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1. Einleitung

1.1 Das idiopathische Parkinson-Syndrom und die funktionelle Bildgebung

Das idiopathische Parkinson-Syndrom, auch als Parkinson-Krankheit bezeichnet, ist die
zweithdufigste neurodegenerative FErkrankung weltweit. Sie betrifft Schitzungen
zufolge 0,3% der Allgemeinbevolkerung bei einer Priavalenz von 1-2% in der Gruppe
der iiber 60-Jahrigen (de Lau and Breteler, 2006). Sie ist klinisch charakterisiert durch
ein akinetisch-rigides Syndrom, ausgelost durch einen verminderten Dopaminspiegel im
Striatum (Bernheimer et al., 1973). Die motorischen Kardinalsymptome sind
Bradykinesie, Rigiditdt, Ruhetremor und posturale Instabilitit. Zusétzlich treten bei
betroffenen Patienten im Krankheitsverlauf verschiedene nicht-motorische Symptome
auf, wie autonome Dysfunktion, Demenz, psychiatrische Erkrankungen und
Verdnderungen des Schlaf/Wach-Rhythmus (Thanvi et al., 2003). Die neuronalen
Populationen dopaminerger Zellen in der Substantia nigra pars compacta (SN¢) und ihre
Projektionen ins Striatum (Str) degenerieren zunehmend im Verlauf der Parkinson-
Krankheit (Hirsch et al., 1988). Dieser neurodegenerative Prozess ist gekennzeichnet
durch die Akkumulation von Proteinkomplexen in den betroffenen Neuronen, genannt
Lewy-Korperchen. Neben dem dopaminergen System sind auch cholinerge, adrenerge
und serotonerge Neurone betroffen sowie auch neuronale Populationen im Bereich der
Medulla oblongata, des Riickenmarks und des autonomen Nervensystems (Forno,
1996). Die Behandlung dieser Patienten mit Levodopa (LD), einer Vorstufe des
Dopamins, oder Dopamin-Rezeptor-Agonisten fiihrt zu einer signifikanten Besserung
der motorischen Beeintriachtigung der Erkrankten. Zwar stehen heutzutage effektive
medikamentose Therapien sowie auch interventionelle Verfahren wie die tiefe
Hirnstimulation zur symptomatischen Behandlung betroffener Patienten zur Verfiigung,
das Fortscheiten des zugrunde liegenden neurodegenerativen Prozesses kann jedoch
derzeit nicht aufgehalten werden. Dementsprechend ist ein zentrales Ziel der heutigen
Parkinson-Forschung die Suche nach krankheitsmodifizierenden bzw. neuroprotektiven
Therapien. Insbesondere im Hinblick auf klinische Studien ergibt sich hieraus ein
grofler Bedarf fiir eine addquate in vivo Darstellung des Dopamin-Systems sowie dessen
Beurteilung im zeitlichen Verlauf. In diesem Kontext wurden im Laufe der letzten Jahre

zunehmend Verfahren der funktionellen Bildgebung als Surrogat-Parameter zur
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Abbildung des AusmaBes und zeitlichen Fortschreitens der Neurodegeneration
verwendet. In diesen Untersuchungen wurden unterschiedliche Radioliganden zur
Darstellung des nigrostriatalen Systems genutzt um mittels Single-Photon-Emissions-
Tomographie (SPECT) oder Positronen-Emissions-Tomographie (PET) den Einfluss
von LD (Fahn et al., 2004) und verschiedenen Dopaminagonisten (Oertel et al., 2006;
ParkinsonStudyGroup, 2002; Whone et al., 2003) auf den Krankheitsverlauf zu
beurteilen. In wie fern die hierbei gewonnenen Ergebnisse als Beleg fiir einen, den
Krankheitsverlauf modifizierenden, Einfluss der verwendeten Medikamente gewertet
werden konnen, ist weiterhin Gegenstand kontroverser Diskussionen (Morrish, 2003;
Pavese et al., 2009). Im vorliegenden Experiment wurde in einem Tiermodell der
Parkinson-Krankheit eine chronische Therapie der Versuchstiere mit LD und dem
Dopaminagonisten Pramipexol (PPX) vorgenommen, um mogliche Effekte mittels

serieller ['**IJFP-CIT SPECT Untersuchungen zu evaluieren.

1.2 Funktionelle Bildgebung mit Single-Photon-Emissions-Tomographie

1.2.1 Funktionsprinzip

Die Single-Photon-Emissions-Tomographie (SPECT) zdhlt zu den Verfahren der
funktionellen Bildgebung und ist heutzutage eine weit verbreitete Methode zur in vivo

Darstellung unterschiedlicher Zielstrukturen in verschiedenen Bereichen der Medizin.

Das Funktionsprinzip basiert auf der Verwendung sogenannter Radiopharmaka. Hierbei
handelt es sich um radioaktiv markierte Tracer-Substanzen, die im lebenden
Organismus am Metabolismus teilnehmen und somit je nach Beschaffenheit der
jeweiligen Tracer-Substanz eine Beurteilung verschiedener Organe zulassen. Zur
Markierung werden unterschiedliche radioaktive Isotope wie z.B. **™Technetium oder
"PIod verwendet. Die Kombination aus Radionuklid und Ligand wird als
Radiopharmakon bezeichnet. Beim Zerfall des verwendeten radioaktiven Isotops
werden Gammaquanten emittiert, die von einem oder mehreren Detektoren registriert
werden und das Ausgangssignal fiir die SPECT Untersuchung darstellen. Die
ausgesendete elektromagnetische Strahlung wird von sogenannten Gammakameras
detektiert. In diesen befinden sich Szintillationskristalle, die die aufgenommene Energie
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in Form von Lichtimpulsen wieder abgeben. Der Gammakamera vorgeschaltet befindet
sich ein Kollimator, durch den die einfallende Strahlung gefiltert wird. Durch die
rdaumliche Anordnung des Kollimators konnen lediglich senkrecht einfallende
Gammaquanten passieren und die Szintillationskristalle der Gammakamera erreichen.
Die  ausgesendeten  Lichtimpulse @ werden an  einen  Photomultiplier
(Sekundirelektronenvervielfacher) weitergeleitet, der diese in ein elektrisches Signal
umwandelt. Die Gammakamera rotiert wéhrend der Durchfiihrung um das
Untersuchungsobjekt, so dass verschiedene Projektionen aufgenommen werden. Aus
diesen Projektionen wird in der Folge ein dreidimensionales Modell des
Untersuchungsobjektes rekonstruiert. Hierbei werden Algorithmen verwendet, die
analog zu Computer- und Magnetresonanz-Tomographien die rdumliche
Aktivitdtsverteilung  berechnen und als Schnittbild oder dreidimensionale

Rekonstruktion wiedergegeben werden.

1.2.2  Multi-Pinhole-SPECT

Konventionelle SPECT Kameras fiir die klinische Anwendung sind mit Parallel-Loch-
Kollimatoren ausgestattet und bieten in der Regel eine raumliche Auflésung von 5 - 15
mm bei entsprechend groem Beobachtungsfeld und hoher Sensitivitét. Diese begrenzte
rdumliche Aufldsung ist nicht ausreichend zur Darstellung sehr kleiner Zielstrukturen,
wie beispielsweise die Abbildung von Hirnstrukturen in Versuchstieren wie Maus oder
Ratte. Vor dem Hintergrund der enormen Bedeutung dieser Versuchstiermodelle in der
praklinischen neurowissenschaftlichen Forschung besteht ein grofles Interesse an
Methoden zur in vivo Darstellung neuronaler Strukturen und deren Beurteilung im
zeitlichen Verlauf. In diesem Kontext kommen sogenannte Mikro-SPECT Techniken
zum FEinsatz mit deren Hilfe eine deutlich hohere rdumliche Auflosung, derzeit in
Bereichen von 0,3 — 2 mm, zu Lasten eines entsprechend kleineren Beobachtungsfeldes

und einer verminderten Sensitivitét erreicht werden konnen (Nuyts et al., 2009).

Es gibt verschiedene technische Realisierungen fiir die Anwendung von Mikro-SPECT
Techniken, von speziell konstruierten Kleintier-SPECT-Systemen bis zur Bestlickung
konventioneller Gammakameras mit Pinhole Kollimatoren. Fiir die hier dargestellten

Experimente wurde eine Zwei-Kopf Gamma Kamera verwendet und mit einem Multi-



Pinhole Kollimator ausgeriistet (Schramm et al., 2003). Mit dieser Konzeption ist eine

Darstellung des Miusegehirns mit einer rdumlichen Auflésung von 1 - 2 mm mdglich

(Alvarez-Fischer et al., 2007).

APTIO 30X30 R35 ZI145

Abbildung 1: A: Gamma-Kamera bestiickt mit Pinhole Kollimator; B: 10 Pinhole Kollimator

Das Grundprinzip der Mikro-SPECT Anwendung ist die Verwendung von Pinhole
Kollimatoren statt Parallelloch-Kollimatoren. Analog zur Funktionsweise einer
Lochblende in der Optik wird durch die Verwendung von Pinhole Kollimatoren eine
umgedrehte, vergroflerte Projektion des emittierenden Gammaquantenmusters erzeugt.
Die GroBle der Projektion ist dabei abhéngig von der Entfernung zwischen Objekt und
Pinhole Kollimator sowie der Entfernung zwischen Kollimator und Gammakamera. Der
entscheidende Nachteil dieses Verfahren ist neben dem eingeschrinkten
Beobachtungsfeld vor allem der Sensitivititsverlust. Der Anteil an emittierter
Gammastrahlung, der den Detektor erreicht und somit zur Signalverarbeitung genutzt
werden kann, ist naturgemdf durch die Verwendung von Pinhole Kollimatoren
gegeniiber Parallelloch Kollimatoren deutlich herabgesetzt. Um diesen Nachteil zu
kompensieren, werden sogenannte Multi-Pinhole/Multi-Plexing Ansitze angewendet
(Beekman and Have, 2007). Bei den hier verwendeten Multi-Pinhole Kollimatoren
befinden sich mehrere ,,Lochblenden® in genau definierten Abstinden und Winkeln auf
einem Kollimator (Vogel et al., 1978). Hierbei entstehen mehrere sich zum Teil
iiberlappende Projektionen des wuntersuchten Objektes (Multi-Plexing), die als
Grundlage der weiteren Signalverarbeitung dienen. Der Vorteil dieses Verfahrens
besteht in der deutlich hoheren Sensitivitidt im Vergleich zu einem einfachen Pinhole

Kollimator. Allerdings ist die eindeutige Rekonstruktion der einzelnen Projektionen



erschwert. Heutzutage werden in erster Linie iterative Verfahren eingesetzt, mit deren
Hilfe aus den verschiedenen Einzelprojektionen eine dreidimensionale Rekonstruktion

erzeugt werden kann (Schramm et al., 2003).

123 ["IJFP-CIT SPECT - DaTSCAN

Bei dem in der vorliegenden Untersuchung durchgefiihrten ['*’IJFP-CIT SPECT wurde
der kommerziell erhéltliche Radiotracer DaTSCAN (GE Healthcare Limited)
verwendet. Der Radioligand FP-CIT (N-omega-fluoropropyl-2beta-carbomethoxy-
3beta-(4-iodophenyl)tropan) ist ein Kokain-Analogon mit der chemischen
Grundstruktur eines Phenyltropans und somit ein klassisches Substrat des
Dopamintransporters (DAT). FP-CIT wird zur Verwendung als Radiopharmakon mit
dem Radionukild '*Iod gekoppelt, das eine Halbwertszeit von 13 Stunden hat und beim

Zerfall Gammastrahlung mit einer Energie von 159 keV freisetzt.

Da der DAT spezifisch auf dopaminergen Neuronen und deren Axonen exprimiert wird,
kann die nigrostriatale dopaminerge Projektion durch Markierung dieses
prasynaptischen Transportproteins abgebildet werden (Heiss and Hilker, 2004;
Nirenberg et al., 1996). ['*I]JFP-CIT kann als Substrat des DAT daher zur in vivo
Darstellung der dopaminerger Innervation des Striatums benutzt werden (Abi-Dargham

et al., 1996; Booij et al., 1997; Scheffel et al., 1997).

Bei der Substanz handelt es sich um eine Weiterentwicklung von beta-CIT (2Beta-
carbomethoxy-3beta-(4-iodophenyl)tropan), die sich durch eine giinstigere
Pharmakokinetik (Kuikka et al., 1995) und hohere Selektivitét fiir den DAT auszeichnet
(Abi-Dargham et al., 1996). Eine stabile Plateauphase wird nach 1 — 3 Stunden erreicht,
so dass mit Durchfilhrung der Untersuchung drei Stunden nach Injektion des
Radiopharmakons begonnen werden kann. Zuvor erhalten Patienten Natriumperchlorat
zur Blockierung der Iod Aufnahme in die Schilddriise, um Uberlagerungsphinomene zu
vermeiden. Typischerweise wird bei der klinischen Anwendung von ['*IJFP-CIT eine
Dosis von 185 MBq verabreicht, was einer Strahlenbelastung fiir den Patienten von 2,3
- 4,4 mSv entspricht (Djang et al., 2012). Die Auswertung der Untersuchung erfolgt
mittels visueller Beurteilung des SPECT-Signals, analysiert werden striatale

Signaldichte, -muster und -symmetrie. Des Weiteren kann eine semiquantitative
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Auswertung durch Kalkulation des Verhéltnisses von spezifischer zu nicht-spezifischer
Anreicherung vorgenommen werden. Hierfiir werden entsprechende Vorlagen
verwendet, sogenannte Regions of Interest (ROI) oder Volumes of Interest (VOI), mit
denen die Signaldichte im Striatum im Vergleich zum Zerebellum als Referenzregion

beurteilt wird (Booij et al., 1998).

