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1 EINLEITUNG

In seiner Monografie ,An Essay on the Shaking Palsy“ aus dem Jahre 1817 beschrieb
James Parkinson (1755-1824) erstmals die spater nach ihm benannte Erkrankung.
Anhand der Beobachtungen und Untersuchungen von nur sechs Patienten verfasste er
eine ausfiihrliche Beschreibung der Symptome der Parkinson-Erkrankung und brachte

diese erstmals in einen klinischen Zusammenhang:

LInvoluntary tremulous motion, with lessened muscular power, in parts not in action and even

when supported; with a propensity to bend the trunk forwards, and to pass from a walking to a

running pace: the senses and intellects being uninjured.” (111)
Der franzésische Neurologe Charcot flgte dieser Beschreibung weitere Symptome,
u.a. den Rigor, hinzu und bezeichnete die Erkrankung als ,Maladie de Parkinson® (29,
51). Er erprobte erstmals eine medikamentdse Therapie und stellte 1880 fest, dass die
Gabe von Hyoscyamin, einem Belladonna-Alkaloid, den Tremor mindern, aber die
Ursache der Krankheit nicht heilen konnte (48). Bis zur Einfuhrung der synthetischen
Anticholinergika im Jahre 1946 blieb Belladonna die einzige medikamenttse Therapie
der Erkrankung.

Erste Erkenntnisse Uber die Neuropathologie der Parkinson-Erkrankung lieferten
Fritz Lewy, der 1912 die nach ihm benannten Lewy-Korperchen entdeckte (89, 124),
sowie der Neuropathologe Trétiakoff, der 1919 herausfand, dass die Parkinson-
Erkrankung mit der Depigmentation der Substantia nigra (SN) assoziiert ist (87, 145).
Der biochemische Hintergrund wurde erst in den 1950er Jahren aufgedeckt, als
Carlsson zeigte, dass es sich bei Dopamin um einen Neurotransmitter handelt und
nicht nur um eine Vorstufe des Noradrenalins (25), und Ehringer und Hornykiewicz
einen striatalen Dopaminmangel bei Parkinson-Patienten beschrieben (42). Die
Kenntnis des Zusammenhangs eines neuropathologischen Korrelats, eines neuro-
chemischen Defizits und des Auftretens der motorischen Symptomatik stellte die Basis
fur die Entdeckung der L-3,4-Dihydroxyphenylalanin- (L-DOPA-) Therapie dar. Sie galt
als die erste rational entwickelte, wirksame Therapie einer neurologischen Erkrankung.
Klinische Versuche mit L-DOPA, einer Vorstufe des fehlenden Dopamins, wurden
erstmals von Birkmayer und Hornykiewicz in Wien (14), Barbeau in Montreal (6) und
Cotzias in New York (32) durchgefihrt. Heutzutage gilt L-DOPA in Kombination mit
weiteren Medikamenten als Mittel der Wahl zur Behandlung der Parkinson-Erkrankung.
Dennoch gibt es derzeit keine kausale Therapie, die das Fortschreiten der Krankheit
verhindern konnte, denn trotz intensiver Forschung ist die Atiologie der Erkrankung
weitestgehend unbekannt. Ein Forschungsansatz zur Pathogenese behandelt die
Neuroinflammation und die Frage, ob eine Beeinflussung auf dieser Ebene einen

neuen Therapieansatz darstellen kénnte.
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1.1 IDIOPATHISCHES PARKINSON-SYNDROM

Das idiopathische Parkinson-Syndrom (IPS, Morbus Parkinson) ist die zweithaufigste
neurodegenerative Erkrankung nach der Alzheimer-Erkrankung. Seine Pravalenz in
Deutschland betragt 100-200/100.000 Einwohner und steigt bei den Uber 65-Jahrigen
sogar auf 1.800/100.000 an (41). Da das IPS eine Erkrankung des alteren Menschen
darstellt — das mittlere Erkrankungsalter liegt zwischen 50 und 60 Jahren — und auf-
grund der demografischen Alterung, ist mit einem Anstieg der Erkrankungshaufigkeit
zu rechnen.

Das sporadisch auftretende IPS macht etwa 75% aller Parkinson-Syndrome aus
(41). Daneben gibt es familiare Formen des Parkinson-Syndroms, die eine genetische
Ursache aufweisen, sowie sekundare, symptomatische Parkinson-Syndrome.
Parkinson-Syndrome, die im Rahmen anderer neurodegenerativer Erkrankungen
auftreten, werden als atypische Parkinson-Syndrome bezeichnet (s. Tabelle 1.1).

Das IPS ist definiert als hypokinetisch-rigides extrapyramidal-motorisches Syndrom,
das pathogenetisch durch eine progrediente Depigmentation und Degeneration der
nigrostriatalen dopaminergen Neurone sowie durch das Auftreten eosinophiler a-
Synuclein-Inklusionen in Uberlebenden Neuronen gekennzeichnet ist (156).

Zu den Kardinalsymptomen des IPS zahlen Akinese, Tremor, Rigor und posturale
Instabilitat. Die einzelnen Symptome kdnnen unterschiedlich stark ausgepragt und mit-
einander kombiniert sein. Fir die klinische Diagnosestellung ist das Vorliegen der
Akinese in Kombination mit mindestens einem weiteren Kardinalsymptom obligato-
risch (41). Daneben weisen die meisten Parkinson-Patienten vegetative Symptome wie
Seborrhoe und Sialorrhoe sowie sensorische Stérungen auf. Zuséatzliche psychische
Symptome wie Demenz und Depression treten mit einer Haufigkeit von etwa 40% (44)
bzw. 50% (94) auf. Die ebenso mit dem IPS in Verbindung stehenden motorischen
Komplikationen wie motorische Fluktuationen und Dyskinesien gelten als Spatsymp-
tome und Komplikationen einer langjahrigen L-DOPA-Therapie. Nach einer Behand-
lungsdauer von 4 bis 6 Jahren betragt das Risiko flr das Auftreten dieser L-DOPA.-
Nebenwirkungen jeweils etwa 40% (1).

Bis heute gibt es keine kausale Therapie des IPS. Die symptomatische Therapie
beinhaltet die Substitution von Dopamin mit L-DOPA in Kombination mit einem
Decarboxylase-Inhibitor sowie die Gabe von Dopamin-Agonisten (41). Mit Medikamen-
ten, die die Monoaminooxidase B (MAO-B) oder die Catechol-O-Methyltransferase
(COMT) hemmen, kann der Dopaminabbau zusatzlich verhindert werden und so die
Konzentration von L-DOPA am synaptischen Spalt erhéht werden. Der N-Methyl-D-
Aspartat (NMDA)-Antagonist Amantadin soll das glutamaterge-dopaminerge Ungleich-

gewicht ausgleichen und L-DOPA-assoziierte Dyskinesien reduzieren. Schlie3lich wird
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fur ausgewahlte Falle die Tiefen-Hirn-Stimulation als operatives Verfahren eingesetzt
(125, 152).

Tabelle 1.1 Klassifikation der Parkinson-Syndrome

Idiopathisches Parkinson-Syndrom (IPS)

Akinetisch rigider Typ

Aquivalenz-Typ

Tremordominanz-Typ

Monosymptomatischer Ruhetremor (seltene Variante)
Demenz vom Lewy-Kérper-Typ (DLK)

Familidare Formen des Parkinson-Syndroms

Symptomatische (sekundéare) Parkinson-Syndrome und hé&ufigere Differentialdiagnosen

Vaskular (subkortikale vaskulare Enzephalopathie)
Normaldruckhydrozephalus

Medikamenteninduziert (Klassische Neuroleptika, Antiemetika, Reserpin, Lithium,
Calciumantagonisten wie Cinnarizin und Flunarizin, Valproat)

Tumorbedingt

Posttraumatisch

Toxininduziert (z. B. Kohlenmonoxid, Mangan)

Entzundlich (AIDS-Enzephalopathie oder seltene Enzephalitiden)
Metabolisch (z. B. Morbus Wilson, Hypoparathyreoidismus)
Depression

Essentieller Tremor

Atypische Parkinson-Syndrome

Multisystematrophie (MSA)

Progressive supranukleére Blickparese (PSP)
Kortikobasale Degeneration (CBD)
Spinozerebellare Atrophien (einige Subtypen)
Demenz vom Lewy-Kdrper-Typ (DLK)

Tabelle nach Eggert et al. (41).

1.2 BASALGANGLIEN

121

FUNKTIONELLE ANATOMIE DER BASALGANGLIEN

Der Morbus Parkinson geht mit einer Funktionsstérung der Basalganglien einher (156).

Die Basalganglien sind subkortikal gelegene Kerngebiete, die als funktionelle Einheit in

die Verarbeitung komplexer motorischer Informationen eingebunden sind. In den

Basalganglien werden Stérimpulse herausgefiltert, indem Bewegungsimpulse gebahnt

oder unterdrtickt werden. Auf diese Weise kann u.a. der Bewegungsablauf modifiziert

werden.
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Die Basalganglien setzen sich zusammen aus dem Nucleus caudatus und dem
Putamen, die gemeinsam als Striatum bezeichnet werden, sowie aus dem Globus
pallidus (GP), welcher sich in das Pallidum internum (GPi) und das Pallidum externum
(GPe) aufgliedert. Im weiteren Sinne werden auch der Nucleus subthalamicus (STN)
und die SN zu den Basalganglien gezahlt (s. Abbildung 1.1).

Die SN ist ein Kerngebiet im Mesencephalon. lhre Bezeichnung als ,schwarze
Substanz® ist zurickzufuhren auf den hohen Gehalt an Neuromelanin in den
Perikaryen der dopaminergen Neurone und die daraus resultierende schwarze
Farbung dieser Hirnregion. Die SN lasst sich in die Pars compacta (SNpc) und die Pars
reticularis (SNpr) unterteilen. Die SNpc besteht zu 80% aus dopaminergen Neuronen,
die ins Striatum ziehen. Die SNpr stellt gemeinsam mit dem GPi die Ausgangsstation
der Basalganglien dar. Sie enthalt inhibitorische Neurone, deren Neurotransmitter
y-Aminobuttersaure (GABA) ist.

%—6 Nucleus caudatus
@— Thalamus

s=——— Nucleussubthalamicus

—

Substantia nigra

Putamen Palliduminternum

Pallidum externum

Abb. 1.1 Anatomie der Basalganglien im Koronarschnitt

Putamen und Nucleus caudatus bilden gemeinsam das Striatum. Der Globus pallidus gliedert sich
in das Pallidum internum und Pallidum externum auf. Im weiteren Sinne werden auch die
Substantia nigra und der Nucleus subthalamicus zu den Basalganglien gezéhlt. Dargestellt ist
aulRerdem der Thalamus. Abbildung modifiziert nach Poeck und Hacke (115).

1.2.2 DOPAMINSTOFFWECHSEL UND NEUROTRANSMISSION

Dopamin spielt als Neurotransmitter der SNpc-Neurone eine wichtige Rolle fur die
Physiologie der Basalganglien und das nigrostriatale System. Dopamin gehért zur
Gruppe der Katecholamine und wird aus der aromatischen Aminosdure L-Tyrosin
synthetisiert. L-Tyrosin wird vom Kodrper aus der essentiellen Aminoséure Phenylalanin
synthetisiert und Na*-abhangig aktiv ins Zytoplasma aufgenommen, wo es mittels der
Tyrosin-Hydroxylase (TH) zunachst zu L-DOPA hydriert und anschlie3end mit Hilfe der

DOPA-Decarboxylase zu Dopamin decarboxyliert wird. Die TH ist das geschwindig-

4
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keitsbestimmende Enzym der Reaktion. Auf3er im Nebennierenmark kommt sie sonst
nur in Katecholamin-Neuronen vor. Im Gehirn ist sie das spezifische Enzym der
dopaminergen Neurone.

Nach der Biosynthese wird Dopamin Uber den vesikuldren Monoamintransporter 2
(VMAT2) im Austausch gegen Protonen in Vesikel der terminalen Nervenendigungen
aufgenommen und gespeichert. Infolge eines Aktionspotentials und der Offnung
spannungsabhangiger Ca?*-Kanéle wird Dopamin in den synaptischen Spalt gegeben
(Exozytose) und diffundiert zur postsynaptischen Membran, wo es an spezifische
Dopamin-Rezeptoren bindet (s. Abbildung 1.2).

Dopamin-Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Es gibt finf molekular-
biologisch unterschiedliche Subtypen, die man anhand ihrer Funktion in zwei Familien
gliedern kann. Zur D1-Familie der Dopamin-Rezeptoren gehéren die Subtypen D; und
Ds. Es handelt sich um Gs-Protein-gekoppelte Rezeptoren, bei denen die Bindung von
Dopamin zur Aktivierung der Adenylatcyclase und Bildung von cyclischem Adenosin-
3‘,5*-monophosphat (cAMP) fiihrt. Die D2-Familie fasst die Subtypen D,, D; und D4
zusammen. Uber die Gi-Protein-vermittelte Hemmung der Adenylatcyclase inhibieren
sie die cAMP-Bildung. Rezeptoren der D2-Familie sind u.a. an der Vermittlung
motorischer Effekte beteiligt. Uber Rezeptoren der D1-Familie wird diese Wirkung
synergistisch beeinflusst.

D,-Rezeptoren kommen im Gehirn in hoher Dichte in den Basalganglien sowie im
Nucleus accumbens, im Tuberculum olfactorium sowie in geringer Dichte auch im
frontalen Kortex vor. Ds-Rezeptoren kommen im Hippocampus und Hypothalamus vor.
Die Verteilung der D,-Rezeptoren ahnelt der Verteilung der D;-Rezeptoren, mit der
hdchsten Dichte im Striatum. Das Vorkommen von Ds- und D4-Rezeptoren ist seltener
und beschrénkt sich auf limbische Regionen.

Um eine dauerhafte Stimulation der Dopamin-Rezeptoren zu verhindern, muss
Dopamin inaktiviert werden. Dies geschieht entweder durch enzymatischen Abbau
oder durch Wiederaufnahme in prasynaptische dopaminerge Neurone oder in Glia-
zellen. Die Wiederaufnahme in dopaminerge Neurone geschieht Na*- und Cl-abhangig
Uiber den transmembrantsen Dopamin-Transporter (DAT). Dopamin wird anschlie3end
entweder in Vesikeln gespeichert oder metabolisiert. Nach Aufnahme in Gliazellen wird
Dopamin ausschliel3lich metabolisiert. Die Metabolisierung von Dopamin geschieht
entweder Uber die COMT oder Uber die Monoaminoxidase (MAQO). Die MAO liegt in
zwei Isoformen A und B vor. Wahrend in den Nervenzellendigungen katecholaminerger
Neurone lediglich die MAO-A vorkommt, enthalten Gliazellen beide Isotypen. Uber
Zwischenstufen entstehen durch den enzymatischen Abbau von Dopamin 3,4-

Dihydroxyphenylessigsaure (DOPAC) und Homovanillinsaure (HVA).
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Tyrosinhydroxylase

Aromatische
L-Aminoséure-
Decarboxylase

\

Monoaminoxidase

Aldehyd-
Dehydrogenase

B 86 e

Catechol-O-
Methyltransferase

Membrantransport
mechanismen

Abb. 1.2 Stoffwechsel und synaptische Ubertragung von Dopamin

Dargestellt sind die Biosynthese des Dopamins (DA) aus Tyrosin, die vesikulare Speicherung, die
Exozytose, die Bindung an postsynaptische Rezeptoren sowie die Wiederaufnahme und der
enzymatische Abbau zu 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (DOPAC), Homovanillinsdure (HVA) und
3-Methoxytyramin (MT). Abbildung aus Aktories et al. (2).

1.2.3 PHYSIOLOGIE DER BASALGANGLIENSCHLEIFE

Die Verschaltung der Basalganglien (s. Abbildung 1.3) beeinflusst modulierend die
Motorik und wird auch als kortiko-striato-thalamo-kortikaler Regelkreis bezeichnet (21).
Das Striatum gilt als Eingangsstation der Basalganglien. Man unterscheidet zwei
Wege, Ulber welche die Erregbarkeit der thalamokortikalen Neurone gesteuert werden
kann. Uber den direkten Weg kommt es durch Hintereinanderschaltung zweier
inhibitorischer Neurone (GABA/Substanz P-Neurone des Striatums und GABAerge
Neurone des GPi) zu einer Enthemmung des Thalamus. Der indirekte Weg fuhrt tGber
das GPe und den STN. Durch Hintereinanderschaltung insgesamt dreier hemmender
Neurone (GABA/Enkephalin-Neurone des Striatums, GABAerge Neurone des GPe und
des GPi) kommt es zu einer ausgepragten Hemmung des Thalamus. Sollen Impulse
des Kortex die Basalganglienschleife passieren, muss der Einfluss der Zentren des
direkten Weges uberwiegen. Bei Ruhe der Kdrpermuskulatur hingegen tberwiegt der
Einfluss der Zentren des indirekten Weges.
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Die dopaminergen Neurone der SNpc kontrollieren das Striatum und Uben einen
erheblichen Einfluss auf das rasche Wechselspiel dieser beiden Wege aus. Uber D1-
Rezeptoren wirkt Dopamin erregend auf die GABA/Substanz P-Neurone des Striatums
und aktiviert den direkten Weg. Uber D2-Rezeptoren hemmt es dagegen die
GABA/Enkephalin-Neurone und den indirekten Weg. Die SNpc hat demnach einen
férdernden Einfluss auf motorische Impulse und spielt eine grof3e Rolle bei der
Initiation von Bewegungen. Dieser Teil der Basalganglienschleife wird auch als nigro-
striatales System bezeichnet und stellt eines von drei dopaminergen Neuronen-
systemen dar. Es ist beim IPS am starksten betroffen.

Daneben gibt es das tubero-infundibulare sowie das mesolimbische und meso-
kortikale System. Letzteres umfasst die Projektionen der dopaminergen Neurone des
ventralen tegmentalen Areals (VTA), einer im Mesencephalon medial der SN
gelegenen Kerngruppe, in mesolimbische und mesokortikale Hirnregionen. Die
dopaminergen Neurone des VTA sind beim IPS, obwohl sie in enger Nachbarschaft zur
SN liegen, weniger stark vom dopaminergen Zelluntergang betroffen (63).

Die SN ubt aul3erdem indirekt Gber Efferenzen zum Thalamus Einfluss auf die
pyramidale Motorik und Uber Efferenzen zur Formatio reticularis auf die extra-
pyramidale Motorik sowie den generellen Muskeltonus aus. Uber Projektionen ins
limbische System kann die SN zudem psychische Vorgange beeinflussen.

Indirekter Weg Direkter Weg
Neokortex
Glu Glu
Dorsales al
D2 Stiatum D1 "
GABA/
Enkephalin DA DA
Pallidum Substantia nigra Thalamus
externum pars compacta
GABA/
lGABA SubstanzP GABA
Glu
Nucleus subthalamicus Palliduminternum

Abb. 1.3 Physiologie der Basalganglienschleife

Dargestellt sind der direkte und indirekte Weg der Basalganglienschleife. Mit ihren dopaminergen
Neuronen greift die Substantia nigra pars compacta modulierend in den Regelkreis ein. Uber D1-
Rezeptoren aktiviert sie die GABA/Substanz P-Neurone, uUber D2-Rezeptoren hemmt sie die
GABA/Enkephalin-Neurone. DA: Dopamin; Glu: Glutamat; GABA: y-Aminobuttersaure; D1: D1-
Rezeptoren; D2: D2-Rezeptoren; Griine Pfeile: Aktivierung; Rote Pfeile: Hemmung.

Abbildung modifiziert nach Braak und Del Tredici (21).
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1.3 PATHOLOGIE DES MORBUS PARKINSON

1.3.1 PATHOPHYSIOLOGIE DER BASALGANGLIENSCHLEIFE

Durch die Degeneration dopaminerger Neurone der SNpc beim IPS kommt es zu
einem Dopaminmangel im Striatum, der im Putamen starker ausgepragt ist als im
Nucleus caudatus und der mit dem morphologisch nachgewiesenem Zellverlust in der
SNpc korreliert (48). In der Folge kommt es zu einem Ubergewicht des indirekten
Weges der Basalganglienschleife. Durch den Wegfall nigrostriataler Projektionen wird
der direkte Weg weniger aktiviert und der indirekte Weg weniger gehemmt. Insgesamt
kommt es so zu einer verstarkten Hemmung des Thalamus und zu einer Blockade
motorischer Strukturen des Kortex. Klinisch &ufRert sich dies in der fur das IPS
typischen Akinese. Der Rigor ist wahrscheinlich Folge der fehlenden Hemmung
retikulospinaler Efferenzneurone durch dopaminerge Neurone in der Formatio
reticularis. Durch den Wegfall der Hemmung sogenannter ,Rhythmusgeneratoren® in
der Formatio reticularis, die pulsatil und spontan aktivierende Signale Uber den
Thalamus zum motorischen Kortex senden, kommt es zum Tremor. Die Patho-
physiologie der Basalganglienschleife beim Morbus Parkinson wird in Abbildung 1.4

vereinfacht dargestellt.

Indirekter Weg DirekterWeg
Neokortex
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D2  Striatum D1 "
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Enkephalin § DA DA 1
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externum pars compacta 1
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Abb. 1.4 Pathophysiologie der Basalganglienschleife beim Morbus Parkinson

Aufgrund der Degeneration dopaminerger Neurone der Substantia nigra pars compacta beim
Morbus Parkinson kommt es zu einem Ubergewicht des indirekten Weges und zu einer vertieften
Hemmung des Thalamus. Klinisch ufRert sich dies in der fir das Parkinson-Syndrom typischen
Akinese. DA: Dopamin; Glu: Glutamat, GABA: y-Aminobuttersaure; D1: D1-Rezeptoren; D2: D2-
Rezeptoren; Grune Pfeile: Aktivierung; Rote Pfeile: Hemmung.

Abbildung modifiziert nach Braak und Del Tredici (21).
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1.3.2 NEUROPATHOLOGIE

Das IPS ist neuropathologisch gekennzeichnet durch eine Depigmentation des
Mittelhirns, das Auftreten von Lewy-Korperchen und Lewy-Neuriten sowie eine starke
Gliareaktion in der SN. Die Depigmentation des Mittelhirns ist Folge des progredienten
Verlustes neuromelaninhaltiger dopaminerger Neurone insbesondere im ventro-
lateralen Teil der SNpc (45). Bemerkenswert ist, dass vor allem die neuromelanin-
haltigen dopaminergen Neurone in der SN zugrunde gehen, wéahrend nicht pigmen-
tierte dopaminerge Neurone weniger stark und weniger haufig betroffen sind (63).
Folge der Degeneration dopaminerger Neurone in der SNpc ist der Untergang der
nigrostriatalen Projektionen (s. Abbildung 1.5) und ein Dopamin-Defizit im Striatum. Da
besonders die ventrolateralen Kerngruppen der SNpc degenerieren, sind die Bahnen
zum Putamen starker betroffen als zum Nucleus caudatus (11). Sind etwa 60% der
dopaminergen Neurone in der SNpc untergegangen und hat sich die Dopamin-
Konzentration im Striatum um etwa 80% reduziert, kommt es zum Auftreten von
Krankheitssymptomen (36). Ebenfalls von der Degeneration dopaminerger Neurone
betroffen, jedoch in geringerem Ausmalf als die SN, sind der Locus coeruleus und der
dorsale Vaguskern.

Charakteristisch fir das IPS ist auch das Vorkommen von intrazytoplasmatischen
eosinophilen Einschlusskorperchen, den Lewy-Kdrperchen, in noch intakten dopami-
nergen Neuronen (36, 156). Immunhistochemisch lassen sich a-Synuclein und
Ubiquitin nachweisen (137). a-Synuclein kommt ubiquitar in prasynaptischen Nerven-
endigungen vor. Seine Funktion ist bisher noch nicht eindeutig geklart. Es gibt
Anzeichen daflir, dass es an der Regulation der synaptischen Neurotransmission
beteiligt ist (105). In Lewy-Kérperchen liegt es in Form intermediarer Filamente vor.
Lewy-Korperchen kommen in der SN und dem Locus coeruleus verstorbener
Parkinson-Patienten in einer charakteristischen Halo-Form vor. Der blasse Halo umgibt
einen dichten runden Kern (36). Dariuiber hinaus kommen ahnliche Inklusionen auch in
anderen Hirnregionen wie dem limbischen System, der Formatio reticularis und den
Vagus-Kerngebieten vor. Ob das Auftreten der Lewy-Korperchen fur die Neurone
schadlich oder sogar protektiv ist, wird derzeit kontrovers diskutiert. Es gibt Hinweise
dafir, dass ihre Bildung ein Versuch der Nervenzelle ist, sich vor toxischen Aggregaten
zu schitzen (85, 120).

Ein weiteres neuropathologisches Merkmal des IPS ist die Neuroinflammation bzw.
das Vorkommen aktivierter Mikroglia und reaktiver Astrozyten in der SN (56, 86, 97).
Diese ausgepragte Gliareaktion wird generell als eine unspezifische Antwort auf die
neuronale Degeneration angesehen (56). Die Neuroinflammation ist nicht spezifisch fir

das IPS, sondern findet sich auch bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie
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dem Morbus Alzheimer und bei neuroinflammatorischen Erkrankungen wie der
Multiplen Sklerose (64, 96). Eine ausfuhrliche Darstellung der Neuroinflammation beim
IPS erfolgt in Kapitel 1.4.

A. Normal B. Parkinson’s
Disease
Caudate
Putamen

f

it < Nigrostriatal ———>

pathway

L B

Synuclein Ubiquitin =~ ®

Abb. 1.5 Neuropathologie des Parkinson-Syndroms

Schematische Darstellung der nigrostriatalen Projektionen (rot) im gesunden Hirn (A) und beim
Morbus Parkinson (B). Dopaminerge Neurone der Substantia nigra pars compacta (SNpc; Pfeile)
projizieren ins Striatum (Putamen und Nucleus caudatus). Beim Morbus Parkinson kommt es zum
Zelluntergang in der SNpc und zur Degeneration des nigrostriatalen Signalwegs. Die Fasern, die
zum Putamen ziehen, sind starker von der Degeneration betroffen (gestrichelte Linie). (C) Immun-
histochemische Darstellung von Lewy-Kdrperchen in einem SNpc-Neuron mit einem a-Synuclein-
Antikdrper (links) und einem Ubiquitin-Antikérper (rechts).

Abbildung aus Dauer und Przedborski (36).

1.3.3 ATIOLOGIE UND PATHOGENESE
Trotz intensiver Forschung ist die Atiologie des IPS weitgehend unbekannt. Epidemio-
logischen Untersuchungen zufolge gibt es eine Reihe von Risikofaktoren, die das
Auftreten des IPS beglnstigen. So haben Manner (154), Nichtraucher und Nicht-
Kaffeetrinker (61) sowie Menschen, die auf dem Land leben (116), ein hoheres Risiko
zu erkranken. Den wohl héchsten Risikofaktor stellt allerdings das Alter dar (62, 128).
Die Identifikation diverser Gene als Ursache fur die hereditiren Formen des
Parkinson-Syndroms hat die Aufmerksamkeit der Wissenschaftler auf verschiedene

Proteine und Signalwege gelenkt, die sowohl zu dopaminerger Neurodegeneration
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fuhren als auch die Symptome des Parkinson-Syndroms auslosen kodnnen. Die
phanotypischen Ahnlichkeiten zwischen diesen familiaren Formen und dem IPS fiihren
zu der Annahme, dass ihnen ein gemeinsamer molekularer Mechanismus zugrunde
liegen konnte. Auch Studien Uber Wirkmechanismen dopaminerger Neurotoxine wie
etwa 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) geben Hinweise auf mogliche
zellulare und molekulare Mechanismen der Neurodegeneration. Mdgliche an der
Pathogenese beteiligte Faktoren stellen u.a. Proteinaggregation, mitochondriale
Dysfunktion und oxidativer Stress dar. Zunehmend gibt es Evidenz daflr, dass auch
die durch aktivierte Mikroglia ausgeléste Neuroinflammation in der SNpc nicht nur
Folge der dopaminergen Degeneration ist, sondern diese selbst auslost bzw.
unterhalt (56).

1.4 NEUROINFLAMMATION

Das Zentralnervensystem (ZNS) gilt als immunprivilegiertes Organ und wird als
solches vor dem ungehinderten Zugriff des Immunsystems bewahrt. Verschiedene
Mechanismen wie die Blut-Hirn-Schranke dienen dazu, Immunreaktionen zu
kontrollieren und ggf. zu unterdriicken, denn diese kénnen fir Neurone im ZNS
schéadlich sein.

Inflammation ist die erste Antwort des Immunsystems auf einen potentiell
schadigenden exogenen oder endogenen Reiz. Im akuten Zustand schiitzt sie so das
Gewebe vor eindringenden Pathogenen und unterstiitzt die Heilung. Eine chronische
Inflammation kann jedoch das Gewebe selbst schadigen. Aufgrund der begrenzten
Regenerationsfahigkeit der Neurone ist solch eine chronische Entziindung des ZNS,
die chronische Neuroinflammation, besonders nachteilig.

