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l. Einleitung

Nach dem Morbus Alzheimer ist der Morbus Parkinson, auch idiopathisches
Parkinson-Syndrom (IPS) genannt, die zweithdufigste neurodegenerative Erkrankung
und die héaufigste neurologische Erkrankung der Basalganglien. Ein friihzeitiges
Erkennen der Symptome ist wesentlich, um in den Krankheitsverlauf mildernd und
verlangsamend eingreifen zu konnen, sollten potente neuroprotektive Medikamente in
naher Zukunft Realitit werden (Dekosky & Marek, 2003). Dafiir sind genaue
Kenntnisse der Pathophysiologie gerade der frithen Krankheitsstadien und der Ursache
der Frithsymptome notwendig. Um Erkenntnisse iiber ein prominentes Frithsymptom
des IPS, einer ausgepridgten Riechstorung, zu erlangen, wurde in dieser Arbeit die
Pathologie des IPS mit der adulten Neurogenese verkniipft. Adulte Neurogenese
bezeichnet die Tatsache, dass im adulten Gehirn von Sdugetieren einschlieBlich des
Menschen bis ins hohe Lebensalter Nervenzellen produziert werden. Dabei soll der
Hypothese nachgegangen werden, dass ein bei dem IPS entstehender Mangel des
Neurotransmitters Dopamin eine verringerte Neurogeneserate verursacht, die

wiederum Ursache fiir die Riechstorung ist.

In der Einleitung sollen die Grundlagen fiir die vorliegende Arbeit vorgestellt werden.
Es sollen zuerst kurz die wichtigsten Fakten iiber das IPS zusammengefasst werden.
Danach soll das Phianomen ,,adulte Neurogenese* erldutert und Forschungsergebnisse,
die einen Zusammenhang iiber das IPS und die adulte Neurogenese herstellen,
vorgestellt werden. Da in dieser Arbeit nicht-humane Primaten als Tiermodell des IPS
benutzt wurden, soll ein kurzer Abschnitt die damit einhergehenden ethischen Fragen
beleuchten. Die Einleitung endet mit einer Beschreibung der Zielsetzung der

vorliegenden Arbeit.

1. Das idiopathische Parkinson Syndrom

James Parkinson verdffentlichte 1817 die Schrift ,,An assay on the Shaking Palsy*, in

der er die grundlegenden Merkmale der Krankheitsentitdt der Parkinson Krankheit
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durch das Beschreiben von sechs Patienten beschrieb. Interessanterweise betreute er
nur einen dieser Patienten fiir lingere Zeit, zwei waren ihm nur aufgrund ihres
langsamen und nach vorne gebeugtem Gang auf den Stralen von London aufgefallen.
Es ist beeindruckend, wie exakt J. Parkinson mit den damaligen, im wesentlichen auf
eine genaue Anamnese und eine gute Beobachtungsgabe beschrinkten Mitteln, die
Krankheit, die heute seinen Namen trigt, klassifizieren konnte'. Als ein prominenter
frither Patient schilderte iibrigens fast zeitgleich Wilhelm von Humboldt (1767-1835)
in einigen seiner Briefe sehr plastisch seine eigenen Parkinson-Symptome, die er

jedoch als ,vorzeitiges Altern’ diagnostizierte.

Heute wird unter dem Oberbegriff des Parkinson-Syndroms das Idiopathische
Parkinson Syndrom (IPS), das familidre Parkinson-Syndrom (derzeit bekannte
Formen: PARKI1 bis 8, PARK 10,11) sowie die symptomatischen und die atypischen
Parkinsonsyndrome zusammengefasst. Thnen gemeinsam ist ein Symptomenkomplex
aus Bewegungsarmut (Bradykinese), Erhohung des Muskeltonus (Rigor), einem
feinschldgigen Zittern (Tremor) und nicht-motorischen Symptomen, die in
unterschiedlicher Intensitdt und mit unterschiedlicher Progression ausgebildet sein
konnen. Die Symptome werden im Wesentlichen hervorgerufen durch ein Defizit des
Neurotransmitters Dopamin in grofen Teilen des Gehirns, vor allem im Striatum.
Ursache fiir den  Dopaminmangel ist ein  progredienter = Untergang

dopaminproduzierender (dopaminerger) Zellen in der Substantia Nigra.

Unterschiede der Krankheitsentititen des Parkinson-Syndroms bestehen vor allem in

der Athiologie und im zeitlichen Auftreten der Symptome.

Wihrend es beim IPS aus bisher noch ungeklirten Griinden zu einem Untergang der
nigralen dopaminergen Neurone kommt, konnten bei den familidren Formen des IPS

Genmutationen als Ursache identifiziert werden (Vila & Przedborski, 2004).

Symptomatische (oder sekundire) Parkinsonsyndrome hingegen konnen vaskulire
oder metabolische Ursachen haben oder medikamentos ausgelost werden. Weiterhin
konnen sie nach Infektionen auftreten, toxisch bedingt sein oder wie z.B. im Falle von

einigen Boxern posttraumatisch entstehen.

! Neben seiner Arbeit als Arzt war J. Parkinson seinen Zeitgenossen auch als Autor

sozialistischer Schriften, als Griindungsmitglied der englischen Geology Society sowie als beinahe
verurteilter Mittéter in einem Attentatsversuch auf Koénig George III bekannt.
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Zu den so genannten atypischen Parkinson-Syndromen zihlen die
Multisystematrophie und die Progressive Supranukleire Ophthalmoplegie (PSP). In
einer britischen Studie betrug die altersadjustierte Pravalenz fiir MSA 4,4 pro 100.000
Einwohner und 6,4 pro 100.000 fiir PSP (Schrag et al., 1999). Weitere atypische
Parkinson-Syndrome sind die Corticobasale Degeneration (CBD) und spinozerebelldre
Atrophien. Auch die Lewy-Body-Demenz zidhlen einige Autoren zu den atypischen
Parkinson-Syndromen. In den aktuellen Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir
Neurologie wird die Lewy-Body-Demenz ,hochstwahrscheinlich® als eine
Verlaufsform des IPS angesehen (s. Leitlinien Parkinson-Syndrome, 2005). Alle
atypischen Parkinson-Syndrome zeichnen sich durch einen wesentlich schnelleren

Krankheitsverlauf sowie erhebliche nicht-motorische Begleitsymptome aus.

Im Folgenden soll ausschlieflich das IPS behandelt werden. Dabei sollen in einem
ersten Schritt Epidemiologie, Klinik und Therapie kurz erldutert werden. Danach soll
auf die funktionelle Anatomie der betroffenen Gehirnregionen und kurz auf die

Athiopathogenese eingegangen werden.

1.1 Epidemiologie und Kosten

In Deutschland sind gegenwirtig 250 000 bis 400 000 Personen am IPS erkrankt. Die
Préavalenz liegt bei 100-200 / 100.000 und steigt mit dem Alter, so liegt sie in Europa
bei 1.800 / 100.000 bei iiber 65-Jdhrigen und bei 2.600 / 100.000 bei iiber 85-Jdhrigen
(de Rijk et al., 2000). Die jdhrliche Inzidenz bei iiber 65-Jdhrigen liegt fiir die
Entwicklung eines Parkinson-Syndroms bei 530/100.000 und fiir ein klinisch
diagnostiziertes IPS bei 326/100.000 (Baldereschi et al., 2000).

Seit Einfithrung der L-Dopa-Therapie ist die Uberlebenszeit um 4,5 Jahre gestiegen
(Maier—Hoehn; 1983) und die Krankheitsdauer von ca. 10 Jahren auf ca. 14 Jahre
angestiegen. Patienten mit IPS tragen das 4,6fache Risiko, auf eine institutionelle
Pflegeeinrichtung angewiesen zu sein (Berger et al., 2000). Die jdhrlichen Kosten
betragen nach einer schwedischen und einer britischen Studie bis zu 13.800 € pro
Patient und konnen in weiter fortgeschrittenen Stadien, in denen eine Hospitalisierung

notwendig ist, auf bis zu 29.000 € ansteigen (Hagell et al., 2002; Findley et al., 2003).
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Eine Frithdiagnostik kombiniert mit einer neuroprotektiven Therapie, welche die
Krankheitssymptome und ihre Folgen weiter aufschieben, mildern oder ganz
verhindern konnte, wiirde somit nicht nur fiir den Patienten und sein Umfeld eine

Erleichterung darstellen, sondern auch das Gesundheitssystem deutlich entlasten.

1.2 Klinik

Symptome

Als die Kardinalsymptome des IPS bezeichnet man die Bradykinese, den Rigor und
den Tremor. Zusitzlich wird hdufig noch die posturale Instabilitdt hinzugezihlt. Es
sind auch nicht-motorische Symptome bekannt, die hidufig schon vor den motorischen

Symptomen auftreten und deswegen zur Frithdiagnostik benutzt werden konnen.

Bradykinese

Als Bradykinese bezeichnet man die Verlangsamung der Initiation von
Willkiirbewegungen mit progressiver Abnahme von Geschwindigkeit und Amplitude
bei repetitiven Aktionen. Gerade fiir die Frithdiagnose wichtig sind ein anfangs hiufig
einseitig vermindertes Mitschwingen des Armes beim Gehen, ein immer
kleinschrittiger werdendes Gangbild mit vielen Zwischenschritten in der
Wendebewegung, immer stirker werdende Starthemmungen und die Unfihigkeit,
rasch anzuhalten. Eine Hypomimie und Sprechschwierigkeiten lassen beim
oberfldachlichen Beobachter den Eindruck entstehen, der Patient sei teilnahms- und
interesselos. Die Feinkoordination verschlechtert sich und das Schriftbild wird kleiner
(Mikrographie). Im weiteren Verlauf kann sich die Bradykinesie bis zu motorischen
Blocks verschlechtern, wihrend derer der Patient wie festgewurzelt nicht von der

Stelle kommt, was auch als Freezing bezeichnet wird.

Rigor

Eine anfinglich meist erst einseitig auftretende Erhohung des Muskeltonus (wie beim
Biegen eines Bleirohrs) wird als Rigor bezeichnet. Dieser duflert sich als eine
Erhohung des Widerstandes vor allem bei passiven Bewegungen aufgrund des

gleichzeitigen Anspannens antagonistischer Muskeln. Als Unterschied zur Spastik
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verbleibt das AusmaBl der Tonuserhohung gleich, wunabhidngig von der

Dehnungsgeschwindigkeit. Der Rigor verhindert besonders feinmotorische Arbeiten.

In der klinischen Untersuchung lésst sich hiufig das sog. Zahnradphdnomen auslosen,
eine bei einer gleichmifig vom Untersucher verdnderten Gelenkstellung auftretende
plotzliche Tonusverinderung, so dass eine ruckartige Bewegungsfolge iiber die
gesamte Bewegungsstrecke entsteht. Dies mag seine Ursache in einem begleitenden

Tremor haben.

Tremor

Der typische Parkinsontremor ist ein meist einseitig beginnender Ruhetremor mit einer
Frequenz von 4-6 Hz, der sich bei psychischer Belastung hiufig verstirkt. Er entsteht
durch das alternierende Kontrahieren vorwiegend distaler antagonistischer Muskeln.
Der Ruhetremor verschwindet bei Bewegung der Extremitit, wird aber hdufig von
einem Haltetremor hoherer Frequenz begleitet. Wenn iiber Jahre hinweg bei einem

Patienten kein Tremor auftritt, sollte die Diagnose IPS iiberpriift werden.

Posturale Instabilitdit

Posturale Instabilitit tritt bei Parkinson Patienten hiufig als letztes der
Kardinalsymptome auf. Sie ldsst sich am einfachsten dadurch nachweisen, dass der
Untersucher den Patienten nach Ankiindigung nach hinten schubst, woraufhin der
Patient die Bewegung erschwert stabilisieren kann, eventuell mit mehreren
Ausfallschritten das Fallen verhindert oder sogar fiele, wiirde der Untersucher ihn
nicht halten. Der Ausfall der Haltungsreflexe trigt zur vermehrten Fallneigung bei.
Tritt eine posturale Instabilitit schon am Anfang der Erkrankung auf, ist an ein

atypisches Parkinson-Syndrom zu denken.

Nicht-motorische Symptome

Neben den Kardinalsymptomen gibt es noch viele vegetative, kognitive und
neuropsychiatrische Symptome, von denen einige schon als Frithsymptom fiir die
Parkinsonfritherkrankung wichtig sind. So sind autonome Symptome wie Seborrhoe,
Sialorrhoe, Storungen des Schwitzens mit Hyper- und Hypohidrose, Verstopfung und
teilweise erheblicher Gewichtsverlust hdufig mit dem IPS vergesellschaftet. Im
fortgeschrittenen Stadium der Krankheit kann es zu erektiler Dysfunktion,

orthostatischer Hypotension und Dranginkontinenz kommen.
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Zu den psychischen Symptomen des IPS zédhlen eine Verlangsamung des Denkens und
eine verminderte Fihigkeit, Strategien und Denkkonzepte zu wechseln. Schon 1862
beschrieb Charcot das Auftreten einer Demenz in spéten Stadien der Krankheit. Die
Wahrscheinlichkeit eines Parkinson-Patienten, eine Demenz zu entwickeln, liegt bei
bis zu 30% (Rajput et al., 1984). Bronnick et al. fanden in 72 % der untersuchten

Patienten psychiatrische Symptome, vor allem Depression (Bronnick et al., 2005).

Als nicht-motorische Symptome, die schon friih im Krankheitsverlauf auftreten
konnen, sind ophtalmologische Probleme wie z. B. trockene Augen und ungeniigende

Konvergenz beschrieben (Biousse et al., 2004).

Ein weiteres, wesentlich besser beschriebenes Frithsymptom mit bis jetzt noch
ungeklirter Athiologie ist eine Riechstorung (Hyposmie), die sich in einer erschwerten
Unterscheidung dhnlicher Geriiche (reduzierte Geruchsdiskrimination) sowie im
reduzierten Erkennen bestimmter Duftstoffe (reduzierte Wahrnehmungsschwelle)
duBert. Schon im  frithesten  Krankheitsstadium  konnten  wesentliche
Verschlechterungen des Geruchssinns dokumentiert werden (Doty et al., 1992,
Tissingh et al., 2001). Auch asymptomatische Verwandte von Parkinson-Patienten
scheinen héufig unter Riechstorungen zu leiden. In manchen dieser hyposmotischen
Verwandten wurde eine subklinische Degeneration des nigrostriatalen dopaminergen
Systems nachgewiesen. Somit gilt eine Riechstorung zunehmend als priklinischer
Vorhersageparameter fiir das spitere Auftreten eines IPS (Ponsen et al., 2004).
Interessanterweise ist das reduzierte Geruchsvermégen durch Anti-Parkinson-
Medikamente nicht unmittelbar zu beeinflussen. Dies lésst auf eine allenfalls indirekt
mit der reduzierten dopaminergen Neurotransmission zusammenhédngende Ursache
schlieBen. Diese Arbeit soll einen moglichen Erkldrungsansatz fiir die Riechstorung

als Frithsymptom tiberpriifen.

1.3 Athiopathogenese

Das hervorstechendste Merkmal des IPS ist die Degeneration des nigrostriatalem
dopaminergen Pfades, wodurch ein Dopaminmangel vor allem im Striatum entsteht,

der die typischen Parkinson-Syndrome Bradykinese, Rigor und Tremor erzeugt.
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Folgender Pathomechanismus wird fiir den Zelltod der dopaminergen Neurone
verantwortlich gemacht: Ein auslosendes Agens, so z.B. bestimmte toxische Stoffe
oder ein mutantes a-Synuklein-Molekiil, setzt eine Kaskade von sich in ihrer Wirkung
erginzenden Faktoren wie mitochondriale Dysfunktion, oxidativer Stress,
proteasomale Dysfunktion, Exzitotoxizitidt, Neuroinflammation und Apoptose in Gang
(Przedborski, 2005). Hierdurch werden c-Jun N-Kinasen (Hunot et al., 2004), cyclin-
abhingigen Kinasen (Smith et al., 2003) und weitere Apoptose-Mechanismen (Vila et
al.,, 2001; Hoglinger et al. 2007) aktiviert. Dieses fithrt zu einem Absterben der
dopaminergen Zellen. Der kontinuierliche und sich iiber Jahre hinweg ziehende
Prozess degenerierender dopaminerger Neurone verursacht damit ein sich immer mehr
verringerndes Dopaminniveau im ZNS. Ein dopaminerger Verlust im Striatum von
mindestens 60% bis 80% fiihrt zu der typischen Parkinson-Symptomatik (Bernheimer
et al., 1973; Hornykiewicz, 1963).

Das IPS ist jedoch keine reine Dopamin-Mangel-Krankheit, da histologische
Abnormalitdten auch in nicht-dopaminergen Zellgruppe wie dem norardenergen Locus
coeruleus, den serotoninergen Raphe-Kernen und dem cholinergen Nucleus basalis

Meynert auftreten (Jellinger, 1991, Braak et al., 2002):

e Im Locus coeruleus, der mit lediglich ca. 3000 Neuronen die meisten
noradrenergen Neuronen im Gehirn enthilt, wurde bei Parkinson-Kranken
abhingig von der symptomatischen Auspriagung des IPS ein Neuronenverlust
zwischen 28 und 90 Prozent nachgewiesen (Jellinger, 1991). Die Verdnderung
der noradrenergen Transmission wird als Ursache der dementiellen und

depressiven Symptomatik des IPS angesehen.

e (QGeringer ausgepridgt sind Verluste der serotonergen Neurone, die nahezu
vollstindig in einer Gruppe von Kernen in der Mittellinie des Hirnstammes
liegen, den Raphe-Kernen. Verluste liegen zwischen 0 und 42 Prozent, wobei

bei depressiven Patienten gewohnlich eine hohere Schidigung zu finden ist.

e Der Zellverlust der cholinergen Neurone im Nucleus basalis Meynert sowie im
Nucleus tegmenti pedunculopontinus und dem Nucleus Westphal-Edinger wird
fiir die dementielle Symptomatik und Abnormalititen des Ganges und der

Haltung verantwortlich gemacht.
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Striatum

ligrostriatale Projektion

Abb. 1:
Schema der Degenerationsorte bei der Parkinson-Krankheit.

Fur eine bessere Ubersicht sind die Kerngebiete auf einen mittsagittalen Schnitt projiziert.

SN: Substantia nigra; NC: Nucleus coeruleus;
RK: Raphe-Kerne; NB: Nucleus basalis Meynert
Erstelit mit freundlicher Hilfe von O. Arias-Carrion

Der Vollstindigkeit halber sei noch erwihnt, dass fiir eine definitive, auch
histopathologisch gesicherte Diagnose neben dem Verlust vor allem nigrostriataler
Neurone auch der Nachweis von Lewy-Korperchen (Lewy bodies, LBs) und/oder
Lewy-Neuriten (LN) gefordert wird. LBs sind sphirische, eosinophile
zytoplasmatische Aggregate verschiedenster Proteine, so vor allem o-Synuklein,
Parkin, einige Neurofilamente und Ubiquitin. Hauptkomponente scheint das o-
Synuklein zu sein (Dauer et al., 2003). LN sind spindel- oder fadenférmige
Einschlusskorperchen in den Zellfortsdtzen. LBs und LN sind in jeder betroffenen
Hirnregion zu finden. Die Funktion der LBs im pathogenetischen Prozess des IPS ist
noch unklar. Braak et al. benutzen die raumliche Verteilung der LBs und der LN fiir

eine histologische Stadieneinteilung des IPS (Braak et al., 2002).
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1.4 Therapie

Trotz intensiver Forschung ist die Ursache der Degeneration der Substantia Nigra mit
dem daraus folgenden nigrostriatalen Dopaminmangel noch unbekannt. Somit kann

eine Therapie derzeit nur symptomatisch im Ausgleichen des Dopaminmangels liegen.

Trotzdem soll vorangestellt werden, dass fiir den Patienten ein optimales Ergebnis
neben der medikamentosen  Behandlung auch  eine  psychosoziale,
physiotherapeutische und logopéddische Betreuung -soweit notwendig- angestrebt
werden muss. Weiterhin sollte nicht vergessen werden, dass auch das nahe Umfeld des

Erkrankten aufgrund der langen Krankheitsdauer hédufig sehr belastet wird.

