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1. Einleitung

In dieser Arbeit sollen die mikroskopisch sichtbaren Effekte neurodegenerativer
Erkrankungen am Beispiel der transsynaptischen Degeneration der Substantia nigra
nach chinolinsaure-induzierter Lasion des Striatums erldutert und einige
therapeutische Ansatze erortert werden. Ahnliche pathologische Veranderungen
finden sich beim Menschen bei der Chorea Huntington, einer Erkrankung, die zu den
neurodegenerativen CAG-Triplet-Erkrankungen gehort. Aus diesem Grund wurde
das hier benutzte Tiermodell lange Zeit als Modell fur den Morbus Huntington

benutzt.

Die Chorea Huntington wird gekennzeichnet durch die Trias: dominanter Erbgang,
Choreoathetose und Demenz. Erstbeschreiber war George Huntington, ein
praktischer Arzt aus Pomeroy, Ohio, der 1872 vor der "Meigs and Mason Academy of
Medicine" seine Schlisse umriss, basierend auf Beobachtungen seines Vaters und

GroRvaters, ebenfalls praktische Arzte [31].

1.1. Klinische Erscheinung

In Universitatskliniken ist die Chorea Huntington mit einer Haufigkeit von 5 bis 10
Erkrankungen auf 100 000 Einwohner eine der wichtigsten hereditaren
Nervenerkrankungen, das Vererbungsmuster ist autosomal dominant [32]. Im
allgemeinen scheinen Manner ungefahr gleich haufig betroffen zu sein wie Frauen.
Durchschnittliches Erkrankungsalter ist das 3. bis 5. Lebensjahrzehnt, wobei es auch
Formen mit Beginn im Kindesalter gibt, die dann durch einen schwereren Verlauf

gekennzeichnet sind.



Ursache ist eine verlangerte CAG-Sequenz, d.h. Wiederholungen von Cytosin-
Adenin-Guanin-Triplets am kurzen Arm des Chromosom 4 (s.u.). Das CAG-Triplet

kodiert fur die Aminosaure Glutamin.

Bei den betroffenen Patienten konnen bereits vor Stoérung der kognitiven Funktionen
verschiedene subtile Veranderungen auftreten. Ungefahr die Halfte der Patienten
weisen leichte Abweichungen ihrer Charakterzige auf. Sie fallen durch
unangemessene Verdachtigungen, Irritabilitat, impulsive und exzentrische
Verhaltensweisen sowie uUbertriebene Religiositdt und ein unangemessenes
Uberlegenheitsgefiinl auf. Haufig fihrt dies schon zu Spannungen in den sozialen
Beziehungen. Geringe Selbstkontrolle kann sich widerspiegeln in Wutausbruchen,
Episoden von Mutlosigkeit, Alkoholismus und sexueller Promiskuitat. Die
emotionalen Storungen konnen mitunter das Ausmal einer Psychose annehmen. Zu
den Fruhsymptomen zahlt ebenfalls eine veranderte Stimmungslage, besonders

Depressionen [59].

Im weiteren Verlauf kommt es zum Verlust des Intellekts. Kennzeichen sind
verminderte Leistungsfahigkeit im Arbeitsumfeld, Unfahigkeit, den Haushalt zu
organisieren u.A. Diese Veranderungen fllhren haufig zu &rztlichen Konsultationen.
Erinnerungsvermogen und Aufmerksamkeit sind die kognitiven Qualitaten, die als
Erstes vom Schwund der Leistungsfahigkeit betroffen sind. Die allmahliche
Zerstorung des Intellekts entspricht in weiten Zligen den anderen Demenzformen,
jedoch sind Aphasie, Agnosie und Apraxie nur recht selten zu beobachten. Haufig
bleiben Reste der kognitiven Kapazitaten noch sehr lange erhalten; die Krankheit

schreitet schleichend fort [3,14].



Zunachst leicht sind ebenfalls die Bewegungsstérungen; betroffen sind anfangs die
Hande und das Gesicht. Die Patienten werden haufig als nervos und ruhelos
eingestuft. Mit der Zeit jedoch kommt es zu einer zunehmenden Verstarkung der
motorischen Symptomatik. Dies nimmt solche Ausmalle an, dass der Patient im
fortgeschrittenen Stadium nur selten auch nur fir Sekunden ruhig sein kann. Die
Bewegungen sind insgesamt langsamer als die brisken Zuckungen der Sydenham
Chorea, und sie betreffen weit mehr Muskeln. Auffallend ist die Stereotypie, die
allerdings weniger ausgepragt ist als bei den Tics. Bei fortgeschritteneren Fallen
nehmen sie eine athetoide oder dystone Qualitdt an. Typischerweise ist der
Muskeltonus variabel, die Patienten fihren unwillkirliche, arrhythmische und
schnelle Bewegungen aus. Dabei versuchen sie oft, diese durch willkiirliche
Bewegungen zu kaschieren. Die Ruhelosigkeit ist dadurch gekennzeichnet, dass
Finger, Zunge etc. nicht fur lange Zeit in einer fixen Position behalten werden
konnen. Die entsprechende Haltung wird plotzlich unterbrochen durch ziemlich
langsame, gewundene und sinnlose Bewegungsmuster, die ineinander ubergehen.

Die Willkurmotorik ist verlangsamt [3,59].

Bei der juvenilen Form, die mit einer Haufigkeit von 10% auftritt und vor dem 20.
Lebensjahr in Erscheinung tritt, stehen Bradykinesie, Rigiditdt und Dystonie sowie
epileptische Anfalle im Vordergrund. Diese Verlaufsform wird auch als Westphal-

Variante bezeichnet [35].

Bemerkenswert ist die Abhangigkeit der klinischen Symptomatik von der Lange der
abnormen CAG-Sequenz. Eine vollstandige Penetranz von CH zeigt sich bei CAG-
Grollen von grofRer oder gleich 42. Nur ein gewisser Anteil der Patienten mit CAG-
Wiederholungen von 36 bis 41 zeigt hingegen Symptome der CH [13]. AulRerdem

bedingt eine hohere CAG-Wiederholungsrate eine schnellere Kklinische
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Verschlechterung und eine grofRere Wahrscheinlichkeit, bereits in frihen Jahren zu
erkranken [14,33]. Die Wiederholungsrate in den Gameten ist bemerkenswerterweise
instabil, die Vererbung auf die nachfolgenden Generationen ist variabel. Haufig
kommt es bei Vererbung vom Vater zu einer Verlangerung der CAG-Sequenz, und

es ist somit mit einem friheren Krankheitsbeginn als beim Vater zu rechnen [34].

1.2. Pathologische Veranderungen

Das charakteristische makroskopische Korrelat der Chorea Huntington ist eine
ausgepragte bilaterale Atrophie des Kopfes des Nucleus caudatus und des Putamen,
normalerweise begleitet von einer leichtgradigen Atrophie der temporalen und
frontalen Gyri. Auch Hypothalamus und Thalamus sind von der Degeneration
betroffen. Durch die Caudatus-Atrophie kommt es zu einer starken Aufweitung der

Seitenventrikel [36].

Es wird angenommen, dass die frihen klinischen Manifestationen eher auf
biochemischen Alterationen ohne sichtbare strukturelle Veranderungen beruhen, da
in einigen frihen Fallen keine striatalen Lasionen gefunden wurden [36]. Dies wird
gestutzt durch Untersuchungen mit Positronen-Emissions-Tomografie an CH-
Patienten, wobei eine charakteristische Verminderung der Glukose-Utilisation
gefunden wurde. Diese erscheint bereits frihzeitig und geht dem Gewebsuntergang
voraus [1]. Zudem zeigt die zerebrale Blutfluss-PET eine veranderte Aktivitat im
Bereich des Striatum und der frontalen motorischen Projektionsareale. Erhohte
parietale Aktivitatsmuster konnten auf eine kompensatorische Rekrutierung

akzessorischer motorischer Bahnen hindeuten [16].

Die striatale Degeneration beginnt in dem medialen Teil des Nucleus caudatus und
breitet sich aus, indem der Nucleus accumbens in der Regel ausgespart bleibt. Die
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anterioren Anteile des Putamen und des Caudatum sind mehr betroffen als die

posterioren [36].

Vorwiegend gehen die GABAergen Projektionsneurone unter, die vom Striatum in die
nachgeschalteten Basalganglienstrukturen projizieren. Die  sogenannten
Interneurone werden weitgehend ausgespart. Charakteristisch ist neben dem
Neuronenverlust auch die striatale Astrogliose, also die reaktive Vermehrung von

Astrozyten [58].

1.3. Biochemische Defekte

Die pathologischen Erscheinungen des Morbus Huntington beruhen auf einer
Degeneration der striatonigralen Hemmung. Es findet sich ein Untergang der GABA,

Substanz P und Azetylcholin sezernierenden Neurone [2].

Der Verlust von inhibitorischen striatalen Neuronen, die in den lateralen Globus
pallidus projizieren, fuhrt zu einer Hemmung des Nucleus subthalamicus. Dies hat
eine Inhibition der hemmenden Kerne der Basalganglien, namlich Substantia nigra
pars reticulata und medialer Globus pallidus zur Folge und resultiert in einer
verstarkten erregenden thalamocorticalen Projektion. Dies steht mit den typischen
Bewegungsmustern der CH im Einklang. Die verminderte Inhibition durch die SNR
kann auch die Dysregulation des Colliculus superior mit der typischen frihen

Verlangsamung der willkurlichen Blicksakkaden erklaren.

Im spateren Verlauf kommt es zusatzlich zur Degeneration direkter striataler

Projektionsneurone zur SNr [37].

Grundlage der klinischen und pathologischen Erscheinungen des Morbus Huntington
ist offenbar eine abnorm expandierte Wiederholung (>36) der CAG-Sequenz im IT15-
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Gen auf dem kurzen Arm von Chromosom 4 (4p16.3), welches flr ein Protein von
bisher unbekannter Funktion kodiert, das sog. Huntingtin [4,5]. Vermutlich handelt es
sich dabei um ein Transportprotein, welches daran beteiligt ist, intrazellulare Vesikel
an das Zytoskelett zu binden [51]. Sowohl in Huntington-Patienten als auch bei den
transgenen Mausmodellen finden sich neuronale Einschlisse, die Immunoreaktivitat
fur Huntingtin und Ubiquitin aufweisen. Diese Eigenschaft des mutierten Huntingtins
Aggregate zu bilden beruht auf den Polyglutaminstrangen, die sich in
gegensatzlicher Orientierung aneinander reihen, wobei die Starke der Bindung

groler ist, je langer die Polyglutaminkette ist [39].

Die oben erwahnten Huntingtin-Aggregate konnen sowohl nuklear als auch neuritisch
lokalisiert sein. Des Weiteren finden sich perinukleare Huntingtin-Ansammlungen und
multivesikulare Korperchen. Die genaue Lokalisation der Protein-Aggregation ist
polyglutaminabhangig [6]. Die genaue Bedeutung des Huntingtins an der
Pathogenese ist noch weitgehend ungeklart. Es wird jedoch angenommen, dass das
Protein durch den Gendefekt keinen Funktionsausfall erfahrt, sondern vielmehr
zusatzliche Funktionen erhalt ("gain") [40]. Wahrscheinlich modifiziert es die Funktion
zellularer Proteine, die in den neuronalen Metabolismus eingreifen. Darauf
aufbauend gibt es verschiedene weitergehende Erklarungsmodelle, wobei
Exzitotoxizitat, oxidativer Stress, gestorter Energie-Metabolismus und Apoptose eine

Rolle zu spielen scheinen [4].

Das Auffinden einer signifikanten Verminderung der Aktivitaten von Acotinase und
mitochondrialem Komplex IV und vermehrte Anfarbbarkeit in der Immunhistochemie
auf inducible nitric oxide synthase (iNOS) und Nitrotyrosin weisen auf Defekte in der

mitochondrialen Atmungskette und im Energiestoffwechsel hin [5].