Charakteristisch fur die Neuroinflammation sind das Vorkommen aktivierter Mikro-
gliazellen und reaktiver Astrozyten im Parenchym des ZNS sowie eine erhohte
Produktion von Zytokinen und Chemokinen, Prostaglandinen und Komplement-
Kaskade-Proteinen sowie reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen (ROS und
RNS), welche zu einer erhdhten Permeabilitéat der Blut-Hirn-Schranke fihren und so
das Einwandern von peripheren Immunzellen beginstigen (86). Erste Hinweise zur
Neuroinflammation beim IPS lieferten McGeer et al. 1988. Anhand von Post-mortem-
Untersuchungen wiesen sie eine erhéhte Anzahl aktivierter Mikroglia in der SN von
Parkinson-Patienten nach (95). Wie oben bereits erwahnt, geht man heutzutage davon
aus, dass die Neuroinflammation nicht nur die Folge der Neurodegeneration ist,

sondern zur Pathogenese des IPS selbst beitragt (28, 56, 123).
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1.4.1 REAKTIVE MIKROGLIOSE

Mikroglia sind mesodermalen Ursprungs und stellen ca. 10 % aller Gliazellen dar (97).
Sie gelten als Makrophagen und die einzigen immunkompetenten ortsansassigen
Zellen des ZNS. Entsprechend sind sie die ersten Zellen, die auf pathologische
Ereignisse reagieren und die Immunantwort des Gehirns einleiten (107). In gesundem
Gewebe weisen Mikroglia kleine Zellkdrper und eine verzweigte Morphologie auf. In
diesem ruhenden Stadium dienen sie der Uberwachung, Verteidigung und Auf-
rechterhaltung der Homoostase im ZNS, indem sie geringe Mengen an Wachstums-
faktoren freisetzen und das Uberleben der Neurone fordern (107). Bei der Aktivierung
von Mikroglia kommt es zu einer stufenweisen morphologischen Veranderung der Zelle
von einer ruhenden, ramifizierten zu einer hypertrophen Form mit Abnahme der
distalen Ramifizierung und Zunahme proximaler Verastelungen (78).

Die Mikroglia-Aktivierung ist initial eine voriibergehende physiologische Reaktion auf
einen immunologischen Stimulus, z. B. das Lipopolysaccharid (LPS) der aufl3eren
Membran gram-negativer Bakterien, oder auf eine Gewebsschadigung wie den Unter-
gang dopaminerger Neurone in der SNpc. Wenn dopaminerge Neurone untergehen,
setzen sie verschiedene Substanzen frei, welche die Mikroglia direkt durch Bindung an
Oberflachenmolekiile aktivieren konnen. Zu diesen Substanzen z&hlt a-Synuclein
(157), das moglicherweise als falsch aggregiertes Protein selbst den neuronalen Zell-
tod auslost und die Hauptkomponente der Lewy-Korperchen darstellt (138). Weitere
Substanzen, die bei der Degeneration dopaminerger Neurone freigesetzt werden und
die zu einer Mikroglia-Aktivierung fihren kénnen, sind Neuromelanin (16, 153), das v.a.
in dopaminergen Neuronen der SN vorkommt, sowie Laminin, ein Molekul der
extrazellularen Matrix, und die Matrixmetalloprotease-3 (MMP3), die fir den Abbau von
Molekilen der extrazellularen Matrix zustandig ist (16). Auch Adenosintriphosphat
(ATP), das von geschadigten Neuronen freigesetzt wird, kann Mikroglia durch Bindung
an purinerge Rezeptoren auf der Zelloberflache aktivieren (22, 37). Moglicherweise
kommt es auch durch den Wegfall eines inhibitorischen Effekts, den gesunde Neurone
auf ruhende Mikroglia austiben, zu deren Aktivierung. Neurone exprimieren auf ihrer
Zelloberflache den Cluster of differentiation (CD) 200, ein transmembranéses
Glykoprotein, das an den CD200-Rezeptor auf Mikroglia bindet und diesen hilft, ihren
Ruhezustand beizubehalten (7, 65).

Bei ihrer Aktivierung verandern Mikroglia nicht nur ihre morphologische Erschei-
nung. Sie proliferieren, migrieren und phagozytieren geschadigte Zellen, beseitigen so
potentiell schadigendes Material und schiitzen benachbarte Zellen (107). Gleichzeitig
fungieren Mikroglia auch als Antigen-prasentierende Zellen. Sie prasentieren einwan-

dernden T-Lymphozyten phagozytiertes pathogenes Material und leiten so die adaptive
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Immunantwort ein. Aulerdem exprimieren aktivierte Mikroglia vermehrt Rezeptoren auf
ihrer Zelloberflache. Hierzu z&hlen u.a. Zelladhdsionsmolekiile wie der Major Histo-
compatibility Complex Il (MHC 1), der auch auf ruhenden Mikroglia vorkommt (103),
Komplementrezeptoren und Integrine sowie Toll-like-Rezeptoren (TLR), Zytokin- und
Chemokin-Rezeptoren (123). Schlief3lich sezernieren aktivierte Mikroglia Faktoren, die
initial der Verteidigung dienen, jedoch potentiell neurotoxisch sein kdnnen (123). Hierzu
zahlen u.a. Zytokine, Chemokine, ROS und RNS.

Zytokine sind Peptide, die die Immunantwort steuern und sowohl parakrin als auch
autokrin wirken kénnen. Aktivierte Mikroglia sezernieren pro- und anti-inflammatorische
Zytokine, besitzen gleichzeitig aber auch entsprechende Rezeptoren fir diese Zytokine
(123). Pro-inflammatorische Zytokine wie die Interleukine (IL) IL-13 und IL-6 sowie der
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) kénnen eine anhaltende Immunantwort hervorrufen,
wahrend anti-inflammatorische Zytokine, zu denen IL-10 und der Transforming Growth
Factor-B (TGF-R) zahlen, diese herunter regulieren kénnen. Pro-inflammatorische
Zytokine kénnen durch Bindung an Zytokin-Rezeptoren auf dopaminergen Neuronen
und Aktivierung von Signalwegen direkt toxisch wirken oder auch indirekt toxische
Effekte in Form von oxidativem Stress ausuben.

Unter oxidativem Stress versteht man die Schadigung biologischer Systeme durch
Sauerstoff, ROS und RNS. Oxidativer Stress fuhrt zu Desoxyribonukleinsdure (DNA)-
Schaden, Proteinveranderungen, Membranschaden durch Lipid-Peroxidation und in
der Folge zur Schadigung und zum Absterben von Zellen. Dadurch soll das ZNS gegen
intrazellulare Mikroorganismen verteidigt werden. ROS und RNS konnen potentiell
aber auch Neurone schadigen. Die Neurone der SN sind besonders anféllig fur
oxidativen Stress (48). Mikroglia kdnnen direkt durch Sekretion von ROS und RNS
sowie indirekt Uber Zytokine oxidativen Stress induzieren und so neuronenschadigend
wirken. Zytokine wie TNF-a, IL-1B und Interferon-y koénnen die Expression von
Enzymen induzieren, die solche toxischen reaktiven Verbindungen produzieren. Zu
diesen Enzymen gehdren die induzierbare NO-Synthase (iNOS) und die Cyclooxy-
genase-2 (COX-2), die in der SN von Parkinson-Patienten in erhéhter Konzentration
vorkommen (67).

Die Aktivierung der Mikroglia ist eigentlich gedacht als eine vorteilhafte, vortber-
gehende, selbst-limitierende Reaktion auf neuronale Schadigung oder andere diverse
Stimuli. Beim IPS jedoch entwickelt sich die Mikroglia-Aktivierung — einmal ausgelost —
zu einem schwelenden, unkontrollierten, sich selbst aufrecht erhaltenden Prozess, der
nicht nur geschadigte, sondern auch gesunde Neurone zerstbren und so grof3en
Schaden anrichten kann. Die tUbermafige Produktion von Zytokinen und ROS bei

chronischer Mikroglia-Aktivierung fuhrt selbst zur Neurodegeneration. Im Rahmen ihres
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zellularen Todes setzen die dopaminergen Neurone wiederum mikrogliale Aktivatoren
frei. Dieser Circulus vitiosus (s. Abbildung 1.6) wird auch als reaktive Mikrogliose
bezeichnet und beschreibt eine sich selbst aufrechterhaltende Neurotoxizitat, die zu
einer chronischen, fortschreitenden Neurodegeneration fuhrt (16).

Da Mikroglia eine uneinheitliche Verteilung im Gehirn aufweisen (84), zeigen ver-
schiedene Hirnregionen eine unterschiedliche Empfindlichkeit gegentber dieser mikro-
gliavermittelten Neurotoxizitat. So stellt die SNpc die Hirnregion mit der hochsten
Mikroglia-Dichte dar und mesencephale Neurone sind im Vergleich zu hippokampalen
und kortikalen Neuronen wesentlich anfalliger gegentber inflammatorisch bedingter

Neurodegeneration (76).

Inflammatorische Trigger
(SubstanzP,Ap.LPS)

Mikrogliale Aktivatoren
(a-Synuclein, Neuromelanin, I\I__E.'l.!ronale
Laminin, MMP3) Schadigung/Tod

Reaktive Mikrogliose

X . - \_/.I-U_.’ "
U \e~

- -

Sich selbst
aufrechterhaltende

Mikroglia-Aktivierung Neurotoxizitat

Neurotoxische Faktoren
(IL-1B, TNF-a, NO, NOCO,
02". HQOQ. PGEQ}

Neurotoxischerinsuit
(MPTP/MPP*, Glutamat)

Abb. 1.6 Reaktive Mikrogliose

Die Mikroglia-Aktivierung kann uber zwei Wege stattfinden und zur Neurodegeneration fuhren.
Erstens kdnnen inflammatorische Trigger Mikroglia aktivieren, die daraufhin neurotoxische
Faktoren sezernieren. Zweitens kann die Mikroglia-Aktivierung eine Antwort auf neuronalen Zelltod
darstellen (reaktive Mikrogliose) und im Sinne eines Circulus vitiosus zu weiterer Neurodegene-
ration fuhren. AR: B-Amyloid; H.O.: Wasserstoffperoxid; IL-1B: Interleukin-1B; LPS: Lipopoly-
saccharid; MMP3: Matrix-metalloprotease-3; MPP™: 1-Methyl-4-phenyl-pyridinium; MPTP: 1-
Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin; NO: Stickstoffmonoxid; NOO™: Peroxynitrit; O™ Super-
oxid; PGE2: Prostaglandin E; TNF-a: Tumornekrosefaktor-a.

Abbildung modifiziert nach Block et al. (16).
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142 ASTROZYTEN

Auch Astrozyten spielen eine, wenn auch untergeordnete Rolle bei der Neuro-
inflammation. Astrozyten stellen den Hauptanteil aller Gliazellen und bis zu 50 % des
Hirnvolumens dar (30). Sie sind fur die Sicherstellung einer optimalen Homdéostase fir
neuronale Funktionen verantwortlich. Astrozyten kontrollieren die extrazellularen
Konzentrationen von Neurotransmittern und sezernieren verschiedene neurotrophische
Faktoren. Hierzu zahlen der Glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF), der
Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) und der Mesencephalic astrocyte-derived
neurotrophic factor (MANF) (134). AulRerdem besitzen Astrozyten antioxidative Eigen-
schaften. Sie beseitigen mit Hilfe der Glutathion-Peroxidase freie Radikale und
verhindern so oxidativen Stress. Kommt es zur Gewebsschadigung, reagieren
Astrozyten mit einer GroRenzunahme und Proliferation im Sinne einer sogenannten
reaktiven Astrogliose, welche die neuronalen Zellen schiitzt.

Es gibt jedoch zunehmend Hinweise, dass auch Astrozyten an der Neurodegenera-
tion beim IPS beteiligt sind. So konnten Mirza et al. in Post-mortem-Untersuchungen
keine solche protektive reaktive Astrogliose in der SN von Parkinson-Patienten nach-
weisen (102). Vielmehr akkumulieren Astrozyten a-Synuclein im Zytoplasma (20, 135).
Diese a-Synuclein-Ablagerungen wiederum fuhren zur Aktivierung von Mikroglia und

konsekutiv zur Schadigung dopaminerger Neurone (53, 55).

1.4.3 INFILTRATION PERIPHERER IMMUNZELLEN

Eine erhohte Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke beglnstigt die Einwanderung
peripherer Immunzellen, insbesondere T-Lymphozyten, ins ZNS. So wird auch das
adaptive Immunsystem an der Immunantwort beteiligt.

CD4-positive T-Helfer-Zellen und CD8-positive zytotoxische T-Zellen wurden in
hoher Dichte in der Nahe von dopaminergen Neuronen und in engem Kontakt zu
BlutgefaRen bei Parkinson-Patienten gefunden. Im Nucleus ruber, einer Region, die
beim IPS nicht betroffen ist, konnten hingegen keine Lymphozyten nachgewiesen
werden. Dies zeigt, wie hoch selektiv die Infiltration der Lymphozyten in geschadigte
Hirnregionen zu sein scheint. Zunehmend gibt es Hinweise darauf, dass T-
Lymphozyten nicht nur an der Immunantwort beteiligt sind, sondern selbst auch

zytotoxisch wirken und zur Neurodegeneration beitragen kénnen. (23)
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1.5 REGULIERUNG DER INFLAMMATION

Bei inflammatorischen Prozessen hat der Korper die Mdglichkeit, die Inflammation zu
regulieren und sich vor einer GbermaRigen Zytokinproduktion zu schitzen, bevor diese
Schaden anrichten kann. Sind ausreichende Zytokin-Konzentrationen erreicht, wird
ihre Sekretion gehemmt, die Immunzellen gehen in einen refraktaren Zustand Uber und
die Inflammation wird gedampft. Auch Uber die Adrenocorticotropes Hormon (ACTH)-
Glucocorticoid-Achse, die bei Verletzung, Entziindung und Stress aktiviert wird, kann
das Ausmal der Inflammation eingegrenzt werden. Glucocorticoide regulieren die
Produktion von TNF-a und anderen Zytokinen herunter. Ein anderer Weg, einer ex-
zessiven Zytokinproduktion entgegenzuwirken, ist die Sekretion anti-inflammatorischer
Zytokine wie 1L-10 und TGF-3. Noch schneller und préaziser als anti-inflammatorische
Zytokine und Glucocorticoide kann das autonome Nervensystem tUber den cholinergen

anti-inflammatorischen Signalweg die Immunantwort regulieren (33, 35).

1.5.1 DER CHOLINERGE ANTI-INFLAMMATORISCHE SIGNALWEG
Der cholinerge anti-inflammatorische Signalweg stellt den efferenten Arm des
inflammatorischen Reflexes dar (69, 144), tGber welchen das autonome Nervensystem
die Moglichkeit besitzt, unmittelbar auf Informationen ber immunologische Gescheh-
nisse zu reagieren. Den afferenten Schenkel dieses inflammatorischen Reflexes bilden
afferente Fasern des Nervus vagus. Uber diese werden Informationen iber inflamma-
torische Prozesse in der Peripherie zum ZNS geleitet. Auf welche Weise der Nervus
vagus das Vorhandensein inflammatorischer Mediatoren erkennt, ist unklar. Moglicher-
weise binden Zytokine direkt an Rezeptoren der Vagusneurone, da einige von diesen
Boten-Ribonukleinsdure (MRNA) fiir den IL-1-Rezeptor exprimieren (43). Eine andere
Maoglichkeit wére, dass die afferenten Fasern des Nervus vagus lUber chemorezeptive
Zellen in den Paraganglien, auf denen Bindungsstellen fur IL-1 nachgewiesen wurden,
stimuliert werden (50). Die afferenten glutamatergen Fasern des Nervus vagus
erreichen die Medulla oblongata und enden im Nucleus tractus solitarii. Von hier aus
ziehen Fasern zum dorsalen motorischen Vaguskern, dem Ursprung praganglionarer
Neurone, deren Axone die efferenten Fasern des Nervus vagus bilden (126).

Zusatzlich erhalt das ZNS bei besonders hohen Zytokin-Konzentrationen im Blut
tber humorale Mechanismen Informationen tber periphere immunologische Gesche-
hen. Dann wird IL-13 beispielsweise aktiv tber die Blut-Hirn-Schranke transportiert und
kann an IL-1B-Rezeptoren auf Mikroglia und Endothelzellen binden (35).

Die efferenten Fasern des Nervus vagus, ihr Neurotransmitter Acetylcholin (ACh)
und die a7-Untereinheit des nikotinergen Acetylcholin-Rezeptors bilden den efferenten

Arm des inflammatorischen Reflexes, den sogenannten cholinergen anti-inflammatori-
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schen Signalweg (s. Abbildung 1.7). Immunzellen wie Makrophagen exprimieren den
a7-nikotinergen Acetylcholin-Rezeptor (a7-nACh-Rezeptor) auf ihrer Zelloberflache
(133). Hieran bindet ACh, das vom Nervus vagus nach Aktivierung des inflammatori-
schen Reflexes ausgeschuttet wird. In den Immunzellen fuhrt die Aktivierung der a7-
Untereinheit durch ACh Uber eine Reihe von Signalkaskaden zu einer reduzierten
Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine.

Der Nukledre Faktor kB (NFkB) kann nicht in den Zellkern translozieren, da die
Phosphorylierung des NFkB-Inhibitors (IkB) gehemmt wird. Im Zellkern ist NFkB fur die
Transkription pro-inflammatorischer Zytokine zustandig. AuRerdem fuhrt die Hemmung
der IkB-Phosphorylierung dazu, dass das High-Mobility-Group-Protein B1 (HMGB1),
ein Protein, das die Expression von TNF-a, IL-1B und IL-6 induziert, nicht freigesetzt
werden kann. So kann die Bindung von ACh an die a7-Untereinheit des nACh-
Rezeptors Uber NFkB die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-1j3,
IL-6 und IL-18 durch Makrophagen vermindern. Die Freisetzung des anti-inflammatori-
schen Zytokins IL-10 wird hingegen nicht beeinflusst. (19, 33, 35)

Zusatzlich kommt es zur Aktivierung des Jak2/STAT3-Signalwegs (75). Der a7-
nNACh-Rezeptor interagiert direkt mit der Januskinase 2 (Jak2), einer Tyrosinkinase,
und fuhrt zu deren Phosphorylierung. An die so entstandenen Phosphotyrosine bindet
der Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3), welcher daraufhin
phosphoryliert wird. Phosphorylierte STAT3 bilden Dimere, die nach Translokation in
den Zellkern die Gentranskription beeinflussen. STAT3 ist ein Transkriptionsfaktor, der
u.a. fur die anti-inflammatorischen Effekte von IL-10 verantwortlich ist (122). Die
Transkription pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL-6 beeinflusst STAT3
allerdings nicht direkt. Vielmehr scheint STAT3 seine anti-inflammatorischen Effekte
Uber eine Zusammenarbeit mit dem NFkB-Signalweg auszuliben (33, 74).

Die Aktivierung des a7-nACh-Rezeptors induziert au3erdem die Expression des
Suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3), einem STAT-induzierten STAT-Inhibitor,
der den Jak2/STAT3-Signalweg hemmt. Der anti-inflammatorische Signalweg scheint
jedoch nicht von der Expression dieses Proteins abzuhangen. (75)

In experimentellen Modellen verschiedener entzindlicher Erkrankungen konnte
gezeigt werden, dass die Aktivierung dieses cholinergen anti-inflammatorischen Signal-
wegs die Inflammation eindammt und das Uberleben verbessert. So fiihrt beispiels-
weise die transkutane elektrische Stimulation des Nervus vagus (68) sowie die Gabe
der a7-nACh-Agonisten Nikotin (149) oder GTS-21 (112) bei Sepsis zu reduzierten
HMGB1-Konzentrationen und verbessertem Uberleben der Versuchstiere. Vagotomie
oder die Gabe des nACh-Antagonisten Mecamylamin hingegen fiuihren zu einer

verstarkten Inflammation. Im experimentellen Modell der Pankreatitis fuhrt eine
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Vagotomie bzw. die Gabe des nACh-Antagonisten Mecamylamin zu erh6hten
Amylase- und Lipase-Konzentrationen im Plasma und zu einem erhdhten Schweregrad
der Pankreatitis (151).

a7-nACh-Agonist

IL-6, IL-10

LPS

L
e

NFkB-Transkription \L

Gentranskription T

Nukleus
Pro-inflammatorische Zytokine \L

R Anti-inflammatorischer Effekt

Abb. 1.7 Cholinerger anti-inflammatorischer Signalweg

Die Aktivierung des a7-nikotinergen Acetylcholin-Rezeptors in LPS-stimulierten Makrophagen fuhrt
zu einer reduzierten Produktion pro-inflammatorischer Zytokine. Zum einen wird Uber die
Inhibierung der IkB-Phosphorylierung die Freisetzung des pro-inflammatorischen Zytokins HMGB1
gehemmt und die Translokation von NFkB in den Nukleus sowie die Transkription pro-inflammatori-
scher Zytokine verhindert. Zum anderen wird der Jak2/STAT3-Signalweg aktiviert. Phosphorylierte
STAT3-Dimere translozieren in den Nukleus und induzieren anti-inflammatorische Effekte, wie die
Expression des anti-inflammatorischen Proteins SOCS3. Der Jak2/STAT3-Signalweg beeinflusst
die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine nur indirekt, méglicherweise indem er den NFkB-
Signalweg inhibiert (gestrichelte Linien). a7-nACh-Agonist: a7-nikotinerger Acetylcholin-Agonist;
ACh: Acetylcholin; CD14: Cluster of differentiation 14; HMGB1: High-Mobility-Group-Protein B1;
IkB: NF-kB-Inhibitor; Jak2: Januskinase 2; MD-2: Lymphozyten-Antigen 96; NFkB: Nuklearer Faktor
kB; P: Phosphatrest; SOCS3: Suppressor of cytokine signaling 3; STAT3: Signal transducer and
activator of transcription 3 ; TLR4: Toll-like-Rezeptor 4.

Abbildung modifiziert nach Metz und Tracey (101) sowie Cui und Li (33).
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Der cholinerge anti-inflammatorische Signalweg wurde zunéchst als ein Mechanismus
des peripheren Nervensystems beschrieben. Erste Hinweise, dass solch ein
cholinerger Signalweg auch im ZNS existiert und die Aktivierung von Mikroglia
beeinflussen kann, lieferten Shytle et al. Sie konnten zeigen, dass auch Mikroglia im
ZNS den a7-nACh-Rezeptor exprimieren und die Gabe von Nikotin und ACh die LPS-
induzierte TNF-a-Freisetzung in Mikroglia hemmen kann (133). Zusatzlich werden in
aktivierten Mikroglia die c-Jun N-terminale Kinase (JNK) und die p38-mitogenaktivierte
Proteinkinase (MAPK) durch Nikotin supprimiert, die fur die post-transkriptionalen
Schritte der TNF-a-Synthese zustéandig sind (142).

Es konnte gezeigt werden, dass a7-nACh-Agonisten neuroprotektiv gegentber der
B-Amyloid (AB)-Toxizitat in experimentellen Modellen des Morbus Alzheimer sind. Der
Morbus Alzheimer ist eine neurodegenerative Erkrankung, die ebenso wie das IPS mit
einer Neuroinflammation einhergeht und bei der es zu einer Reduktion von nACh-
Rezeptoren in krankheitsrelevanten Hirnregionen wie dem cerebralen Kortex und dem
Hippocampus kommt. In-vivo-Studien zeigen, dass der a7-nACh-Rezeptor eine
bedeutende Rolle beim Schutz gegenlber cholinergen Lasionen und der Verbesserung
kognitiver Funktionen spielt (60).

In einem kurzlich erschienenen Artikel beschreiben Liu et al., dass Nikotin als
unselektiver Agonist an nACh-Rezeptoren im akuten MPTP-Mausmodell neuroprotektiv
gegenlber Toxin-induziertem dopaminergen Zellverlust wirkt und die Aktivierung von
Astrozyten und Mikroglia in der SN abschwachen kann, wahrend die Behandlung mit
dem selektiven a7 nACh-Antagonisten Methyllycaconitin diese Effekte aufhebt (92).

1.5.2 a7-nACh-REZEPTOR

Nikotinerge ACh-Rezeptoren sind ligandengesteuerte lonenkanale, die sich als
sogenannte Pentamere aus finf Untereinheiten zusammensetzen. Abhangig von
Struktur und Lokalisation kann ein neuronaler von einem muskuldren Typ unterschie-
den werden (3). Letzterer ist an der neuromuskulédren Endplatte lokalisiert und besteht
aus den Untereinheiten a1, 1, & und y bzw. € im Verhaltnis 2:1:1:1. Neuronale nACh-
Rezeptoren kommen im ZNS und im peripheren Nervensystem vor, werden jedoch
auch von nicht-neuronalen Zellen exprimiert (46). Neuronale nACh-Rezeptoren setzen
sich im Gegensatz zum muskularen Typ lediglich aus a- und B-Untereinheiten
zusammen. Die hohe Anzahl an unterschiedlichen Untereinheiten (neun a- und vier 3-
Untereinheiten) und ihre vielfaltigen Kombinationsmoglichkeiten — als Homo- oder
Heteromere — sorgen fir eine grof3e Auswahl an Rezeptor-Varianten mit jeweils unter-
schiedlichen Funktionen (3, 39). Wahrend heteromere nACh-Rezeptoren zwei

Ligandenbindungsstellen aufweisen, die an der Kontaktflache zwischen einer a- und
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einer B-Untereinheit lokalisiert sind, besitzen homomere nACh-Rezeptoren fiunf
identische Ligandenbindungsstellen (52).

Der a7-nACh-Rezeptor ist einer der am besten charakterisierten neuronalen
nikotinergen ACh-Rezeptoren. Er ist ein homomerer Rezeptor bestehend aus funf a7-
Untereinheiten, die eine zentrale Pore formen. Jede a7-Untereinheit hat eine atomare
Masse von etwa 56 kDa und besteht aus 502 Aminosauren. 22 Aminosauren bilden
das N-terminale Signalpeptid, gefolgt von der extrazellularen Ligandenbindungsstelle
bestehend aus 200 Aminosauren (9, 74). Die Untereinheiten bestehen jeweils aus vier
Transmembrandoméanen (TM1-4), die wiederum je vier a-Helices aufweisen, welche
den lonenkanal bilden. Der a7-nACh-Rezeptor ist besonders permeabel fir Ca?-
lonen (3, 10) und hat so Einfluss auf Ca**-abhéngige Signalwege, zu denen die Phos-
phatidylinositol-3-Kinase (PI3K), die Proteinkinase C (PKC) und die Ca®‘/Calmodulin-
abhangige Proteinkinase Il (CaMKIIl) zahlen (33). Auf diese Weise kbnnen a7-nACh-
Rezeptoren die Neurotransmitter-Freisetzung aus prasynaptischen Nervenendigungen
modulieren und exzitatorische Impulse in postsynaptischen Neuronen induzieren.

Im ZNS ist die a7-Untereinheit mit neuronaler Plastizitat und Zelliberleben
assoziiert (10, 39). Nagetiere weisen die a7-Untereinheit v.a. im Hippocampus, Hypo-
thalamus, Kortex und im dorsalen motorischen Vaguskern auf (52). Im menschlichen
Hirn kann sie im Kortex, im Hippocampus, im Kleinhirn und in den Basalganglien
nachgewiesen werden (52). Die a7-Untereinheit kann auf striatalen dopaminergen
Nervenendigungen nicht gefunden werden, kommt allerdings auf glutamatergen
Nervenendigungen vor, welche den nigrostriatalen Signalweg wiederum beeinflussen
konnen (27).

Wie oben bereits erwahnt, weisen auch nicht-neuronale Zellen neuronale nikotinerge
ACh-Rezeptoren auf. So wird der a7-nACh-Rezeptor auch von Immunzellen wie
Makrophagen und Mikroglia exprimiert und spielt eine essentielle Rolle beim anti-

inflammatorischen Signalweg.

1.5.3 PNU-282987

Das Benzamid PNU-282987 (N-[(3R)-1-azabicyclo[2.2.2]oct-3-yl]-4-chlorobenzamid-
hydrochlorid) ist ein potenter, selektiver Agonist an a7-nACh-Rezeptoren (K; = 27 nM)
(17, 54). In verschiedenen experimentellen Arbeiten hat PNU-282987 tber die Aktivie-
rung des cholinergen anti-inflammatorischen Signalwegs eine anti-inflammatorische
Wirkung gezeigt. Su et al. zeigten, dass PNU-282987 im Mausmodell ein akutes
Lungenversagen abschwachen kann (140). Waldburger et al. wiesen in vitro nach,
dass PNU-282987 die IL-6-Produktion von Fibroblasten-ahnlichen Synoviozyten bei
der rheumatoiden Arthritis dosisabhangig hemmt (148).
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1.5.4 MECAMYLAMIN

Mecamylamin (N,2,3,3-Tetramethylbicyclo[2.2.1]heptan-2-amin) ist ein unspezifischer
nicht-kompetitiver Antagonist an nACh-Rezeptoren. In den 1950er Jahren wurde
Mecamylamin als erstes oral verfigbares Antihypertensivum auf den Markt gebracht,
verlor jedoch in dieser Funktion aufgrund diverser Nebenwirkungen zunehmend an
Bedeutung (5). Es gilt jedoch in der experimentellen Forschung als der am haufigsten
verwendete Inhibitor neuronaler nACh-Rezeptoren, welcher die physiologischen
Effekte von Nikotin hemmt (109).