1.2.4 Dopamintransporter Bildgebung bei der Diagnose der Parkinson-Krankheit

Die ['*’IJFP-CIT SPECT Untersuchung wurde im Jahr 2000 in der Europdischen Union
und 2011 in den USA zur klinischen Anwendung zugelassen. Primér handelt es sich
beim idiopathischen Parkinson-Syndrom um eine klinische Diagnose und SPECT
Untersuchungen sind nicht grundsétzlich Bestandteil der Routinediagnostik. Der
DaTSCAN wird aktuell zur Darstellung eines funktionellen Dopamin-Defizits bei
klinisch unsicherem Parkinson-Syndrom eingesetzt (Scherfler et al., 2007; Vlaar et al.,
2007). Die in vivo Darstellung des dopaminergen Defizits dient hier zur Abgrenzung
des idiopathischen Parkinson-Syndroms von vaskuldr bedingten oder medikamentds
induzierten Parkinson-Syndromen. Des Weiteren besteht die Indikation zur
Durchfiihrung bei Patienten mit klinisch unklaren Parkinson-Syndromen als
unterstiitzende MaBnahme zur Differenzierung zwischen essentiellem Tremor und
Parkinson-Syndromen, die auf die idiopathische  Parkinson-Krankheit,
Multisystematrophie oder progressive supranukledre Blickparese zuriickzufiihren sind.
Zusiétzlich wird das Verfahren bei Patienten als unterstlitzende Mallnahme zur
Differenzierung zwischen einer moglichen Lewy-Korperchen-Demenz und der

Alzheimer-Krankheit genutzt (Darcourt et al., 2010).

Kontrovers diskutiert wird aktuell die Eignung des Verfahrens zur Etablierung einer
frithen Diagnose des neurodegenerativen Prozesses bei der Parkinson-Krankheit (Booij
et al., 1997; Filippi et al., 2005; Marek et al., 1996), sowie zur Beurteilung des
Krankheitsstadiums betroffener Patienten (Benamer et al., 2000; Marek et al., 2001).
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1.2.5 Funktionelle Bildgebung als Surrogat-Marker flir Neurodegeneration

Verschiedene Verfahren der funktionellen Bildgebung zur Darstellung des Dopamin-
Systems finden derzeit neben der Anwendung zur Unterstiitzung der Diagnose des
idiopathischen Parkinson-Syndroms auch Verwendung zur Darstellung der Progression
der Erkrankung im zeitlichen Verlauf (Benamer et al., 2000; Schapira, 2002;
Winogrodzka et al., 2003).

Hiervon ausgehend wurden verschiedene klinische Studien durchgefiihrt, die eine
funktionelle Bildgebung mittels SPECT oder PET als Surrogat-Parameter moglicher
krankheitsmodifizierender = Effekte  verschiedener = medikamentdser  Therapien
evaluierten. Prominente Beispiele hierfiir sind die CALM-PD Studie ,,Comparison Of
The Agonist Pramipexole With Levodopa On Motor Complications Of PD*
(ParkinsonStudyGroup, 2002), die REAL-PET Studie — ,,Requip As Early Therapy
Versus Levodopa And PET* (Whone et al., 2003), die PELMOPET Studie — ,,Pergolid
Versus Levodopa Monotherapy And PET* (Oertel et al., 2006), sowie die ELLDOPA
Studie — ,,Early Versus Later Levodopa Therapy In PD* Studie (Fahn et al., 2004). Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden kontrovers diskutiert, insbesondere die
Frage, in wie weit die z.T. beobachteten Verdnderungen in der funktionellen Bildgebung
des Dopamin-Systems als Ausdruck einer Modifikation des neurodegenerativen

Prozesses zu verstehen sind (Ahlskog, 2003; Morrish, 2002).

Die Untersuchung der verschiedenen, zur Therapie des Morbus Parkinson verwendeten,
Medikamente im Hinblick auf ein mogliches neuroprotektives / Krankheits-
modifizierendes Potential, stellt einen Schwerpunkt in der aktuellen Parkinson-
Forschung dar. In tierexperimentellen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass sich
nigrostriatale Fasern unter bestimmten Umstidnden von partiellen Schadigungen erholen
konnen (Stanic et al., 2003b) und dass dopaminerge Substanzen auf unterschiedlichen
Ebenen einen Einfluss auf diesen Prozess haben konnen. Beispiele fiir medikamentos
beeinflussbarer Prozesse sind unter anderem das Aussprossen axonaler Ausldufer aus
den verbleibenden Neuronen in der Substantia nigra pars compacta (Murer et al., 1998),
ein erhohter Schutz dopaminerger Neurone vor Neurotoxinen (Lee et al., 2008) sowie
die Stimulation der adulten Neurogenese (Hoglinger et al.,, 2004). Vor diesem
Hintergrund dréngt sich die Frage auf, ob derartige Phinomene auch bei betroffenen
Patienten von Bedeutung sind und wie diese im Rahmen klinischer Untersuchungen
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analysiert werden konnen. Die Frage, ob die mittels funktioneller Bildgebung erhobenen
Daten in diesem Zusammenhang als addquate Surrogat-Parameter zur Beurteilung des
Ausmalles der Neurodegeneration im zeitlichen Verlauf genutzt werden kann, ist
weiterhin nicht abschlieend gekléart. Insbesondere die z.T. beobachtete Diskrepanz
zwischen einer besseren klinischen Kontrolle der Parkinson-Symptomatik bei
gleichzeitig groBerem AusmaBl der ,Neurodegeneration“ bemessen anhand des
Signalverhaltens in der funktionellen Bildgebung, schrinkt die Interpretierbarkeit der
erhobenen Daten ein (Holloway et al., 2004). Ein weiterer Kritikpunkt ist in dem Fehlen
einer adidquaten Placebo-Gruppe zu sehen, die einen direkten Vergleich der
beobachteten Verdnderungen zum Spontanverlauf der Erkrankung ermdoglichen wiirde,
aber  aufgrund  offensichtlicher = Einschrinkungen in  einer  klinischen
Langzeituntersuchung nicht realisiert werden kann. Dariiber hinaus muss die
Moglichkeit einer direkten und moglichweise divergenten Beeinflussung des SPECT
oder PET Signals durch eine dauerhafte dopaminerge Medikation in Abgrenzung zu
einer tatsdchlichen Modulation des neurodegenerativen Prozesses ausgeschlossen
werden. In diesem Kontext gibt es vielfdltige Belege fiir direkte pharmakologische
Interaktionen unterschiedlicher Substanzen mit der Radiotracer Anreicherung (Booij
and Kemp, 2008). Im Hinblick auf die Frage einer direkten Wirkung einer
dopaminergen Therapie auf die funktionelle Darstellung des DAT gibt es
unterschiedliche Ergebnisse. So erbrachten Studien zur subchronischen Anwendung von
Levodopa keine Belege fiir eine direkte Beeinflussung des ['>IJFP-CIT SPECT Signals
(Schillaci et al., 2005; Winogrodzka et al., 2001). Untersuchung des Dopaminagonisten
Pramipexol (PPX) erbrachten divergente Befunde. In einigen Studien konnten keine
Effekte nachgewiesen werden (Ahlskog et al., 1999), in anderen hingegen zeigte sich
eine signifikante Abnahme der striatalen DAT Bindung (Guttman et al., 2001).
Insgesamt gibt es vor allem im Hinblick auf mogliche Langzeitregulationseffekte einer
Dopaminsubstitutionstherapie und deren Bedeutung fiir die funktionelle Bildgebung nur
begrenzt gesicherte Erkenntnisse, so dass der Beweis flir eine Eignung dieser Verfahren
als Surrogat-Parameter noch aussteht und somit die Interpretierbarkeit der erhobenen
Daten als Ausdruck einer tatsdchlichen Neuroprotektion oder Krankheitsmodifikation

weiterhin in Frage steht.

Vor diesem Hintergrund bestehen bei der Interpretation der Ergebnisse der ['*I]B-CIT
Studie CALM-PD mehrere Moglichkeiten. In der Studie wurde ein Riickgang des
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striatalen SPECT Signals bei Patienten, die mit Levodopa behandelt wurden auf ein
signifikant niedrigeres Niveau beobachtet als bei Patienten, die mit PPX behandelt
wurden (ParkinsonStudyGroup, 2002). Mehrere Mechanismen kommen als mogliche
Erklarung fiir diesen Unterschied in Betracht: 1.) neurotoxische Wirkung von LD auf
dopaminerge Neurone, 2.) neuroprotektive Wirkung von PPX gegen die
fortschreitendende axonale Degeneration, 3.) PPX-induzierte Regeneration der
geschidigten Axone oder 4.) divergente Medikamenten-induzierte Regulation der DAT-
Dichte oder -Affinitt.

In der CALM-PD Studie konnte keine Unterscheidung zwischen den moglichen
zugrunde liegenden biologischen Phdnomenen getroffen werden, da keine Placebo-
Gruppe untersucht werden konnte, um die Ergebnisse mit einem nicht therapierten,
spontanen Krankheitsverlauf zu vergleichen. Dariiber hinaus konnte keine
histopathologische Untersuchung des Hirngewebes vorgenommen werden, so dass die
vorhandenen SPECT Ergebnisse nicht mit neuroanatomischen Daten verglichen werden

konnten.

Insbesondere diese Einschrinkungen machen eine Interpretation derartig konzipierter
klinischer Studien im Hinblick auf moégliche krankheitsmodifizierende Effekte einer
Dopamin-Therapie schwierig, so dass eine Transferierung ins Tiermodell mit
entsprechender Erweiterung der experimentellen Moglichkeiten sinnvoll erscheint. Die
in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden entsprechend dieser

Zielsetzung nach dem in Kapitel 1.5 skizierten Aufbau konzipiert.

1.3 6-Hydroxydopamin Modell

1.3.1 Wirkmechanismus

Bei dem Neurotoxin 6-Hydroxydopamin (6-OHDA) handelt es sich um ein Dopamin-
Analogon mit einer zusétzlichen Hydroxylgruppe. Erstmalig isoliert wurde es 1959 von
Senoh und Witkop (Senoh et al., 1959). In den 60er Jahren konnte seine biologische
Wirksamkeit als Neurotoxin zur selektiven chemischen Denervierung belegt werden.

Eine systemische Applikation flihrt zur Destruktion peripherer, adrenerger
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Nervenendigungen (Porter et al., 1963; Thoenen and Tranzer, 1973), mittels
intrazerebraler Injektion kann es zu einer selektiven, lokalen Destruktion

katecholaminerger Neurone angewendet werden (Ungerstedt, 1968).

HO HO NH,

NH
HO 2 HO OH

Abbildung 2: Dopamin und 6-Hydroxydopamin

Heutzutage stellt das 6-OHDA Modell eines der am hédufigsten genutzten Modelle in der
tierexperimentellen Parkinson-Forschung dar. Das Neurotoxin kann ebenso wie
Dopamin die Blut-Hirn-Schranke nicht iiberwinden und muss daher direkt intrazerebral
injiziert werden. Aufgrund der strukturellen Homologie zu Dopamin und Noradrenalin
wird 6-OHDA 1iiber membranstindige Transporter vorwiegend in diese
katecholaminergen Neurone aufgenommen (Jonsson and Sachs, 1971; Luthman et al.,
1989). Eine weitere Steigerung der selektiven Wirkung auf dopaminerge Neurone wird
durch die direkte Injektion in entsprechend lokalisierte Hirnareale erreicht sowie durch
den Einsatz von Desipramin, einem potenten Noradrenalin-Transporter-Blocker, der die
Aufnahme in die noradrenergen Neurone und Fortsdtze vermindert (Bove et al., 2005;
Jonsson, 1980). Heutzutage gilt die Anwendung von 6-OHDA in Tiermodellen fiir die
Parkinson-Krankheit als hocheffektive Methode zur Induktion eines dopaminergen

Defizits.

Der Wirkmechanismus von 6-OHDA beruht auf der Akkumulation des
Dopaminanalogons in DAT exprimierenden Zellen im Bereich der stereotaktischen
Injektion. Dort fiihrt 6-OHDA zu einem teils nekrotischen, teils apoptotischen
Zelluntergang. Fiir die zytotoxische Wirkung scheint oxidativer Stress eine wesentliche
Ursache zu sein. 6-OHDA wird durch die Monoaminoxidase deaminiert und unterliegt
dariiber hinaus einer nicht-enzymatischen Auto-Oxidation, einem Prozess, der in

Gegenwart von Eisen deutlich verstirkt werden kann (Blum et al., 2001). Die
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Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (Wasserstoffperoxid, Superoxidradikale,
Hydroxylradikale) wurde in den 70er Jahren (Heikkila and Cohen, 1971; Sachs et al.,
1975) belegt. Dariiber hinaus bewirkt 6-OHDA eine Inhibition des
Antioxidationssytems (Kumar et al., 1995), fiihrt zu einer mitochondrialen Komplex I
und IV Inhibition (Glinka et al., 1997) und hat eine genotoxische Wirkung (Bruchelt et
al., 1991; Gee et al., 1992).