Browne et al. fanden erhdhte Konzentrationen von Produkten oxidativen Stresses,
wie z.B. Malondialdehyd, 8-Hydroxydeoxyguanosin, 3-Nitrotyrosin und Ham-
Oxygenase in degenerativ veranderten Gebieten in Huntington-Hirnen. In
Tiermodellen zeigt sich eine erhohte Produktion freier Radikale. Diese Befunde

untermauern die Bedeutung des oxidativen Stresses in der Pathogenese [8].

Von Hackam et al. werden zwei Phasen der Pathogenese postuliert: eine anfangliche
Toxizitat des Huntingtins im Zytoplasma, gefolgt durch die proteolytische Spaltung,
nukleare Verlagerung mit erhohter nuklearer Konzentration von N-terminalen
Fragmenten, Bildung von Aggregaten und daraus resultierendem Zelltod [7]. Die
nuklearen Einschlusskorperchen bedingen wahrscheinlich eine Stérung der
Transkription und Minderexpression wichtiger Proteine, darunter bestimmter
Neurotransmitterrezeptoren (metabotrope Glutamatrezeptoren). Diese Rezeptoren
sind Uberwiegend prasynaptisch lokalisiert, und ein Fehlen der Rezeptoren bedingt
eine vermehrte Freisetzung von Glutamat in den synaptischen Spalt, was letztendlich
zur Uberstimulation fiihrt (Exzitoxizitat, s.u.) [41]. Ebenfalls in dieses Konzept passt
das Auffinden einer verminderten Expression von Glutamat-Transportern (GLT1) in
Gliazellen [52]. Die Hypothese der glutamatvermittelten Exzitotoxizitat wird zudem
gestutzt durch Befunde des Teams um Taylor-Robinson: Bei CH-Patienten wurde
mittels Proton-Magnet-Resonanz-Spektroskopie ein erhohter Glutamat/Kreatin-
Quotient gefunden, lokalisiert im Striatum. Daraus kann auf einen abnormalen
Glutamat-Metabolismus im Striatum geschlossen werden [20]. Des Weiteren kann
eine verminderte Lasionsgrofle und Laktatproduktion im  Striatum bei
neurotoxininduzierten Rattenmodellen nach unilateralen Dekortektomien (Blockade
des glutamatergen Inputs) bzw. nach Gabe von Glutamat-Antagonisten (MK-801)

beobachtet werden. Beeinflussung des Energiestoffwechsels durch Ubichinon- und



Nicotinamid-Gabe flihrte zu ahnlichen Ergebnissen, was den Schluss zulasst, dass
die intrazellulare Storung des Energie-Metabolismus mit der Exzitotoxizitat

zusammenhangt [21].

Z ¢ k Mitochondrien-Membran Komplex IV
Freie Radikale .
Glutamat DNA-Schaden
C a ++
N ! ‘

_C:|_': Zelimembran ¥ NO* —® Komplex Il/ill % O, Produktion
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@®—— |nhibition D Aktivierung

Abbildung 1: Mechanismus der Exzitotoxizitat (s. Text) nach [25]

Im Rahmen der gestorten Atemkettenfunktion kommt es zu einem Absinken der
intrazellularen ATP-Konzentration, welche in teilweiser Depolarisation der
Zellmembran und Aufhebung des Mg**-vermittelten Blocks der NMDA-Rezeptoren
und persistierender Aktivierung durch Glutamat aus der unmittelbaren Umgebung
resultiert [25,26]. Auch die erhdhte Glutamat-Konzentration im synaptischen Spalt,
bedingt durch die verminderte Anzahl an mGIuR, spielt dabei eine Rolle (s.0.). Unter
anderem flhrt dies zu erhéhtem intrazellularem Ca**-Einstrom und Stickstoffmonoxid
(NO*)-Produktion durch die Ca**-abhangige NO*-Synthase. Atemkettenkomplexe
zeichnen sich durch Eisen-Schwefel-Gruppen aus, die ein Ziel fur NO* bzw. ONOO-

darstellen [27,28].

Moderate NO*-Erhohung fuhrt nun zunachst zur Komplex-IV-Inhibition. Daraus
resultiert eine weitere Erhdhung der NO*-Konzentration mit konsekutiver

Inaktivierung der Aconitase. Hohere Konzentrationen an NO*, entsprechend



ausgedehnter Exzitotoxizitat, fihren dagegen zur Inaktivierung von Komplex /11l
Dadurch kommt es bei weiter ansteigender Sauerstoffradikalbildung zu Schaden an

der DNA und den sie umgebenden Proteinen [25].

Diese Veranderungen sind - abhangig von der Lokalisation - unterschiedlich
ausgepragt. So finden sich die starksten Veranderungen im Striatum mit Inhibition
sowohl der Aconitase als auch des Komplexes Il/lll. Moderate Veranderungen finden
sich im Cortex (lediglich Inhibition der Aconitase). Im Cerebellum und in Fibroblasten
dagegen wurden entsprechende Veranderungen nicht gefunden trotz Expression des

mutanten Proteins in diesen Lokalisationen.

Die zellulare ATP-Produktion wird folglich auf mehreren Ebenen beeintrachtigt,
namlich durch Inhibition der Aconitase (Tricarbonsaure-Zyklus) und des Komplexes
[I/lIl (oxidative Phosphorylierung). Stérung des Energiestoffwechsels in Kombination
mit oxidativem Stress bildet folglich einen sich selbst verstarkenden

Zelltodmechanismus, initiiert durch Exzitotoxizitat und NO*-Produktion [25].

Beim Nervenzelluntergang im Rahmen der CH spielen sowohl Apoptose als auch
Nekrose eine Rolle. Apoptotische Zellen sind charakterisiert durch perinukleare
Chromatin-Kondensation, Organellenschwellung und endonukleasevermittelter DNA-
Fragmentation. Diese DNA-Bruchstlicke zeigen ein nicht zufalliges Muster
(Leiterform in der Elektrophorese). Im Gegensatz dazu finden sich beim nekrotischen
Zelltod vakuolisierte Zellen mit geschwollenen und lysierten Organellen,
kondensiertes Chromatin in kleinen Aggregaten in der Peripherie des Kerns und
degradierte DNA in zufalligem Muster. Voraussetzung fur die Apoptose ist eine relativ
intakte Funktion der Mitochondrien. Starkere Funktionseinbuf3en der Mitochondrien

fuhren eher zu Nekrosen.



Wie bereits oben beschrieben, kommt es durch Aktivierung der NMDA-Kanale zu
einem erhohten Ca™-Einstrom in die Zelle. Im weiteren Verlauf akkumulieren die
Uberschissigen Ca**-lonen in den Mitochondrien. Die Folge ist vorlibergehende
Depolarisation der inneren Membran und vermehrte mitochondriale Permeabilitat [47,
49]. Dies schliel3t eine Fusion der inneren und &uferen mitochondrialen
Membranproteine mit Bildung von Porenkomplexen mit ein. Die Bildung solcher
Poren wird ebenfalls durch Anwesenheit von reaktiven Sauerstoffverbindungen
angeregt [50]. Es wird nun angenommen, dass angesichts des depolarisierten
inneren Membranpotenzials Cytochrom C und ein Protein namens "Apoptose

induzierender Faktor" (AlIF) durch die Poren freigesetzt werden [47, 48].

Nur unzulanglich bekannt ist bisher die Bedeutung von Entzindungsreaktionen an
der Pathogenese des Morbus Huntington. Bekannt ist, dass der Neuronenverlust im
Striatum einhergeht mit einer fibrillaren Astrozytose und relativer Gliose. Das
Verhaltnis der Anzahl von Neuronen zu Gliazellen sinkt von normalerweise 1:3,5 auf
1:10 bei der CH [53]. Bei Huntington-Patienten kann post mortem eine erhdhte
Anzahl von peripheren Benzodiazepinbindungsstellen (PTBBS) gefunden werden.
Diese Rezeptoren sind vornehmlich an Gliazellen lokalisiert und vermehrt als Antwort
auf IL-1B3, TNFa oder Lipopolysaccharide nachweisbar. Sie konnen somit als Marker
fur entzindliche Gliose angesehen werden. Besonders betroffen von diesen
Veranderungen ist das Putamen. Eine mittelgradige Erhéhung der PTBBS-Dichte
findet sich im frontalen Cortex. Auch in den chinolinsaureinduzierten Modellen (s.u.)
kénnen entsprechende Befunde nachgewiesen werden. Vermutlich lassen sich die
o.a. Veranderungen auf Mechanismen wie Aktivierung von Makrophagen, Mikroglia

und Astrozyten zurickfuhren [53].
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Die Gruppe um S.K. Singhrao fand in ihrer Arbeit weitere Hinweise auf eine
Beteiligung von entzindlichen Prozessen an der Pathogenese der CH [54]. Es
konnten Komponenten der klassischen und der terminalen Komplementkaskade, der
Komplementregulatoren und der Anaphylatoxin-Rezeptoren im Caudatum
nachgewiesen werden. C3- und C9- mRNA fand sich in Mikrogliazellen, wahrend
Komplement-Aktivierungsprodukte und MAC (Membrane Attack Complex) auf
Neuronen und reaktiven Astrozyten prasent waren als Zeichen einer Attacke durch
das Komplement-System. In den gesunden Kontrollen konnten diese Befunde nicht
erhoben werden. AuRerdem konnte eine ausgepragte Aktivierung von Astrozyten
und Mikroglia im Neostriatum bei fortgeschrittenen Fallen nachgewiesen werden. Die
Autoren erwagen, dass bei der CH - in Analogie zu den Funden bei der Alzheimer
Demenz - mutantes Huntingtin zur Aktivierung der Komplementkaskade beitragen
konnte. Lange repetitive Polypeptidketten kbnnen nachgewiesenermalien in vitro das
Komplementsystem mobilisieren. Die Komplementaktivierung konnte sekundar zum
neuronalen Zelltod durch oxidativen Stress oder metabolische Defekte initiiert

werden [54].

Bei der Untersuchung des Beitrages von entzundlichem Geschehen zur
Neurodegeneration muss zudem zwischen akuten und chronischen Ereignissen
unterschieden werden. Bei der akuten Neurodegeneration (z.B. nach Injektion von
Glutamat-Agonisten, s.u.) finden sich nur geringe Zeichen einer typischen
inflammatorischen Antwort. Es zeigen sich keine vaskularen Mechanismen oder
Rekrutierung von Neutrophilen. Allerdings werden residente Makrophagen, d.h. die
Mikroglia, schnell nach Injektion von Glutamat-Agonisten aktiviert. Daraufhin kommt
es offensichtlich zur Freisetzung verschiedener Entzindungsmediatoren. Eine

wichtige Rolle scheint die Freisetzung von tPA (tissue plasminogen Activator) zu
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spielen, welches zur Unterbrechung der lamininreichen extrazellularen Matrix der
Neurone fuhrt. Auch Metalloproteasen der Mikrogliazellen scheinen an der

proteolytischen Kaskade teilzuhaben [55].

Bei chronischen neurodegenerativen Erkrankungen (zu denen neben der CH u.a.
der Morbus Parkinson und die Alzheimersche Demenz gehdren) finden sich die oben
erwahnten Veranderungen der Aktivierung von Mikroglia, Astrozyten und der
Komplementkaskade. Bei der Alzheimer Demenz und dem Morbus Parkinson flihren
Proteinablagerungen zur Mikrogliaaktivierung und konsekutiv zur Produktion von
freien Radikalen und madglicherweise anderen neurotoxischen Molekulen.
Wahrscheinlich sind in die Pathogenese der Chorea Huntington ahnliche
Mechanismen verwickelt [55]. Aktivierte Mikrogliazellen produzieren IL-1p, IL-6 und
TNFa, welche wieder andere Zellpopulationen aktivieren, darunter Mikroglia und
Astrozyten, die wiederum Mediatoren abgeben, um weitere Mikroglia zu aktivieren

[56].