Die symptomatische Behandlung des Morbus Parkinson basiert auf der Substitution
des striatalen Dopamin-Defizits, das durch die neurodegenerativen Prozesse
prasynaptisch entsteht. Dies ist nur so lange mdoglich, bis auch die Dichte der
prasynaptischen dopaminergen Nervenendigungen im Striatum unterhalb eines
kritischen Niveaus fillt. Dieser im fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung
auftretende =~ Zustand  verursacht  manche  Wirkungsverdnderungen  der
Pharmakotherapie, denen dann durch einen Wechsel der Medikamente Rechnung

getragen werden muss.

L-Dopa

Da Dopamin selbst nicht durch die Blut-Hirn-Schranke dringt, wird dessen Vorstufe
L-Dopa zusammen mit einem peripheren Dekarboxylase-Hemmer verwendet.
Zusammen bilden sie den Goldstandard fiir die Behandlung des IPS>. L-DOPA (mit
einem Dekarboxylase-Hemmer) ist als Monotherapie allen anderen Parkinson-
Medikamenten in seiner symptomatischen Wirkung iiberlegen, verzdgert jedoch nicht
den Krankheitsprogress und triagt selbst zur Entstehung von Therapiekomplikationen
in spiteren Krankheitsstadien bei. Weiterhin von Nachteil ist die fehlende Spezifitit
zum nigrostriatalen System, welches Nebenwirkungen wie psychiatrische

Veridnderungen (z.B. Halluzinationen) und vegetative Storungen (z.B. orthostatische

2 Fiir die erste wirksame und rational begriindete Therapie einer neurologischen Erkrankung

erhielt im Zusammenhang mit der Entwicklung der Therapie mit L-DOPA A. Carlsson im Jahr 2000
den Nobelpreis fiir Medizin
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Hypotension) verursachen konnte (Javoy-Agid & Agid, 1980). Ein Nachteil der
Therapie mit L-DOPA ist, dass ab einer Therapiedauer von etwa 5 Jahren die
Wirksamkeit von L-DOPA nachlidsst, so dass fast 75% der Patienten keine
gleichméfige und effektive Antwort auf das Medikament mehr zeigen (Fahn et al.,
1999). In diesem Stadium kommt es zum Auftreten von Wirkfluktuationen, welche
initial dem schwankenden Plasmaspiegel von L-DOPA folgen, spiter aber auch ohne
Bezug zum Plasmaspiegel auftreten. Andererseits gilt als gesichert, dass durch die
Einfithrung der L-Dopa-Therapie die Lebenserwartung von Parkinson-Patienten durch
die  Vermeidung krankheitsbedingter = Komplikationen = wie  Stiirze und

Aspirationspneumonien deutlich gestiegen ist.

Dopamin-Agonisten

In Deutschland stehen derzeit 8 Dopamin-Agonisten fiir die Behandlung des Morbus
Parkinson zu Verfiigung. Man teilt diese in Ergot- und Non-Ergot-Derivate ein. In
placebokontrollierten Studien konnte sowohl die Wirksamkeit der symptomatischen
Monotherapie der neuen Priparate nachgewiesen werden. Auch zeigte sich bei einer
friihen Kombinationstherapie mit L-DOPA eine Besserung der mit L-DOPA-
assoziierten Fluktuationen sowie eine geringere Anzahl und Dauer von Dyskinesien.
So konnten Studien zeigen, dass die initale Monotherapie mit Dopamin-Agonisten
oder die friihe Kombination von L-Dopa mit Dopamin-Agonisten das Auftreten von
Dyskinesien und anderen motorischen Komplikationen herausschiebt (Parkinson

Study Group 2000; Storch et al., 2005; Oertel et al., 2006).

Erste Hinweise auf eine Verlangsamung des Krankheitsverlaufes durch eine
Agonistentherapie (LeWitt et al., 2004) konnten die Bedeutung dieser Medikamente in
Zukunft eventuell noch verstirken. So scheint unter Dopamin-Agonisten-Therapie
eine Abnahme der nigrostriatalen Funktion geringer zu sein als unter L-Dopa-Gabe,
was auf einen protektiven Effekt der Medikamente weist (Whone et al., 2003; Wooten,
2003). Als wesentliche Nebenwirkungen ist auf Ubelkeit, orthostatische
Dysregulation, Beinddeme, Psychosen sowie einer vermuteten vermehrten
Tagesmiidigkeit und Fibrosen hinzuweisen. Besonders Herzklappenfibrosen wurden
bei mit Ergot-Dopamin-Agonisten, nicht jedoch mit Non-Ergot-Agonisten behandelten

Patienten nachgewiesen (Van Camp et al., 2004; Junghanns et al., 2007).
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MAQO-B- und COMT-Inhibitoren

Auch iiber die Hemmung der beiden Dopamin-abbauenden Enzyme
Monoaminooxidase B (MAO-B) und Catechol-O-Methyl-Transferase (COMT) kann
die Konzentration von Dopamin im synaptischen Spalt erhoht werden. In Deutschland
sind zurzeit die COMT- Inhibitoren Entacapon und Tolcapon erhiltlich, fiir die vor
allem bei der Behandlung von Wirkungsfluktuation einer L-DOPA-Therapie eine

Wirksamkeit nachgewiesen wurde’.

Der Effekt einer Therapie mit MAO-B-Hemmern auf die Symptome des IPS ist nur
gering ausgeprigt (Elizan et al., 1989), jedoch werden neuroprotektive Eigenschaften

von Selegilin und besonders Rasagilin diskutiert (Tabakman et al., 2004).

NMDA-Antagonisten

Die NMDA-Antagonisten Amantadin und Budipin hemmen einen beim IPS
vorliegenden  relativen  Uberschuss  der  glutamatergen  kortikostriatalen
Neurotransmission. Sie werden vor allem bei der Behandlung von L-DOPA-
assoziierten Dyskinesien sowie zur Tremorbehandlung eingesetzt. Bei Budipin ist als
Nebenwirkung eine Verlingerung der QT-Zeit mit dem Risiko lebensgefdhrlicher
Herzrhythmusstorungen beschrieben, was eine engmaschige kardiologische Kontrolle

erfordert.

Anticholinergika

Anticholinergika sind die éltesten Parkinson-Medikamente, deren Wirksamkeit auf der
Wiederherstellung der gestorten Balance zwischen dem striatalem Acetycholin und
Dopamin begriindet sein soll. Trotz fehlender Studien werden Anticholinergika vor
allem bei vorherrschendem Ruhetremor eingesetzt. Da kognitive Dysfunktionen und
dementielle Prozesse durch eine anticholinerge Therapie noch weiter verschlechtert
werden, sollten Anticholinergika nur bei starken vegetativen Symptomen oder bei

einem mit der Standardtherapie nicht beherrschbaren Tremor eingesetzt werden.

3 Aufgrund schwerer Hepatitiden mit Todesfolge bei einigen Patienten (Assal et al., 1998) ruhte

die Zulassung von Tolcapon bis Anfang 2005, nach einer erneuten Evaluierung der Datenlage wurde es
jedoch wieder zugelassen. Trotzdem sollten die Leberwerte (Transaminasen) bei einer Tolcapon-

Therapie regelméBig kontrolliert werden.
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Chirurgische Verfahren

Bei der tiefen Hirnstimulation schalten stereotaktisch implantierte Elektroden prizise
mittels Hochfrequenzstimulation Zielgebiete reversibel aus (Limousin et al., 1995).
Erste 5-Jahres-Studien belegen eine anhaltende Wirkung fiir die Stimulation des
Nucleus subthalamicus. Weitere Stimulationsorte wie der Globus pallidus oder der
Nucleus ventralis intermedius des Thalamus werden nur in besonderen Féllen benutzt.
Der Vorteil der tiefen Hirnstimulation liegt in der individuell anpassbaren elektrischen
Stimulation. Obwohl erste Ergebnisse auf eine geringe Letalitit oder bleibenden
schweren Morbiditidt zwischen 0,5 und 3% wiesen (Leitlinien Parkinson-Syndrome
2005), zeigen aktuelle Studien einen wesentlich hoheren Anteil an schwersten
Nebenwirkungen (Deuschl et al., 2006), so dass eine chirurgische Intervention nur bei
sehr sorgfiltig ausgewdhlten Patienten als letzte MaBnahme nach Versagen aller

medikamentdsen Hilfen eingesetzt werden sollte.

1.5 Funktionelle Anatomie der Basalganglien

" NR
\ i

Abb. 2: Schema der Basalganglien in einem coronaren Schnitt

NC: Nucleus caudatus; Pu: Putamen; beide zusammen bilden das Striatum
GP: Globus pallidus; NST: Nucleus subthalamicus; NR: Nucleus ruber

SN: Substantia nigra

Erstellt mit freundlicher Hilfe von O. Arias-Carrion
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Das IPS betrifft vor allem die Basalganglien, deren funktionelle Anatomie im
Folgenden kurz beschrieben werden soll. Zu den Kernen der Basalganglien zédhlen
Striatum (durch die Fasern der Capsula interna in den Nucleus caudatus und das
Putamen geteilt), Globus Pallidus mit einem internen und einem externen Segment,
Nucleus subthalamicus, Nucleus ruber und die Substantia nigra (SN) mit ihren zwei
Teilen pars compacta und pars reticularis. Vier von ihnen bilden einen Regelkreis zur
Bewegungssteuerung: das Striatum, der Globus pallidus, die SN und der Nucleus
subthalamicus. In diesem Regelkreis werden Bewegungsinitiationen aus dem Kortex
bearbeitet, Storimpulse herausgefiltert und Bewegungen vor allem hinsichtlich
Ausmal, Richtung, Kraft und Geschwindigkeit gesteuert. Beim IPS gerit dieser
Regelkreis durch das Absterben der nigralen dopaminergen Neurone aus dem

Gleichgewicht, wodurch die motorischen Symptome entstehen.

Grundlagen fiir eine eingehende Erforschung der Substantia Nigra und seiner
umliegenden Kerngebiete legten Dahlstrom und Fuxe im Jahr 1964. Sie markierten
mit einer histochemischen Methode alle monoaminergen (und damit auch der
dopaminergen) Zellgruppen im Hirnstamm der Ratte und nummerierten diese von
kaudal nach kranial durch (Dahlstrém & Fuxe, 1964). Im Mittelhirn (Mesenzephalon)
identifizierten sie drei Hauptgruppen dopaminproduzierender Zellen: das peri- und
retrorubrale Feld (A8), die SN (A9) und das Ventrale Tegmentale Areal (VTA, A10).
Zellen der Gruppe A8 liegen im lateralen Tegmentum kaudal vom Nucleus ruber.
Ventromedial verschmilzt diese Gruppe mit der Gruppe A9. Diese enthilt etwa 75%
der dopaminergen mesenzephalen Zellen und entspricht in etwa dem nach
morphologischen Kriterien als Pars compacta bezeichneten Teil der SN. Die Gruppe
A10 liegt medial von der SN und ventral vom Nucleus ruber und wird ventral vom
Nucleus interpenduncularis begrenzt. Die Mehrzahl der Zellen der Gruppe A10 liegt
somit innerhalb des durch morphologische Kriterien definierten ventralen tegmentalen
Areals (VTA). Die exakten anatomischen Grenzen der einzelnen Gebiete wurden
spater im Primatenhirn nach Verteilung der Nissl-positiven Neurone (Francois et al.,

1985) oder nach der Immunoreaktivitit fiir Dopamin (Arsenault et al., 1988) bestimmt.

Beziiglich der von den drei Arealen innervierten Regionen ist bekannt, dass Axone aus
A8 vor allem den ventrokaudalen Teil des Putamens erreichen. Auch der ventrale Teil
von A9 sendet dopaminerge Fasern in den sensomotorischen Teil des Striatums und

versorgt damit zusammen mit A8 das Putamen mit Dopamin. Der dorsale Teil von A9
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innerviert hingegen vor allem den assoziativen Teil des Nucleus caudatus.
Dopaminerge Zellen aus AlO sind vor allem fiir die Innervation des Nucleus
accumbens und den ventro-medialen Teil des Striatums verantwortlich (Francois et al.
1999). Alle mesenzephalen Gruppen projizieren also hauptsiachlich zu einem
spezifischen Teil des Striatums, partizipieren aber zusitzlich durch ein weites
Aussprossen auch zu einem kleinen Anteil an der Innervation des restlichen Striatums.
Ob und in welcher Weise auch der am weitesten medial gelegene Teil des Striatums

innerviert wird, sollte im Rahmen dieser Arbeit erforscht werden.

1.6 Experimentelle Modelle der Parkinson Krankheit

Obwohl die Parkinsonkrankheit nur beim Menschen auftritt, konnten Tiermodelle
etabliert werden, die wesentliche Aspekte wie z.B. den Verlust an dopaminerger

Innervation verlisslich reproduzieren konnen.

Hierfiir werden neben transienten pharmakologischen Manipulationen (z.B. durch
Reserpin), chirurgischen Eingriffen und genetischen Veridnderungen vor allem
neurotoxische Modelle verwendet, die zu einer priferentiellen Zerstorung
dopaminerger Neurone des Mittelhirns fithren. Bei letzterem spielen vor allem 1-
Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP), 6-Hydroxydopamin (6-OHDA),
Rotenon und Annonacin eine fithrende Rolle. Hier soll nur auf den Pathomechanismus
von MPTP niher eingegangen werden soll, da MPTP in der vorliegenden Arbeit

verwendet wurde.

1979 wurde erstmals bei mehreren kalifornischen Drogenabhingigen, die sich ein
neuartiges ,,synthetisches Heroin“ injiziert hatten, ein schweres und irreversibles
Parkinson-Syndrom berichtet, welches gut auf eine L-Dopa-Therapie reagierte (Davis
et al., 1979). Nach einer chemischen Analyse des ,,synthetischen Heroins* wurde vier
Jahre spiter neben dem eigentlichen Wirkstoff Meperiden auch MPTP gefunden und
als pathogener Faktor vorgeschlagen (Langston et al., 1983). Dieser entsteht, wenn bei
der Synthese von Meperiden nicht langsam und mit niedriger Warmezufuhr gearbeitet
wird. Zusitzlich konnten die Autoren noch im gleichen Jahr von einem Parkinson-

Syndrom bei einem mit MPTP arbeitenden Chemiker berichteten (Langston &
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Ballard, 1983). MPTP zeigte jedoch bei den typischen Versuchstieren, den Ratten,
keine oder nur eine sehr geringe neurotoxische Wirkung, so dass erst bei der
Verwendung von nicht-menschlichen Primaten die selektive destruktive Wirkung von
MPTP auf dopaminerge Neurone beschrieben werden konnte (Burns et al., 1983).

Seitdem gilt MPTP als Goldstandard der experimentellen Parkinson-Modelle.

Nach systemischer Administration flutet MPTP aufgrund seiner hohen Lipophilie
schnell im Gehirn an, wird in den Astrozyten durch das Enzym Monoaminooxidase B
(MAO-B) zu 1-Methyl-4-phenyl-1,2-dihydroxypyridiniumion (MPDP") umgesetzt
und dann spontan zu 1-Methyl-4phenyl-pyridiniumion (MPP") oxidiert. Aus den
Gliazellen freigesetzt, wird MPP" iiber den Dopamin-Transporter in dopaminergen
Zellen akkumuliert (Javitch et al., 1985). MPP* wird dann entweder durch das
Transportprotein VMAT-2 in synaptosomale Vesikel transportiert oder akkumuliert in
den Mitochondrien (Singer et al., 1987), bindet dann an den Komplex I der
Atmungskette (Nicklas et al., 1985) und stoppt damit den Elektronentransport, was zu
einem ATP-Mangel in der Zelle und zu einem Anstieg von freien Radikalen und damit

zu einem Absterben der dopaminergen Neurone fiihrt.

Nachteilig am MPTP-Modell ist die Tatsache, dass im Gegensatz zum IPS keine
Degeneration des Locus coeruleus oder der Raphekerne und damit auch kein
verringertes Niveau an Noradrenalin und Serotonin auftritt. Auflerdem fehlt den
Tieren als wesentliches motorisches Symptom des IPS der Ruhetremor fast immer.
Zusitzlich werden keine LB oder LN gebildet. Herauszuheben ist zusétzlich, dass die
ein- oder mehrmalige Injektion von MPTP ein akutes oder bestenfalls subakutes
Degenerationsmodell darstellt und damit in keiner Weise den langsam progredienten

Verlauf des IPS simulieren kann.
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2. Adulte Neurogenese

Aristoteles berichtete schon 300 v. Chr., dass Eidechsen ganze GliedmaBlen und
Taubenkiiken sogar ihre Augen regenerieren konnen (s. Odelberg, 2004). Trotz der
Behauptung Spallanzanis 1769, dass Schnecken sogar ihren Kopf regenerieren
konnen®, wurde hinsichtlich hohergestellter Wirbeltiere jedoch bis in die zweite Hilfte
des zwanzigsten Jahrhunderts von einer wesentlich eingeschrinkteren
Regenerationsfihigkeit ausgewachsener Organe ausgegangen. Insbesondere beziiglich
des zentralen Nervensystems galt, dass Neurone, einmal in der frithen Entwicklung
gebildet, nur noch dem frithen oder spiten Untergang geweiht sind. So schrieb der
groBe Neuropathologe Santiago Ramon y Cajal 1928: ,(..)Once development was
ended, the fonts of growth and regeneration of the axons and dendrites dried up
irrevocably. In adult centres the nerve paths are something fixed, ended, immutable.
Everything may die, nothing may be regenerated.(..) (Ramon y Cajal, 1928). Diese
von einigen Forschern als ,no-new-neuron-Dogma® bezeichnete Festlegung
verlangsamte die Forschung iiber Plastizitit im zentralen Nervensystem iiber ein
halbes Jahrhundert. Wie beinahe jedes Organ besitzt jedoch auch das Gehirn von
Saugetieren in beschrinktem Umfang die Fihigkeit, iiber die gesamte Lebensspanne
hinaus neue Parenchymzellen zu produzieren. Erste Ergebnisse dieser so genannten
»adulten Neurogenese* wurde schon 1962 von J. Altman publiziert (Altman, 1962),
aber erst mit der histologischen Identifizierung von neuralen Stammzellen in adulten
Gehirn (Reynolds & Weiss, 1992; Kilpatrick & Bartlett, 1993) gewann die Forschung
iiber adulte Neurogenese an Momentum. So konnte 1997 erstmals unzweifelhaft die
adulte Neurogenese im Gyrus dentatus des phylogenetisch mit den Primaten in der
Gruppe Euarchonta eingestuften Spitzhornchen (Tupaia belangeri) nachgewiesen
werden (Gould et al.,, 1997), worauf 1998 eine Studie zum Nachweis adulter
Neurogenese bei Menschen mindestens bis zu einem Alter von 72 Jahren erschien

(Eriksson et al., 1998).

Die kontinuierliche Produktion von Neuronen unter physiologischen Umstinden ist

bei Saugetieren wahrscheinlich nur auf wenige, besonders spezialisierte Areale

4 Dies fiihrte laut Zeitzeugen im spéten achtzehnten Jahrhundert zu einem beispiellosen Angriff

auf Schnecken seitens der Offentlichkeit.

16



Einleitung

beschrinkt, die als neurogene Zonen bezeichnet werden: die Subventrikulidre Zone

(SVZ) sowie die Subgranulidre Zone (SGZ) im Gyrus dentatus des Hippocampus (HC).

Abb. 3: Schema der neurogenen Zonen

A: Schema des histologischen Aufbaus der subventrikularen Zone (SVZ). B-Zellen
produzieren die C-Zellen, die die Neuroblasten (A-Zellen) erzeugen. Die SVZ wird durch
das Ependym E vom Ventrikel abgegrenzt.

B: Sagittalschnitt durch ein Mausehirn. In der SVZ (A) gebildete Neuroblasten wandern
entlang des Rostralen Migratorischen Stroms (RMS) in den Riechkolben, um sich dort in
Neurone auszudifferenzieren. Neugebildete Zellen im Hippocampus verbleiben dort.

C: Schema der Subgranularen Zone (SGZ). Radiale Astrozyten (B) erzeugen D-Zellen
(D), die sich wiederum teilen und sich Uber Zwischenstufen in Zellen der Granularen
Schicht differenzieren (G-Zellen).