1.3.2 Ubersicht 6-OHDA Modelle

Je nach Zielsetzung kommen unterschiedliche 6-OHDA Modelle zum Einsatz.
Zielpunkte der Injektionen sind Substantia nigra pars compacta (SNc), mediales
Vorderhirnbiindel (medial forebrain bundle, MFB) oder Striatum (caudate-putamen,
CPu) (Perese et al., 1989). Akute und relativ ausgeprigte striatale Lasionen entstehen
nach Injektionen in die SNc oder das MFB (Deumens et al., 2002). In diesen Modellen
kommt es zum Untergang der dopaminergen Neurone innerhalb weniger Tage. Dem
gegenliber kann eine Injektion in den CPu zur Induktion eines moderateren
Zelluntergangs in der SNc, der liber mehrere Wochen fortschreitet, genutzt werden
(Sauer and Oertel, 1994). Sowohl uni- als auch bilaterale Lasionen der Zielstrukturen
sind mdglich. Eine bilaterale Anwendung hat den Vorteil eine groBere Ahnlichkeit zum
dopaminergen Defizit bei der Parkinson-Krankheit herzustellen, ist allerdings in der
Durchfithrung schwieriger und mit einer erhohten Mortalitidt verbunden. Diese ist im
Wesentlichen darauf zuriickzufiihren, dass die Versuchstiere nach dem Eingriff eine
passagere Aphagie und Adipsie entwickeln (Ungerstedt, 1971). Daher ist eine
aufwendigere Pflege der Tiere in der direkt postoperativen Versuchsphase notwendig
(Cenci et al., 2002). Diese Komplikationen treten bei unilateraler Ladsion deutlich
seltener auf. Dariiber hinaus bieten diese ,,Hemiparkinson“-Modelle die Moglichkeit,
das Ausmall des asymmetrischen Dopamindefizits mittels Untersuchung des
Rotationsverhaltens der Tiere in vivo abzuschdtzen und in der histologischen Analyse
einen direkten Vergleich zwischen lddiertem und intaktem Dopamin-System

anzustellen.
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1.4 Medikamentdse Therapie

1.4.1 Levodopa

Levodopa (LD) ist die Abkiirzung fiir L-3,4-Di-Hydroxyphenylalanin, eine natiirliche
Aminosdure, die durch Hydroxylierung von L-Thyrosin entsteht. Aus LD entsteht nach
Decarboxylierung durch die AADC (Aromatische-L-Aminosdure-Decarboxylase) der
Neurotransmitter Dopamin. LD selbst ist im Gegensatz zu Dopamin in der Lage, die
Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden und kann daher systemisch appliziert werden. Die
Anwendung erfolgt in Kombination mit der Gabe von peripheren Decarboxylase
Inhibitoren. Hierdurch wird die periphere Umwandlung von LD in Dopamin
unterdriickt, um unerwiinschte Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Erbrechen und
orthostatische Hypotension zu vermeiden. Da diese in erster Linie durch die
dopaminerge Stimulation der Area postrema ausgeldst werden, einem Stammbhirnareal,

das nicht durch eine vollstindig ausgebildete Blut-Hirn-Schranke geschiitzt ist.
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Abbildung 3: Dopamin Biosynthese



LD wurde erstmalig 1910 isoliert. In der Folge entdeckte man, dass das biologisch
inaktive LD durch Decarboxylierung in das biologisch aktive Dopamin umgewandelt
wird, dessen Vorkommen im Gehirn von Sdugetieren und Menschen erstmalig 1957 von
Kathleen Montagu untersucht wurde (Montagu, 1957). Der spitere Nobelpreistrager
Arvid Carlsson konnte erstmalig zeigen, dass die Gabe von LD im Tiermodell dazu
verwendet werden kann, die Effekte von Reserpin zu antagonisieren, einem
Medikament zu dessen bekanntem Nebenwirkungsspektrum das Ausldsen
parkinsonoider, extrapyramidal motorischen Stérungen gehoren (Carlsson et al., 1957).
Wenige Jahre spiter gelang der Nachweis des Vorliegens eines Dopaminmangels in
Gehirnen von Patienten, die an der Parkinson-Krankheit leiden (Ehringer and
Hornykiewicz, 1960), gefolgt von den ersten erfolgreichen Versuchen mit der
Anwendung von LD zur Therapie betroffener Patienten im Jahr 1962 durch

Hornykiewicz und Birkmayer (Birkmayer and Hornykiewicz, 1962).

Heutzutage gilt die Therapie mit LD als Gold-Standard in der Behandlung von
Parkinson-Patienten. Die Substanz besitzt die hochste Effektivitdt im Hinblick auf die
motorische Symptomkontrolle (Jankovic, 2002). Dariiber hinaus ist eine eindeutige
Verbesserung der Lebensqualitit nachgewiesen sowie eine Verldngerung der Lebenszeit
von Parkinson-Patienten seit Einfithrung der Therapie (Hoehn, 1992). Zwar bleibt die
Wirksamkeit der Therapie auch bei chronischer Anwendung tiber Jahre hinweg erhalten,
jedoch kommt es bei vielen Patienten mit fortschreitender Erkrankungs- bzw.
Therapiedauer zu typischen Nebenwirkungen insbesondere Wirkungsfluktuationen,

Dyskinesien und neuropsychiatrischen Nebeneffekten (Obeso et al., 2000).

1.4.2  Pramipexol

Bei Pramipexol (PPX) handelt es sich um einen synthetischen Non-Ergot Dopamin
Agonisten, der 1997 fiir die Behandlung der Parkinson-Krankheit zugelassen wurde und
heute eines der meist genutzten Medikamente dieser Substanzklasse darstellt.
Pharmakologisch zeichnet sich PPX durch eine vorwiegende Wirkung auf die Dopamin-
2-Rezeptor Familie mit hochster Affinitdt fiir den Dopamin-3-Rezeptor aus (Piercey,
1998). Die Bioverfiigbarkeit nach oralen Applikation liegt bei 90%, die Halbwertszeit

betragt 9 - 12 Stunden. Maximale Plasmaspiegel werden zwei Stunden nach
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Anwendung erreicht. Die Elimination erfolgt primér renal, eine relevante hepatische

Metabolisierung findet nicht statt (Antonini et al., 2010).
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Abbildung 4: Pramipexol

Aktuell ist PPX zur Behandlung der Parkinson-Krankheit sowie des Restless-Legs-
Syndroms zugelassen. Zur Behandlung von Parkinson-Patienten wird es als
Monotherapie, meist bei Patienten die jiinger als 75 Jahre sind, oder in Kombination mit
LD angewendet (Eggert K; Oertel W, 2012). StandardmdBig erfolgt eine
einschleichende Aufdosierung mit 3-mal téglicher Gabe des Medikaments, alternativ
steht eine ,,extended-release” Priparation zur Verfiigung bei der eine 1-mal tégliche
Anwendung erfolgt. Insbesondere in der Frithphase der Parkinson-Krankheit kommt
eine Monotherapie mit PPX in Frage. Eindeutige Wirknachweise konnten in mehreren
multizentrischen Placebo-kontrollierten Studien dargestellt werden (Hubble et al., 1995;
Parkinson Study, 1997; Shannon et al., 1997). Ein wesentliches Ziel der Anwendung
von PPX als Monotherapie in der Frithphase bzw. im Verlauf als Kombinationstherapie
mit LD besteht in der Verzogerung des Auftretens von motorischen Komplikationen im
Kontext einer chronischen LD Therapie. In der CALM-PD Studie konnte gezeigt
werden, dass durch die Anwendung dieses Therapieschemas das Auftreten von
Motorkomplikationen im Vergleich zu einer initialen LD Therapie signifikant gesenkt
werden kann (Parkinson Study, 2000; Parkinson Study Group, 2009). Ausgehend von
der aktuellen Datenlage wird die Anwendung von PPX insbesondere bei jlingeren
Patienten in der Frithphase der Erkrankung bei geringer bis moderater
Symptomausprigung empfohlen, wobei Patienten mit einer stirker ausgeprédgten
Symptomatik LD, aufgrund der héheren Effektivitdt im Hinblick auf die Symptom-
Kontrolle, erhalten sollten (Olanow et al., 2009). Eine Besonderheit ist in der
Anwendung bei Parkinson-Patienten mit begleitender depressiver Erkrankung zu sehen.

Hier ist eine zusétzlich antidepressive Wirkung mit Verbesserung der Lebensqualitét fiir
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PPX belegt (Barone et al., 2010). Das antidepressive Wirkungspotential der Substanz
wird im Zusammenhang mit der hohen Dopamin-3-Rezeptor Affinitit vermutet.
Verschiedene Studien haben sich mit der Untersuchung eines mdglichen
neuroprotektiven  bzw. krankheitsmodifizierenden =~ Potentials  von  PPX
auseinandergesetzt. Eine Vielzahl von in-vitro Erhebungen zeigte neuroprotektive
Effekte von PPX durch unterschiedliche Mechanismen, wie antioxidative Wirkung (Le
et al., 2000), eine Verminderung des Dopamin-Umsatzes (Carter and Muller, 1991)
sowie den Schutz von Neuronen vor glutamaterger Neurotoxizitdt (Carvey et al., 2001).
Um die klinische Relevanz dieser Ergebnisse zu untersuchen, wurden umfangreiche
klinische Studien wie CALM-PD eingeleitet. Hier zeigte sich in einem Seitenarm der
Studie bei Patienten, die initial mit PPX behandelt worden waren, ein geringerer Verlust
der striatalen ['*I]p-CIT Aufnahme in der SPECT Messung als bei Patienten mit
initialer LD Therapie (ParkinsonStudyGroup, 2002). Die Interpretation dieses Surrogat-
Markers fiir die Degeneration dopaminerger Zellen als Ausdruck einer Neuroprotektion,
in Abgrenzung zu moglichen medikamentds-induzierten Regulationsphdnomenen, ist
allerdings insbesondere aufgrund des Fehlens einer Kontrollgruppe und der Moglichkeit
einer histologischen Beurteilung stark umstritten (Ahlskog, 2003). In der spiteren
INSPECT Studie (Investigating The Effect Of Short-term Treatment With Pramipexole
Or Levodopa On Beta-CIT And Spect Imaging) zeigten sich keine kurzfristigen

Anderung des [

I1B-CIT Signal, so dass sich hier keine Hinweise fiir das Bestehen
kurzfristiger Regulationsphdnomen als Ursache fiir die unterschiedlichen SPECT
Signale in CALM-PD fanden (Jennings et al., 2006). Nach den Daten der PROUD
Studie (Pramipexole On Underlying Disease) zeigten sich in einem ,delayed-start*
Design keine Unterschiede nach 15 Monaten Therapiedauer. Hier wurden zwei
Patientengruppen in einem frithen Krankheitsstadium miteinander verglichen, eine
Gruppe wurde sofort mit PPX behandelt, die andere Gruppe erhielt fiir 6-9 Monate eine
Placebo-Therapie. In einer zweiten Phase erhielten alle Patienten eine PPX
Monotherapie (Schapira et al., 2010). Die Auswertung dieser Studie erbrachte keine
Hinweise fiir einen neuroprotektiven Effekt einer PPX Therapie. Nach 15 Monaten
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im Hinblick auf die Symptomauspriagung
der Parkinson-Krankheit in beiden Gruppen. Dariiber hinaus wurden in einer
Subpopulation der Patienten ['Z*I]FP-CIT SPECT Untersuchungen zu Beginn und nach

15 Monaten durchgefiihrt. Auch hier ergaben sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen der Gruppe, die unmittelbar mit PPX behandelt worden war und den
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Patienten, die erst nach 9 Monaten von Placebo-Therapie auf PPX umgesetzt wurden

(Schapira et al., 2013).

1.5 Aufbau und Zielsetzung des vorliegenden Experiments

Um die Fragestellung moglicher Krankheits-modifizierender Effekte einer chronischen
LD- und PPX-Therapie in Analogie zur klinischen CALM-PD Studie experimentell
untersuchen zu konnen, wihlten wir ein Mausmodell der Parkinson-Krankheit. Zur
Induzierung einer selektiven Degeneration der dopaminergen nigrostriatalen Projektion
fiihrten wir eine stereotaktische Injektion des Neurotoxins 6-OHDA bilateral in die SNc
durch. Im Anschluss an den Eingriff wurden die Tiere fiir vier Wochen ohne weitere
Intervention beobachtet. Das Ziel der Einhaltung dieses Zeitintervalls bestand darin,
dass sich der induzierte neurodegenerative Prozess stabilisieren konnte und eine
fortgeschrittene Lésion des Dopamin-Systems als Ausgangspunkt fiir die
vorgenommenen Untersuchungen vorlag (Alvarez-Fischer et al., 2008). Im Anschluss
daran erhielten die Tiere tiber einen Zeitraum von 20 Wochen {iiber das Trinkwasser LD,
PPX oder Placebo. Die Gruppe der Kontrolltiere wurde scheinoperiert (NaCl Injektion)
und parallel mit LD, PPX oder Wasser (Placebo) behandelt. Die
Entscheidungsgrundlage fiir die Wahl dieses zeitlichen Ablaufes bestand in der
Zielsetzung dieses Experimentes, die primér nicht darin bestand, das neuroprotektive
Potential von PPX im Verlauf einer akuten, Toxin-induzierten Neurodegeneration
darzustellen, da dies bereits in unterschiedlichen, vorangegangenen Untersuchungen
gezeigt werden konnte (Izumi et al., 2007; Joyce et al., 2004; Li et al., 2010; Zou et al.,
1999). Das Ziel dieses Experimentes bestand hingegen darin, die Fragen zu
untersuchen, ob 1.) LD oder PPX unterschiedliche Effekte auf die dopaminerge
Innervation in Tieren mit einer intakten gegeniiber einer geschidigten nigrostriatalen
dopaminergen Projektion haben, und ob 2.) die ['*’IJFP-CIT SPECT-Untersuchung es
ermOglichen wiirde, derartige Verdnderungen in vivo zu messen. Daher wurden die
Versuchstiere vor Beginn, wihrend und zum Ende der Therapiephase einem ['*I]FP-
CIT SPECTs unterzogen (Alvarez-Fischer et al., 2007). Im Anschluss daran wurden die

Tiere getotet, so dass eine immunhistologische Analyse des nigrostriatalen Systems
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erfolgen konnte, um Korrelationen zwischen den erhobenen in vivo Daten mit den

Ergebnissen einer direkten histologischen Beurteilung zu untersuchen.

