanalgetikums Ketaminhydrochlorid
(Ketavet®, Pharmacia & Upjohn) in den Hinterlauf
sichergestellt. Die groBe therapeutische Breite v.a. des

Ketamins machte eine Nachinjektion bei unbefriedigen-
der Anésthesie problemlos moglich.

2.4 OP-Vor- und -Nachbereitung,
Schaffung der Zugangswege

Das Versuchstier wurde anasthesiert, bei Eintreten der BewuBtlosigkeit und
Analgesie der Korperhiille die Kopfhaut rasiert und im stereotaktischen Opera-
tionsrahmen (Kopf, David Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA) fixiert. Nach
lokaler Desinfektion erfolgte ein sagittaler Hautschnitt tiber der Kalotte von ca.
2 c¢cm und uber der zuvor berechneten stereotaktischen Injektionsstelle die
Trepanation unter Schonung der Dura. Durch die Bohrlocher erfolgte das
Einfiihren der am Mikromanipulator befestigten Kantile.

Postoperativ. wurde die Wunde mit Nahtklammern verschlossen und mit
Betaisodona®-L€)sung versorgt. Die Tiere erwachten unter Aufsicht in einem mit
Zellstoff ausgelegten Kafig.

2.5 Stereotaxie
Striatum
NST
SN
Die intrakranielle Injektion der jeweiligen / /
Losung erfolgte mit Hilfe des stereo—
taktischen Rahmens und 1 ul bzw. 10 ul =
Hamilton® Mikroliterspritzen an die in ] -
Abb. 8: Striatale Abb. 9: Injektion an
Tabelle 2 angegebenen Koordinaten: Injektion den NST
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Tabelle 2: Nach Atlas von Paxinos und Watson, 1982

STRIATUM (Sauer & Oertel, 1994) AP: + 1 mm (ab Bregma)
ML: +/-3 mm (ab Bregma)
VD: -4,5mm (ab Bregma)

NST (KA) (Piallat et al., 1996) AP: +5,2 mm (interaural)
ML: + 2,5 mm (interaural)
VD: -7,5mm (ab Dura)

NST (QA) (Nakao et al., 1999) AP: -3,8 mm (ab Bregma)
ML: + 2,5 mm (ab Bregma)
VD: -7,8 mm (ab Dura)

KA = Kainsdure, QA = Chinolinsdure, NST = Nucleus subthalamicus,
AP = Anteroposterior, ML = Mediolateral, VD = Ventrodorsal

2,6 6-OHDA und 3-NP

20 ug 6-OHDA werden in 4 wl NaCl angesetzt und mit einer Geschwindigkeit
von 0,5 ul/min injiziert. Nach der Injektion verblieb die Kaniile weitere 5 Minu-
ten am Injektionsort, um die Diffusion ins Gewebe zu verbessern und das
ZuriuckflieBen der Substanz zu verhindern. 6-OHDA wurde in einer zweiprozen-
tigen Vitamin C/NaCl-Losung als Antioxidans gelost.

7,4 mg 3-NP werden in 500 ml 0,1 M phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS),
pH 7,4, gelost. 2 ul, entprechend 250 nmol 3-NP, werden mit einer Geschwin-
digkeit von 0,1 wl/min in das Striatum injiziert. AnschlieBend verbleibt die Kaniile
weitere 2 Minuten am Injektionsort, bevor sie langsam zuriickgezogen wird.

2.7 Kainséure (KA) und Chinolinscaure (QA)

Kainat (KA=][2S-(2a,3b,4b)]-2-carboxy-4-(1-methylethenyl)-3-pyrrolidin-acetat;
C10H14NOy) gilt als selektiver Agonist an Kainatrezeptoren und potentes exzi-
tatorisches Neurotoxin. (Watkins, 1978; Watkins u. Evans, 1981)
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Die Lasion mit KA erfolgte mit 0,5 ul einer Losung in CH:

isotonem Kochsalz, entsprechend 2 mg KA, bei einer HC—%  &—COH
Geschwindigkeit von 0,05 ul / 30 Sekunden und dem &
Verbleiben der Kaniile am Injektionsort von 3,5 Minu- N~ ~CO:l |

ten nach der letzten Injektion. Abb. 10+ Kainsiure

Chinolinat (QA=Pyridin-2,3-dicarboxysaure;
C7H5NOy), ein Metabolit von Tryptophan, besitzt - 0H
exzitatorische neurotoxische Eigenschaften als E\lIC i

NMDA-Agonist, spezifisch an NMDA R2-Subtypen
(Stone u. Perkins, 1981; Schwarcz et al., 1983; Stone
u. Burton, 1988; de Carvalho et al., 1996).

Beim Verwenden von QA wurden 0,1 ul einer Losung mit der Konzentration 120
nmol/ml 0,1M PBS, entsprechend 12 nmol, bei 0,02 ul/Minute und dem Ver-
bleiben der Kaniile von weiteren 5 Minuten injiziert.

Abb. 11: Chinolinsdure

2.8 Fluorogold (FG)

Hierzu werden jeweils 0,2 ul einer 4%igen Losung des Farbstoffes in NaCl bei
einer Injektionsgeschwindigkeit von 0,05 wl/min (zuziiglich 8 Minuten Verbleib
der Kaniile am Injektionsort um die FG-Diffusion ins Gewebe zu verbessern und
ein RiickflieRen der Substanz entlang des Stichkanals zu verhindern) stereotak-
tisch bilateral in das Striatum injiziert.

Objekttrager mit Gewebeschnitten zur Fluoreszenzmikroskopie mit FG-markier-
ten Neuronen wurden lichtgeschiitzt bei —20°C aufbewahrt.

2.9 Verwendete Substanzen
bei Kontrollgruppen

Als Vehikel bzw. Tragersubstanz in den Kontrollgruppen, wurde in die Region des
NST 0,5 ml 0,9 % NaCl tiber 8 Minuten zum Ersatz von KA und bei QA 0,1 ml
0,1 M PBS (8 g/l NaCl und 0,2 g/1 KCI in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,4) iiber 9
Minuten injiziert.

Somit wurden bei exakt den gleichen Bedingungen gleiche Volumina injiziert.
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2.10 Gewinnung und Verarbeitung
des Gewebes

Die Tiere wurden mit einer Guillotine dekapitiert und das Gehirn nach Eroff-
nung der Kalotte entfernt. Mit je einem Schnitt in frontaler Ebene wurden ven-
tral und dorsal Schnitte von 3-5 mm Dicke mit einer Rasierklinge entfernt und
somit die Zielregion eingegrenzt. Hieraus wurden Teile des Striatums fiir die bio-
chemische Untersuchung prapariert, in Aluminiumfolie verpackt und in flissi-
gem Stickstoff bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

Der eingegrenzte Anteil des Gehirns wurde 24 Stunden in 4 % Paraformaldehyd
fixiert, danach in 15 % Sucrose bei 4°C dehydriert.

Die Gehirne wurden bei —20°C mit einer Schnittdicke von 35 um in drei Schnitt-
serien coronar im Kryostat geschnitten und bis zur histologischen/ histochemi-
schen Weiterverarbeitung bei —20°C in Antifreeze (11 = 1,57 g NaH,POy, 5,18
g NayHPOy4, 400 ml HyO bidest., 300 ml Ethylenglycol, 300 ml Glycerin) auf-
bewahrt.

2.11 Elektrochemischer Nachweis von
Katecholaminen durch HPLC

Das am Ende jedes Experimentes praparierte striatale Gewebe wurde gewogen
und in einem mit 2 ml eisgekiihlter Perchlorsaure (500 ul; 0,4 M) gefiillten
Eppendorf®-Tube eine Minute lang bei 20.000 U/Min. mittels Ultra Turrax®
homogenisiert und anschliefend 15 Minuten bei 5.000 U/Min. bei 4°C zentri-
fugiert.

Nach Filterung mit einem 0,2 um Filter folgte entweder direkt die Analyse mit-
tels HPLC und elektrochemischem Nachweis, oder die Aufbewahrung bei —70°C
bis zur Analyse. Dopamin (DA) und seine Stoffwechselprodukte Dihydroxy-
phenylessigsdaure (DOPAC) und Homovanillinsdaure (HVA) wurden durch Chro-
matographie in umgekehrter Phase in Kombination mit einem elektrochemi-
schen Zweikanal-Detektor nachgewiesen. Die Einstellung des Detektorpotentials
erfolgte auf +750 mV unter Verwendung einer Glas-Kohlenstoff-Elektrode und
einer Ag/AgCl Referenzelektrode. Die mobile Phase (0,14 g Oktansulfonsaure-
Natrium-Salz, 0,1 g NayEDTA, 6 ml Triethylamin, mit H3PO,4 auf pH 2,8 in
11 "millipore Q" Wasser, enthélt 35 ml Acetonitril, eingestellt) wurde mit einer
Geschwindigkeit von 0,4 ml/Min. bei 22°C auf die Saule der umgekehrten Phase
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(125 x 3 mm mit 5 x 3 mm Vorsaule; Nucleosil 120-3 C18; Knauer®, Deutsch-
land) aufgebracht. 20 ul wurden durch einen Autosampler mit Kiihimodul bei 4°C
injiziert. Die Daten wurden durch das HPLC-Computersystem Gynkosoft® (Gyn-
kotek®, Deutschland) aufgezeichnet und durch eine externe Standardkalibrie-
rung verrechnet. Die Ergebnisse wurden in ng/mg Feuchtgewebe angegeben.

2.12 Cytochromoxidase-
Farbung

Da vor dem Hintergrund der Fragestellung nach mog-

licher Neuroprotektion auch nach funktioneller Aus- \ _
schaltung der Neuronen des NST ein Marker fiir = Abb. 12: CO-geférbter Frontal-
neuronale Aktivitat gefunden werden muBte, bedien- 55??"” it betdsettig intaktem
ten wir uns des enzymatisch-histochemischen Nach-

weises des Komplex IV der mitochondrialen

Atmungskette, der Cytochromoxidase (Ferrocytochrom C, Cytochrom
c-Oxidase, CO) als Indikator metabolischer Aktivitdt (Vila et al., 1996; Wong-
Riley 1979), nachdem eine Korrelation zwischen funktioneller neuronaler
Aktivitat und Sauerstoffmetabolismus beschrieben wurde (Wong-Riley, 1989).
Da es sich bei der beschriebenen Methode um einen Nachweis enzymatischer
Aktivitat handelt, ist die Verarbeitung moglichst frischen Gewebes entscheidend,
in unserem Fall max. 24 Stunden nach Gewebeentnahme.

35 um Kryostatschnitte der Region des NST wurden auf gelatinebeschichtete
Objekttrager aufgezogen und tiber Nacht bei 37°C anfixiert. Nach Entwasserung
in Alkoholreihe und Xylol erfolgte die Farbung bei 25°C auf dem Riittler, opti-
male Ergebnisse wurden bei einer Inkubationszeit von 7 Stunden erzielt.