Erstellt mit freundlicher Hilfe vonr O. Arias-Carrion

2.1 Neurogene Zonen: die Subventrikulare Zone

Die Subventrikulire Zone (SVZ) ist eine wenige Zell-Lagen breite Schicht lateral
der seitlichen Ventrikel direkt unterhalb des Ependyms und medial des Striatums. In
Nagetieren wurde folgender Proliferationsablauf postuliert, der dann auch auf
Primaten iibertragen wurde: Stammzellen mit Astrozyten-dhnlichen Eigenschaften und
einem geringen Mitoseindex, sog. B-Zellen, produzieren die ,transiently amplifying
progenitor cells* oder C-Zellen, die einen sehr hohen Teilungsindex besitzen. Die C-
Zellen wiederum bringe die neuralen Vorlduferzellen, die Neuroblasten oder A-Zellen,
hervor (Doetsch et al., 1997; Doetsch, 2003). Die Neuroblasten wandern entlang eines
definierten Weges, dem Rostralen Migratorischen Strom (RMS), in den Riechkolben
(bulbus olfactorius, BO) (Lois & Alvarez-Buylla, 1994, Kornack & Rakic, 2001,
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Curtis et al., 2007). Obwohl ein Teil der in den BO einwandernden Zellen durch
Apoptose abstirbt (Biebl et al., 2000), differenzieren sich die restlichen Neuroblasten
in drei verschiedene Typen von Interneuronen und integrieren sich in schon
vorhandene neuronale Netzwerke in zwei verschiedenen Schichten, der granuldren
Zellschicht und der periglomeruldren Zellschicht. 95% der neuen Neurone finden sich
in der granuldren Schicht und benutzen Gamma-Aminobuttersdure (gamma-
aminobutyric acid, GABA) als Transmitter, die verbleibenden 5% integrieren sich in
der periglomeruldren Schicht und sind groBtenteils auch GABAerg. Ca. 0.5% der
Population an neuen Neuronen benutzen jedoch auch Dopamin als Neurotransmitter

(Gall et al., 1987; Winner et al., 2002).

Ein gezieltes Stimulieren der Produktion dieser dopaminergen Neurone konnte eine
zukiinftige Therapieoption des IPS darstellen. In jungen adulten Ratten werden einige
zehntausend Zellen pro Tag im adulten BO generiert und iiberleben auch bis zu 2
Jahre nach einer Markierung mit BrdU (Winner et al., 2002). Riechen spielt bei
Nagern eine wesentliche Rolle in der Regulierung der Neurogenese im BO (Petreanu
& Alvarez-Buylla, 2002). Die neuen Neurone scheinen sich auch funktionell zu
integrieren. So fithrt im Tiermodell die Stimulation von Riechnerven zu
Aktionspotentialen in den neu integrierten Interneuronen (Belluzzi et al., 2003) und
eine Erhohung oder Verringerung der Zahl neugeborener Neurone fiihrt zu einer
verringerten bzw. erhohten Leistung des Riechgedéchtnisses (Gheusi et al., 2000;
Rochefort et al., 2002; Scotto-Lomassese et al., 2003). Diese Funde bekriftigen die
Hypothese, dass eine bei dem IPS verringerte Neurogenese verantwortlich sein konnte

fiir eine Riechstorung, die hiufig bereits im frithen Krankheitsverlauf beobachtet wird.

2.2 Neurogene Zonen: der Gyrus dentatus des Hippocampus

Im Gyrus dentatus des HC werden relativ zur SVZ wesentlich weniger Neurone
produziert, die aus einer anthropozentrischen Sicht jedoch funktionell wesentlich
wichtiger sein konnen, da der HC als ,,Tor zum Ged&chtnis* deklarative Informationen
prozessiert und evaluiert, bevor diese fiir lange Zeit in neokortikalen Regionen

gespeichert werden. Das Langzeit-Gedichtnis wird als wesentliche Voraussetzung
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angesehen fiir menschliche Leistungen wie Bewusstsein und dem Gefiihl einer relativ

stabilen Identitit liber ldngere Zeitspannen.

In vivo residieren die neuralen hippocampalen Vorlduferzellen in der Subgranulédren
Zone (SGZ), einer hoch vaskularisierten, diinnen Zellschicht zwischen der granulédren
und der plexiformen Schicht des Gyrus dentatus. Die SGZ enthidlt neben den
angenommenen Stammzellen mit Astrozyten-dhnlichen Eigenschaften auch neuronale
und gliale Vorlduferzellen sowie Neurone in unterschiedlichen Entwicklungsstadien
(Seri et al., 2004; Filippov et al., 2003; Ambrogini et al., 2004). Ahnlich wie die
Nomenklatur in der SVZ werden unterschiedliche Zellpopulationen unterschieden:
radiale Gliazellen teilen sich und erzeugen die so genannten DI1-Zellen (den
wtransiently amplifying precursor cells*), die sich wiederum teilen und iiber
Zwischenstufen (D2, D3) in postmitotische granuldre Zellen ausreifen (Seri et al.,
2004). Diese integrieren sich in die granulidre Schicht und iibernehmen funktionelle
Aufgaben. So konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass neue granuldre Zellen
funktionierende =~ Verbindungen zu  umliegenden  Zellen aufbauen und
elektrophysiologische Antworten zeigen, die sehr dhnlich denen der umliegenden
Zellen sind (Van Praag et al., 2002, Carlen et al., 2002). Neurogenese im HC wurde in
verschiedenen Studien verantwortlich gemacht fiir mnestische Funktionen mit
Betonung des rdumlichen Gedichtnisses (Malberg et al., 2000, Santarelli et al., 2003).
Weiterhin wird eine verringerte hippocampale Neurogenese in Verbindung gebracht
mit Depressionen: Patienten mit einer ,,Major Depression* konnen einen atrophierten
HC besitzen (Sheline et al., 1996), Antidepressiva erhohen im Tierversuch die
Neurogeneserate und verlieren ihre klinische Wirksamkeit, wenn die Neurogenese

gehemmt ist (Malberg et al., 2000, Santarelli et al., 2003).

2.3 Die dopaminerge Beeinflussung der Neurogenese

Schon frith konnte gezeigt werden, dass die adulte Neurogenese durch externe und
interne Faktoren beeinflussbar ist. Dies weckte die Hoffnung, durch genaue
Kenntnisse der Stimulationsmechanismen die Bildung neuer Nervenzellen fiir
Reparaturen in einem pathologisch degenerierten Gehirn zu nutzen. So wurden die

unterschiedlichsten die Neurogenese beeinflussenden Faktoren identifiziert, wie z. B.
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Stress, Sexualhormone, eine stimulierende Umwelt und korperliche Bewegung,
Ischiamie oder Geruch (Gould et al., 1997; Lennington et al., 2003; Kempermann et
al., 1997; Tonchev et al., 2005; Rochefort et al., 2002). Als stirkster bekannter
negativer Faktor fiir die Neurogeneserate wurde das Alter identifiziert: Wihrend ein
relativ _hohes Niveau postnatal und in frither Jugend vorherrscht, nimmt die
Neurogeneserate mit zunehmendem Alter fast hyperbolisch ab, ohne jedoch
vollkommen zu verschwinden ( Seki & Arai, 1995; Eriksson et al., 1998; Quinones-

Hinojosa et al., 20006).

Weiterhin werden die SVZ und der HC von vielen Hirnregionen mit unterschiedlichen
Transmittern innerviert. Fiir einige Botenstoffe konnte eine Beeinflussung der
Neurogenese gezeigt werden. So scheint eine Blockierung der NMDA-Rezeptoren die
Neurogenese zu verstirken (Bernabeu & Sharp, 2000). Eine Lision im basalen
Vorderhirn und damit einer Verringerung der cholinergen Innervation fiihrt zu einer
verringerten Neurogenese (Cooper-Kuhn et al., 2004). Die serotonerge Innervation
hingegen scheint die Neurogenese im HC und der SVZ zu erhohen (Brezun &
Daszuta, 1999). Auch eine vermehrte Freisetzung von Noradrenalin erhoht die
hippocampale Neurogeneserate durch eine hohere Uberlebensrate der neugeborenen
Zellen (Rizk et al., 2006) Fiir die vorliegende Arbeit am wichtigsten sind die
Auswirkungen des Neurotransmitters Dopamin auf die Neurogenese. Erkenntnisse
beziiglich des dopaminergen Einflusses auf die Proliferation innerhalb der neurogenen

Zonen sollen im Folgenden vorgestellt werden.

Vorangestellt werden muss, dass Dopamin die Nervenzellen durch mindestens 5
verschiedene Rezeptoren stimuliert, die in zwei Gruppen mit hédufig sehr
unterschiedlicher Wirkung eingeteilt werden konnen: Die D1L-Subgruppe (D1 und
D5) und die D2L-Subgruppe (D2, D3, D4) (Missale et al., 1998).

Im Rattenmodell fiihrt eine Lésion der dopaminergen Innervation der SVZ durch 6-
OHDA zu einer verringerten Zellproliferation, welche durch Administration von
Levodopa oder Ropirinol, einem Agonisten fiir D2 und D3-Rezeptoren, wieder
aufgehoben wird (Hoglinger et al., 2004). Auch ohne vorangegangene dopaminerge
Denervierung fiihrt die Administration des D3-Rezeptor-Agonisten 7-OH-DPAT, zu
einem Anstieg der Zahl neugeborener Vorlduferzellen in der SVZ in vivo (van
Kampen et al., 2004). Dies kann in vivo durch die gleichzeitige Behandlung mit SB-

277011-A, einem D3-Rezeptor-Antagonisten, wieder teilweise riickgidngig gemacht
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werden (van Kampen et al., 2004). Auch in vitro zeigt sich der Effekt reversibel durch
die gleichzeitige Gabe von Sulpirid, einem Antagonisten der D2L-Rezeptorgruppe
oder U-99194-A, einem selektiven Antagonisten des D3-Rezeptors (Coronas et al.,
2004). Somit scheint bei Ratten der D3-Rezeptor fiir die dopaminerge Stimulation der
Zellproliferation in der SVZ zu sorgen, unabhingig, ob vorher eine dopaminerge

Lision vorlag oder nicht.

Bei Miusen ist die Datenlage etwas anders: Eine temporire dopaminerge Denervation
durch MPTP fiihrt zu einer temporéiren Verringerung der Zellproliferation in der SVZ
(Hoglinger et al., 2004). Ebenso fiihrt eine dopaminerge Lision durch 6-OHDA zu
einer verringerten Zellproliferation (Baker et al., 2004). Jedoch scheint bei Miusen
eine Stimulation der Neurogenese ohne vorausgegangene Lésion nicht {iber den D3-
Rezeptor zu funktionieren, da die Administration von 7-OH-DPAT zu keinem Anstieg
der Proliferation bei unléddierten Tieren fiihrt, und auch U-99194-A, ein D3-Rezeptor-
Antagonist, zu keiner Verdnderung der Proliferation fithrt. Auch knockout- Miuse fiir
den D3-Rezeptor zeigen keinen Unterschied in der Zellzahl (Baker et al., 2005). Die
Aktivierung eines der Rezeptoren der D2-Rezeptor-Subgruppe scheint jedoch
stimulierende Wirkung auf die Zellteilung zu haben, da der Agonist der D2L-
Rezeptorgruppe Bromocriptin in SVZ-Zellkulturen konzentrationsabhéngig zu einem
Anstieg der Zellproliferation fiithrt, was durch die gleichzeitige Behandlung durch
Sulpirid, einem Antagonisten der D2L-Rezeptorgruppe, wieder aufgehoben werden
konnte (Hoglinger et al., 2004). Somit scheint auch bei Méusen ein Rezeptor der D2L-
Subgruppe, aber nicht der D3-Rezeptor, fiir eine Stimulation der Zellproliferation

verantwortlich zu sein.

Die Datenlage iiber eine dopaminerge Beeinflussung der Neurogenese bei nicht-
menschlichen Primaten und beim Menschen ist noch spirlich. Hoglinger et al. konnten
zeigen, dass post mortem in Gehirnen von Parkinson-Patienten die Anzahl
proliferierender Zellen in den neurogenen Zonen vermindert ist (Hoglinger et al.,
2004). Da jedoch alle beobachteten Patienten verschiedene Therapieregime erhielten
und eventuell an Komorbititen litten, ldsst sich diese Aussage nicht sicher
verallgemeinern. Eine sichere Aussage iiber die positive Beeinflussung der adulten
Neurogenese durch Dopamin auch bei Primaten konnte vor Durchfithrung der hier

vorgestellten Arbeit nicht gemacht werden.
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2.4 Nachweismethoden

Um neu gebildete Zellen nachzuweisen und damit a) die Existenz von neurogenen
Zonen im adulten Individuum und b) deren Regulationsmoglichkeit nachzuweisen,

wurden verschieden Methoden etabliert, die hier kurz vorgestellt werden sollen.

Die meisten Zellmolekiille befinden sich in einem konstanten Austausch; nach
Abschluss der Zellteilung stellt die Desoxyribonucleinsdure (DNS) hingegen das
wahrscheinlich stabilste Molekiil innerhalb einer Zelle dar. Bei der Mitose wird die
DNS dupliziert und bleibt danach relativ unverdndert. Wenn zum Zeitpunkt der
Zellteilung charakteristische Nukleosid-Derivate in der Zelle vorhanden sind, die dann
in die DNS integriert werden, lassen sich diese zu einem spidteren Zeitpunkt
immunohistochemisch oder autoradiographisch nachweisen. Dadurch kann der

Entstehungszeitpunkt der Zelle und damit auch das Alter der Zelle bestimmt werden.

Die ersten Studien, welche sich dieses Prinzips zur Markierung von DNS
experimentell bedienten, benutzten mit Tritium radioaktiv markiertes Thymidin,
welches den Versuchstieren systemisch injiziert wurde und von Zellen in der S-Phase
aufgenommen und permanent in die DNS eingebaut wurde (Messier et al., 1958). Post
mortem wurden dann Gewebsschnitte hergestellt und die Strahlung der markierten
Thymidin-Molekiile durch eine Schwirzung einer Photoplatte nachgewiesen.
Wesentliche Nachteile dieser Methode liegen darin, dass eine genaue dreidimensionale
Rekonstruktion und somit die Doppelmarkierung einer Zelle mit anderen Markern
nicht moglich ist. 1993 wurde eine nicht-radiographische Technik zum Nachweis von
neu gebildeten Nervenzellen vorgestellt: Ein Thymidinanalog namens Desoxyuridin
wurde mit Brom zu 5-bromo-2-deoxyuridin (BrdU) verkniipft, welches post mortem
immunohistochemisch mit einem spezifischen Antikérper nachgewiesen werden kann
(Corotto et al., 1993). BrdU kann in Kombination mit anderen Markern in einer sehr
hohen rdumlichen Auflosung mithilfe des konfokalen Laserscanmikroskops
nachgewiesen werden. BrdU gilt deshalb als Goldstandard in der
Neurogeneseforschung, obwohl die Autoradiographie sehr sensitiv und spezifisch ist
(Rakic, 2002). Ein Argument gegen die BrdU-Methode ist, dass nicht ausgeschlossen
werden kann, dass hiermit auch apoptotische Vorginge oder DNS-
Reparaturmechanismen nachgewiesen werden (Rakic, 2002; Borta und Hoglinger,

2007). So kann der Apoptose unter bestimmten Umstédnden vorausgehen ein abortiver
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Versuch der Zellen, in den Zellzyklus einzusteigen und BrdU in die DNS einzubauen
(El-Khodor et al., 2003; Hoglinger et al.,, 2007). Auch wihrend eines
Reparaturvorganges oder einer Endo-Replikation der DNS kann es zu einem Einbau
von BrdU kommen, da die DNS-Polymerase aktiv ist (Nowakowski & Hayes, 2000;
Chase & Tolloczko, 1987). Bei einer Zellverschmelzung eines Neurons mit einer
proliferierenden Gliazelle kann es zur falsch positiven Detektion kommen (Alvarez-
Dolado et al., 2003; Borta & Hoglinger, 2007). Um mogliche Falschaussagen zu
vermeiden, wird BrdU meistens mit einer weiteren, unabhéngigen Nachweismethode

kombiniert.

Als BrdU-unabhidngige Nachweismethode eignet sich z.B. die Transfektion von
proliferierenden Zellen mit einem Retrovirus, um in den Tochterzellen die Expression
des griin fluoreszierenden Proteins (GFP) anzuregen. Einzelne neu gebildete Neuronen

konnen dann histologisch nachgewiesen werden (Carlen et al., 2002).

Zusitzlich wurden Antikorper gegen endogen exprimierte Proteine entwickelt, die mit
der Zellteilung assoziiert sind, so gegen PCNA (proliferating cell nuclear antigene)
oder gegen mKi67. PCNA ist ein 36 kDa grof3es Protein, welches als Hilfsprotein der
delta-DNA-Polymerase in der friilhen G1- und S-Phase der Mitose exprimiert wird
(Hall et al., 1990). Obwohl eine (seltene) Expression bei Zellreparaturen nicht
ausgeschlossen werden kann, wird es hidufig als Nachweismethode fiir proliferierende
Zellen benutzt. mKi67 ist ein Protein, welches in der spiaten G1-,S-, G2- und M-Phase
exprimiert wird, und durch den Antikérper Ki67 nachgewiesen wird (Scholzen &
Gerdes, 2000). Im Unterschied zu den vorher beschriebenen markierten Nukleinsduren
markieren PCNA und Ki67 Proteine von Zellen, die sich zum Zeitpunkt der

Gewebeentnahme teilten.

Auch Antikdper gegen Proteine, die vor allem in jungen, noch nicht ausdifferenzierten
Zellen exprimiert werden, konnen hilfreich sein. Haufig wird hierfiir ein Antikorper
gegen PSA-NCAM (polysialic acid — neural cell adhesion molecule) verwandt.
Sowohl im Hippocampus als auch in der SVZ wird es von jungen, migrierenden
Neuronen, den A-Zellen, exprimiert (Doetsch et al., 1997). Jedoch muss bedacht
werden, dass es auch auf reaktiven Neuroglia nachgewiesen wurde (Oumesmar et al.,

1995).
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Da sowohl BrdU als auch mit Tritium markiertes Thymidin zytotoxisch ist, verbietet
sich deren Gebrauch beim Menschen zum alleinigen Nachweis der Neurogenese. Ein
vollig neues Konzept, welches auf dem Nachweis von in der Atmosphire
vorhandenem C14 beruht, umgeht diese Schwierigkeiten: Die iiberirdische Testung
von Atombomben in den 60er und 70er Jahren des vergangenen Jahrhunderts fiihrte zu
einem erheblichen Anstieg des atmosphérischen C14, welches sonst in relativ geringen
Mengen iiber lange Zeitrdume konstant vorhanden ist. Nach dem Vertrag zum Verbot
von Nuklearwaffentests 1963 nahm das Niveau an C14 durch die Aufnahme in
Pflanzen exponentiell ab und wird sich in Zukunft wieder normalisieren. In
Individuen, die wihrend der Schwankung des C14-Gehalts leben, fiihren
unterschiedliche Konzentrationen an dem durch die Nahrung aufgenommenen C14 zu
unterschiedlichen Konzentrationen an in die DNS eingebautem C14. Somit ldsst sich
das Alter der Zelle durch massenspektrometrische Untersuchungen post mortem

bestimmen (Spalding et al., 2005; Bhardwaj et al., 2006).

Alle hier geschilderten Nachweismethoden haben den entscheidenden Nachteil, dass
die neuen Nervenzellen erst post mortem nachgewiesen werden konnen. So kann man
bislang nicht im Zeitlauf die Proliferation, Migration und Differentiation von
Stammzellen an einem individuellen Tier sequentiell darstellen. Zuverlédssige nicht-
invasive in-vivo-Nachweismethoden existieren noch nicht, obwohl erste Versuche

mittels MRT vorgestellt wurden (Huddleston et al., 2005, Jiang et al., 2005).

3. Ethik von Tierversuchen

Die Durchfiihrung von Tierversuchen wird von Seiten der Offentlichkeit aus ethischen
Griinden und unter Berufung auf das Tierschutzgesetz (TierSchG §1 ,,...Niemand darf
einem Tier ohne verniinftigen Grund Schmerzen, Leiden oder Schiaden zufiigen...)
teilweise heftig kritisiert. Es wurden verstirkt Bemiihungen unternommen, um die
Anzahl der Tierversuche zu reduzieren und diese teilweise durch alternative
Methoden, wie in-vitro-Modelle, Gewebekulturen oder Computersimulationen, zu
ersetzen. Diese unterstiitzenswerte Entwicklung stof3t jedoch schnell an ihre Grenzen:
Wihrend Zell-Zellkontakte und physiologische Eigenschaften mit Gewebekulturen
oder Computersimulationen bis ins Detail erforscht werden konnen, stellen komplexe

pathophysiologische Mechanismen wie die Krankheitsentitit IPS des Menschen
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jegliche  Modellversuche vor unlosbare Probleme. Das Zusammenspiel
unterschiedlicher Hirnregionen, in denen pathologische Prozesse hdufig miteinander
mannigfaltig vernetzt ihren Gang nehmen, kann auch mit Hochleistungscomputern
nicht simuliert werden. Um ein System zu simulieren, miissen dessen
Gesetzmaifigkeiten bekannt sein, was bei der Neurogenese nicht der Fall ist. Um
Modelle zu schaffen, die Voraussetzungen fiir klinische Studien an humanen Patienten
mit [PS darstellen kénnen, sind Tiermodelle hédufig unerlédsslich. Tiermodelle bieten
die Voraussetzung, aus einer Fiille von moglichen beeinflussenden Faktoren einzelne
herauszuheben und nahezu isoliert zu betragen. Die Moglichkeit der Uberwachung
und Kontrolle verschiedenster Parameter vor, wihrend und nach der Durchfiihrung
eines Tierversuches schafft die notige Voraussetzung fiir eine Reproduzier- und

Uberpriifbarkeit der Versuche.

