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1. Einleitung
1.1 Stellung und Bedeutung der vorliegenden Arbeit

Das idiopathische Parkinson-Syndrom ist eine der hdufigsten degenerativen Erkrankungen.
Die Therapie erfolgt bislang symptomatisch und wird {iberwiegend medikamentds
durchgefiihrt. In den Spétstadien ist sie hdufig aber unzureichend. Neue therapeutische
Ansitze fiir diese Krankheitsphasen wurden mit der Gewinnung und Implantation von
Stammzellen erdffnet. Ziel dieser Behandlung ist die Substitution dopaminergen Gewebes,
um den striatalen Transmittermangel zu beheben bzw. eine Regeneration dopaminerger
Neurone in der Substantia nigra zu erreichen. Da die Nutzung von foetalem bzw.
embryonalem Gewebe ethisch und klinisch problematisch ist, stellt der Einsatz adulter
neuronaler Vorlduferzellen eine mogliche Alternative dar. In der vorliegenden Arbeit soll
in einem Parkinson-Modell der Ratte untersucht werden, inwiefern diese Zellen in die
betroffenen Strukturen Striatum und Substantia nigra integriert werden kénnen, inwieweit
sie in dopaminproduzierende Regulationsmechanismen einbezogen werden und ob eine
Verbesserung der neurologischen Symptomatik erreicht werden kann, die anhand von
Verhaltenstests ermittelt werden soll. Im Folgenden sollen die Grundlagen zur
Parkinsonschen Erkrankung und das 6-OHDA-Tiermodell erldutert werden, in deren
Kontext sich die experimentellen Ansédtze und Fragestellungen bewegen.

1.2 Die Parkinsonsche Erkrankung

1.2.1 Epidemiologie

Die Erkrankung wurde erstmals 1817 durch James Parkinson als ,,shaking palsy*
(Schiittelladhmung) beschrieben (Parkinson, 1817). Ich beziehe mich in dieser Dissertation
auf das sog. Idiopathische Parkinson-Syndrom. Uber die Inzidenz (Anzahl der
Neuerkrankungen/Zeiteinheit) des idiopathischen Parkinson-Syndroms liegen keine
einheitlichen Zahlen vor. Héufig konnen nur von einzelnen Regionen oder kleinen
Kohorten Zahlen vorgelegt werden.

In einer Studie aus Nordamerika (Olmsted County/ Minnesota) wurden
Parkinsonismusfalle registriert und aufgearbeitet. Dabei zeigte sich bei 364 Erkrankten in
42 % ein 1idiopathisches Parkinson-Syndrom. Die durchschnittliche Anzahl der
Neuerkrankungen pro Jahr lag bei 10,8/100000 Einwohnern. Die Erkrankungen nahmen im
hoheren Lebensalter zu (Bower et al., 1999).

Eine zweite Studie aus Finnland, die nahezu gleichzeitig verdffentlicht wurde, gibt fiir
Siidwestfinnland eine Inzidenzrate von 14,9/100000/Jahr an. In beiden Studien waren mehr
Minner als Frauen betroffen (Kuopio et al., 1999)

Laut WHO waren im Jahr 1990 ca. 4 Mio. Menschen weltweit erkrankt. In Europa sind 1,6
Menschen/ 100 Personen (> 65. Lebensjahr) betroffen, in Amerika und Kanada liegt die
Rate hoher (3,5 Pat./ 100 Personen). Die Privalenz (Anzahl der Erkrankungen zu einem
bestimmten Zeitpunkt) hat in den letzten 30 Jahren nicht zugenommen (Rozov, 1998;
Poeck und Hacke, 1998; Driver et al., 2008). Die Haufigkeit der Erkrankung variiert je



nach diagnostischen Kriterien, Studienpopulationen und der epidemiologischen Methoden.
Unter diesen Gesichtspunkten ist die Prévalenz des Parkinson Syndroms bei ca. 0,3
Prozent in der Allgemeinbevdlkerung anzusiedeln. Schitzungsweise ein Prozent der liber
60-jdhrigen leidet an dieser Erkrankung. 15 % der Parkinsonpatienten sind unter 50 Jahre,
10 % der Patienten verteilen sich auf die Altersklassen unterhalb des 40. Lebensjahres
(Nussbaum und Ellis, 2003; De Lau und Breteler, 2006).