Eine wichtige Hypothese im Rahmen der Neurodegeneration ist, dass einmal in
Gang gesetzte entzindliche Prozesse im Hirn zur Ausweitung tendieren. Im
Gegensatz zu peripheren Entzindungen wird der Antagonist zu IL-1B, IL-1Ra, erst
verspatet und nur geringfligig gebildet. Als Folge der mediatorvermittelten
Zellenaktivationskaskade werden vermehrte Produktion von reaktiven Sauerstoff-
und Stickstoffverbindungen und verstarktes Zellwachstum (Gliose, dystrophische

Neuriten) beobachtet [56].

Eine wichtige Rolle bei der Bildung reaktiver Stickstoffverbindungen unter
pathologischen Bedingungen spielt das Enzym IiNOS (inducible nitric oxide

synthase). Im Gegensatz zu akuten Ereignissen wie dem ischamischen Insult finden
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sich bei chronischen neurodegenerativen Erkrankungen geringere Konzentrationen
an iNOS, aber auch Hitzeschockproteine und Cycloxygenase Il, die mit oxidativen
Schaden im Rahmen der neuroinflammatorischen Prozesse in Verbindung stehen
[56]. Es wird angenommen, dass auf die Aktivierung von Mikroglia durch
proinflammatorische Mediatoren eine vermehrte Expression von iNOS folgt. Diese
kann Uber langere Zeit hohere Konzentrationen an NO produzieren, die neurotoxisch
sind. NO reagiert mit Superoxid (O2) zu Peroxynitrit (ONOO*). Dieses wird weiter
umgesetzt zu Nitrotyrosin [56]. Die Produktion von NO* flihrt zu Hemmung der
mitochondrialen Atmungskette durch Bindung an die Cytochrom-Oxidase. Diese
Inhibition des Energie-Metabolismus tragt moglicherweise zur Zytotoxizitat oder

Zytostase bei [57].

Ein wichtiges Kennzeichen ist ebenfalls die transsynaptische Degeneration im
Bereich der Substantia nigra nach Untergang der GABAergen striatonigralen
Projektionsneurone. Diese nigrale Degeneration tritt mit einer Verzégerung von ca. 1
Woche ein. Als Erklarung fur dieses Phanomen wurde die Disinhibition durch Entzug
von inhibitorischen Transmittern diskutiert [63, 61, 77]. Allerdings variieren die
Angaben Uber den Zeitverlauf deutlich; in einer anderen Studie wird als Maximum der

nigralen Degeneration der 3. Tag post laesionem angegeben [64].

1.4. Tiermodell

1.4.1. Transgene Mé&use

In den letzten Jahren konnten erfolgreich transgene Mausemodelle fur Morbus
Huntington hergestellt werden. Dabei konnen sog. Yeast-Artificial-Chromosomes
(YAC) in Mausezellen eingeschleust werden und so die Expression von mutantem

Huntingtin verursachen. YAC46 und YAC72-Mause zeigen bereits fruhzeitig
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elektrophysiologische Veranderungen. Nach 12 Monaten findet sich eine selektive
Degeneration der mittelgroken Neurone des Striatums. N-terminale Huntingtin-
Fragmente sind bereits in den Zellkern transloziert. Es zeigt sich hier die oben
erwahnte Sequenz: zytoplasmatische Toxizitat, Spaltung des Huntingtins, nukleare

Translokation des N-terminalen Fragments, selektive Neurodegeneration [22].

Eine andere Gruppe schleuste Uber einen heterologen Cytomegalievirus-Promoter
ein jeweils 16, 48 oder 89 CAG-Triplets enthaltendes Transgen fur Huntingtin in das
Mause-Genom ein. Das entsprechende Produkt wurde im zerebralen Cortex,
Striatum, Hippocampus und Cerebellum exprimiert vorgefunden. Nur Mause mit 48
bzw. 89 CAG-Wiederholungen wiesen charakteristische Verhaltens- und motorische
Dysfunktionen auf, die dem hyperkinetischen Symptomkreis zuzuschreiben sind.
Zwischendurch kam es jedoch auch zur Ausbildung hypokinetischer Phasen. Die
klassischen Lokalisationen waren Striatum, Cortex, Thalamus und Hippocampus. Die
typischen Proteinaggregate wurden ebenfalls beschrieben. Wildtyp und Mause mit 16

CAG-Wiederholungen konnten nicht voneinander unterschieden werden [23].

Das Team um Gill Bates ubertrug sogar nur einen Teil des Huntingtin-Gens, namlich
das Exon1, welches die CAG-Triplets enthalt, auf eine Maus, mit dem Effekt, dass
sich bereits fruh entsprechende Symptome ausbildeten. Offenbar reicht die
Expression der Polyglutaminkette schon allein, um eine progrediente, letal

verlaufende neurologische Erkrankung zu verursachen [42].

Sogenannte "Knockout" Mause, bei denen das Huntingtin-Gen zerstért wurde, sind
nicht lebensfahig. Dies unterstreicht die Bedeutung des normalen Huntingtins fir die

Zelle und die Theorie der "gain of function" in Bezug auf das mutierte Huntingtin [43].
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1.4.2. Neurotoxininduzierte Modelle

Grundsatzlich besteht die Moglichkeit, striatale Lasionen durch intrastriatale Injektion
von Chinolinsdure (QA) oder 3-Nitropropionsaure (3-NP) zu erzeugen. In beiden
Methoden zeigten sich Lernstérungen und verschiedene motorische Stérungen [24].
Lediglich die QA-Ratten wiesen eine Hyperaktivitat auf. Sowohl QA- als auch 3-NP-
Modelle zeichneten sich durch Striatum-Atrophie, Ventrikel-Dilatation und
Neuronenverlust in der Nissl-Farbung aus. In den QA-Ratten ist wohl eher ein Modell
fur die frihen Phasen der CH mit noch milden Verhaltens- und neuroanatomischen
Effekten zu sehen, wahrend die 3-NP Ratten eher die spateren Phasen

reprasentieren [24].

1.4.2.1. Chinolinsdureinduzierte Modelle

Chinolinsaure (QA) ist ein Exzitotoxin, welches als Glutamatagonist an NMDA-
Rezeptoren wirkt, entsprechend der oben vorgestellten Hypothese einer
Exzitotoxizitdat an NMDA-Rezeptoren im Striatum. Das Striatum erhalt dichte
glutamaterge Afferenzen aus dem gesamten Cortex cerebri, und striatale Neurone

exprimieren in grofRer Dichte Glutamatrezeptoren.

Nach intrastriataler Injektion von QA in Ratten findet sich bei den betroffenen Tieren
eine Herabsetzung der raumlich-visuellen Fahigkeiten, des Lerntransfers, des
Schutzverhaltens und der Gedachtnisleistungen. Dies konnte von der Gruppe Block
et al. [60] festgestellt werden. Diese Leistungseinschrankungen im Modell

entsprechen denjenigen, die bei HD-Patienten gefunden werden [29].

Im Striatum findet sich innerhalb 24h nach intrastriataler QA-Injektion eine
Verminderung von Calbindin- und Somatostatin / Neuropeptid -Y-immunoreaktiven

Zellen entsprechend den GABAergen striatalen Projektionsneuronen. Nach 7 Tagen
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kommt es zu einer Verminderung der GABA-Rezeptoren im Striatum. GFAP-
immunoreaktive Astrozyten kdnnen ab dem 7. Tag bis zum 2. Monat nachgewiesen
werden. In der Substantia nigra fallen eine Verminderung der Substanz P-
Immunoreaktivitat, Astrozytose und eine Vermehrung der GABA-Rezeptoren auf.
Diese Befunde entsprechen ebenfalls denen in den Basalganglien von HD-Patienten
[30]. Folglich eignet sich das QA-Modell zur Simulation der Exzitotoxizitats-
Hypothese in der Pathogenese des Morbus Huntington. Insbesondere finden sich im
Vergleich zu den transgenen Mausmodellen ausgepragtere Neuronenschaden, was

im Falle der hier zu untersuchenden Sekundarschaden gunstiger erscheint.

1.5. Funktionelle Anatomie der Basalganglien

Afferente Informationen erreichen das Striatum aus dem Cortex, Thalamus, Ncl.
subthalamicus und dem Hirnstamm kommend. Diese werden im Striatum
gegeneinander ausgewertet und wieder an die oben genannten Strukturen

weitergegeben [2].

Im Einzelnen ist festzustellen, dass das Striatum exzitatorische glutamaterge
Afferenzen vom Cortex

cerebri und dopaminerge

| CORTEX CEREBRI |

Direkter Schaltkreis ,7,7_7,7!?}"55%(??’?,“5{9‘,5 777777777777777 Afferenzen aUS der
I T i
STRIATUM ! . .
| ; J ; Substantia nigra pars
sve | ([ sTN | | ep | compacta  (SNc)  erhalt,
SNr MGP i

letztere wirken abhangig von

| cs | | VENTROLATERALER THALAMUS | der Rezeptorenausstattung
der striatalen Neurone
< Exzitation ®——— Inhibition
Abbildung 2: Funktionelle Anatomie der Basalganglien (s. Text) exzitatorisch oder
nach [37]
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inhibitorisch. (s. Abb. 2) Die Projektionen des Striatums zu den sog. Ausgabekernen
Substantia nigra pars reticulata (SNr) und medialer Globus pallidus (MGP) kénnen in
einen direkten und in einen indirekten Schaltkreis eingeteilt werden. Im direkten
Schaltkreis besteht ein inhibitorischer Einfluss des Striatums auf SNr. Der indirekte
Schaltkreis beginnt mit inhibitorischen Projektionen des Striatums zum lateralen
Globus pallidus (LGP). Diese werden umgeschaltet auf inhibitorische Efferenzen zum
Nucleus subthalamicus (STN), welcher Uber exzitatorische Bahnen SNr und MGP
beeinflusst. SNr besitzt eine inhibitorische Bahn zum Colliculus superior (CS),
wahrend SNr und MGP zusammen inhibitorische Projektionen zum lateralen
Thalamus aufweisen. Von dort finden sich exzitatorische Verbindungen zum Cortex

cerebri.

Bei der CH ist zunachst der indirekte Weg betroffen. Verminderte Hemmung des
LGP fuhrt durch verminderte Exzitation von SNr und MGP Uber den Nucleus
subthalamicus zu reduzierter Inhibition des ventrolateralen Thalamus. Als Ergebnis

findet sich eine Disinhibition der exzitatorischen thalamo-kortikalen Projektion [37].

1.6. Fragestellung

Im Rahmen der obigen Ausfiuhrungen wurde besonderer Wert auf die Rolle von
Exzitotoxizitat und chronischen inflammatorischen Prozessen bei der Pathogenese

neurodegeneratorischer Erkrankungen gelegt.

1. Die Rolle von TNF-a bei der chronischen Inflammation wurde bereits erwahnt.

Durch die vorliegende Dissertation soll Uberprift werden, ob im Bereich der
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Substantia nigra nach QA-induzierter Lasion des Striatums ipsilateral eine

Expression von TNF-a erfolgt.

. Ein besonderes Augenmerk soll auf die Frage gerichtet werden, ob diese
Expression von TNF-a eine pathologische Relevanz besitzt und infolgedessen
Substanzen, die die Produktion von TNF-o vermindern, wie zum Beispiel
Rolipram als Phosphodiesteraseinhibitor, eine Verminderung der exzitotoxischen

Sekundarlasion in der Substantia nigra pars reticulata zur Folge haben.