Der zeitliche Ablauf des Experimentes ist in Abbildung 5 dargestellt.

NaCl/H,O (pos. Kontrolle)

B>
NaCl/LD (100mg/kg/Tag)
12 Wochen alte mannliche P
C57BI6 Mause NaCl/PPX (3mg/kg/Tag) -
6-OHDA/H,0O (neg. Kontrolle)
6-OHDA oder NaCl >
binigrale Injektion 6-OHDA/LD (100mg/kg/Tag) ”
6-OHDA/PPX (3mg/kg/Tag)
L ‘ A A
] | I | I 7 | | |
0 1 2 3 T T 1T6 24  Wochen
['#I]FP-CIT SPECT Histologia

Abbildung 5: Zeitlicher Ablauf des Gesamtexperimentes

(Depboylu and Maurer et al., 2013)
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fiir die Versuchsdurchfiihrung wurden zwolf Wochen alte, mannliche C57B16 Maiuse
mit einem Ausgangsgewicht zwischen 20 und 25 g verwendet (Charles River, Sulzfeld).
Die Versuchstiere wurden in Temperatur-kontrollierten (23+£1°C) Riumen mit einem
12:12 Stunden Tag / Nacht Rhythmus und freiem Zugang zu Futter und Trinkwasser
entsprechend der europdischen Versuchstierhaltungsdirektive gehalten (EU Council

Directive 86/609/EEC).

Alle Tierversuche wurden entsprechend der in Deutschland geltenden
tierschutzrechtlichen Bestimmungen nach Genehmigung durch die Abteilung fiir

Veterindrwesen des Regierungsprisidiums Giellen durchgefiihrt.

2.2 Stereotaktischen bilateralen Lésion der Substantia nigra pars compacta

Zur Etablierung eines Dopamin-Defizits in den verwendeten C57Bl6 Maiusen
induzierten wir eine bilaterale Ldsion der SNc durch eine direkte Injektion der
Neurotoxins 6-OHDA. Die Auswahl dieses Tiermodells wurde aufgrund mehrerer
Aspekte getroffen. Ein Ziel bestand darin, eine moglichst groe Homologie zum
Dopamin-Defizit einer klinisch manifesten Parkinson-Krankheit herzustellen. Des
Weiteren bestand unsere Zielsetzung darin, eine Lision zu setzten bei der das Ausmal
der Degeneration iiber 70% der dopaminergen Neurone betritt, um fiir die Untersuchung
im Langzeitmodell eine stabile Lésion zu induzieren, die im Verlauf des Experiments
keine spontane Regeneration zeigt, wie es fiir weniger ausgeprigte und unilaterale

Liasionen beschrieben ist (Stanic et al., 2003a).

Vor Applikation des Neurotoxins erhielt jedes Versuchstier eine intraperitoneale
Injektion mit Desipramin (25mg/kg Korpergewicht (KG); Sigma Aldrich, Miinchen),
um die noradrenergen Fasern im Injektionsgebiet gegeniiber der 6-OHDA Wirkung zu

schiitzen. 30 Minuten nach Injektion wurden die Tiere mittels intraperitonealer Injektion
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von Ketamin (10ml’kg KG 1% Ketamin-Losung, Bela-Pharm, Vechta) und Xylazin
(10ml/kg KG 0,2% Xylazin Losung, Bayer Health Care, Leverkusen) anésthesiert. Nach
Erreichen einer ausreichenden Narkosetiefe, die mittels entsprechender Reflexpriifung
kontrolliert wurde, erfolgte das Einspannen des jeweiligen Versuchstieres in einen
stereotaktischen Rahmen (David Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA). Nachdem
Préaparation und Trepanation der Schideldecke abgeschlossen wurden, erhielten die
Tiere eine Injektion von 2ul 6-OHDA-L6sung (Sigma Aldrich; 2pug/pl in 0,9% NaCl
Losung mit 0,2% Ascorbinsdure als Antioxidans) oder 2ul isotonische Kochsalzlosung
(Schein-Operation) in die linke und rechte SNc. Hierzu wurden folgende
Zielkoordinaten angesteuert: Sagittalachse 2,9 mm posterior zu Bregma,
Horizontalachse 0,8 mm lateral zu Bregma, Longitudinalachse 4,5 mm ventral zum
Niveau der Dura mater (Referenz-Maushirnatlas: Franklin & Paxinos, 1997). Die
Applikation von 6-OHDA bzw. NaCl Losung wurde iiber eine Mikropumpe gesteuert
(World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) und erfolgte mit einer
Geschwindigkeit von 0,5 pl/min. Nachdem der Injektionsvorgang abgeschlossen war,
wurde die Injektionskantile (33 Gauge, Hamilton, Bonaduz, Schweiz) fiir weitere fiinf
Minuten im Zielareal belassen, um eine vollstindige Diffusion des applizierten
Neurotoxins ins Hirngewebe zu ermdglichen. AnschlieBend wurde die Kaniile langsam
zurlickgezogen und die Wunde verschlossen. Nach Beendigung der Prozedur wurden
die Tiere fiir zwolf Stunden in Einzelhaltung gesetzt. Bis zur vollstindigen Auflosung
der Narkosewirkung erfolgte eine externe Warmezufuhr mittels Rotlichtlampe unter

engmaschiger Uberwachung der Korpertemperatur.

23 Spezifikationen der Levodopa- und Pramipexol-Therapie

Im Anschluss an die Durchfiihrung der stereotaktischen Lision erfolgte eine
vierwdchige Beobachtungsphase, in der die Versuchstiere keiner medikamentdsen
Behandlung unterzogen wurden. Im Verlauf dieser Zeitspanne konnte die Degeneration
im nigrostriatalen System ein stabiles Niveau erreichen (Alvarez-Fischer et al., 2008).
Nach Abschluss dieser Periode erhielten die Versuchstiere iiber einen Zeitraum von 20
Wochen tiiber Tag (07:00 — 19:00 Uhr) keinen Zugang zu Trinkwasser. In der
Nachtphase (19:00 — 07:00 Uhr), der Aktivitidtsphase der Tiere, hatten diese freien
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Zugang zu Trinkwasser. Die Medikamentenapplikation erfolgte tiber den Zusatz von
PPX bzw. LD zum Trinkwasser, in einer Dosierung von 0,03 mg/ml PPX(Sigma
Aldrich) und 1 mg/ml LD mit zusétzlich 0,25 mg/ml Benserazid (Sigma Aldrich) oder
keinem Zusatz in den jeweiligen Kontrollgruppen. Die hierdurch erzeugte zirkadiane
Rhythmik der Medikamentenaufnahme wurde gewihlt, um zeitliche Dynamik und
Fluktuationen der erreichten Plasmakonzentration bei der Medikamenteneinnahme in
der klinischen Anwendung abzubilden. Die Trinkwasserlosungen wurden jeden zweiten
Tag erneuert, um Inaktivierung und Abbauphdnomenen vorzubeugen. Bei einer, in
Vorversuchen ermittelten, durchschnittlichen und im Verlauf weitestgehend konstanten
Trinkmenge von 3 ml/Tag, erhielten die Maiuse bei einem durchschnittlichen
Korpergewicht von 30 g im Schnitt eine Dosis von 3 mg/kg KG PPX oder 100 mg/kg
KG LD. Die genannten Dosierungen wurden aufgrund bereits veroffentlichter Daten zur
biologischen Wirksamkeit der genannten Substanzen in Méusen gewihlt (Hoglinger et

al., 2004; Winner et al., 2009).

2.4 Durchfiihrung der seriellen ['Z*IJFP-CIT SPECT Untersuchungen

Die ['*IJFP-CIT SPECT-Untersuchungen wurden sequenziell zu unterschiedlichen
Zeitpunkten entsprechend des in Abbildung 5 dargestellten Versuchsablaufs
durchgefiihrt. Die erste Datenerhebung erfolgte zur Bestimmung des Ausgangsniveaus
vier Wochen nach Durchfiihrung des operativen Eingriffs und vor Beginn der
medikamentosen Therapie. Im Anschluss wurden Folgeuntersuchungen zur
Verlaufsbeurteilung  vier, zwdlf und zwanzig Wochen nach Beginn der
Medikamentengabe durchgefiihrt, um Auftreten und zeitlichen Verlauf eventueller
Therapieeffekte zu charakterisieren. Versuchstiere aus der NaCl/LD und NaCl/PPX
Gruppe wurden aufgrund der limitierten Untersuchungskapazitéten lediglich einmal am
Ende der Therapiephase untersucht. Bei jeder Versuchsdurchfiihrung wurde den Tieren
20 MBq ['PIJFP-CIT (spezifische Aktivitit zum Injektionszeitpunkt 132-317
GBg/umol) in die Schwanzvene injiziert (Alvarez-Fischer et al., 2007). Die
Datenerfassung startete zwei Stunden nach Injektion, da aufgrund der
pharmakokinetischen Eigenschaften des FP-CIT-Tracers zu diesem Zeitpunkt von

einem stabilen Verteilungsvolumen ausgegangen werden kann. Aufgrund zunehmender
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Vernarbung der Schwanzvenen bei einigen Tieren nach wiederholter Punktion, war
nicht bei allen Tieren zu jedem Messzeitpunkt eine Applikation des Radiopharmakons
und somit eine Durchfiihrung der SPECT-Untersuchung moglich. Die Versuchstiere
wurden 15 Minuten vor Beginn der Tomographie andsthesiert (10 ml’kg KG 1%
Ketamin und 0,2% Xylazin). Die Datenerfassung erfolgte mittels einer rotierenden
Zwei-Kopf Gamma Kamera (E.CAM, Siemens Medical Solutions, IL, USA) mit einer
Projektionsflaiche von 533 x 387 mm. Die Gamma Kamera wurde zuvor mit einem 10-
Pinhole Kollimator ausgeriistet (Abbildung 1). Fiir eine Aufnahmeserie wurden 60
Projektionen mit jeweils 60.000 Counts (registrierte Einzelsignale) auf eine 128 x 128
Matrix im ,,Step and Shot*“ Modus aufgenommen. Der Rotationsradius betrug 35 mm
und es wurde ein Hardware-Zoom von 1,45 benutzt. Das Energieniveau wurde auf 159
keV gesetzt mit einer zuldssigen Abweichung von 15%. Die dreidimensionalen
Datensédtze wurden aus den verschiedenen Projektionen mittels Verwendung eines
multiplikativen Iterationsalgorithmus (OSEM) rekonstruiert, der speziell fiir die
Verwendung eines Pinhole SPECTs konzipiert wurde (HiSPECT, Scivis
wissenschaftliche Bildverarbeitung, Gottingen). Der rekonstruierte dreidimensionale
DICOM Datensatz wurde anschlieend auf eine Matrix mit 64 x 64 x 128 isotropen 0,4
mm Voxeln skaliert. Vor Beginn der Datenanalyse wurden die jeweiligen SPECT-
Aufnahmen mit einer Magnetresonanz-Tomographie-Vorlage des Mausegehirns
(Brookhaven C57Bl16 mouse brain MRI template) fusioniert (Ma et al., 2008). Hierfiir
wurde das Fusionstool Pmod 2.95 Software Packet verwendet (Pmod, Ziirich, Schweiz).
Anschlieend wurden aus den Aufnahmen des jeweiligen Tieres zu den verschiedenen
Zeitpunkten nach vier, acht, sechszehn und vierundzwanzig Wochen der
Durchschnittswert mittels SPM2 (Statistical Parametric Mapping 2, Wellcome Trust
Centre for Neuroimaging, University College, London, Grof3britannien) ermittelt. Die
einzelnen Aufnahmen wurden automatisch zu diesem Mittelwert ko-registriert unter
Verwendung der ,,co-register Funktion des SPM2 Programms. Die durchschnittliche
Radioaktivitdtskonzentration der anhand der MRT-Vorlage vordefinierten Zielregionen
(Volume Of Interest, VOI), wurde mittels der VOI-Funktion des Software Paketes Pmod
2.95 ausgelesen. Das Bindungspotential BPnp als Zielparameter wurde als
BPxp=(Cregion/Creference)-1 berechnet, wobei Creference der Radioaktivititskonzentration
im  Zerebellum entspricht, einer  Gehirnregion mit  stabiler, basaler
Radioligandenbindung als Referenzregion. Die Darstellungen der parametrischen

durchschnittlichen Bindungspotentiale BPnp wurden fiir die verschiedenen Gruppen
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mittels Pmod 2.95 erzeugt. Fiir die statistische Auswertung wurden abschlieBend die
['Z*1]FP-CIT BPxp Werte zum durchschnittlichen Ausgangswert der NaCl/H,0 Gruppe

normalisiert.