Die zur Farbung verwandte Losung enthielt folgende Komponenten (fiir eine
Kiivette = 10 Objekttrager):

90 ml 0,1 M Phosphatpuffer

50 mg 3,3 " Diaminobenzidin

30 mg Cytochrom C aus dem Pferdeherzen (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland)

4 g Sucrose

200 pg/ml Katalase (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland)
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2.13 Tyrosinhydroxylase-
Farbung

Eine Maoglichkeit der mikroskopischen Darstellung
nigraler Neuronen besteht in der immunohistochemi-

schen Detektion von Tyrosinhydroxylase (TH), dem ., ;3. substantia nigra in

Enzym, das die Aminosiure Tyrosin zu Dihydroxy-  der TH-Darstellung. Zu er-
’ yr Y Xy kennen ist der Unterschied in

phenylalanin (Dopa) hydroxyliert, aus dem durch  der Neuronendichte zwischen
. . linker und rechter SNc
nachfolgende Decarboxylierung Dopamin entsteht. (Pfeile), die durch den N.III
Das nachfolgend beschriebene Verfahren erfolgt — von der SNrabgrenzbar ist
"free-floating", d. h. mit noch nicht auf Objekttrager
fixierten, frei in der Flissigkeit schwimmenden Gewebeschnitten und bei Raum-
temperatur: 35 um Kryostat-Gefrierschnitte werden auf Farbeschalen verteilt
und 3 x 10 Minuten in 0,1 M Phosphatpuffer gewaschen, anschlieBend erfolgt
eine Blockierung der endogenen Peroxidase durch das 15-miniitige Spilen in
einer Losung aus 1ml Methanol, 1 ml 30%igem H,O, und 8 ml 0,1 M Phos-
phatpuffer (Angaben fiir 10 ml Losung).
Wiederum 3 x 10 Minuten in 0,1 M Phosphatpuffer spiilen.
Die 60-mintitige Prainkubation erfolgt in 10 ml einer Losung aus 500 ul NHS
(Normal Horse Serum, Vector S-2000) zur Bindung unspezifischer Bindungsstel-
len und 9,5 ml Triton / PB (Triton / PB = 0,1 M Phosphatpuffer + 0,3 % Triton)
zur Permeabilisierung der Zellmembranen. Es folgt die Inkubation tiber Nacht
bei Raumtemperatur in der TH-Antikorperlosung ("anti-tyrosine hydroxylase
made in mouse", Boehringer Mannheim; 10 ul TH-AK 1:40 mit 20 ul NHS sowie
0,98 ml Triton/PB auf eine Endkonzentration von 1:4000 verdiinnen). Nach
erneutem Spiilen in Phosphatpuffer Uberfiihrung der Schnitte in biotinylierte
Anti-Maus-IgG-Losung ("anti-mouse made in horse", biotinyliert von Vektor
BA-2000; 5 ul anti-mouse IgG in 1 ml Triton / PB) fiir 60 Minuten, anschliefend
in PB spiilen, darauf Uberfilhren der Schnitte in eine Losung aus
50 ul Streptavidin und 10 ml 0,1 M Phosphatpuffer, hierin verbleiben die Gewe-
beschnitte wiederum 60 Minuten. Bei der abschlieBenden Reaktion dient 3,3 -
Diaminobenzidin (DAB, Sigma) in 0,1 M Phosphatpuffer unter Zugabe von 2 %
H»O, als Chromogen (5 mg DAB in 10 ml1 0,1 M Phosphatpuffer, Zugabe von 20
ul 1%iger Peroxidase je ml DAB-Lsg.). Dem Spiilen in Phosphatpuffer und Auf-
ziehen auf gelatine-beschichtete Objekttrager folgt das Trocknen iiber Nacht,
anschlieBendes Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe und Xylol, sowie das
Einbetten in Corbit.
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2.14 Kresylviolett-
Farbung

Hierbei handelt es sich um eine Modifi-
kation der Methylenblaufarbung, die
Nissl 1894 zur Grundlage seiner Theorie

der Nervenzelldquivalenz machte. Ribo- __ £\ e ¢
=0 ; P \

nukleoproteine als Bestandteile des Zell- /. ky.gepirvter Frontaischnitt in NST

kernes und als Nissl-Schollen (Nissl-Sub- Ebene. Man beachte die durch Chemolédsion
entstandene Vakuole im Bereich des NST im

stanz, rauhes endoplasmatisches Retiku- i rechts.

lum, Tigroidsubstanz) im Zytoplasma stel-

len das Substrat dieser Farbemethode dar.

Sie basiert auf einer Uberfirbung des alkoholfixierten Schnittes mit dem basischen
Farbstoff und nachfolgendem Auswaschen des Farbstoffiiberschusses mit Alkohol.
Da sich die Fasermassen schneller entfarben als die zellularen Bestandteile erhalt
man schlieBlich intensiv gefarbtes Zellmaterial, das sich vom farblosen Untergrund
scharf abhebt. Kresylviolett farbt Kerne violett, Nissl-Schollen und Ergastoplasma
blau, Muzin, Mastzellen und Amyloid rot, Zellfortsitze bleiben ungefarbt. (Romeis,
1989) Die Schnite werden auf Objekttrager aufgezogen, an der Luft auf einer 37°C
Wiarmplatte angetrocknet, in absteigender Alkoholreihe entwassert, 1 Minute in
Aqua bidest. nachgespiilt, ca. 5 Minuten unter Sichtkontrolle im Kresylviolett-Rea-
genz (0,5 g Kresylviolett in 100 ml Acetatpuffer (20 ml 2,71 % Na-Acetat, 80 ml
1,2201 % Essigsaure, pH 3,8-4,0) inkubiert, in Acetatpuffer entdifferenziert und
nach dem Fiihren durch aufsteigende Alkoholreihe und Xylol eingebettet.

2.15 Histologische Auswertung

Ein moglicher neuroprotektiver Effekt auf die SNc sollte sich direkt auf die
Anzahl intakter nigrostriataler dopaminerger Neurone auswirken. Hierzu wur-
den bilateral die intakten TH-positiven Neuronen in der TH-Farbung und die
intakten FG-markierten Neuronen im Idealfall in drei aufeinanderfolgenden
Schnittebenen (Schnitt "a, b, ¢") mindestens zweifach ausgezahlt und an-
schlieBend ein Mittelwert errechnet. Der Gewebeschnitt ("b") um den sich
definitionsgemaR die anderen beiden auszuzdhlenden gruppieren ("a, c") wird
durch die auf der Schnittebene sichtbaren Faserstrange des dritten Hirnnervs
(N. oculomotorius) definiert (—N III, Abb. 33).
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Durch seitenvergleichende Bewertung der Kernareale wurde versucht, die
Fragestellung, ob die Lision eines STN suffizient erfolgt war, zu beantworten.
Bei den Gruppen 1 bis 6 erfolgte dies qualitativ aufgrund des histomorphologi-
schen Bildes in Kresylviolett-Farbung, in den Gruppen 7 bis 12 aufgrund einer
Bewertung der Neuronendichte, des Kernvolumens und der neuronalen Akti-
vitat des NST (—Kap. 3.2).

Hier wurde in den KV-gefarbten Schnitten seitenvergleichend eine Klassifizie-
rung des potentiell lddierten Kerngebietes in drei Kategorien "symmetrisch
intakt", "weniger intakte Neuronen" und "keine Neuronen nachweisbar" vorge-
nommen.

Die relative metabolische Aktivitdit der Neuronen des NST als Marker fiir die
neuronale Aktivitit wurde durch seitenvergleichende Bewertung der Farbein-
tensitdit des NST-Kerngebietes in der CO-Farbung unternommen. Es wurde
unterteilt in die vier Kategorien "identische Dichte", "maRig geringere Dichte",
"deutlich geringere Dichte" und "transparent” im Sinne von keiner nachweisba-
ren Anfarbung in CO.

AbschlieBend wurde die Flache des NST computergestiitzt tiber die gesamte
Ausdehnung der vorhandenen CO-Schnitte vermessen und die mittlere Flache
der potentiell lddierten mit der der unbehandelten Seite verglichen und in
Prozent der unbehandelten Gegenseite angegeben. KV-Bewertungen "weniger
intakte Neuronen" und geringer fiihrten zur Klassifizierung "ladiert", was durch
die Betrachtung der Dichte in CO und die relative Flache verifiziert, bzw. ver-
worfen werden konnte.

2.16 Statistische Methoden

Zur deskriptiven Statistik wurden mit Hilfe des komerziellen Computer-
programmes Microsoft Excel™ Mittelwert und Standardabweichung (StA)
errechnet. Die Varianzanalyse der Daten zueinander erfolgte mit dem post-hoc
Scheffé-Testverfahren. Die Testergebnisse wurden mit Microsoft Excel™ grafisch
umgesetzt.
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ERGEBNISSE 3

3.1 Allgemeines

Wahrend des Experimentes verstarben insgesamt sechs Tiere postoperativ, was
wahrscheinlich auf eine intraoperative cerebrale Infektion zurickzufiihren ist.
Nach AusschluB aller Préaparate, die eine insuffiziente Lasion des NST, bzw. eine
ungewlinschte massive gliare Infiltration aufwiesen, standen zur statistischen
Auswertung die unten angegebenen Fallzahlen zur Verfiigung:

Tabelle 3

Gruppe n Gruppe n
1 6 7 4
2 5 8 5
3 7 9 7
4 6 10 6
5 6 11 5
6 8 12 9

Nges = 74
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3.2 Histologische Bewertung des
Nucleus subthalamicus

Die histologische Bewertung des NST erbrachte jeweils nebenstehende Flachen-
berechnung und Einteilung in Subklassen sichtbarer NST-Lasion.