1.6 MPTP-MAUSMODELL
Das MPTP-Modell ist das am haufigsten verwendete Tiermodell des IPS (8). MPTP ist

ein Neurotoxin und wurde zuféllig 1982 entdeckt. Junge Drogenabhangige aus
Kalifornien entwickelten innerhalb kirzester Zeit Parkinson-dhnliche Symptome,
nachdem sie sich selbst synthetisiertes 1-Methyl-4-phenyl-4-propionoxy-piperidin
(MPPP) gespritzt hatten, welches mit neurotoxischem MPTP kontaminiert war (81). Die
neurotoxischen Effekte scheinen Uber Jahre anzudauern. So konnte bei der neuro-
pathologischen Untersuchung dreier Patienten Jahre nach MPTP-Exposition eine
Ansammlung von Mikroglia um Neurone und ein anhaltender aktiver Zellverlust
nachgewiesen werden (82). In Tierexperimenten wurde gezeigt, dass MPTP sowohl
bei Primaten als auch bei Mausen ein Parkinson-Syndrom auslésen kann. Der Vorteil
gegenlber anderen Toxin-induzierten Parkinson-Tiermodellen ist, dass MPTP selektiv
dopaminerge Neurone der SNpc zerstort und bei Menschen Symptome induziert, die
identisch mit denen des IPS sind (118).

1.6.1 MPTP-METABOLISMUS UND MPTP-VERMITTELTE TOXIZITAT

MPTP selbst ist nicht toxisch. Es ist sehr lipophil und kann die Blut-Hirn-Schranke
schnell Gberwinden. In Gliazellen und serotonergen Neuronen wird es mittels der MAO-
B zu 1-Methyl-4-phenyl-2,3-dihydropyridinium (MPDP") und anschlieBend zu 1-Methyl-
4-phenylpyridinium (MPP*), dem eigentlichen Neurotoxin, oxidiert und in den Extra-
zellularraum gegeben (s. Abbildung 1.8). MPP" ist polar und kann die Blut-Hirn-
Schranke nicht Gberwinden. Es hat eine hohe Affinitat fir den DAT und gelangt Uber
diesen selektiv in dopaminerge Neurone. Dort kann es tber den VMAT?2 in synaptische
Vesikel aufgenommen werden oder verbleibt im Zytoplasma und interagiert mit
verschiedenen Enzymen. Aul3erdem kann es in der mitochondrialen Matrix akkumulie-
ren und zu einer irreversiblen Hemmung des Komplex | der Atmungskette fiihren. In

der Folge kommt es zur Verarmung der Zelle an ATP, zum vermehrten Anfall von ROS
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und schlie3lich zum Absterben der dopaminergen Zelle. Die dopaminergen Neurone
der SNpc sind dabei besonders vulnerabel, wahrend die Neurone des VTA weniger
anfallig erscheinen. Darliber hinaus verursacht MPTP auch im Locus coeruleus einen
Zelluntergang (146). Gleichzeitig 16st MPTP eine Neuroinflammation aus, wie sie auch
beim IPS zu beobachten ist. Es fuhrt zur Aktivierung von Mikroglia und zur
Einwanderung von Lymphozyten (80).
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Abb. 1.8 MPTP-Metabolismus und MPP*-Wirkung

Nach systemischer Applikation tberwindet MPTP die Blut-Hirn-Schranke und wird in Gliazellen und
serotonergen Neuronen (nicht gezeigt) durch die MAO-B zu MPDP" und anschlieRend zu MPP*
oxidiert. MPP" wird in den Extrazellularraum gegeben und iiber den DAT selektiv in dopaminerge
Neurone aufgenommen. Innerhalb der dopaminergen Zelle kann MPP" in der Mitochondrien-Matrix
akkumulieren und Uber eine Hemmung von Komplex | zur Verarmung der Zelle an ATP sowie zur
Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen (letzteres nicht gezeigt) fuhren. MPTP kann auf3erdem im
Zytoplasma mit Proteinen interagieren oder tUber den VMAT2 in synaptische Vesikel aufgenommen
werden. ATP: Adenosintriphosphat; DAT: Dopamin-Transporter; MAO-B: Monoaminoxidase B;
MPDP": 1-Methyl-4-phenyl-2,3-dihydropyridinium; MPP": 1-Methyl-4-phenylpyridinium; MPTP: 1-
Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin; VMAT2: vesikularer Monoamintransporter 2.

Abbildung aus Dauer und Przedborski (36).

1.6.2 VERSCHIEDENE ADMINISTRATIONSMODELLE
Mé&use reagieren besonders empfindlich auf MPTP und werden daher als etabliertes
Nagermodell haufig verwendet (59). Es gibt drei gangige Administrationsmodelle des
MPTP-Mausmodells mit unterschiedlicher Dosierung von MPTP (hier dargestellt fur die
weitverbreitete C57BI/6-Mauslinie; die einzelnen Dosen kdnnen bei unterschiedlichen
Mauslinien variieren).

Beim akuten MPTP-Mausmodell werden innerhalb kirzester Zeit hohe Dosen an

MPTP intraperitoneal (i.p.) verabreicht: 4x 20 mg/kg Kérpergewicht MPTP im Abstand
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von zwei Stunden (71, 136). MPTP induziert in dieser hohen Dosierung einen
ausgepragten, anhaltenden Zellverlust in der SN und eine starke Reduktion der
dopaminergen Innervation des Striatums (70, 79). Aul3erdem ist die Neuroinflammation
in diesem Modell besonders ausgepragt. Neben Mikroglia-, Astrozyten-, und Lympho-
zytenaktivierung (s. Abbildung 1.9) kommt es auch zu einer signifikanten Hoch-
regulation von iINOS und anderen mikroglial vermittelten Neurotoxinen. Die Mikroglia-
Aktivierung findet dabei noch vor dem Untergang dopaminerger Neurone statt und ist
bereits an Tag 2 nach MPTP-Intoxikation maximal ausgepragt (90).

Beim subakuten MPTP-Mausmodell (1x/Tag 30 mg/kg Koérpergewicht MPTP i.p. fur
funf bis zehn Tage (58)) kommt es zwar anfanglich zu dopaminergem Zellverlust und
striatalem Dopaminmangel, nach Ende der Intoxikation sind diese jedoch reversibel
(83, 114). Neuroinflammation bzw. erhdhte striatale IL-1p-Spiegel konnten auch bei
diesem Modell beobachtet werden (13).

Das chronische MPTP-Mausmodell (2x/Woche 25 mg/kg Korpergewicht MPTP
subkutan +250 mg/kg Korpergewicht Probenecid i.p. fir 5 Wochen (83)) ist dem
naturlichen Verlauf des IPS am ahnlichsten. MPTP wird in Kombination mit Probenecid
als Adjuvanz gegeben. Probenecid inhibiert die renale tubulare Sekretion bestimmter
Stoffe, darunter MPTP, und fuhrt zu einem Anstieg der Plasma-Spiegel, indem es die
renale Reabsorption fordert. Zusatzlich hemmt es im ZNS den Transport neuro-
chemischer Stoffe aus dem Plexus choroideus und aus Parenchymzellen ins Plasma
und erhoht so deren Konzentration im ZNS (83). Auch beim chronischen MPTP-
Mausmodell kommt es zum Untergang dopaminerger Neurone und zum Dopamin-
mangel im Striatum. Ob MPTP bei chronischer Applikation ebenfalls eine Neuro-
inflammation auslésen kann, ist in der Literatur widersprichlich: in einigen Studien
konnte eine Mikroglia-Aktivierung nachgewiesen werden (100, 130), in anderen
hingegen nicht (4). Im Gegensatz zum akuten und subakuten Modell flhrt das
chronische Modell zum Auftreten neuronaler Inklusionen, in denen a-Synuclein und
Ubiquitin nachgewiesen werden konnten, und reproduziert eher den progressiven
Verlauf des Morbus Parkinson (83, 100).

Das akute und subakute MPTP-Mausmodell hingegen haben den Vorteil, dass eine
kirzere Behandlungsdauer ausreicht, die neuropathologischen Veranderungen des
Parkinson-Syndroms auszuldsen. Zudem sind sie erprobter und verlasslicher in Bezug
auf die Auslosung einer begleitenden Neuroinflammation als das chronische Modell.
Das akute MPTP-Mausmodell hat im Vergleich zum subakuten Modell den Vorteil,
dass es zu einem anhaltenden, nicht reversiblen Zellverlust in der SNpc und zu einem

striatalen Dopamin-Defizit fuhrt.
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Abb. 1.9 Reaktionen in der SN nach akuter MPTP-Intoxikation

Nach akuter Applikation von MPTP (4x 20 mg/kg Koérpergewicht MPTP i.p. im Abstand von 2
Stunden) kommt es zunéchst zu neuronalem Disstress der dopaminergen Neurone fiir 3 bis 4 Tage
und anschlieBend zum Zelltod. Dieser ist 7 Tage nach MPTP-Applikation weitgehend abgeschlos-
sen. Mikroglia werden bereits 12 bis 24 Stunden nach MPTP-Exposition aktiviert, noch bevor es
zum dopaminergen Zelluntergang kommt. Die Aktivierung der Astrozyten erfolgt erst 3 bis 4 Tage
nach MPTP-Intoxikation gleichzeitig mit dem Beginn des dopaminergen Zellverlusts. Die Infiltration
der T-Lymphozyten ins ZNS beginnt an Tag 2 nach MPTP-Intoxikation und steigt bis Tag 7 stetig
an. MPTP: 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin.

Abbildung modifiziert nach Hirsch und Hunot (64).

1.7 ZIELSETZUNG DIESER ARBEIT

In dieser Arbeit soll die Rolle des cholinergen anti-inflammatorischen Signalwegs in
einem experimentellen Modell des Morbus Parkinson untersucht werden. Hierzu sollen
die Effekte des selektiven a7-nACh-Agonisten PNU-282987, einem direkten Aktivator
des cholinergen anti-inflammatorischen Signalwegs, auf Neuroinflammation und
Neurodegeneration im akuten MPTP-Mausmodell bestimmt werden. Au3erdem sollen
die Effekte des unselektiven nACh-Antagonisten Mecamylamin betrachtet werden. Die

wesentlichen Fragestellungen hierbei sind:

- Kann der selektive a7-nACh-Agonist PNU-282987 uber die Aktivierung des
cholinergen anti-inflammatorischen Signalwegs die MPTP-induzierte Neuroinflam-
mation, insbesondere die Aktivierung von Mikroglia und die Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine, beeinflussen?

- Wirkt PNU-282987 dariber hinaus neuroprotektiv und hat die erwartete Abschwa-
chung der Neuroinflammation einen Effekt auf den dopaminergen Zelluntergang in
der SNpc? Kdnnte PNU-282987 somit einen moglichen Ansatz in der Behandlung
des IPS darstellen?

- Welche Auswirkungen hat im Gegensatz dazu die Gabe des nACh-Antagonisten

Mecamylamin auf Neuroinflammation und Neurodegeneration?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 VERSUCHSAUFBAU

Die Untersuchungen fanden am akuten MPTP-Mausmodell unter der Verwendung von
C57BL/6-Méausen statt. PNU-282987 als selektiver Agonist an a7-nACh-Rezeptoren
sowie Mecamylamin als unspezifischer nACh-Antagonist dienten der Aktivierung bzw.
Inhibierung des cholinergen anti-inflammatorischen  Signalwegs. Die MPTP-
intoxikierten und mit der entsprechenden Substanz behandelten Tiere wurden mit
NaCl 0,9 %-behandelten Kontrolltieren verglichen.

Als Marker der Neuroinflammation an Tag 2 nach MPTP-Intoxikation fungierten die
striatalen Konzentrationen der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1(3, IL-6, TNF-a und
des anti-inflammatorischen IL-10 sowie die Anzahl aktivierter Mikroglia in der SNpc. Zu
diesem Zeitpunkt erwartete man die maximale Auspragung der Mikroglia-Aktivierung
bzw. Neuroinflammation (s. Abbildung 1.9). Die Neurodegeneration an Tag 7 nach
MPTP-Intoxikation wurde anhand der Anzahl dopaminerger Neurone in der SNpc, der
Konzentrationen von Dopamin und seinen Metaboliten HVA und DOPAC im Striatum
sowie anhand des Dopamin-Umsatzes beurteilt. An Tag 7 nhach MPTP-Intoxikation galt
der dopaminerge Zelluntergang als abgeschlossen (64, 71). Darliber hinaus wurden

Rotarod-Verhaltenstests mit den Tieren vor und nach Behandlung durchgefihrt.

2.2 TIERE, TIERHALTUNG UND EINTEILUNG IN BEHANDLUNGSGRUPPEN

Als Versuchstiere dienten 66 mannliche C57BL/6-Mause (Centre d’Elevage René
Janvier, Le Genest St. Isles, F). Dieser Mausestamm ist im MPTP-Mausmodell
besonders empfindlich auf die Schadigung nigrostriataler dopaminerger Neurone (71,
117, 141). Die Tiere waren zum Zeitpunkt der Lieferung sieben Wochen alt und hatten
einen Tag vor MPTP-Intoxikation ein durchschnittliches Korpergewicht von 24,1 g. Sie
wurden in Kunststoffkafigen in Gruppen von je sechs bzw. acht Tieren in pathogen-
freier Umgebung gehalten und hatten freien Zugang zu Futter und Trinkwasser. Der
Tag-Nacht-Rhythmus betrug zwolf Stunden. Bevor mit den Experimenten begonnen
wurde, wurde den Tieren eine Eingewthnungszeit im Tierstall von etwa einer Woche
gewahrt.

Die Tiere wurden in verschiedene Behandlungsgruppen eingeteilt (s. Tabelle 2.1).
Die drei Tiergruppen mit jeweils acht Tieren pro Kafig wurden den MPTP-7d-Gruppen
zugeteilt, da hier eine erhdhte Gefahr fur die Tiere bestand, unter der Behandlung zu
versterben. Die restlichen Tiere wurden den Behandlungsgruppen randomisiert zuge-
wiesen. Der Saline/Saline-Gruppe wurden zusatzliche sechs Tiere fur die Zytokin-

Messungen zugeteilt. Die Behandlungsgruppen wurden anhand rémischer Zahlen, die
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Tiere innerhalb der Gruppe anhand arabischer Zahlen unterschieden. Die Tiere wurden
entsprechend mit einem schwarzen Strichcode am Schwanz markiert. Die Markierung
wurde taglich nachgezeichnet. Die Tiere der MPTP-2d- und der MPTP-7d-Gruppe
erhielten Injektionen von MPTP und stellten somit die Gruppe der erkrankten Tiere dar.
Die MPTP-2d-Tiere wurden an Tag 2, die MPTP-7d-Tiere an Tag 7 nach MPTP-
Intoxikation getotet. Die Saline-Gruppen I, 1l und Il dienten als Kontrollen.
Entsprechend der Gruppenzuteilung erhielten die Tiere die zu testenden Substanzen
(PNU-282987 bzw. Mecamylamin) appliziert.

Die Tierversuche wurden mit Genehmigung des Regierungsprasidiums Giessen
vom 25.03.2011 (V 54 —-19 ¢ 20 15 (1) MR 20/15 Nr. 15/2011) und unter Beachtung

des Tierschutzgesetzes der Bundesrepublik Deutschland durchgefihrt.

Tabelle 2.1 Einteilung in Behandlungsgruppen

Saline MPTP-2d MPTP-7d
Saline I (1-12) IV (1-6) VIl (1-8)
Mecamylamin Il (1-6) V (1-6) VIl (1-8)
PNU-282987 I (1-6) VI (1-6) IX (1-8)

2.3 INTOXIKATION NACH DEM AKUTEN MPTP-MAUSMODELL

Die MPTP-Intoxikation erfolgte nach dem akuten MPTP-Mausmodell (71). Die MPTP-
2d- und MPTP7d-Tiere erhielten innerhalb eines Tages vier Injektionen MPTP-
Hydrochlorid (20 mg/kg Korpergewicht je Injektion) im Abstand von jeweils zwei
Stunden i.p. in den linken Unterbauch. Den Kontrolltieren wurde ein entsprechendes
Volumen NaCl-Losung 0,9 % appliziert (240 pl je Injektion).

Da bereits die Inhalation und der Hautkontakt mit MPTP beim Menschen Symptome
des IPS auslésen kénnen, mussten entsprechende Sicherheitsmalinahmen beim
Umgang mit MPTP getroffen werden, die sich an den Empfehlungen von Przedborski
et al. orientierten (117). Alle Arbeiten mit MPTP wurden in einem eigens daflr einge-
richteten Raum unter dem Abzug und mit geeigneter Schutzkleidung (Schutzanzug,
Atemschutzgerat, Schutzbrille, Handschuhe) durchgefihrt. Die Tiere wurden bis zum
funften Tag nach MPTP-Intoxikation ebenfalls in diesem Raum in einem Wé&rme-
schrank gelagert, da ihre Ausscheidungen in den ersten Tagen nach Intoxikation
MPTP enthalten konnten. AnschlieRend wurden die Tiere in neue Kéafige mit frischem
Streu, Futter und Wasser umgesetzt. Die mit MPTP kontaminierten Kéafige sowie die
Arbeitsflachen wurden mit einem Bleichmittel auf Chlorbasis (Eau de Javel) gereinigt
und desinfiziert. Kontaminierte Verbrauchsmaterialien wurden durch Hochtemperatur-

verbrennung entsorgt.
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2.4 APPLIKATION DER ZU TESTENDEN SUBSTANZEN

Je nach Gruppenzuteilung erhielten die Tiere taglich i. p. Injektionen des a7-nACh-
Agonisten PNU-282987 (3 mg/kg Korpergewicht) bzw. des nACh-Antagonisten
Mecamylamin-Hydrochlorid (1 mg/kg Kdérpergewicht) in den linken Unterbauch. Die
Kontrolltiere erhielten analog dazu ein entsprechendes Volumen NaCl-Losung 0,9 %
(100 pl je Injektion). Die erste Gabe der Substanzen erfolgte einen Tag vor MPTP-
Intoxikation, um die Wahrscheinlichkeit zu erhdhen, trotz der hohen Toxizitat der
gewahlten MPTP-Dosis einen moglichen Effekt der zu testenden Substanzen erzielen
zu konnen. Die letzte Injektion erfolgte einen Tag vor Versuchsende.

2.5 ROTAROD-TEST

Beim Rotarod-Test handelt es sich um einen Verhaltensversuch, bei dem die
motorische Koordination, insbesondere der Vorder- und Hinterlaufe, und das Gleich-
gewicht der Versuchstiere gezielt untersucht werden kdnnen. Der Test ist besonders
sensitiv fir extrapyramidal-motorische Lasionen.

Das Rotarod (Rotarod 3375-4R) war mit einer profilierten Walze (Durchmesser
3 cm) ausgestattet, die um ihre Langsachse rotierte (s. Abbildung 2.1). Trennwénde
unterteilten die Walze, sodass gleichzeitig vier Tiere getestet werden konnten, ohne
dass diese Sichtkontakt zu den Nachbartieren hatten. Die Zeitmessung wurde
individuell fur jedes Tier per Knopfdruck gestartet. Im Boden unterhalb der Walze
befanden sich Kontaktplatichen, die das Hinabfallen der Maus von der Walze
registrierten und die Zeit stoppten. Die Fallhthe betrug 15,8 cm. Das Rotarod war tber
eine Prozesskontrolleinheit mit einem PC verbunden, der die Daten mit Hilfe der TSE-
Rota-Rod V 2.6 Software speicherte.

Getestet wurden die MPTP-7d-Tiere und die Kontrolltiere. Eine Woche vor
Basiswertbestimmung fand ein Testlauf zur Habituation der Tiere statt. Die
Basiswertbestimmung selbst erfolgte vor MPTP-Intoxikation bzw. Beginn der
Behandlungen. Nach MPTP-Intoxikation und erfolgter Behandlung fand einen Tag vor
Abtotung der Tiere eine weitere Testung statt. Die Testlaufe fanden jeweils am
Vormittag statt. Die Walze rotierte mit einer konstanten Geschwindigkeit (sogenanntes
Fixed-speed Rotarod) von 10 Rotationen pro Minute (rpm). Die Tiere wurden nahe der
Schwanzwurzel gefasst, aus dem Kafig gehoben und auf die rotierende Walze gesetzt.
Gemessen wurde die Zeit, die sich das Tier auf der rotierenden Walze halten konnte.
Nach Hinunterfallen von der Walze wurden dem Tier vier weitere Aufsetzversuche
gewahrt. Der Versuch wurde nach insgesamt finf Aufsetzversuchen oder nach

Erreichen der Zielzeit von 120 Sekunden beendet.
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Maus

74 \ £ Trennwand
V

| A

Rotierende Walze

Kontakt Zeitanzeige

Abb. 2.1 Schematische Darstellung des Rotarod
Abbildung modifiziert nach Carter (26).

2.6 PRAPARATION

Die Tiere wurden an Tag 2 bzw. an Tag 7 nach MPTP-Intoxikation durch rasche
zervikale Dislokation und Dekapitation getotet. Die Schadelkalotte wurde von okzipital
in sagittaler Richtung mit einer Schere eréffnet und zu beiden Seiten aufgeklappt. Die
Dura mater wurde vorsichtig abprapariert und das Hirn enthommen. Das Hirn wurde
anschlieRend auf Eis und Filterpapier prapariert. Das linke Frontalhirn wurde abge-
trennt, das linke Striatum vorsichtig separiert und — je nach Gruppenzugehdérigkeit der
Tiere — bei -80 °C bis zur Zytokin-Bestimmung gelagert oder fir die spatere Durchfiih-
rung der Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) vorbereitet. Dazu wurden
die Striata in Tubes gegeben und ihr Gewicht bestimmt. AnschlieBend wurden in jedes
Tube 250 pl gekuhlte Perchlorsaure gegeben, um eine Oxidation der Katecholamine zu
verhindern, und die Tubes bei -80 °C eingefroren. Der restliche Teil der Hirne wurde
mit 4-prozentigem Paraformaldehyd (PFA) flr 2 Tage bei +4 °C auf einer Schuttelplatte
postfixiert und zum Entwassern in 30 % Sucrose in phosphatgepufferter Kochsalz-

[6sung (PBS) umgebettet.

Verwendete Losungen und deren Herstellung:

PFA 4%: 30% Sucrose in PBS:

PFA 409 Sucrose 300 g
Mill-Q ddH,0 1000 m PBS 1000 mi
NaOH g.s.adpH7
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2.7 ELISA

Bei einem Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) handelt es sich um ein
proteinchemisches Verfahren, bei dem mit Hilfe einer enzymatischen Farbreaktion ein
Antigen-Antikdrper-Komplex nachgewiesen werden kann. Bei den verwendeten
ELISAs handelt es sich um Sandwich-ELISAs, bei denen zwei Antikorper dazu dienen,
das gesuchte Antigen zu detektieren (s. Abbildung 2.2). Der erste Antikorper stellt den
Capture-Antikorper dar, der an eine Mikrotiterplatte gebunden ist. Nach Zugabe der
Probe bindet dieser Antikérper an die in der Probe befindlichen Antigene. Der zweite
Antikorper, der biotinylierte Detektions-Antikorper, bindet ebenfalls an das Antigen. So
entsteht ein Antikdrper-Antigen-Antikorper-Komplex (,Sandwich®). Die Meerrettich-
Peroxidase (HRP) bindet an den Detektions-Antikorper, indem das an die HRP
gekoppelte Streptavidin mit dem Biotin des Detektions-Antikorpers eine kovalente
Bindung eingeht. Die HRP katalysiert die Umsetzung eines Farbsubstrats. Die
Absorption des entstandenen Farbstoffes kann mit Hilfe eines Photometers bestimmt

werden und ist proportional zur Konzentration des gesuchten Antigens.

Streptavidin-HRP

Detektions-Antikérper . /
(biotinyliert) > D{‘MB

Ve

Capture-Antikdrper

Abb. 2.2 Prinzip des Sandwich-ELISAs

Das Antigen wird vom Capture- und vom Detektions-Antikérper gebunden (,Sandwich®). Die Uber
eine Avidin-Biotin-Bindung an den Detektions-Antikbrper gebundene Meerrettich-Peroxidase (HRP)
katalysiert die Umsetzung des Farbsubstrats Tetramethylbenzidin (TMB) von blau nach gelb. Die
gemessene Absorption ist proportional zur Konzentration des gesuchten Antigens.

Abbildung modifiziert nach R&D Systems (121).

Auf diese Weise wurden die Zytokine IL-1B, IL-6, IL-10 und TNF-a im Hirnlysat
nachgewiesen. Verwendet wurden die linken Striata der MPTP-2d-Tiere. Als Kontrollen
dienten die Striata der zusatzlichen sechs Tiere der Saline/Saline-Gruppe, da die
linken Striata der Ubrigen Kontrolltiere im weiteren Verlauf fur die HPLC verwendet

wurden.
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2.7.1 GEWEBEHOMOGENISIERUNG

Das zu untersuchende Hirngewebe musste zur Durchfihrung der ELISAs zunéchst
homogenisiert werden. Die Striata der zu untersuchenden Tiere wurden jeweils in
1,5 ml Eppendorf Protein LoBind Tubes gegeben und je Tube 440 ul einer Lésung aus
Lysispuffer T-Per und Proteaseinhibitor hinzugefligt. Mit Moérser und Pistill wurde das
Gewebe anschlielend mechanisch homogenisiert. Nach 10 Minuten Inkubation und
5 Minuten Zentrifugieren bei +4 °C und 10.000 g (Biofuge Stratos) wurde der Uber-
stand mit Hilfe einer Pipette abgenommen und in neue 0,5 ml Eppendorf Protein
LoBind Tubes gegeben. Mit dem NanoDrop wurde die Proteinkonzentration der einzel-
nen Hirnlysate ermittelt. Als Leerwert wurde die Proteinkonzentration in der Losung aus
T-Per und Proteaseinhibitor bestimmt. Das Hirnlysat des Tieres V.2 wies mit
2,76 ug/ul die geringste Proteinkonzentration auf. Alle anderen Proben wurden auf
diese Konzentration verdinnt. Jeweils 100 pl der auf 2,76 pg/pl verdiinnten Hirnlysate
(entsprechend 276 ug) wurden pro ELISA und pro Tier eingesetzt.

Verwendeter Lysispuffer + Proteaseinhibitor:
Eine Tablette Complete Protease Inhibitor Cocktail wurde in 500 pl Milli-Q ddH,O

gel6st. 150 pl dieser Losung wurden mit 15 ml T-Per gemischt.

2.7.2 DURCHFUHRUNG DER ELISAS

In jedes Well einer 96 Well-Mikrotiterplatte wurden 100 pl Capture-Antikdrper (gelést in
PBS) gegeben und Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Um ungebundene Anti-
gene zu entfernen, wurde die Mikrotiterplatte dann mit 400 ul Waschpuffer pro Well ge-
waschen. Der Waschvorgang wurde zweimal wiederholt. Zum Schluss wurde der
Waschpuffer vollstandig entfernt und die Mikrotiterplatte gut abgeklopft. Durch an-
schlielende Zugabe von 300 pl Blockpuffer in jedes Well und nach einstiindiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurden freie Bindungsstellen gesittigt und
unspezifische Bindungen verhindert. AnschlieRend wurde die Mikrotiterplatte erneut
gewaschen.

Zur spateren Quantifizierung der Ergebnisse wurden fir jeden ELISA zwei serielle
Verdiuinnungsreihen des entsprechenden Standards angelegt. Der Standard wurde in
Reagent Diluent fir mindestens 15 Minuten geldst und anschlieend auf eine Kon-
zentration von 2000 pg/ml verdinnt. Durch weiteres Verdinnen mit Reagent Diluent
entstand eine Verdinnungsreihe mit Konzentrationen von 1000 pg/ml, 500 pg/mg,
250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml bis 31,25 pg/ml.

Die Mikrotiterplatten wurden mit jeweils 100 ul der auf 2,76 pg/ul verdinnten Hirn-

lysate bzw. mit 100 pl des in Reagent Diluent gelésten Standards der Verdinnungs-
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reihe Uber 2 Stunden bei Raumtemperatur und dicht verschlossen inkubiert. 2 Wells
wurden zur Bestimmung des Leerwerts nicht befillt. Die Verdinnungsreihe des
Standards wurde als Doppelbestimmung durchgefihrt. Nach dem Waschen wurden in
jedes Well 100 pl des Detektions-Antikdrpers (gelost in Reagent Diluent) gegeben und
fur 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wurde die Mikrotiterplatte
erneut gewaschen, in jedes Well 100 pl Streptavidin-HRP 0,5 % gegeben, mit Alufolie
lichtgeschitzt abgedeckt und bei Raumtemperatur fir 20 Minuten inkubiert. Danach
wurde die Mikrotiterplatte gewaschen und mit 100 ul Substratlésung fur 20 Minuten bei
Raumtemperatur und lichtgeschutzt inkubiert. AnschlieRend wurden in jedes Well 50 pl
Stopplésung gegeben. Direkt im Anschluss wurde die Absorption jedes Wells im
Microplate Reader bei 450 nm gegen einen Referenzwert von 570 nm bestimmt. Es
erfolgte eine Wellenlangenkorrektur, indem die Differenz der bei diesen beiden Wellen-
langen gemessenen Werte gebildet wurde. Die Messwerte der Doppelbestimmungen
von Leerwert und Verdinnungsreihe des Standards wurden gemittelt. Die gemittelten
Leerwerte wurden von jedem Messwert subtrahiert. Mit Hilfe der Standardmesswerte
wurde eine Standardkurve erstellt. Anhand der Absorptionswerte der Standardkurve
wurden die Zytokin-Konzentrationen der einzelnen Hirnlysate mit Hilfe der i-control
Microplate Reader Software errechnet.