2.5 Gewebegewinnung und Aufarbeitung

Am Ende der Therapiephase wurden die Versuchstiere mit 100 mg/kg KG Pentobarbital
(Sigma Aldrich) getotet und anschlieBend transkardial perfundiert, um eine
entsprechende histologische Aufarbeitung des Hirngewebes zu ermdglichen. Hierfiir
wurden nach transkardialer Punktion des linken Ventrikels und Eréffnung des rechten
Vorhofs 50 ml isotonische Kochsalzlosung infundiert, gefolgt von 100 ml 4%
Paraformaldehyd-Losung (Sigma Aldrich). Nach Dekapitation der Versuchstiere wurden
die Hirne vorsichtig vom Schédel abgeldst und anschlieBend fiir weitere 24 Stunden in
4% Paraformaldehyd fixiert. Zur Vorbeugung von Gefrierartefakten wurde das Gewebe
danach fiir 48 Stunden in einer 30% Sucrose/Phosphat-Puffer-Losung inkubiert und
danach auf Trockeneis schockgefroren. Unter Verwendung eines Kryomikrotoms
wurden von den Hirnen in den Bereichen von Striatum bis Substantia nigra 30 um dicke
koronare Schnitte angefertigt. Diese wurden in zehn parallelen Serien in ,,Antifreeze*

Puffer gesammelt (30% Ethylenglycol, 30% Glycerin) und bei -20°C gelagert.

2.6 Immunhistologische Untersuchung

Die frei schwimmenden Schnitte wurden mit 3% Triton X-100 in 0,1M Phosphat-Puffer
(PB)-Losung vorbereitet (Sigma Aldrich). Nicht-spezifische Epitope und die endogene
Peroxidase wurden mit 5% Standard Pferde Serum (NHS; Sigma-Aldrich; geldst in 0.1
M PB) und 30% H,0,/Methanol Losung blockiert (Sigma Aldrich). Nach mehreren
Waschschritten in 0,1 molarer PB-Losung, wurden die Gewebeschnitte mit den
Primérantikorpern (gelost in 0.1 molare PB mit 1% NHS) fiir 14 Stunden bei 4°C
inkubiert. Hierfiir wurden folgenden Primédrantikdrper verwendet: Hase polyklonal

(P40101-0; Pel-Freez Biologicals, Rogers, AR, USA; 1/1000) und Schaf polyklonal
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anti-Tyrosinhydroxylase (TH; AB1542; Chemicon International, Temecula, CA, USA;
1/500), Ratte monoklonal anti-Dopamintransporter (DAT; MAB369; Chemicon
International; 1/1000). Die Bindung der Primérantikérper wurde visualisiert durch
Verwendung von biotinylierten Sekundirantikoérper (Dianova, Hamburg; 1/200) in
Verbindung mit einer Standard Avidin-Biotin-Peroxidase Technik und anschlieender
Anfarbung mit 3,’3’-Diaminobenzidin (Sigma-Aldrich) und Zusatz von Nickel

Ammonium Sulfat (Fluka, Buchs, Schweiz).

2.7 Statistische Analyse

Zur statistischen Datenanalyse wurde das Software Packet Statistica 8.0 (StatSoft,
Tulsa, OK, USA) verwendet. Die gezeigten Daten werden als Mittelwert +
Standardfehler angegeben. Angewendet wurde ein Two-way Analysis Of Variance
(ANOVA) Test gefolgt von einem post-hoc Least Significant Difference (LSD) Test.

Werte fiir p kleiner als 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse

Die verschiedenen Versuchsgruppen wurden entsprechend der in Abbildung §
dargestellten Aufteilung in Abhéngigkeit der vorgenommenen stereotaktischen Injektion
und der anschlieBenden medikamentdsen Behandlung in folgende Gruppen eingeteilt:
NaCl/H,0, NaCl/LD, NaCl/PPX, 6-OHDA/H,0, 6-OHDA/LD und 6-OHDA/PPX. Von
35 bzw. 43 Versuchstieren, die initial operiert wurden und eine intranigrale Injektion mit
NaCl bzw. 6-OHDA erhielten, {iberlebten 34 bzw. 36 die vierwdchige
Stabilisierungsphase. In der darauf folgenden 20 Wochen andauernden Therapiephase
bestand bei den Tieren mit Ldsion des dopaminergen Systems nur eine geringe
Restmortalitit. Ein signifikanter Unterschied in Abhédngigkeit der zugefiihrten
medikamentOsen Therapie ergab sich nicht (p = 0,3). Die Anzahl der Versuchstiere, die
fiir den kompletten Versuchsdurchlauf zur Verfiigung standen und somit in die Analyse

miteinbezogen werden konnten, ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Anzahl der Versuchstiere zum jeweiligen Versuchszeitpunkt

Therapie
Anzahl (n) SPECT Histologie
-beginn
Wochen nach 4 8 16 24 24
Lasion
NaCl/H,0 14 14 8 5 14 14
NaCl/LD 10 - - - 8 8
NaCl/PPX 10 - - - 9 9
6-OHDA/H,0 10 10 6 6 7 7
6-OHDA/LD 13 13 7 4 5 5
6-OHDA/PPX 13 13 8 7 8 8

Abkiirzungen: H,O: Trinkwasser ohne Medikamentenzusatz; LD: Trinkwasser im Levodopa/Benserazid
Zusatz; n: Anzahl der Tiere pro Gruppe und Zeitpunkt; NaCl: bilaterale nigrale Injektion mit isotonischer
Kochsalzlosung; 6-OHDA: bilaterale nigrale Injektion mit 6-OHDA; PPX: Trinkwasser mit Pramipexol,;
SPECT: ['**I]FP-CIT-Single-Photon-Emissionstomographie

(Depboylu and Maurer et al., 2013)
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3.1  Effekte der LD- und PPX-Therapie auf die striatale ['**IJFP-CIT-Bindung

Reprisentative parametrische Darstellungen der ['*IJFP-CIT Bindung BPnp am Ende
der Versuchsdurchfiihrung (24 Wochen nach stereotaktischer Lésion, d.h. 20 Wochen
nach Beginn der medikamentdsen Therapie), sind fiir die jeweiligen Gruppen in
Abbildung 6A dargestellt. Uber den Zeitraum von 20 Wochen hinweg zeigte sich bei
dem  Vergleich der entsprechenden  Datenpaare der  unterschiedlichen
Versuchsdurchldufe ein leichter Anstieg der ['*’IJFP-CIT Bindung in der NaCl/H,O
Gruppe (p < 0,01). Bei linearer Korrektur dieser systematischen Zunahme, ergab sich
eine Test-Re-Test-Variabilitit von 9 + 0,7% fiir die 127 Paare wiederholter SPECT-
Messungen mit einer Streuung zwischen 7% und 10% in den vier Versuchsgruppen, bei
denen serielle SPECT-Untersuchungen durchgefiihrt wurden (NaCl/H,O, 6-
OHDA/H;0, 6-OHDA/LD und 6-OHDA/PPX). Eine Two-way ANOVA Varianzanalyse
zeigte fiir die Gruppen der mit 6-OHDA lddierten Tiere zu keinem Zeitpunkt
signifikante Unterschiede der FP-CIT Bindung unabhdngig der verabreichten
Medikation. Ausgehend von den Ergebnissen der funktionellen DAT-Bildgebung zeigte
sich somit das Ausmal} der Léasion der nigrostriatalen Fasern als konstant. Vier Wochen
nach Durchfilhrung der stereotaktischen Lédsion, unmittelbar vor Beginn der
medikamentdsen Therapiephase, zeigten die operierten Tiere erwartungsgeméill eine
deutliche Abnahme der striatalen ['*’IJFP-CIT Bindung (6-OHDA/H,0: -67.0 + 3.0%;
6-OHDA/LD: -65.2 + 2.6%; 6-OHDA/PPX: -64.3 + 2.8%; p < 0.001 im Vergleich zu
NaCl/H,O Méusen; Abbildung 6B). Nach Ablauf der 20 wdchigen Therapiephase
zeigte sich weder fiir LD noch fiir PPX ein signifikanter Einfluss auf die striatale
['Z*1]FP-CIT Bindung der ladierten Tiere (6-OHDA/H,0: -70.0 + 3.9%; 6-OHDA/LD: -
66.8 £ 5.3%; 6-OHDA/PPX: -63.7 = 4.6%; Abbildung 6B & C). Es ergaben sich an
dieser Stelle keinerlei Hinweise auf Verdnderungen durch die Anwendung von PPX
oder LD im Vergleich zur Placebogabe. Im Gegensatz dazu bestand in der Gruppe der
scheinlddierten Tiere (NaCl Injektion) eine signifikante Reduktion der ['*I]JFP-CIT
Bindung nach Behandlung mit LD (-20.7 £ 5.0%) und PPX (-14.0 £ 4.6%) im Vergleich
zu der nicht medikamentds behandelten Kontrollgruppe (p < 0.01; Abbildung 6D).
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Abbildung 6: ['*I]FP-CIT SPECT Darstellung

A: Parametrische ['“IJFP-CIT SPECT Darstellung der durchschnittlichen Tracer-Anreicherung aller
Versuchstiere der jeweiligen Gruppe nach Abschluss der Medikationsphase. Koronare und horizontale
Schichten sind in Uberlagerung mit der MRT-Atlas-Schablone dargestellt, die zum Auslesen des
regionalen Bindungspotentials (BPynp, Spektrum -1 bis 5,5) verwendet wurden. Zusétzlich zur
spezifischen Tracer Anreicherung im Striatum ist die symmetrische Radiotacer Aufnahme im Bereich der

beiden Orbitae iiber die Haderschen Driisen zu beobachten.

B: Separate Darstellung der jeweiligen Schichten der Atlas-Vorlage mit folgenden Regions of Interest: 1.
Striatum, 2. ventrales Vorderhirn, 3. Hypothalamus, 4. Thalamus, 5. Hippocampus, 6. Pallidum, 7.

Mesencephalon, 8. periaquéduktales Grau, 9. Bulbus olfactorius, 10. Zerebellum, 11. Hardersche Driisen.

C: Verlauf des ['IFP-CIT SPECT-Signals iiber den Behandlungszeitraum von 20 Wochen in den
verschiedenen Gruppen (NaCl/H,0: schwarze Kurve; 6-OHDA/H,0: rote Kurve; 6-OHDA/LD: griine
Kurve 6-OHDA/PPX: blaue Kurve) im Vergleich zum Ausgangswert (4 Wochen nach Lision) der
NaCl/H,0 Kontrollgruppe.

D: ['"ZIJFP-CIT SPECT-Signal zum Abschlusszeitpunkt nach 20 wochiger Behandlungsphase fiir alle
Versuchstiergruppen. Weder LD noch PPX beeinflussten die striatale FP-CIT Bindung in 6-OHDA-
ladierten Tieren, reduzierten allerdings die FP-CIT Bindung in der Kontrollgruppe. Fehlerbalken
Darstellung fiir S.E.M., * p <0,01, # p <0,001 vs. NaCl/H,0; ANOVA, post-hoc LSD-Test

(Depboylu and Maurer et al., 2013)

3.2 Effekte der LD- und PPX-Therapie auf die Anzahl dopaminerger Zellen in der
Substantia nigra

Nach Tétung der Versuchstiere wurde zunichst das Ausmall der 6-OHDA-induzierten
Lision des dopaminergen Systems durch quantitative Bestimmung der
Tyrosinhydroxylase-positiven (TH") Neurone in der SNc evaluiert. Hier zeigte sich,
dass die bilaterale nigrale 6-OHDA Injektion zu einer ausgepridgten Reduktion der
Anzahl TH" Zellen in der SNc fiihrte (Abbildung 7A). Die Behandlung mit PPX oder
LD im Vergleich zur Kontrollgruppe hatte keinerlei Effekt auf die Anzahl TH" Zellen in
der SNc. Weder in der Gruppe der Tiere, die eine 6-OHDA Injektion erhalten hatten
(NaCl/LD: -2.5 £ 4.7%; NaCl/PPX: +5.1 £ 5.3% im Vergleich NaCl/H,O) noch in der

Gruppe der nicht-ladierten Tiere wurden signifikante Verdnderungen beobachtet (6-
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OHDA/H,0: -87.4 + 2.9%; 6-OHDA/LD: -88.0 + 3.5%; 6-OHDA/PPX: -88.4 + 3.3%;
Abbildung 7B).
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Abbildung 7: Immunhistologische Darstellung Tyrosinhydroxylase-positiver (TH') Zellen in der

Substantia nigra pars compacta (SN¢)

A: Reprisentative Abbildung TH" Neurone in der SNc und dem ventralen Tegmentum Areal (VTA) der
verschiedenen Versuchsgruppen mit einer relativ selektiven, subtotalen Verminderung TH'™ Zellen im
Bereich der SNc in den Gruppen der mit 6-OHDA léddierten Tiere im Vergleich zur Scheinoperation mit
NaCl Injektion.

B: Darstellung der stereologischen Zellzihlung TH' Zellen in der SNc der verschiedenen Gruppen im
Vergleich zur durchschnittlichen Zellzahl der Kontrollgruppe (NaCl/H,O — absolute Zellzahl in dieser
Gruppe 9880 + 279). Die Behandlung mit LD oder PPX hatte im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollgruppen (6-OHDA und Scheinoperation), die keine Medikation erhielten, keinen Einfluss auf die
Anzahl TH" Zellen in der SNc. Fehlerbalken Darstellung fiir S.E.M., # p < 0,001 vs. NaCl/H,0; ANOVA,
post-hoc LSD-Test.