Tabelle 4

Gr./Tier €O KV %Fliiche Gr./Tier CO KV %Fliiche Gr./Tier €O KV %Fliiche

2 [ 1] 6606 32 275

X 2 2] 652 |x 4 21 352 1| 1] 755
11 78,3 31 702

2 1| 657 |x 32| 682 |x 1| 2] 696

11 01,2 |x 42| 573 |x 32| 231

2 1] 528 |x 413 0 |x 32| 221

X 41271 381 |x 421 555 |x 1] 2 67
X 1 2] 533 |x 2 21 61,5 2 [ 1] 61,2
1271 e76 11 ] 683 |x 321 407

31 597 11 ] 855 1 1] 729

CO0 KV %Fliiche CO0 KV %Fliche CO0 KV %Fliiche

X 1 1 84,3 1 1 77,1 2 1 62
312 58,5 1 1 88,1 2 1 73,3
X 2 1 64 2|2 65,7 2 1 78,1
X 3 1 72,9 312 73,6 1 1 83
X 3 1 52,3 X 1 1 85,2 1 1 78,9
X 4 11 51,1 X 1 1 79,6
312 57,4 312 44 €0 KV %Fliche
3 58,8 1 1 92,8 X 1 1 77
312 43,5 1 1 88,4 X 1 1 81,3
X 2 1 85,5
X 1 1 66,8
CcO = Cytochromoxidasefirbung X 1 1 43,9
KV = Kresylviolettfarbung X 2 1 672
X = Einschlul3 des Tieres in die Analyse !
Gr./Tier = Gruppe und Tier-Nummer X 1 1 80,9
%Fliche = Prozent der kontralateralen, X 2 |1 78,5
unladierten NST-Flache im CO-geférbten Schnitt . 1 1 55
3 2 64,5

Bei CO: 1 = identische Dichte,

2 = maéfig geringere Dichte,
3 = deutlich geringere Dichte,
4 = transparent

Bei KV: 1 = symmetrisch intakt,
2 = weniger intakte Neuronen,
3 = keine Neuronen nachweisbar
Beurteilung jeweils im Vergleich zur unlddierten Gegenseite.
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Abb. 15: FG-Darstellung auf unlddierter Seite

Abb. 17: CO-Farbung in NST-
Ebene; im Bild li. unladierter
NST, re. lddiert

Abb. 22: Beidseitig intakter
NST in CO-Farbung
(»Ssymmetrisch intakt“)

Abb. 18: Obiger Schnitt:
unlddierter NST

Abb. 20: Ein anderer
unlddierter NST

T s

in CO

Abb. 25: Ein anderer unlidierter
NST in CO

Abb. 23: Ein unladierter NST

Abb. 16: FG-Darstellung der Gegenseite

Abb. 19: Lidierte Gegenseite
(,transparent*)

Abb. 21: Lidierte Gegenseite
(,transparent“)

PR

Abb. 24: Ebenfalls unlddierte
Gegenseite

Abb. 26: Gegenseite
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Abb. 27: KV-Firbung eines Abb. 29: KV-Férbung eines Abb. 31: Unladierter NST
intakten NST anderen NST, unlddiert in KV

[l - iﬂ‘: g%\

Abb. 28: Die Gegenseite weist Abb. 30: Auf der Gegenseite ist Abb. 32: Die Gegenseite mit
bei gleicher VergroBerung kein kein Kernareal mehr nachweis- ebenfalls unlidiertem NST
nachweisbares Kernareal mehr bar, man sieht einen gliar mar-

auf. kierten Stichkanal.

3.3 AusmaB des neuronalen Untergangs

in der SNc bei KA-Ldasion des NST 7 Tage
nach FG-Markierung nigrostriataler
Neuronen und 7 Tage vor
6-OHDA-Applikation (Gruppen 1 und 3)

In beiden Gruppen fiihrt die striatale 6-OHDA-Injektion zum deutlichen Verlust
TH-positiver und FG-markierter Zellen der SN sowie zur Abnahme des striatalen
Gehaltes an DA und Dopaminstoffwechselprodukten DOPAC und HVA.
Die Varianzanalyse ergibt jedoch fiir keinen der Parameter einen signifikanten
Unterschied (p > 0,05) zwischen NST-lddierten Tieren und der Kontrollgruppe.
Die Uberlebensraten der FG-markierten und TH-positiven Neuronen zeigen hier
widerspriichliche Tendenzen, striatales DA, DOPAC und HVA scheinen in der
Kontrollgruppe insgesamt in nicht signifikant hoherer Konzentration bestehen
zu bleiben.
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Abb. 33: TH-Darstellung der SNc auf nicht-toxin- Abb. 34: TH-Darstellung der Gegenseite, auf
injizierter Seite (,,b-Schnitt*) der eine striatale Toxinapplikation erfolgt war.

Die Abbildungen 37 bis 40 zeigen die Anzahl FG-markierter sowie TH-positiver
SNc-Neuronen in der 6-OHDA-injizierten Hemisphdre (lad.) und in der un-
behandelten kontralateralen Hemisphdre (unldd.) in den Gruppen 1 und 3.
AnschlieBend in Prozent der kontralateralen, unbehandelten Hemisphare, also
als relatives Uberleben von Neuronen. Gruppe 1 erhielt eine NST-Lision mit KA,
Gruppe 3 wurde NaCl in den NST injiziert. Insgesamt zeigt sich auf Zellebene
kein Effekt zwischen beiden Behandlungsgruppen.

Abb. 37: Gruppen 1 und 3: Anzahl FG-markierter Zellen +/- StA

60
50

40
30 -
20 -
10 -
0

M lid.
M unlid.

Zellzahl

Gruppe 1 Gruppe 3
KA,n=06 NaCl,n =7

1 = Signifikanter Zellzahl-Unterschied zwischen ladierter und unladierter Seite
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Abb. 38: Gruppen 1 und 3: FG-markierte Neuronen
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Abb. 40:
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in Relation zur unlddierten Gegenseite +/— StA

q_-lr_l
Gruppe 1 Gruppe 3
KA,n=06 NaCl,n =7

Gruppen 1 und 3: Anzahl TH-markierter Zellen +/— StA

.I.

M lid.
B unlid.

Gruppe 1 Gruppe 3
KA,n=6 NaCl,n =7

Gruppen 1 und 3: TH-markierte Neuronen
in Relation zur unladierten Gegenseite +/— StA

I il
Gruppe 1 Gruppe 3
KA,n=6 NaCl,n =7
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In den Abbildungen 41 bis 46 erkennt man in den Gruppen (1 und 3) analog zur
Zellzahlbestimmung (dargestellt in Abb. 37-40) die Menge an striatalem DA und
an den DA-Stoffwechselprodukten.

Analog zu dem Ergebnis der Zellzahlbestimmung zeigt sich auch hier kein Effekt.

Abb. 41: Gruppen 1 und 3: Striatales Dopamin +/- StA

12
10
o0 8
g
B )
S B 1id.
g 4 M unlad.
2
0
Gruppe 1 Gruppe 3
KA,n =16 NaCl,n = 7
Abb. 42: Gruppen 1 und 3: Striatales Dopamin
in Relation zur unlddierten Gegenseite +/— StA
100
2 80
&
g 60
o0
(%)
© 40
(Y]
kel
2 20 T
Gruppe 1 Gruppe 3
KA,n=26 NaCl,n =7
Abb. 43: Gruppen 1 und 3: Striatales DOPAC +/- StA
1,6 -i-
2
> 1,2
K=
&:) 0.8 - . lad.
5 M unlad.
A 04
0 -
Gruppe 1 Gruppe 3
KA,n=26 NaCl,n =7
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Abb. 44: Gruppen 1 und 3: Striatales DOPAC
in Relation zur unlddierten Gegenseite +/— StA
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Abb. 45: Gruppen 1 und 3: Striatales HVA +/- StA
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Abb. 46: Gruppen 1 und 3: Striatales HVA
in Relation zur unladierten Gegenseite +/— StA
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3.4 Neuronaler Untergang der SNc
bei KA-Ldasion des NST 7 Tage vor
FG-Markierung nigrostriataler Neuronen
und 14 Tage vor striataler 6-OHDA-
Applikation (Gruppen 2 und 4)

QA \*@
O
& \o@ S
O 9O \§
o BN O
N\ O o O
s < o X

B

Der Unterschied in der Behandlung im Vergleich zu den Gruppen 1 und 3
besteht in einem groBeren Abstand zwischen NST-Lasion und 6-OHDA-Injektion.
Auch hierbei fiihrt die intrastriatale 6-OHDA-Injektion wie erwartet zum Verlust
FG-markierter und TH-positiver Neuronen sowie zum Abfall der DA-, DOPAC-
und HVA-Konzentrationen im Striatum.

Die Abbildungen 47 bis 50 zeigen in den Gruppen 2 und 4, Anzahl FG-markier-
ter sowie TH-positiver SNc Neuronen in der 6-OHDA-injizierten Hemisphare
(1dd.) und in der unbehandelten kontralateralen Hemisphare (unldd.). Ansch-
lieBend in Prozent der kontralateralen, unbehandelten Hemisphare, also als rela-
tives Uberleben von Neuronen. Gruppe 2 erhielt eine NST-Lision mit KA, Grup-
pe 4 wurde NaCl in den NST injiziert. Ein Effekt zeigte sich auf Zellebene nicht.

Abb. 47: Gruppen 2 und 4: Anzahl FG-markierter Zellen +/— StA
60
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40

30 4

Zellzahl

M lid.

20 - M unldd.
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Gruppe 2 Gruppe 4
KA,n=5 NaCl,n =6
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Abb. 48: Gruppen 2 und 4: FG-markierte Neuronen
in Relation zur unlddierten Gegenseite +/— StA
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Abb. 49: Gruppen 2 und 4: Anzahl TH-markierter Zellen +/— StA
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Abb. 50: Gruppen 2 und 4: TH-markierte Zellen
in Relation zur unladierten Gegenseite +/— StA
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Die Abbildungen 51 bis 56 stellen analog zu den Abbildungen 47 bis 50 die
Menge an striatalem DA und Dopaminstoffwechselprodukten HVA und DOPAC
in der 6-OHDA-injizierten Hemisphare (lad.) und der unbehandelten kontralate-
ralen Hemisphare (unldd.) in den Gruppen 2 und 4 dar, auch hier schlieBlich als

relative Menge (%) zum kontralateralen, intakten Striatum. Ein vermeintlicher
Unterschied zeigt sich hier in Abb. 51. Allerdings féllt hier bereits ein Unter-
schied in der unlddierten Seite auf, so daB sich in der Kontrollrechnung (DA
ladiert / unladiert in Prozent) der ,Effekt“ als Fehlinterpretation erweist.

Abb. 51:
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Abb. 52:
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Gruppen 2 und 4: Striatales Dopamin +/- StA
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Gruppen 2 und 4: Striatales Dopamin
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Abb. 53: Gruppen 2 und 4: Striatales DOPAC +/- StA
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Abb. 54: Gruppen 2 und 4: Striatales DOPAC
in Relation zur unladierten Gegenseite +/- StA
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Abb. 55: Gruppen 2 und 4: Striatales HVA +/- StA
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Abb. 56: Gruppen 2 und 4: Striatales HVA
in Relation zur unlddierten Gegenseite +/— StA
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3.5 Neuronaler Untergang von
SNc-Neuronen bei Kainatldésion
des NST ohne FG-Markierung und
7 Tage vor 6-OHDA-Applikation
(Gruppen 5 und 6)

Der Unterschied in diesen Behandlungsgruppen im Vergleich zu den Gruppen 1
und 3 besteht im Weglassen der FG-Farbung, um einen moglichen Einfluf auf
die NST-Schadigung, die striatale Lasion oder einen EinfluB auf die Auswirkung
der Verbindung NST-SN auszuschlieBen. TH-positive Neuronenpopulation und
DA/DOPAC/HVA-Konzentrationen nehmen in deutlichem Umfang ab, es ist kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen erkennbar (p >
0,05).