Folgende Puffer, Antikbrper und Losungen wurden verwendet:

IL-1B-ELISA

Blockpuffer: SuperBlock Blocking Buffer in Tris-gepufferter Kochsalzlosung
(TBS)

Capture-Antikorper:  Rat Anti-Mouse IL-18 (0,4 pg/ml)

Detektions-Antikorper: Biotinylated Goat Anti-Mouse IL-18 (600 ng/ml)

Standard: Recombinant Mouse IL-1B (720 ng/ml; davon 1,39 pl
+ 500 ul Reagent Diluent ergeben 2000 pg/ml)

IL-6-ELISA

Blockpuffer: Reagent Diluent

Capture-Antikorper:  Rat Anti-Mouse IL-6 (2 pg/ml)

Detektions-Antikorper: Biotinylated Goat Anti-Mouse IL-6 (200 ng/ml)

Standard: Recombinant Mouse IL-6 (140 ng/ml; davon 5,56 pl
+ 500 pl Reagent Diluent ergeben 2000 pg/ml)
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TNF-a-ELISA

Blockpuffer: Reagent Diluent

Capture-Antikorper:  Goat Anti-Mouse TNF-a (0,8 pg/ml)

Detektions-Antikorper: Biotinylated Goat Anti-Mouse TNF-a (200 ng/ml)

Standard: Recombinant Mouse TNF-a (100 ng/ml; davon 1,79 pl
+ 500 pl Reagent Diluent ergeben 2000 pg/ml)

IL-10-ELISA

Blockpuffer: Reagent Diluent

Capture-Antikorper:  Rat Anti-Mouse IL-10 (4 pg/ml)

Detektions-Antikorper: Biotinylated Goat Anti-Mouse IL-10 (400 ng/ml)

Standard: Recombinant Mouse IL-10 (100 ng/ml; davon 10 pl
+ 500 ul Reagent Diluent ergeben 2000 pg/ml)

Waschpuffer: 0,05 % Tween 20 in PBS,pH 7,2-7,4
PBS 10x 200 ml

Ampuwa 1800 ml

Sterile Filtration

Tween 20 1000 pl

Reagent Diluent: 0,1 % Bovines Serumalbumin (BSA) + 0,05 % Tween 20 in TBS,

pH 7,2-7,4

BSA 25 pl
Tween 20 12,5 ul
TBS 24,96 ml

Streptavidin-HRP 0,5 %:
Streptavidin-HRP 50 ul
Reagent Diluent 9950 pl

Substratlésung: Tetramethylbenzidin (TMB)

Stopp-LBsung: Schwefelsédure (2 N H,SO,)
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2.8 |IMMUNHISTOCHEMISCHE VERFAHREN

Mittels Immunhistochemie (IHC) lassen sich antigene Komponenten in Gewebe-
schnitten mit Hilfe spezifischer Antikérper mikroskopisch darstellen. Die Gewebe-
schnitte wurden als sogenannte ,free floating sections® gefarbt, das heif3t, sie waren
noch nicht auf Objekttrager aufgezogen, sondern schwammen frei in den jeweiligen
Losungen. Erst nach der IHC wurden die Schnitte auf Objekttrager aufgezogen. Die
immunhistochemische Farbung erfolgte nach der Avidin-Biotin-Methode (s. Abbil-
dung 2.3). Bei dieser Methode bindet der Primar-Antikorper das Antigen und wird
zudem selbst von einem biotinylierten Sekundar-Antikdrper gebunden. Biotin bindet mit
hoher Affinitat an einen Avidin-Biotin-Enzymkomplex, dessen Enzym, eine Peroxidase,
bei Zugabe des farblosen Substrats 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB) dieses zu einem

braunen Polymer polymerisiert.

A 4 Avidin-
® * T
Sekundar- '",'_‘._// Biotin-
Antikorper - x— Enzymkomplex
(biotinyliert) "
/)k\ Primér-Antikérper

Antigen

Abb. 2.3 Avidin-Biotin-Methode

Das Antigen wird zundchst vom Primar-Antikdrper und dieser anschlieend vom Sekundar-Antikdrper
gebunden. An den Sekundéar-Antikdrper bindet Uber eine Avidin-Biotin-Bindung ein Enzymkomplex,
dessen Peroxidase eine Farbreaktion katalysiert (umgesetztes Substrat nicht gezeigt).

2.8.1 KRYOKONSERVIERUNG
Die PFA-fixierten Hirne wurden in -30 °C kaltem Isopropanol fiir eine Minute kryo-
konserviert. Anschliel3end wurden sie bis zur Herstellung der Gewebsschnitte bei einer

Temperatur von -80 °C gelagert.

2.8.2 HERSTELLUNG VON GEWEBESCHNITTEN

Die Schnitte von Striatum und SN der kryokonservierten Hirne wurden an einem
Kryostat angefertigt. Die Kihlkammertemperatur des Kryostats betrug -24 °C. Die
Hirne wurden mit Kryoeinbettmedium (Tissue Tek O.C.T. Compound) auf der Objekt-
platte fixiert. Diese wurde dann in den Objektkopf eingesetzt und die linke Seite des
Hirns, bei der Frontalhirn und Striatum fehlten, mit einer Nadel markiert. Mit dem

Rotationsmikrotom wurden 20 um dicke koronare Schnitte gefertigt. Pro Tier und pro
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Region standen jeweils 10 Rohrchen mit 0,02 % Natriumazid in PBS bereit, in die
nacheinander jeweils ein Schnitt gegeben wurde. Der 11. Schnitt gelangte wieder ins
erste Rohrchen usw. Es entstanden jeweils 10 Schnittserien der SN mit je 16 bis 19
Schnitten bzw. des Striatums mit je 9 bis 14 Schnitten und mit einem Abstand von
200 pm zueinander.

Verwendete Losung und ihre Herstellung:

0,02 % Natriumazid in PBS:
Natriumazid 1,2 ml
PBS 6000 ml

2.8.3 IMMUNHISTOCHEMISCHER NACHWEIS VON IBA-1-POSITIVEN MIKROGLIA
Mit dem immunhistochemischen Nachweis des lonized calcium binding adaptor
molecule 1 (Iba-1) lassen sich Mikroglia im mikroskopischen Bild darstellen. Iba-1 ist im
ZNS ein spezifisches Enzym der Mikroglia und wird bei Mikroglia-Aktivierung vermehrt
exprimiert. Die Iba-1-IHC wurde mit den SN-Schnitte der Saline- und MPTP-2d-Tiere
durchgefihrt.

Von jedem Tier wurden die Schnitte einer Schnittserie in eine Vertiefung einer
6 Well Mikrotiterplatte gegeben und in 0,1 M PBS gewaschen. Nach Inkubation mit
Peroxidase-Blocklbsung fir 7 Minuten und zweimaligem Waschen mit Waschpuffer
wurden unspezifische Reaktionen durch einstiindige Inkubation mit Blocklésung
blockiert. Die Inkubation mit dem priméaren Antikérper Rabbit Anti-lba-1 erfolgte tber 2
Tage bei +4 °C. Nach zweimaligem Waschen in 0,1 M PBS wurde der biotinylierte
Sekundar-Antikdrper Goat Anti-Rabbit IgG fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur zu den
Schnitten gegeben. Im Anschluss wurde zweimal in 0,1 M PBS gewaschen. Die
Amplifikation der Reaktion erfolgte durch Inkubation mit Avidin und Biotin fir
60 Minuten. Nach einmaligem Waschen mit Waschpuffer diente DAB als Chromogen
(Inkubation tber 5 Minuten). Bis zum Aufziehen auf Objekttrager wurden die geféarbten
Schnitte in NaCl-Losung 0,9% auf dem Schittler gelagert. Die Schnitte wurden in
anatomischer Reihenfolge auf beschichtete Objekttrager aufgezogen, in aufsteigender
Alkoholreihe (30 %, 70 %, 2 x 96 %, 2 x 100 %) und Xylol entwassert und mit Entellan

eingedeckelt.
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Verwendete Losungen und Antikorper:

Waschpuffer: PBS 0,1 M

Peroxidase-Blockldsung:
PBS 0,1 M

Methanol

H,0,

Blocklésung:
PBS 0,1 M

Normal Goat Serum
BSA

Triton

1. Antikdrper:
Rabbit Anti-Iba-1

Blocklosung

2. Antikorper:
Biotinylated Goat Anti-Rabbit

Blocklosung

Avidin-Biotin-Ldsung:
Avidin

Biotin

PBS 0,1 M

Substrat-L6sung:

Geldstes DAB (1 Flasche/50 ml Ampuwa)

PBS 0,2 M
H,0, 30 %

Inkubationszeit: 7 min
77 mi

20 ml

3ml

Inkubationszeit: 60 min
50 ml

2000 pl

0,549

0,29

Inkubationszeit: 48 h (+4 °C)
8 ul
7992 ul

Inkubationszeit: 60 min
40 Wl
9960 ul

Inkubationszeit: 60 min
160 pl
160 pl
20 ml

Inkubationszeit: 5 min
25 ml

25 ml

8 ul

Die histologische Auswertung und Auszahlung der Iba-1-positiven Mikroglia erfolgte
am Nikon Eclipse 80i-Mikroskop mit Hilfe der Software NIS Elements BR. Pro Tier
wurden funf durch die SNpc ziehende Schnitte ausgezahlt. Dazu wurden die Schnitte
zunéachst in der 1,25- und 4-fachen VergréRerung betrachtet und die SNpc-Region be-

stimmt. Von den finf ausgewahlten Schnitten pro Tier wurden in 10-facher VergrofR3e-
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rung digitale Bildaufnahmen der SN-Region mit der DS-2M-Digitalkamera erstellt. Die
Nikon Imaging Software erlaubte das Zahlen der Mikroglia und die Ubertragung der

Daten in eine Excel-Tabelle zur weiteren Auswertung.

2.8.4 IMMUNHISTOCHEMISCHER NACHWEIS DER TH-POSITIVEN NEURONE

Eine Mdglichkeit, dopaminerge Neurone mikroskopisch darzustellen, ist der immun-
histochemische Nachweis der TH. Im Gehirn ist dieses Enzym spezifisch flr dopami-
nerge Neurone. Fir die TH-IHC wurden Hirnschnitte der SN von den Saline- und
MPTP-7d-Tieren verwendet.

Von jedem Tier wurden die Schnitte einer Schnittserie in eine Vertiefung einer
6-Well Mikrotiterplatte gegeben und in 0,1 M PBS gewaschen. Nach Inkubation mit
Peroxidase-Blockl6sung fiir 5 Minuten und Waschen mit Waschpuffer wurden unspezi-
fische Reaktionen durch Inkubation mit Blocklésung fur 30 Minuten unterbunden. Nach
Waschen in 0,1 M PBS wurden die Schnitte mit dem primaren Antikdrper Rabbit Anti-
TH Uber Nacht bei +4 °C inkubiert. Nach erneutem Waschen in 0,1 M PBS wurde der
biotinylierte Sekundar-Antikdrper Goat Anti-Rabbit 1gG fur 40 Minuten zu den Schnitten
gegeben. Im Anschluss wurden die Schnitte in 0,1 M PBS gewaschen. Die Ampli-
fikation der Reaktion erfolgte durch Inkubation mit Avidin und Biotin fir 60 Minuten.
Nach Waschen mit Waschpuffer erfolgte die Inkubation mit dem Chromogen DAB fur 5
Minuten. Bis zum Aufziehen auf Objekttrager wurden die gefarbten Schnitte in NaCl-
Ldsung 0,9% auf dem Schdttler gelagert. Die Schnitte wurden in anatomischer Reihen-
folge auf beschichtete Objekttrager aufgezogen, in aufsteigender Alkoholreihe (30 %,
70 %, 2x 96 %, 2x 100 %) und Xylol entwassert und mit Entellan eingedeckelt.

Verwendete Losungen und Antikérper:

Waschpuffer: PBS 0,1 M

Peroxidase-Blockldsung: Inkubationszeit: 5 min
PBS 0,1 M 77 ml

Methanol 20 ml

H>0, 3mil

Blocklésung: Inkubationszeit: 30 min
PBS 0,1 M 100 ml

BSA 49
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1. Antikdrper: Inkubation tber Nacht (+4 °C)
Rabbit Anti-TH 100 pl

Thimerosal 0,02 % gel6st in PBS 0,1 M 100 ml

Triton 10 pl

2. Antikorper: Inkubationszeit: 40 min
Biotinylated Goat Anti-Rabbit 80 ul

PBS 0,1 M 20 ml
Avidin-Biotin-L6sung: Inkubationszeit: 60 min
Avidin 160 pl

Biotin 160 pl

PBS 0,1 M 20 ml

Substrat-L&sung: Inkubationszeit: 5 min
Gelostes DAB (1 Flasche/50 ml Ampuwa) 25 ml

PBS 0,2 M 25 ml

H,O, 30 % 8 ul

Die histologische Auswertung der TH-IHC erfolgte mit dem System Computer Assisted
Stereological Toolbox (CAST; Visiopharm Integrator System). Das optische Bild des
Olympus BX51-Mikroskops wurde in 1,25-facher VergroRerung von der Olympus
DP72-Kamera digitalisiert. Mit Hilfe der Software wurde das Hirnareal zur Auszahlung,
die SNpc, in jedem Schnitt mit einer Markierungslinie umrandet. In jedem markierten
Areal wurden in 40-facher VergroRerung alle TH-positiven Zellen der SNpc gezahlt.
Dazu wurde das Areal vom System in kleine Rechtecke (Samples) unterteilt, welche
dann einzeln auf dem Bildschirm zur Auszahlung erschienen. Das Zahlen erfolgte per
Mausklick und Markierung jeder einzelnen Zelle. Es wurden lediglich die TH-positiven
Zellen der SNpc gezadhlt und nicht des VTA, welches medial der SNpc liegt (s.
Abbildung 2.4). Zur Orientierung dienten der Hirnatlas von Paxinos und Franklin (,The
Mouse Brain in Stereotaxis Coordinates®) (113) sowie anatomische Orientierungs-
punkte wie der Fasciculus retroflexus (Meynert-Bindel) und der mediale Lemniscus.

Pro Tier wurden so im Durchschnitt 9,5 Schnitte ausgezahilt.
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Abb. 2.4 Histologische Auswertung TH-positiver Zellen der SNpc

Mikrofotografien der Substantia nigra pars compacta (SNpc) mit TH-positiven Neuronen im
Koronarschnitt. Das linke Bild zeigt einen Schnitt durch die SNpc auf HOhe des Fasciculus
retroflexus (FR; Meynert-Bindel). Das rechte Bild zeigt einen weiter okzipital gelegenen Schnitt,
der den medialen Lemniscus (ML), eine aufgelockerte Struktur, die die SNpc vom ventralen
tegmentalen Areal (VTA) trennt, darstellt. Lateral zur SNpc befindet sich die Substantia nigra pars
reticularis (SNpr). VergroBerung: 4x; Maf3stabsleiste: 200 pm.

29 HPLC

Der Neurotransmitter Dopamin sowie seine Metaboliten HVA und DOPAC lassen sich
mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) und elektrochemischer
Detektion nachweisen. Hierbei handelt es sich um eine physikalische Methode, bei der
eine Stofftrennung durch Verteilung zwischen einer stationdren und einer mobilen
Phase erfolgt. Durchgefuhrt wurde die HPLC als Umkehrphase-Chromatographie
sowie unter isokratischen Bedingungen. Dies bedeutet, dass die mobile Phase polarer
als die stationare Phase war und ihre Zusammensetzung — anders als bei der
Gradiententrennung — wéahrend der gesamten Zeit konstant blieb.

Die bei -80 °C gelagerten Striata wurden zundchst fur einige Minuten auf Eis
gelagert, um die Temperatur zu erhdhen. Anschlielend wurden sie fur jeweils
10 Sekunden mit dem Sonifier homogenisiert. Nach 15 Minuten Ruhenlassen auf Eis
wurden die Tubes 20 Minuten lang bei +4 °C zentrifugiert (13000 g). Anschliel3end
wurde der Uberstand abgenommen und durch eine Polyester-Membran mit 74 um
Maschenweite filtriert. Jeweils 20 pl Uberstand wurden durch den Autosampler
GINA 50 bei +4 °C injiziert und mittels der mobilen Phase bei einer Flussgeschwindig-
keit von 0,5 ml/min und einem Druck von 125 bar mit Hilfe der M 300 Pumpe Uber die
stationdre Phase transportiert. Das Signal wurde elektrochemisch mit dem Detektor
BAS LC 4B ermittelt. Die Gehaltsbestimmung der jeweiligen Substanz erfolgte Uber
eine externe 7-Punkt-Kalibrierung aus der Flache unter dem Peak mit Hilfe der
Software Chromeleon 6.20. Vor jeder Messreihe fand eine Kalibrierung mit je 20 pl
Eichlésung (Dopamin, DOPAC bzw. HVA) der entsprechenden Konzentrationen statt.
Das Detektionsminimum betrug 5 x 10™° mol/l. Die Analyse dauerte 20 Minuten.
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Mobile Phase:
Oktansulfonsaure (Natriumsalz) 0,14 ¢
Na,-Ethylendiamintetraacetat (Na,EDTA) 0,149

Triethylamin 6 ml

Hs;PO, g.s.adpH 2,8
Acetonitril 35 ml

Milli-Q ddH,O g.s.ad 1l

Stationdre Phase:
Vertex 125 x 3 mm mit Vorsaule 5 x 3 mm, Nucleosil 120-3 C18

Eigenschaften des Detektors BAS LC 4B:

Arbeitselektrode: Glassy Carbon

Referenzelektrode: Ag/AgCI
Detektorempfindlichkeit: 1 nA/V
Oxidationspotential: 750 mV
Temperatur der Messzelle: +22 °C
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2.10 MATERIAL

Es werden die jeweiligen Hersteller und falls verfiigbar die CAS-Nummer bereitgestellt.

2.10.1 APPLIZIERTE SUBSTANZEN

Isotone NaCl-Ldsung 0,9 %
Mecamylamin-Hydrochlorid
MPTP-Hydrochlorid
PNU-282987

2.10.2 CHEMIKALIEN

3,3"-Diaminobenzidin (DAB)

Acetonitril

Ampuwa

Avidin/Biotin Blocking Kit

Bovines Serumalbumin (BSA)

Complete Protease Inhibitor
Cocktail Tablet

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dinatriumhydrogenphosphat
(Na;HPO,; wasserfrei)

Eau de Javel Bleichmittel

Entellan® Neu

Ethanol absolut

Isopropanol

Isotone NaCl-Lésung 0,9 %

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumdihydrogenphosphat
(KH2POy,)

Leica Cryofect

Methanol

Milli-Q ddH,O

Na,-Ethylendiamintetraacetat
(Na,EDTA)

Natriumazid = 99 %, p.a.

Natriumchlorid (NaCl)

Natronlauge (NaOH; 1 M)

Normal Goat Serum

Berlin Chemie AG, Berlin
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe

Fresenius Kabi, Bad Homburg v.d.H.

Vector, Burlingame, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roche Diagnostics, Mannheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe

Floreal Haagen, Saarbriicken
Merck, Darmstadt

J.T. Baker, Deventer, NL
Merck, Darmstadt

Berlin Chemie AG, Berlin
Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Leica Microsystems, Nussloch
Sigma-Aldrich, Steinheim
Eigene Herstellung

Sigma-Aldrich, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
AppliChem, Darmstadt
Vector, Burlingame, USA

7647-14-5
826-39-1
28289-54-5
123464-89-1

868272-85-9
75-05-8
7732-18-5

9048-46-8

67-68-5
7558-79-4

64-17-5
67-63-0
7647-14-5
7447-40-7
7778-77-0

67-56-1
7732-18-5

26628-22-8
7647-14-5
1310-73-2
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Octansulfonsaure (Natriumsalz) Sigma-Aldrich, Steinheim 5324-84-5
Paraformaldehyd (PFA) Carl Roth, Karlsruhe, D 30525-89-4
Perchlorséure Merck, Darmstadt 7601-90-3
Phosphorséaure (HzPO,) Carl-Roth, Karlsruhe 7664-38-2
Salzsdure (HCI) rauchend 37 % Carl Roth, Karlsruhe 7647-01-0
Schwefelsdure (2N H,SOy,) Carl Roth, Karlsruhe 7664-93-9
Sucrose Sigma-Aldrich, Steinheim 57-50-1
SuperBlock Blocking Buffer Pierce Biotechnology, Rockford, USA -
Thimerosal Fluka, Sigma-Aldrick, Steinheim 54-64-8
Tissue Tek O.C.T. Compound Sakura Finetek, Staufen -
Tetramethylbenzidin (TMB) Calbiochem, Merck, Darmstadt 54827-17-7
T-Per Pierce Biotechnology, Rockford, USA -
Triethylamin Sigma-Aldrich, Steinheim 121-44-8
Triton Carl Roth, Karlsruhe 9002-93-1
Trizma® Base Sigma-Aldrich, Steinheim 77-86-1
Tween 20 Carl Roth, Karlsruhe 9005-64-5
Wasserstoffperoxid (H,0;) 30 % Merck, Darmstadt 7722-84-1
Xylol J.T. Baker, Deventer, NL 1330-20-7

2.10.3 PUFFER
Phosphat-gepufferte Kochsalzldsung (PBS): Stammldsung 10x

NacCl 800 g

KCI 20 g
Na,HPO, (wasserfrei) 144 g
KH,PO, 24 ¢

Milli-Q ddH,O g.s.ad 10|
NaOH g.s.ad pH 7,4

Fur den Gebrauch wurde die Stammldsung 1:10 mit Milli-Q ddH,O verdinnt.

Tris-gepufferte Kochsalzldsung (TBS):

Trizma® Base 2,429

NaCl 8,76 g

Milli-Q ddH,O g.s. ad 1000 ml
HCI g.s.adpH 7,6
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2.10.4 ANTIKORPER UND KITS

Duo Set ELISA Development System R&D Systems, Minneapolis, USA

Mouse IL-1B/IL-1F2 (DY 402)

Capture-Antikorper: Rat Anti-Mouse IL-13 (Part 840134)
Detektions-Antikorper: Biotinylated Goat Anti-Mouse IL-1B (Part 840135)
Standard: Recombinant Mouse IL-13 (Part 840136)

Streptavidin-HRP (Part 890803)

Mouse IL-6 (DY 406)

Capture-Antikorper: Rat Anti-Mouse IL-6 (Part 840171)
Detektions-Antikorper: Biotinylated Goat Anti-Mouse IL-6 (Part 840172)
Standard: Recombinant Mouse IL-6 (Part 840173)

Streptavidin-HRP (Part 890803)

Mouse TNF-a (DY410)

Capture-Antikorper: Rat Anti-Mouse TNF-a (Part 840143)
Detektions-Antikorper: Biotinylated Goat Anti-Mouse TNF-a (Part 840144)
Standard: Recombinant Mouse TNF-a (Part 840145)

Streptavidin-HRP (Part 890803)

Mouse IL-10 (DY417)

Capture-Antikorper: Rat Anti-Mouse IL-10 (Part 840125)
Detektions-Antikorper: Biotinylated Goat Anti-Mouse IL-10 (Part 840126)
Standard: Recombinant Mouse IL-10 (Part 840127)

Streptavidin-HRP (Part 890803)

Biotinylated Goat Anti-Rabbit IgG Vector Laboratories, Peterborough, UK
Rabbit Anti-lba-1 Wako Chemicals, Neuss
Rabbit Anti-TH Peel Freez Biologicals, Rogers, USA

2.10.5 REFERENZSUBSTANZEN FUR HPLC-EICHLOSUNGEN

3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (DOPAC) Sigma-Aldrich, Steinheim 102-32-9
Dopamin (DA) Sigma-Aldrich, Steinheim 51-61-6
Homovanillinsdure (HVA) Sigma-Aldrich, Steinheim 306-08-1
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2.10.6 VERBRAUCHSMATERIALIEN
1,5 ml Micro-Tubes
5 ml R6hren 75 x 12 mm PS mit Stopfen
6 Well Microplatten
Deckglaser 24 x 60 mm
Einmalskalpell
Eppendorf Protein LoBind Tubes (0,5 + 1,5 ml)
Filterpapier
Fine-Ject Einmalkanilen 0,9 x 40 mm
Glaspipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml
HSW Norm-Ject ® Einmalspritzen 1 ml TBC
IWAKI ELISA-Microplatten 96 Well
Netwell Inserts 24 mm Polystyren,
74 uym Maschenweite Polyester-Membran
Objekttrager SuperFrost® Plus
Parafilm M Laboratory Film

Pasteur-Pipetten Glas 230 mm ungestopft
Pipettenspitzen 46 mm, 53 mm, 71 mm
Praparateglaser mit Gewinde, 15 ml,

45 x 27 mm

2.10.7 GERATE
Accu-Jet pro
BAS LC 4B Detektor

Biofuge Stratos Highspeed Table Top Zentrifuge
Biotrak Il Plate Washer
Branson Sonifier Cell Disruptor B15
Dell Precision T3400 PC
Digitales pH-Meter pH525
DS-2M Digitalkamera
Eppendorf Research Pipetten
0,5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 100-1000 il
Esprimo PC
GINA 50 Autosampler
Infinite 200 Microplate Reader

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Menzel-Glaser, Braunschweig
B. Braun, Melsungen
Eppendorf, Hamburg

Whatman, Dassel

Henke Sass Wolf, Tuttlingen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Henke Sass Wolf, Tuttlingen
Iwaki, Tokio, J

VWR International, Darmstadt

Menzel-Glaser, Braunschweig

Pechiney Plastic Packaging,
Chicago, USA

VWR International, Darmstadt

Eppendorf, Hamburg

Kobe, Marburg

Brand, Wertheim
Bioanalytical Systems,

West Lafayette, USA
Heraeus Instruments, Osterode
Amersham Biosciences, Freiburg
Heinemann, Schwabisch-Gmund
Dell, Round Rock, USA
WTW, Weilheim
Nikon, Tokio, J
Eppendorf, Hamburg

Fujitsu Siemens, Minchen
Gynkotek, Germering

Tecan, Crailsheim
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Leica CM1850 Kryostat

M 300 Pumpe

MAC 6000 Systems

Milli-Q Wasseraufbereitungssystem
Morser und Pistill

MXX-2001 Waage

NanoDrop 1000 Spectrophotometer

Nikon Eclipse 80i

Olympus BX51 Mikroskop

Olympus DP72 Kamera

Pipetus Pipettierhilfe

Process control unit Rotarod 3375

Rotarod 3375-4R (+ Walze fur 4 Mause)

SI-403 Waage

ST5 Wipp-Schiittler

Terra PC

Ultra-Low Temperature V.1.P. Freezer

Universal-Thermometer ,Maxi-T*

Vertex 125 x 3 mm mit Vorsaule 5 x 3 mm,
Nucleosil 120-3 C18

Vortex-Schittler

XY Digipot Joystick

2.10.8 SOFTWARE

CAST (Visiopharm Integrator System
Version 3.0.15.0)

Chromeleon 6.20

IBM SPSS Statistics 19.0

i-control Microplate Reader Software

Microsoft Office Excel 2007

NIS Elements Br (Nikon Imaging Software)

TSE-Rota-Rod V 2.6 Software

Leica Microsystems, Nussloch

Gynkotek, Germering

Ludl, Hawthorne, USA

Millipore, Eschborn

Kobe, Marburg

Denver Instrument, Gottingen

NanoDrop Technologies,
Wilmington, USA

Nikon, Tokio, J

Olympus, Hamburg

Olympus, Hamburg

Hirschmann, Eberstadt

TSE Systems, Bad Homburg

TSE Systems, Bad Homburg

Denver Instrument, Gottingen

Cat, Staufen

Wortmann, Hullhorst

Sanyo Electric, Gunma, J

Kobe, Marburg

Knauer, Berlin

VWR International, Darmstadt
Ludl, Hawthorne, USA

Visiopharm, Hgrsholm, DK

Dionex, Germering
IBM, Chicago, USA
Tecan, Crailsheim
Microsoft Corp., Redmond, USA
Nikon, Tokio, J

TSE Systems, Bad Homburg
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2.11 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) aus n
Tieren angegeben. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm
IBM SPSS Statistics 19.0. Die Daten wurden zundchst mit dem Kolmogorov-Smirnov-
Test auf Normalverteilung untersucht. Bei vorliegender Normalverteilung wurde eine
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) durchgefuhrt. Mit dem Levene-Test wurde auf
Varianzhomogenitat geprift. War diese gegeben, wurden die Daten mit dem Post-Hoc-
Test nach Tukey ausgewertet. Bei Daten, die nicht varianzhomogen waren, wurde der
Post-Hoc-Test nach Games-Howell angewandt. Nicht-normalverteilte Daten wurden
mit dem Kruskal-Wallis-Test und Mann-Whitney-U-Test ausgewertet. Der Vorher-
Nachher-Vergleich der Rotarod-Daten erfolgte mit dem t-Test fir gepaarte Stich-
proben. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 festgelegt. Signifikante Unterschiede
zwischen einer MPTP- und ihrer Kontrollgruppe wurden mit einem Stern (*), solche
innerhalb der Kontrollgruppen oder innerhalb der MPTP-Gruppen mit einem Doppel-
kreuz (#) gekennzeichnet.