Die benutzten Spezies reichen von Insekten wie Drosophila melanogaster (Whitworth
et al., 2006), iiber Nager wie Ratte oder Maus hin zu nichtmenschlichen Primaten.
Nagetiere werden am héufigsten als Tiermodelle fiir das IPS verwandt, weil sie als
Siugetiere dem Menschen als gemeinsame Mitglieder der Uberordnung
Euarchontoglires taxonomisch relativ nahe stehen und wegen der kurzen
Replikationszeit und der relativ einfachen Tierhaltung geeignet sind fiir Arbeiten, die
eine groe Anzahl an Séugetieren erfordern. Nachteile bestehen z.B. in der
unterschiedlichen Vulnerabilitit gegeniiber Neurotoxinen und einer imperfekten
Homologie der klinischen Symptome. Wihrend iiber die meisten taxonomischen
Ordnungsgrenzen hinweg die adulte SVZ und SGZ als hauptsidchliche Quelle neu
gebildeter Nervenzellen akzeptiert sind, scheint sich das Schicksal der dort gebildeten
Neuroblasten zwischen Nagern und Primaten sehr zu unterscheiden. Wihrend so z. B.
pathologische Stimuli wie eine ischdmische Lision bei Nagern zu einem Auswandern
von neugeborenen Zellen in Fokusrichtung fiihren, konnte dies bei Primaten nicht
nachgewiesen werden (Arvidsson et al., 2002; Tonchev et al., 2005). Dies zeigt, dass
Erkenntnisse beziiglich der Neurogenese nicht direkt vom Nager auf Primaten

ibertragen werden konnen.

In den meisten Studien werden relativ junge Tiere benutzt. Der stirkste bekannte
negative Beeinflussungsfaktor der Neurogenese ist jedoch das Alter. Das IPS tritt
hauptsichlich im spiten Lebensalter auf, so dass der nichtmenschliche Primat im

fortgeschrittenen Lebensalter als optimales experimentelles Modellsystem gilt.
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Um Erkenntnisse iiber die humane adulte Neurogenese unter den pathologischen
Umstdnden der Parkinson-Krankheit zu gewinnen, die einerseits die ndotigen
Voraussetzungen einer reproduzierbaren und definierbaren experimentellen
Umgebung und andererseits die groBte Wahrscheinlichkeit der Ubertragbarkeit auf
den Menschen bieten, gibt es zum jetzigen Zeitpunkt kein anderes Modell als das
Primatenmodell. Unter der Voraussetzung, dass konkret und zielorientiert
Erkenntnisse zur Verringerung oder Verhinderung menschlichen Leidens gesucht
werden und das Leiden und die Anzahl der dafiir benttigten Tiere auf ein Mindestmaf
reduziert wird, scheinen dem Autor dieser Arbeit auch Versuche mit Primaten ethisch
vertretbar. In dieser Arbeit sollen die Ursachen bisher unverstandener pathologischer
Vorginge der Parkinson Krankheit wie dem Frithsymptom Riechstérung erforscht
werden und Voraussetzungen fiir eine eventuelle zukiinftige Stimulation endogener

Reparaturmechanismen geschaffen werden.
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4. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist, den Einfluss von Dopamin auf die Neurogenese bei alten
Primaten zu {iiberpriifen. Dieser Versuch soll ein Modell des menschlichen IPS
darstellen, da bei dieser Erkrankung eine erhebliche Reduzierung des dopaminergen
Niveaus entsteht. Bei dem IPS tritt als Friihsymptom eine Riechstorung auf. In dieser
Arbeit soll der Hypothese nachgegangen werden, dass der Zusammenhang zwischen
der verringerten dopaminergen Innervation und der Riechstorung in einer verringerten
Neurogenese in der SVZ liegt. Grundlegend fiir diese Arbeit sind folgende zwei
Sachverhalte: a) im adulten Gehirn von Sidugetieren werden bis ins hohe Alter hinein
aus Vorlduferzellen neue Nervenzellen gebildet, und b) diese neuen Nervenzellen
tibernehmen funktionelle Aufgaben. So konnte im Tierversuch nachgewiesen werden,

dass eine verringerte Neurogenese zu einer verringerten Riechleistung fiihrt.

Um eine mogliche Verkniipfung zwischen einer verringerten dopaminergen
Innervation und einer verringerten Riechleistung zu iiberpriifen, miissen folgende,

bisher noch unbewiesene Einzelhypothesen verifiziert werden:
1) Unterscheidet sich die SVZ zwischen alten und jungen Primaten?
2) Gibt es eine direkte dopaminerge Innervation der SVZ im Primaten?

3) Hat eine solche Innervation funktionelle Auswirkungen auf die Neurogenese,

insbesondere auch bei Primaten im hohen Lebensalter?

4) Ist die Innervation raumlich organisiert und beeinflusst unterschiedliche Areale

der SVZ in unterschiedlichen MaBlen?

Eine Beantwortung dieser Fragen wiirde neue Erkenntnisse zur Pathogenese der IPS
liefern und moglicherweise eine Erklidrung fiir ein klinisch bedeutsames Frithsymptom
bieten. Eine bessere Charakterisierung der Regulationsmechanismen adulter
Neurogenese bietet weiterhin Ansatzpunkte, das korpereigene Regenerationspotential

in der Zukunft therapeutisch nutzbar zu machen.

27
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1. Materialien und Bezugsquellen

1.1 Chemikalien

Biotin Dextran Amin (BDA)
5-Bromo-2-Deoxyuridin (BrdU)
Diaminobenzidin (DAB)
Ziegenserum (Normal Goat Serum;

NGS)

1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) [Sigma, St. Louis, MO

Sigma, St. Louis, MO
Sigma, St. Louis, MO
VectorLaboratories, Burlingame, CA
Sigma, St. Louis, MO

Pferdeserum (Normal Horse Serum; NHS) Sigma, St. Louis, MO

IAvidin+Biotin (Vectastain) VectorLaboratories, Burlingame, CA
1.2 Antikérper

Primére Antikorper Verdiinnung [Produzent

Ratte anti BrdU 1:200 ImmunologicalsDirect, Oxfordshire, UK

Maus anti PCNA 1:500 Dako, Glostrup, Ddnemark

Maus IgM anti PSA-NCAM 1:400 Chemicon, Temecula, CA

Kaninchen anti Tyrosin(1:500 Pel-Freez, Compiegne, Frankreich

Hydroxylase (TH)

Kaninchen anti Dopamin|1:500 Chemicon, Temecula, CA

transporter (DAT)

Kaninchen anti Dopamin-beta-{1:500 Chemicon, Temecula, CA

Hydroxylase

Maus anti Ki67 1:100 Novocastra, Newcastle, United Kingdom

Sekundire Antikorper Verdiinnung [Produzent

Cy3 konjugiertes Ziegen antill:200 Jackson Laboratories, West Grove, PA

Ratte IgG

FITC konjugiertes Ziegen antil:200 Jackson Laboratories, West Grove, PA

Ratte IgG
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biotinyliertes Ziege anti Maus|1:1000 Chemicon, Temecula, CA

IeM

biotinyliertes Schaf anti Maus IgG|1:200 Chemicon, Temecula, CA

Cy3 konjugiertes Ziege antill:200 Jackson Laboratories, West Grove, PA
Kaninchen IgG

FITC konjugiertes Ziege anti|l:200 Jackson Laboratories, West Grove, PA
Kaninchen IgG

1.3 Versuchstiere

Alle Tierexperimente wurden gemall der European Council Direktive aus dem Jahre
1986 (86/609/EEC) durchgefiihrt. Die Tierexperimente wurden in den Ridumen der
Tierversuchsanstalt des Hopital Pitie-Salpetriere durchgefiihrt. Die Experimente waren
von der zustidndigen lokalen Tierschutzbehorde genehmigt. Die Tiere wurden unter
Standardkonditionen (12-stiindige Licht-Dunkel-Wechsel, 23°C, 50% Luftfeuchte)
gehalten. Thr Alter wurde durch das Alter bei Fang zuziiglich der Dauer in
Gefangenschaft sowie entsprechend ihres Zahnstatus und ihrer Fellfarbe bestimmt.

Fiir die Tracing-Studien wurden drei Athiopische Griinmeerkatzen (Clorocebus
aethiops) benutzt, die zwischen 4 und 6 Jahre alt waren und zwischen 5,5 und 6,5 kg
wogen. Um die Auswirkung der dopaminergen Denervation zu studieren, wurden
sechs Rhesusaffen (Macaca mulatta) verwendet, die zwischen 20 und 25 Jahre alt
waren und zwischen 8,0 und 15,0 kg wogen. Zwei junge Javaneraffen (Macaca
fascicularis) mit einem Gewicht von 3,5 bzw. 4,0 kg und einem Alter von 4 bzw. 6
Jahren wurden benutzt, um die altersabhidngigen Veridnderungen der SVZ zu
charakterisieren.

Anzahl eutscher Name |Lateinischer Name Alter Gewicht

3 Athiopische Clorocebus aethiops 4 — 6 Jahre 5,5-6,5kg
Griinmeerkatze

6 hesusaffen Macaca mulatta 20 — 25 Jahre 8,0 —15,0 kg

2 avaneraffen Macaca fascicularis 4 — 6 Jahre 3,5 -4,0 kg

Alle Tiere wurden bei BioPrim, Baziege, Frankreich erworben und waren zuvor fiir
keinerlei Experimente benutzt worden.

2. MPTP- und BrdU-Behandlung

Um die proliferierenden Zellen zu markieren, wurde sechs zwischen 20 und 25 Jahre
alte Rhesusaffen (Macaca mulatta) das Thymidin-Analog 5-Bromo-2-Deoxyuridin
(BrdU) unter Anisthesie mit 10mg/kg Korpergewicht (KG) Ketamin injiziert. Dafiir
wurde BrdU in einer Losung zu Smg/ml in 0,9%NaCl mit 7mM NaOH gelost und mit
40mg BrdU/kg KG injiziert. Damit auch die sich nur selten teilenden Vorlduferzellen
markiert werden, wurde BrdU zehnmal in zwei- bis dreitdgigen Abstinden iiber eine
dreiwochige Periode injiziert, so dass eine kumulative Dosis von 400mg BrdU/kg KG
erreicht wurde.
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Identifikation der MPTP-Versuchstiere

Bezeichnung |Gewicht MPTP
Anzahl von Kumulative
Injektionen a  |Gesamtdosis
0,4 mg/kg KG [(mg/kg KG)

MMv1 15,5 kg

MMv?2 8,5 kg

MMyv3 11 kg

MMv4 8,5 kg 6 2,4

MMv5 12,4 kg S5 2,0

MMv6 10 kg 4 1,6

Einzig von MMv6 war ein genaues Alter von 21 Jahren bekannt. Das genaue Alter der
anderen Tiere war nicht bekannt, da sie nicht in einer Versuchsanstalt geboren wurden.
Aber alle Tiere lebten fiir mindestens 15 Jahre in einem pharmazeutischen Labor und
waren zum Zeitpunkt ihrer Gefangennahme ungefihr 5 Jahre alt.

Um eine profunde und stabile dopaminerge Denervation zu erreichen, wurden drei der
sechs Rhesusaffen zusitzlich 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridine (MPTP)
(0,4mg/kg KG, aufgelost in sterilem NaCl ad injectabilia) in 2-3-tdgigen Abstidnden
intramuskulédr (i.m.) unter Anésthesie durch Ketamin (10mg/kg KG) injiziert. Dies
entspricht einem etablierten Schema (Elsworth et al., 1987), welches geringfiigig
abgewandelt wurde, indem die Intervalle zwischen den Injektionen leicht verldangert
wurden, da dltere Tiere eine hohere Empfindlichkeit gegeniiber MPTP zeigen. Jeden
zweiten bis dritten Tag wurde das motorische Verhalten der intoxikierten Tiere von
der gleichen Person nach einem standarisierten Schema evaluiert. Je O bis 3 Punkte
konnten fiir folgende sieben Parameter vergeben werden, so dass eine maximale
Punktzahl von 21 Punkten erreichbar waren: Spontane Aktivitdt im Kéfig, Haltung,
Gleichgewicht, Erndhrung, Bradykinesie und Tremor (modifiziert nach Schneider &
Kovelowski, 1990). Zusitzlich wurden die Tiere wihrend der Nahrungsaufnahme fiir
je 15 Minuten gefilmt. Die MPTP-Injektionen wurden bis zum Erreichen eines
stabilen Parkinson-Syndroms wiederholt, so dass 4 bis 6 Injektionen pro Tier und
damit eine kumulative Dose von 1,6 bis 2,4 mg/kg KG erreicht wurde. Drei weitere
zwischen 20 und 25 Jahre alte Kontrollaffen erhielten identische Volumina an 0,9%
NaCl injiziert. Zwei der drei intoxikierten und alle Kontrolltiere wurden 5 Wochen
nach der letzten MPTP oder NaCl-Injektion durch eine tddliche Dosis an Ketamin
getdtet und mit 21 0,9% NaCl-Losung transkardial perfundiert. Ein MPTP-
intoxikiertes Tier zeigte schon in der dritten Woche nach der ersten MPTP-Injektion
so starke Beeintrdchtigungen, dass es 22 Tage nach der ersten MPTP-Injektion durch
eine todliche Dosis an Ketamin geopfert wurde.

Nach der Perfusion wurden die Gehirne entnommen, mittsagittal in zwei Hemisphéren
geteilt und diese dann durch koronare Schnitte weiter in kleinere Gewebeblocke von
etwa lcm Dicke geschnitten. Die Blocke der linken Hemisphére wurden fiir ca. 10 min
auf Trockeneis zwischengelagert und direkt danach bei -80°C in Plastiksidckchen
gelagert, um diese biochemischen Analysen zuginglich zu machen. Die Blocke der
rechte Hemisphire wurden fiir 3 Tage in 0,1 M PBS mit 4% Paraformaldeyd (PFA)
und 5% Succrose postfixiert, anschlieBend fiir einen Tag in 0,1 M PBS mit 10%
Succrose gewaschen und dann in zwanzigprozentiger Succrose mit 0,1 M PBS fiir
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weitere 2 Tage gelagert, wonach die Blocke bei -80°C bis zur weiteren Benutzung in
Plastiksdckchen aufbewahrt wurden.
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3. Tracing Studien

Um den Ursprung der dopaminergen Innervation der SVZ zu bestimmen, wurde der
anterograde Tracer Biotin Dextran Amin (BDA) in das Mittelhirn von drei
Athiopischen Griinmeerkatzen (Clorocebus aethiops) injiziert. Nach einer tiefen
Anisthesie durch 1.m. Injektionen von Ketamin (10mg/kg KG) wurden die Tiere fiir
den weiteren Verlauf der Operation durch eine intratracheale Intubation mit 1%
Fluothan und 50% Nitrogen Protoxid und 50% Sauerstoff in Anésthesie gehalten.
Nach dem Platzieren in einen stereotaktischen Apparat wurde BDA (10% in 0,1 M
PBS) iontophoretisch in 6,8 pA-Pulsen einer Dauer von je 7 s in Intervallen von 7 s
iiber einen 10-Minuten-Zeitraum in den drei Affen in verschiedenen Gehirnareale
injiziert: a) der posterolaterale Teil der SN pars compacta (SNpc), b) der
anteromediale Teil der SNpc und c¢) das retrorubrale Feld. Die exakten
stereotaktischen Injektionen wurden durch die radiologische Visualisierung
anatomischer Anhaltspunkte (Ventrikel, sowie die Comissura anterior (CA) und
Commisura posterior (CP)) ermoglicht (Percheron et al., 1986). Zehn bis 12 Tage
spater wurden die Tiere wie oben beschrieben anédsthesiert und in einem
stereotaktischen Apparat unter Rontgensicht je ein Rohrchen vertikal in jede
Hemisphire senkrecht zu einer gedachten Ebene durch die CA und CP eingefiihrt.
AnschlieBend wurden die Tiere durch eine Uberdosis an Ketamin getdtet und
transkardial perfundiert mit 0,5 1 heparinisierter steriler NaCl-Losung und 5 1 steriler
NaCl-Losung mit 4% PFA und 2,5% Succrose. Anschlieend wurde das Gewebe mit 1
I eiskaltem 0,1 M PBS mit 5% Succrose fixiert. Das Gehirn wurden aus dem Schidel
entfernt, fiir einen Tag in 10% Succrose und fiir zwei weitere Tage in 20% Succrose
getriankt und anschlieBend bei -80°C gelagert.

4. Gewebeaufbereitung

Herstellen von Gewebeschnitten

Die Gehirnblocke wurden fiir die histologischen Féarbungen auf einem
Schlittenmikrotom in 50um dicke Schnitte fiir das Tracing-Experiment und in 40um
dicke Schnitte fiir das MPTP-Experiment geschnitten. Hierfiir wurden die
Gehirnblocke mit 30% Succrose auf einer mit Trockeneis und Ethanol gekiihlten
Metallplatte fixiert. Diese Metallplatte wurde in dem unter der Klinge verschiebbaren
Schlitten befestigt. Das Kiihlen der Metallplatte und des Blockes wéhrend des
Schneidens erfolgte mittels Trockeneis. Die Schnitte wurden dann in mit 0,1 M PBS
mit 0,2% Natriumazid gefiillten Plastikschalen bei 4°C gelagert.

Gelatinieren der Objekttriger

3,5 g Gelatine und 0,35 g Chromkaliumsulfat wurden unter Erwidrmung auf 60°C in
700 ml HyOges; gelost. Im Wasserbad wurde die Gelatinelosung auf 50°C abgekiihlt.
Die Objekttrager werden zum Entfetten kurz in 70% Ethanol getaucht, anschlieBend
zweimal in H,Ogeq und dann fiir einige Sekunden in die Gelatinelosung. Nachdem die
Objekttriager fiir 2 Stunden an der Luft getrocknet wurden, wurden sie ein zweites Mal
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in die Gelatinelosung getaucht. Nach dem Trocken waren die Objekttriger
gebrauchsfertig.

5. Puffer und Losungen

PB H,0 dest. 101

101 Na,HPO,*2H,0 230 g
NaH,PO,*H,0 52,44 ¢

PBS 0,1 M PO,>-Puffer 500 ml

11 NaCL 8,8 ¢g
KCl 02¢g
H>O04es. ad 1000 ml

Tris HCI-Puffer Tris 121,1 ¢

11 HyOget 1000ml

pH 7,5 mit HCI einstellen

TBS Tris 1 M 500 ml
21 NaCl 176 g
KCl 04¢g
HO04est. ad 2000 ml
Boratpuffer Borsédure 3,09 ¢
450 ml HO04est. ad 450 ml

pH 8,5 mit 5 N NaOH einstellen

DAB - Férbelosung Tris 20 ml
20 ml DAB 10 mg
H202 2 },11
DAB Ni - Férbelosung Tris 20 ml
20 ml DAB 10 mg
Ni 40 mg
HzOz 2 l,ll
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4 9% Paraformaldehyd:

4 g Paraformaldehyd wurden in 50 ml H;Ogest nach Zugabe von 100 ul 10 N NaOH
unter stindigem Rithren und Erwidrmen auf 70°C gelost. Nachdem sich das
Paraformaldehyd vollstindig gelost hatte, wurden 50 ml 0,2 M PB hinzu gegeben und
die Losung durch einen Faltenfilter filtriert.