(Depboylu and Maurer et al., 2013)
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33 Effekte der LD- und PPX-Therapie auf dopaminerge Fasern im Striatum

Zur Untersuchung der dopaminergen Innervation des Striatums wurde eine optische
Dichtebestimmung der TH™ und DAT" Zellfasern vorgenommen (Abbildung 8). Die
Faserdichte war in der Gruppe der 6-OHDA/H,0 Tiere im Vergleich zu den NaCl/H,O
Kontrolltieren in Folge der zu Beginn des Experiments erfolgten Neurotoxin
Anwendung deutlich vermindert (TH: -76.7 + 3.6%; DAT: -75.2 £ 4.7%; p < 0.001;
Abbildung 8 A-D). Der durch die bilaterale nigrale 6-OHDA Injektion verursachte
Verlust an striatalen dopaminergen Fasern wurde weder durch die Behandlung mit LD
(TH: -70.3 £ 5.3%; DAT: -69.5 £ 5.6%) noch durch PPX (TH: -72.3 £ 5.8%; DAT: -74.7
+ 4.0%) signifikant verdndert (Abbildung 8 A-D). Im Gegensatz dazu fiihrte die
dopaminerge Therapie bei den Kontrolltieren interessanterweise zu einer Abnahme der
TH-Immunreaktivitit (NaCl/LD: -41.5 + 8.0%; NaCl/PPX: -44.9 = 4.4%; p < 0.01;
Abbildung 8 A, B) bei gleichzeitiger Zunahme der DAT-Immunreaktivitdt (NaCl/LD:
+41.6 £ 4.3%; NaCl/PPX: +32.9 £ 4.6%; p < 0.01; Abbildung 9 C, D) im Vergleich zur

Gruppe der unbehandelten Kontrolltiere.
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Abbildung 8: Striatale TH" und DAT " Faserdichte

A: Reprisentative Abbildung der striatalen TH"™ Faserdichte der verschiedenen Versuchsgruppen, die

durchbrochene Linie zeigt die Grenze zwischen Nucleus accumbens (Acc) und iibrigem Striatum (Str).

B: TH' Faserdichte im Striatum — Bestimmung mittels optischer Dichtemessung — der verschiedenen
Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe (NaCl/H,0). Die Behandlung mit PPX oder LD hatte
keinen Einfluss auf die TH-Immunreaktivitit in 6-OHDA-lddierten Tieren (p > 0,05), fiihrte allerdings zu
einer signifikanten Reduktion in der Gruppe der Kontrolltiere. Fehlerbalken Darstellung S.EM., * p <
0,01; #p <0,001 vs. NaCl/H,O; ANOVA, post-hoc LSD-Test.



C: Reprisentative Abbildung der striatalen DAT" Faserdichte der verschiedenen Versuchsgruppen, die

durchbrochene Linie zeigt die Grenze zwischen Acc und Str.

D: DAT" Faserdichte im Striatum — Bestimmung mittels optischer Dichtemessung — der verschiedenen
Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe (NaCl/H,0). Die Behandlung mit PPX oder LD hatte
keinen Einfluss auf die DAT-Immunreaktivitit in 6-OHDA lddierten Tieren (p > 0,05), fiihrte allerdings
zu einer signifikanten Reduktion in der Gruppe der Kontrolltiere. Fehlerbalken Darstellung S.E.M., * p <
0,01; # p <0,001 vs. NaCl/H,O; ANOVA, post-hoc LSD-Test.

(Depboylu and Maurer et al., 2013)

3.4  Korrelationen der striatalen FP-CIT Bindung mit prasynaptischen Markern

In allen Gruppen zeigte sich erwartungsgemif eine positive Korrelation der Anzahl TH"
Neurone in der SNc mit der Dichte der dopaminergen Fasern im Striatum korreliert
(THJr Fasern: r=0.72, p = 2.21 x 102!, n= 126, Abbildung 9A; DAT" Fasern: r = 0.92,
p <107, n =126, Abbildung 9B). Es ergab sich ebenfalls eine positive Korrelation der
Dichtewerte fiir TH™ und DAT" Fasern im Striatum (r = 0.59, p=112x 10'13, n=128;
Abbildung 9C). Die striatale FP-CIT Bindung war sowohl positiv korreliert mit der
Anzahl TH" Neurone in der SNc (r = 0.84, p = 1.26 x 10*, n = 100; Abbildung 9D) als
auch mit der striatalen dopaminergen Faserdichte (TH™: r = 0.80, p = 2.25 x 10 n =
102; Abbildung 10E; DAT™: r = 0.79, p = 6.74 x 10>, n = 102, Abbildung 9F). Eine
weitere Differenzierung ergibt sich an dieser Stelle im Hinblick auf die Gruppen der
behandelten Tiere mit nicht lddiertem Dopamin-System. Die Stirke der angegebenen
Korrelationen wurden v.a. beeintrichtigt durch diese beiden Gruppen: (NaCl/LD,
NaCl/PPX). Diese zeigten eine signifikant niedrigere striatale TH-Immunreaktivitat
sowie eine niedrigere striatale FP-CIT Bindung bei gleichzeitig erhohter striataler DAT-
Immunreaktivitit im Vergleich zur NaCl/H,O Kontrollgruppe trotz gleicher Anzahl TH"
Zellen in der SNc. Dementsprechend zeigten sich die Korrelationen bei Ausschluss
dieser beiden genannten Gruppen noch deutlicher (nigrale TH" Zellen vs. striatale TH"
Fasern: r=0.92, p=3.75 x 10'35, n = 82; nigrale TH' Zellen vs. striatale DAT" Fasern: r
=095, p=1.52x 10'4], n = 82; striatale TH' Fasern vs. striatale DAT" Fasern: r = 0.97,
p< 10'35, n = 84; striatales FP-CIT vs. nigrale TH' Zellzahl: r = 0.89, p=1.11 x 10'23, n
= 66; striatales FP-CIT vs. striatale TH' Fasern: r = 0.91, p = 5.81 x 10'28, n = 68;
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striatales FP-CIT vs. striatale DAT+ Fasern: r = 0.93, p = 4.92 X 10'31, n = 68§;
Abbildung 9A-F).
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Abbildung 9: Korrelationen zwischen histologischen Markern und FP-CIT SPECT Signal

Die Punktediagramme in der oberen Zeile zeigen die Korrelationen der Zahl TH" Zellen in der SNc mit
der striatalen TH™ Faserdichte (A) und striatalen DAT" Faserdichte (B), sowie die Korrelation von TH"
mit der DAT" Faserdichten im Striatum (C). Die Punktediagramme in der unteren Zeile zeigen die
Korrelationen des FP-CIT Signals im Striatum mit der Zahl TH' Zellen in der SNc (D), sowie der
striatalen TH' Faserdichte (E) und DAT® Faserdichte (F). Alle Werte sind als prozentual zum
Durchschnitt der Kontrollgruppe (NaCl/H,0) angegeben. Jeder Punkt repréisentiert ein jeweiliges

kohérentes nigrostriatales System. Die verschieden Gruppen sind wie folgt dargestellt:

Farbkodierung der Gruppen: NaCl/H,O: schwarze Kreise; NaCl/LD: blaue Quadrate; NaCl/PPX: griine
Dreiecke; 6-OHDA/H,0: graue Kreise; 6-OHDA/LD: braune Quadrate; 6-OHDA/PPX: gelbe Dreiecke.

Rote Regressionslinie: Korrelation unter Einschluss aller Gruppen; Graue Regressionslinie: Korrelation

bei Ausschluss der NaCl/LD und NaCl/PPX Gruppe

(Depboylu and Maurer et al., 2013)
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4. Diskussion

Das vorliegende Experiment diente der Untersuchung von Effekten einer chronischen,
medikamentdsen Therapie mit LD oder PPX auf das nigrostriatale dopaminerge System
gesunder, scheinliddierter Méduse und Versuchstiere mit einer bilateralen 6-OHDA Léasion

als Tiermodell fur die Parkinson-Krankheit.

Zur in vivo Darstellung der DAT-Dichte flihrten wir wiahrend der Therapiephase serielle
['*1JFP-CIT SPECT-Messungen durch. AnschlieBend erfolgte eine histologische
Analyse der nigralen und striatalen dopaminergen Neurone, so dass die Ergebnisse der
funktionellen Bildgebung mit den histologischen Befunden verglichen werden konnten.
In der Gruppe der Kontrolltiere induzierten LD und PPX sowohl Verdnderungen auf
histologischer Ebene als auch des gemessenen SPECT Signals. Im Gegensatz dazu hatte
in der Gruppe der lddierten Tiere keines der beiden Medikamente einen messbaren
Einfluss auf die FP-CIT Bindung. Auch die histologische Aufarbeitung des
nigrostriatalen dopaminergen Systems erbrachte in dieser Gruppe keinen Hinweis auf
das Vorliegen eines messbaren neurotoxischen oder neuroregenerativen Effektes

ausgelost durch eine Therapie mit LD oder PPX.

4.1 Bilaterale Lasion der dopaminergen nigrostriatalen Projektion

In dem von uns verwendeten Tiermodell lag eine eine subtotale bilaterale Lasionen der
nigrostriatalen dopaminergen Projektion vor, die wir durch eine stereotaktische,

bilaterale, nigrale 6-OHDA Injektion induzierten.

Der Verlust der dopaminergen Neurone in der SNc lag bei den liddierten Tieren bei
>85%, die Verminderung der dopaminergen Fasern im Striatum bei >70% und die
Abnahme des striatalen FP-CIT Signals bei >65%. Der induzierte Zelluntergang
dopaminerger Neurone im Bereich der nigralen Injektionsstelle betraf vorwiegend den
Bereich der SNc. Die neuronale Population im benachbarten VTA und dessen
Projektion zum Acc wurde weitgehend ausgespart (Abbildung 7, 8). Eine schwere
Schadigung dopaminerger Neurone in diesem Bereich kann zu einer hohen Mortalitit in

Folge einer Adipsie und Aphagie fiihren (Sakai and Gash, 1994; Zhou and Palmiter,
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1995). Solange der Verlust dopaminerger Zellen allerdings auf die SNc¢ beschréinkt ist
und die Neurone im Bereich der VTA erhalten bleiben, kann eine Beeintrachtigung der
Fliissigkeits- und Nahrungsaufnahme weitgehend vermieden werden(Narayanan et al.,
2010; Rousselet et al., 2003; Zigmond and Stricker, 1973). Die seriellen FP-CIT
SPECT-Untersuchungen im Verlauf des 20 Wochen dauernden
Untersuchungszeitraumes zeigten in der Kontrollgruppe NaCl/H,O einen geringen aber
signifikanten, linearen Signalanstieg. Diese ungewdhnliche Beobachtung konnte
Ausdruck einer funktionellen Reifung des nigrostriatalen dopaminergen Systems
wihrend der frithen Adoleszenzphase der Versuchstiere sein. In der Gruppe der Tiere
mit 6-OHDA-induzierter Lésion des dopaminergen Systems, die keine medikamentdse
Behandlung erhielten, zeigten die FP-CIT SPECT-Untersuchungen im Verlauf des 20
wochigen Beobachtungszeitraumes keine signifikante Verdnderung. Somit ergaben sich
an dieser Stelle keine Hinweise fiir eine spontane Regeneration des dopaminergen
Systems innerhalb des hier verwendeten subtotalen, bilateralen Lasionsmodells. In
anderen Tiermodellen kommt es hdufig zu spontanen Regenerationsphinomenen nach
induzierter Schéddigung dopaminerger Fasern. Beispiele hierfiir stellen MPTP
Intoxikationsmodelle (Bezard et al., 2000; Hoglinger et al., 2004; Mitsumoto et al.,
1998) oder auch partielle, weniger starke 6-OHDA Lésionsmodelle (Stanic et al., 2003a)
dar. Der primér nigrale und nicht striatale Ausgangspunkt der toxischen Schadigung, das
starke Ausmall des Zellverlustes in der SNc und die bilaterale Anwendung der
stereotaktischen Injektion sind wahrscheinliche Griinde fiir das Ausbleiben spontaner
Regenerationsphdnomene in dem verwendeten Modell. Zur Untersuchung eine
chronischen LD- und PPX-Behandlung im Hinblick auf mdgliche toxische oder auch
regenerative Effekte auf das nigrostriatale Dopamin-System erschien somit dieses iiber

den gesamten Beobachtungszeitraum stabile Lasionsmodell geeignet.

4.2 Einfluss von Levodopa und Pramipexol auf nigrale dopaminerge Neurone

Die Zahl dopaminerger Zellen in der SNc¢ war in allen Tiere unverdndert. Die
medikamentdse Therapie mit LD oder PPX hatte hierauf keinen Einfluss, weder in den
Kontrolltieren noch in den Tieren bei denen eine Lision des Dopamin-Systems induziert
worden war. Im Gegensatz hierzu wurde in einer anderen Arbeit eine Zunahme der
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dopaminergen Neuronenzahl infolge einer Dopaminagonisten-Therapie beschrieben
(Van Kampen and Eckman, 2006). Eine Erkldrung fiir diesen Unterschied konnte in der
Verwendung unterschiedlicher Lasionsmodelle liegen. In der oben genannten Arbeit
wurde ein subakutes intrastriatales 6-OHDA Lésionsmodell verwendet im Vergleich zu
dem hier angewandten subtotalen intranigralen Lésionsmodell. Ausgehend von den
beiden unterschiedlichen Ausgangspunkten und dem stirkeren Ausmal3 der Schadigung
konnten die beobachteten Unterschiede begriindet liegen im Vorhandensein einer
einerseits irreversiblen direkten Schiddigung dopaminerger Neurone gegeniiber einer
reversiblen retrograden Schadigung beim subakuten intrastriatalen Lasionsmodell. Eine
partielle retrograde Lésion konnte an dieser Stelle zu einem Verlust der Expression
phénotypischer Zellmarker fiihren, der im Verlauf reversibel ist und durch eine

dopaminerge Therapie modulierbar sein konnte.