Als Basiswert fur die Bewertung samtlicher Parameter dienten die nur mit NaCl-
Ldsung 0,9 % behandelten Kontrolltiere (Saline/Saline); ihr Wert wurde entsprechend
auf 100 % gesetzt. Die Wirkungen der getesteten Substanzen PNU-282987 und
Mecamylamin auf Neuroinflammation und Neurodegeneration wurden darliber hinaus
im Verhaltnis zur entsprechenden MPTP-Wirkung bewertet, also der Differenz der
Mittelwerte der MPTP/Saline-Gruppe und der Kontrollgruppe. Hat eine Substanz
beispielsweise anti-inflammatorisch gewirkt, so stieg die Zytokin-Konzentration weniger
stark an; es kam zu einer Reduktion des Anstiegs. Die Reduktion des Anstiegs bzw.

der Senkung (hier bezeichnet mit X) lie3 sich mit folgender Formel berechnen:

(MPTP/Substanz - Saline/Saline) - (MPTP/Saline - Saline/Saline)
(MPTP/Saline - Saline/Saline)

45



ERGEBNISSE

3 ERGEBNISSE

3.1 TIERVERHALTEN

3.1.1 ALLGEMEINES TIERVERHALTEN

Alle Tiere Uberlebten das zwei bis sieben Tage andauernde Experiment. Tiere, denen
MPTP appliziert worden war, wiesen nach Intoxikation die in der Literatur beschriebe-
nen korperlichen Symptome wie struppiges Fell, Zittern und Hypokinese auf, welche fur

maximal 24 Stunden anhielten.

3.1.2 ROTAROD

Anhand des Rotarod-Tests wurden die motorische Koordination und das Gleichgewicht
der Versuchstiere gezielt untersucht. Der Rotarod-Test fand sowohl vor als auch sechs
Tage nach Behandlung mit MPTP und den zu testenden Substanzen statt. Zu diesem
Zeitpunkt war mit einem voll ausgepragten MPTP-induzierten dopaminergen Zell-
untergang und folglich mit motorischen Veranderungen zu rechnen. Getestet wurden
die Saline-Tiere und die MPTP-7d-Tiere. Die Ergebnisse wurden auf mdgliche Unter-
schiede vor und nach der Behandlung untersucht. Zudem wurden die Behandlungs-
gruppen untereinander verglichen.

Die motorische Koordination der Tiere, gemessen als Aufenthaltszeit auf dem
rotierenden Drehstab sowie als Anzahl der Aufsetzversuche, zeigte keine signifikanten
Unterschiede. Alle Tiere erreichten sowohl vor als auch nach der Behandlung die
Zielzeit von 120 Sekunden. Dabei wurden ihnen funf Aufsetzversuche gewéhrt. Die
Anzahl der Aufsetzversuche (s. Tabelle 3.1) unterschied sich weder im Vergleich der
Gruppen untereinander noch beim Vergleich der verbundenen Stichproben vor und
nach der Behandlung signifikant.

Tabelle 3.1 Anzahl der Aufsetzversuche im Rotarod-Versuch

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) der Saline-Tiere (n = 6) und
der MPTP-7d-Tiere (n = 8) sowohl vor (prae) als auch 6 Tage nach (post) der Behandlung mit
MPTP und der entsprechenden Substanz.

Saline MPTP
prae post prae post
Saline 1,83 (+ 0,6) 1,50 (£ 0,31) 3,13 (+0,78) 2,13 (+ 0,45)
Mecamylamin 2,17 (+ 0,37) 2,33 (+ 0,45) 2,13 (+ 0,51) 1,38 (+ 0,35)
PNU-278987 1,33 (£ 0,19) 1,50 (+ 0,31) 2,63 (+ 0,53) 1,38 (+ 0,17)
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3.2 NEUROINFLAMMATION

Um das Ausmall der Neuroinflammation nach akuter MPTP-Intoxikation und
Behandlung mit den zu testenden Substanzen zu beurteilen, wurden die Zytokin-
Konzentrationen im Striatum sowie die Mikroglia-Anzahl in der SNpc bestimmt. Die zu
den Zytokinen zahlenden Interleukine gelten als Botenstoffe der Immunzellen und
werden im Rahmen einer inflammatorischen Reaktion vermehrt ausgeschdittet. 1L-18
und IL-6 z&hlen zu den pro-inflammatorischen Zytokinen. IL-10 besitzt anti-inflammato-
rische Eigenschaften. TNF-a zahlt ebenfalls zu den pro-inflammatorischen Zytokinen
und ist an der Regulierung der Aktivitat verschiedener Immunzellen beteiligt. Mikroglia
gelten als die Makrophagen und die einzigen immunkompetenten Zellen des ZNS. Bei
Schéadigung beispielsweise dopaminerger Neurone in der SNpc — hier ist die Mikroglia-
Dichte am hdchsten — kommt es zur Mikroglia-Aktivierung, zur Zunahme der Mikroglia-
Anzahl und zur erhfhten Zytokinausschuittung.

Zur Beurteilung des Ausmafles der Neuroinflammation wurden neben den
Kontrolltieren die MPTP-2d-Tiere untersucht. An Tag 2 nach MPTP-Intoxikation war mit
einer maximalen Auspragung der Mikroglia-Aktivierung und folglich der Neuroinflam-

mation zu rechnen (64, 90).

3.2.1 ZYTOKIN-KONZENTRATIONEN

Die Konzentrationen der pro-inflammatorischen Zytokine IL-13, IL-6 und TNF-a sowie
des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 im Striatum wurden mittels Sandwich-
ELISA-Methode bestimmit.

3.2.1.1 INTERLEUKIN-18
Die durchschnittlichen Konzentrationen des pro-inflammatorischen Zytokins IL-1f im

Striatum der einzelnen Behandlungsgruppen werden in Tabelle 3.2 aufgefuhrt.

Tabelle 3.2 Striatale IL-1B-Konzentration
Angegeben sind die Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) in pg/ml der Saline/Saline-
Tiere sowie der MPTP-2d-Tiere an Tag 2 nach MPTP-Intoxikation (n = 6).

Saline 82,26 (+ 3,28)
Saline 131,50 (+ 1,62)
MPTP Mecamylamin 113,29 (+ 1,07)
PNU-282987 110,49 (= 1,60)
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Die Kontrolltiere wiesen im Mittel eine IL-1B-Konzentration von 82,26 + 3,28 pg/ml auf
(100 £ 3,99 %). MPTP fuhrte an Tag 2 nach Intoxikation zu einem signifikanten Anstieg
der striatalen IL-1B-Konzentration auf 159,86 + 1,97 %.

Nach zusétzlicher Gabe von PNU-282987 reduzierte sich die IL-1B-Konzentration
auf 134,32 + 1,95 % (p < 0,001); dies entspricht einer Reduktion des Konzentrations-
anstiegs um 42,67 %. Die Tiere, die mit Mecamylamin behandelt wurden, wiesen eine
ebenfalls erniedrigte IL-1B3-Konzentration von 137,72 £ 1,3 % auf (p < 0,001). Meca-
mylamin flhrte entsprechend zu einem um 36,98 % reduzierten Anstieg der IL-1B-
Konzentration. Im Vergleich zu den Kontrolltieren waren die IL-1B3-Spiegel der
MPTP/PNU-282987- und der MPTP/Mecamylamin-Tiere weiterhin signifikant erhoht.

Sowohl die Gabe des a7-nACh-Agonisten PNU-282987 als auch des nACh-
Antagonisten Mecamylamin reduzierte den durch MPTP induzierten IL-1B-Anstieg

signifikant. Abbildung 3.1 fasst die Ergebnisse zusammen.
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Abb. 3.1  Striatale IL-1B-Konzentration

Striatale IL-1B-Konzentration an Tag 2 nach akuter MPTP-Intoxikation und Behandlung mit PNU-
282987 (PNU) bzw. Mecamylamin (Meca). Die Striata wurden an Tag 2 nach MPTP-Intoxikation
entnommen. Die IL-1B-Konzentration wurde mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die
prozentualen Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM). Die statistische Auswertung
erfolgte mittels einfaktorieller ANOVA und Post-Hoc-Test nach Games-Howell (*p < 0,05: MPTP-
behandelte Gruppen verglichen mit Kontrolle; #p < 0,05: MPTP-behandelte Gruppen untereinander
verglichen; n = 6).

48



ERGEBNISSE

3.2.1.2 INTERLEUKIN-6
Die durchschnittlichen striatalen IL-6-Konzentrationen sind in Tabelle 3.3 angegeben.

Tabelle 3.3 Striatale IL-6-Konzentration
Angegeben sind die Mittelwerte = Standardfehler des Mittelwerts (SEM) in pg/ml der Saline/Saline-
Tiere sowie der MPTP-2d-Tiere an Tag 2 nhach MPTP-Intoxikation (n = 6).

Saline 29,45 (£ 2,23)
Saline 58,29 (£ 2,91)
MPTP Mecamylamin 50,10 (x 1,47)
PNU-282987 50,55 (+ 2,55)

Die Kontrolltiere wiesen eine mittlere striatale IL-6-Konzentration von 29,45 +
2,23 pg/ml (100 + 7,57 %) auf. Zwei Tage nach MPTP-Intoxikation kam es zu einer
signifikanten Zunahme der IL-6-Konzentration um 97,93 + 9,88 %.

PNU-282987 reduzierte die IL-6-Konzentration auf 171,65 + 8,66 % nicht signifikant
(n.s., p =0,178). Die Reduktion des Konzentrationsanstiegs durch PNU-282987 betrug
26,84 %. Mecamylamin reduzierte die IL-6-Konzentration auf 170,12 + 4,99 % (n.s., p =
0,143), entsprechend einem um 28,4 % reduzierten Konzentrationsanstieg. Im
Vergleich zur Kontrollgruppe waren die IL-6-Spiegel der MPTP/PNU-282987- und der
MPTP/Mecamylamin-Tiere weiterhin signifikant erhoht.

Die Reduktion des MPTP-induzierten IL-6-Anstiegs durch PNU-282987 bzw.

Mecamylamin war nicht signifikant und nur als Trend beobachtbar (s. Abbildung 3.2).
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Abb. 3.2  Striatale IL-6-Konzentration

Striatale IL-6-Konzentration an Tag 2 nach akuter MPTP-Intoxikation und Behandlung mit PNU-
282987 (PNU) bzw. Mecamylamin (Meca). Die Striata wurden an Tag 2 nach MPTP-Intoxikation
entnommen. Die IL-6-Konzentration wurde mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die
prozentualen Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) Die statistische Auswertung
erfolgte mittels einfaktorieller ANOVA und Post-Hoc-Test nach Tukey (*p < 0,05: MPTP-behandelte
Gruppen verglichen mit Kontrolle; n = 6).
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3.2.1.3 TUMORNEKROSEFAKTOR-O
Die mittleren striatalen TNF-a-Konzentrationen sind in Tabelle 3.4 dargestellt.

Tabelle 3.4 Striatale TNF-a-Konzentration
Angegeben sind die Mittelwerte = Standardfehler des Mittelwerts (SEM) in pg/ml der Saline/Saline-
Tiere sowie der MPTP-2d-Tiere an Tag 2 nhach MPTP-Intoxikation (n = 6).

Saline 74,93 (£ 3,12)

Saline 173,41 (+ 8,28)
MPTP Mecamylamin 140,82 (+ 4,01)

PNU-282987 141,26 (+ 6,66)

Die Kontrolltiere wiesen im Durchschnitt eine striatale TNF-a-Konzentration von
74,93 = 3,12 pg/ml (100 %= 4,16 %) auf. MPTP fihrte an Tag 2 nach Intoxikation zu
einer Zunahme der TNF-a-Konzentration auf 231,43 £ 11,05 % (p < 0,001).

Die zusatzliche Gabe von PNU-282987 fihrte zu einem um 32,65 % reduzierten
Zytokinanstieg auf 188,52 + 8,89 % (p = 0,011). Mecamylamin senkte den IL-6-Spiegel
ebenfalls signifikant auf 187,94 + 5,35 % (Reduktion des Anstiegs um 33,09 %). Im
Vergleich zu den Kontrollen waren beide Werte weiterhin signifikant erhoht.

Sowohl der a7-nACh-Agonist als auch der nACh-Antagonist reduzierten den durch
MPTP induzierten TNF-a-Anstieg signifikant (s. Abbildung 3.3).
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Abb. 3.3  Striatale TNF-a-Konzentration

Striatale TNF-a-Konzentration an Tag 2 nach akuter MPTP-Intoxikation und Behandlung mit PNU-
282987 (PNU) bzw. Mecamylamin (Meca). Die Striata wurden an Tag 2 nach MPTP-Intoxikation
entnommen. Die TNF-a-Konzentration wurde mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die
prozentualen Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM). Die statistische Auswertung
erfolgte mittels einfaktorieller ANOVA und Post-Hoc-Test nach Tukey (*p < 0,05: MPTP-behandelte
Gruppen verglichen mit Kontrolle; #p < 0,05: MPTP-behandelte Gruppen untereinander verglichen;
n = 6).
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3.2.1.4 INTERLEUKIN-10
Tabelle 3.5 stellt die durchschnittlichen Konzentrationen des anti-inflammatorischen
Zytokins IL-10 im Striatum der einzelnen Behandlungsgruppen dar.

Tabelle 3.5 Striatale IL-10-Konzentration
Angegeben sind die Mittelwerte = Standardfehler des Mittelwerts (SEM) in pg/ml der Saline/Saline-
Tiere sowie der MPTP-2d-Tiere an Tag 2 hach MPTP-Intoxikation (n = 6).

Saline 327,58 (+ 9,08)
Saline 308,12 (+ 7,97)
MPTP Mecamylamin 289,23 (+ 4,59)
PNU-282987 295,18 (+ 5,43)

Die IL-10-Konzentration der Kontrolltiere betrug 327,58 + 9,08 pg/ml (100 = 2,77 %).
MPTP fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der striatalen IL-10-Konzentration im
Vergleich zur Kontrolle (94,06 + 2,43 %).

PNU-282987 und auch Mecamylamin fihrten bei MPTP-intoxikierten Tieren
ebenfalls zu keiner signifikanten Anderung des IL-10-Spiegels. Im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollen jedoch waren die Werte der MPTP/PNU-282987-Tiere
(90,11 + 1,66 %; p=0,034) sowie der MPTP/Mecamylamin-Tiere (88,29 + 1,4 %;
p = 0,01) reduziert. Abbildung 3.4 fasst die Ergebnisse zusammen.
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Abb. 3.4  Striatale IL-10-Konzentration

Striatale IL-10-Konzentration an Tag 2 nach akuter MPTP-Intoxikation und Behandlung mit PNU-
282987 (PNU) bzw. Mecamylamin (Meca). Die Striata wurden an Tag 2 nach MPTP-Intoxikation
entnommen. Die IL-10-Konzentration wurde mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die
prozentualen Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM). Die statistische Auswertung
erfolgte mittels einfaktorieller ANOVA und Post-Hoc-Test nach Tukey (*p < 0,05: MPTP-behandelte
Gruppen verglichen mit Kontrollen; n = 6).
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3.2.2 MIKROGLIA-AKTIVIERUNG
Iba-1 stellt ein spezifisches Enzym der Mikroglia dar, welches bei Mikroglia-Aktivierung
vermehrt von den Zellen exprimiert wird. Iba-1-positive Mikroglia lassen sich
immunhistochemisch nachweisen.

Die Anzahl Iba-1-positiver Mikroglia der SNpc wurde in 10-facher Vergré3erung am
Mikroskop und mit Hilfe der Software Nis Elements BR bestimmt. Pro Tier wurden flnf
durch die SNpc ziehende Hirnschnitte einer Schnittserie ausgezahlt und die durch-
schnittliche Mikroglia-Anzahl bestimmt. Aufgrund von technischen Fehlern im Herstel-
lungsprozess der Hirnschnitte bzw. bei Durchfiihrung der Iba-1-IHC konnten zwei Tiere
der MPTP-2d/Saline-Gruppe nicht ausgewertet werden. In Tabelle 3.6 werden die
durchschnittlichen Anzahlen Iba-1-positiver Mikrogliazellen der SNpc nach Behand-

lungsgruppen aufgefihrt.

Tabelle 3.6 Anzahl Iba-1-positiver Mikrogliazellen der SNpc
Angegeben sind die Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) pro SN-Schnitt der Saline-
Tiere (n = 6) sowie der MPTP-2d-Tiere (n = 4-6) an Tag 2 nach MPTP-Intoxikation.

Saline MPTP
Saline 33,43 (+ 2,16) 130,10 (£ 5,15)
Mecamylamin 54,90 (+ 3,25) 105,73 (+ 4,08)
PNU-282987 50,30 (£ 2,17) 54,27 (+ 1,90)

Die MPTP-Behandlung flihrte zu einer signifikanten Zunahme der Mikroglia-Anzahl in
der SNpc verglichen mit den Kontrolltieren. Wahrend die Saline/Saline-Tiere 33,43 +
2,16 Mikrogliazellen pro Schnitt (100 *+ 6,46 %) aufwiesen, stieg die Mikroglia-Anzahl
zwei Tage nach MPTP-Intoxikation auf 389,17 £ 15,4 % an (p < 0,001).

Bei MPTP-intoxikierten Tieren fihrte die Behandlung mit PNU-282987 zu einer
deutlichen Reduktion der Mikroglia-Zellzahl um 58,29 % auf das Niveau gesunder
Kontrollen (162,34 + 5,68 %; p < 0,001). So unterschied sich die Mikroglia-Anzahl der
MPTP/PNU-282987-Tiere nicht von dem Wert der Saline/PNU-282987-Tiere (150,46 +
6,49 %; p = 0,957).

Mecamylamin reduzierte die durch MPTP erhohte Anzahl an Mikroglia ebenfalls,
jedoch in geringerem Ausmal3, um 18,73 % auf 316,27 £ 12,2 % (p < 0,001). Im
Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe (164,22 + 9,72 %) waren die Werte
signifikant erhoht. Auch im Vergleich zu PNU-282987-behandelten Tieren wiesen die
mit Mecamylamin behandelten Tiere nach MPTP-Intoxikation eine erhthte Mikroglia-
Anzahl auf (p < 0,001).

Der Vergleich einzelner Kontrollgruppen zeigt, dass allein die Gabe von PNU-

282987 zu einer Zunahme der Mikroglia-Anzahl im Vergleich zu unbehandelten

52



ERGEBNISSE

Kontrolltieren gefihrt hat (p = 0,015). Ebenso fihrte Mecamylamin zu einer erhdhten
Anzahl von Mikroglia (p = 0,001).

Die Behandlung mit PNU-282987 hat die MPTP-induzierte Mikroglia-Aktivierung in
der SNpc signifikant und in weitaus grof3erem Ausmal} als Mecamylamin abge-
schwécht (s. Abbildung 3.5).
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Abb. 3.5 Anzahl Iba-1-positiver Mikrogliazellen der SNpc

Anzahl Iba-1-positiver Mikroglia in der SNpc an Tag 2 nach akuter MPTP-Intoxikation und
Behandlung mit PNU-282987 (PNU) bzw. Mecamylamin (Meca). Nach Entnahme der Hirne wurden
am Kryostat 20pum-Schnitte der SN gefertigt. In free floating-Technik wurden Mikroglia immunhisto-
chemisch nachgewiesen. Die Auszéhlung von jeweils funf Schnitten pro Tier erfolgte am Mikroskop
in 10-facher VergrofRerung. Dargestellt sind die prozentualen Mittelwerte + Standardfehler des
Mittelwerts (SEM). Die statistische Auswertung erfolgte mittels einfaktorieller ANOVA und Post-
Hoc-Test nach Tukey (*p < 0,05: MPTP-behandelte Gruppen verglichen mit Kontrollen; #p < 0,05:
MPTP-behandelte Gruppen bzw. Kontrollgruppen untereinander verglichen; n = 4-6).

Im mikroskopischen Bild wurde die Aktivierung der Mikroglia in der SNpc nach MPTP-
Intoxikation nicht nur durch eine Zunahme der Zellzahl sichtbar, sondern auch durch
morphologische Verédnderungen. Im Ruhestadium wies die Mikrogliazelle eine ramifi-
zierte Morphologie mit einem kleinen, ovalen Zellkérper und einer Vielzahl langer,
dunner, weit verzweigter Fortsatze auf (Kontrolltiere, s. Abbildungen 3.6 und 3.7, linke
Spalte, 1. Zeile). Im aktivierten Stadium war die Mikrogliazelle charakterisiert durch
einen hypertrophen, rundlichen Zellkérper mit eingezogenen, eher proximalen, ver-
dickten Zellauslaufern und einer abnehmenden distalen Ramifizierung. Optisch kam es
Zu einer Intensivierung des immunhistochemischen Signals und zur GroRenzunahme
der Mikroglia, die sich besonders deutlich bei den MPTP/Saline- und den MPTP/
Mecamylamin-Tieren zeigte (s. Abbildungen 3.6 und 3.7, rechte Spalte, 1. und 2.
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Zeile). Das mikroskopische Bild der MPTP/PNU-282987-Tiere ahnelte eher dem Bild
der entsprechenden Kontrolltiere (s. Abbildungen 3.6 und 3.7, 3. Zeile). Auch die
alleinige Gabe des a7-nACh-Agonisten PNU-282987 bzw. des nACh-Antagonisten
Mecamylamin fuhrte bei gesunden Tieren zu einer leichten Intensivierung des immun-
histochemischen Signals (s. Abbildung 3.7, linke Spalte, 2. und 3. Zeile).

Abb. 3.6 20 um-Schnitte der SNpc mit Darstellung Iba-1-positiver Mikroglia (4x)
Représentative Mikrofotografien der mit einem Iba-1-Antikdrper immunhistochemisch geférbten
SNpc an Tag 2 nach akuter MPTP-Intoxikation und Behandlung mit PNU-282987 (PNU) bzw.
Mecamylamin (Meca). Zu erkennen ist eine Intensivierung des immunhistochemischen Signals und
Zunahme der Mikroglia-Zellzahl bei den MPTP/Saline- und den MPTP/Mecamylamin-Tieren im
Vergleich zu den Kontrolltieren und den MPTP/PNU-282987-Tieren. Vergréerung: 4x; MaRstabs-
leiste: 200 pm.
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Abb. 3.7 20 um-Schnitte der SNpc mit Darstellung Iba-1-positiver Mikroglia (40x)
Reprasentative Mikrofotografien der mit einem Iba-1-Antikdrper immunhistochemisch gefarbten
SNpc an Tag 2 nach akuter MPTP-Intoxikation und Behandlung mit PNU-282987 (PNU) bzw.
Mecamylamin (Meca). Die Aufnahmen stellen einen Ausschnitt mittig aus der SNpc dar. Die
Kontrolltiere weisen ruhende, ramifizierte Mikrogliazellen mit langen, verzweigten, zarten
Fortsétzen auf. Nach MPTP-Intoxikation sind morphologische Veranderungen der Mikroglia zu
beobachten. Die Mikroglia der MPTP/Saline- und der MPTP/Mecamylamin-Tiere weisen hyper-
trophierte Zellkdrper mit proximalen, verdickten Fortsatzen und eine geringere distale Ramifizierung
auf. Das Bild der MPTP/PNU-282987-Tiere &hnelt dem der Saline/PNU-282987-Tiere. Auch die
alleinige Gabe von PNU-282987 bzw. Mecamylamin fiihrt zu einer Intensivierung des immunhisto-
chemischen Signals. VergroRerung: 40x; Mal3stabsleiste: 50 um.
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Zwei Tage nach akuter MPTP-Intoxikation fanden sich Zeichen der Neuroinflammation
in der SNpc und im Striatum. MPTP flhrte zur Zunahme der Anzahl und zu morpho-
logischen Veranderungen Iba-1-positiver Mikroglia in der SNpc im Sinne einer
mikroglialen Aktivierung sowie zum Konzentrationsanstieg der pro-inflammatorischen
Zytokine IL-18, IL-6 und TNF-a im Striatum. Auf die striatale Konzentration des anti-
inflammatorischen Zytokins IL-10 hatte MPTP keine Auswirkungen.

Der a7-nACh-Agonist PNU-282987 wirkte anti-inflammatorisch und reduzierte den
MPTP-induzierten Anstieg der pro-inflammatorischen Zytokine IL-13, TNF-a und (n.s.)
IL-6 sowie die durch MPTP erhthte Mikroglia-Anzahl auf das Niveau gesunder
Kontrollen.

Der nACh-Antagonist Mecamylamin verringerte den MPTP-induzierten Konzen-
trationsanstieg der pro-inflammatorischen Zytokine IL-13, TNF-a und (n.s.) IL-6 und
fuhrte zur Reduktion der Mikroglia-Anzahl, die im Vergleich zur gesunden Kontroll-

gruppe jedoch weiterhin um nahezu das Doppelte erhéht war.

3.3 DOPAMINERGE NEURODEGENERATION

Um zu beurteilen, ob die Reduktion der Neuroinflammation Auswirkungen auf das
dopaminerge System hat und eine MPTP-induzierte Degeneration nigrostriataler
dopaminerger Neurone verhindern bzw. abschwachen kann, wurden die Anzahl
dopaminerger Neurone in der SNpc sowie die Konzentrationen des Neurotransmitters
Dopamin und seiner Metaboliten bestimmt.

Die Degeneration dopaminerger Neurone in der SNpc ist das neuropathologische
Korrelat des IPS und auch im akuten MPTP-Mausmodell zu beobachten. In der Folge
kommt es zum Untergang nigrostriataler Projektionen und zur Konzentrationsabnahme
des Neurotransmitters Dopamin und seiner Metaboliten DOPAC und HVA im Striatum.
Charakteristisch fir die Schadigung dopaminerger Neurone ist aul3erdem ein erhéhter
Dopamin-Umsatz. Zur Beurteilung des dopaminergen Systems wurden neben den
Kontrolltieren die MPTP-7d-Tiere untersucht, da an Tag 7 nach MPTP-Intoxikation die
Degeneration dopaminerger Neurone weitestgehend stattgefunden haben sollte (64,
71).

3.3.1 ANZzAHL TH-POSITIVER DOPAMINERGER NEURONE DER SNPC
Die TH ist im Gehirn ein spezifisches Enzym dopaminerger Neurone. Durch den
immunhistochemischen Nachweis der TH lassen sich dopaminerge Neurone im mikro-
skopischen Bild darstellen.

Die Anzahl TH-positiver dopaminerger Neurone der SNpc wurde in 100-facher Ver-

groerung am Mikroskop mit Hilfe des CAST-Systems bestimmt. Von jedem Tier
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wurde von allen durch die SNpc ziehenden Schnitten einer Schnittserie die Anzahl TH-
positiver Zellen bestimmt und summiert. Auf diese Weise wurden im Durchschnitt pro
Tier 9,5 Schnitte ausgewertet. In Tabelle 3.7 ist die durchschnittliche Anzahl TH-
positiver dopaminerger Neurone einer Schnittserie nach Behandlungsgruppen auf-
gefluhrt.

Tabelle 3.7 Anzahl TH-positiver dopaminerger Neurone der SNpc
Angegeben sind die Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) pro Schnittserie der Saline-
Tiere (n = 6) sowie der MPTP-7d-Tiere (n = 8) an Tag 7 nach MPTP-Intoxikation.

Saline MPTP
Saline 1728,17 (+ 35,89) 1107,38 (+ 52,14)
Mecamylamin 1642,83 (+ 59,87) 1222,00 (+ 78,19)
PNU-282987 1618,67 (+ 100,20) 1473,88 (+ 52,68)

Die Saline/Saline-Tiere wiesen mit durchschnittlich 1728,17 (x 35,89) TH-positiven
Neuronen in der SNpc je Schnittserie den hdchsten Wert auf (100 + 2,08 %). Die
alleinige Gabe von PNU-282987 (93,66 £ 5,8 %) bzw. Mecamylamin (95,06 £ 3,46 %)
fuhrte zu keiner signifikanten Veréanderung dieser Zellzahl.

Nach MPTP-Intoxikation kam es zum Verlust TH-positiver dopaminerger Neurone
auf 64,08 = 3,02 % (p=0,002). Die zusatzliche Gabe von PNU-282987 reduzierte
diesen Verlust TH-positiver Neurone in der SN um 59,04 %. Im Vergleich zu den
MPTP/Saline-Tieren lieen sich bei den MPTP/PNU-282987-Tiere deutlich mehr TH-
positive Neurone nachweisen (85,29 + 3,05 %; p =0,001), deren Anzahl sich nicht vom
Wert der entsprechenden Kontrollgruppe Saline/PNU-282987 (93,66 + 5,8 %; p =
0,121) unterschied. Somit wirkte sich bei MPTP-Intoxikation die zusatzlich Gabe des
a7-nACh-Agonisten PNU-282987 neuroprotektiv auf die TH-positiven dopaminergen
Neurone aus.