30% Saccharose-Losung

400ml Saccharose 150g
0,1 M PB 400ml

Gelatine-Losung

700ml Gelatine 35¢g
Chromkaliumsufat 0,35¢g
H2Odest 700ml

6. Allgemeine histologische Farbungen

Nissl- Farbung

Die fixierten Gehirnschnitte wurden auf mit Gelatine beschichteten Objekttrigern
fixiert und fiir mindestens 2 Std. an der Luft getrocknet. Nach einem kurzen Bad in
Xylen durchliefen die Schnitte eine absteigende Ethanolreihe. Ausgehend von einem
1:1 Ethanol/H,;Ogcs -Gemisch verweilten die Objekttriager iiber Nacht in einer 100%
Ethanollosung, wonach sie fiir jeweils 1-2 min in 90% (2x) und 70% Ethanol getaucht
wurden. Nach einem kurzen Bad in H;Oges, wurde die Firbung mittels Inkubation in
einer 1,5%igen Kresylvioletlosung durchgefiihrt. Die Einwirkzeit betrug 30 sec.
Nachdem die Objekttrager kurz in HyOges;. gewaschen wurden, durchliefen die Schnitte
eine aufsteigende Ethanolreihe (70%, 90%, 100% (2x)), worauf zwei Bader in Xylen
folgten. Eine potentielle Uber- bzw. Unterfirbung wurde durch weitere Alkoholbéder
bzw. Wiederholen der Prozedur korrigiert. Die Schnitte wurden dann mit dem
Eindeckmittel Eukitt (Labonord, Villeneuve d"Ascq, Frankreich) eingedeckelt.

DAPI-Firbung

Die fixierten Gehirnschnitte wurden auf mit Gelatine beschichteten Objekttrigern
montiert. Auf die noch feuchten Schnitte wurde mit einer Pipette 200ul DAPI (47-6-
diamino-2-Phenylindol, 50ug/ml, Roche, Meylan, Frankreich) getropft. Bei
Raumtemperatur und im Dunkeln erfolgte eine Inkubation iiber 5 min, wonach die
Objekttrager 8 x 5 min in TBS gewaschen wurden und mit PVA-DABCO eingedeckelt
wurden. Sowohl das Waschen als auch das anschlieBende Lagern erfolgte in Dunkeln.

Sudanschwarz

Um die unspezifische Hintergrundfluorenszens zu verringern, wurden einige
Immunfluorenszens-markierten Schnitte nach dem Antrocknen auf mit Gelatine
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beschichteten Objekttragern mit Sudanschwarz angefiarbt. Dafiir wurden ca. 150 pl
gefiltertes Sudanschwarz mittels einer Spritze direkt auf das Gewebe getropft und fiir
5 min inkubiert. Nach einem zweiminiitigen Bad in 70% Ethanol wurden die Schnitte
acht Mal in PBS gewaschen und anschlieend mit PVA-DABCO gedeckelt. Auch hier
erfolgte das Prozedere sowie das anschlieBende Lagern im Dunkeln.

BDA

Fiir die BDA-Féarbung wurden die Schnitte fiir eine Stunde in 1% Triton X-100 in 0,1
M PBS vorbehandelt und dann fiir zweimal je 24 Stunden mit dem Avidin Biotin
Complex (ABCKit, Elite, Vector; 1:100 in 0,1 M PBS mit 1% Triton X-100) bei 20°C
inkubiert. Zwischen den beiden Inkubationsschritten wurden die Schnitte in Tris-HCL-
Puffer gewaschen. Zur Visualisierung wurden die Schnitte in Tris-Puffer mit 0,05%
DAB, 0,2% Nickel und 0,06% Hydrogen-Peroxid fiir 5-10 min behandelt. Die
Reaktion wurde durch mehrmaliges Waschen in Tris-Puffer gestoppt, worauf die
Schnitte auf mit Gelatine beschichteten Objekttrigern aufgezogen und mit PVA-
DABCO gedeckelt wurden.

7. Immunfarbungen

Da die Schnitte fiir die Immunfiarbungen freischwimmend in einer 0,1 M PBS-L6sung
mit 0,2% NaNj3; gelagert wurden, erfolgte jegliche Féarbung erst nach 3 x 8 min
Waschungen in TBS. Wenn nicht anders angegeben, erfolgten alle Schritte bei
Raumtemperatur.

Die mit Peroxidase konjugierten Sekundirantikdrper wurden mit der DAB-
Farbelosung sichtbar gemacht. Hierzu wurde 1-10 min in der Losung inkubiert,
wonach die Schnitte mehrfach in TBS/PBS gewaschen, in einer Petrischale mit 0,9%
NaCl auf mit Gelatine beschichteten Objekttrigern aufgezogen und mit Eukitt
(Labonord, Villeneuve d Ascq, Frankreich) gedeckelt wurden.

TH- Farbung

Inhibition der endogenen Peroxidase [TBS 0,25 M 15 min
3% H,0,
20% Methanol

Gewebepermeabilisation TBS 0,25 M 15 min
0,2% Triton X 100

Blockierungslosung TBS 0,25 M 30 min
3% NGS
0,2% Triton X 100

Inkubation des Primdrantikorpers Maus anti-TH 1:500 @8 h, 4°C
TBS 0,25 M

1% NGS

0,02% Thimerosal

Inkubation des Sekundirantikérpers [TBS 0,25 M 30 min
anti-Maus IgG biotinyliert  |1:250
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Amplifikation L];BS 0,1 M

1h
vidin + Biotin 1:250

Zwischen allen Schritten erfolgte je dreimaliges Waschen in TBS 0,25 M fiir je 8 min.

BrdU- Fiarbung

HCI 2 N
Boratpuffer 0,1 M

Denaturation der DNS 30 min, 37°C

2 X 5 min

Inhibition der endogenen Peroxidase [TBS 0,25 M 15 min
3% H,0,
20% Methanol

TBS 0,25 M 30 min
3% NGS
0,2% Triton X 100

Blockierungslosung

Ratte anti BrdU 1:200
PBS 0,1 M

5% NGS

0,2% Triton X 100

Inkubation des Primdrantikorpers 48 h, 4°C

Inkubation des Sekundirantikorpers |[FITC-konjugiertes anti Rattel1:200 2 h
IgG
PBS 0,1 M

Zwischen allen Schritten erfolgte je sechsmaliges Waschen in PBS 0,1 M fiir je 5 min.

PCNA Firbung

'Vorbehandlung 30% Ethanol S5 min
50% Ethanol S min
70% Ethanol 30 min,-20°C
50% Ethanol S min
30% Ethanol S min

Blockierungslosung PBS 0,1 M 30 min
10 % NGS
0,3% Triton X

Inkubation des Primirantikorpers Maus anti PCNA 1:500 (12 h, 4°C
PBS 0,1 M
10 % NGS
0,3 % Triton X

Inkubation des Sekundirantikorpers |anti Maus IgG biotinyliert  |{1:200 2 h, RT
PBS 0,1 M

Amplifikation PBS 0,1 M l1h
Avidin + Biotin 1:250

Zwischen allen Schritten erfolgte je sechsmaliges Waschen in PBS 0,1 M fiir je 5 min.

36




Materialien und Methoden

PSA-NCAM-Firbung

Inhibition der endogenen Peroxidase

'Waschen

Blockierungslosung

Inkubation des Primdrantikorpers

Inkubation des Sekundirantikorpers

Amplifikation

50% Ethanol
0,3% H,0,

PBS 0,1 M

PBS 0,1 M
10% NGS
0,3% Triton X 100

Maus anti PSA-NCAM
PBS 0,1 M

10 % NGS

0,3% Triton X 100

anti Maus IgM biotinyliert

PBS 0,1 M
Avidin + Biotin

1:400

1:1000

1:250

30 min

6 X 5 min

30 min

12 h, 4°C

2h

l1h

Zwischen allen Schritten erfolgte je sechsmaliges Waschen in PBS 0,1 M fiir je 5 min.

Ki67-Farbung

Inhibition der endogenen Peroxidase

'Waschen

Blockierungslosung

Inkubation des Primdrantikorpers

Inkubation des Sekundirantikorpers

Amplifikation

50% Ethanol
0,3% H,0,

PBS 0,1 M

PBS 0,1 M

10% NGS

0,3% Triton X 100
Maus anti PSA-NCAM
PBS 0,1 M

10 % NGS
0,3% Triton X 100

anti Maus IgM biotinyliert

PBS 0,1 M

Avidin + Biotin

1:400

1:1000

1:250

30 min

6 X 5 min

30 min

12 h, 4°C

2h

l1h

Zwischen allen Schritten erfolgte je sechsmaliges Waschen in PBS 0,1 M fiir je 5 min.
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8. Auswertung

Mikroskopie

Die lichtmikroskopischen Analysen (insbesondere die Quantifizierungen) erfolgten
mittels eines Mikroskops (Axioplan 2, Zeiss, Deutschland) unter Verwendung eines
100x Ol-Objektives. Die Zellzihlungen wurden mittels eines semiautomatischen
Stereologie-Systems (ExploraNova Mercator, La Rochelle Frankreich) vollzogen.

Die Auswertung und Bildgebung mehrfach fluoreszent markierter Gehirnschnitte
erfolgte mit einem konfokalen Laserscanmikroskop (Leica DM IRBE, Deutschland)
unter Verwendung eines 40x Ol-Objektives. Die erzeugten Bilder wurden mit dem
Bildbearbeitungsprogramm Photoshop (Adobe, San Jose, USA) weiterverarbeitet.

Quantitative Auswertung

Die SVZ wurde in je vier koronaren Schnitten mit einem gleichmifigen Abstand und
gleicher Anatomie mit dem ExploraNova Mercator Stereologiesystem analysiert.
Dabei umfassten die Schnitte die vollstindige rostrokaudale (von 7mm anterior bis
Imm posterior der Commisura anterior) sowie die dorsoventrale (vom Corpus
callosum bis zur Vena thalamostriata) Ausdehnung der SVZ (Martin & Bowden,
1996). Als mediale Begrenzung wurde die ependymale Zellschicht definiert, die das
Gewebe gegeniiber den lateralen Ventrikeln abgrenzt. Vereinzelt vorhandene positive
Zellen innerhalb der ependymalen Schicht wurden nicht mitgezdhlt. Bei der PCNA-
Farbung wurde zur lateralen Seite hin aufgrund von morphologischen Unterschieden,
d.h., relativ dicht stehende, elongierte und stark immunopositive Zellkerne in der SVZ
versus weiter auseinander stehenden runden und wenigen, schwach angefirbten
Zellkernen im Striatum unterschieden. Bei der PSA-NCAM-Firbung wurde der
Bereich an positiv gefirbten Zellen lateral des Ventrikel als zu zdhlendes Areal
definiert. Da durch diese Zdhlweise die medio-laterale Ausdehnung der SVZ abhiéngig
von der Zellzahl innerhalb der SVZ unterschiedlich ausfiel, wurden die Zahlen nicht
als Zellen/mm®, sondern als Zellen/dorsoventrale Linge der SVZ (mm) angegeben.
Somit konnte eine Verzerrung der Zahlen, die unweigerlich bei Angabe der Zelldichte
entstanden wire, verhindert werden. Beziiglich der dorsoventralen Ausdehnung
wurden positiv markierte Zellen nur gezdhlt, wenn sich diese lateral der Ventrikel
befanden. Besonders in den anterioren Sektionen auftauchenden Héaufungen an
immunopositiven Zellen ventral der Ventrikel als Anfang des Rostralen
Migratorischen Stroms (RMS) oder vereinzelte positive Zellen in den laterodorsalen
Ausldufern der Ventrikel wurden nicht mitgezidhlt, um eine einheitliche Zdhlung zu
gewdhrleisten. Weiterhin wurden nur gleichméBig angefirbte, von der Umgebung
scharf abgegrenzte Nuclei gezéhlt, um eine Verwechslung mit eventuellen
unspezifischen Firbeartefakten zu vermeiden.

Die Daten sind als Mittelwerte + SEM ausgewiesen. Normale, parametrische Daten
wurden mit einem zweiseitigen, ungepaarten t-Test verglichen. p-Werte kleiner als
0,05 wurden als statistisch signifikant behandelt.
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Abb. 4: Erlauterung zur quantitativen Auswertung

Str

PCNA

V. E _ SVZ _ str

PSA-NCAM

PCNA. Die SVZ ist charakterisiert durch mehrere
Zellagen einzelner Zellen mit einem [&nglichen
Zellkern, die haufig in Gruppen liegen. Im Striatum
(5tr) hingegen liegen nur sehr vereinzelt
angefarbte rundliche Zellkerne. Das Ependym stelit
sich als eine schwach angefarbte, einschichtige
Zelllage dar, die die SVZ vom Ventrikel (V)
abtrennt.

PSA-NCAM: Die sehr spezifische Farbung lasst nur
die Zellkérper der migrierenden Neuroblasten
innerhalb der SVZ sichtbar werden. Weder im
Ependym (E) noch im Striatum (Str) sind Zellen
erkennbar.
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1. Die Neurogenese ist bei alten Affen verringert

Eine eingehende Quantifizierung und Charakterisierung der Neurogenese im hohen
Lebensalter beim Primaten existierte vor dieser Arbeit noch nicht. Aus Versuchen mit
Nagern ist bekannt, dass das Alter den stidrksten bekannten negativen Faktor zur
Beeinflussung der Neurogeneserate darstellt. Das IPS tritt vor allem im
fortgeschrittenen Lebensalter auf. Um die Pathogenese der Krankheit moglichst exakt

im Tiermodell nachzustellen, wurden in dieser Arbeit sehr alte Primaten benutzt.

Um Voraussetzungen fiir die weiteren Versuche zu schaffen, wurde in einem ersten
Schritt die SVZ von Primaten mit einem Lebensalter von iiber 20 Jahren
charakterisiert und mit der zweier junger erwachsenen Primaten mit einem Alter von 4

respektive 5 Jahren verglichen.

Aus beiden Altersgruppen wurden Schnitte in gleichen Bereichen der SVZ ausgewéhlt
und mit Antikorpern gegen PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen, ein bei der
Zellteilung beteiligtes Protein), Ki67 (ein weiteres bei der Zellteilung exprimiertes
Protein) und PSA-NCAM (polysialic acid-neural cell adhesion molecule, ein bei der

Migration von jungen Neuroblasten exprimiertes Protein) angeférbt.

Mit allen Antikorpern lieBen sich Zellen in der SVZ sowohl bei den jungen als auch
bei den alten Tieren darstellen. Da eine geringe Proliferation (vor allem glialer und
endothelialer Zellen) auch in den iibrigen Hirnbereichen stattfindet, waren mit den
Antikorpern gegen PCNA und Ki67 angefarbten Zellen auch vereinzelt auBBerhalb der
SVZ zu finden. Hier war jedoch keine strukturierte Zytoarchitektur der gefirbten
Zellen zu erkennen, und die Zellen erschienen zufillig und gleichmifBig im Parenchym
verteilt. Wihrend der Antikorper gegen PCNA sehr viele Zellkerne innerhalb der SVZ
und einige in der ependymalen Schicht liegenden Zellen anfarbte, waren sehr viel
weniger Ki67 positive Zellkerne zu finden. PSA-NCAM wird im Perykaryon
exprimiert, so dass Fidrbungen gegen dieses Protein den gesamten Zellkorper mit
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seinen Ausldufern darstellten. PSA-NCAM positive Zellen lagen hiufig in Gruppen

zusammen und zeigten héufig eine bipolare Zellformation.

Auch wenn die Morphologie der alten SVZ und ihrer Zellen im Wesentlichen der der

jungen SVZ glich, unterschieden sich beide in einigen Punkten:

Die Gesamtanzahl an markierten Zellen war
in der alten SVZ wesentlich geringer, was
zur Folge hatte, dass auch der mediolaterale

Durchmesser der SVZ geringer wurde.

Sowohl die ventrodorsale als auch die
anteroposteriore ~ Verteilung der Zellen
erschien  hingegen  nicht  wesentlich
verédndert.

Die Liicke zwischen Zellen des Ependyms

und der SVZ schrumpfte auf wenige

Mikrometer  zusammen, womit eine
Unterscheidung zwischen beiden teilweise

erschwert wurde.

Die PSA-NCAM positiven Zellen selbst
erschienen kleiner und die PCNA-positiven

Zellkerne weniger rund.

Abbildung 5:
Die SVZ beim jungen und beim alten Affen
i jung ) _ alt
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E: Ependym; SVZ: Subventrikulare Zone;
Str: Striatum

Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dass eine Neurogenese auch bei

adulten Primaten bis ins hohe Lebensalter vorhanden bleibt. Der Ort der Proliferation,

die SVZ, scheint iiber die Lebensspanne relativ unverdndert fortzubestehen ebenso wie

die Verteilung der proliferierenden Zellen darin. Jedoch scheinen sich die SVZ, ihre

Grenzstruktur zur ependymalen Schicht und die proliferierenden Zellen selbst

leichtgradig zu verkleinern. Auch die Proliferationsrate selbst ist bei den alten Tieren

deutlich verringert. Somit ist nicht auszuschlieBen, dass beeinflussende Faktoren der

Neurogenese im Alter anders als in der Jugend wirken.

Um diesen Differenzen Rechnung zu tragen und den Beginn des IPS im hohen Alter

so exakt wie moglich im Tiermodell zu simulieren, wurden die folgenden Versuche,

wenn moglich, an tiber 20 Jahre alten Makaken durchgefiihrt.
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2. Dopaminerge Fasern liegen in enger Nahe zu
proliferierenden subventrikularen Zellen

In der SVZ von Nagern liegen dopaminerge Fasern in enger rdumlicher Nihe zu sich
teilenden Zellen. Diese Zellen exprimieren Dopamin-Rezeptoren, deren Stimulation
die Neurogeneserate erhoht (Hoglinger et al., 2004). Um zu erforschen, ob die
Grundlagen fiir einen dhnlichen Mechanismus auch bei nicht-menschlichen Primaten
vorhanden sind, wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob dopaminerge Fasern

auch im Primaten in rdumlicher Néhe zu proliferierenden Zellen in der SVZ liegen.

Zur Detektion der Proliferation wurden sechs alten Primaten in zwei- bis dreitdgigen
Abstinden insgesamt 10 Injektionen von jeweils 40mg/kg KG BrdU bis zu einer
Gesamtdosis von 400mg/kg KG verabreicht. BrdU ist ein unter physiologischen
Umstdnden nicht im Korper vorhandenes Thymidinanalog und wird bei der
Replikation wihrend des Zellzyklus” in die DNS eingebaut. Dies hat zur Folge, dass
beide Tochterzellen markiert werden. Eine BrdU positive Zelle muss also im
Zeitraum, in dem BrdU fiir die Zelle zur Verfiigung stand, entstanden sein. Zwei
Wochen nach der letzten BrdU-Injektion wurden die Tiere perfundiert und die Gehirne
entnommen. Zur Analyse wurden am Schlittenmikrotom Serienschnitte mit einer
Schnittdicke von 50um hergestellt. Hirnschnitte von mit BrdU behandelten Makaken
wurden mit einem Antikorper gegen BrdU und einem Antikorper gegen Tyrosin-
Hydroxylase (TH) inkubiert. Die primdren Antikorper wurden mit einem zweiten
fluoreszierenden Antikorper sichtbar gemacht. TH wird in monoaminergen Nerven
exprimiert, um die Aminosiure L-Tyrosin zu DOPA zu dehydrieren, welches dann in

einem Folgeschritt in zu Dopamin decarboxyliert wird.

Unter dem konfokalen Mikroskop konnten TH positive Fasern in enger rdumlicher
Néhe zu BrdU positiven Zellen nachgewiesen werden. Diese Fasern sprossen aus dem
benachbarten Striatum, welches wesentlich dichter innerviert ist, in die SVZ aus.
Einschrinkend soll bemerkt werden, dass eine TH positive Faser nicht notgedrungen
dopaminerg sein muss, da Dopamin die Vorstufe fiir Adrenalin und Noradrenalin ist,
und deswegen adrenerge Fasern auch TH exprimieren. Um zu iiberpriifen, dass sich
keine adrenergen Fasern in der Nédhe der SVZ befinden, wurden einige représentative
Schnitte mit einem Antikorper gegen Dopamin-B-Hydroxylase angefidrbt. Dieses

Enzym hydroxyliert Dopamin zu Noradrenalin und wird in adrenergen Fasern
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exprimiert. Es fanden sich keine Dopamin-B-Hydroxylase positiven Fasern in der

Nihe der SVZ. Damit sind die TH positiven Fasern sehr wahrscheinlich dopaminerge

Fasern.