In den Abbildungen 57 und 58 sieht man die Anzahl TH-positiver SNc-Neuronen
in der 6-OHDA-injizierten Hemisphdre (lad.) und in der unbehandelten kon-
tralateralen Hemisphdre (unldd.) in den Gruppen 5 und 6, sowie anschliefend in
Prozent der kontralateralen, unbehandelten Hemisphire, also als relatives Uber-
leben von Neuronen. Gruppe 5 erhielt eine NST-Lasion mit KA, Gruppe 6 wurde
NaCl in den NST injiziert.

Abb. 57: Gruppen 5 und 6: TH-markierte Zellen +/- StA
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Abb. 58: Gruppen 5 und 6: TH-markierte Zellen
in Relation zur unlddierten Gegenseite +/— StA
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Die Abbildungen 59 bis 64 zeigen striatales DA und die Dopaminstoffwechsel-
produkte HVA und DOPAC in der 6-OHDA-injizierten Hemisphare (1ad.) und der
unbehandelten kontralateralen Hemisphare (unlad.) in den Gruppen 5 und 6.
SchlieBlich als relative Menge (%) zum kontralateralen, intakten Striatum.

Abb. 59: Gruppen 5 und 6: Striatales Dopamin +/- StA
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Abb. 60: Gruppen 5 und 6: Striatales Dopamin
in Relation zur unlddierten Gegenseite +/— StA
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Abb. 61: Gruppen 5 und 6: Striatales DOPAC +/- StA
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Abb. 62: Gruppen 5 und 6: Striatales DOPAC
in Relation zur unladierten Gegenseite +/— StA
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Abb. 63: Gruppen 5 und 6: Striatales HVA +/— StA
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Abb. 64: Gruppen 5 und 6: Striatales HVA
in Relation zur unlddierten Gegenseite +/— StA
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3.6 Chinolinatldsion des NST bei zeitgleicher
FG-Markierung nigrostriataler Neuronen
und striataler 3-NP-Applikation 14 Tage
spcter (Gruppen 7 und 8)
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In dieser Behandlungsgruppe wurde die striatale Lasion nicht durch 6-OHDA
sondern durch 3-NP, die NST-Lasion nicht durch KA, sondern durch QA durch-
gefiihrt. Lediglich die DOPAC-Konzentration des nichtlddierten Striatums ist hier
in der Kontrollgruppe signifikant hoher (Scheffé-Test; p = 0,008) als in der NST-
ladierten Gruppe. Alle librigen Parameter zeigen sich in nicht signifikantem Aus-
mal zueinander verandert.

Im Vergleich zu den Vorgruppen fallt hierbei aber dennoch auf, dal sowohl die
Neuronenpopulationen als auch striatales DA/DOPAC/HVA im Mittel zumindest
mit der Kontrollgruppe gleich auf sind.

Die Anzahl FG-markierter sowie TH-positiver SNc-Neuronen in der 3-NP-inji-
zierten Hemisphare (lad.) und in der unbehandelten kontralateralen Hemisphare
(unlad.) in den Gruppen 7 und 8 zeigen die Abbildungen 65 bis 68, jeweils ein-
schlieBlich der Angabe in Prozent der kontralateralen, unbehandelten Hemis-
phire, also als relatives Uberleben von Neuronen. Gruppe 7 erhielt eine NST-
Lasion mit QA, Gruppe 8 wurde PBS in den NST injiziert.

Abb. 65: Gruppen 7 und 8: FG-markierte Zellen +/— StA
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Abb. 66: Gruppen 7 und 8: FG-markierte Zellen
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Die Abbildungen 69 bis 74 stellen striatales DA und die Dopaminstoffwechsel-
produkte HVA und DOPAC in der 3-NP-injizierten Hemisphare (lad.) und der
unbehandelten kontralateralen Hemisphare (unlad.) der Gruppen 7 und 8 dar,

jeweils ebenfalls als relative Menge (%) zum kontralateralen, intakten Striatum.
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Abb. 72:
100

9

£ 80

(]

S 60

S

~ 40

(]

ko)

2 20
0

Abb. 73:
1
0.8

5

£ os

=)

< 04

T
0.2

Abb. 74:
100

S 80

3

S 60

o0

(5]

© 40

(]

ke

= 20
0

Gruppen 7 und 8: Striatales DOPAC
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3.7 Neuronenuntergang der SNc bei
Chinolinatlésion des NST, 3-NP-Applikation
14 Tage nach FG-Markierung und NST-
Lasion 3 Tage nach striataler 3-NP-
Applikation (Gruppen 9 und 10)
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In diesem Teilversuch ging es darum die Frage zu kldren, ob (auch) eine NST-Lasi-
on nach einer begonnenen Degeneration nigrostriataler, dopaminerger Fasern
einen positiven EinfluB hat. Deshalb wurde hier die NST-Lasion — im Gegensatz
zu den Gruppen 7 und 8 — 3 Tage nach der 3-NP-Injektion vorgenommen.
Signifikante Unterschiede finden sich hier zwischen den DA-Konzentrationen
der 3-NP-ladierten Hemisphdren (1ad.) der beiden Gruppen (p = 0,02) und der
relativen DA-Konzentration, wobei bei der NST-lddierten Gruppe deutlich weni-
ger DA im Striatum zu finden war (p = 0,017).

Dartiber hinaus sind keine Signifikanzen zu finden, prima vista ist auch hier
sowohl bei den Neuronenpopulationen als auch bei Dopamin und dessen Pro-
dukten wieder eine Tendenz zugunsten der NST-unlddierten Tiere erkennbar.
Die Abbildungen 75 bis 78 zeigen die Anzahl FG-markierter sowie TH-positiver
SNc-Neuronen in der 3-NP-injizierten Hemisphare (lad.) und in der unbehandel-
ten kontralateralen Hemisphare (unldd.). AnschlieBend jeweils die Angabe in
Prozent der kontralateralen, unbehandelten Hemisphire, also als relatives Uber-
leben von Neuronen. Gruppe 9 erhielt eine NST-Lasion mit QA, Gruppe 10
wurde PBS in den NST injiziert.

Abb. 75: Gruppen 9 und 10: FG-markierte Neuronen +/— StA
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Abb. 76: Gruppen 9 und 10: FG-markierte Neuronen
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Die Abbildungen 79 bis 84 zeigen den Gehalt an striatalem DA und Dopamin-
stoffwechselprodukten HVA und DOPAC in der 3-NP-injizierten Hemisphare
(1ad.) und der unbehandelten kontralateralen Hemisphare (unlad.) der Gruppen

9 und 10 analog der Zellzahlbestimmung dargestellt in den Abbildungen 75-78.

Hierbei zeigt sich ein Effekt zu Ungunsten der NST-ladierten Gruppe bezogen
auf den DA-Gehalt (Abb. 79 und 80). Auch hier mit der Angabe als relative
Menge (%) zum kontralateralen, intakten Striatum.

Abb. 79: Gruppen 9 und 10: Striatales Dopamin +/- StA
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Abb. 81: Gruppen 9 und 10: Striatales DOPAC +/- StA
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Abb. 82: Gruppen 9 und 10: Striatales DOPAC
in Relation zur unlddierten Gegenseite +/— StA
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Abb. 83: Gruppen 9 und 10: Striatales HVA +/— StA
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Abb. 84: Gruppen 9 und 10: Striatales HVA
in Relation zur unladierten Gegenseite +/— StA
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3.8 Umfang des Untergangs von
SNc-Nevuronen bei Kainatldsion des NST,
zeitgleicher FG-Markierung
nigrostriataler Neuronen und
3-NP-Applikation 7 Tage spdter
(Gruppen 11 und 12)
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Im Vergleich zu den Gruppen 7 und 8 ist hier die NST-Lasion nicht durch QA
sondern durch KA bei einer striatalen Liasion mit 3-NP (und nicht 6-OHDA wie
in den Gruppen 1 und 3) durchgefiihrt worden.

Der Vergleich der SNc-Neuronenpopulationen und von DA/DOPAC/HVA liefert
auch hier keine signifikanten Unterschiede (p > 0,05), erkennbar ist hier, ahn-
lich wie in den Gruppen 7 und 8, eine Tendenz zugunsten der NST-lddierten
Gruppe in der biochemischen Analyse des Striatums.

Die Abbildungen 85 bis 88 zeigen in den Gruppen 11 und 12 die Anzahl FG-mar-
kierter sowie TH-positiver SNc-Neuronen in der 3-NP-injizierten Hemisphare
(ldd.) und in der unbehandelten kontralateralen Hemisphdre (unldd.), sowie
jeweils in Prozent der kontralateralen, unbehandelten Hemisphare, also als rela-
tives Uberleben von Neuronen. Gruppe 11 erhielt eine NST-Lision mit KA,
Gruppe 12 wurde NaCl in den NST injiziert.

Abb. 85: Gruppen 11 und 12: FG-markierte Neuronen +/— StA
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Abb. 86: Gruppen 11 und 12: FG-markierte Neuronen
in Relation zur unlddierten Gegenseite +/— StA
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Abb. 87: Gruppen 11 und 12: TH-markierter Neuronen +/— StA
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Abb. 88: Gruppen 11 und 12: TH-markierte Neuronen
in Relation zur unladierten Gegenseite +/— StA
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Die folgenden Abbildungen 89 bis 94 stellen striatales DA und die Dopaminstoff-
wechselprodukte HVA und DOPAC in der 3-NP-injizierten Hemisphare (1dd.) und
der unbehandelten kontralateralen Hemisphare (unldd.) der Gruppen 11 und 12

dar. SchlieBlich als relative Menge (%) zum kontralateralen, intakten Striatum.

Abb. 89:
12
10

= 8

=

2 6

=T
2
0

Abb. 90:
100

3

3 80

o

S 60

(Y]

O

5 40

=

® 20
0

Abb. 91:
1,6

w12

S L]

=

£
0.8

U L]

=

@)

A 04
0

Gruppen 11 und 12: Striatales Dopamin +/— StA

B 1ad.
B unlid.
Gruppe 11 Gruppe 12
KA,n=5 NaCl,n =9
Gruppen 11 und 12: Striatales Dopamin
in Relation zur unladierten Gegenseite +/— StA
Gruppe 11 Gruppe 12
KA,n=5 NaCl,n =9
Gruppen 11 und 12: Striatales DOPAC +/- StA
T
. B 1ad.
M unlid.