. Zudem soll in dieser Arbeit die Frage beantwortet werden, inwieweit eine
Beeinflussung der exzitotoxischen Lasionen im Bereich der Substantia nigra pars
reticulata durch Agonisten des GABAergen Systems (hier durch Zolpidem)

erfolgversprechend ist.
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

Die Experimente wurden mit Genehmigung der zustandigen Tierversuchskommission
(Regierungsprasidium Koln) und unter der Aufsicht des zustandigen Veterinaramtes
von Aachen durchgefihrt. Fur die Versuche wurden insgesamt 22 mannliche Wistar
Ratten (Hsd:WIST) mit einem Gewicht von 250-300 g verwendet. Die Tiere wurden
im Institut far Versuchstierkunde der RWTH Aachen gehalten (konventioneller
Keimstatus; Makrolon-Kafige Typ 3; Einstreu: entstaubte Weichholzfaser; Futter:
Alleindiat RM 204 der Fa. Eggersmann, Rinteln; Tranke: durch 2x Ozonierung und
Ansauerung (pH 4-5) keimfreies Wasser in Makrolon-Trankeflaschchen; Futter und
Wasser ad lib.; Temperatur in den Tierraumen: 20 +/-2°C; rel. Luftfeuchte: 60 +/-

10%; hell/dunkel Rhythmus: 12:12 h).

Versuchsgruppen:

4 Tiere mit chinolinsaureinduzierter Lasion des Striatums ohne Protektion mit

einer Uberlebenszeit von 14 d.

Il. Tiere mit chinolinsaureinduzierter Lasion des Striatums und nachfolgender

Protektion tUber 14 Tage, Uberlebenszeit 14 d.

a. 6 Tiere mit Zolpidem als Neuroprotektivum

b. 6 Tiere mit Rolipram als Neuroprotektivum

. Je 1 Tier mit chinolinsaureinduzierter Lasion des Striatums ohne Protektion

mit einer Uberlebenszeit von 12 h, 1d, 3d, 5d, 14 d und 30 d post laesionem
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2.2. Stereotaktische Injektion von Chinolinsaure (QA)

Die Operation wurde in tiefer Chloralhydrat-Narkose der Tiere durchgefihrt (4%
Chloralhydrat in 0,9% NaCl, 1 ml/100 g Koérpergewicht intraperitoneal). Der Kopf
wurde in einem stereotaktischen Fixationsrahmen befestigt. Nach einem etwa 2 cm
langen Hautschnitt in der Sagittalebene wurde Uber der rechten Schadelkalotte das
Fell entfernt und das Periost abgesetzt. AnschlieRend wurde bei 1 mm anterior
Bregma und 2,6 mm lateral rechts von Bregma mit einem Bohrer ein Loch von 2 mm
Durchmesser in der Schadeldecke angelegt und mit Hilfe einer Hamilton-
Mikroliterspritze 240 nmol Chinolinsaure in 1 ul 0,1 M Phosphat-gepufferter
Kochsalzlésung (PBS, pH 7,4), jeweils 0,1 ul/Minute bei AP= 1mm anterior Bregma
und L= 2,6 mm lateral Bregma®*, V = 4,8 mm intrastriatal verabreicht. Die Spritze
wurde fur 5 Minuten in dieser Position belassen, bevor sie entfernt und die

Operationswunde vernaht wurde.

2.3. Postoperative Behandlung der Tiere

Den Tieren der Gruppe Il.a. (6 Tiere) wurde ab 24 h postoperativ einmal taglich tber
14 Tage 15 mg/kg Korpergewicht* des Wirkstoffes Zolpidem (Bikalm, Fa. Byk

Gulden) intraperitoneal verabreicht.

Die mit Rolipram (Fa. Tocris, 0905) protektionierten Tieren (Gruppe Il.b.) wurden wie
folgt behandelt: Allen 6 Tieren wurde ab 24 h postoperativ einmal taglich Uber 14
Tage Rolipram in einer Dosierung von 0,3 mg/kg Korpergewicht intraperitoneal

appliziert.

* entsprechend dem Hirnatlas der Ratte von Paxinos und Watson [90]

* Flr 20 ml Lésung wurden 4 Tabl. @ 8 mg Zolpidem in 2 ml 100%igem Ethanol und 18 ml PBS gelost
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Bei den Kontrolltieren (Gruppe |) wurde postoperativ keine weitere Behandlung

durchgeflhrt.

2.4. Probenentnahme und Gewebeaufarbeitung

Nach 14tagiger Uberlebenszeit wurden die Tiere erneut mit Chloralhydrat wie bereits
beschrieben anasthetisiert und transkardial perfundiert. Dazu wurde das Herz
freiprapariert und jeweils ein Katheter in den linken Ventrikel und das rechte Atrium
platziert. Es wurde mit 100 ml einer 0,9%igen Kochsalzldsung vorgespult und mit
500 ml  4%iger Paraformaldehyd-Lésung in 0,1 M phosphatgepufferter

Kochsalzldsung (PBS, pH 7,4) fixiert. Anschliellend wurden die Gehirne entnommen.

2.5. Weiterverarbeitung und Farbemethoden

Nach der Enthahme wurden die Gehirne in 4%iger Paraformaldehyd-Lésung (in 0,1
M PBS, pH 7,4) 2 h lang bei 4°C postfixiert. Die Gehirne wurden daraufhin fir 3 Tage
mit 30%iger Saccharose (Merck, 107687-1000) in 0,1 M PBS (pH 7,4) bei 4°C

kryoprotektioniert und im Anschluss in Isopentan bei —70°C tiefgefroren und gelagert.

Sowohl fur die Immunhistochemie als auch flr die Nissl-Farbungen wurden 20 um
dicke Frontalschnitte mit einem Kryostaten (Leica CM 3050) bei 1,2 bis —0,7 mm
(Striatum) und bei —4,8 bis —6,00 mm post-Bregma (Substantia nigra) in Iickenloser

Serie angefertigt und zur Weiterverarbeitung in 0,1 M PBS (pH 7,4) aufgefangen.

2.5.1. Immunhistochemie zur lichtmikroskopischen Darstellung von TNF-o, GFAP
und OX-42
Die Immunhistochemie wurde nach der Avidin-Biotin-Methode mit Avidin-Biotin-

Enzymkomplex (ABC) durchgefiihrt. Die Schnitte wurden nach dem Free-Floating-
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Verfahren verarbeitet, d.h. frei flottierend in der jeweiligen Losung auf einer

Gewebekulturplatte.

Durch 10-minutige Inkubation der Schnitte in einer Losung aus 3% H,O, (aus
30%igem H,0,, Aldrich 216763), 50% Methanol und 50% PBS (0,1 M, pH 7,4)
wurde die endogene Peroxidase geblockt. Nach dreimaligem Waschen in 0,1 M PBS
fur je 3 Minuten erfolgte eine 10-minutige Inkubation in einer Losung aus 0,5%igem
Triton X-100 (Sigma) in PBS und 10% Normalserum. Es handelte sich um normales
Pferdeserum (HNS von Vector, S-2000). Anschliel3iend wurde Gber Nacht bei 4°C in

einer Léosung aus 0,5%igem Triton in PBS, 1% Normalserum und dem jeweiligen

Erstantikorper inkubiert:

Antikorper | TNF-q GFAP 0X-42 Tab. 1: Ubersicht iiber die
verwendeten Zweit-
antikdrper mit Angabe des

Verwendetes | HNS HNS HNS ﬁﬁggﬁjgsjleizﬁd?ntigi:

Normalserum | (Pferdenormalserum) perverdiinnung und  der
Spezifikation.

Antikorper- 7,5:1000 1:100 1:1000

Verdiinnung

Spezifikation | Polyklonales Monoklonales Monoklonales

Ziegenimmunglobulin | Mduseimmunglobulin Mauseimmunglobulin

gegen Ratten-TNFq, gegen Ratten-GFAP, gegen Ratten-OX-42,

Fa. R&D, AF-510-NA | Fa. Boehringer Fa. Serotec, MCA275G
Mannheim, 814 369

Nach dreimaligem Waschen in 0,1 M PBS fur jeweils 3 Minuten folgte eine 1-

stindige Inkubation in der Zweitantikorperlosung bei Raumtemperatur:
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TNF-a: Pferd-Anti-Ziegen-IgG (Horse-anti-Goat) in der Verdinnung 1:1000 mit 2%
normalem Rattenserum (RNS, Sigma, R-9759) und 1% normalem Pferdeserum (s.o.)

in 0,1 M PBS.

GFAP, OX-42: Pferd-Anti-Maus-1gG (Horse-Anti-Mouse) in der Verdunnung 1:500 mit

2% RNS (s.0.) und 1% HNS (s.0.) in 0,1 M PBS.

AnschlieRend wurden die Schnitte dreimalig mit PBS gewaschen und 1 Stunde lang
in Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (Elite Standard, VecaStain PK6100) bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen in 0,1 M PBS
erfolgte die Entwicklung in 5 mg Diaminobenzidin (Sigma, D-5637) und 20 pul 3%igem

#

H,0O, in 10 ml DAB-Diluent” unter Mikroskopkontrolle.

Nach einer letzten Waschung in 0,1 M PBS wurden die Schnitte auf Gelatine-
beschichtete Objekttrager aufgezogen, in einer aufsteigenden Alkoholreihe

entwassert, luftgetrocknet und in DPX (Fluka, 44581) eingebettet.

2.5.2. Nissl-Féarbung

Die zur Nissl-Farbung vorgesehenen Schnitte wurden zunachst auf gelatine-
beschichteten Objekttragern aufgezogen und luftgetrocknet. AnschlieRend erfolgte
eine 4-minltige Spulung in Natrium-Acetat-Puffer (0,1 M, pH 4,6). In einer 0,04%igen
Thioninlésung (Sigma T3387) in Natrium-Acetat-Puffer (pH 4,6) wurden die Schnitte
10 Minuten lang gefarbt und nun in oben erwahntem Natrium-Acetat-Puffer (pH 4,6)
gespult. Es schloss sich eine aufsteigende Alkoholreihe aus 50%igem, 70%igem und
96%igem Ethylalkohol zur Differenzierung an, in der die Schnitte jeweils 5 Minuten

verblieben. Eine weitere Entfarbung wurde in 5%iger Cajput-Ol-Lésung (Sigma,

# DAB-Diluent: NaH2PO4 80 g + Imidazole 13,5 g (pH 6,5)
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7517) in 96%igem Ethanol erreicht. Die Verweildauer wurde dem optischen
Farbeeindruck angepasst. AnschlieRend wurde zweimalig in 100%igem Ethylalkohol
jeweils 272 Minuten entwassert und das Material an der Luft getrocknet. Schliellich
erfolgte die Einbettung in DePeX (neutrale Losung von Polystyrol und Weichmachern

in Xylol, Fluka, 44581).

2.6. Auswertung und statistische Methoden

2.6.1. Lasionsausdehnung im Striatum und Fldchenverringerung der Substantia

nigra

Nach einer Nissl-Farbung war die Ausdehnung der Lasion im Striatum, ebenso wie
die Flache der Substantia nigra pars compacta und pars reticulata, gut erkennbar.
Uber eine an das Mikroskop (Zeiss Axioplan) angeschlossene Kamera wurden die
Bilder bei 25- bzw. 50-facher VergroRerung in ein computerunterstutztes
Bildverarbeitungssystem (Ipplus 2.0) eingeladen und ausgemessen. Dabei wurde im
Bereich des Striatums in den Ebenen 1,2 mm, 0,7 mm sowie -0,26 mm post Bregma
gemessen. Pro Gehirn konnte mindestens 1 Schnitt der jeweiligen Ebene akquiriert
werden. Aus den Messwerten der Lasionsflache und der Gesamtflache des Striatums
wurde der prozentuale Anteil der Lasionsflache an der Gesamtflache berechnet. Fur
jede Ebene eines Protektionsverfahrens wurde fur die untersuchten Ratten ein

Mittelwert und sein Standardfehler (SEM= standard error of means) bestimmt.