Die Mortalitdt (Anteil der Personen einer definierten Population, die in einem bestimmten
Zeitraum sterben) lag im Beobachtungszeitraum von 10 Jahren bei 38 %, wie aus einer
australischen Studie hervorgeht. Dabei wurde die standardisierte Mortalitits Ratio (SMR)
angewendet, um die Mortalitit und die Todesursachen mit der Normalbevdlkerung zu
vergleichen. Die SMR lag bei 1,58 (p <0,001). Driver et al. zeigten in einer Kohortenstudie
2008, daBl nach einem medianen Follow-up von 5,8 Jahren 330 von 560 teilnehmenden
Patienten verstorben waren. Die Odds ratio fiir Mortalitét lag bei 2,32 (95% KI 1,85-2,92)
unter Beachtung von Rauchen und Alter. Das Mortalitétsrisiko erhohte sich mit
zunehmendem Alter, sogar bei sehr Betagten (OR=2,10, 95% KI 1,44-3,00). Bei Rauchern
fand sich kein erhohtes Mortalitétsrisiko im Zusammenhang mit PD. Es zeigten sich keine
geschlechtsspezifischen Unterschiede. Die durchschnittliche Erkrankungsdauer lag bei 9,1
Jahren. Dabei zeigte sich interessanterweise, dall die Mortalitit trotz des Einsatzes von L-
Dopa und Bromocriptin nicht gesunken ist.

Minner sind hidufiger betroffen als Frauen (55 %:45 %) und neuere Studien weisen
darauthin, dass Ostrogen moglicherweise neuroprotektiv wirkt (Hely et al., 1999; Driver et
al., 2008).

1.2.2 Atiologie

Man unterscheidet verschiedene Formen der Parkinsonerkrankung (Deutsche Gesellschaft
fiir Neurologie/Kompetenznetz Parkinson):

a) primdres oder idiopathisches Parkinson-Syndrom (= Morbus Parkinson, = IPS)
b) Parkinson-Syndrome im Rahmen anderer neurodegenerativer Erkrankungen:

) Progressive Supranukleédre Blickparese (PSP)

° Multisystem-Atrophie (MSA)

° Kortikobasale Degeneration (CBD)

¢) Symptomatische Parkinson-Syndrome:

° Medikamenten-induziert (Neuroleptika, Antiemetika, Antihypertensiva, Ca-
Antagonisten, Lithium, Valproat)

o vaskuldr

o posttraumatisch (z.B. Boxer)

° hypoxisch

° metabolisch (M.Wilson, Hypoparathyreoidismus)

° toxisch (Mangan, Kohlenmonoxid, MPTP)

) infektios (viral, bakteriell, fungal, parasitér)

° andere (Subakut Sklerosierende Panenzephalitis, Creutzfeldt Jakob

Krankheit, M. Whipple, ...)



d) genetisch-hereditir:

— PARKI1: Mutation im a-Synuclein-Gen (Chromosm 4q21)
— PARK2: Mutation im Parkin-Gen (Chr.6q25)

— PARK3: Gen unbekannt (Chr.2p13)

— PARK4: Mutation im a-Synuclein-Gen (Chr.4pl16)

— PARKS: UCH-L1 (Chr.4p14)

— PARK6: PINKI1 (Chr.1p35-37)
— PARK7: DIJ-1 (Chr.1p36)

— PARKS: LRRK2 (Chr.12g2)

— PARK9: ATP13A2 (Chr.1p36)

— PARK10: Gen unbek. (Chr.1p32)

— PARKI11: Gen unbek. (2q36-q37)

— PARKI12: Gen unbek. (X)

— PARKI13: HTRA2 (2p13)

— Not assigned: SNCAIP (Synphilin-1) (5923.1-g23.3)
— Not assigned: NR4A2 (NURR1) (2922-923)

— Not assigned: POLG (DANN Polymerase Gamma) (15925)

Wie oben schon erwihnt, bezieht sich die Arbeit auf die primédre Form, wobei die heute
bislang bekannten Ursachen fiir die anderen Formen der Vollstdndigkeit halber erwihnt
werden sollen.

Die Ursachen, die fiir die Entstehung der Krankheit verantwortlich sind, sind bis heute
weitgehend ungeklirt.