Gruppe 11 Gruppe 12
KA,n=5 NaCl,n =9

Ergebnisse } 60



Abb. 92: Gruppen 11 und 12: Striatales DOPAC
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DISKUSSION 4

Unter den neuen, experimentellen Strategien zur Behandlung des MP
konnte der seit geraumer Zeit zur symptomatischen Therapie ange-
wandten Lasion bzw. Ausschaltung des NST eine besondere Bedeutung zukom-
men. Wie im Tiermodell beschrieben wurde, soll die Ausschaltung dieses Kernes
der Basalganglien nigrale dopaminerge Neuronen vor toxininduziertem Unter-
gang bewahren (Piallat et al., 1996; Nakao et al., 1999). Dies wiirde bedeuten,
daB die funktionelle Ausschaltung, z.B. durch Tiefenhirnstimulation, nicht nur
symptomatische Verbesserung bewirkt, sondern gleichzeitig auch noch funktio-
nierende dopaminerge Neuronen der SN vor Degeneration schiitzte, also eine
neuroprotektive Wirkung hatte. Trotz experimenteller Hinweise auf einen sol-
chen neuroprotektiven Mechanismus ist dieser bzw. die Rolle, die er im Verlauf
der Erkrankung spielt, weiterhin sehr umstritten.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung einer durch Kainsaure- bzw.
Chinolinsdureldsion exzitatorisch bedingten Ausschaltung des NST auf die
toxininduzierte Degeneration dopaminerger Neuronen der SNc im 6-OHDA bzw.
3-NP-Tiermodell des MP untersucht. Ziel der Arbeit war erstens die Uberpriifung
der bereits publizierten, aber umstrittenen Ergebnisse zweier anderer Arbeits-
gruppen (Piallat et al., 1996; Nakao et al., 1999) und zweitens die weitergehen-
de Charakterisierung bzw. Ausdehnung dieser Untersuchungen auf die klinisch
relevante, wichtige Fragestellung, ob auch eine zeitlich verzogerte Ausschaltung
des NST noch neuroprotektiv auf nigrale Neuronen wirken konnte.

In der nun folgenden Diskussion sollen methodische Schwierigkeiten bespro-
chen und anschlieBend dem Beobachteten moglicherweise zugrundeliegende
Mechanismen reflektiert werden.
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4.1 Kritische Betrachtung der Methodik

Die Intention der Arbeit besteht in der Beobachtung von Veranderungen infolge
eines durch Chemolasion zumindest funktionell ausgeschalteten NST.

Die stereotaktisch durchgefiihrte vollstindige Lasion des relativ kleinen NST ist
technisch nicht einfach, oft schwierig zu tiberpriifen und vermutlich einer der kri-
tischsten Punkte der vorliegenden Studie. So konnte in den Gruppen 7 - 12, in
denen der Nachweis einer NST-Lasion mittels CO-Farbung erfolgt war, nur bei
insgesamt 7 NST-ladierten Tieren, also 11,9 % all derer, bei denen eine vollstan-
dige Lasion des NST beabsichtigt war, das optimale und angestrebte Ergebnis
»NST nicht mehr nachweisbar = in der Cytochromoxidasefarbung transparent*
gefunden werden. Als noch deutlich lddiert konnten insgesamt 20 Tiere, ent-
sprechend 33,9 % aller NST-ladierten, eingestuft werden, also obengenannte plus
,NST deutlich geringere Dichte“ (Ubersicht aller experimentellen Gruppen siehe
2.2). Nakao beschreibt bei ahnlichem Versuchsaufbau insgesamt zwei unvollstan-
dig, aber dennoch deutlich NST-lddierte Tiere von zehn, bei denen eine Lasion
angestrebt worden war, also eine Lasionsquote von 80 % (Nakao et al., 1999). Pial-
lat betont ebenso, ausschlieBlich Tiere mit vollstindig zerstortem NST in die
Gruppen eingeschlossen zu haben. Er kommt bei n=10 und zehn letztendlich
eingeschlossenen Tieren auf eine ,Trefferquote“ von 100 % (Piallat et al., 1996).
Des weiteren fallt auf, dal Nakao et al. und Piallat et al. als stereotaktische Koor-
dinaten fiir die Angabe der Tiefe ab Dura Koordinaten angeben, die sich um 0,3
mm unterscheiden, namlich Nakao et al. —7,8 mm ab Dura und Piallat et al.-7,5
mm ab Dura. Da es jedoch bei beiden Arbeitsgruppen zu befriedigenden Lasionen
des NST kam, ist davon auszugehen, daB diese Korrektur aufgrund des unter-
schiedlichen Ausgehens vom Bregma bzw. von interaural notwendig ist.

Aufféllig war, daB selbst bei gliar markiertem Stichkanal in korrekter Ebene und
in korrekter Tiefe, wodurch die korrekte Lage der Kaniile angezeigt wird, oft-
mals ein histomorphologisch intakter und bei intensiver CO-Farbung als funk-
tionell intakt zu betrachtender NST erkennbar war. Grobe methodische Fehler,
wie ein fehlerhaftes Aufziehen von Tragersubstanz ohne ladierende Saure, kon-
nen eine solche insuffiziente Lasion zur Folge gehabt haben. In diesem Fall
waren die wider Erwarten nicht erfolgten Lasionen jedoch erkennbar auf eine
Operationssitzung bzw. auf einzelne zuféllige Fehler begrenzt, was aber nicht
der Fall war. Die Moglichkeit der Schadhaftigkeit der Toxine wurde durch Ver-
wendung verschiedener Chargen mit hoher Wahrscheinlichkeit widerlegt. Die
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Durchgangigkeit der zur Lasion verwendeten Kaniilen wurde mehrfach kon-
trolliert, so dal auch eine Verstopfung der Lumina als Fehlerquelle ausscheidet.
Vielmehr waren die Lasionen oftmals im Ansatz erkennbar, aber nicht eindeutig,
was auch das Einfiihren mehrerer Bewertungskriterien nebeneinander, der
CO-Féarbung, der KV-Farbung sowie dem computergesteuerten Vermessen der
NST-Flache, und eines abgestuften Bewertungsschemas innerhalb von CO- und
KV-Farbung notwendig machte.

Ein weiteres Problem stellte die Standardisierung der CO-Farbung dar. Die Mog-
lichkeiten, die diese Farbemethode bietet, werden erst dann voll ausgenutzt,
wenn man die optische Dichte des Kernareals mifit und somit eine Korrelation
zur funktionellen Aktivitat herstellen kann. Wiirde dies gelingen, ware eine weit-
aus differenziertere Betrachtung der Daten moglich. Dies setzt einen streng stan-
dardisierten Farbeablauf voraus. Die Reaktion ist als enzymvermittelte histoche-
mische Methode temperaturabhangig und soll bei 37°C durchgefiihrt werden
(Vila et al., 1996). Weil die Schnitte aber auf gelatinierten Objekttragern fixiert
werden sollen, war eine Inkubation in 37°C iiber langere Zeit nicht moglich, da
sie sich bei diesen Temperaturen vom Objekttrager 10sten. Erstaunlicherweise
sind ahnliche Probleme in den die Methode etablierenden Arbeiten (Wong-Riley,
1979, Vila et al., 1996) nicht beschrieben, hier sind scheinbar problemlos sogar
Inkubationszeiten von bis zu 48 Stunden versucht worden. Optimale Ergebnisse
wurden in der vorliegenden Studie nach etwa sieben Stunden erzielt, wobei aus
bisher unklaren Griinden nicht immer nach der gleichen Zeit gleich gute Far-
beergebnisse erzielt werden konnten, was manchmal ein Fortfiihren der Inku-
bation unter Sichtkontrolle bis zum Erlangen eines makroskopisch identifizier-
baren NST notwendig machte. AuRere Temperatureinfliisse konnten ebenso als
Fehlerquellen ausgeschlossen werden wie defekte Inhaltsstoffe der Farbelosung.

Trotzdem erwies sich die CO-Farbung als duBerst praktikable Methode zur
Bewertung einer tatsachlichen Lasion des NST, da hier die NST-Intensitat nur
mit der kontralateralen Seite des Gehirns verglichen wurde. Die entstandene
Schwankung in der Gesamtfarbungszeit war fiir diese Bewertung nicht relevant,
die optimale Ausnutzung der CO-Farbung mittels Messung der optischen Dich-
te 1aBt es jedoch nicht zu. Dies ist fiir die Zwecke der vorliegenden Studie aber
auch nicht notwendig. Gelingt die vollige Lasion des NST, ist die Dichtemessung
uberflussig. Fiir nachfolgende, differenzierte Experimente zur Untersuchung
von Korrelation von NST-Funktion und AusmaB der moglichen Neuroprotektion
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konnte die Messung der optischen Dichte des NST mit Hilfe der CO-Farbung
aber sicherlich sehr wertvoll sein.

Unter den gegebenen Voraussetzungen konnte keine durchgehend eindeutige
NST-Lasion erzielt werden, und das Einbringen eines CO-Dichtekoeffizienten
als Korrelat funktioneller neuronaler Aktivitit in statistische Uberlegungen wire
nur unter aufwendigeren technischen Voraussetzungen und nach Behebung der
o.a. methodischen Schwierigkeiten moglich.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse jedoch, daB es trotz der methodischen Schwie-
rigkeiten und des damit verbundenen nicht vollstaindigen Ausnutzens der
Methodik hinsichtlich einer Korrelation zwischen NST-Schadigungsgrad und
Effekt in der SN wichtig war, die CO-Farbung tberhaupt durchzufiihren.
Dadurch konnten die Tiere aus der Analyse genommen werden, bei denen der
NST nur sehr unvollstindig ladiert war und die somit die Streuung deutlich
erhoht hatten.

4.2 Kritische Betrachtung der Ergebnisse

Insgesamt zeigten sich keine positiven Einfliisse einer Lasion des NST weder auf
Zell- noch auf Transmitterebene. Dabei ist es unwichtig, ob die nigro-striatale
Depletion dopaminerger Fasern durch das Toxin 3-NP oder 6-OHDA ausgelost
und ob der NST durch KA oder QA ladiert wird. Insgesamt zeigt sich allenfalls
ein kleiner Effekt zu Ungunsten der NST-ladierten Gruppe auf Transmitterebe-
ne, wenn die Lasion des NST erst nach Beginn der Degeneration der dopa-
minergen Fasern geschieht, also eine Situation, wie sie beim am Morbus Par-
kinson erkrankten Patienten vorliegt. Da dieser Effekt jedoch nicht auf Zellebe-
ne vorliegt (was er nicht mufl — denkbar ware auch, daB ein schadigender Ein-
fluB nicht ganz zum Zelltod, sondern nur zu einem Funktionsverlust fiihrt), sich
vor allem aber auch nicht in den Abbauprodukten von DA (also DOPAC und HVA)
widerspiegelt, sollte das Ergebnis mit einiger Vorsicht betrachtet werden.