Im Bereich der Substantia nigra wurden die Flachen der pars reticulata und der pars
compacta in den Ebenen -4,80 mm, -5,20 mm und -5,80 mm post Bregma bestimmt.
Aus den kontinuierlichen Schnitten konnte jeweils mindestens 1 Schnitt pro Gehirn
den oben erwahnten Ebenen zugeordnet werden. Wiederum wurden die Mittelwerte

und Standardabweichungen fir jede Ebene bezogen auf alle Tiere einer
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Versuchseinheit errechnet. Die jeweiligen Werte der Lasionsseite wurden durch
diejenigen der Kontrollseite dividiert und somit die prozentuale Flachenreduktion

errechnet.

Als Signifikanztest wurde in allen Fallen der Mann-Whitney-U-Test durchgefihrt.
Dabei wurden jeweils die Werte aus der behandelten Gruppe (also Rolipram oder
Zolpidem) denen der entsprechenden unbehandelten Gruppe gegenubergestellt und

der p-Wert bestimmt. Das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 festgelegt.

2.6.2. Quantitative Auswertung der Anzahl der Nervenzellen in der Substantia nigra

In den oben erwahnten Ebenen wurden fir die pars reticulata und die pars compacta
auf der Lasionsseite und auf der Kontrollseite die Anzahl intakter groler
Nervenzellen bestimmt. Diese wurden lichtmikroskopisch Uber das Vorhandensein
eines prominenten Nukleolus und einer intakten Zellmembran identifiziert und tGber
einen angeschlossenen Monitor gezahlt. Es wurde mit einem Zeiss Axioskop bei
400-facher VergrolRerung gearbeitet. Aus dem Quotienten der Werte von
Lasionsseite und Kontrollseite wurde die prozentuale Zellverringerung bestimmt. Die
statistische Signifikanz wurde wiederum mit dem Mann-Whitney-U-Test ermittelt,

auch hier wurde das Signifikanzniveau mit p<0,05 festgelegt.

2.6.3. Qualitative Auswertung der immunhistochemisch geférbten Schnitte

Die immunhistochemisch gefarbten Schnitte wurden qualitativ ausgewertet. Es
wurden mikroskopische Fotos angefertigt und die korrespondierenden Ebenen der
einzelnen Versuchsgruppen im Hinblick auf unterschiedliche Anfarbbarkeit

miteinander verglichen.
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Hierbei wurden zum einen OX-42-Antikdrper verwandt. Diese markieren spezifisch
den CR3bi-Komplement-Rezeptor von aktivierten Mikrogliazellen. Zum anderen
wurden GFAP (Glial fibrillary acidic protein) —Antikorper eingesetzt. GFAP ist ein
wichtiger Strukturbaustein von Astrozyten. Auf beide Antigene wurden Schnitte aus

dem Bereich des Striatums und der Substantia nigra untersucht.

Zusatzlich zu den o.g. Versuchsgruppen erfolgte eine qualitative Untersuchung
hinsichtlich der Expression von TNFa im Zeitverlauf. Es wurden Tiere der folgenden
Uberlebenszeiten ohne Neuroprotektiva in die Studie mit aufgenommen: 12 h, 1 d,
3d, 5d, 14 d und 30 d. Die Verarbeitungsprotokolle entsprechen jedoch ansonsten

den oben erwahnten.
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3. Ergebnisse

3.1. Lasionsanteile im Striatum

Um gleichbleibende Untersuchungsbedingungen bezuglich der Substantia nigra pars
reticulata zu erreichen, war es notwendig, in allen 3 Versuchsgruppen eine moglichst
weitgehende Zerstorung des Striatums innerhalb des Untersuchungszeitraumes zu
gewahrleisten. Zum Nachweis dessen wurden in allen drei Gruppen Schnitte in Nissl-
Farbung bei 1,2 mm, 0,7 mm und -0,26 mm post Bregma angefertigt und durch
Flachenmessung der Anteil des zerstdorten Areals an der Gesamtflache des
Striatums bestimmt. Es ergab sich ein Lasionsanteil von zumindest 79,3% im Falle

der Zolpidem-Gruppe.(s. Abb.3)
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Abbildung 3: Vergleichende Darstellung der
Lasionsanteile im Striatum nach 14 d bei Ratten nach
Injektion von QA ohne Protektion bzw. QA plus Rolipram
bzw. QA plus Zolpidem. Werte sind Mittelwerte mit
Darstellung der SEM.

Hierbei wiesen die unbehandelte (nur QA) und die Zolpidem-Gruppe praktisch
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/

Abb. 4.a-d: Aufnahmen des Striatum in 25facher VergroRerung 14 d nach intrastriataler Injektion
von QA. (a) ohne Protektion, (b) nach Rolipram-, (c) nach Zolpidem-Gabe, (d) Kontrolle ohne Lasion.
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identische Lasionswerte auf. Im Falle von Rolipram konnten groRere Lasionsflachen
aufgezeigt werden, namlich zwischen 90 und 91,6%. Diese unterschieden sich bei p-

Werten zwischen 0,02 und 0,03 signifikant von den tbrigen beiden Gruppen.

In Abb. 4 erkennt man den Grad der Zerstorung im Striatum. Auf Bild 4.a) ist das
|asionierte Striatum der Versuchsreihe ohne Protektion zu sehen, auf Bild 4.b) das
der Rolipram-Versuchsreihe und auf Bild 4.c) dasjenige der Zolpidem-Reihe. Auf Bild
4.d) ist ein intaktes Striatum gegenubergestellt. In dieser Gegenuberstellung werden

die jeweils betroffenen Flachen im Striatum nach QA-Injektion deutlich.

Auf den folgenden Fotos (Abb. 5.a,b) sieht man Vergrolierungen der oben
dargestellten Areale. Man erkennt das Ausmal} der Zerstérung auf zellularer Ebene

(Abb. 5.a), bzw. die intakten Verhaltnisse im Falle der Kontrolle (Abb. 5.b).
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Abb. 5: 200fache VergroBerung aus dem Bereich des Striatums, 14d nach intrastriataler Injektion von
Chinolinséure. (a) Lisionsseite, (b) Kontrollseite.

3.2. Flachenverhaltnisse in der Substantia nigra pars reticulata

Es zeigte sich in allen drei untersuchten Ebenen (-4,8 mm, -5,3 mm und -5,8 mm
post Bregma), dass die Flachenreduktion nach QA-Injektion anteilmafRig bei den
nicht protektionierten Tieren am geringsten ist. Nach Auswertung des Mann-Whitney-

U-Tests unterschieden sich die Werte fur Zolpidem und QA in Ebene -4,8mm post.
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Bregma signifikant (p=0,017),

beiden Ebenen (p<0,044).
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Abbildung 6: Vergleichende Darstellung der Lasionsanteile
der SNr anhand der Flachenmessung bei QA-Ratten ohne
Protektion, QA-Ratten mit Injektion von Rolipram und QA-
Ratten mit Injektion von Zolpidem. Werte sind Mittelwerte
mit Darstellung der SEM.
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30

Falle der unbehandelten als auch der
hinteren Abschnitten (Ebene —-5,3 mm
Flachenreduktion als in den vorderen

behandelten Tieren kann eine solche

(s. Abb. 6 und 7)



Ebene
-5,8 mm
post. Bregm

Farbung: Nissl

/' Substantia Nigra
Pars reticulata

L&sionsseite Kontrollseite

3&1 4 ___3 o

T et o L

Abbildung 7: Darstellung der Substantiae nigrae jeweils auf der Kontrollseite und der Lasionsseite.
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3.3. Verringerung der Zellzahl in der Substantia nigra pars reticulata

Im Vergleich der untersuchten Tiergruppen (Abb. 8) zeigte sich fur die nicht
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Abbildung 8: Vergleichende Darstellung des Anteils der
intakten Neuronen in der SNr nach 14 d bei QA-Ratten
ohne Protektion, QA-Ratten mit Injektion von Rolipram und
QA-Ratten mit Injektion von Zolpidem. Werte sind
Mittelwerte mit Darstellung der SEM.

* signifikant im Vgl. zu QA-Ratten ohne Protektion

protektionierten Tiere eine deutlich erhdhte Zellzahlreduktion. Auf der Lasionsseite
lie sich im Mittel eine auf 77% der Kontrollseite verringerte Zellzahl auszahlen. Im
Gegensatz dazu konnten in der Rolipram-Gruppe 92,5% bis 95,5% der Zellen
nachgewiesen werden. Im Falle der Zolpidem-Gruppe waren post laesionem
zwischen 74,9% und 84,2% der Zellen auf der Lasionsseite erhalten. Im Falle der mit
Rolipram behandelten Tieren ergaben sich in allen drei untersuchten Ebenen
signifikante Unterschiede zu den unbehandelten Tieren (p<0,05). Durch den Einsatz
von Rolipram konnte die Zellzahlreduktion je nach Ebene um 20 bis 32,4%

abgeschwacht werden. (s. Tab.2)
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Wie die Fotos in Abb. 9 und 10 belegen, lassen sich im Falle des nicht

protektionierten Tieres (Abb. 9.a) grofRtenteils nur noch Zelltrimmer auffinden.

Bei Zolpidem fand sich eine Verringerung der Zellreduktion um 3 bis 12%, jedoch
waren diese Veranderungen nur in Ebene —4,8 mm signifikant (p=0,017). In den
ubrigen Ebenen kann bei p-Werten von 0,2008 bzw. 0,33 im Mann-Whitney-U-Test

nicht von signifikanten Unterschieden ausgegangen werden.
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Tabelle 2: Vergleich der Verringerung der
Zellzahlreduktion bei QA-Ratten mit Injektion von Rolipram
bzw. Zolpidem in Relation zu den unbehandelten Tieren.

Ebene Rolipram Zolpidem
mm Bregma
-4,8 20% 9%
-5,3 32% 3%
-5,8 32% 12%
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3.4. Immunhistochemische Farbung auf GFAP und OX-42

Bei den immunhistochemischen Farbungen wurden sowohl Schnitte aus dem

Bereich des Striatum als auch aus dem Bereich der Substantia nigra untersucht.

Abb. 11: Anfarbereaktion auf Ox42. (a) Lasionsseite, (b) Kontrollseite. Jeweils SNr, jeweils Reihe
Rolipram.

Aufgrund der Farbereaktionen im Striatum konnten bei allen 3 Tiergruppen eine
deutliche Aktivierung sowohl der Mikroglia als auch der Astroglia, jeweils auf der
Lasionsseite, nachgewiesen werden. Auch im Bereich der Uberlebenden Neurone
(dieser Bereich wurde Uber die Nissl-Farbung (s.0.) zur Bestimmung der

Flachenrelationen dargestellt) zeigte sich eine deutliche Aktivierung beider Zellarten.

Auf der Kontrollseite hingegen blieben Farbereaktionen aus. Hier fand

augenscheinlich keine Glia-Aktivierung statt.

Abb. 12: Anfarbung auf GFAP. (a) Lasionsseite, (b) Kontrollseite, jeweils in der Zolpidem-Reihe,
SNr.

Anhnliches lieR sich in der Substantia nigra nachweisen. Wieder zeigte sich eine

deutliche Farbreaktion sowohl fur GFAP als auch fur OX-42 auf der Lasionsseite bei
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allen drei Tierpopulationen. Auf der Kontrollseite hingegen fanden sich keine

immunpositiven Zellen. Dies ist in den Abb. 11.a/b und 12.a/b verdeutlicht.

3.5. Zeitverlauf der Expression von TNF-a bei der QA-Gruppe ohne Protektion

Bezogen auf die Substantia nigra wurden folgende Ergebnisse erhalten (s.a.

Abb.13):

Zu keiner Zeit wurde TNF-a auf der Kontrollseite — weder im Bereich des Striatums
noch im Bereich der Substantia nigra — exprimiert. Die Expression auf der
Lasionsseite zeigte jedoch im Zeitverlauf gewisse Unterschiede. Zum Zeitpunkt 12 h
post laesionem fanden sich nur einige vereinzelte TNF-o positiv gefarbte Zellen.
Nur zwolf Stunden spater, also 1 d post laesionem, nahm die Zahl positiv gefarbter
Zellen rapide zu. Sie erreichte im gesamten Zeitverlauf in der qualitativen
Betrachtung ein eindeutiges Maximum.