Die Gabe von Mecamylamin zusétzlich zu MPTP hatte keine Auswirkungen auf den
Untergang TH-positiver Neurone in der SN. Im Vergleich zur Kontrollgruppe war die
Anzahl TH-positiver Neurone mit 70,71 *+ 4,52 % weiterhin signifikant erniedrigt. Auch
im Vergleich zur MPTP/PNU-282987-Behandlung wiesen die MPTP/Mecamylamin-
Tiere signifikant erniedrigte Zellzahlen auf.

Im Gegensatz zu Mecamylamin hat PNU-282987 im akuten MPTP-Mausmodell
neuroprotektiv auf dopaminerge Neurone in der SN gewirkt. Abbildung 3.8 fasst die

Ergebnisse zusammen.
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Abb. 3.8  Anzahl TH-positiver dopaminerger Neurone der SNpc

Anzahl TH-positiver Neurone in der SNpc an Tag 7 nach akuter MPTP-Intoxikation und Behandlung
mit PNU-282987 (PNU) bzw. Mecamylamin (Meca). Nach Entnahme der Hirne wurden am Kryostat
20um-Schnitte der SN gefertigt. In free floating-Technik wurden dopaminerge Neurone immunhisto-
chemisch nachgewiesen. Fir jedes Tier erfolgte die Auszahlung aller durch die SNpc gehenden
Schnitte einer Schnittserie am Mikroskop in 40-facher VergroRerung. Dargestellt sind die
prozentualen Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM). Die statistische Auswertung
erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test und Mann-Whitney-U-Test (*p < 0,05: MPTP-behandelte
Gruppen verglichen mit Kontrollen; #p < 0,05: MPTP-behandelte Gruppen untereinander ver-
glichen; n = 6-8).

Die reduzierte Anzahl TH-positiver dopaminerger Neurone in der SNpc nach MPTP-
Intoxikation war auch im mikroskopischen Bild sichtbar. Die SNpc der MPTP/Saline-
Tiere sowie der MPTP/Mecamylamin-Tiere (s. Abbildung 3.9, rechte Spalte, 1. und 2.
Zeile) wies weniger TH-positive Neurone auf im Vergleich zu den Kontrollen (s. Abbil-
dung 3.9, linke Spalte) und war entsprechend weniger intensiv immunhistochemisch
nachweisbar. Das mikroskopische Bild der MPTP/PNU-282987-Tiere (s. Abbildung 3.9,

rechte Spalte, 3. Zeile) dhnelte dem der Kontrollgruppe.
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Abb. 3.9 20 um-Schnitte der SNpc mit Darstellung TH-positiver Neurone
Reprasentative Mikrofotografien der mit einem TH-Antikdrper immunhistochemisch gefarbten SNpc
an Tag 7 nach akuter MPTP-Intoxikation und Behandlung mit PNU-282987 (PNU) bzw. Meca-
mylamin (Meca). Es féllt die reduzierte Anzahl TH-positiver dopaminerger Neurone in der SNpc
nach MPTP-Intoxikation sowie in Kombination mit Mecamylamin auf. PNU-282987 verhinderte die
MPTP-bedingte Neurodegeneration. VergrofRerung: 4x; Maf3stabsleiste: 200um.
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3.3.2 DOPAMIN UND SEINE METABOLITEN

Die Konzentrationen des Neurotransmitters Dopamin und seiner Metaboliten DOPAC
und HVA wurden mittels HPLC und elektrochemischer Detektion im Hirnlysat des
Striatums bestimmt. Die Quotienten DOPAC/Dopamin und HVA/Dopamin stellen den
Dopamin-Umsatz dar. Tiere, deren aus den entnommenen Striata hergestellten Lysate
mengenmafig fur die Messung nicht ausreichten und so fir die HPLC nicht in vollem

Umfang verwertbar waren, mussten aus der Wertung genommen werden.

3.3.2.1 DOPAMIN
Die striatalen Dopamin-Konzentrationen der einzelnen Behandlungsgruppen sind in
Tabelle 3.8 aufgefiihrt.

Tabelle 3.8 Striatale Dopamin-Konzentration
Angegeben sind die Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) in ng/mg Feuchtgewebe
der Saline-Tiere (n = 5-6) sowie der MPTP-7d-Tiere (n = 8) an Tag 7 nach MPTP-Intoxikation.

Saline MPTP
Saline 16,716 (+ 1,23) 2,064 (+0,411)
Mecamylamin 11,549 (+ 0,882) 1,703 (£ 0,169)
PNU-282987 13,056 (+ 0,825) 2,774 (£ 0,182)

Die Saline/Saline-Tiere wiesen eine Dopamin-Konzentration von 16,716 + 1,23 ng/mg
Feuchtgewebe (100 + 7,36 %) im Striatum auf. Die alleinige Applikation von PNU-
282987 hatte keine signifikanten Auswirkungen auf die Dopamin-Konzentration (78,11
* 4,96 %). Die alleinige Gabe von Mecamylamin fuhrte zur Reduktion des Dopamin-
Spiegels um 30,92 + 5,26 % (p = 0,025).

Nach MPTP-Intoxikation sank der Dopamin-Spiegel auf 12,32 + 2,45 % (p = 0,002).
PNU-282987 fihrte zu einer reduzierten Abnahme des Dopamin-Spiegels durch MPTP
um 4,84 % (p = 0,046). Mit einer Dopamin-Konzentration von 16,57 + 1,08 % lag
jedoch bei den MPTP/PNU-282987-Tieren im Vergleich zur Kontrolle weiterhin ein
Dopamin-Mangel vor (p = 0,003). Mecamylamin hatte keine Auswirkungen auf den
MPTP-bedingten Dopamin-Mangel im Striatum (10,17 + 1,02 %). Die Dopamin-Kon-
zentration der MPTP/PNU-282987-Tiere war signifikant hoher als die der MPTP/
Mecamylamin-Tiere.

Wahrend PNU-282987 dem striatalen Dopaminmangel signifikant entgegenwirken
konnte, hatte Mecamylamin keine Auswirkungen auf das MPTP-bedingte Dopamin-
Defizit. Einen Uberblick (iber die Ergebnisse liefert Abbildung 3.10.
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Abb. 3.10 Striatale Dopamin-Konzentration

Striatale Dopamin-Konzentration an Tag 7 nach akuter MPTP-Intoxikation und Behandlung mit
PNU-282987 (PNU) bzw. Mecamylamin (Meca). Nach Entnahme und Préaparation der Hirne wurden
die Striata homogenisiert und im Hirnlysat die Konzentration von Dopamin mittels HPLC bestimmt.
Dargestellt sind die prozentualen Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM). Die statis-
tische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test und Mann-Whitney-U-Test (*p < 0,05:
MPTP-behandelte Gruppen verglichen mit Kontrollen; #p < 0,05: MPTP-behandelte Gruppen bzw.
Kontrollgruppen untereinander verglichen; n = 5-8).

3.3.2.2 DOPAC
Die durchschnittlichen Konzentrationen des Dopamin-Metaboliten DOPAC im Striatum

werden in Tabelle 3.9 aufgefiihrt.

Tabelle 3.9 Striatale DOPAC-Konzentration

Angegeben sind die Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) in hg/mg Feuchtgewebe
der Saline-Tiere (n = 5-6) sowie der MPTP-7d-Tiere (n = 8) an Tag 7 nach MPTP-Intoxikation.

Saline MPTP
Saline 1,234 (+ 0,083) 0,245 (+ 0,029)
Mecamylamin 0,961 (£ 0,072) 0,214 (£ 0,013)
PNU-282987 1,078 (+ 0,069) 0,294 (+ 0,015)

Die striatale DOPAC-Konzentration der Saline/Saline-Tiere betrug 1,234 + 0,083 ng/mg
Feuchtgewebe (100 * 6,5 %). PNU-282987 bzw. Mecamylamin allein fihrten zu keinen
signifikanten Anderungen des DOPAC-Spiegels (87,8 + 5,69 % bzw. 78,05 + 5,69 %).
Nach-MPTP-Intoxikation kam es zu einem signifikanten Abfall der DOPAC-Konzen-
tration auf 20,33 = 2,44 %. Die Gabe von PNU-282987 reduzierte die Konzentrations-
abnahme von DOPAC um 4 % auf 23,58 £ 1,63 % (p = 0,036). Im Vergleich zur
Kontrollgruppe waren die Werte der MPTP/PNU-282987-Tiere weiterhin signifikant

erniedrigt.
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Die Gabe von Mecamylamin zuséatzlich zu MPTP zeigte keine signifikanten Effekte,
sodass die MPTP/Mecamylamin-Tiere mit 17,07 = 0,81 % im Vergleich zur Kontroll-
gruppe signifikant erniedrigte DOPAC-Spiegel aufwiesen. Auch im Vergleich zu den
MPTP/PNU-282987-Tieren wiesen die MPTP/Mecamylamin-Tiere eine erniedrigte
DOPAC-Konzentration auf (p = 0,006).

PNU-282987 hat den Mangel an DOPAC im Striatum nach MPTP-Intoxikation
signifikant abgeschwacht. Mecamylamin hingegen hatte keine Auswirkung auf den
reduzierten DOPAC-Spiegel. Abbildung 3.11 verdeutlicht die Ergebnisse.
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Abb. 3.11 Striatale DOPAC-Konzentration

Striatale Konzentration von 3,4-Dihydroxyphenylessigsdaure (DOPAC) an Tag 7 nach MPTP-
Intoxikation und Behandlung mit PNU-282987 (PNU) bzw. Mecamylamin (Meca). Nach Entnahme
und Praparation der Hirne wurden die Striata homogenisiert und im Hirnlysat die Konzentration von
DOPAC mittels HPLC bestimmt. Dargestellt sind die prozentualen Mittelwerte + Standardfehler des
Mittelwerts (SEM). Die statistische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test und Mann-
Whitney-U-Test (*p < 0,05: MPTP-behandelte Gruppen verglichen mit Kontrollen; #p < 0,05: MPTP-
behandelte Gruppen untereinander verglichen; n = 5-8).

3.3.2.3 HVA
Die Ergebnisse der HVA-Konzentrations-Bestimmung im Striatum sind in Tabelle 3.10
aufgefihrt.

Tabelle 3.10 Striatale HVA-Konzentration
Angegeben sind die Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) in hg/mg Feuchtgewebe
der Saline-Tiere (n = 5-6) sowie der MPTP-7d-Tiere an Tag 7 nach MPTP-Intoxikation (n = 5).

Saline MPTP
Saline 1,473 (£ 0,062) 0,336 (x 0,039)
Mecamylamin 1,001 (+ 0,067) 0,298 (= 0,012)
PNU-282987 1,025 (+ 0,044) 0,32 (+ 0,013)
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Die Saline/Saline-Tiere wiesen eine striatale HVA-Konzentration von 1,473 +
0,062 ng/mg Feuchtgewebe (100 + 4,08 %) auf. Sowohl die alleinige Gabe von PNU-
282987 als auch von Mecamylamin fuhrte zu einem signifikanten Abfall des HVA-
Spiegels auf 70,07 = 2,72 % bzw. 68,03 £ 4,76 %.

Nach MPTP-Intoxikation sank die striatale HVA-Konzentration auf 23,13 + 2,72 %
(p = 0,001). Die zuséatzliche Applikation von PNU-282987 oder Mecamylamin fiihrte zu
keiner signifikanten Anderung des MPTP-induzierten Konzentrationsabfalls. Abbildung

3.12 stellt die Ergebnisse dar.

120 - #

100 -

o
(=]
1

A

(% der Kontrolle)
i [a7]
o o

HVA-Konzentration

[
(=]
1

?

Saline/ Saline/ Saline/ MPTP/ MPTP/ MPTP/
Saline Meca PNU Saline Meca PNU

Abb. 3.12 Striatale HVA-Konzentration

Striatale Konzentration von Homovanillinsdure (HVA) an Tag 7 nach MPTP-Intoxikation und
Behandlung mit PNU-282987 (PNU) bzw. Mecamylamin (Meca). Nach Entnahme und Pré&paration
der Hirne wurden die Striata homogenisiert und im Hirnlysat die Konzentration von HVA mittels
HPLC bestimmt. Dargestellt sind die prozentualen Mittelwerte = Standardfehler des Mittelwerts
(SEM). Die statistische Auswertung erfolgte mittels einfaktorieller ANOVA und Post-Hoc-Test nach
Games-Howell (*p < 0,05: MPTP-behandelte Gruppen verglichen mit Kontrollen; #p < 0,05:
Kontrollgruppen untereinander verglichen; n = 5-6).

3.3.2.4 DOPAC/DOPAMIN-QUOTIENT
Die durchschnittlichen Werte des DOPAC/Dopamin-Quotienten, einem Messwert fir

den Dopamin-Umsatz, sind in Tabelle 3.11 aufgefihrt.

Tabelle 3.11 Striataler DOPAC/Dopamin-Quotient
Angegeben sind die Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) der Saline-Tiere (n = 5-6)
sowie der MPTP-7d-Tiere (n = 8) an Tag 7 nach MPTP-Intoxikation.

Saline MPTP
Saline 0,074 (+ 0,002) 0,132 (+ 0,011)
Mecamylamin 0,083 (+ 0,003) 0,13 (= 0,008)
PNU-282987 0,082 (+ 0,002) 0,107 (+ 0,003)
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Der DOPAC/Dopamin-Quotient der Saline/Saline-Tiere betrug 0,074 + 0,002 (100 *
2,86 %). Die alleinige Gabe von PNU-282987 (114,29 + 2,86 %) oder Mecamylamin
(114,29 + 4,29 %) flihrte zu keiner signifikanten Anderung des Quotienten.

Nach MPTP-Intoxikation stieg der DOPAC/Dopamin-Quotient um 85,71 + 15,71 %
(p = 0,002). PNU-282987 fuhrte zu einer geringen Reduktion dieses Quotienten auf
157,14 + 4,29 % (n.s., p = 0,093, Reduktion des Anstiegs um 33,33 %). Der Wert des
Quotienten lag jedoch weiterhin signifikant Gber dem Kontrollwert. Mecamylamin zeigte
keinen signifikanten Effekt bezlglich des durch MPTP erhéhten DOPAC/Dopamin-
Quotienten (p = 0,916). So wiesen die MPTP/Mecamylamin-Tiere mit 185,71 + 11,43 %
weiterhin einen signifikant erhéhten DOPAC/Dopamin-Quotienten im Vergleich zu ihrer
Kontrollgruppe auf. Im Vergleich zur MPTP/Mecamylamin-Gruppe war der DOPAC/
Dopamin-Quotient der MPTP/PNU-282987-Tiere erniedrigt (p = 0,027).

Weder PNU-282987 noch Mecamylamin reduzierten den erhéhten DOPAC/

Dopamin-Quotienten signifikant. Abbildung 3.13 fasst die Ergebnisse zusammen.
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Abb. 3.13 Striataler DOPAC/Dopamin-Quotient

Striataler DOPAC/Dopamin-Quotient, der den Dopamin-Umsatz beschreibt, an Tag 7 nach MPTP-
Intoxikation und Behandlung mit PNU-282987 (PNU) bzw. Mecamylamin (Meca). Aus den im Hirn-
lysat gemessenen Konzentrationen von DOPAC und Dopamin wurde der Quotient gebildet.
Dargestellt sind die prozentualen Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM). Die statis-
tische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test und Mann-Whitney-U-Test (*p < 0,05:
MPTP-behandelte Gruppen verglichen mit Kontrollen; #p < 0,05: MPTP-behandelte Gruppen
untereinander verglichen; n = 5-8).
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3.3.2.5 HVA/DOPAMIN-QUOTIENT
Die durchschnittlichen Werte des HVA/Dopamin-Quotienten, der ebenfalls einen Mess-
wert des Dopamin-Umsatzes darstellt, sind in Tabelle 3.12 aufgefuhrt.

Tabelle 3.12 Striataler HYA/Dopamin-Quotient
Angegeben sind die Mittelwerte = Standardfehler des Mittelwerts (SEM) der Saline-Tiere (n = 5-6)
sowie der MPTP-7d-Tiere (n = 5) an Tag 7 nach MPTP-Intoxikation.

Saline MPTP
Saline 0,09 (+ 0,005) 0,186 (+ 0,026)
Mecamylamin 0,087 (+ 0,003) 0,192 (= 0,014)
PNU-282987 0,079 (+ 0,002) 0,128 (+ 0,01)

Der HVA/Dopamin-Quotient der Saline/Saline-Tiere betrug 0,09 + 0,005 (100 +
5,56 %). Die alleinige Gabe von PNU-282987 (88,89 + 2,22 %) bzw. Mecamylamin
(100 + 3,33 %) hatte keine signifikanten Auswirkungen.

Nach Gabe von MPTP stieg der HVA/Dopamin-Quotient auf 211,11 + 28,89 % an
(n.s., p=0,143). PNU-282987 reduzierte den Anstieg des HVA-Dopamin-Quotienten
um 60 % auf 144,44 £ 11,11 % (n.s., p = 0,493), sodass sich der Wert der MPTP/PNU-
282987-Tiere nicht vom Wert der Kontrollen unterschied (p = 0,057). Die zusétzliche
Gabe von Mecamylamin zu MPTP hatte keine Auswirkungen auf den HVA/Dopamin-
Quotienten (211,11 * 15,56 %). Im Vergleich zur Kontrolle war der Wert des Quotien-
ten weiterhin erhéht (p = 0,015).

Weder PNU-282987 noch Mecamylamin konnten den erhéhten HVA/Dopamin-
Quotienten signifikant reduzieren. Allerdings unterschied sich der Wert der
MPTP/PNU-282987-Tiere nicht signifikant von ihrem Kontrollwert. Abbildung 3.14 gibt

eine Ubersicht tiber die Ergebnisse.
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Abb. 3.14 Striataler HVYA/Dopamin-Quotient

Striataler HVA/Dopamin-Quotient, der den Dopamin-Umsatz beschreibt, an Tag 7 nach MPTP-
Intoxikation und Behandlung mit PNU-282987 (PNU) bzw. Mecamylamin (Meca). Aus den im Hirn-
lysat gemessenen Konzentrationen von HVA und Dopamin wurde der Quotient gebildet. Dargestellt
sind die prozentualen Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM). Die statistische
Auswertung erfolgte mittels einfaktorieller ANOVA und Post-Hoc-Test nach Games-Howell (*p <
0,05: MPTP-behandelte Gruppen verglichen mit Kontrollen; n = 5-6).

Die akute MPTP-Intoxikation flhrte zur Degeneration dopaminerger Neurone. Es kam
zur Reduktion TH-positiver Neurone in der SNpc und zu einem Abfall der striatalen
Konzentrationen von Dopamin und seinen Metaboliten DOPAC und HVA. Aul3erdem
wurde kompensatorisch der Dopamin-Umsatz erhoht.

Der a7-nACh-Agonist PNU-282987 verhinderte den MPTP-induzierten Untergang
dopaminerger Neurone in der SNpc und hielt die Zellzahl auf dem Niveau der
Kontrolltiere. Dariiber hinaus reduzierte es den Dopamin- und DOPAC-Mangel im
Striatum, hatte jedoch auf den reduzierten HVA-Spiegel keinen Einfluss. Der durch
MPTP gesteigerte Dopamin-Umsatz wurde tendenziell gesenki.

Der nACh-Antagonist Mecamylamin hatte weder einen Effekt auf die Anzahl TH-
positiver dopaminerger Neurone in der SNpc noch auf die Konzentrationen von
Dopamin und seinen Metaboliten oder den Dopamin-Umsatz bei MPTP-intoxikierten
Tieren. Bei gesunden Kontrolltieren fihrte die Applikation des nACh-Antagonisten

Mecamylamin allerdings zur Reduktion der Dopamin- und HVA-Konzentrationen.
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4 DISKUSSION

Knapp 200 Jahre nach der erstmaligen Beschreibung der Erkrankung durch James
Parkinson (111) steht noch immer keine kausale Therapie des IPS zur Verfiigung, die
das Fortschreiten der Erkrankung verhindern konnte. Dies liegt nicht zuletzt daran,
dass die Atiologie des IPS trotz intensiver Forschungsbemihungen bisher noch
weitestgehend unbekannt ist.

Seit Ende der 1980er Jahre gibt es Hinweise, dass das IPS mit einer Neuro-
inflammation im Sinne einer Mikroglia-Aktivierung in der SNpc und im Locus coeruleus
einhergeht (95). Dabei stellt die Mikroglia-Aktivierung mdglicherweise jedoch nicht nur
die Folge der Neurodegeneration dar. Es gibt zunehmend Hinweise darauf, dass
Mikroglia durch Freisetzung pro-inflammatorischer, zytotoxischer Faktoren selbst dazu
beitragen, dass der Zelluntergang dopaminerger Neurone in der SNpc Uber Monate
und Jahre aufrecht erhalten wird (28, 56, 123).

Die Beeinflussung der Erkrankung auf Ebene der Neuroinflammation koénnte
demnach einen moglichen Therapieansatz des IPS darstellen und das Fortschreiten
der Erkrankung verlangsamen.

In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Ansatz verfolgt und es wurden die Auswir-
kungen einer Abschwachung der Neuroinflammation auf die dopaminerge Neurode-
generation in der SNpc untersucht. Als anti-inflammatorische Substanz diente PNU-
282987, ein selektiver Agonist am a7-nACh-Rezeptor, der zu einer Aktivierung des
cholinergen anti-inflammatorischen Signalwegs fiihrte. Im Gegensatz dazu wurden
ebenso die Effekte des nACh-Antagonisten Mecamylamin untersucht.

Erst kirzlich wurde eine Studie von Liu et al. verodffentlicht, die diesen Ansatz
ebenfalls verfolgt (92). Die Ergebnisse von Liu et al. beziehen sich allerdings auf Unter-
suchungen mit dem unselektiven nACh-Agonisten Nikotin und dem selektiven a7-
nACh-Antagonisten Methyllycaconitin. In der hier vorliegenden Studie hingegen
wurden erstmals die Folgen einer direkten und selektiven Aktivierung des a7-nACh-
Rezeptors im akuten MPTP-Mausmodell untersucht. Zusatzlich wurden in dieser
Studie auch die Auswirkungen auf Interleukine, die wichtige Komponenten der reakti-
ven Mikrogliose und des cholinergen anti-inflammatorischen Signalwegs darstellen,
betrachtet. Passend zu den Ergebnissen von Liu et al. zeigte der selektive a7-nACh-

Agonist PNU-282987 ein anti-inflammatorisches und neuroprotektives Potential.

4.1 AUSWAHL DES TIERMODELLS
Die Studie wurde am akuten MPTP-Mausmodell durchgefuhrt (71, 136), welches

derzeit als das am besten untersuchte und etablierte Tiermodell des IPS gilt (48, 117).
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MPTP hat gegeniber anderen toxininduzierten Parkinson-Modellen den Vorteil, dass
es selektiv zur Zerstérung dopaminerger Neurone in der SNpc filhrt und ebenso beim
Menschen ein Parkinson-Syndrom auslost. Zudem kommt es zum Dopaminmangel im
Striatum und zur Mikroglia-Aktivierung in der SNpc (90). Wéahrend der dopaminerge
Zelluntergang beim IPS uber Jahre andauert, ist die Phase der aktiven Neurodegene-
ration bereits wenige Tage nach MPTP-Intoxikation beendet (70). Es gibt jedoch
Hinweise, dass auch nach dieser akuten Phase die MPTP-induzierte Neurodegene-
ration weiter anhalt und fortschreitet (82, 147). Lewy-Kdrperchen als neuropatholo-
gisches Korrelat des IPS treten nach MPTP-Gabe nicht auf (118). Die genaue Ursache
dafur ist bis heute noch nicht bekannt.

Nager, insbesondere Mause, sind in der experimentellen Forschung die am
haufigsten verwendete Tierart. Dabei ist zu beachten, dass Mause im Gegensatz zu
Affen, die ebenfalls als MPTP-Versuchstiere dienen, keine Parkinson-Symptome ent-
wickeln und weniger empfindlich auf MPTP reagieren, sodass wesentlich héhere
Dosierungen erforderlich sind, um eine neuronale Degeneration in der SNpc auszu-
[6sen (117). Zudem weisen verschiedene Mausstamme eine unterschiedliche MPTP-
Suszeptibilitat auf. Die Mauslinie C57BI/6 reagiert besonders empfindlich auf MPTP.
Eine kumulative Dosis von 90 mg/kg Kdrpergewicht reicht bei diesem Mausstamm aus,
um einen Dopamin-Verlust von 76 % zu erzielen. Im Vergleich dazu ist beispielsweise
eine kumulative Dosis von 410 mg/kg Kdrpergewicht notwendig, um einen 65-prozen-
tigen Dopamin-Verlust bei Swiss-Webster-Mausen zu erreichen (49). Auch im Hinblick
auf histologische Parameter, wie die Anzahl dopaminerger Neurone in der SNpc, sowie
auf das Tierverhalten ist die C57BI/6-Maus anderen Mauslinien im MPTP-Modell Giber-
legen (131). Optimale Reproduzierbarkeit der MPTP-Neurotoxizitat wird dabei bei der
Verwendung mannlicher 8 bis 10 Wochen alter C57BIl/6-Mause mit einem Korper-
gewicht von 25 bis 30 g erreicht (117), wie sie hier in der Studie verwendet wurden.
Das Ausmal der nigrostriatalen Schadigung hangt sowohl von der Dosis als auch vom
Dosierungsschema ab. Die gré3ten Effekte werden im akuten MPTP-Mausmodell mit
einer Dosierung von 4x 20 mg/kg Korpergewicht MPTP i.p. in einem 2-Stunden-
Intervall bei C57Bl/6-Méausen erzielt (136). Gleichzeitig fuhrt diese Dosierung
verlasslich zum begleitenden Auftreten einer Neuroinflammation in der SNpc und im
Striatum, was im Hinblick auf die Fragestellung dieser Studie von besonderer
Bedeutung war. Aus diesen Grinden wurde diese Studie unter Verwendung des
akuten MPTP-Mausmodells mit mannlichen, zum Zeitpunkt der MPTP-Intoxikation 8
Wochen alten C57BI/6-Mausen durchgefihrt.

68



DISKUSSION

4.2 TIERVERHALTEN

Unmittelbar nach MPTP-Applikation wiesen die Tiere kurzzeitig korperliche Symptome
wie struppiges Fell, Zittern und Hypokinese auf. Diese Symptome sind typische Intoxi-
kationserscheinungen nach MPTP-Gabe, die in der Regel fur 24 bis 48 Stunden anhal-
ten (71). Eine MPTP-bedingte Letalitat wurde in dieser Versuchsserie nicht beobachtet.
Grund hierfur kénnte die Unterbringung der Tiere in einem Warmeschrank bei +27 °C
nach MPTP-Intoxikation sein. Auf diese Weise konnte die Hypothermie, welche auf die
kardiovaskulare Wirkung von MPTP zurlickzufiihren ist und den Hauptgrund fir die
hohe akute Letalitdt nach MPTP-Intoxikation darstellt (71), verhindert werden.

Das motorische Verhalten der Tiere wurde anhand des Rotarod-Tests untersucht.
Es konnten keine Unterschiede sowohl zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen,
als auch beim Vergleich vor und sechs Tage nach der MPTP-Behandlung festgestellt
werden. Die oben beschriebenen korperlichen Symptome, die eventuell zu Defiziten
der motorischen Leistung auf dem Rotarod héatten fiihren kdnnen, waren zum Zeitpunkt
des zweiten Testlaufs bereits abgeklungen. Zudem |6st MPTP bei Mausen, wie bei
allen Nagern, keine typische Parkinson-Symptomatik — Akinese, Rigor, Tremor und
posturale Instabilitdt — aus. Dies kénnte erklaren, warum im Rotarod-Test keine Unter-
schiede bei MPTP-behandelten Mausen im Vergleich zu Kontrolltieren festgestellt
werden konnten.

Auch Sedelis et al. konnten im Rotarod-Versuch wie auch in weiteren Verhaltens-
versuchen keine signifikanten MPTP-bedingten Verhaltensunterschiede bei C57BI/6-
Mausen feststellen (131). Rozas et al. beschrieben den Rotarod-Test als einen
geeigneten Test, das motorische Verhalten von MPTP-behandelten C57BIl/6-M&ausen
zu untersuchen. In einem anders als in dieser Studie gewdahlten MPTP-Regime
konnten sie ein Defizit im motorischen Verhalten beobachten, welches jedoch erst
nach der vierten MPTP-Gabe an Tag 45 nachweisbar war. Zu einem friheren
Zeitpunkt konnte auch hier kein Verhaltensunterschied nachgewiesen werden (127).
Luchtman et al. hingegen beobachteten, dass die insgesamt zuriickgelegte Strecke auf
dem Rotarod 48 Stunden nach akuter MPTP-Intoxikation im Vergleich zur Kontrolle
vermindert war (93).