Ziel der Arbeit war es, die widerspriichliche Studienlage beztiglich des Effektes
einer KA-induzierten NST-Lasion auf eine 6-OHDA-Schadigung (Nakao et al.,
1999, kein Effekt vs. Piallat et al., 1996, positiver Effekt) aufzuhellen. Die Ergeb-
nisse der vorliegenden Studie zeigen wie bei Nakao et al., 1999 keinen Effekt.
In der Diskussion der Ergebnisse fiihrt Nakao et al. als mogliche Erklarung der
Diskrepanz an, dall unterschiedliche Konzentrationen von 6-OHDA (4 mg vs. 2
mg) und unterschiedliche Applikationsgeschwindigkeiten (0,5 ml/min vs. 0,1 ml
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/min) verwendet wurden. Auch wenn dieses Argument unwahrscheinlich erschi-
en, da die Gesamtdepletion in der Arbeit von Nakao et al. dosisabhdngig zwi-
schen 60 % und 30 % im Vergleich zur gesunden Seite und damit in der selben
GroBenordnung wie die bei Piallat et al. lag, kann dies als Ursache ausgeschlos-
sen werden, da in der vorliegenden Arbeit fiir alle Parameter die Bedingungen
gewahlt wurden, die jeweils zu einem protektiven Effekt gefiihrt haben (selbes
gilt also fiir die Behandlung mit 3-NP / QA).

Wiéhrend bei Nakao et al. dariiber hinaus auch die unterschiedliche Art der NST-
Lasion eine Rolle gespielt haben konnte — in seiner Arbeit wird der NST durch
QA, bei Piallat et al. durch KA ladiert — konnte auch dieses als Ursache durch die
vorliegende Arbeit ausgeschlossen werden, da vergleichend dasselbe Behand-
lungsschema mit beiden NST-Schadigungen durchgefiihrt wurde. Auch wenn auf
die methodischen Schwierigkeiten beziiglich der NST-Schadigung bereits hinge-
wiesen wurde (siehe 4.1), so zeigt sich doch, daB in beiden Behandlungspara-
digmen ein dhnlich hoher Grad an Depletion des nigrostriatalen Systems —
sowohl auf Transmitter- als auch auf Zellebene — erzielt wurde und dieser mit
den in der Literatur beschriebenen Daten gut einhergeht. Daher scheinen
methodische Schwierigkeiten bzw. Unterschiede in der Auswirkung auf die dis-
krepanten Ergebnisse eine untergeordnete Rolle zu spielen. Fiir die Giite der
vorliegenden Daten spricht weiterhin, daB trotz der sehr aufwendigen Eingriffe
nur geringe Standardfehler vorliegen, die Zahlen also sehr homogen sind.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, den positiven Einfluf der NST-Lasion im
3-NP-Modell, wie bei Nakao et al. publiziert, zu replizieren. Auch hier konnte in
der vorliegenden Arbeit jedoch kein Effekt nachgewiesen werden. Wieder spre-
chen die geringe Standardabweichung ebenso wie die erwartungsgemaBe Scha-
digung des nigrostriatalen Systems in allen Paradigmen fiir die Giite der durch-
gefiihrten Studie.

Auch im 3-NP-Modell wurden unterschiedliche Toxine fiir die NST-Lasion eben-
so wie das bei Nakao publizierte Behandlungsschema verwendet. Aufgrund der
geringen Standardabweichung scheint es unwahrscheinlich, daB eine hohere
Fallzahl zu einem anderen Ergebnis gefiihrt hatte. Mogliche Mechanismen des
Zelltods, die dann auch Unterschiede zwischen den Modellen hétten erklaren
konnen (insgesamt sei angemerkt, daB die Schadigung mit 3-NP nicht selektiv
das dopaminerge System betrifft) sollen unter 4.3 diskutiert werden, hier sei im
folgenden noch auf einen Aspekt eingegangen.

Betrachtet man die Ergebnisse bei Nakao et al. im Detail, so zeigt sich, dal der
protektive Effekt nicht bei jeder Dosis von 3-NP erzielt werden kann. Er tritt nur
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bei 125 und 250 nmol 3-NP auf, in der vorliegenden Arbeit wurden 250 nmol
verwendet. Bei 500 nmol 3-NP gibt es keinen Unterschied mehr zwischen NST-
ladierten und -unladierten Tieren mehr. Eine mogliche Erklarung ware also, dall
eine NST-Lasion nur bei einer geringen Schadigung des nigrostriatalen Systems
einen protektiven EinfluB entfalten kann, ab einem bestimmten Schwellenwert
jedoch die Mechanismen nicht mehr greifen. Ware nun dieser Schwellenwert in
der GroBenordnung von etwa 250 nmol 3-NP, so konnte es sein, dal die Schadi-
gung bei Nakao et al. gerade noch schwach genug, in der vorliegenden Arbeit
jedoch bereits zu stark gewesen ist. Dieses konnte nur durch eine weitere
Durchfiihrung der vorliegenden Behandlungsparadigmen mit einer Dosis von
125 nmol 3-NP geklart werden.

Im Vergleich der Ergebnisse drangt sich jedoch eine weitere Frage auf. Auch in
der vergleichenden Studie mit 6-OHDA verwendet Nakao et al. aufsteigende
Dosierungen. Vergleicht man die Gruppen QA/3-NP und QA/6-OHDA in jeweils
niedrigster Dosierung von 3-NP und 6-OHDA, so zeigt sich kein relevanter
Unterschied. Der ,protektive®“ Effekt ergibt sich dadurch, daB die Schadigung
zwischen NaCl/3-NP und NaCl/6-OHDA nicht vergleichbar ist. In der vorliegen-
den Arbeit ist dies jedoch bei den gewahlten Dosierungen der Fall, denn danach
wurden sie ausgesucht. Dies wiirde zum einen die Diskrepanz zwischen Nakao
et al. und Piallat et al. unabhdngig vom Schdadigungsmechanismus ebenso wie
den fehlenden Effekt in der vorliegenden Arbeit erklaren. Ungeklart bleibt, ob
sich das Bild bei halber Dosierung 3-NP andern wiirde bzw. warum sich dies,
auch wenn das Ausmal der Schddigung in den publizierten Ergebnissen nicht
vergleichbar ist, nicht auch auf die NST-Gruppe bezieht. Dennoch besteht in die-
ser Diskrepanz am ehesten ein Erklarungsansatz. Es wiirde dariiber hinaus nahe
legen, daB nicht wirklich ein protektiver Effekt auf Grund der Verbindungen der
einzelnen Hirnregionen vorliegt (siehe hierzu auch 4.4).

Dies legen dann auch die Ergebnisse des dritten Abschnittes der vorliegenden
Studie nahe, ndmlich der Effekt einer NST-Lasion nach Beginn eines nigrostria-
talen Untergangs. Hier zeigt sich ebenfalls kein positiver EinfluB, sondern im
Gegenteil auf Transmitterebene ein EinfluB zu Ungunsten der NST behandelten
Tiere.

Die vorliegende Studie hat jedoch erneut gezeigt, wie schwierig es ist, experi-
mentelle Daten zu reproduzieren. Vor etwaigen Riickschliissen sollte dieses erst
einmal gelingen. Zundchst miissten jedoch die methodischen Schwierigkeiten
behoben und im AnschluB eine weitere Serie durchgefiihrt werden.
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Der Vorteil der vorliegenden Studie besteht darin, daB mogliche Einfliisse unter-
schiedlicher Behandlungsschemata, also etwa die Verwendung von QA vs. KA,
den EinfluB einer gleichzeitigen Farbung mit FG, der Abstand zwischen der NST-
Behandlung und der intrastriatalen Lasion und weitere Aspekte durch die vielen
verschiedenen Behandlungsgruppen kontrolliert wurden. Uber alle Gruppen
sind Ergebnisse vergleichbar, dariiber hinaus in sich sehr homogen — auch das
spricht fiir die Studie.

Neben den methodischen Schwierigkeiten liegt ein Nachteil darin, daB auf
Grund der Fiille der verschiedenen Behandlungen zusétzlich keine Dosisabhan-
gigkeit der Toxine 3-NP und 6-OHDA getestet wurde. In nachfolgenden Studien
sollte dies berticksichtigt werden zu Lasten der Behandlungsvielfalt, da sich hier
keine Abhdngigkeit zeigte. Dieses ist im ubrigen fiir Nachfolgestudien ein Ergeb-
nis von hochst pragmatischer Bedeutung.
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4.3 Mechanismen des Zelltodes

Will man der Frage nach moglichen neuroprotektiven Effekten der Ausschaltung
des NST nachgehen, so gilt es zundchst die Mechanismen zu diskutieren, die in
den verwendeten Modellen dem striatonigralen Zelltod zu Grunde liegen kon-
nen. Interessant wird diese Frage besonders dann, wenn die verschiedenen
Modelle unterschiedliche Ergebnisse liefern. In der vorliegenden Arbeit wurde
in keinem der verwendeten Modelle 6-OHDA und 3-NP ein signifikanter neuro-
protektiver Effekt beobachtet, Piallat jedoch wies ihn im 6-OHDA-Modell nach
(Piallat et al., 1996), hierbei aber nur bei Lision des NST eine Woche vor
striataler 6-OHDA-Injektion, nicht jedoch wenn die NST-Lasion 15 Tage nach
6-OHDA-Injektion erfolgte (Piallat et al., 1996). Nakao hingegen sah den neuro-
protektiven Effekt auf dopaminerge Neurone der SN zwar im 3-NP-Modell, nicht
jedoch im 6-OHDA-Modell, bei NST-Lasionen jeweils zwei Wochen vor striataler
Toxinapplikation (Nakao et al., 1999). Eine neuere Arbeit der Arbeitsgruppe um
Carvalho (Carvalho u. Nikkah, 2001) beschreibt einen signifikanten neuro-
protektiven Effekt einer Ibotensaureldsion des NST bei Applikation eine Woche
vor striataler 6-OHDA-Lasion, jedoch lediglich auf dopaminerge nigrale Zellen,
nicht aber auf TH-positive nigrostriatale Bahnen.