4.3 Einfluss von LD und PPX auf striatale dopaminerge Fasern

Die Therapie mit LD und PPX fiihrte bei der Behandlung von Tieren mit einem intakt,
scheinlddierten Dopamin-System auf histologischer Ebene zum einem zu einer
Abnahme der TH-Immunreaktivitdt im Striatum und gleichzeitig zu einer Zunahme der
striatalen DAT-Immunreaktivitit. Fiir LD gibt es experimentelle Belege fiir eine
medikamentds induzierte Reduktion der striatalen TH' Faserdichte bei Tieren, deren
nigrostriatales Dopamin-System nicht experimentell geschddigt wurde (Fang et al.,
2011). Die Reduktion der striatalen TH-Immunreaktivitit bei intakter dopaminerger
Innervation kdnnte eine physiologische Anpassungsreaktion darstellen, im Sinne einer
verminderten endogenen Dopamin-Synthese bei exogener Dopamin-Zufuhr. Eine
derartige Reaktion konnte ausgelost sein, durch eine prasynaptische D,-Autorezeptor-
vermittelte Inhibition der Tyrosinhydroxylase (Wolf and Roth, 1990). Eine Stimulation
prasynaptischer D,-Rezeptoren konnte dariiber hinaus ebenfalls Ursache fiir die
beobachtete Zunahme der striatalen DAT-Immunreaktivtit sein. Es gibt experimentelle
Belege fir  eine D,-Rezeptor  vermittelte Steigerung der  DAT-
Plasmamembranexpression. Dieses Phdnomen wurde haufig als eine mogliche
Kompensationsreaktion zur Reduktion der synaptischen Dopamin-Spiegel gewertet

(Meiergerd et al., 1993; Pan et al., 2005; Schmitt and Reith, 2010). Durch eine
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gesteigerte prisynaptische Wiederaufnahme iiber den DAT konnte somit eine

dopaminerge Uberstimulation kompensiert werden.

In der Gruppe der Tiere, die einer 6-OHDA Injektion unterzogen worden waren, zeigten
weder die Behandlung mit LD noch mit PPX Effekte im Hinblick auf die striatale TH"
und DAT" Faserdichte. Als mogliche Ursachen fiir das Fehlen messbarer Verinderungen
der dopaminergen Faserdichte im Striatum dieser Tiere erscheinen mehrere
Moglichkeiten plausibel. Aufgrund der subtotalen Reduktion der dopaminergen
Neurone in der SNc kdnnte ein soweit fortgeschrittenes Defizit induziert worden sein,
dass keine ausreichende kompensatorische Kapazitit der verbleibenden striatalen
Nervenfaser vorhanden ist. Aufgrund des ausgepridgten Verlustes striataler
Nervenendigungen ist auch von einer entsprechend verminderten prisynaptischen
Dopamin-2-Rezeptor Dichte auszugehen, so dass vermeintliche Inhibitionsprozesse
tiber diesen Signalweg nicht induziert werden konnten (Chen et al., 1991). Dariiber
hinaus besteht bei diesen Tieren, die eine ausgeprigt Schiddigung ihres Dopamin-
Systems aufweisen, die Moglichkeit, dass das Dopamin-Defizit durch die
vorgenommene Therapie lediglich kompensiert wurde. FEine dopaminerge
Uberstimulation, wie sie bei der chronischen Applikation von LD oder PPX in der
Kontrollgruppe anzunehmen ist, lag moglicherweise bei diesen lddierten Tieren nicht

vor und konnte somit auch keinerlei Kompensationsmechanismen ausldsen.

Zusammenfassend ergeben sich aus den erhobenen Daten mehrere Schlussfolgerungen.
Eine Langzeittherapie mit LD und PPX ist in der Lage, Adaptationsphdnomene im
Sinne histologischer Verdanderungen der striatalen dopaminergen Projektion auszuldsen.
Diese Verdnderungen lassen sich in unserem Experiment ausschlieflich bei einem
intakten Dopamin-System nachweisen, nicht jedoch bei vorbestehender ausgeprigter
Schiadigung des Dopamin-Systems. Die Art und Ausprigung der induzierten

Verdnderungen unterscheiden sich zwischen LD und PPX nicht signifikant.

4.4 Einfluss von LD und PPX auf die striatale ['*IJFP-CIT Bindung

Die Untersuchung des gemessenen striatalen FP-CIT SPECT Signals im Vergleich zu

den gemessenen histologischen Parametern, Anzahl dopaminerger Neurone in der SNc
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sowie striatale Dichte dopaminerger Fasern, erbrachte in Analogie zu zuvor innerhalb
unserer Arbeitsgruppe erhobenen Daten (Alvarez-Fischer et al., 2007) das Bild einer
stabilen Korrelation fiir diejenigen Tiere, die keine medikamentose Therapie mit LD
oder PPX erhalten hatten. Vor diesem Hintergrund erscheint der verwendete Pinhole
SPECT Ansatz zur in vivo Verlaufsbeurteilung sowohl eines intakten Dopamin-System
als auch zur Beurteilung des AusmaBes einer 6-OHDA induzierten Lésion der

nigrostriatalen dopaminergen Projektion in Médusen grundsitzlich geeignet.

Im Hinblick auf diejenigen Tiere die einer medikamentdsen Therapie unterzogen
wurden, ergab sich jedoch ein differenziertes Bild im Hinblick auf die Korrelation
zwischen histologischen Markern und gemessenem SPECT Signal. In der Gruppe der
ladierten Tiere, die eine dopaminerge Substitutionstherapie erhalten hatten, wurden die
genannten Korrelationen ebenfalls beobachtet. Im Gegensatz dazu zeigte sich jedoch in
der Gruppe der scheinlddierten Tiere unter chronischer Gabe von LD oder PPX eine
signifikante Reduktion der striatalen FP-CIT Bindung bei gleichzeitiger Zunahme der
striatalen DAT-Immunreaktivitit. Ein moglicher Erkldrungsansatz fiir diese Diskrepanz
konnte in der Beschaffenheit der verwendeten DAT-Antikorper bestehen. In diesem
Experiment wurde der monoklonale DAT-Antikorper MAB369 von Chemicon
International verwendet, der an der Aminosduresequenz 1-66 im Bereich des N-
Terminus bindet. Es ist grundsitzlich moglich, dass der DAT-Antikorper eine groBere
Subpopulation des DAT-Proteinspektrums markiert als der verwendete FP-CIT Tracer.
Es ist bekannt, dass die Proteinstruktur des DAT verschiedenen posttranslationalen
Verdnderungen unterworfen ist. So fiihrt die Glykosylierung des Proteins im Bereich der
zweiten extrazelluldren Schleife N181 zu einer funktionellen Aktivierung des DAT.
Dem gegeniiber stehen Prozesse, die zu einer Deaktivierung des Transporter Proteins
fiihren, wie die Ubiquitinylierung N-terminaler Lysine (Lys19, Lys27, Lys35) und
Phosphorylierungen an verschiedenen Stellen im Bereich des N-Terminus, der
intrazelluldren Schleife und des C-Terminus (Granas et al., 2003). Ausgehend von
diesen Befunden erscheint es wahrscheinlich, dass der verwendete Antikorper sowohl
inaktive, nicht-glykosylierte als auch verschiedene aktive, phosphorylierte DAT-
Proteine markiert. Wohingegen das Bindungspotential des Radioliganden ['*T]JFP-CIT
moglicherweise in erster Linie den Anteil vollstindig maturierten DAT-Proteins in

funktionell aktivem Zustand abbildet (Eriksen et al., 2010).
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Ein zusitzlicher Faktor konnte in einer verminderten Transportfunktion des DAT-
Proteins im Kontext eines chronisch, gesteigerten dopaminergen Tonus zu sehen sein. In
experimentellen Untersuchungen konnte belegt werden, dass eine chronische
Anwendung von DAT-Liganden zu einer Abnahme der Transportgeschwindigkeit (Vmax)
fiihren kann (Kokoshka et al., 1998). Dariiber hinaus gibt es Belege fiir eine gesteigerte,
Dopamin-Rezeptor-vermittelte Internalisierung und Sequestrierung von funktionell
aktivem, Plasmamembran-gebundenem DAT-Protein (Saunders et al., 2000), der somit
in einer refraktiren, moglicherweise nicht-FP-CIT-bindenden Konformation vorliegt
(Schmitt and Reith, 2010). Beide Phinomene wiirden zu einer Reduktion des FP-CIT
SPECT-Signals fithren und konnten somit eine Erkldrung flir die beobachteten
Verdnderungen in der Gruppe der scheinlddierten und medikamentds behandelten Tiere
darstellen. Der Verlust an funktionell aktivem DAT-Protein wird moglicherweise durch
eine gesteigerte De-Novo-Synthese? kompensiert, die sich wiederum in einer
gesteigerten DAT-Immunreaktivitit duern wiirde. Da die genannten Verdnderungen in
dieser Gruppe sowohl bei der Gabe von PPX als auch LD beobachtet wurden, konnte
ein Dopamin-Rezeptor-vermittelter Prozess den zugrundeliegenden Hauptmechanismus
der beobachteten Divergenz zwischen FP-CIT Signalreduktion und gesteigerter

striataler DAT-Immunreaktivitit darstellen.

Die Ursache dafiir, dass FP-CIT SPECT-Signal und striatale DAT-Immunreaktivitét in
den Versuchsgruppen mit 6-OHDA-Lésion im Verlauf konstant blieb und durch eine
Dopamin-Therapie nicht beeinflusst wurde, liegt moglicherweise zum einen an dem
groflen Verlust striataler dopaminerger Fasern und der damit verminderten Dopamin-
Rezeptor Dichte. Zum anderen kam es moglicherweise aufgrund der schweren Lésion
des Dopamin-Systems durch die Therapie nicht zu einer dopaminergen Uberstimulation,
die zu entsprechenden adaptiven Verdnderungen und posttranslationalen Modifikationen

gefiihrt hitte.
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5. Ausblick

5.1 Ubertragbarkeit auf die humane Anwendung des FP-CIT SPECT

Eine wesentliche Herausforderung im Hinblick auf die Interpretation von ['*IJFP-CIT
Messungen in klinischen Studien besteht in der Frage, ob eine medikamentdse Therapie
mit dopaminerg wirksamen Substanzen fiir sich genommen einen Einfluss auf die
Radiotracer Bindung hat bzw. haben kann. Die in dieser Studie beobachtete Abnahme

sowohl der ['%*

[JFP-CIT Bindung als auch der TH-Immunreaktivitdt in den Gruppe der
scheinlddierten Versuchstiere, die PPX oder LD erhalten hatten, deutet auf diese
Moglichkeit hin. Allerdings bleibt zu bedenken, dass die genannten Verdnderungen
ausschlieBlich bei Versuchstieren mit einem intakten Dopamin-System beobachtet
wurden, jedoch nicht bei denjenigen Tieren, deren dopaminerge Projektion mit 6-OHDA
Injektion geschidigt wurde, so dass dieses Phianomen insbesondere im Hinblick auf die
klassische Anwendung der ['*’IJEP-CIT SPECT bei Patienten mit einer klinisch
manifesten Parkinson-Krankheit im Krankheitsverlauf zunehmend in den Hintergrund
treten konnte. Dennoch ergeben sich aus den genannten Beobachtungen einige
interessante Analogien zu den Ergebnissen vorangegangener klinischer Studien. In der
CALM-PD Studie wurde die gesamte Kohorte mit 65 eingeschlossenen? Patienten vor
Beginn der Therapie und im Verlauf nach 22, 34, und 46 Monaten jeweils einer[' “’I]FP-
CIT SPECT-Untersuchungen unterzogen. Dariiber hinaus wurde bei einer Untergruppe
von 13 Patienten bereits zehn Wochen nach Erreichen der vollen Therapiedosis eine
zusitzliche ['**T)FP-CIT SPECT-Untersuchung durchgefiihrt. Zu diesem Zeitpunkt
zeigte sich bereits eine 4,6 bzw. 5,4%ige Signalreduktion im Vergleich zur
Ausganguntersuchung (ParkinsonStudyGroup, 2002). Ausgehend von der Uberlegung,
dass es in diesem kurzen Zeitraum nicht zu einer entsprechenden Progression des
neurodegenerativen Prozesses gekommen sein konnte, ldsst sich dieser Befund ebenfalls
als indirekter Hinweis auf eine primdre Medikamenten-induzierte Verdnderung des
SPECT Signals interpretieren. Ein dhnliches Ergebnis erbrachte eine klinische
Untersuchung aus dem Jahr 2001 zur Anwendung von LD oder PPX {iber einen
Zeitraum von sechs Wochen unter Verwendungen eines alternativen
Bildgebungsverfahrens zur DAT-Darstellung. Hier zeigte sich eine 16 - 22 bzw. 15%ige
Reduktion der DAT-Bindung gemessen durch eine PET-Untersuchung, die den
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spezifischen DAT-Liganden [''C]JRTI-32 als Radiotracer verwendete (Guttman et al.,
2001). Ein wesentlicher Schwachpunkt des hier dargestellten Experimentes besteht
moglicherweise in der stark ausgepriagten Schadigung des Dopamin-Systems der Tiere,
die eine 6-OHDA Injektion erhalten hatten. Es ist anzunehmen, dass die
Beeintrachtigung der nigrostriatalen Projektion bei den Patienten, die in den genannten
klinischen Studien untersucht wurden, weniger ausgepréigt war, als in dem von uns
gewihlten subtotalen Lésionsmodell. Vor diesem Hintergrund erscheint es im Hinblick
auf eventuelle, zukiinftige Experimente sinnvoll auch die Verwendung eines
moderateren Lasionsmodells mit einzubeziehen (Sauer and Oertel, 1994), um mdgliche
adaptive Prozesse oder auch regenerative Verdnderungen in Folge einer Dopamin-

Therapie untersuchen zu konnen (Datla et al., 2001; Kemmerer et al., 2003; Murer et al.,

1998).