Beim Vergleich dieser Studien sind allerdings Unterschiede in der jeweiligen
Testdurchfihrung zu beachten. Man kann zwei Arten des Rotarod-Tests unter-
scheiden. Beim sogenannten Fixed-speed Rotarod, der hier angewandten Methode,
bleibt die Geschwindigkeit Uber die gesamte Testzeit konstant (40). Diese Methode ist
vor allem geeignet, um das Erlernen motorischer Fahigkeiten zu testen und um — wie in
dieser Studie angestrebt — minimale Veranderungen, die auf eine behandlungsassozi-

ierte Genesung zurlckzufihren sind, nachzuweisen (104). Den grofiten Einfluss hat
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hier die Rotationsgeschwindigkeit. Die in dieser Studie verwendete Geschwindigkeit
von 10 rpm war relativ gering, sodass die kardiopulmonale Leistung keinen Einfluss auf
die Rotarod-Leistung nehmen konnte. Beim sogenannten Accelerating Rotarod
hingegen nimmt die Geschwindigkeit im Testverlauf zu (73, 127, 150). Auf diese Weise
lasst sich das maximale motorische Leistungsvermdgen der Tiere testen. Dieses
Verfahren ist geeignet, wenn das Ausmal} einer nigrostriatalen Schadigung beispiels-
weise bei verschiedenen Tiermodellen verglichen werden soll (104). Zu beachten ist
aulBerdem, dass beim Rotarod die motorische Koordination in der Bewegung unter-
sucht wird und nicht die Ausfiihrung freiwilliger Bewegungen.

PNU-282987 oder Mecamylamin alleinig haben bei den gegebenen Dosierungen zu
keinen Veranderungen der lokomotorischen Aktivitdt gefiihrt und zeigten ebenso

keinen Effekt bei MPTP-intoxikierten Mausen im Vergleich zu Kontrolltieren.

4.3 NEUROINFLAMMATION

Das Ausmald der Neuroinflammation, einer der wesentlichen potentiellen therapeuti-
schen Angriffspunkte dieser Studie, wurde anhand der striatalen Zytokin-Konzentratio-
nen von IL-1B, IL-6, TNF-a und IL-10 sowie der Anzahl aktivierter Mikroglia in der SNpc

beurteilt.

MPTP fihrt zur ausgepragten Neuroinflammation in SNpc und Striatum

Bereits zwei Tage nach akuter MPTP-Intoxikation waren die Konzentrationen der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-1B3, IL-6 und TNF-a im Striatum signifikant erhéht im
Vergleich zu gesunden Kontrolltieren, wahrend die Konzentration des anti-inflammato-
rischen Zytokins IL-10 durch MPTP nicht beeinflusst wurde.

Erhohte Zytokin-Konzentrationen im Striatum sind Anzeichen einer Neuroinflamma-
tion — in diesem Fall ausgelést durch MPTP. Im Rahmen einer Neuroinflammation
werden Zytokine im ZNS vor allem von aktivierten Mikrogliazellen, den einzig immun-
kompetenten Zellen des ZNS, produziert und sezerniert (91, 123). Pro-inflammatori-
sche Zytokine kénnen ihrerseits bei Ubermafiger Sekretion zur Neurodegeneration bei-
tragen. TNF-a unterstitzt in besonderem Ausmald die neurotoxische Wirkung von
MPTP. So konnte gezeigt werden, dass MPTP in transgenen Mausen, die keinen der
beiden TNF-a-Rezeptoren exprimieren, nicht neurotoxisch wirkt (139). Auch IL-18 wird
eine bedeutende Rolle in Bezug auf das Fortschreiten des IPS zugeschrieben.
Polymorphismen im IL-1B-Gen bei Menschen sind assoziiert mit einem erhdéhten Risiko
fur das Auftreten eines IPS und einem geringeren Erkrankungsalter (98, 108). IL-6

nimmt eine Sonderstellung unter den Zytokinen ein, da es nicht nur pro-inflammato-
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risch, sondern auch anti-inflammatorisch wirken kann. Eine Deletion im IL-6-Gen fihrt
zu erhohter Sensitivitédt gegentber MPTP (18, 24), was darauf hindeutet, dass IL-6 im
Zusammenhang mit MPTP eher neuroprotektiv zu wirken scheint. IL-10 z&hlt zu den
anti-inflammatorischen Zytokinen. Es gibt nur wenige Veroffentlichungen, die tber IL-
10 nach MPTP-Intoxikation berichten. Ciesielska et al. konnten einen phasischen
Verlauf der IL-10-mRNA-Expression nach akuter MPTP-Intoxikation bei C57BI/6-
Mausen nachweisen. Nach einem ersten signifikanten Anstieg sechs Stunden nach
MPTP-Gabe nahm die Expression der IL-10-mRNA im Striatum 24 Stunden nach
Intoxikation wieder ab und unterschied sich nicht mehr vom Kontrollwert, bis an Tag 3
wieder ein Anstieg der IL-10-mRNA-Expression eintrat (31). Dies erklart moglicher-
weise, warum in dieser Studie an Tag 2 nach akuter MPTP-Intoxikation keine
Veranderung der striatalen IL-10-Konzentration im Vergleich zur Kontrolle nachgewie-
sen werden konnte.

In Bezug auf die mikrogliale Aktivierung kam es zwei Tage nach MPTP-Intoxikation
zu einer signifikanten Zunahme der Anzahl Iba-1-positiver Mikroglia in der SNpc auf
fast 400 % des Ausgangswertes. Zusatzlich konnten morphologische Veranderungen
der Mikroglia von einer ramifizierten Form hin zu einer hypertrophen Form mit eher
proximalen, verdickten Zellauslaufern und einer abnehmenden distalen Ramifizierung
beobachtet werden.

Die Zunahme der Zellzahl sowie die morphologischen Veranderungen sind charak-
teristisch fur die Aktivierung von Mikroglia. MPTP hat demnach in der SNpc zu einer
Mikroglia-Aktivierung und zur Neuroinflammation gefiihrt. Dass MPTP nicht nur zum
dopaminergen Zelluntergang in der SNpc fuhrt, sondern begleitend auch eine Glia-
reaktion induziert, wurde bereits mehrfach beschrieben (34, 77, 80, 82, 90). Man geht
davon aus, dass Mikroglia nicht direkt durch MPTP selbst aktiviert werden, sondern
dass MPTP-geschadigte dopaminerge Neurone Substanzen freisetzen, die zur reakti-
ven Mikroglia-Aktivierung fihren (47, 77). Mikroglia sind die einzig immunkompetenten
Zellen des ZNS und reagieren als erste auf die neuronale Schadigung durch MPTP.
Man kann daher davon ausgehen, dass zwei Tage nach MPTP-Intoxikation die
erhohten Zytokin-Konzentrationen von IL-1B, IL-6 und TNF-a auf die Mikroglia-
Aktivierung zurtickzufuihren sind.

Zusammenfassend hat die akute MPTP-Intoxikation zu einer ausgepragten
Neuroinflammation in der SNpc und im Striatum gefuhrt und somit die Voraussetzung
zur Untersuchung der anti-inflammatorischen Effekte des a7-nACh-Agonisten PNU-
282987 geschaffen.
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PNU-282987 fuihrt zur Abschwéachung der Neuroinflammation in SNpc und Striatum
Der selektive a7-nACh-Agonist PNU-282987 konnte in dieser Studie die durch MPTP
ausgeloste Neuroinflammation in der SNpc und im Striatum reduzieren, indem er
Zytokin-Konzentrationen gesenkt und die Aktivierung von Mikroglia abgeschwacht hat.
PNU-282987 reduzierte im Striatum die durch MPTP ausgeloste Konzentrations-
zunahme der pro-inflammatorischen Zytokine IL-18 und TNF-a signifikant. Der MPTP-
induzierte Anstieg des IL-6-Spiegels wurde nur geringfligig (n.s.) gesenkt. Auf den IL-
10-Spiegel hatte PNU-282987 keine Auswirkung.

Es liegt nahe, dass PNU-282987 als selektiver Agonist am a7-nACh-Rezeptor Uber
die Aktivierung des cholinergen anti-inflammatorischen Signalwegs gewirkt und so zur
Reduktion der pro-inflammatorischen Zytokin-Konzentrationen und zur Abschwéachung
der Neuroinflammation beigetragen hat. Uber diesen Signalweg kann das autonome
Nervensystem Immunantworten regulieren. Die Aktivierung des cholinergen anti-
inflammatorischen Signalwegs fiihrt dabei u.a. zu einer Reduktion der Zytokine IL-1p,
IL-6 und TNF-a (33), die bei der Neuroinflammation im Rahmen des Parkinson-
Syndroms von Bedeutung sind (106).

Man kann davon ausgehen, dass nach Bindung von PNU-282987 an den a7-nACh-
Rezeptor, der u.a. auf Mikroglia exprimiert wird, die Translokation des Transkriptions-
faktors NFkB in den Zellkern unterbunden und die Transkription pro-inflammatorischer
Zytokine, darunter IL-13, IL-6 und TNF-a, verhindert wird. Die Freisetzung des Zytokins
HMGB1, welches die Expression von IL-13, IL-6 und TNF-a induziert, wird gehemmt.
Zusatzlich wird der Jak2/STAT3-Signalweg aktiviert, der anti-inflammatorische Effekte
induziert und mdglicherweise ebenfalls den NFkB-Signalweg inhibiert. Die Aktivierung
des anti-inflammatorischen Signalwegs reduziert demnach also die Transkription und
Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine durch Mikroglia. Entsprechend waren in
dieser Studie die Konzentrationen von IL-1B8, TNF-a und (n.s.) von IL-6 im Hirnlysat
nach Behandlung mit PNU-282987 reduziert. Auch Shytle et al. konnten Uber die
Aktivierung des cholinergen anti-inflammatorischen Signalwegs eine (wenn auch LPS-
induzierte) TNF-a-Freisetzung aus mikroglialen Zellen verhindern (133).

Den striatalen IL-6-Spiegel konnte PNU-282987 nur leicht, aber nicht signifikant
senken. Borovikova et al. hingegen konnten zeigen, dass die Aktivierung des
cholinergen anti-inflammatorischen Signalwegs mittels Acetylcholin einen Endotoxin-
induzierten IL-6-Anstieg in einer Makrophagen-Kultur senken kann (19). Mikroglia, die
Makrophagen des ZNS, sind jedoch nicht die einzigen Zellen, die IL-6 freisetzen. Auch
Astrozyten produzieren und sezernieren IL-6. Bolin et al. waren die Ersten, die Uber
eine Astrozyten-spezifische IL-6-Induktion im Striatum nach MPTP-Intoxikation berich-

teten (18). Dies konnte erklaren, warum PNU-282987 den striatalen IL-6-Spiegel nur
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geringfigig, aber nicht signifikant senken konnte. Einen weiteren Grund, warum die
Aktivierung des cholinergen anti-inflammatorischen Signalwegs den IL-6-Spiegel nicht
signifikant gesenkt hat, konnte STAT3 darstellen. STAT3 ist an der Produktion von IL-6
beteiligt. Es wird bei Aktivierung des Jak2/STAT3-Signalwegs — in diesem Fall Giber die
Bindung von PNU-282987 an den a7-nACh-Rezeptor — vermehrt exprimiert. Wahrend
gezeigt werden konnte, dass die Herunterregulierung der STAT3-Expression die LPS-
induzierte IL-6-Produktion nachweislich senkt (12), kénnte eine durch PNU-282987 ge-
steigerte Expression von STAT3 die IL-6-Produktion anheben.

Da IL-6 nicht nur pro-inflammatorische, sondern auch anti-inflammatorische Eigen-
schaften besitzt, kann die Nicht-Reduktion des IL-6-Spiegels durch PNU-282987 ggdf.
auch als protektiver Effekt gewertet werden. Auch IL-6 kann den Jak2/STAT3-Signal-
weg nachweislich aktivieren (38). Der Jak2/STAT3-Sighalweg kann wiederum den
NFkB-Signalweg inhibieren und so zum anti-inflammatorischen Effekt beitragen.

PNU-282987 hat den MPTP-induzierten Anstieg des anti-inflammatorischen Zyto-
kins IL-10 nicht beeinflusst. IL-10 wird zwar auch von Mikroglia freigesetzt, jedoch wird
seine Expression nicht Uber den NFkB-Signalweg reguliert (15). Entsprechend wird
seine Genexpression auch nicht durch den cholinergen anti-inflammatorischen
Signhalweg beeinflusst (19). Dies deutet darauf hin, dass PNU-282987 selektiv anti-
inflammatorisch am a7-nACh-Rezeptor gewirkt hat.

Ein wichtiger zusatzlicher Aspekt in der Beurteilung neuroinflammatorischer
Prozesse im murinen MPTP-Modell ist die mikrogliale Aktivierung. In der vorliegenden
Studie konnte gezeigt werden, dass die Gabe des selektiven a7-nACh-Agonisten PNU-
282987 bei MPTP-intoxikierten Tieren die erhthte Mikroglia-Anzahl in der SNpc auf
den Kontrollwert gesunder Tiere reduziert. Zudem fuhrte die Behandlung mit PNU-
282987 zu morphologischen Veranderungen der Mikroglia. Die zuvor aktivierte, hyper-
trophe Mikrogliazelle erlangte wieder ein ruhendes, ramifiziertes Zellstadium. PNU-
282987 hat also auch die Neuroinflammation in Bezug auf die Mikroglia-Aktivierung
abgeschwacht.

Wie oben bereits erlautert, liegt es nahe, dass PNU-282987 lber eine Bindung an
den mikroglialen a7-nACh-Rezeptor den cholinergen anti-inflammatorischen Signalweg
aktiviert und die Zytokin-Produktion der Mikroglia reduziert hat. Geringere Zytokin-
Spiegel haben zur Folge, dass weniger Zytokine an die Zytokin-Rezeptoren der
Mikroglia binden und diese autokrin aktivieren konnen. AufRerdem wird die Schadigung
dopaminerger Neurone durch pro-inflammatorische Zytokine abgeschwécht bzw. unter-
bunden (s. auch Kapitel 4.4). Gehen weniger dopaminerge Neurone zugrunde, so
werden wiederum auch weniger mikrogliale Aktivatoren wie beispielsweise a-Synuclein

und Neuromelanin freigesetzt.
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PNU-282987 konnte also durch Aktivierung des cholinergen anti-inflammatorischen
Signalwegs den Circulus vitiosus der reaktiven Mikrogliose durchbrechen und so die
Neuroinflammation zwar nicht vollstandig unterbinden, jedoch deutlich abschwachen.
Die Anzahl der Mikroglia in der SNpc sowie die morphologischen Veranderungen
konnten auf dem Kontrollwert gesunder Tiere gehalten werden. Diese Ergebnisse
werden durch die Befunde von Shytle et al. unterstiitzt, die zeigen konnten, dass die
Aktivierung des cholinergen anti-inflammatorischen Signalwegs die (allerdings LPS-
induzierte) Mikroglia-Aktivierung abschwachen kann (133).

Beim Vergleich der Kontrollgruppen untereinander féllt auf, dass PNU-282987 bei
gesunden Tieren zu einer Erhéhung der Mikroglia-Anzahl um ca. 50% geftihrt hat. Die
Erklarungen hierflr kdnnen nur rein spekulativ sein. Da diese Art der Mikroglia-Aktivie-
rung nicht zum dopaminergen Zelluntergang in der SNpc gefiihrt hat, kbnnte dies ein
Hinweis darauf sein, dass die Aktivierung des a7-nACh-Rezeptors zu einem inflamma-
torischen Milieu fuhrt, welches sich von der Neuroinflammation beim IPS unterscheidet
und welches kein neurotoxisches Potential besitzt. Es ist auRerdem denkbar, dass die
alleinige Mikroglia-Aktivierung ohne ein primares neurotoxisches Ereignis nicht zur
Neurodegeneration fuhren kann. Immerhin sind Neuroinflammation und eine milde
Aktivierung von Mikroglia als voriibergehende Antwort des Immunsystems auf einen
schadigenden Einfluss nicht nachteilig. Sie dienen primar der Abwehr und kdnnen
sogar neuroprotektiv wirken (34). Bei neurodegenerativen Erkrankungen wie dem IPS
jedoch wird die Mikroglia-Aktivierung als Antwort auf den dopaminergen Zelluntergang
chronisch und fihrt zu weiterer Zellschadigung, indem pro-inflammatorische und
neurotoxische Faktoren freigesetzt werden. Diese sogenannte reaktive Mikrogliose
fuhrt zu einem sich selbst aufrecht erhaltenden Prozess und unterhalt die Neuro-
degeneration (16). Neuroinflammation und Mikroglia-Aktivierung scheinen demnach je
nach Grad der Aktivierung unterschiedliche Funktionen und Auswirkungen zu haben.
Moglich ware es auch, dass der a7-nACh-Rezeptor ein intrinsisches neuroprotektives
Potential aufweist, welches unabhéangig von seiner Wirkung auf die Neuroinflammation
ist. Daher hat mdglicherweise auch die Behandlung mit dem nACh-Antagonisten
Mecamylamin zu einer Abschwéachung der Neuroinflammation gefiihrt ohne jedoch
Auswirkungen auf das Ausmal} des dopaminergen Zelluntergangs zu haben (s. Kapitel
4.4). Dagegen spricht, dass bereits in frGheren Studien mit dem unselektiven nACh-
Agonisten Nikotin gezeigt wurde, dass die protektiven Eigenschaften des a7-nACh-
Rezeptors auf dopaminerge Neurone auf seine anti-inflammatorische Wirkung
zuriickzufuhren sind (110). Letztendlich bleibt die Wirkung von PNU-282987 auf

Saline-behandelte Tiere nicht vollstéandig verstanden.
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Auch Mecamylamin zeigt anti-inflammatorische Effekte

Die Behandlung MPTP-intoxikierter Tiere mit dem nACh-Antagonisten Mecamylamin
fuhrte — ahnlich wie die Behandlung mit dem Agonisten PNU-282987 — zu einer Ab-
schwéachung der Neuroinflammation in der SNpc und im Striatum. Mecamylamin
reduzierte die durch MPTP ausgeloste Konzentrationszunahme der pro-inflammato-
rischen Zytokine IL-18 und TNF-a im Striatum. Der MPTP-induzierte Anstieg des IL-6-
Spiegels wurde nicht signifikant beeinflusst und der IL-10-Spiegel lediglich im Vergleich
zu gesunden Kontrollen gesenkt.

Diese Befunde ahneln stark den Effekten des selektiven a7-nACh-Agonisten PNU-
282987 auf die Zytokin-Konzentrationen bei MPTP-intoxikierten Tieren. Dabei war man
davon ausgegangen, dass Mecamylamin als Antagonist am a7-nACh-Rezeptor den
cholinergen anti-inflammatorischen Signalweg inhibiert und die Neuroinflammation
aufrechterhalt oder sogar verstarkt. Van Westerloo et al. konnten beispielsweise mit
Mecamylamin die Schwere der Pankreatitis im experimentellen Maus-Modell erhé-
hen (151).

Eine mogliche Erklarung, warum Mecamylamin zur Reduktion des durch MPTP
ausgeldsten striatalen IL-1B- und TNF-a-Anstiegs gefuhrt hat, kénnte sein, dass es
sich bei Mecamylamin um einen nicht-selektiven nACh-Antagonisten handelt, der
folglich auch an andere Untereinheiten des nACh-Rezeptors bindet. Dabei weist Meca-
mylamin beispielsweise eine hdhere Affinitat fur a432- und a3B4-nACh-Rezeptoren auf
als fur den a7-nACh-Rezeptor (5). Mdglicherweise hatte Mecamylamin zunachst diese
anderen Rezeptoren besetzt und konnte so den a7-nACh-Rezeptor nur noch partiell
inhibieren. Zudem ist die Blockade des a7-nACh-Rezeptors durch Mecamylamin
besonders schnell reversibel, verglichen mit einer Blockade dieser anderen
Rezeptoren (109). Es koénnte daher mdglich sein, dass eine einmal tagliche Applikation
von Mecamylamin nicht ausgereicht hat, die a7-nACh-Rezeptoren dauerhaft zu
blockieren. Dariliber hinaus wurde beschrieben, dass Mecamylamin in hohen
Dosierungen den prokognitiven Effekt von Nikotin am a4B2-nACh-Rezeptor inhibieren
(88), in niedrigen Dosierungen (<1 mg/kg Korpergewicht) jedoch die kognitive
Leistungsfahigkeit im Tiermodell wie ein Agonist steigern kann (143). Es kdnnte sein,
dass auch die Wirkung am a7-nACh-Rezeptor dosisabhangig ist und die hier verwen-
dete Dosierung (einmal taglich 1 mg/kg Korpergewicht) so zu unerwarteten PNU-
282987-ahnlichen Effekten gefihrt hat.

Den durch MPTP erhohten IL-6-Spiegel konnte Mecamylamin moglicherweise des-
halb nicht signifikant beeinflussen, da ein Teil des IL-6 nach MPTP-Intoxikation von
Astrozyten gebildet wird und sich seine Produktion somit nicht Uber den cholinergen

anti-inflammatorischen Signalweg beeinflussen lasst.
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Der durch MPTP ausgeloste IL-10-Anstieg wurde durch Mecamylamin nicht
beeinflusst. Da die IL-10-Produktion, wie oben beschrieben, nicht Gber den NFkB-Weg
reguliert wird, war dieses Ergebnis zu erwarten.

Daruiber hinaus zeigte sich, dass die Gabe von Mecamylamin die MPTP-induzierte
Zunahme der Mikroglia-Anzahl unerwarteter Weise um nahezu 20% reduzieren konnte.
Die Morphologie der durch MPTP aktivierten Mikroglia konnte im Gegensatz dazu nicht
beeinflusst werden. Auch war im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren die Anzahl der
Mikroglia in der SNpc weiterhin stark erhéht und ihre Morphologie deutete auf ein
aktiviertes Stadium hin. Diese leichte, aber signifikante Reduktion der Anzahl aktivierter
Mikroglia in der SNpc kann durch die ebenfalls durch Mecamylamin reduzierten
Zytokin-Spiegel erklart werden. Dennoch wies die SNpc nach Gabe des hACh-Antago-
nisten Mecamylamin nahezu doppelt so viele Mikrogliazellen auf wie nach Gabe des
a7-nACh-Agonisten PNU-282987. Mecamylamin hat demnach weitaus weniger anti-
inflammatorisch gewirkt als PNU-282987.

Auch Mecamylamin hat, ebenso wie PNU-282987, bei Kontrolltieren zu einer
Zunahme der Mikroglia-Anzahl gefiihrt. Diesen Effekt des nACh-Antagonisten héatte
man durchaus erwarten und mit der Inhibierung des cholinergen anti-inflammatori-
schen Signalwegs erklaren konnen. Allerdings hat Mecamylamin bei MPTP-intoxi-
kierten Tieren genau den gegenteiligen Effekt gezeigt, sodass man nun hier von
diesem Erklarungsansatz absehen muss. Hatte es bei MPTP-behandelten Tieren wie
PNU-282987 gewirkt, so zeigte es nun auch bei gesunden Tieren den (unerwarteten)
PNU-282987-ahnlichen Effekt.

4.4 DOPAMINERGE NEURODEGENERATION

Das Ausmald der dopaminergen Neurodegeneration wurde experimentell anhand der
Anzahl TH-positiver dopaminerger Neurone in der SNpc, der striatalen Konzentratio-
nen von Dopamin, DOPAC und HVA sowie anhand des Dopaminumsatzes charakteri-

siert.

MPTP fuhrt zur Neurodegeneration in der SNpc und zum Dopaminmangel im Striatum

Sieben Tage nach akuter MPTP-Intoxikation betrug die Anzahl TH-positiver dopami-
nerger Neurone in der SNpc nur noch etwa 64 % des Kontrollwertes. MPTP hat folglich
in der SNpc zur Degeneration dopaminerger Neurone gefuihrt. Der dopaminerge Zell-
verlust in der SNpc ist sowohl charakteristisch fur die MPTP-Intoxikation als auch fir
das IPS selbst. In der Literatur wird von einer Reduktion TH-positiver dopaminerger
Neurone in der SNpc um 16,5 % bis 71 % bei 8 Wochen alten C57BI/6-Mausen nach
akuter MPTP-Intoxikation berichtet (70, 79, 90, 155). Nach systemischer Applikation
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uberwindet MPTP die Blut-Hirn-Schranke und wird u.a. in Gliazellen zu MPP" meta-
bolisiert. MPP* wird als eigentliches Neurotoxin spezifisch in dopaminerge Neurone
aufgenommen und fuhrt dort u.a. zur Inhibition der mitochondrialen Atmungskette und
in der Folge zur Verarmung der Zelle an ATP, zu vermehrtem Auftreten von ROS und
schlief3lich zum Zelltod. Die SNpc ist von der Degeneration dopaminerger Neurone in
besonderem Ausmalf3 betroffen.

Die Anzahl dopaminerger Neurone in der SNpc wurde, wie auch in den oben
genannten Studien, Uber den immunhistochemischen Nachweis der TH bestimmt. Da
die TH im ZNS ein spezifisches Enzym der dopaminergen Zellen ist, lassen sich auf
diese Weise dopaminerge Neurone spezifisch nachweisen. Diese Methode ist in ihrer
Durchfihrung und Auswertung wesentlich praktischer und spezifischer als die Nissl-
Farbung (70). Mit Hilfe der Nissl-Farbung lassen sich saure, basophile Zellbestandteile,
Ribonukleinsaure (RNA) und DNA in den Nukleoli und Ribosomen von Neuronen
anfarben. Da sich diese Zellorganellen nur im Zellkérper befinden, wird bei der Nissl-
Farbung entsprechend nur der Zellkérper der Neurone angefarbt. Sowohl die Abnahme
der TH-Immunreaktivitéat als auch der Verlust Nissl-gefarbter Neurone weisen auf eine
Neurodegeneration hin.

Zu beachten ist, dass MPTP zu einer Reduktion der TH-Immunreaktivitat fihren
kann, ohne dass es zwingend zum Zelltod kommt (70, 132). Daher korrelieren wahrend
der aktiven Phase der MPTP-induzierten Neurodegeneration die TH-Immunreaktivitat
und die Anzahl Nissl-gefarbter Neurone nicht miteinander. Die Anzahl TH-positiver
dopaminerger Neurone féllt in den ersten Tagen nach MPTP-Intoxikation geringer aus
als die Nissl-Zellzahl. Sieben Tage nach MPTP-Intoxikation hingegen korreliert die
Anzahl TH-positiver dopaminerger Zellen und Nissl-gefarbter Neurone wieder mit-
einander. Da der Nachweis der TH-Immunreaktivitat die spezifischere Methode ist, ist
sie ab Tag 7 nach MPTP-Intoxikation der Nissl-Farbung vorzuziehen. Dann ist die
dopaminerge Neurodegeneration weitestgehend abgeschlossen, sodass die Bestim-
mung der Zellzahl zu diesem Zeitpunkt ebenso prazise ist wie an Tag 28 nach MPTP-
Intoxikation (70). Entsprechend wurden in dieser Studie die dopaminergen Zellen in der
SNpc an Tag 7 nach MPTP-Intoxikation mit Hilfe der TH-IHC nachgewiesen.

Im Striatum fihrte MPTP zur Reduktion der Dopamin-Konzentration um ca. 88%.
Die Konzentrationen der Dopamin-Metaboliten DOPAC und HVA wurden um etwa
80 bzw. 77 % gesenkt. Die Reduktion dieser Neurotransmitterspiegel ist auf den durch
MPTP ausgelosten dopaminergen Zelluntergang in der SNpc zuriickzufuhren. Die in
dieser Studie beobachtete Abnahme der Neurotransmitterspiegel entspricht in ahn-

lichem Ausmal den Ergebnissen anderer Studien. Jakowec et al. beobachteten eine
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Abnahme der Dopamin-Konzentration an Tag 7 um 93,4 %, welche zu diesem
Zeitpunkt auch den niedrigsten Wert aufwies (72).

Vergleicht man die prozentuale Abnahme der Neurotransmitter-Konzentrationen mit
dem Zellverlust in der SNpc, so fallt auf, dass die Neurotransmitter-Spiegel in wesent-
lich gréBerem Ausmald gesenkt wurden als die Anzahl dopaminerger Zellen in der
SNpc. Erklart werden kann dies dadurch, dass die dopaminerge Neurodegeneration
einen sogenannten ,Dying Back-Prozess* darstellt (36, 66). Die Schadigung erfolgt
primar an den terminalen Nervenendigungen und schreitet von hier aus zum Zellkérper
hin fort (132). Entsprechend ist die Destruktion terminaler Nervenendigungen im
Striatum wesentlich ausgepréagter als der Untergang dopaminerger Zellkdrper in der
SNpc. Gehen nach MPTP-Intoxikation nun insbesondere die terminalen Nervenendi-
gungen zugrunde, so werden entsprechend auch die Konzentrationen von Dopamin,
DOPAC und HVA wesentlich starker gesenkt als die Anzahl dopaminerger Neurone in
der SNpc.

Die Werte des DOPAC/Dopamin- und HVA/Dopamin-Quotienten waren nach
MPTP-Intoxikation erhoht. Dies deutet auf einen kompensatorisch gesteigerten
Dopamin-Umsatz Uberlebender Neurone hin, welcher das striatale Dopamin-Defizit
ausgleichen soll (57).