Nach Sauer und Oertel (1994) fiihrt die Injektion von 6-OHDA ins Striatum zur
Aufnahme der Substanz in die terminalen neuronalen Endigungen der an den
Injektionsort projizierenden dopaminergen Neuronen. Nach retrogradem Trans-
port in den Zellk6rper kommt es zur Autooxidation zu Wasserstoffperoxid,
HyO,, (Heikkila u. Cohen, 1971; Heikkila u. Cohen, 1973), welches fiir sich
relativ untoxisch ist, sofern es nicht in exzessiven Mengen vorkommt (Halliwell,
1992). Dieses Hydrogenperoxid reagiert seinerseits mittels im Gewebe anzu-
treffender reduzierter Metallionen zu hochreaktiven Hydroxylsauerstoff-Radika-
len (Halliwell, 1992). Nun kommt es zu einer Schadigungskaskade durch eine
sofortige Reaktion mit jeglicher Form von in lebenden Zellen anzutreffenden
Molekiilen, die auch die mitochondrialen Elektronentransportsysteme einbe-
zieht (Youdim et al., 1993). Durch die resultierende mitochondriale Dysfunktion
kommt es zur Senkung des zellularen Energieniveaus, eine Situation, in der die
potentielle Toxizitdt des exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat auf Zellen
mit schadhaftem intrazellularen Metabolismus zum Tragen kommen kann
(Novelli et al.,, 1988). Glutamat induziert die Depolarisation der neuronalen
Membranen und hebt die spannungsabhdngige Blockade der NMDA-Kanale
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durch Magnesium (Mgz"') auf. Da die Rickkehr zum Ruhepotential abhangig
von der ATP-Synthese, also vom energetischen Niveau der Zelle ist, kommt es bei
niedrigem Energieniveau zur verldngerten Depolarisation und zum vermehrten
Einstrom von Calcium (Ca2 1) durch die fiir Ca2+ héchst durchléssigen NMDA-
Kanile (Greenamyre et al., 1999). Bei steigendem intrazelluldaren Ca?t kommt
es zur Aktivierung von Proteasen und Phospholipasen und somit zur Auto-
destruktion der Zelle (Beal et al., 1993) sowie wiederum zu vermehrter mito-
chondrialer Dysfunktion, da Ca?t hochaffin gegeniiber Mitochondrien ist, wo
es zur Bildung freier Radikale und zur Depolarisation der Mitochondrien kommt
(Greenamyre et al., 1999). Ein weiterer denkbarer Schadigungsmechanismus
entsteht durch die katalytische Eigenschaft des Cat auf die Stickoxid-Synthe-
tase (nitric oxide synthase, NOS), welche die Reaktion von Arginin zu Citrullin
vermittelt (Beckmann et al., 1990). Das hierbei entstehende Stickoxid (NO)
reagiert mit Superoxidradikalen (OZ') zum hochst reaktiven, oxidierenden
Peroxynitrit (ONOQO7) (Dawson et al., 1991), wobei ein moglicher Schadigungs-
mechanismus des Peroxynitrit die Nitration von Tyrosinresten an Proteinen
(Ischiropoulos et al., 1992), ein anderer die Aktivierung des Enzyms Poly-ADP-
Ribose-Synthetase (PARS) darstellt, was zu abnorm hohem ATP-Verbrauch und
rapidem Verbrauch von Energievorraten fiihrt (Zhang et al., 1994). NO scheint
den aus exitotoxischen Einfliissen resultierenden Zelltod zu vermitteln (Dawson
et al., 1991; Rodriguez et al., 1998). In Lewy-Korperchen dopaminerger Neuro-
nen der SNc an MP Erkrankter konnte eine vermehrte Immunreaktivitat auf
Nitrotyrosin  gezeigt werden, was seinerseits Vorkommen von
NO™ und Peroxynitrit anzeigt, quasi als Marker fiir abgelaufene oxidative Modi-
fikation neuraler Proteine (Good et al., 1998).

Die eben genannten spannungsabhangigen Mg2+-Blockaden von NMDA-Rezep-
toren verhindern eine exzessive Stimulation der Rezeptoren durch physiolo-
gische Glutamat-Kozentrationen (Cox et al., 1989). Es existieren zwei mogliche
Arten der Uberstimulation: Zum einen die ,strong exitotoxicity“, wie sie bei-
spielsweise im Rahmen einer Ischimie auftritt, groBe Mengen zuviel ausge-
schiitteten oder zuwenig wiederaufgenommenen Glutamats verdriangen den
Block und stimulieren die NMDA-Rezeptoren exzessiv, zum anderen die ,weak
exitotoxicity“, wobei Stoffwechselveranderungen eine toxische Wirkung endo-
gener Glutamatkonzentrationen bewirken (Zeevalk u. Nicklas, 1991; Rodriguez
et al., 1998).

Diskussion } 70



Bei der Frage, wie 3-NP toxisch auf dopaminerge Neurone nach striataler Appli-
kation wirkt, kam die Arbeitsgruppe um Zeevalk zu dem SchluB, daB 3-NP in
Zellkulturen tiber metabolische Veranderungen und iiber exzitatorische Mecha-
nismen zum Zelltod dopaminerger Neurone fiihrt (Zeevalk et al., 1995; Zeevalk
et al., 1995). Die intrastriatale Applikation von 3-NP, welches die Succinyldehy-
drogenase des Citratzyklus inhibiert, fiihrt zu einem Absinken des striatalen ATP-
Levels und zum Ansteigen von Laktat (Brouillet et al., 1993; Beal et al., 1993),
und die Expression von cFos in der SNc bei 3-NP-Applikation, nicht aber bei
6-OHDA, 148t die Uberaktivitit von Glutamatrezeptoren auf nigralen Zellen ver-
muten (Aronin et al., 1991; Nakao et al., 1999).

Die Tatsache, daB sich in den Untersuchungen von Nakao et al., 1999, der
gewtlinschte neuroprotektive Effekt nur in der 3-NP-Gruppe, nicht aber in der 6-
OHDA-Gruppe gezeigt hat, erklart die Gruppe damit, dal der Zelltod bei 6-OHDA
durch freie Radikale, nicht jedoch durch metabolische Veranderungen oder Exo-
toxizitat hervorgerufen wird. Er unterschldgt aber die oben aufgefiihrte, nach der
Radikalbildung folgende Schadigungskaskade, die eben doch in einer metabo-
lisch-energetischen Veranderung resultieren kann, die ihrerseits die Exzitotoxi-
zitdt bahnen konnte. Somit haben 3-NP und 6-OHDA potentiell die gleiche End-
strecke bei unterschiedlicher Initialwirkung. Hat 3-NP moglicherweise auf den
Energiestoffwechsel nigrostriataler Neuronen unmittelbar Auswirkungen, so
geschieht dies bei 6-OHDA tuber die ,Hintertiir“ der Radikalbildung.
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4.4 Die Rolle des Nucleus subthalamicus

Welche Position nimmt der NST in der Pathogenese des MP ein? Steht er am
Anfang oder am Ende, sind die Effekte seiner glutamatergen Efferenzen Symp-
tom oder Ursache? Ist seine Uberfunktion ,nur“ das Ergebnis der aus dem
Gleichgewicht geratenen Basalganglien, oder steht am Anfang eine glutamaterge
subthalamonigrale Projektion, die durch ein metabolisches Tief der Zielregion
zum trojanischen Pferd fir die jetzt verwundbare dopaminerge Zelle wird?
Beschleunigt er lediglich die Progredienz des aus anderen Ursachen eintreten-
den nigralen Zelltodes beim MP, oder ist er dessen unabdingbare Voraussetzung?

Die potentielle Toxizitit des Exzitotoxins Glutamat mit Uberwindung der
Mg2+-Blockade des NMDA-Rezeptors und Anstieg des intrazellularen Ca2t mit
konsekutiver mannigfaltiger Schadigung der Zelle wirkt sich iber die denkbaren
Wege der ,strong excitotoxicity“ und der ,weak excitotoxicity“ aus, letztere bei-
spielsweise dadurch, daB metabolischen Anforderungen wegen mitochondrialer
Dysfunktionen, wie einer verminderten Aktivitait des Komplex I der Atmungs-
kette (Greenamyre et al., 1999) nicht ausreichend gentigt wird (Blandini et al.,
1996). Glutamat gelangt durch Projektionen vom NST an die dopaminerge Zelle
der SNc (Hammond et al., 1978; Rosales et al., 1994, Piallat et al., 1999), wel-
che reziprok dopaminerg in den NST projiziert (Hassani et al., 1997). Die exzi-
totoxischen Eigenschaften des Glutamat fithren schlieflich zum Zelluntergang.
Hohe Konzentrationen von Glutamatrezeptoren auf SNc-Neuronen konnten die-
sen ProzeB begtlinstigen (Ong et al., 1997).

Dies leitet einen Prozef mit umfassenden Veranderungen innerhalb der Basal-
ganglien ein. Es verschiebt sich ihr Gleichgewicht so, dall der die Outputregion
modulierende NST die hemmende Instanz so stark aktiviert, daB sie die Bewe-
gungsablaufe dominiert. Es resultiert das klinische Bild. Dariiber hinaus konnte
die NST-Uberaktivitit Schiaden am internen Segment des Globus pallidus, der
Substantia nigra pars reticulata sowie am Nucleus pedunculopontinus des Hirn-
stammes bewirken, Zielregionen glutamaterger Projektionen des NST, die beim
Primaten nachgewiesen werden konnten (Feger et al., 1997; Scarnati u. Florio,
1997), welche fir die L-Dopa-resistenten Anteile bei fortgeschrittenen Formen
des MP verantwortlich sein konnten (Rodriguez et al., 1998).

Das glutamaterge System bestimmt somit Ursache und Auswirkungen der Ver-
anderungen beim MP (Blandini et al., 1996).
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Geht man hiervon aus, dann sollte eine Unterbrechung der Projektionen, in
deren synaptischem Ende in der SNc bei der Ratte pleomorphe Vesikel mit
Immunreaktion auf Glutamat zu finden sind (Parent u. Hazrati, 1995), also sub-
thalamonigraler glutamaterger Projektionen, zur Verbesserung der Uberlebens-
wahrscheinlichkeit dopaminerger Zellen fiihren. Andere auf die dopaminergen
Zellen der SN glutamaterg afferente Bahnen konnen ihrerseits dafiir verant-
wortlich gemacht werden, dal eine NST-Lasion nicht vollig vor Toxizitat z.B.
durch 3-NP schiitzt (Nakao et al., 1999). Der protektive Effekt durch NST-Lasion
konnte mehrfach gezeigt werden (Saji et al., 1996; Piallat et al., 1996; Piallat et
al.,, 1999; Nakao et al., 1999; Benazzouz et al., 2000; Carvalho et al., 2001),
auch NMDA-Rezeptorantagonisten zeigten neuroprotektive Effekte in Parkinson-
Modellen (Turski et al., 1991; Zuddas et al., 1992; Lange et al., 1993; Brouillet
et al., 1993). Aber auch Beobachtungen wie die Verstarkung der prasynaptischen
enzymatischen Umwandlung von L-Dopa zu Dopamin durch Gluatamat-Antago-
nisten an NMDA- und Nicht-NMDA-Rezeptoren (Starr, 1995) tragen zur Diskus-
sion um eine rationale Grundlage ihres Einsatzes bei. Leider erweisen sich
unspezifische NMDA-Antagonisten aufgrund mannigfaltiger neuropsychiatri-
scher Nebenwirkungen in der klinischen Langzeitanwendung am Menschen als
nicht brauchbar (Rodriguez et al., 1998). Antiglutamaterge Substanzen wie
Lamotrigin oder Riluzol sollen die Ausschiittung von Glutamat herabsetzen und
dadurch die Exzitotoxizitat vermindern und zeigten in MP-Tiermodellen Zeichen
neuroprotektiver Eigenschaften (Jones-Humble et al., 1994; Boireau et al., 1994;
Barneoud et al., 1996). Die subthalamische Infusion von NMDA-Antagonisten
wie MK-801 erweist sich als protektiv gegeniiber dopaminergen Zellen der SN¢
im MP-Modell (Blandini et al., 2001), was deutlich den Verdacht auf die direkte
Beteiligung von aus dem NST stammenden Glutamat beim Untergang nigraler
Zellen im Parkinson-Modell impliziert.