Prinzipiell liegt eine Degeneration der neuromelaninhaltigen Neurone der Pars compacta
der Substantia nigra vor, woraus ein striatdrer Dopaminmangel resultiert. Man geht davon
aus, dass trotz in neuester Zeit aufgetretener Zweifel und begrenzter
Untersuchungsmethoden apoptotische Mechanismen den Zelluntergang einleiten. Wie
diese Vorginge eingeleitet werden, bleibt zunédchst unklar (s. auch Pathologie). Auch stellt
sich die Frage, ob das degenerative Geschehen von der Substantia nigra im Mittelhirn
ausgeht oder ob nicht ein retrograder Zelltod stattfindet, wie er im Tiermodell induziert
werden kann. Desweiteren wird oxidativer Stref3 diskutiert, nachdem man bei obduzierten
Patienten erh6hte Spiegel an Eisen und verminderte Spiegel an Glutathion gefunden hat
(Ichitani et al., 1991; Jenner und Olanow, 1998; Schierle et al., 1999; Tatton et al., 2003).
Man rechnet damit, dass die Erkrankung am idiopathischen Parkinson-Syndrom ein
multifaktorielles Geschehen ist. Wie oben bereits aufgefiihrt, kann ein Parkinson-Syndrom
iatrogen durch bestimmte Medikamente induziert werden. Dazu gehdren z.B. die
Neuroleptika wie Phenothiazine (z. B. Thioridazin, Fluphenazin, Promazin) und
Butyrophenon-Derivate (Haloperidol, Pimozid). MPTP (1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-
Tetrahydropyridin), ein Zusatz von Designerdrogen, fithrte in den 1970er Jahren zu
extrapyramidalmotorischen Stérungen vom Bild eines Parkinsonismus und wurde Ende
des damaligen Jahrzehnts beschrieben (Davis et al., 1979).

Es konnten Erkenntnisse gewonnen werden, die allgemeine Krankheitsgeschehen (z.B.
Entziindungen), aber auch ethnische Besonderheiten, bestimmte berufliche Aspekte und
die Lebensfithrung betreffen.

Eine Rolle wird der Infektion mit Influenza A zugeschrieben, die man zuvor bei Patienten
beobachtet hat. Neuroinflammatorische Prozesse werden sowohl als Ursache als auch als
Folge zuvor aufgetretener Ereignisse wie z.B. der oxidative Strefl in Betracht gezogen
(Takahashi und Yamada, 2001; Schapira, 2001; Hunot und Hunot, 2003).
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In verschiedenen Regionen dieser Erde weisen manche Ethnien vermehrt Parkinson-
Syndrome auf: diese treten im Franzdsischen Teil Westindiens vermutlich aufgrund des
Konsums von Tee und Friichten aus der Pflanzenfamilie der Annonaceae gehduft auf
(Lannuzel et al., 2002).

Unter Personen afro-karibischer und indischer Abstammung in England hat man vermehrt
parkinsonoide Erkrankungsbilder beobachtet. Schon hédufiger wurde das Syndrom
beschrieben, welches erstmals Elizan und Mitarbeiter bei den Chamorro-Eingeborenen aus
Guam, das zur Inselgruppe von Mikronesien gehort, entdeckt haben (Elizan et al., 1966;
Chaudhuri, 2000).

Bestimmte Berufsgruppen wie Farmer/ Landwirte scheinen einem hdheren
Erkrankungsrisiko ausgesetzt zu sein, wenn sie in Kontakt mit Pesti- und Herbiziden in
Kontakt kommen, weiterhin beinhaltet der Umgang mit gewissen Metallen (Mangan,
Kupfer, Blei, Quecksilber, Zink, Aluminium) und Chemikalien ein zunehmendes
Erkrankungspotential (Gorell et al., 1999; Tanner und Aston, 2000).

1.2.3 Klinik

Ein am Parkinson-Syndrom Erkrankter zeigt schon beim Eintreten in den Raum ein
charakteristisches Bild. Schon dieser erste Eindruck kann wichtige Hinweise auf die
Erkrankung geben. Das klinische Syndrom ist charakterisiert durch die Kardinalsymptome:

1. Brady-/Akinesie
2. Rigor
3. (Ruhe-) Tremor

Brady-/Akinesie bedeutet die Verlangsamung bzw. volliges Fehlen willkiirlicher und
unwillkiirlicher Motorik. Es ist das Symptom, welches das Vorliegen eines Parkinson-
syndroms iiberhaupt mdéglich erscheinen 148t (s. Diagnose). Unter diesem Begriff werden
das fehlende Mitschwingen der Arme beim Gehen, reduziertes Blinzeln, verminderte
Mimik und Gestik und eine monotone Sprache zusammengefaflt. Der Intellekt ist erst im
weiteren Verlauf der Erkrankung betroffen.