Abb. 6: Dopaminerge Fasern in der Nahe von
proliferierenden Zellen

In der SVZ eines alten Primaten liegen TH+
Fasern (rot) in enger raumlicher Nahe zu
proliferierenden Zellen, markiert durch BrdU
(gran) und DAPI (blau), eine Gegenfarbung flur
Zellkerne.

A: Ubersicht auf die SVZ.
E: Ependym; Str. Striatum.

B: Ausschnitt aus A.
Merge: Ubereinanderlagerung der Farbungen
gegen TH, DAPI und BrdU.

Alle Photos sind am konfokalen
Laserscanmikroskop erzeugt.

3. Fasern aus der pars compacta der Substantia nigra
projizieren raumlich geordnet in die Subventrikulare Zone

Nachdem festgestellt wurde, dass die SVZ auch von sehr alten Affen noch

proliferierende Zellen enthidlt und einige dieser in enger rdaumlicher Néhe zu

dopaminergen Fasern liegen, sollte in einem nédchsten Schritt der Ursprung dieser

Fasern erforscht werden. Dafiir wurde der anterograde Tracer Biotin Dextran Amin

(BDA) stereotaktisch in unterschiedliche Bereiche des Mesenzephalons injiziert: in

einem jungen Affen wurde der anteromediale Teil des pars compacta der SN (SNpc),

in einem zweiten Affen der posterolaterale Teil des SNpc und in einem dritten Affen

das retrorubrale Feld markiert. Diese drei Bereiche stellen zusammen die grofte
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Gruppe dopaminerger Zellen des Mesenzephalons dar. Nach dem Perfundieren der
Tiere wurden 40um dicken Hirnschnitten am Schlittenmikrotom hergestellt. In
reprasentativen Schnitten der SVZ wurden BDA dann mit dem ABC-Kit visualisiert.

Dann sichtbare Fasern miissen damit aus dem zuvor injizierten Hirnareal stammen.

Beziiglich der nigralen Innervation des Striatums durch dopaminerge Fasern aus der

SN fand sich eine topographische Organisierung:

Der anteromediale Teil der SNpc innerviert vor allem den anterioren und ventralen
Teil des Nucleus caudatus und des Putamens sowie teilweise den Nucleus accumbens.
Weiter posterior gelegene Teile des Striatums sind wesentlich weniger innerviert,
wobei vereinzelte Gruppen von Faserendigungen im Nucleus caudatus und sehr
wenige Endigungen auch im Putamen nachweisbar sind. Der posterolaterale Teil der
SNpc projiziert vor allem auf den posterioren Teil des Putamen und des Nucleus
caudatus, mit einer Betonung des Putamens. Vor allem posterodorsale Abschnitte des
Nucleus caudatus werden auch von dem posterolaterale Teil des SNpc innerviert. Der
Nucleus accumbens erhilt keine Projektionen. Fasern aus dem retrorubralen Feld,
welches dorsokaudal der SN liegt und dopaminerge Zellen enthilt, projizieren in den
ventrokaudalen Teil des Putamens und den Nucleus accumbens und damit in relativ
groBer Entfernung zur SVZ. Die topische Organisation der Innervation der SVZ durch
dopaminerge Fasern aus der SN verhilt sich sehr d@hnlich: Eine sehr reiche Innervation
aus dem anteromedialen Teil der SNpc ist in dem anteroventralen Teil der SVZ zu
finden. Weiter posterior und dorsal verringert sich die Innervation erheblich, bis im
posterodorsalen Teil der SVZ keine Fasern mehr zu finden sind. Genau umgekehrt
verhilt es sich mit den Fasern aus dem posterolateralen Teil der SNpc: Wihrend die
meisten Fasern in dem posterodorsalen Teil der SVZ zu finden sind, ist der
anteroventrale Teil der SVZ frei von Fasern aus dem posterolateralen Teil der SNpc.

Aus dem retrorubralen Feld erreichen keine Fasern die SVZ.

Zusammengefasst ist die nigro-subventrikuldre Innervation rdumlich deutlich
differenziert, wobei der anteriomediale Teil der SNpc eher den anterioventralen Teil
der SVZ innerviert und der posterolaterale Teil der SNpc eher Fasern in dem
posterodorsalen Teil der SVZ besitzt. Einschrinkend soll darauf hingewiesen werden,
dass dopaminerge Neurone hiufig sich weit verzweigende Aste besitzen, die auch in
andere Gebiete aussprossen, so dass nicht von einem genau begrenzten

Innervationsgebiet gesprochen werden kann.
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Abb.6: Die rdumliche Organisation der dopaminergen nigrosubventrikuldaren Projektion
in adulten Primaten

A: Der anterograde Tracer BDA wurde stereotaktisch in den anteromedialen Teil der SNpc (A9,
erste Spalte); in den posterolateralen Teil der SNpc {zweite Spalte) und in das retrorubrale Feld
(A8, dritte Spalte) injiziert. Die durchgezogene Linie markiert die gesamte SN, die gestrichelte Linie
die dopaminerge SNpc.
B: Schemazeichnung der Verteilung BDA+ Axone in coronaren Schnitten des anterioren und
posterioren Striatum {(+4mm und +Omm von der Commissura anterior). V: Ventrikel; NC: Nucleus
caudatus; Pu: Putamen; Na: Nucleus accumbens; CA: Commissura anterior. Die gestrichelte Linie
markiert die SVZ.
C: BDA+Fasern (braun) in der posterodorsalen und anteroventralen SVZ. Die Kerne sind mit Nissl
Losung gegengefarbt. E: Ependym; Str: Striatum
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4. Eine Verringerung der dopaminergen Innervation fihrt zu
einer herabgesetzten Neurogenese

Um die physiologische Bedeutung der nigro-subependymalen Projektion zu
bestimmen, wurden drei iiber 20 Jahre alte Makaken mit MTPT intoxikiert, welches
selektiv dopaminerge Neurone abtotet und damit die dopaminergen Fasern zur SVZ an
threm Ursprung in der SN angreift. Zusétzlich erhielten alle drei Affen iiber einen
Zeitraum von 3 Wochen alle zwei bis drei Tage Injektionen von BrdU. Nach Erreichen
eines stabilen Parkinsonsyndroms wurden die Tiere geopfert und mit drei nicht mit
MPTP intoxikieren Tieren gleichen Alters verglichen, die gleich viele Injektionen von
BrdU erhalten haben. Mit diesem Versuchsschema sollte erreicht werden, dass bei
allen Tieren die proliferierenden Zellen markiert werden und zusitzlich bei der Hilfte
von ihnen eine dopaminerge Denervation hergestellt wird. Durch das Vergleichen der
Zahl proliferierender Zellen zwischen beiden Gruppen sollten dann Riickschliisse iiber
die Auswirkung einer dopaminergen Denervation auf die Zellproliferation moglich

sein.

Wihrend und nach der MPTP-Injektionsperiode wurde die Motorik der Tiere alle zwei
Tage nach einem standardisierten Verfahren von derselben Person evaluiert. Je O bis 3
Punkte konnten fiir folgende sieben Parameter vergeben werden, so dass eine
maximale Punktzahl von 21 Punkten erreichbar waren: Spontane Aktivitit im Kiéfig,
Haltung, Gleichgewicht, Erndhrung, Bradykinesie und Tremor. Trotz erheblicher,
wahrscheinlich altersbedingter Unterschiede in der Vulnerabilitit erreichten alle Tiere

in der dritten Woche nach Injektionsbeginn einen Punktwert iiber 10.

Um zusitzlich zu der motorischen Evaluation auch post mortem histologische
Aussagen zu einer dopaminergen Denervation zu erhalten, wurden die Substantia
Nigra und das Striatum mit einem Antikorper gegen TH angefidrbt. Im Vergleich zu
den Kontrolltieren war eine deutliche Verringerung der dopaminergen Zellkorper in
der SN erkennbar, wobei der laterale und anteriore Teil der SNpc am stirksten
betroffen war. Der mediale Teil der SNpc in enger rdumlicher Nihe zum VTA war
weniger stark vom Zellverlust betroffen, wie es auch bei dem IPS der Fall ist. Die
verringerte dopaminerge Innervation war mit der Bestimmung der optischen Dichte
der mit einem Antikorper gegen TH angefiarbten Schnitte objektivierbar. Wihrend bei
Schnitten der Kontrollaffen die optische Dichte 19,14 + 3,62 betrug, lagen bei den
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MPTP-intoxikierten Affen die Zahlen signifikant niedriger: 4,71 + 2,15 (p < 0,05).
Eine noch in geringen Maflen vorhandene Innervation des medioventralen Teils des
Striatums war sichtbar, konnte aber aufgrund der kleinen Flidche nicht quantifiziert
werden. Bei den mit MPTP intoxikierten Tieren war der dorsale Teil der SVZ,
innerviert vom lateralen Teil der SNpc, von der Denervation am stirksten betroffen,
hingegen fanden sich im ventralen Teil der SVZ noch wenige einzelne Fasern aus der
medialen Teil der SN. Der direkt ventral liegende Nucleus accumbens war von der
dopaminergen Denervation statistisch nicht signifikant betroffen (MPTP-Gruppe:
14,22 + 0,90; Kontrollgruppe: 16,15 + 2,65).

Der Einfluss der verringerten dopaminergen Innervation auf die Proliferation
subventrikuldrer Zellen wurde bestimmt, indem die Nummer an PCNA positiver
Zellen in koronaren Schnitten gezidhlt wurde, die in allen Tieren an anatomisch
gleichen Stellen iiber die gesamte rostrokaudale Ausdehnung der SVZ verteilt waren.
Innerhalb des definierten Auswertungsareals war die Anzahl fiir PCNA positiver
Zellen der mit MPTP intoxikierten Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren um 44%
verringert (44,4 + 9,9 Zellen pro mm SVZ in der MPTP-Gruppe zu 78,8 + 6,6 Zellen
pro mm SVZ).

Auch eine verringerte Anzahl neu gebildeter Neuroblasten als Folge der verringerten
Proliferation konnte nachgewiesen werden. Wihrend in der Kontrollgruppe die Zahl
an PSA-NCAM positiven Zellen 32,2 + 5,6 pro mm SVZ betrug, konnten bei der
MPTP-Gruppe nur 13,1 £ 1,0 Zellen pro mm SVZ gezihlt werden (p < 0,05). Damit
war die Zahl an PSA-NCAM positiven Zellen bei den mit MPTP intoxikierten Tieren

um 59% geringer als bei den Kontrolltieren.

Zusammengefasst fithrt also beim Primaten eine durch MPTP hervorgerufene
Verringerung der dopaminergen Innervation der SVZ zu einer verringerten

Zellproliferation und zu einer verminderten Anzahl an migrierenden Neuroblasten.
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Abb.8: Eine dopaminerge Denervation fihrt

.% @ zu einer verringerten Anzahl von
8 o proliferierenden Zellen und migrierenden
§|5_: Neuroblasten in alte Makaken (20-25jahrig)
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5. Die Verringerung der Neurogenese ist abhangig von dem
Grad der dopaminergen Denervation

In der Versuchsgruppe fiihrte eine Intoxikation mit MPTP aufgrund der
unterschiedlichen Vulnerabilitdit mesenzephaler dopaminerger Neurone zu einer
rdumlich differenzierten Denervation in der SVZ: Wihrend im posterodorsalen Teil,
der von dem fiir MPTP am empfindlichsten lateralen Teil der SNpc innerviert wird,
ein totaler Verlust an dopaminergen Fasern vorlag, fanden sich im anteroventralen Teil
der SVZ in rdumlicher Ndhe zu dem Nucleus accumbens noch vereinzelte
dopaminerge Fasern, da dieser Teil vom medialen Teil der SNpc innerviert wird,
welcher weniger empfénglich fiir MPTP ist. Um herauszufinden, ob der dorsoventrale
Denervationsgradient innerhalb der SVZ der intoxikierten Tiere funktionelle
Auswirkungen hat, wurden die ausgezédhlten Areale beider Versuchsgruppen in eine
ventrale und eine dorsale Hélfe geteilt und die Zellzahlen beider Hilften zueinander in

Relation gesetzt.

Schon in der Kontrollgruppe waren mehr PCNA positive Zellen in der ventralen
Hiilfte als in der dorsalen Hilfte zu finden. Das dorsoventrale Verhiltnis betrug 0,78 +
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0,13 in der Kontrollgruppe und verringerte sich in der Versuchsgruppe bis auf 0,32 +
0,05 (p > 0,05). Somit konnten die Auswirkungen einer unterschiedlichen Denervation
auf die Zellproliferation auch innerhalb der Versuchsgruppe selbst nachgewiesen
werden, da sich die dorsoventrale Verteilung der PCNA positiven Zellen entsprechend

der Denervation nach ventral verschob.

Dorsale SVZ Ventrale SVZ
'Z; Abb. 9: Die Verringerung der Zellproliferation
a ist abhangig vom Grad der Denervation
Reprasentative Photographien der dorsalen
g und ventralen Halfte der SVZ im MPTP-
O ' intoxikierten Makaken.
B ¢ A: DAT+ dopaminerge Fasern
B: PCNA+ proliferierende Zellen
3 C: PSA-NCAM+ migrierende Neuroblasten
¢
.
2 e

Dieser Unterschied konnte bei den PSA-NCAM positiven Zellen nicht nachgewiesen
werden. Das dorsoventrale Verhiltnis an PSA-NCAM positiven Zellen betrug 1,40 +
0,67 in der Kontrollgruppe und 1,32 £ 0,13 in der Versuchsgruppe.
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IV. Diskussion

In dieser Arbeit konnte erstmals bei Primaten eine direkte, topographisch organisierte
Innervation der SVZ durch die SN und deren bis ins hohe Alter konservierte
funktionelle Rolle im Sinne einer Stimulation der Stammzellproliferation
nachgewiesen werden. Im Folgenden sollen im ersten Abschnitt zuerst die
Erkenntnisse der Anatomie der nigrostriatalen Projektion dieser Arbeit mit schon
publiziertem Wissen verglichen werden. Daran anschlieBend soll im zweiten Abschnitt
auf die Funktion dieser Projektion eingegangen werden. Im dritten Abschnitt soll kurz
der Frage nachgegangen werden, ob eine rdumlich unterschiedliche Innervation auf
eine unterschiedliche Funktion innerhalb der SVZ hinweisen konnte. Der vierte
Abschnitt befasst sich mit der Funktion der humanen NG innerhalb der SVZ. Die

Diskussion wird dann durch einen kurzen Ausblick beendet.

1. Anatomie der nigrostriatalen Innervation

In vorliegender Arbeit sollte der dopaminerge Einfluss auf die Zellproliferation der
SVZ beim nichtmenschlichen Primaten erforscht werden. Dafiir musste festgestellt
werden, ob eine dopaminerge Innervation der proliferierenden Zellen existiert und auf
welcher anatomischen Grundlage sie aufbaut. Es sollten in einem ersten Schritt die
proliferierenden Zellen dargestellt und iiberpriift werden, ob dopaminerge Fasern in
enger raumlicher Nihe vorliegen. In einem zweiten Schritt sollte dann die Herkunft

und die topographische Verteilung der dopaminergen Fasern erforscht werden.

Um die proliferierenden Zellen der SVZ darstellen zu konnen, wurde BrdU {iber einen
Zeitraum von drei Wochen in sechs adulte Makaken injiziert. BrdU ist ein
Thymidinanalogon, das sich wihrend der DNS-Replikation bei der Mitose in die DNS
der Tochterzellen einlagert. Somit werden die Tochterzellen von sich wéhrend der
Injektionsperiode teilenden Zellen markiert. In der SVZ erzeugen die adulten
Stammzellen, die sog. B-Zellen, sich hdufig teilende C-Zellen, die wiederum durch

asymmetrische Zellteilung Neuroblasten erzeugen, die A-Zellen (Doetsch et al., 1997;
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Quinones-Hinojosa et al., 2006). Diese wandern entlang eines vorgegebenen Pfades,
der RMS, in den Riechkolben aus (Curtis et al., 2007). Durch das Wihlen eines
Perfusionszeitpunktes zwei Wochen nach der letzten BrdU-Injektion sollte
gewihrleistet werden, dass die mobilen A-Zellen aus der SVZ ausgewandert und somit
nur noch die ortsstindigen proliferierenden B- und C- Zellen in der SVZ markiert
werden. Am Schlittenmikrotom erzeugte Hirnschnitte der Primaten wurden mit einem
Antikorper gegen BrdU und einem Antikorper gegen TH angeférbt. TH ist ein Enzym,
das in katecholaminergen Nervenzellen exprimiert wird. AnschlieBend wurden die
Schnitte unter einem konfokalen Laserscanmikroskop betrachtet. Hierbei konnten TH
positive Fasern in enger raumlicher Ndhe zu BrdU positiven Zellkernen dargestellt
werden. Dies weist darauf hin, dass dopaminerge Zellen bei Primaten Zellfortsitze in
enger rdumlicher Nachbarschaft von proliferierenden Zellen der SVZ besitzen, was

mit Daten bei Nagern iibereinstimmt (Hoglinger et al., 2004).

Eine enge rdumliche Nihe ist eine notwendige, aber keine hinreichende
Voraussetzung fiir eine dopaminerge Beeinflussung der Neurogenese. Deswegen
sollten in einem Folgeschritt die Auswirkungen dieser Innervierung untersucht
werden, indem in einer Gruppe von Versuchstieren die dopaminergen Fasern
unterbrochen und anschlieBend die Zellproliferation dieser Gruppe mit der einer
Kontrollgruppe verglichen werden. Voraussetzung fiir dieses Experiment war eine
eingehende Bestimmung des Ursprungs der dopaminergen Innervation der SVZ. Dafiir
wurde das anterograde Markierungsmolekill BDA in Subregionen der groBten
dopaminergen Zellgruppen des Mesenzephalons injiziert, die fiir einen Grofteil der
dopaminergen Innervation der weiter kranial liegenden Hirnteile verantwortlich sind.
BDA wird von den Nervenzellen aufgenommen und zentrifugal in die Faserausldufer
transportiert, aber nicht an benachbarte Zellen abgegeben (Reiner et al., 2000). BDA
positive Fasern in der SVZ miissen damit ihren Ursprung in zuvor markierten
Gebieten haben. Mit dieser Versuchsanordnung konnte in dieser Arbeit eine direkte
Verbindung zwischen der SN und der SVZ bei adulten Primaten nachgewiesen
werden. Weiterhin konnte eine spezifische rdumliche Organisation dieser Projektion
aufgezeigt werden, nach der der anteromediale Teil der SN den anteroventralen Teil
der SVZ, und der posterolaterale Teil der SN eher den posterodorsalen Teil der SVZ
innerviert. Hierbei sprossen Fasern aus dem dicht innervierten Striatum in die

benachbarte SVZ.
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Die hier nachgewiesene nigro-subventrikuldre Projektion weist strukturelle
Ahnlichkeiten zu der nigrostriatalen Innervation auf. Das nigrostriatale Faserwerk ist
Bestandteil der sog. ,,mesotelenzephalischen dopaminergen Projektion®. Diese setzt
sich grofitenteils aus den aus der VTA und der SN entspringenden Fasern zusammen.
Ihre topographische Organisation wurde 1978 detailliert im Nagetier von Fallon &
Moore untersucht (Fallon & Moore, 1978). Die Autoren konnten eine Organisation in
drei Ebenen, medial-lateral, rostral-kaudal und dorsal-ventral, nachweisen. Dabei
projizieren mediale Anteile des Bereiches der SN und der VTA eher medial, und
laterale Anteile eher lateral auf das Telenzephalon. Ahnlich projizieren rostral
lokalisierte mesenzephale Neurone eher rostral und kaudale Zellen eher kaudal auf das
Telenzephalon. Die dorso-ventrale Organisation wird als umgekehrt dargestellt:
Ventrale mesenzephalische Zellen projizieren eher auf dorsale Strukturen wie das
Septum, der Nucleus accumbens und das Neostriatum, wohingegen dorsale
mesenzephale Zellen eher ventral auf den BO und die Amygdala projizieren. Auf
regionale Unterschiede innerhalb der Innervation des Neostriatums wurde nicht
eingegangen. Wihrend bei Ratten in etwa 40.000 bis 45.000 dopaminerge Zellen im
Mesenzephalon nachweisbar sind, finden sich beim Primaten 160.000 bis 320.000
dopaminerge Zellen (Bjorklund & Dunnett, 2007). Dementsprechend scheint bei
Primaten die mesenzephale dopaminerge Innervation des Striatums komplexer
organisiert zu sein: Lynd-Balta & Haber fanden 1994 in retrograden Studien weder
eine mediolateral noch eine rostrokaudal organisierte mesenzephale Projektion in das
ventrale Striatum (Lynd-Balta & Haber 1994a,b). Sie konnten jedoch nachweisen,
dass der Nucleus accumbens nahezu ausschlieBlich von der VTA innerviert wird.
Aktuelle Studien unterscheiden zwischen einer ventralen und einer dorsalen
mesenzephalen dopaminergen Zellschicht (Bjorklund & Dunnett, 2007). Die dorsale
Zellschicht, bestehend vor allem aus dem dorsalen Anteil der VTA und medialer
Anteile der SN, innervieren das ventrale Striatum und limbische und corticale Areale.
Die ventrale Zellschicht besteht aus Zellen in ventralen Anteilen der SN und teilweise
auch der ventralen VTA und innervieren dorsale Anteile des Striatums und damit auch
den groBten Teil der Grenzzone zur SVZ. Es ist anzunehmen, dass Axone der SN zu
einem noch unbekannten Zeitpunkt der Entwicklung in gleicher rdumlicher

Anordnung wie im Striatum aus diesem in die SVZ aussprief3en.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die SVZ von Primaten wie das

angrenzende Striatum dopaminerg hauptsidchlich von der SN innerviert wird.
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Einschrinkend muss darauf hingewiesen werden, dass keine retrograden
Farbeversuche unternommen wurden. Somit ist nicht auszuschliefen, dass auch andere
Hirnteile an der dopaminergen Innervation mitbeteiligt sind. Die nigro-subventrikulire
Projektion ist @hnlich der nigrostriatalen Innervation rdaumlich differenziert: der
anteromediale Teil der SNpc innerviert die anteroventrale SVZ und der
posterolateralen Teil der SNpc innerviert die posterodorsale SVZ. Damit sind die
anatomischen Voraussetzungen nachgewiesen fiir eine mogliche dopaminerge
Beeinflussung der subventrikulidren Zellproliferation. Dieser soll in den folgenden

Absitzen nachgegangen werden.