Beim Primaten wurden hohe Konzentrationen der ionotropen postsynaptischen
Glutamatrezeptor-Untereinheiten GIluR1, GluR2/3, drei der vier (GluR1-4)
unterschiedlichen Untereinheiten ionotroper AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolpropionat)-Kainat-Rezeptoren und NMDA-Rezeptor-1, einer
von zwei identifizierten NMDA-Familien mit acht Isoformen A-H (Nicoletti et al.,
1996; Hollmann u. Heinemann, 1994), sowie geringere Konzentrationen des
metabotropen prasynaptischen Rezeptors mGluR1a in der SNc gefunden, wobei
GluR1 und GluR2/3 insbesondere am Zellkorper und an groBeren Dendriten
lokalisiert waren und NMDA-Rezeptor-1 und mGluR1a eher auf kleinen Dendri-
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ten zu finden waren (Ong et al., 1997). NMDA-Rezeptoren scheinen in die gluta-
materge Afferenz subthalamonigraler und corticonigraler Bahnen auf Neuronen
der SNc involviert zu sein, wahrend AMPA-Kainat-Rezeptoren die Afferenzen
vom Nucleus pedunculopontinus zu vermitteln scheinen (Rodriguez et al., 1998).

Ipsilaterale NST-Lasionen fiihren bei unilateraler Lasion nigrostriataler Bahnen
zum Anstieg der Enzymaktivitdten von Succinatdehydrogenase und Cytochrom-
oxidase, Markern neuronaler Aktivitdt, in der Outputregion und in der SNr
(Blandini et al., 1997). In vitro konnte der durch die metabolischen Inhibitoren
3-NP oder Malonat herbeigefiihrte Untergang dopaminerger Zellen durch
NMDA potenziert und durch MK-801 verhindert werden, bei nigraler Infusion
von Malonat in vivo zeigte sich gleiches, interessanterweise jedoch nicht bei
intrastriataler Malonatapplikation (Sonsalla et al., 1998). Eine andere Studie
versuchte ebenfalls zu klaren, wo die Schadigung tiber NMDA-Rezeptoren statt-
findet, ob prasynaptisch am dopaminergen Terminus im Striatum oder post-
synaptisch auf den Zellsomata der nigralen Neuronen. Auch hier fiihrte die intra-
nigrale, nicht aber die intrastriatale NMDA-Rezeptor-Blockade zur Protektion vor
den Einfliissen von Malonat (Zeevalk et al., 2000).

Zusammenfassend gilt festzuhalten, daB all diese Ergebnissse die Hypothese des
wahrend eines zytoenergetischen Defizites an der dopaminergen Zelle der SN
ablaufenden, postsynaptisch NMDA-Rezeptor-vermittelten Prozesses stiitzen.
Die Pathogenese des MP konnte folgendermaBen aussehen: Kommt es einmal zu
einer moglicherweise durch genetisch determinierte mitochondriale Dysfunk-
tion bedingten Funktionsminderung einzelner dopaminerger Neuronen der SN,
werden diese verwundbar gegeniiber physiologischen Glutamatkonzentrationen
(,weak exitotoxicity“). Es kommt zum Zelltod einer nigralen Subpopulation und
nach der heutigen Kenntnis der Verschaltung der Basalganglien zur Uberfunk-
tion des NST, wodurch wiederum Neuronen der SN durch Glutamat geschadigt
werden (,strong exitotoxicity“). Die anderen von dieser potentiell toxischen
Uberfunktion der glutamatergen Transmission betroffenen Kernareale des
Gehirns konnten fiir im Verlauf einer fortgeschrittenen Erkrankung auftretende
L-Dopa-resistente Erscheinungen verantwortlich sein. Zwischen NST und SN
entsteht ein Circulus vitiosus, der den Tod nigrostriataler Zellen zur Folge hat
und in vivo durch die Unterbrechung der subthalamonigralen glutamatergen
Ubertragung verhindert oder zumindest reduziert werden kann.
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In der Zusammenschau der angefiihrten Daten erhadrtet sich dieser Verdacht
einer wesentlichen Rolle des NST beim toxininduzierten und auch beim , idio-
pathischen“ nigralen Zelluntergang, wobei die zum Teil vorzufindende Wider-
spriichlichkeit der wenigen Ldsionsexperimente und die in dieser Arbeit ge-
schilderten methodischen Schwierigkeiten die Notwendigkeit der Wiederholung
und Optimierung der in der vorliegenden Studie dargestellten Versuche verdeut-
lichen. Nachdem man in in kleinem Umfang durchgefiihrten Experimenten eine
zuverlassige Lasionstechnik entwickelt hat, sollten Studien mit groBeren Fall-
zahlen durchgefiihrt werden, wobei erneut auch der EinfluB des Lasions-
zeitpunktes in bezug auf die Toxinapplikation von Interesse ware. Des weiteren
sollte das Ausmal der beobachteten Protektion auch mit unterschiedlicher
Lasionsstarke des NST untersucht werden. Durch Messung der optischen Dich-
te in der Cytochromoxidasefarbung steht ein MaR fiir die neuronale Aktivitat zur
Verfligung, und so kann eine Korrelation zwischen NST-Aktivitdt und nigralem
Zelluntergang hergestellt werden. Die Untersuchung des Effektes der funktio-
nellen Ausschaltung des NST durch Elektrostimulation sollte sich anschlieBen.

Wiirde sich der Verdacht eines beim MP in postulierter Form pathogenetisch
ausschlaggebenden NST hierbei erhérten, so sollten sich durchaus klinische Kon-
sequenzen ergeben. Der frithe Einsatz von Glutamatantagonisten hétte ebenso
eine rationale Grundlage wie eine friihzeitige Intervention durch neurochirur-
gische Verfahren wie der Tiefenhirnstimulation, die beide dann neuroprotektiv
und krankheitsverlangsamend, wenn nicht gar krankheitsaufhaltend wirken soll-
ten. Wichtig ist hier jeweils die friihzeitige Intervention, da schon beim Auf-
treten der ersten typischen Symptome ein groBer Umfang an nigralen Zellen
untergegangen ist und nur die rechtzeitige Unterdriickung der subthalamoni-
gralen Projektionen in obigem Sinne Erfolg haben kann.
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ZUSAMMENFASSUNG S

D as idiopathische Parkinson-Syndrom zahlt zu den haufigsten neurolo-
gischen Erkrankungen. Der ihm zugrundeliegende progressive Verlust
dopaminerger nigrostriataler Neurone in der Pars compacta der Substantia nigra
und das daraus resultierende Dopamindefizit innerhalb des Striatums fiihrt nach
der heutigen Kenntnis der Organisation der Basalganglien zu einer enthemmten
Aktivitat des Nucleus subthalamicus und nachfolgend zur Hyperaktivitat inhibi-
torischer GABAerger Neuronen des medialen Pallidumsegments auf Thalamus-
kerngebiete. Somit sinkt die exzitatorische Funktion der Thalamuskerngebiete
auf die motorischen Kortexareale.

Neuerdings werden exzitatorische glutamaterge Neurone zwischen dem
Nucleus subthalamicus und der Substantia nigra postuliert, wobei die neuro-
toxische Eigenschaft des Glutamats auf unter Umstdnden metabolisch vorge-
schidigte dopaminerge Neurone der Substantia nigra bei der Athiologie des
Morbus Parkinson eine Rolle spielen konnte.

Schon seit einiger Zeit kommt klinisch die prinzipiell reversible funktionelle
Ausschaltung des Nucleus subthalamicus oder des medialen Pallidumsegments
mittels chronischer Hochfrequenzstimulation bzw. die thermokoagulatorische
und somit irreversible Lasion des medialen Pallidumsegments beim fortgeschrit-
tenen Morbus Parkinson zum Einsatz.

Der genaue Wirkmechanismus der oben angefiihrten Eingriffe ist noch nicht hin-
reichend geklart.

In der vorliegenden Arbeit wurde der neuroprotektive Effekt von Kainsaure- und
Chinolinsdureldsionen des Nucleus subthalamicus auf dopaminerge Neurone der
Pars compacta der Substantia nigra im subakuten 6-Hydroxydopamin- und im 3-
Nitropropionsaure-Modell des Morbus Parkinson untersucht.

Intrastriatale Injektionen des Katecholamin-Neurotoxins 6-Hydroxydopamin
bzw. des Mitochondriengifts 3-Nitropropionsaure fithren tiber Wochen zur Dege-
neration Tyrosinhydroxylase-positiver bzw. Fluorogold-markierter dopaminerger
Neurone der Pars compacta der Substantia nigra. Sprague-Dawley-Ratten
erhielten zusatzlich hierzu unilaterale Lisionen des Nucleus subthalamicus
durch Kainsdure oder Chinolinsaure bzw. Injektionen physiologischer oder phos-
phatgepufferter Kochsalzlosung in den Kontrollgruppen.
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Beobachtet wurde der EinfluB der unilateralen Nucleus subthalamicus-Lasionen
auf den Umfang der Substantia nigra-Degeneration sowohl bei Lasion vor als
auch nach intrastriataler Toxininjektion.

Hierbei konnten die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen nicht gestiitzt werden,
wonach eine Lasion des Nucleus subthalamicus in den verwendeten Modellen
neuroprotektive Effekte auf die Neuronenpopulationen der Substantia nigra zei-

gen soll.

Eine Wiederholung der Experimente nach Optimierung der Methodik der NST-
Lasion und Lasionsquantifizierung, ggf. mit verschiedenen Dosierungen von 3-
NP und 6-OHDA erscheint daher zwingend notwendig, dies insbesondere auch
deshalb, weil sich aus den Ergebnissen der Arbeiten entscheidende klinisch-the-
rapeutische Konsequenzen mit Folgen fiir die Prognose der Erkrankten ergeben
konnten.
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6-OHDA
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DA
DAB
DOPAC
FG
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GPi
HVA
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MP
MPTP
NMDA
NST
PB

PBS
PD
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SAC
SF
SN
SNc
StA
STN
TH

3-Nitropropionsdure

6-Hydroxydopamin

Antikorper

anterio-posterior

Cytochromoxydase

Dopamin

3,3 "-Diaminobenzidin
Dihydroxyphenylessigsaure
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Gamma-Amino-Buttersdure (gammaaminobutyric acid)
internes Pallidumsegment (Globus Pallidus pars interna)
Homovanillinsaure

Kainsaure (Kainic acid)
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Morbus Parkinson
N-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin
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Nucleus subthalamicus
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phosphatgepufferte Kochsalzlosung (phosphate buffered saline)
Morbus Parkinson (Parkinson’s disease)
Parkinson-Syndrom
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Totung der Tiere (Sacrifice)

Standardfehler

Substantia nigra

Substantia nigra pars compacta
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Nucleus subthalamicus (Subthalamic nucleus)
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