Es ist bekannt, dass ein gewisser Anteil der dopaminergen Neurone in der Substantia
nigra im Laufe des Lebens degeneriert (Rudow et al., 2008). Ein Prozess der auch bei
gesunden, nicht an der Parkinson-Krankheit leidenden, Probanden auftritt. Ein
wesentliches pathophysiologisches Merkmal beim idiopathischen Parkinson-Syndrom
ist die Beschleunigung dieses degenerativen Prozesses (Fearnley and Lees, 1991; Mann
and Yates, 1983; Tompkins et al., 1997). In der ELLDOPA (Early versus Later L-Dopa
Therapy in PD) Studie beobachtete man eine signifikant stirkere Abnahme der DAT-
Bindung gemessen mittels ['*I]B-CIT SPECT, bei den mit LD therapierten Patienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Fahn et al., 2004). Dieses Ergebnis wurde kontrovers
diskutiert und mitunter als Abnahme der Radioligand-bindenden DAT-Population
gewertet oder auch als Ausdruck einer toxischen Wirkung von LD auf die verbleibenden
dopaminergen Neurone verstanden. Zu letzterer Interpretation passt nicht, dass
verschiedene andere klinische Studien keinerlei Hinweise auf eine neurotoxische
Wirkung durch eine chronische LD-Therapie fanden (Eisensehr et al., 2001; Schillaci et
al., 2005). Dariiber hinaus erbrachten weder die durchgefiihrten Autopsie-Studien von
therapierten, nicht an der Parkinson-Krankheit leidenden Personen noch post mortem
Untersuchungen von Parkinson-Patienten mit unterschiedlich langer Therapie- bzw.
Nachweis fiir einen erhohten Zellverlust in der Substantia nigra oder eine
Beschleunigung des pathologischen Prozesses (Hagenah et al., 1999; Parkkinen et al.,
2011; Rajput, 2001).
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Zieht man ausgehend von diesen Befunden die Mdglichkeit einer medikamentds-
induzierten Abnahme der DAT-Radioliganden-Bindung bei Patienten mit einem intakten
oder nur moderat geschddigten Dopamin-System in Betracht, ergeben sich mehrere
Aspekte in Bezug auf die Anwendung der ['*IJFP-CIT SPECT-Untersuchung. Bei der
Untersuchung von Parkinson-Patienten im Frithstadium der Erkrankung konnte eine
entsprechende Adaptation der jeweiligen Referenzwerte in Abhédngigkeit der
bestehenden Medikation zu einer préiziseren diagnostischen Abgrenzung genutzt
werden. Insbesondere erscheint Vorsicht geboten bei der Benutzung der ['**IJFP-CIT
SPECT zur Untersuchung von nicht-Parkinson-Patienten, die eine Dopamin-Therapie
erhalten, z.B. Patienten mit Restless-legs-Syndrom oder Patienten mit unsicherer und
moglicherweise falscher Diagnose eines idiopathischen Parkinson-Syndroms. Bei
diesen Patienten konnte eine medikamentds-induzierte Reduktion des FP-CIT SPECT-
Signals zu einer (falsch-positiven) Interpretation des Befundes als Hinweis auf
Vorliegen einer Parkinson-Krankheit fiihren. Des Weiteren ergeben sich
Einschriankungen bei der Verwendung der FP-CIT Bildgebung als Surrogat-Parameter
zur Untersuchung neuroprotektiver Effekte. Aufgrund der vorliegenden Hinweise auf
die grundsitzliche Moglichkeit einer Signalverdnderung der DAT-Bildgebung durch die
Anwendung einer dopaminergen Therapie, erscheint eine Abgrenzung zu tatsdchlich
den Krankheitsverlauf modifizierenden Effekten ausschlielich basierend auf den
Ergebnissen einer ['*’IJFP-CIT SPECT Messung nicht moglich. Hier konnte alternativ

eine genaue Untersuchung der Validitit der ['*F]Fluorodopa-PET angezeigt sein.

52 Schlussfolgerung

In der hier vorgenommen tierexperimentellen Untersuchung konnten wir erstmalig
zeigen, dass eine funktionelle DAT-Bildgebung mittels einer ['**1]FP-CIT-Pinhole-
SPECT Untersuchung ein geeignetes Verfahren darstellt, um {iber einen Zeitraum von
bis zu sechs Monaten eine in vivo Verlaufsbeurteilung der nigrostriatalen Projektion von
Maiusen vorzunehmen, deren Dopamin-System durch eine 6-OHDA Injektion
geschédigt wurde. Insgesamt ergaben sich bei dieser Gruppe von Versuchstieren keine
Belege fiir eine signifikante Beeinflussung présynaptischer Marker durch die chronische

Therapie mit LD oder PPX. Die dargelegten Ergebnisse sprechen somit nicht fiir eine
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Induktion, weder von toxischen noch von regenerativen Verdnderungen in Folge einer
Substitutionstherapie bei einem stark vorgeschédigten Dopamin-System. Im Gegensatz
dazu beobachteten wir verschiedene Adaptationsphanomene durch die dopaminerge
Therapie bei Versuchstieren mit einer intakten nigrostriatalen Projektion. Auftreten und
Ausmal der Verdnderungen zeigten sich allerdings unabhéngig davon, ob LD oder PPX
gegeben wurde, so dass sich hieraus keine Erkldrung fiir die geringere Abnahme des FP-
CIT SPECT-Signals bei Parkinson-Patienten, die mit PPX behandelt wurden im
Vergleich zur Therapie mit LD, wie es in der CALM-PD Studie beobachtet wurde,
ergab (ParkinsonStudyGroup, 2002). Vor diesem Hintergrund kommt ein
neuroprotektiver Effekt von PPX gegeniiber dem degenerativen Prozess, wie er in
anderen experimentellen Untersuchungen belegt worden ist (Izumi et al., 2007; Joyce et
al., 2004; Li et al., 2010; Zou et al., 1999) als mogliche Erklérung fiir diesen Umstand
weiterhin in Frage. Eine weitreichendere Interpretation der hier erhobenen Daten ist
aufgrund der Diskrepanz zwischen tierexperimentellem Ansatz und klinischer Studie,
insbesondere im Hinblick auf die unterschiedliche Genese und den divergenten Verlauf
der Schiadigung des Dopamin-System, schwierig. Das Vorhandensein einer klinisch
relevanten Neuroprotektion durch eine Therapie mit PPX erscheint jedoch im Kontext
der mittlerweile veroffentlichten Daten der PROUD  Studie zunehmend
unwahrscheinlich (Schapira et al., 2013). In der genannten Untersuchung zeigten sich in
einem ,,delayed-onset Design weder im Hinblick auf die klinische Auspriagung, noch
auf die striatale ['*IJFP-CIT Bindung nach 15 Monaten signifikante Unterschiede
zwischen Patienten, die unmittelbar nach Studieneinschluss mit PPX behandelt wurden
und denjenigen Patienten, die erst nach 6 - 9 Monaten Placebo-Therapie auf PPX
eingestellt wurden. Im Hinblick auf die Frage, in wie fern eine dopaminerge Therapie
einen modulatorischen Effekt auf die striatale ['*IJFP-CIT Bindung hat, konnte in
zukiinftigen ,,delayed-onset™ Studien insbesondere die Verwendung von Verfahren zur
funktionellen Bildgebung zum Zeitpunkt des Wechsel von Placebo- zu Verumgruppe

einen weiteren Erkenntniszuwachs erbringen.
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6. Publikation

Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten Untersuchungen
wurden 2013 in der Fachzeitschrift Neuroimage ver6ffentlicht (Depboylu and Maurer et

al., 2013).

6.1 Zusammenfassung

Die zuvor durchgefiihrte klinische Studie CALM-PD (ParkinsonStudyGroup, 2002)
untersuchte den Effekt einer Langzeittherapie mit Levodopa oder Pramipexol auf das
Fortschreiten der Parkinson-Krankheit mittels SPECT unter Verwendung des
Dopamintransporter-Liganden ['ZI]B-CIT als Surrogat-Marker. Die ['*I]p-CIT
Bindung fiel in den Patienten, die Levodopa erhalten hatten, auf ein signifikant
niedrigeres Niveau ab, als bei den Patienten, die Pramipexol erhalten hatten. Allerdings
wurde dieses Ergebnis unterschiedlich interpretiert, zum einen als Ausdruck Levodopa-
induzierter Neurotoxizitit, zum anderen als Pramipexol-induzierte Neuroprotektion / -
regeneration oder auch als lediglich medikamentds-induzierte Verdnderung der

Dopamintransporter-Verfligbarkeit.

Um diese Fragestellung experimentell zu untersuchen, induzierten wir in Méusen eine
subtotale, bilaterale Lasion der Substantia nigra durch Injektion des Neurotoxins 6-
Hydroxydopamin. Vier Wochen danach wurden die Miuse iiber einen Zeitraum von 20
Wochen oral mit Levodopa (100mg/kg/Tag), Pramipexol (3mg/kg/Tag) oder lediglich
Wasser (Placebo) behandelt. Die Integritdt der nigrostriatalen Projektion wurde in vivo

wiederholt mittels ['*

[JFP-CIT SPECT gemessen, sowie nach Totung der Tiere durch
immunhistologische Untersuchung des Dopamintransporter und der Dopamin-
synthetisierenden Tyrosinehydroxylase. In scheinlddierten Tieren zeigte sich, dass
Levodopa ebenso wie Pramipexol sowohl die striatale FP-CIT Bindung (LD: -21%;
PPX: -14%), als auch die TH-Immunreaktivitit (LD: -42%, PPX: -45%) signifikant
senkten. Gleichzeitig wurde die DAT-Immunreaktivitit im Vergleich zu den
Kontrolltieren ohne Dopamin-Therapie signifikant erhoht (LD: +42%; PPX +33%). In

operierten Tieren mit 6-OHDA-Ldsion hingegen hatten weder Levodopa noch
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Pramipexol einen signifikanten Einfluss auf das stabil reduzierte Niveau der FP-CIT
SPECT-Bindung (LD: -66%; PPX: -66%; Placebo: -66%), die striatale TH-
Immunreaktivitit (LD: -70%, PPX: -72%; Placebo: -77%), die striatale DAT-
Immunreaktivitit (LD: -70%, PPX: -75%; Placebo: -75%) oder die Anzahl TH-positiver
Zellen in der Substantia nigra (LD: -88%, PPX: -88%; Placebo: -86%) im Vergleich zu
den Tieren ohne Dopamin-Therapie. Zusammenfassend zeigte sich, dass eine
chronische dopaminerge Stimulation mit Levodopa oder Pramipexol &dhnliche
prasynaptische Anpassungsphdnomene in gesunden Méusen verursacht, allerdings keine
erkennbaren Verinderungen in Méusen mit ausgepriagter Lision der nigrostriatalen
dopaminergen Projektion. Die hier erzielten Ergebnisse ermoglichen eine verlésslichere
Interpretation klinischer Studien, die Verfahren zur Dopamintransporter-Bildgebung als

Surrogat-Parameter verwenden.
Schlagworter:

Dopamin, Dopamin Agonist, Neurodegeneration, Neuroregeneration, Neuro-

Bildgebung, Parkinson-Krankheit

6.2 Abstract

A previous clinical trial studied the effect of long-term treatment with levodopa (LD) or
the dopamine agonist pramipexole (PPX) on disease progression in Parkinson disease
using SPECT with the dopamine transporter (DAT)-radioligand ['**I]p-CIT as surrogate
marker. ['*I]B-CIT binding declined to significantly lower levels in patients receiving
LD compared to PPX. However, the interpretation of this difference as LD-induced
neurotoxicity, PPX-induced neuroprotection/-regeneration, or only drug-induced
regulatory changes of DAT-availability remained controversial. To address this question
experimentally, we induced a subtotal lesion of the substantia nigra in mice by bilateral
injection of the neurotoxin 6-hydroxydopamine. After 4 weeks, mice were treated for 20
weeks orally with LD (100 mg/kg/day) or PPX (3 mg/kg/day), or water (vehicle) only.
The integrity of nigrostriatal projections was assessed by repeated ['>*IJFP-CIT SPECT
in vivo and by immunostaining for DAT and the dopamine-synthesizing enzyme

tyrosine hydroxylase (TH) after sacrifice. In sham-lesioned mice, we found that both
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LD and PPX treatment significantly decreased the striatal FP-CIT binding (LD: -21%;
PPX: -14%) and TH-immunoreactivity (LD: -42%; PPX: -45%), but increased DAT-
immunoreactivity (LD: +42%; PPX: +33%) compared to controls without dopaminergic
treatment. In 6-hydroxydopamine-lesioned mice, however, neither LD nor PPX
significantly influenced the stably reduced FP-CIT SPECT signal (LD: -66%; PPX:
66%:; controls -66%), TH-immunoreactivity (LD: -70%; PPX: -72%; controls: -77%)
and DAT-immunoreactivity (LD: -70%; PPX: -75%; controls: -75%) in the striatum or
the number of TH-positive cells in the substantia nigra (LD: -88%; PPX: -88%:;
controls: -86%), compared to lesioned mice without dopaminergic treatment. In
conclusion, chronic dopaminergic stimulation with LD or PPX induced similar adaptive
presynaptic changes in healthy mice, but no discernible changes in severely lesioned
mice. These findings allow to more reliably interpret the results from clinical trials

using neuroimaging of DAT as surrogate parameter.

Keywords:

dopamine, dopamine agonist, neurodegeneration, neuroregeneration, neuroimaging,

Parkinson disease
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Dopamintransporter
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Positronen-Emissionstomographie

Pramipexol
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