Drei Tage nach Setzen der Lasion waren noch viele Zellen TNF-a positiv farbbar,
allerdings tendenziell in abnehmender Zahl.

Am Tage 5 post laesionem bot sich prinzipiell ein ahnliches Bild wie zu dem zuvor
beschriebenen Zeitpunkt.

14 Tage nach Chinolinsaure-Injektion war die Anzahl der auf TNF-a positiv
reagierenden Zellen deutlich vermindert.

Bis zum 30. Tag setzte sich der Trend einer Abnahme an TNF-a positiven Zellen fort.

Lediglich vereinzelt konnten entsprechende Zellen ausgemacht werden.
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Zeitverlauf der Expression von TNF-alpha
in der Substantia nigra pars reticulata
nach intrastriataler Injektion von Chinolinsdure

TNF-alpha positive

Zelle

SNr (-5,8 mm post. Bregma) 12 h Lasion

TNF-alpha positive

Zelle

SNr (-5,3 mm post. Bregma) 5 d nach Lé&sion)
, Pl sl

TNF-alpha positive

Zelle

SNr (-5,8 mm post. Bregma) 30 d nach Lasion

Abb. 13: Beispiele zum Zeitverlauf der Expression von TNFa bei QA-Ratten ohne Protektion.
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4. Diskussion

4.1. Validierung

4.1.1. Morphologische Verdnderungen im Bereich des Striatums

In der hier vorliegenden Arbeit wurde durch intrastriatale Injektion von Chinolinsaure
eine zumindest 80%ige Zerstorung der striatalen Neurone innerhalb des
Untersuchungszeitraumes von 14 Tagen erreicht. In einer Studie von Saji und Reis
wurde durch Injektion von Ibotenat in drei Areale des Striatums eine 95%ige
Zerstorung der striatalen Neurone erreicht [63]. In einer weiteren Studie wurde nach
intrastriataler Applikation von 100 nmol Chinolinsaure die Dichte der GAD-positiven
Zellen in drei Ebenen des Striatums gemessen. GAD gilt als Marker der GABAergen
Neurone. Hierbei ergab sich abhangig von der jeweiligen Ebene eine 44- bis 57%ige
Reduktion der GAD-positiven Neurone 7 Tage post laesionem [85]. Ahnliche
Ergebnisse wurden auch von Pasinetti et al. nach 3-facher Injektion von 4 ug
Ibotenat erzielt. Dabei konnte eine 40 — 50%ige Reduktion der GAD-positiven

Neurone festgestellt werden [65].

Vergleicht man die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit den zitierten Studien,
zeigt sich, dass die hier erzielte striatale Degeneration im Mittelfeld liegt. Dies konnte
an mehreren methodischen Unterschieden liegen. Alexi et al. [85] verwandten nur
gut die Halfte der in dieser Arbeit benutzten Chinolinsdure-Konzentration.
Andererseits applizierten Saji und Reis [63] gleich drei Injektionen mit Ibotenat an
unterschiedliche Lokalisationen, so dass eine bessere raumliche Verteilung erzielt

werden konnte.
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4.1.2. Morphologische Verdnderungen im Bereich der Substantia nigra

In der Vergangenheit sind bereits von mehreren Forschergruppen Untersuchungen
zu Auswirkungen von exzitotoxischen Lasionen im Striatum auf die Zellzahl in der
Substantia nigra pars reticulata durchgeflihrt worden. Dabei fallt die breite Streuung
im Ausmald des Zelluntergangs innerhalb der einzelnen Arbeiten auf. Andererseits
zeigen sich deutliche Unterschiede in der jeweils angewandten Methodik, wodurch

ein direkter Vergleich der Ergebnisse und Schllisse erschwert wird.

Bereits 1980 fuhrte Krammer eine Untersuchung zu transsynaptischer Degeneration
nach Striatums-Lasion mit 9,38 nmol Kainat durch. Nach 7 Wochen wurde eine
nahezu vollstandige Zerstorung samtlicher SNr- Neurone festgestellt [61].
Intrastriatale Injektion von Ibotenat (10 mg/ml) fuhrte nach drei Wochen in einer von
Saji et al. vorgestellten Studie zu einem Untergang von 52,2% der SNr-Neuronen
gegenuber den unbehandelten Kontrolltieren [62]. In einer friheren Untersuchung
desselben Autors mit Ibotenat gleicher Konzentration wurde dagegen ein Verlust von
20% der SNr-Neuronen nach 20 Tagen festgestellt. Das Maximum des
Neuronenverlustes wird in dieser Arbeit mit der dritten Woche beziffert. Als Zone mit
der hochsten Untergangsrate wird die zentrale Zone der SNr angegeben [63]. Es
zeigt sich beim Vergleich zweier Arbeiten desselben Autors unter ansonsten gleichen
Rahmenbedingungen bereits eine starke Streubreite. In der zuletzt zitierten Arbeit
wird auch einer der Grunde deutlich. Der Umfang des Zelluntergangs variiert in der
SNr je nach Zone zwischen 53% im zentralen Abschnitt und 16% im medialen
Abschnitt. Demnach ware — um eine optimale Vergleichbarkeit herzustellen — eine

einheitliche Einteilung der Zahlzonen naotig.

Eine Arbeit von Pasinetti et al. beschreibt einen 40-50%igen Untergang von

Neuronen, die GAD-mRNA enthalten (entsprechend GABAergen Neuronen), im
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ventromedialen ipsilateralen Anteil der SNr nach Ibotenat-induzierter Lasion des
Striatums [65]. Bei Stefanis und Burke flhrte eine intrastriatale Injektion von Ibotenat
nach 28 Tagen zu einer 22%igen Reduktion der nigralen Zellzahl (SNR) auf der

ipsilateralen Seite. Die Farbung erfolgte mit der Methode nach Nissl [64].

In der hier vorgestellten Arbeit kommt es in Abhangigkeit von der betrachteten Ebene
zu einer Reduktion der Neuronen der Substantia nigra pars reticulata von 23 bis
28,7%. Damit entsprechen die hier erhaltenen Daten denen von Stefanis und Burke
[64], die ebenfalls die Bestimmung der Uberlebenden Neurone mit Hilfe der Nissl-
Farbung durchfuhrten. Einige der Ubrigen oben erwahnten Arbeiten bedienten sich
spezifischerer Methoden zur Bestimmung des Untergangs von Subgruppen der
nigralen Neuronen, wie dem Nachweis von GAD-mRNA. Eine Verwendung der Nissl-
Farbung impliziert eine gewisse Ungenauigkeit, da Neurone unterschiedlicher

Subgruppen dargestellt werden.

Eine weiteres Problem beruht in der nicht 100%igen Zerstérung des Striatums, so
dass nicht alle Projektionsneurone erfasst wurden. In der hier vorliegenden Arbeit
wurde bei den unbehandelten Tieren ein Lasionsanteil von ca. 80% im Striatum
erreicht. Hinsichtlich dieser Problematik erlangt auch die Frage der Dosierung des
Exzitotoxins Bedeutung. In dieser Arbeit wurden 240 nmol Chinolinsaure appliziert,

andere Autoren bedienten sich niedrigerer Dosierungen (s.o.)

4.2. Zeitverlauf der glialen Reaktion in der SNr

In der vorliegenden Arbeit konnte ein Untergang nigraler Neurone nach
exzitotoxischer Lasion des ipsilateralen Striatums wahrscheinlich gemacht werden.
Zudem fiel anhand der OX-42 Farbung eine vermehrte Mikroglia-Aktivierung auf.

Imamura et al. wiesen nach intrastriataler Hamorrhaghie ED-1 positive Mikroglia ab
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dem 3. Tag post laesionem nach [86]. Auch Dihné et al. zeigten einen mit dem 3. Tag
post laesionem beginnenden Anstieg der Mikroglia-Zellzahl in der SNr nach QA

induzierter Lasion des Striatums [87].

Ein Zeitverlauf des Zelluntergangs in der Substantia nigra nach striataler Lasion
zeigte den Beginn des Neuronenuntergangs am 4. Tag post laesionem [89]. Durch
den oben zitierten zeitlichen Ablauf der Mikroglia-Aktivierung am 3. Tag p.l. und des
beginnenden Neuronenuntergangs am 4. Tag p.l. scheint eine entsprechende
Implikation der Mikroglia wahrscheinlich. Zudem konnte die Produktion von

zytotoxischen Zytokinen durch aktivierte Mikroglia nachgewiesen werden [88].

4.3. Expression von TNF-a in der SNr

Dies ist eine der ersten Arbeiten, die die Expression von TNF-a in der Substantia
nigra pars reticulata untersucht. Es hat sich gezeigt, dass TNF-a eine wichtige Rolle
beim Zelluntergang im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen wie beim Morbus
Huntington spielt. Kainat-induzierte Neurodegeneration fuhrt zur Aktivierung von
Mikrogliazellen, die in Phagozyten transformieren und sterbende Neuronen
entfernen. Im Rahmen der Aktivierung produzieren Mikrogliazellen u.a. reaktive

Sauerstoffverbindungen und zytotoxische Zytokine wie TNFa [71].

In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass im Rahmen der
transsynaptischen Degeneration vermehrt Mikroglia aktiviert wurde (positive OX-42
Farbung) und auch vermehrt TNF-a-positive Zellen nachzuweisen waren. Das
Maximum der TNF-a-Expression lag zwischen dem 1. und dem 3. Tag post
laesionem. Auch 30 Tage nach QA-Injektion waren noch vereinzelte TNF-a positive

Zellen nachweisbar.
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Es ist bekannt, dass sowohl IL1-B als auch TNF-a als proinflammatorische Zytokine
die Abbaumechanismen der Astrozyten bei der enzymatischen Spaltung von
Exzitotoxinen, zum Beispiel bei einem Glutamat-Exzess, antagonisieren [72]. In
verschiedenen Studien hat sich herauskristallisiert, dass die vermehrte Bildung von
TNF-a nach einem exzitotoxischen Ereignis (z.B. nach Gabe von NMDA) zu einer
Verstarkung des neurotoxischen Effektes fuhrt [73,74]. TNF-a induziert direkt Gber
den sogenannten TNF-TNFRI-Komplex den neuronalen Zelltod, und zwar Uber die

Aktivierung von Kaspasen. Diese Kaskade wird durch IL1-B ins Rollen gebracht [75].

In der Zusammenschau der Ergebnisse dieser Arbeit und der oben erwahnten
Studien bleibt die wichtige Rolle von TNF-a am inflammatorischen Geschehen in der
Substantia nigra pars reticulata nach QA-induzierter exzitotoxischer Lasion des
Striatums als Folge der transsynaptischen Neurodegeneration festzuhalten. Im
Zusammenhang mit einer ausgepragten Aktivierung von Gliazellen in der
ipsilateralen SNr kommt es zwischen dem ersten und dritten Tag post laesionem zu
einer maximalen Vermehrung von TNF-a positiven Zellen. 14 Tage nach Setzen der
striatalen Lasion findet sich eine Reduktion der intakten Zellzahl von 23% bis 29% in
der betroffenen SNr. Die Zusammenschau der erwahnten Arbeiten [73,74,75] legt
eine Beteiligung von TNF-o an den degenerativen Prozessen nahe. Auch der

Zeitverlauf der Mikroglia-Aktivierung (s.o.) spricht dafur.