2. Die Funktion der nigrostriatalen Projektion pra- und
postnatal

Um einen Zusammenhang mit Symptomen des IPS und der Zellproliferation
nachzuweisen, sollte in der vorliegenden Arbeit nicht nur die anatomische Grundlage
einer dopaminergen Innervation der SVZ nachgewiesen, sondern auch deren
funktionelle Bedeutung {iiberpriift werden. Wie in diesem Absatz dargelegt werden
soll, weisen Voruntersuchungen auf eine kontinuierliche dopaminerge Beeinflussung
der Zellproliferation von der Embryogenese bis ins hohe Lebensalter bei Nagern hin.
Vor dieser Arbeit war unbekannt, ob ein solcher Mechanismus auch bei Primaten im

hohen Lebensalter vorhanden ist.

Um einen Einfluss der dopaminergen Innervation auf die Proliferation innerhalb der
SVZ nachzuweisen, wurden drei der sechs alten Makaken zusitzlich zu den BrdU-
Injektionen auch mit MPTP intoxikiert. MPTP ist ein Zellgift, welches nahezu
ausschlieBlich dopaminerge Neurone abtotet und ein Parkinson-Syndrom auslost
(Burns et al., 1983). Nach der Herstellung von histologischen Schnitten wurden diese
mit Antikorpern gegen PCNA und PSA-NCAM gefidrbt. PCNA ist ein Enzym, das
wihrend der Zellteilung exprimiert wird (Hall et al., 1990), PSA-NCAM
exprimierende Zellen sind hingegen junge, migrierende Neurone (Seki et al., 2002).
Hierbei konnte nachgewiesen werden, dass die dopaminerge Denervation, die durch
die MPTP-Injektionen erzeugt wurden, zu einer verringerten Zahl an PCNA positiven
und PSA-NCAM positiven Zellen fiihrt. Daraus ldsst sich schliefen, dass eine

verringerte dopaminerge Innervation die Proliferation einschrinkt und die Zahl
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migrierender Neuroblasten vermindert. Dies entspricht den Daten bei Nagetieren und

beim Menschen (Hoglinger et al., 2004, Baker et al., 2004).

Da die mit MPTP intoxikierten Tiere auch BrdU-Injektionen erhalten hatten, wurde
auch iiberpriift, ob eine dopaminerge Denervation Einfluss auf die Zahl BrdU
positiven Zellen hatte. Es war jedoch nicht moglich, eindeutige Aussagen iiber einen
moglichen Unterschied der Anzahl BrdU positiven Zellen zwischen den mit MPTP
intoxikierten Tieren und den Kontrolltieren zu treffen, da nur eine sehr geringe Anzahl
an BrdU positiven Zellen in den Tieren beider Versuchsgruppen gefunden wurde. Dies
lasst sich durch das Versuchsparadigma erklidren: durch einen relativ langen Zeitraum
zwischen letzter BrdU-Injektion und Perfusion der Tiere wurde gewihrleistet, dass ein
Grof3teil der neu produzierten A-Tochterzellen aus der SVZ auswanderten. Nur die
ortsstandigen Stammzellen wurden durch eine Markierung gegen BrdU nachgewiesen.
Durch das hohe Alter der Tiere waren diese BrdU positiven Stammzellen nur noch in
sehr geringer Anzahl vorhanden. Die Anzahl dieser Zellen sollte sich
erwartungsgemill durch die MPTP-Intoxikation nicht wesentlich verdndern.
Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass die MPTP-Intoxikation
nicht die Anzahl der Stammzellen veridndert, jedoch deren Teilungsrate und damit

auch die Anzahl neu gebildeter Zellen verringert.

In dieser Arbeit konnte somit erstmals ein direkter Einfluss von Dopamin auf die
Zellproliferation und die Anzahl an neu gebildeten, migrierenden Nervenzellen im
Makaken nachgewiesen werden. Mehrere Ergebnisse weisen darauf hin, dass diese
dopaminerge Beeinflussung ein Kontinuum darstellt, welches schon in der

Embryogenese beginnt und bis ins hohe Alter anhilt.

Das Gehirn entwickelt sich entlang der primordialen Ventrikel aus einer Schicht
neuroepithelialer Zellen, der ventrikuldren Zone, welche wiederum eine darunter
liegende Schicht proliferativer Zellen, die SVZ, erzeugt. Wihrend erstere im Verlauf
der Embryogenese immer weiter schrumpft und zum Zeitpunkt der Geburt nicht mehr
nachweisbar ist, verdickt sich die SVZ und bleibt fiir den Rest des Lebens erhalten.
Eine dopaminerge Beeinflussung der pridnatalen SVZ erscheint moglich, seitdem die
Prisenz von mehreren Dopamin-Rezeptoren auf subventrikuldren Zellen schon ab
einem relativ frithen Stadium der Embryogenese nachgewiesen werden konnte

(Fishburn et al., 1994; Diaz 1997).
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Beziiglich der embryonalen Expression der Dopamin-Rezeptoren beim Primaten sind
noch keine Daten vorhanden. Im Nagetier konnte jedoch nachgewiesen werden, dass
der D3-Rezeptor zeitlich vor allen anderen Dopamin-Rezeptoren exprimiert wird. Die
Expression der D3 Rezeptor mRNS konnte in Mausen 9.5 Tage post conceptionem
nachgewiesen werden. D2 Rezeptor mRNS fand sich erst nach dem 13.5 Tag post
conceptionem (Fishburn et al., 1994). Die genaue Lokalisation der D3 Rezeptoren
mRNS konnte in Ratten ab Tag E14 in den proliferativen Zonen des striatalem
Neuroepithel nachgewiesen werden (Diaz et al., 1997). Sowohl die Breite des Areals
proliferierender Zellen wie auch die nachgewiesene D3-Rezeptor mRNS nimmt

postnatal deutlich ab, ohne jedoch vollstindig zu verschwinden.

Entsprechend der Expression von Dopamin-Rezeptoren wurde eine dopaminerge
Innervation des Striatums und der angrenzenden SVZ beginnend in der Embryogenese
nachgewiesen (Ohtani et al., 2003; Popolo et al., 2004). Die Stimulation von D1L-
Rezeptoren erniedrigt die Proliferation der Vorlduferzellen in der embryonalen SVZ
von Nagern (Ohtani et al., 2003; Popolo et al., 2004; Zhang et al., 2005) und in der
SVZ von adulten Nagern (Coronas et al., 2004; Hoglinger et al., 2004). Hingegen
scheint eine Stimulation der D2L- Rezeptoren in der adulten SVZ die Proliferation der
Vorlduferzellen zu verstirken (Coronas et al., 2004; Hoglinger et al., 2004). Somit
scheint der Nettoeffekt von Dopamin von der unterschiedlichen Expression der
Dopamin-Rezeptoren in der embryonalen und adulten SVZ abzuhidngen. Jedoch
weisen diese Daten auf eine lebenslang kontinuierliche dopaminerge Kontrolle einer
Zellproliferation in der SVZ hin. Ubereinstimmend konnte in dieser Arbeit jetzt
erstmals eine direkte dopaminerge Beeinflussung auch beim Primaten im hohen

Lebensalter nachgewiesen werden.

Dass eine dopaminerge Denervation statistisch relevant die Neurogenese auch im
hohen Alter veridndert, ist nicht selbstverstindlich. Obwohl eine Zellproliferation in
der SVZ auch beim Menschen bis ins hohe Alter erhalten bleibt (Eriksson et al., 1998;
Hoglinger et al., 2004, Quinones-Hinojosa et al., 2006), beeinflusst der Faktor ,,Alter*
selbst die Neurogenese erheblich und fiithrt nicht nur zu einer verringerten
Proliferation, sondern auch zu einer unterschiedlichen Morphologie der SVZ. In dieser
Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass im Vergleich zu jungen Tieren sich im
hohen Lebensalter die Gesamtzahl proliferierender Zellen verringert, eine bei jungen

Tieren bestehende Liicke zwischen der ependymalen Schicht und der SVZ sich
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verkleinert und auch die Zellen selbst kleiner erscheinen. Trotz dieser Unterschiede
scheint der dopaminerge Regulationsmechanismus bis ins hohe Alter erhalten
geblieben zu sein. Dies stimmt mit Ergebnissen von Hoglinger et al. iiberein, die bei
Parkinson Patienten mit einem Durchschnittsalter von 68 Jahren eine verringerte
Zellproliferation in der SVZ im Vergleich zu einer Kontrollgruppe nachweisen

konnten (Hoglinger et al., 2004).

Somit ldsst sich zusammenfassen, dass die Voraussetzungen fiir eine dopaminerge
Stimulation der Neurogenese schon wihrend der Embryogenese gelegt werden.
Dopamin erhoht auch bei Primaten bis ins hohe Lebensalter die Proliferation neuraler

Vorlauferzellen.

3. Raumliche Unterschiede innerhalb der SVZ

Wie in den vorigen Abschnitten dargelegt, stimuliert die dopaminerge nigro-
subventrikuldre Innervation die Zellproliferation innerhalb der SVZ. Zusitzlich wurde
auch geschildert, dass die Intoxikation durch MTPT die dopaminergen Zellen in
unterschiedlichen Subregionen des Mesenzephalons unterschiedlich stark dezimiert.
Ob eine daraus resultierende unterschiedlich starke Denervation der SVZ auch zu
einer unterschiedlich starken Verringerung der Zellteilungsrate fiihrt, sollte in einem
weiteren Schritt bestimmt werden. In diesem Abschnitt soll weiterhin darauf
eingegangen werden, ob eine quantitativ unterschiedliche Neurogenese innerhalb der

SVZ auch auf qualitative Unterschiede weisen konnte.

Durch die unterschiedlichen Suszeptibilitidt der mesenzephalen dopaminergen Zellen
auf das Neurotoxin MPTP wurde in Rahmen dieser Arbeit bei den intoxikierten Tieren
eine unterschiedliche striatale Denervierung erreicht. Wihrend in der lateralen SN
durch MPTP nahezu alle dopaminergen Neurone abgetotet wurden, blieben in der
medialen SN sowie der angrenzenden VTA einige dopaminerge Neurone erhalten.
Dies fiihrte zu einer totalen dopaminergen Denervation der dorsalen SVZ, wogegen
die ventrale SVZ, der anteroventral liegenden Nucleus accumbens und damit auch der
RMS noch von einigen dopaminergen Fasern erreicht wurde. Um die Auswirkungen
dieser unterschiedlichen Denervation auf die Proliferation zu iiberpriifen, wurde die

SVZ in eine dorsale und eine ventrale Hilfte geteilt und das dorso-ventrale Verhiltnis
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der Anzahl PCNA bzw. PSA-NCAM positiven Zellen innerhalb der einzelnen Tiere
bestimmt. Somit konnten im Vergleich zu einer Angabe der totalen dorsalen Zellzahl
eine Verzerrung der Ergebnisse durch interindividuelle Unterschiede in der
Proliferationsrate sowie der Denervationsrate ausgeschlossen werden. Wihrend das
Verhiltnis der PCNA positiven Zellen schon bei den Kontrolltieren eine stirkere
Proliferation ventral als dorsal anzeigten, verstirkte sich diese Diskrepanz erheblich
bei den mit MPTP-intoxikierten Tieren, die ja einen deutlichen Gradienten in der
Denervierung der SVZ besalen. Somit konnte nachgewiesen werden, dass das
rdaumlich differenzierte Absterben der nigralen Zellen eine rdumlich differenzierte
Verringerung der Zellproliferation in der SVZ zur Folge hat. Diese Daten entsprechen
den Ergebnissen von Baker et al., 2004, die eine geringer ausgeprigte Verringerung
der Zellproliferation im ventromedialen Bereich der SVZ im Vergleich zur restlichen
SVZ parallel zur dort geringer ausgeprigten dopaminergen Denervation in einem 6-

OHD-Lisionsmodell bei Miusen bemerkten (Baker et al., 2004).

Ein Gradient der Anzahl neugeborener, migrierender Neuroblasten parallel zu dem
Denervierungsgradienten konnte bei der Analyse der rdumlichen Verteilung der PSA-
NCAM positiven Zellen nicht aufgezeigt werden. Beide Ergebnisse zusammen
genommen weisen darauf hin, dass zwar eine rdumlich differenzierte dopaminerge
Denervierung auch zu einer rdumlich differenzierten Proliferation fiihrt, dies aber
nicht durch rdumlich differenzierte Anzahl der neugeborenen PSA-NCAM positiven
Zellen reflektiert wird. Vermutlich ist dies dadurch zu erkliaren, dass die PSA-NCAM
positiven Zellen, einmal gebildet, sich auf noch nicht nédher bestimmten, sich
verzweigenden Pfaden (Doetsch et al., 1997) innerhalb der antero-posterioren
Ausdehnung der SVZ in Richtung RMS bewegen und damit jegliche rdumliche

Unterschiede beziiglich der Herkunft verwischen.

Weist eine raumlich differenzierte dopaminerge Innervation auch auf eine qualitativ
unterschiedliche Proliferation innerhalb der SVZ? Einige Studien zeigen, dass in
unterschiedlichen Bereichen der SVZ unterschiedliche Zellen erzeugt werden. So
unterscheiden Luskin et al. eine anteriore SVZ, ,,aSVZ*, als Quelle der in den RMS
migrierenden neuronalen Vorlduferzellen im Gegensatz zum dorsolateralen Bereich
als Hauptquelle fiir neu gebildete Gliazellen (Luskin et al., 1997). Winner et al.
schildern 2006 eine raumlich sehr differenzierte Verteilung Pax6 positiven Zellen

innerhalb der SVZ, die sich hauptsichlich in einem diinnen Band des rostralen Anteils
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der anterioren SVZ befinden (Winner et al., 2006). Pax6 ist ein intrinsisches Signal in

Richtung eines dopaminergen Phénotyps der neu generierten Neuroblasten.

So scheinen gewisse rdumliche Unterschiede dorso-ventral und eventuell anterio-
posterior zumindest innerhalb des SVZ von Nagetieren vorzuherrschen, was auch aus

embryologischer Sicht nachvollziehbar ist:

Die embryonale SVZ kann in zwei Regionen eingeteilt werden: die neokortikale SVZ
und die Ganglionischen Vorwolbungen (GE: ganglionic eminences). Die neokortikale
SVZ als Teil des dorsalen Vorderhirns, charakterisiert durch die
Transkriptionsfaktoren Pax6, Ngn oder Emx, erzeugt unter anderem Zellen des
Neokortex und die granuliren Zellen des HC. Die GE, charakterisiert durch die
Transkriptionsfaktoren Nkx2.1, DIx1 und DIx2, produzieren Interneurone, Astrozyten
und Oligodendrozyten in vielen Hirnteilen und konnen in eine kaudale, eine laterale
und eine mediale Vorwdlbung eingeteilt werden. Der anteriore Teil der lateralen GE
erzeugt die Interneurone im BO. Brazel et al. postulieren, dass die adulte SVZ
Uberbleibsel der GE, der ,,ventralen pranatalen SVZ* sei, und somit das Dach der
lateralen Ventrikel aus der neokortikalen SVZ, der ,dorsalen” prianatalen SVZ,
entstinde (Brazel et al., 2003). Das Vorhandensein von ,,dorsalen‘ Faktoren wie Pax6
auch in ventralen Anteilen widerspricht dem Konzept einer strengen Trennung und

lasst eher auf eine gemischte Herkunft der adulten SVZ schlieen.

Inwieweit diese rdumliche Differenzen auch im adulten Primaten unterschiedliche
Innervationen und/oder unterschiedliche Funktionen widerspiegeln, ist noch nicht
bekannt und fiir ein genaueres Verstindnis der Neurogenese sicherlich ein

interessantes Forschungsfeld.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit abzuleiten sind jedoch folgende zwei
Anmerkungen: Verschiedene Artikel weisen auf eine Proliferation innerhalb des RMS
bei Primaten und beim Menschen hin (Kornack & Rakic, 2001; Pencea et al., 2001;
Bedard & Parent, 2004; Quinones-Hinojosa et al., 2006; Curtis et al., 2007). Sollte
dort eine Proliferation stattfinden, die dhnlichen Prinzipien wie der innerhalb der SVZ
unterliegt, ist auf folgenden Umstand hinzuweisen: Da bei dem IPS wie bei einer
MPTP-Intoxikation zuerst die lateral lokalisierten nigralen Neurone vor den medialen
absterben (Braak et al., 2003), ist nicht auszuschlieBen, dass sich eine verringerte

Proliferationsrate innerhalb der SVZ von Parkinson Patienten von posterokranial nach
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anterokaudal hin ausbreitet und die Proliferation innerhalb der RMS in frithen
Krankheitsstadien relativ unverindert bleibt. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit

jedoch nicht weiter untersucht.

Bei Tiermodellen ist weiterhin darauf zu achten, dass eine dopaminerge Denervation
durch eine Intoxikation mit MPTP in wesentlich geringeren Malle zu einer
Verringerung der Proliferation innerhalb der RMS fiihren konnte als eine solche durch
z.B. eine Intoxikation mit 6-OHDA, welches zu einem gleichméBigeren und

vollstidndigeren dopaminergen Denervation fiihrt.

4. Funktion der dopaminergen Stimulation der Neurogenese
innerhalb der SVZ

In dieser Arbeit konnte erstmals am Primatenmodell gezeigt werden, dass eine
verringerte dopaminerge Innervation, wie sie auch bei dem IPS besteht, auch im hohen
Alter zu einer verringerten Zellproliferation in der SVZ fiihrt. Dies steht im Einklang
mit der Arbeit von Hoglinger et al., die 2004 nachweisen konnten, dass die Anzahl
proliferierender Zellen, charakterisiert durch eine Markierung durch den Antikorper
fiir PCNA, in der SVZ in post mortem Gehirn von Patienten mit IPS im Vergleich zu
gleichaltrigen Menschen ohne IPS reduziert ist (Hoglinger et al., 2004). Somit scheint
der regulierende Einfluss von Dopamin auf die Neurogenese in Laufe der Entwicklung
von Maus zu Mensch erhalten geblieben zu sein. In diesem Abschnitt soll der Frage
nachgegangen werden, welche Funktion die nigro-subventrikuldre Projektion unter
physiologischen Bedingungen besitzt. Weiterhin soll hier der Frage nachgegangen
werden, ob die verringerte dopaminerge Innervation der humanen SVZ bei IPS

Patienten Ursache des Frithsymptoms Riechstorung sein konnte.