MPTP hat zusammenfassend also zu einer ausgepragten Degeneration dopaminer-
ger Neurone in der SNpc sowie zum Dopaminmangel im Striatum gefihrt und

demnach Charakteristika eines Parkinson-Syndroms in der Maus ausgeltst.

PNU-282987 wirkt neuroprotektiv auf dopaminerge Neurone in der SNpc

Die Behandlung mit PNU-282987 konnte die Schadigung dopaminerger Neurone durch
MPTP abschwachen. Dies zeigte sich sowohl quantitativ anhand der Zellzahl als auch
funktionell anhand des Dopaminstoffwechsels. Der durch MPTP verursachte Unter-
gang dopaminerger Neurone in der SNpc wurde durch Gabe von PNU-282987 soweit
abgeschwacht, dass sich die Zellzahl der MPTP/PNU-282987-Tiere nicht mehr von
dem Wert gesunder Kontrollen unterschied. PNU-282987 hat demnach neuroprotektiv
gewirkt. Dabei sind zwei verschiedene mogliche Mechanismen zu unterscheiden, tber
die PNU-282987 diesen neuroprotektiven Effekt ausgelbt haben kénnte.

Es liegt nahe, dass PNU-282987 uber die in dieser Studie bereits nachgewiesene
Abschwachung der Neuroinflammation in der SNpc den Circulus vitiosus der reaktiven
Mikrogliose durchbrochen und die sich selbst aufrecht erhaltende Neurotoxizitat unter-
bunden hat. Werden durch PNU-282987 weniger Mikroglia aktiviert, setzen diese u.a.
weniger Zytokine frei, die zur Schadigung dopaminerger Neurone beitragen kdnnten.

Unterstitzt wird dies durch die Ergebnisse von Park et al., welche den neuro-
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protektiven Effekt von Nikotin auf dopaminerge Neurone auf die Abschwachung der
Mikroglia-Aktivierung zurlckfuhren (110). Erst kirzlich haben Liu et al. gezeigt, dass
sich dieser neuroprotektive Effekt von Nikotin durch die Gabe des selektiven a7-nACh-
Antagonisten Methyllycaconitin aufheben lasst (92). Diese Befunde unterstreichen
nachhaltig die Hypothese, dass PNU-282987 seine neuroprotektive Wirkung auf
dopaminerge Neurone in der SNpc durch die Aktivierung des mikroglialen a7-nACh-
Rezeptors und die Abschwachung der Neuroinflammation geleistet hat.

Allerdings weisen nicht nur Immunzellen den a7-nACh-Rezeptor auf, sondern auch
Neurone. Hier fungiert der a7-nACh-Rezeptor als ligandengesteuerter Calciumkanal
und moduliert die Neurotransmitter-Freisetzung aus prasynaptischen Nervenendigun-
gen (3). Zwar weisen dopaminerge Nervenzellendigungen im Striatum keinen solchen
a7-nACh-Rezeptor auf (27), dafir jedoch glutamaterge Nervenzellendigungen (3), die
wiederum im Striatum die Dopamin-Freisetzung modulieren kénnen. Fur das VTA
wurde bereits nachgewiesen, dass prasynaptische a7-nACh-Rezeptoren die gluta-
materge Neurotransmission positiv beeinflussen kénnen (99, 129). Eine mogliche
Erklarung konnte demnach sein, dass PNU-282987 uber eine vermehrte Glutamat-
Ausschittung die Dopamin-Freisetzung im Striatum gesteigert hat. Eine erhéhte
Dopamin-Ausschuittung bringt entsprechend eine erhéhte Dopamin-Wiederaufnahme in
dopaminerge Neurone mit sich, welche ebenso wie die Aufnahme von MPP” (iber den
DAT geschieht. Der neuroprotektive Effekt von PNU-282987 kdnnte demnach auch auf
eine kompetitive Hemmung der MPP*-Aufnahme in dopaminerge Neurone zuriickzu-
fuhren sein. Park et al. konnten jedoch unabh&ngig von MPTP bzw. MPP* auch an in-
vivo- und in-vitro-Modellen der LPS-induzierten Neuroinflammation die neuroprotektive
Wirkung des a7-nACh-Rezeptors nachweisen (110).

Der MPTP-induzierte Dopaminmangel im Striatum wurde durch Behandlung mit
PNU-282987 abgeschwacht. Ebenso wurde auch die reduzierte DOPAC-Konzentration
erhoht, wahrend PNU-282987 auf den verminderten HVA-Spiegel keinen Einfluss
hatte. Der kompensatorisch gesteigerte Dopamin-Umsatz Uberlebender Neurone
wurde durch PNU-282987 geringfigig (n.s.) gesenkt, sodass sich der HVA/Dopamin-
Quotient der MPTP/PNU-282987-Tiere nicht vom Kontrollwert unterschied. PNU-
282987 hat also — in gewissem Mal3e — auch auf physiologischer Ebene neuroprotektiv
gewirkt.

Beim Vergleich der Effekte von PNU-282987 sowohl auf funktioneller als auch auf
morphologischer Ebene fallt jedoch auf, dass PNU-282987 in wesentlich grof3erem
Ausmald den dopaminergen Zelluntergang in der SNpc beeinflusst hat als den
Dopaminmangel im Striatum. Dies kdnnte erneut auf den ,Dying back-Prozess® der

Neurodegeneration unter MPTP zuriickzufihren sein (36, 66). Es ware mdglich, dass
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PNU-282987 grundsatzlich zwar — wie in dieser Studie nachgewiesen — den Zellunter-
gang in der SNpc aufgehalten hat, jedoch die Zerstérung terminaler Nervenendigungen
im Striatum nicht verhindern konnte. Entsprechend konnte PNU-282987 auch die
dopaminerge Neurotransmission nicht wesentlich positiv beeinflussen. Zu beachten ist
aullerdem, dass nach MPTP-Intoxikation die Schadigung bezlglich des Dopaminstoff-
wechsels wesentlich ausgepragter war, als die Reduktion der Zellzahl.

Dass PNU-282987 den Dopaminmangel zwar signifikant, aber doch in relativ
geringem Ausmald gesenkt hat, konnte ein Hinweis darauf sein, dass die neuropro-
tektive Wirkung von PNU-282987 weniger auf eine Modulation der Neurotransmitter-
Freisetzung, sondern eher auf die Abschwachung der Neuroinflammation in der SNpc
zurlckzufuhren ist. Die Wirkung Uber die Neurotransmitter-Modulation lieRe hoéhere
striatale Dopamin-Spiegel erwarten.

Zusammenfassend konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass PNU-282987
hdchst wahrscheinlich Gber die Abschwachung der Neuroinflammation die Degenera-
tion dopaminerger Neurone in der SNpc aufhalten kann. Entsprechend wurde auch der
striatale Dopamin-Mangel durch PNU-282987 reduziert. Der erhéhte Dopamin-Umsatz
wurde geringfugig (n.s.) gesenkt.

Mecamylamin hat keinen Effekt auf den dopaminergen Zelluntergang in der SNpc

Die Gabe des unselektiven nACh-Antagonisten Mecamylamin konnte die Schadigung
des dopaminergen Systems durch MPTP nicht aufhalten oder abschwéachen. So kam
es auch nach Gabe von Mecamylamin zu einem MPTP-bedingten Untergang dopami-
nerger Neurone in der SNpc. Die gesenkten Spiegel von Dopamin, DOPAC und HVA
im Striatum wurden ebenso wie der Dopamin-Umsatz nicht beeinflusst.

Mecamylamin hat zwar unerwarteter Weise auch zu einer Abschwachung der
Neuroinflammation in der SNpc und im Striatum gefiihrt, dies konnte allerdings die
Neurodegeneration in der SNpc nicht verhindern. Eine moégliche Erklarung kénnten die
Eigenschaften von Mecamylamin als unselektiver nACh-Antagonist und das dadurch
erweiterte Wirkspektrum liefern. Mecamylamin bindet auch an andere nACh-
Rezeptoren, die zum Teil sogar in grofRerer Zahl im Striatum vorkommen als der a7-
NACh-Rezeptor. Beispielsweise kommen a4p32-nACh-Rezeptoren, die ebenfalls die
Dopamin-Freisetzung modulieren, im Striatum wesentlich haufiger vor als a7-nACh-
Rezeptoren (119). Zudem zeigt Mecamylamin an a4p2-nACh-Rezeptoren eine hdhere
Affinitdt und Wirkung als an a7-nACh-Rezeptoren (5, 109). Mecamylamin kann im
Striatum also nicht nur die Effekte des a7-nACh-Rezeptors inhibieren, sondern auch
andere nACh-Rezeptoren blockieren. Es ware somit moglich, dass Mecamylamin tber

die Hemmung diverser nACh-Rezeptoren die Glutamat-Ausschittung und konsekutiv
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die Dopamin-Ausschittung geschwacht hat. Passend dazu hat Mecamylamin die
striatalen Spiegel von Dopamin und HVA in gesunden Kontrolltieren reduziert. Eine
verminderte Dopamin-Freisetzung héatte bei MPTP-intoxikierten Tieren wiederum zur
Folge, dass weniger Dopamin tber den DAT in die dopaminerge Zelle wiederaufge-
nommen wird und vermehrt neurotoxisches MPP™ in die dopaminerge Zelle gelangt.

Dass das Ausmal} der dopaminergen Schadigung nach Behandlung mit Mecamyl-
amin das der alleinigen MPTP-Behandlung nicht Uberstieg, kdnnte man wiederum mit
der unerwarteten anti-inflammatorischen Wirkung von Mecamylamin erklaren. Diese
konnte die vermehrte MPP*-Aufnahme moglicherweise wieder ausgeglichen haben. So
unterschied sich das Ausmall der Schadigung des nigrostriatalen Systems nach
zusatzlicher Mecamylamin-Gabe nicht von der alleinigen Behandlung mit MPTP.

Wie oben bereits erwahnt, kbnnte es auch moglich sein, dass der a7-nACh-
Rezeptor ein intrinsisches neuroprotektives Potential besitzt, welches unabhangig von
seiner Wirkung auf die Neuroinflammation ist. Dies koénnte erklaren, warum die
Behandlung mit dem nACh-Antagonisten Mecamylamin trotz anti-inflammatorischer
Wirkung keine Auswirkungen auf die dopaminerge Neurodegeneration hatte.

Insgesamt ist festzustellen, dass eine Behandlung mit dem unselektiven nACh-
Antagonisten Mecamylamin die durch MPTP ausgeldste Neurodegeneration in der
SNpc nicht beeinflussen kann.

45 FaziT

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass der selektive a7-nACh-Agonist PNU-
282987 die Neuroinflammation im akuten MPTP-Mausmodell abschwéacht und dariber
hinaus auch den dopaminergen Zelluntergang in der SNpc reduziert. Anders als
erwartet, zeigte Mecamylamin in der verwendeten Dosierung nicht den genau
entgegengesetzten Effekt zu PNU-282987, was sich mdglicherweise auf seine
Eigenschaften als unselektiver Antagonist an nACh-Rezeptoren zurickfuhren I&sst.
Mecamylamin fihrte zur Abschwachung der Neuroinflammation, zeigte jedoch keinen
neuroprotektiven Effekt.

Die Ergebnisse dieser Studie starken die Hypothese, dass ein zentraler cholinerger
anti-inflammatorischer Signalweg existiert und dass die Aktivierung des a7-nACh-
Rezeptors einen mdglichen therapeutischen Ansatz in der Behandlung des IPS
darstellt. Zwar kann durch die Aktivierung des cholinergen anti-inflammatorischen
Signalwegs die derzeit noch unbekannte Ursache der Erkrankung nicht behoben
werden, dafiir kann die Neuroinflammation als ein wichtiger pathogenetischer Faktor
des IPS, der zusatzlich zum dopaminergen Zelluntergang in der SNpc beitragt,

abgeschwécht werden.
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PNU-282987 hat im akuten MPTP-Mausmodell eine vielversprechende neuroprotektive
Wirkung in Bezug auf die dopaminerge Neurodegeneration gezeigt. Bevor jedoch
klinische Konsequenzen gezogen werden kénnen, mussen zunachst die chemischen,
physikalischen und toxischen Eigenschaften von PNU-282987 genauer untersucht
werden. Derzeit ist die Substanz nur fur Forschungszwecke und nicht fiur den
menschlichen Gebrauch zugelassen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass der a7-nACh-Rezeptor als Bestandteil des
cholinergen anti-inflammatorischen Signalwegs einen potentiellen Angriffspunkt in der
Behandlung des IPS darstellt.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das idiopathische Parkinson-Syndrom zahlt zu den h&ufigsten neurodegenerativen
Erkrankungen. Es ist pathogenetisch durch die Degeneration dopaminerger Neurone,
das Auftreten von Lewy-Korperchen in Giberlebenden Neuronen und eine begleitende
Neuroinflammation in der Substantia nigra pars compacta gekennzeichnet. Die Atiolo-
gie der Erkrankung ist trotz intensiver Forschung unbekannt. Ein kausaler Therapie-
ansatz konnte bisher nicht gefunden werden.

Zunehmend gibt es Evidenz dafir, dass die durch aktivierte Mikroglia ausgeltste
Neuroinflammation in der Substantia nigra pars compacta nicht nur Folge der dopami-
nergen Degeneration ist, sondern selbst zum Zelluntergang beitragt. Mikroglia sind die
einzig immunkompetenten Zellen des Gehirns. Bei Schadigung dopaminerger Neurone
in der Substantia nigra pars compacta kommt es zur Mikroglia-Aktivierung. Aktivierte
Mikroglia sezernieren eine Reihe pro-inflammatorischer und potentiell neurotoxischer
Faktoren, darunter die Zytokine IL-1B, IL-6 und TNF-a, die wiederum dopaminerge
Neurone schadigen konnen. Dieser Circulus vitiosus — auch als reaktive Mikrogliose
bezeichnet — beschreibt eine sich selbst aufrechterhaltende Neurotoxizitat, die zu einer
chronischen, fortschreitenden Neurodegeneration fihrt.

Bei schweren Infektionen hat der Korper die Mdglichkeit, das Ausmald der Inflam-
mation Uber den inflammatorischen Reflex des autonomen Nervensystems zu regulie-
ren. Der efferente Arm dieses inflammatorischen Reflexes wird als cholinerger anti-
inflammatorischer Signalweg bezeichnet. Wichtiger Bestandteil dieses Signhalwegs ist
der a7-nikotinerge Acetylcholin-Rezeptor, der auf Immunzellen wie Mikroglia exprimiert
wird. Seine Aktivierung fuhrt u.a. zu einer Hemmung der NFkB-Translokation in den
Zellkern, zur Aktivierung des Jak2/STAT3-Signalwegs und in der Folge zu einer ver-
minderten Produktion pro-inflammatorischer Zytokine. In experimentellen Modellen
verschiedener entziindlicher Erkrankungen konnte gezeigt werden, dass die Aktivie-
rung dieses cholinergen anti-inflammatorischen Signalwegs die Inflammation eindam-
men und das Uberleben verbessern kann.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob die Neuroinflammation in der
Substantia nigra pars compacta uber diesen Signalweg beeinflussbar ist und ob dies
einen moglichen Therapieansatz der Parkinson-Erkrankung darstellen kénnte. Anhand
des akuten MPTP-Mausmodells wurden die Effekte des selektiven a7-nikotinergen
Acetylcholin-Agonisten PNU-282987 und des nikotinergen Acetylcholin-Antagonisten
Mecamylamin auf Neuroinflammation und dopaminerge Neurodegeneration untersucht.

Das MPTP-Mausmodell ist das am haufigsten verwendete Tiermodell der
Parkinson-Erkrankung. MPTP (1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin) ist ein

Neurotoxin, das selektiv dopaminerge Neurone in der Substantia nigra pars compacta
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zerstort und zur Parkinson-Erkrankung fuhrt. Die relativ hohe Dosierung der hier ange-
wandten akuten MPTP-Intoxikation (4x 20mg/kg Koérpergewicht intraperitoneal im
Abstand von 2 Stunden) fuhrt zudem zu einer ausgepragten Neuroinflammation mit
Mikroglia-Aktivierung. Um das Ausmalf der Neuroinflammation nach MPTP-Intoxikation
und Behandlung mit den jeweiligen Substanzen zu beurteilen, wurden die striatalen
Konzentrationen der pro-inflammatorischen Zytokine IL-18, IL-6 und TNF-a sowie des
anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 mittels ELISA bestimmt. Die Anzahl aktivierter
Mikroglia in der Substantia nigra pars compacta wurde immunhistochemisch erfasst.
Die Auswirkungen der Behandlung auf die dopaminerge Neurodegeneration im akuten
MPTP-Mausmodell wurden anhand der Anzahl immunhistochemisch nachgewiesener
dopaminerger Neurone in der Substantia nigra pars compacta untersucht. Zudem
wurden die striatalen Konzentrationen von Dopamin, 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure
und Homovanillinsdure ebenso wie der Dopamin-Umsatz bestimmt. Mogliche Auswir-
kungen auf das motorische Verhalten der Tiere sollten mit Hilfe des Rotarod-Tests er-
fasst werden.

Die Behandlung mit PNU-282987 hat die Neuroinflammation in der Substantia nigra
pars compacta im akuten MPTP-Mausmodell abgeschwacht. PNU-282987 konnte die
Mikroglia-Aktivierung vermindern und den MPTP-induzierten Konzentrationsanstieg
von IL-1B, TNF-a und in geringem Ausmalfd auch von IL-6 hemmen ohne den IL-10-
Spiegel zu beeinflussen. PNU-282987 konnte dartiber hinaus den MPTP-bedingten
dopaminergen Zelluntergang in der Substantia nigra sowie den striatalen Dopamin-
mangel reduzieren. Auch die Konzentration von 3,4-Dihydroxyphenylessigsédure wurde
erhoht. Der Dopamin-Umsatz wurde geringflgig beeinflusst. Auf das motorische
Verhalten der Tiere hatte PNU-282987 keinen Einfluss, allerdings hatte auch MPTP
selbst zu keinen Abweichungen im Rotarod-Test geflihrt. Die neuroprotektive Wirkung
von PNU-282987 ist wahrscheinlich auf sein anti-inflammatorisches Potential
zurlickzuftihren. Allerdings ist nicht auszuschliel3en, dass PNU-282987 auch Uber eine
Modulation der Neurotransmitter-Freisetzung gewirkt haben kdnnte. Immerhin findet
sich der a7-nikotinerge Acetylcholin-Rezeptor auch auf prasynaptischen Neuronen im
Striatum, wo er als ligandengesteuerter Calciumkanal fungiert.

Die Gabe des nikotinergen Acetylcholin-Antagonisten Mecamylamin fuhrte wider
Erwarten ebenfalls zu einer reduzierten Neuroinflammation. Allerdings wirkte Mecamyl-
amin nicht neuroprotektiv, was moglicherweise auf seine Eigenschaften als unselek-
tiver Antagonist an nikotinergen Acetylcholin-Rezeptoren zuriickzufihren ist.

Die Ergebnisse dieser Studie bekraftigen die Annahme, dass ein zentraler choliner-
ger anti-inflammatorischer Signalweg existiert, und demonstrieren das therapeutische

Potential einer Aktivierung des a7-nACh-Rezeptors in der Behandlung des IPS.
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6 SUMMARY

Parkinson’s disease is one of the most common neurodegenerative disorders. Its
pathogenetic hallmarks are the degeneration of dopaminergic neurons, the presence of
Lewy bodies in surviving neurons and an accompanying neuroinflammation in the
substantia nigra pars compacta. Despite intensive research, the aetiology of
Parkinson’s disease remains still unknown and there is no causal treatment yet
available.

Increasing evidence suggests that neuroinflammation in the substantia nigra pars
compacta caused by activated microglia is not only a result of dopaminergic neurode-
generation but also contributing to the cell loss. Microglial cells are the resident
immune cells in the brain. Damage of dopaminergic neurons in the substantia nigra
pars compacta results in an activation of microglial cells. Activated microglia produce a
range of pro-inflammatory and potentially neurotoxic factors, e.g. the cytokines IL-1p,
IL-6 and TNF-q, that can harm dopaminergic neurons in turn. This vicious circle — also
known as reactive microgliosis — describes a self-propelling neurotoxicity which leads
to a chronic and progressive neurodegeneration.

During severe infections, the body has the potential to adjust the magnitude of
inflammation by means of the inflammatory reflex by the autonomic nervous system.
The efferent arm of this inflammatory reflex is termed the cholinergic anti-inflammatory
signaling pathway. A major component of this pathway is the a7 nicotinic acetylcholine
receptor which is expressed on immune cells like microglia. Its activation results in an
inhibition of NFKB nuclear translocation, an activation of the Jak2/STAT3 signaling
pathway and accordingly a decreased production of pro-inflammatory cytokines.
Experimental models of several inflammatory diseases have shown that activation of
the cholinergic anti-inflammatory signaling pathway can dampen inflammation and
improve survival.

Whether neuroinflammation caused by activated microglia in the substantia nigra
pars compacta can be affected by activation of the cholinergic anti-inflammatory
signaling pathway and whether this could be a putative therapy approach of
Parkinson’s disease was to be examined in this study. Using the acute MPTP mouse
model, the effects of the selective a7 nicotinic agonist PNU-282987 and the nicotinic
antagonist mecamylamine have been investigated.

The MPTP mouse model is the most commonly used animal model of Parkinson’s
disease. As a neurotoxin MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) selec-
tively destroys dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta and

induces Parkinson’s disease. The relatively high dosing of the acute MPTP intoxication

85


http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl

SUMMARY

applied in this study (4x 20mg/kg body weight intraperitoneal at intervals of 2 hours)
produces a distinct neuroinflammation and activation of microglia.

To evaluate the extent of neuroinflammation after MPTP intoxication and treatment with
the particular substances, the striatal concentrations of the pro-inflammatory cytokines
IL-1B3, IL-6 and TNF-a as well as of the anti-inflammatory cytokine IL-10 were quantified
using an ELISA. The amount of activated microglia in the substantia nigra pars com-
pacta was assessed using immunohistochemistry. The impact of the treatment on
dopaminergic neurodegeneration in the acute MPTP mouse model was assessed by
means of the number of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta.
In addition, striatal levels of dopamine, 3,4-dihydroxyphenylacetic acid and homo-
vanillic acid as well as the dopamine turnover were determined. Possible effects on
motor performance were investigated using the rotarod test.

Treatment with PNU-282987 resulted in an attenuation of neuroinflammation in the
MPTP-lesioned substantia nigra pars compacta. PNU-282987 was able to dampen
activation of microglia in the substantia nigra pars compacta and to diminish the MPTP-
induced increase of striatal IL-13, TNF-a and in a small extent of IL-6 without affecting
the IL-10 level. Furthermore, PNU-282987 attenuated the MPTP-induced dopaminergic
cell loss in the substantia nigra pars compacta and reduced striatal dopamine
depletion. The concentration of 3,4-dihydroxyphenylacetic acid was increased as well.
Dopamine turnover was slightly affected. The animals’ motor behaviour remained un-
affected but had not changed after MPTP intoxication admittedly. This neuroprotective
effect of PNU-282987 is likely due to its anti-inflammatory potential, but may also be
partly explained by its possible modulating effect on neurotransmitter release, as the
a7 nicotinic acetylcholine receptor is also found presynaptically on neurons where it
acts as a ligand-gated ion channel.

Application of the nicotinic acetylcholine antagonist mecamylamine led to an
attenuation of neuroinflammation against one’s expectations. It did not act neuro-
protective though. This is probably due to its properties as an unselective nicotinic
acetylcholine antagonist.

The findings of this study strongly support the idea of a central cholinergic anti-
inflammatory signaling pathway and demonstrate that activation of the a7 nicotinic
acetylcholine receptor may provide a putative therapeutic target in the treatment of

Parkinson’s disease.
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8 ANHANG

8.1 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Fremdsprachliche Begriffe erscheinen kursiv.

a7-nACh-Rezeptor
AB

ACh
ACTH
ANOVA
ATP
BDNF
BSA
CaMKIlI
CAMP
CAST
CBD
CD
COMT
COX-2
DA
DAB
DAT
DLK
DMSO
DNA
DOPAC
ELISA
et al.
GABA
GDNF
Glu

GP
GPe
GPi
HMGB1
HPLC

a7-nikotinerger Acetylcholin-Rezeptor
B-Amyloid

Acetylcholin

Adrenocorticotropes Hormon
Varianzanalyse, Analysis of variance
Adenosintriphosphat

Brain-derived neurotrophic factor

Bovines Serumalbumin
Ca?*/Calmodulin-abhangige Proteinkinase II
Cyclisches Adenosin-3’,5-monophosphat
Computer Assisted Stereological Toolbox
Kortikobasale Degeneration, Corticobasal degeneration
Cluster of differentiation
Catechol-O-Methyltransferase
Cyclooxygenase-2

Dopamin

3,3'-Diaminobenzid

Dopamin-Transporter

Demenz vom Lewy-Korper-Typ
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure, Deoxyribonucleic acid
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure, 3,4-Dihydroxyphenylacetic acid
Enzyme-linked immunosorbant assay

und andere, et alii/et aliae
y-Aminobuttersaure, y-Aminobutyric acid
Glia cell line-derived neurotrophic factor
Glutamat

Globus pallidus

Pallidum externum

Pallidum internum
High-Mobility-Group-Protein B1
Hochleistungsflissigkeitschromatographie,

High performance liquid chromatography
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HRP Meerrettich-Peroxidase, Horseradish-Peroxidase
HVA Homovanillinsdure, Homovanillic acid

I.p. intraperitoneal

Iba-1 lonized calcium binding adaptor molecule 1

IHC Immunhistochemie

IL Interleukin

iINOS induzierbare NO-Synthase

IPS Idiopathisches Parkinson-Syndrom, Morbus Parkinson
kB NF-kB-Inhibitor

Jak2 Januskinase 2

JNK c-Jun N-terminale Kinase

L-DOPA L-3,4-Dihydroxyphenylalanin

LPS Lipopolysaccharid

MANF Mesencephalic astrocyte-derived neurothrophic factor
MAO-A/B Monoaminoxidase A/B

MAPK Mitogenaktivierte Proteinkinase

MD-2 Lymphozyten-Antigen 96

Meca Mecamylamin

MHC I Major Histocompatibility Complex Il

MMP3 Matrixmetalloprotease-3

MPDP”* 1-Methyl-4-phenyl-2,3-dihydropyridinium

MPP* 1-Methyl-4-phenylpyridinium

MPPP 1-Methyl-4-phenyl-4-propionoxy-piperidin

MPTP 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin

MRNA Boten-Ribonukleinsédure, Messenger ribonucleic acid
MSA Multisystematrophie

MT 3-Methoxytyramin

NFkB Nuklearer Faktor k B

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

n.s. nicht signifikant

PBS Phosphatgepufferte Kochsalzlosung, Phosphate buffered saline
PFA Paraformaldehyd

PGE, Prostaglandin E,

PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase

PKC Proteinkinase C

PNU PNU-282987
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PSP

q.s.
RNA

RNS
ROS
rpm
SEM
SN
SNpc
SNpr
SOCS3
STAT3
STN
TBS
TGF-R
TH
TLR
™
TMB
TNF-a
VMAT?2
VTA
ZNS

Progressive supranukleére Blickparese,

Progressive supranuclear palsy

so viel wie nétig, quantum satis /quantum sufficit,
Ribonukleinsaure, Ribonucleic acid

Reaktive Stickstoffverbindungen, Reactive nitrogen species
Reaktive Sauerstoffverbindungen, Reactive oxygen species
Rotationen pro Minute

Standardfehler des Mittelwerts, Standard error of the mean
Substantia nigra

Substantia nigra pars compacta

Substantia nigra pars reticularis

Suppressor of cytokine signaling 3

Signal transducer and activator of transcription 3

Nucleus subthalamicus

Tris-gepufferte Kochsalzlésung, Tris-buffered saline
Transforming Growth Factor-i3

Tyrosin-Hydroxylase

Toll-like-Rezeptor

Transmembrandomane

Tetramethylbenzidin

Tumornekrosefaktor-a

Vesikularer Monoamintransporter 2

Ventrales tegmentales Areal

Zentralnervensystem
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8.2

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
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11
1.2
1.3
1.4
15
1.6
1.7
1.8
1.9
2.1
2.2
2.3
2.4
3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
3.10
3.11
3.12
3.13
3.14

Anatomie der Basalganglien im Koronarschnitt.............ccccccoeeeiiiienniiiiiiinnnnn. 4
Stoffwechsel und synaptische Ubertragung von Dopamin ............cc...cu....... 6
Physiologie der Basalganglienschleife..........cccooooooiiiiiiii i, 7
Pathophysiologie der Basalganglienschleife beim Morbus Parkinson......... 8
Neuropathologie des Parkinson-Syndroms................eeeveveeeeiiiiiiiiiiiiiiinnnn. 10
Reaktive MIKrogliOSE..........uuuieiiiiiiiiiiiiiiiieiiei e 14
Cholinerger anti-inflammatorischer Signalweg..............cccccvviiiiiiiiiiiinnnnn. 18
MPTP-Metabolismus und MPP*-Wirkung ...........cccceeveeiieieerieiieiie s 22
Reaktionen in der SN nach akuter MPTP-Intoxikation ...............ccccccvevnne. 24
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Striatale IL-6-KoNzZentration.............couuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 49
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