4.4. Beeinflussung des Zelluntergangs in der SNr durch Rolipram

Dies legt nahe, dass ein therapeutischer Ansatz in der Verminderung der Bildung von
TNF-o bestehen kann. Rolipram gehort zu den Phosphodiesterase-Hemmern, die
uber erhohte intrazellulare cAMP-Konzentrationen u.a. die Produktion von TNF-a

und IL-13 hemmen [76]. Es hat sich gezeigt, dass Rolipram die inflammatorische
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Reaktion und den morphologischen Schaden bei autoimmunen Enzephalomyelitiden
[84], aber auch bei zerebralen Ischamien reduziert [76]. AuRerdem flhrte die
Behandlung von Gliazellen mit Phosphodiesteraseinhibitoren zu einer signifikanten
Reduktion verschiedener Wachstumsfaktoren (FGF-1 und CNTF) [82]. Es scheint

somit neben TNFa noch weitere durch Rolipram beeinflussbare Faktoren zu geben.

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefluihrten Untersuchungen konnte durch die
Gabe von Rolipram nach chinolinsaureinduzierter exzitotoxischer Lasion des
Striatums in den abhangigen Arealen der Substantia nigra pars reticulata eine
signifikante Reduktion des Neuronenuntergangs anhand von Zellzdhlungen
nachgewiesen werden. Der genaue Wirkmechanismus lasst sich im Rahmen dieser
Arbeit jedoch nicht klaren. TNF-a spielt fur die Neurodegeneration eine wichtige
Rolle; die Sekretion von TNF-a wird durch Rolipram nachgewiesenermal3en reduziert

[76], jedoch sind auch andere durch Rolipram beeinflusste Variablen bekannt.

4.5. Beeinflussung neurodegenerativer Schaden durch GABA-Agonisten

Im Rahmen des Untergangs der GABAergen striatalen Neuronen kommt es in der
Substantia nigra zu entgegengesetzten Veranderungen der Rezeptor-Dichte. So
konnte eine Vermehrung der GABAA/Benzodiazepin-Rezeptoren der
postsynaptischen Neuronen in der Substantia nigra um 40-66% als Folge der
Unterbrechung der striatonigralen Neurone nachgewiesen werden. Da diese
Denervation letztendlich zum Untergang der nigralen Neuronen fuhrt, ware eine
positive Beeinflussung durch GABA-Agonisten zumindest eine denkbare Strategie
[77]. Es lied sich jedoch in dieser Arbeit eine signifikante Beeinflussung der

neurodegenerativen Veranderungen nicht nachweisen. Es konnte keine Verringerung
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der Flachenreduktion in der Substantia nigra pars reticulata erreicht werden, auch

der Zelluntergang konnte nicht signifikant verhindert werden.

Ahnlich der Verwendung von Zolpidem als GABA-Agonist in der vorliegenden Arbeit
wurde bereits Muscimol von anderen Gruppen eingesetzt, um die transsynaptische
Neurodegeneration nach Lasion der GABAergen Neurone des Striatums zu
verringern. Wahrend in dieser Arbeit kein eindeutiger positiver Effekt nachweisbar
war, konnte von Schallert und Lindner ebendies erreicht werden, allerdings durch
direkte intraventrikulare Applikation [68]. Andererseits wurde keine Wiederherstellung
der funktionellen Integritat beobachtet. In einer friheren Arbeit beobachteten Saji und
Reis ebenfalls eine Reduktion des neuronalen Zelltodes nach intraventrikularer

Infusion von Muscimol [69].

Diese Literaturbefunde legen nahe, dass zumindest vom theoretischen Ansatz her
auch von einer Applikation von Zolpidem eine ahnliche Wirkung zu erwarten
gewesen ware. Mogliche Grinde fur das in dieser Studie beobachtete Versagen
konnten Unterschiede in der Applikationsform oder Dosierung und der dadurch

bedingten wirksamen Gewebespiegel gewesen sein.

Zudem wurde in der Arbeit von Saji und Reis [69] die intraventrikulare Infusion von
Muscimol bereits 1 bis 2 Stunden nach Setzen der Ibotenat-Lasion appliziert. In den
hier vorliegenden Untersuchungen wurde jedoch erst nach 24 Stunden mit der Gabe
von Zolpidem begonnen. Wie anhand des Zeitverlauf der TNF-a-Expression
aufzuzeigen ist, hat zu diesem Zeitpunkt schon ein ausgepragtes inflammatorisches

Geschehen eingesetzt.

Auf der anderen Seite flhrte die Gabe von Zolpidem bei der ,Progressive

Supranuclear Palsy“, einer Erkrankung mit ebenfalls reduzierter GABA-
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Neurotransmission im Striatum, zu einer Besserung der Symptomatik bereits nach

einmaliger oraler Dosis [70].

4.6. Klinische Wertung

Die klinische Bewertung der Wirksamkeit neuer Substanzen ist durch alleinige
Tierversuchsreihen nicht moglich. Es sind noch weitere Punkte zu beachten, und
letzten Endes kann eine endgultige Bewertung erst durch klinische Studien erfolgen.
Oft zeigen sich dann relevante Unterschiede in den Ergebnissen, die auf ein
unterschiedliches Design zurtickzufuhren sind. Es ist zum Beispiel der Zeitpunkt der
Medikamentengabe entscheidend. In den hier vorgestellten Experimenten war dies
24 h, nachdem ein massiver Schaden gesetzt wurde. In der klinischen Realitat
gestalten sich die zeitlichen Ablaufe in der Regel anders. Der Schaden entsteht im
Rahmen eines chronischen Prozesses, und die Applikation eines moglichen
Medikamentes wird erst verzogert erfolgen. Zum Zweiten ist die Dosierung zu
beachten, die beim realen Patienten der Nebenwirkungsrate angepasst sein wird.
Allerdings lag in dieser Arbeit die Dosierung im Falle des Roliprams deutlich unter
der toxischen Dosis von 30 mg/kg/d. Die Applikation von Zolpidem erfolgte dagegen
in einer um das 130fach hoheren Dosierung als sonst Ublich. Zudem war der
Zeitraum der Beobachtung in dieser Arbeit mit 14 d relativ eingeschrankt. SchlieRlich
muss erwahnt werden, dass ein beobachteter morphologischer Schaden nicht
unbedingt mit einem relevanten funktionellen Defizit einhergeht. Umgekehrt muss
eine Verringerung eines morphologischen Schadens keine Verbesserung der

klinischen Symptomatik bedingen [80].

Entsprechend kann eine endgultige Aussage der Relevanz, vor allem im Falle von

Rolipram, erst nach der Durchfuhrung einer klinischen Studie getroffen werden.
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4.6.1. Alternativen: Antiphlogistika bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen

Neben den hier beschriebenen Therapieansatzen ist ein positiver Effekt durch
Antiphlogistika in Anlehnung an entsprechende Erfolge in der Therapie anderer
neurodegenerativer Erkrankungen denkbar. Wie bereits in der Einleitung erwahnt,
scheinen auch bei der Chorea Huntington entziindliche Phanomene eine Rolle zu
spielen, die entsprechend durch antiphlogistische Medikation reduziert werden

konnten.

Im Falle eines Tiermodells fur den Morbus Alzheimer konnte die im Rahmen von
Quisqualin-Saure induzierter Neurodegeneration (eine exzitotoxische cholinerge
Degeneration) beobachtete mikrogliale Reaktion durch Gabe von Nimesulid, einem

COX2-Hemmer, abgeschwacht werden [78].

Die Gruppe um A. Klegeris und P.L. McGeer fand heraus, dass nach Gabe von
Diclofenac die Aktivierung von Mikroglia durch IFy und Lipopolysaccharide mit
resultierender Sekretion von Neurotoxinen vermindert war, was als bedeutende
Therapiestrategie in der Behandlung des M. Alzheimer gesehen wurde [83].
Zusatzlich postulierten die Autoren die Kombination von unterschiedlichen
Therapieansatzen aufgrund der Tatsache, dass bei der Pathogenese mehrere
intrazellulare Systeme eine Rolle spielen. Auch die Bildung von NO-Radikalen konnte
durch NSAR (hier: ASS, Indomethacin, Ketoprofen) gemindert werden. Es wurden
durch diese Medikamente apoptotische Zellveranderungen verhindert. Bei
steroidalen Antiphlogistika hingegen konnten keine oder nur geringe Effekte

nachgewiesen werden [79].
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Als Fazit zeigt sich, dass es noch viele Uberprufenswerte Ansatze fur die Therapie
neurodegenerativer Erkrankungen gibt. Bei vielen untersuchten Ansatzen stehen

allerdings klinische Tests noch aus.
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5. Anhang

Tab. 3: Ubersicht iber die Flachenverhaltnisse im Striatum der Ratten nach Injektion

von Rolipram: Kennzeichen der untersuchten Gehirnschnitte sind die gemessene

Gesamt- und Lasionsflache.

Versuchs- Ebene Gesamt- Gesamt- Lasions- Lasions- Anzahl
gruppe flaiche flache flache flache Schnitte/
(post. (mmz) (Standard- (mmz) (Standard- Ebene
Bregma) | (Mittelwert) | abweichung) | (Mittelwert) | abweichung) (n)
Rolipram 1
1,200 6,492 1,032 5,496 0,984 3
0,700 8,250 0,402 6,900 0,522 3
-0,260 8,952 0,750 7,458 0,324 2
Rolipram 2
1,20 9,612 0,126 8,568 0,144 2
0,70 10,518 0,774 9,540 0,732 2
-0,26 10,104 0,354 9,114 0,372 2
Rolipram 3
1,20 9,756 1,866 9,198 1,758 2
0,70 10,134 0,612 9,420 0,582 3
-0,26 9,918 0,240 8,460 0,192 3
Rolipram 4
1,20 7,080 1,284 6,444 1,782 3
0,70 6,864 0,468 6,864 0,468 3
-0,26 7,332 0,273 7,329 0,276 2
Rolipram 5
1,20 9,054 0,154 8,244 0,384 3
0,70 8,976 0,444 8,208 0,468 3
-0,26 8,442 0,318 7,920 0,408 3
Rolipram 6
1,20 7,206 0,246 6,624 0,338 3
0,70 7,680 0,096 6,994 0,113 3
-0,26 7,962 0,210 7,356 0,078 3
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Tab. 4: Ubersicht tber die Flachenverhaltnisse im Striatum der Ratten nach Injektion

von Zolpidem: Kennzeichen der untersuchten Gehirnschnitte sind die gemessene
Gesamt- und Lasionsflache

Versuchs- | Ebene Gesamt- Gesamt- Lasions- Lasions- Anzahl
gruppe flaiche flache flache flache Schnitte/
(post. (mmz) (Standard- (mmz) (Standard- Ebene
Bregma) | (Mittelwert) | abweichung) | (Mittelwert) | abweichung) (n)

Zolpidem 1
0,70 9,287 0,812 7,754 0,557 5
-0,26 10,336 0,368 9,057 0,701 4

Zolpidem 2
1,20 7,001 0 6,295 0 1
0,70 8,440 0,563 7,751 0,515 3
-0,26 11,240 0,679 10,601 0,421 4

Zolpidem 3
1,20 6,504 0,767 4,615 0,745 3
0,70 8,581 5,997 1,243 0,747 4
-0,26 10,514 0 6,269 0 1

Zolpidem 4
1,20 7,165 0,568 6,119 0,382 3
0,70 9,188 0,470 7,476 0,370 5

Zolpidem 5
1,20 7,844 0,335 5,980 0,454 3
0,70 9,355 0,317 6,837 0,101 4
-0,26 9,418 0 7,007 0 1

Zolpidem 6
1,20 6,819 0,619 5,094 0,735 3
0,70 7,902 0,431 6,814 0,767 5
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Tab. 5: Ubersicht tiber die Fldchenverhaltnisse im Striatum der Ratten ohne
Protektion: Kennzeichen der untersuchten Gehirnschnitte sind die gemessene
Gesamt- und Lasionsflache

Versuchs- | Ebene Gesamt- Gesamt- Lasions- Lasions- Anzahl
gruppe flaiche flache flache flache Schnitte/
(post. (mmz) (Standard- (mmz) (Standard- Ebene
Bregma) | (Mittelwert) | abweichung) | (Mittelwert) | abweichung) (n)
QA1
1,20 8,360 0,536 7,211 0,575 4
0,70 10,688 0,489 9,220 0,457 4
-0,26 10,030 0,569 8,734 0,494 4
QA 2
1,20 9,723 0,438 7,386 0,638 4
0,70 12,048 0,784 9,350 0,776 4
-0,26 12,203 0,264 8,351 0,463 4
QA3
1,20 9,783 0,620 7,798 0,367 3
0,70 11,147 0,531 8,510 0,536 2
-0,26 9,738 0 7,946 0 1
QA4
1,20 8,914 0,431 7,440 0,203 2
0,70 11,197 0,479 9,600 0,426 2
-0,26 9,647 0 7,936 0 1

49



Tab. 6: Ubersicht tiber die Flachenverhaltnisse der Substantia nigra pars reticulata
(SNr) der Ratten nach Injektion von Rolipram: Kennzeichen der untersuchten
Schnitte ist die Gesamtflache der SNr auf der Lasions- und der Kontrollseite.