Um die Funktion der nigro-subventrikuldaren Projektion beurteilen zu konnen, muss
zunéchst der Funktion der durch ihren Stimulus erzeugten Neuroblasten in der SVZ
nachgegangen werden. Die ,Funktion“ einer Nervenzelle in vivo differenziert
nachweisen zu konnen, birgt einige Schwierigkeiten. So schlagen Kempermann et al.,
2004 vor, ,Funktion® innerhalb von mindestens drei verschiedenen Ebenen zu
beurteilen: einem zelluldren Niveau, dass die physiologischen Eigenschaften der
neugeborenen Zelle beschreibt; einem Netzwerkniveau, dass die Integration in (schon

existierende) neuronale Netzwerke beurteilt und einem Systemniveau, das den

59



Diskussion

Einfluss neuer Nervenzellen auf regionalspezifische Aufgaben wie z.B. die
Geruchserkennung fiir der BO darstellt. Eine vierte Ebene, die das Verhalten des
einzelnen Individuums im psychologischen und sozialen Kontext, mit einschlieB3t, sei
denk-, aber nur schwer experimentell nachweisbar (Kempermann et al., 2004).
Moglich sind hingegen experimentell aufgezeigte Zusammenhidnge zwischen
Verhaltensinderungen und Anderungen der Proliferationsrate, wobei eine Verzerrung
durch interferierende Faktoren kaum sicher ausgeschlossen werden kann. Nachweise
einer ,,Funktion* neu gebildeter Nervenzellen konnten im Tiermodell fiir die ersten
drei Ebenen und teilweise sogar fiir die vierte Ebene erbracht werden: So wurden nicht
nur eine Integration von neu gebildeten Nervenzellen in schon bestehende Netzwerke
inklusive der Aneignung elektrophysiologischer Eigenschaften einer maturen Zelle
aufgezeigt (Belluzzi et al., 2003), es konnten auch wechselseitige Zusammenhinge
zwischen  Verhaltensdnderungen und  unterschiedlichen  Proliferationsraten
nachgewiesen werden (van Praag et al., 2005). Somit konnten im Tiermodell auf
unterschiedlicher Ebene eine funktionelle Bedeutung der neu gebildeten Nervenzellen

nachgewiesen werden.

Angesichts der viel versprechenden Ergebnisse im Tierexperiment erscheint es nicht
verwunderlich, dass eine Anderung der Neurogenese auch beim Menschen mit
Symptomen, der Entstehung oder Heilung einer Vielzahl von neurodegenerativer
Erkrankungen in Verbindung gebracht wird. So wird eine verringerte hippocampale
Neurogenese mit der Entstehung von Depression verantwortlich gemacht und
umgekehrt die Wirkung von Antidepressiva auf der Beeinflussung der Neurogenese
zuriickgerufen (Sheline et al., 1996; Malberg et al., 2000; Santarelli et al., 2003), ein
Zusammenhang zwischen der Huntington Krankheit und einer verédnderten
Proliferationsrate aufgezeigt (Curtis et al., 2005), und in dieser und anderen Arbeiten
(Hoglinger et al., 2004; Baker et al., 2004) eine Verbindung von einer verringerten
Zellproliferation und (nicht-motorischen Symptomen, z.B. einer Riechstorung) des

IPS gekniipft.

Im Folgenden soll der Frage nachgegangen werden, ob eine durch die dopaminerge
Denervation verursachte verdnderte Neurogeneserate Ursache des Frithsymptoms
Riechstorung bei dem IPS sein kann. Dies wiirde voraussetzen, dass fiir ein
Aufrechterhalten des Riechvermdégens bis ins hohe Alter ein kontinuierlicher Strom

von Neuroblasten in den Riechkolben einwandert und sich dort funktionell integriert.
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Dafiir spricht, dass ein Regulationsmechanismus der Proliferation durch Dopamin im
Laufe der Evolution bis zum Menschen konserviert worden ist. So fiihrt eine
dopaminerge Denervierung bei Nagern, Primaten und beim Menschen zu einer
verringerten Proliferationsrate (Hoglinger et al., 2004; Baker et al., 2004, Freundlieb et
al., 2006). Weiterhin konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass eine verringerte
subventrikuldre Neurogenese zu einem verringerten Leistung des Riechgedichtnisses
fiihrt (Scotto-Lomassese et al., 2003). Auch bei 75% bis 90 % der Parkinson Patienten,
bei denen auch ein verringertes dopaminerges Niveau im Striatum vorliegt, leiden
unter Hyposmie (Doty et al., 1992). Der Schluss liegt nahe, dass die Hyposmie bei
dem IPS durch eine pathologisch verinderte Neurogeneserate verursacht wird, die
wiederum in der dopaminergen Denervierung ihre Ursache hat. Die Riechstérung ist
ein Frihsymptom des IPS, das vor klinischen Anzeichen einer Verringerung des
striatalen Dopaminniveaus auftritt (Ponsen et al., 2004). Motorische Symptome treten
bei einem um 60%-70% verringerten Dopamnniveau im Striatum auf (Bernheimer et
al., 1973). Moglich wire, dass die Neurogenese schon bei einem leicht verminderten
Dopaminmangel, der noch keine motorischen Symptome erzeugt, negativ beeinflusst

wird.

Scheinbar dagegen sprechen anatomische Erkenntnisse der menschlichen SVZ: Beim
Menschen beschreibt der bisher ausfiihrlichste Artikel zur Topographie der SVZ nur
eine sehr spirliche Proliferation und schlieBt eine ,,chain migration®, also ein
Auswandern neugeborener Zellen in grofen Gruppen, wie sie bei Nagern und
Primaten in den BO beschrieben wurde, aus (Quinones-Hinojosa et al., 2006). Die
Migration einzelner Zellen in noch nicht bestimmte Areale sei jedoch moglich. Auch
eine Proliferation innerhalb des RMS und des BO ist denkbar (Curtis et al., 2007). Die
schiere Grofe des humanen Gehirns liele -wenn iiberhaupt- die Auswirklungen einer
reduzierten Neurogeneserate erst sehr viel spiter erscheinen: Wiahrend im Nagetier
neu gebildete Zellen aus der SVZ iiber den RMS mit ungefidhr 30um/h etwa 3-5 mm in
den OB wandern und dafiir mindestens 15 Tage bendtigen, sind im Makaken erst
zwischen 75 und 97 Tagen nach BrdU-Injektion neu eingewanderte Zellen im BO
nachzuweisen (Kornack & Rakic, 2001). Auch wenn der BO des Makaken in etwa
20mm lang und damit ldnger als ein ganzes Miusehirn ist, scheint dies auf eine
erheblich verringerte Rate an Proliferation und Migration im Vergleich zum Nager
hinzuweisen. Bei dem Menschen ist der Riechkolben ein Vielfaches langer. Sollten

neu gebildeten Zellen aus der SVZ auch beim adulten Menschen solche groflen
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Entfernungen in ausreichender Zahl zuriicklegen konnen, wiirden sie weit ldnger fiir
die Strecke SVZ-BO benotigen, selbst wenn man die gleiche Proliferationsrate und

Wanderungsgeschwindigkeit wie beim Makaken voraussetzt.

Bei Patienten, die unter dem IPS leiden, beginnt das Absterben der dopaminergen
Neurone in der posterolateralen Bereich der SN, um sich erst spiter nach anteromedial
auszubreiten (Braak et al., 2004). Vorausgesetzt, die rdumliche Innervation der
humanen SVZ &hnelt der des Makaken, so wiirde eine dopaminerge Denervation in
der SVZ sich von posterodorsal nach anteroventral ausbreiten. Ein Grofteil der
proliferierenden Zellen der menschlichen SVZ liegt im anteroventralen Bereich
(Quinones-Hinojosa et al., 2006) und ist damit fiir relativ lange Zeit von der
dopaminergen Denervation ausgeschlossen. Gleiches gilt fiir eine Zellproliferation im
RMS oder dem BO selbst, die auch beim Menschen vorhanden sein soll (Liu &
Martin, 2003; Bedard & Parent, 2004, Hoglinger et al., 2004; Curtis et al., 2007).

Somit erscheint moglich, dass auch beim Menschen eine verringerte dopaminerge
Innervation (wie sie bei dem IPS auftritt) die Neurogeneserate in der SVZ und im
RMS reduziert, welches wiederum Ursache fiir eine verminderte Riechleistung sein
konnte. Dies wire jedoch ein sehr langfristiger Prozess. Da eine Verringerung des
Dopaminniveaus im Striatum (und damit wahrscheinlich auch in der SVZ) jedoch
schon viele Jahre vor Auftreten von motorischen Symptomen nachzuweisen ist (Hilker
et al., 2005), kann das Frithsymptom Riechstorung durch eine anfidnglich nur geringe

Veridnderung des Dopaminniveaus verursacht sein.

Zusitzlich zu der dopaminergen Denervation gibt es Hinweise auf einen weiteren, die
Neurogenese negativ beeinflussender Faktor bei dem IPS: Es konnte im Nagermodell
nachgewiesen werden, dass die Expression von mutiertem o-Synuklein, ein weiteres
Merkmal des IPS, zu einer verringerten Neurogenese und Uberleben der neu

gebildeten Zellen fithrt (Winner et al., 2004; Winner et al., 2007).

Bei Parkinson Patienten wird ein Anstieg der Zahl dopaminerger Zellen im BO
beobachtet (Huisman et al., 2004). Analog dazu konnte in einem 6-OHDA- Tiermodell
eine verstirkte Bildung von dopaminergen Vorlduferzellen aufgezeigt werden, die
dann in den BO auswandern (Winner et al., 2006). Hoglinger et al. fanden jedoch eine
verminderte Anzahl an PCNA positiven Zellen im BO von Parkinson Patienten

(Hoglinger et al., 2001). Somit scheint bei Parkinson Patienten nicht nur eine nicht
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quantitativ, sondern auch qualitativ verdnderte Neurogenese vorzuherrschen. Auch
beim Nager fiihrt eine dopaminerge Degeneration nicht nur zu einer generalisierten
Herabregulierung der Neurogenese, sondern zusitzlich zu einer relativen
Hochregulierung der Produktion von Vorlduferzellen dopaminerger Interneuronen

(Winner et al., 2006).

Zusammenfassend scheint eine dopaminerge Denervation der SVZ auch bei Primaten
zu einer quantitativ und qualitativ verdnderten Neurogenese zu fiihren. Eine verdnderte
Anzahl an dopaminerger Zellen im BO konnte Auswirkung einer der verringerten
dopaminergen Innervation der SVZ bei Parkinson Patienten sein und gleichzeitig

Ursache des Frithsymptoms Riechstorung.

5. Ausblick

Die Neurogeneseforschung wird von zwei teilweise sehr unterschiedlichen Impetus
angetrieben: zum einen die Suche nach der physiologischen Funktion der Neurogenese
und zum anderen des Versuches der Nutzbarmachung der Neurogenese fiir

therapeutische Zwecke.

Die Neurogenese im SVZ-BO-System wird im Tiermodell fiir das Speichern von
Riecheindriicken (mit)verantwortlich gemacht (Rochefort et al., 2002; Scotto-
Lomassese, 2003). Im HC soll eine adulte Neurogenese fiir ein fortlaufendes
Gedichtnis sorgen (Aimone et al., 2006; Shors et al., 2001). Die hier vorgelegte Arbeit
bekriftigt die Hypothese, dass bei Primaten ein verringertes Dopaminniveau
verantwortlich ist fiir eine verringerte Neurogenese. Diese konnte bei Parkinson
Patienten Ursache des Frithsymptoms Riechstorung sein. Um dies sicher zu
tiberpriifen, konnte mithilfe der im der Einleitung erliduterten C14-Methode das Alter
der neuralen Zellen innerhalb des BO mit dem Alter von Zellen in Regionen, in denen
keine neurale Proliferation stattfindet, verglichen werden. In einem zweiten Schritt
konnten dann das Alter von Nerven des BO bei Parkinson-Patienten und bei einer
Kontrollgruppe verglichen werden. Eine verringerte Neurogenese sollte bei den
Parkinson-Patienten zu einer im Durchschnitt dlteren Zellpopulation fiihren als bei der
Kontrollgruppe, bei der die Zellpopulation kontinuierlich durch neu gebildete

Nervenzellen erginzt werden sollten.
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Sollte sich die Hypothese als falsch herausstellen, dridngte sich die Frage auf, ob die
subventrikuldre Neurogenese beim Menschen nicht nur ein phylogenetisches
Uberbleibsel ist, welches in makrosmatischen Tieren wie der Maus und sogar bei
nicht-menschlichen Primaten noch funktionelle Einfliisse haben mag, diese aber beim
Menschen verloren hat. Moglich erscheint, dass die subventrikuldre Neurogenese
unter pathophysiologischen Bedingungen als Schutzmechanismus funktioniert, dass
also zwar keine Auswanderung in den BO, sondern in andere, vorgeschidigte
Bereiche des Gehirns vonstatten geht. Hier konnte bei Ratten gezeigt werden, dass
Stammzellen fiir mehrere Monate nach einen kiinstlich herbeigefiihrten ischdmischen
Ereignis striatale Neurone produzieren, die in den geschidigten Bereich einwandern
(Thored et al., 2006). Beim Primaten fiithrt ein dhnlicher Stimulus auch zu einer
verstirkten Proliferation innerhalb der SVZ, jedoch scheinen keine Zellen aus dem eng
begrenzten Bereich der SVZ und des RMS auszuwandern (Tonchev et al., 2005).
Auch beim Menschen erscheint es moglich, dass ein ischdmischer Infarkt zur
Neubildung von Nervenzellen in der Penumbra fithren kann (Jin et al., 2006), jedoch
bleibt ungeklirt, ob diese Zellen aus der SVZ auswandern oder lokal gebildet werden.
Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist unklar, ob das Fehlen eines eindeutigen Nachweises
auswandernder Zellen in geschidigte Areale bei Primaten durch unzureichende
technische und histochemische Prozeduren verursacht wird oder ob grundsitzlich bei
Primaten das Vorhandensein von verhindernden Faktoren oder die Abwesenheit von

die Migration fordernden Faktoren eine solche Auswanderung verhindert.

Der zweite Antrieb der Neurogeneseforschung besteht in der Hoffnung auf eine
Nutzbarmachung der Neurogenese als therapeutisches Utensil. Hier konnte die
endogene Zellproliferation Ansitze fiir einen eleganten Reparaturmechanismus fiir
neurodegenerative Erkrankungen oder ischdmische Lésionen bieten (Lindvall et al.,
2004; Haas et al., 2005). So konnen ins Striatum von IPS Patienten transplantierte
fetale postmitotische dopaminerge Nervenzellen fiir iiber 10 Jahre iiberleben und
dieses reinnervieren (Piccini et al., 1999). Da die Transplantation von fetalen Zellen
immunologische, sicherheitstechnische, logistische und 6konomische Probleme
aufwirft, bietet sich als Quelle von Zelltransplantaten die SVZ aufgrund ihrer relativ
einfachen Erreichbarkeit an. Erkenntnisse iiber Stimulierungsmechanismen unter
physiologischen Bedingungen konnen sich hier vielleicht als iibertrag- und nutzbar

erweisen.
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Diese Arbeit bewegt sich auf dem Grenzgebiet beider Antriebe: Sie bietet einerseits
Erkenntnisse iiber pathophysiologische Ereignisse, die wahrscheinlich in sehr
dhnlicher Form auch beim Menschen auftreten und andererseits Hinweise fiir eine

eventuelle Benutzung von endogenen Stammzellen zu Reparaturzwecken.

Beziiglich der weiteren Forschung iiber Stammzellen darf aus anthropozentrischer
Sicht gefordert werden, dass bessere Versuchsmodelle zum Erforschen der Funktion
humaner Neurogenese entwickelt werden miissen. Hierfiir miissen unschadliche
Methoden zum in-vivo-Monitoring der neu gebildeten Nervenzellen méglich gemacht
werden. Dafiir bieten sich bildgebenden Verfahren wie MRT, SPECT oder PET an.
Weiterhin muss das Wissen iiber die Transplantation oder Stimulation der endogenen
Stammzellen vergrofert werden. Wenn bei der Transplantation von fetalen
Stammzellen die Tumorentwicklung ein Problem darstellt, wire es interessant, die
DNS-Reparaturmechanismen der endogenen Stammzellen zu untersuchen, die nach
jetzigem  Wissensstand trotz einer lebenslangen Undifferenziertheit eine

Tumorentstehung verhindern oder zumindest sehr selten macht.

Zusammenfassend bietet das Vorhandensein von bis ins hohe Lebensalter
proliferierender Zellen innerhalb des humanen Gehirns faszinierende Moglichkeiten

zur Heilung von bisher nahezu unheilbaren Krankheitszustdnden.
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V. Abkurzungsverzeichnis

6-OHDA 6-Hydroxydopamin

ATP Adenosintriphosphat

BDA Biotin Dextran Amin

BO bulbus olfactorius, Riechkolben

BrdU 5-Bromo-2"-Deoxyuridin

CA Commisura anterior

COMT Catechol-O-Methly-Transferase

GE Ganglionic eminence, Ganglionische Vorwolbung
h Stunde

HC Hippocampus

kDa Kilodalton

KG Korpergewicht

1 Liter

LB Lewy Bodies

LN Lewy Neurites

MAO-B Monoaminooxidase B

min Minute

MPDP* 1-Methyl-4-phenyl-1,2-dihydroxypyridiniumion
MPP* 1-Methyl-4phenyl-pyridiniumion

MPTP 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin
mRNS messenger-Ribonukleinsidure

PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen

PCR Polymerase Chain Reaction

PFA Paraformaldehyd

PSA-NCAM polysialic acid-neural cell adhesion molecule
RMS Rostraler Migratorischer Strom

S Sekunde

SGZ Subgranulire Zone

SNpc Substantia Nigra, pars compacta

SVZ Subventrikuldre Zone

VTA ventrales tegmentales Areal
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VI. Zusammenfassung

Auch im Gehirn adulter Sdugetiere findet bis ins hohe Lebensalter die Bildung neuer
Nervenzelle statt. Dieser Vorgang wird als adulte Neurogenese bezeichnet und
beschriankt sich auf zwei Regionen, der Subventrikuliren Zone (SVZ) und der
Subgranulédren Zone (SGZ) im Hippocampus. Um die jungen Zellen zukiinftig eventuell
fiir Reparaturvorgiinge im pathologisch verdnderten Gehirn nutzen zu kdnnen, miissen
die physiologischen und pathophysiologischen endogenen Regulationsmechanismen
bekannt sein. In dieser Arbeit sollte der Einfluss des Neurotransmitters Dopamin auf die
subventrikuldre Neurogenese erforscht werden, indem Ursprung und Funktion der
dopaminergen Innervation der SVZ bei nicht-menschlichen Primaten untersucht
wurden. Durch Tracing Studien in drei Makaken konnte eine topographisch organisierte
Innervation aus dem pars compacta der Substantia nigra, aber nicht aus dem
angrenzenden retrorubralen Feld, in die SVZ dargestellt werden. Immunfirbungen
gegen Tyrosin-Hydroxlase und 5-Bromo-2°-Deoxyuridin zeigten eine enge rdumliche
Néhe zwischen dopaminergen Fasern und proliferierenden subventrikuldren Zellen. Im
Folgenden sollten die pathophysiologischen Vorginge bei der Parkinson Krankheit, die
hauptsidchlich bei iiber 60-Jdhrigen auftritt und durch eine Degeneration der
dopaminergen nigralen Neurone gekennzeichnet ist, moglichst exakt simuliert werden.
Die nigrale dopaminerge Innervation wurde bei drei mindestens 20 Jahren alten
Makaken durch eine Behandlung mit 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin zu
einem groflen Teil zerstort. Im Vergleich zu drei gleichaltrigen Kontrolltieren zeigte
sich eine Abnahme von PCNA (proliferating cell nuclear antigen)-positiven
proliferierenden Zellen um 44% sowie von PSA-NCAM (polysialylated neural cell
adhesion molecule)-positiven Neuroblasten um 59% in der denervierten SVZ.
Weiterhin konnten intraindividuell Unterschiede zwischen stark und schwach
denervierten Teilen der SVZ nachgewiesen werden. Beide Ergebnisse weisen darauf
hin, dass eine intakte nigro-subventrikulidre Innervation fiir das Aufrechterhalten der
subventrikuldren Neurogenese beim alten Individuum unerldsslich ist. Der hier erfolge
Nachweis der Existenz einer dopaminerg kontrollierten Neurogenese in der SVZ adulter
Primaten ertffnet die Perspektive, dieses System eventuell fiir die endogene Reparatur
des zentralen Nervensystems bei neurodegenerativen Krankheiten nutzbar zu machen.
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