Versuchs- | Ebene | Lasionsseite Kontroliseite Anzahl
gruppe Flache SNr Flache SNr Flache SNr Flache SNr | Schnitte/
(mmz) (mmz) (mmz) (mmz) Ebene
(post. (Standard- (Standard-
Bregma) | (Mittelwert) | abweichung) | (Mittelwert) | abweichung) (n)
Rolipram 1
-4.8 0,733 0,011 0,965 0,060 3
-5,3 0,958 0,220 1,261 0,103 3
-5,8 0,706 0,100 1,019 0,096 3
Rolipram 2
-4.8 0,801 0,031 0,958 0,080 3
-5,3 0,785 0,012 1,082 0,034 3
-5,8 0,639 0,005 1,084 0,128 3
Rolipram 3
-5,3 0,904 0,027 1,216 0,016 2
-5,8 0,828 0,024 1,166 0,135 3
Rolipram 4
-4.8 0,780 0,000 0,956 0,000 1
-5,3 0,923 0,060 1,237 0,069 2
-5,8 0,879 0,026 1,393 0,152 2
Rolipram 5
-4.8 0,914 0,000 1,126 0,000 1
-5,3 0,857 0,013 1,151 0,050 2
-5,8 0,751 0,070 0,969 0,152 3
Rolipram 6
-4,8 0,765 0,067 1,240 0,078 3
-5,3 0,803 0,128 1,178 0,062 2
-5,8 0,437 0,020 0,697 0,004 2
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Tab. 7: Ubersicht tiber die Flachenverhaltnisse der Substantia nigra pars reticulata
(SNr) der Ratten nach Injektion von Zolpidem: Kennzeichen der untersuchten
Schnitte ist die Gesamtflache der SNr auf der Lasions- und der Kontrollseite.

Versuchs- | Ebene | Lasionsseite Kontrollseite Anzahl
gruppe Flache SNr Flache SNr Flache SNr Flache SNr | Schnitte/
(mmz) (mmz) (mmz) (mmz) Ebene
(post. (Standard- (Standard-
Bregma) | (Mittelwert) | abweichung) | (Mittelwert) | abweichung) (n)
Zolpidem 1
-5,3 0,956 0,000 1,211 0,000 1
-5,8 0,867 0,107 1,239 0,090 3
Zolpidem 2
-5,3 0,801 0,000 0,976 0,000 1
-5,8 0,890 0,161 1,263 0,282 4
Zolpidem 3
-4,8 0,696 0,000 1,062 0,000 1
-5,3 0,741 0,117 1,124 0,056 2
-5,8 0,901 0,078 1,051 0,071 3
Zolpidem 4
-4,8 0,937 0,012 1,230 0,028 2
-5,3 0,808 0,000 1,175 0,000 1
-5,8 0,887 0,057 1,134 0,119 3
Zolpidem 5
-4.8 0,686 0,041 1,026 0,004 2
-5,3 0,721 0,036 1,155 0,047 2
-5,8 0,796 0,062 0,961 0,084 4
Zolpidem 6
-5,3 0,997 0,170 1,288 0,011 2
-5,8 0,865 0,091 1,264 0,052 2
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Tab. 8: Ubersicht tiber die Flachenverhaltnisse der Substantia nigra pars reticulata
(SNrr) der Ratten ohne Protektion: Kennzeichen der untersuchten Schnitte ist die

Gesamtflache der SNr auf der Lasions- und der Kontrollseite.

Versuchs- | Ebene | Lasionsseite Kontroliseite Anzahl
gruppe Flache SNr Flache SNr Flache SNr Flache SNr | Schnitte/
(mmz) (mmz) (mmz) (mmz) Ebene
(post. (Standard- (Standard-
Bregma) | (Mittelwert) | abweichung) | (Mittelwert) | abweichung) (n)
QA1
-4.8 0,711 0,052 0,924 0,120 4
-5,3 0,949 0,056 1,239 0,026 4
-5,8 0,754 0,111 1,109 0,076 4
QA 2
-4.8 1,017 0,000 1,090 0,000 1
-5,3 1,154 0,000 1,379 0,000 1
-5,8 0,950 0,000 1,288 0,000 1
QA3
-4,8 0,848 0,070 1,065 0,073 4
-5,3 1,004 0,087 1,256 0,027 2
-5,8 0,869 0,000 1,026 0,000 1
QA4
-4.8 1,090 0,000 1,239 0,000 1
-5,3 1,076 0,012 1,313 0,033 2
-5,8 1,018 0,000 1,241 0,000 1

52



Tab. 9: Ubersicht der ermittelten Zellzahlen in der Substantia nigra pars reticulata
(SNrr) der Ratten nach Injektion von Rolipram.

Versuchs- | Ebene | Lasionsseite Kontroliseite Anzahl
gruppe (post. P. reticulata P. reticulata Schnitte/
Bregma) Zellzahl Zellzahl Zellzahl Zellzahl Ebene
(Mittelwert) (Standard- (Mittelwert) (Standard- (n)
abweichung) Abweichung)
Rolipram 1
-5,3 159 0 185 0 1
-5,8 111 0 144 0 1
Rolipram 2
-4,8 156 0 162 0 1
-5,3 145 0 152 0 1
-5,8 146 0 179 0 1
Rolipram 3
-4.8 187 11 205 11 2
-5,3 237 0 225 0 1
Rolipram 4
-5,3 215 0 214 0 1
-5,8 181 36,5 168 36,5 2
Rolipram 5
-5,8] 175| 0] 160 | 0] 1
Rolipram 6
-4,8 104 0 116 0 1
-5,3 195 21 208 17 2
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Tab. 10: Ubersicht der ermittelten Zellzahlen in der Substantia nigra pars reticulata
(SNr) der Ratten nach Injektion von Zolpidem.

Versuchs- Ebene | Lasionsseite Kontrollseite Anzahl
gruppe (post. P. reticulata P. reticulata Schnitte/
Bregma) Zellzahl Zellzahl Zellzahl Zellzahl Ebene
(Mittelwert) (Standard- (Mittelwert) (Standard- (n)
abweichung) abweichung)
Zolpidem 1
-5,3 148 12,5 171 17 2
-5,8 219 18,5 256 18 2
Zolpidem 2
-4,8 152 14 185 5,5 2
-5,3 135 27 174 34,5 2
-5,8 173 27 213 18,5 2
Zolpidem 3
-4.8 89 4 110,5 0,5 2
-5,3 123 0 157 0 1
-5,8 125 10,7 179 9,1 3
Zolpidem 4
-4,8 115 0 128 0 1
-5,3 101 12 140 4,5 2
-5,8 125 55 155 12 2
Zolpidem 5
-5,3 77 0 116 0 1
-5,8 103 12,1 126 13 4
Zolpidem 6
-5,3 69 0 101 0 1
-5,8 87 12,1 109 21,8 3
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Tab. 11: Ubersicht der ermittelten Zellzahlen in der Substantia nigra pars reticulata

(SNr) der Ratten ohne Protektion.

Versuchs- | Ebene | Lasionsseite Kontroliseite Anzahl
gruppe (post. P. reticulata P. reticulata Schnitte/
Bregma) Zellzahl Zellzahl Zellzahl Zellzahl Ebene
(Mittelwert) (Standard- (Mittelwert) (Standard- (n)
abweichung) Abweichung)
QA1
-4,8 92 8,8 112 11,1 3
-5,3 88 22,4 125 35,8 4
-5,8 78 5,0 123 7.1 3
QA2
-4,8 82 6 105 11,5 2
-5,3 65 0 87 0,0 1
-5,8 92 7,3 130 20,3 3
QA3
-4.8 84 6,4 116 10,8 4
-5,3 91 29,5 120 30,5 2
-5,8 78 0,0 122 0,0 1
QA4
-4,8 108 0 136 0 1
-5,3 113 9,5 162 6 2
-5,8 117 0 141 0 1
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird die Beeinflussbarkeit durch die Pharmaka Rolipram
(Phosphodiester-Inhibitor) und Zolpidem (GABA-Agonist) auf neuronalen Zelltod und
Expression bestimmter entzindungsassoziierter Mediatoren bzw. Proteine in der
Substantia nigra pars reticulata nach exzitotoxischer Lasion des ipsilateralen
Striatums untersucht.

Es wurden insgesamt 22 Ratten in einer stereotaktischen Operation 240 nmol
Chinolinsaure intrastriatal verabreicht mit dem Ziel einer exzitotoxischen Lasion des
Striatums.  AnschlieBend wurden die Tiere entsprechend der jeweiligen
Versuchsgruppe weiterbehandelt: Gruppe | (4 Ratten) wurde ohne weitere
Behandlung Uber 14 d beobachtet, Gruppe Ill.a (6 Ratten) mit 15 mg/kg
Korpergewicht Zolpidem und Gruppe Il.Lb (6 Ratten) mit 0,3 mg/kg Koérpergewicht
Rolipram 14 Tage durch intraperitoneale Injektion behandelt. Nach Ablauf der 14
Tage wurden sowohl immunhistochemische Farbungen auf Ox-42 und GFAP als
auch Nissl-Farbungen von Striatum und Substantia nigra durchgefuhrt. Anhand der
Nissl-Farbung konnten Zellzahlungen und Flachenmessungen der Substantia nigra
pars reticulata durchgefuhrt werden. Durch die GFAP- und Ox42-Farbung wurde die
gliale Reaktion visualisiert.

Basierend auf den Auswertungen nach Nissl-Farbung wurde eine hochgradige
Zerstorung des Striatums nach Chinolinsaure-Injektion festgestellt.

Anhand von Zellzahlung lieR sich aufzeigen, dass die Zellzahlreduktion in der
Substantia nigra pars reticulata 14 d nach chinolinsaureinduzierter striataler Lasion
durch Rolipram in signifikantem Umfang verringert wird im Vergleich zur
unbehandelten Tiergruppe. Die Behandlung mit Zolpidem fihrte zu keiner
signifikanten Beeinflussung der Zellzahlreduktion. Auch das Ausmal® der
Gewebezerstorung war bei den unbehandelten Tieren signifikant hoher.

Bei einer dritten Gruppe wurde der Zeitverlauf der TNF-a. Expression in der
Substantia nigra pars reticulata auf der Lasions- und der Kontrollseite untersucht. Zu
diesem Zweck wurde bei jeweils einem Tier mit chinolinsaureinduzierter Lasion des
Striatums ohne Protektion nach einer Uberlebenszeit von 12 h, 1d, 3d, 5d, 14 d
und 30 d eine immunhistochemische Farbung der Substantia nigra auf TNF-a
angefertigt. Es zeigte sich hierbei, dass 24 h nach Setzen der striatalen Lasion eine
maximale Expression von TNF-a in der Substantia nigra auf der betroffenen Seite
nachzuweisen war. Das spricht flr eine Beteiligung der Mikroglia am beobachteten
neuronalen Zelltod.
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