Desweiteren treten eine Mikrographie (Verkleinerung des Schriftbildes) und ein
bradykinetisches Gangbild hinzu. Die Patienten haben Probleme, Bewegungen zu initiieren
und zu stoppen, sie zeigen einen kleinschrittigen Gang und dadurch eine erhohte
Fallneigung. Paradoxerweise treten auch Bewegungen auf, die eine erhohte Frequenz und
Amplitude zeigen, z.B. kann ein Patient viele Silben bei einem sehr leisen Tonfall du3ern.
Die Ursache von Brady-/Akinesie ist noch nicht gekldrt. Man vermutet sowohl Probleme
beim Initiieren als auch beim Ausfiihren von Bewegungen. Viele Patienten leiden darunter,
Bewegungen nicht sofort willkiirlich ausfiihren zu konnen, was sich auch
elektromyographisch darstellen 146t. Im EMG zeigt sich, dal} bei einem regulér triphasisch
ablaufenden Bereitschaftspotential der erste Burst vermindert ist. Das allein scheint die
Pathophysiologie aber noch nicht zu erkldren, denn der Burst kann ansteigen, wenn der
Patient eine Bewegung mit hoherer Amplitude durchfiihrt. Das Entscheidende ist, dal} es
eine unangemessene Skalierung der dynamischen Muskelkraft an die Bewegungsparameter
gibt. Zusitzlich erschwert wird die Bradykinesie durch Ausfiithren von gleichzeitigen
Bewegungen, durch aufeinanderfolgende Bewegungen oder Wiederholung von Aktionen.
Hierbei ist die Rolle des Ncl. pedunculopontinus (PPN) zu erwédhnen. Diese Struktur im
ponto-mesencephalen Tegmentum enthélt einerseits cholinerge und andererseits



anticholinerge Neurone, die eine Signalweiterleitung iber GABA und Glutamat steuern.
Der PPN steht in enger Verbindung mit den Basalganglien, vornehmlich GI. pallidus,
Substantia nigra pars reticulata und dem Ncl. subthalamicus. Diese Struktur scheint eine
wichtige Rolle in der Initiation, Ak- und Dezeleration sowie Terminierung von
Bewegungen zu spielen (Lee et al., 2000). Die Struktur erhdlt GABAerge Fasern aus dem
Pallidum sowie hemmende nigrale Fasern, die beim Parkinson-Syndrom zu einer
Unteraktivitdt fithren. Als Folge hiervon kommt es zu einem verminderten exzitatorischen
Feedback an die Substantia nigra und eine Aggravierung des striatalen Dopamindefizits.
Erfolgt eine bilaterale niederfrequente Stimulation z.B. mit 25 Hz, kann eine deutliche
Verminderung der motorischen Defizite verzeichnet werden, die sich mit einem erhohten
UPDR-Score stratifizieren 1a6t (s. auch Operative Therapie) (Schwab et al., 1954; Hallett
und Khoshbin, 1980; Evarts et al., 1981; Berardelli et al., 1986; Brown et al., 1993;
Agostino et al., 1998).

Das zweite Kardinalsymptom, der Rigor, ist definiert als Steifigkeit der Muskulatur bei
passiven Bewegungen durch Erhéhung des Muskeltonus. Der Rigor hat zu dem Begriff des
»Zahnrad-Phdnomens* gefiihrt, da im Gegensatz zur Spastik ein kontinuierlicher
Widerstand vorliegt, der sich im Lauf der passiven Bewegung nicht verringert und ein
ruckartiges Muster vorweist. Auch hier ist die Pathologie noch nicht eindeutig geklért: man
nimmt an, dal Stérungen sowohl in spinalen als auch in supraspinalen Reflexbogen
vorliegen, in die auch die Basalganglien integriert sind. Erschwerend kommt hinzu, daf3
eine gestorte Interaktion zwischen der agonistischen und antagonistischen Muskulatur zu
der Steifigkeit beitrdgt (Johnson et al., 1991 Rotwell et al., 1983; Lee und Tatton, 1975,
Tatton und Lee, 1975).

Der Tremor als drittes Charakteristikum ist ein sehr offensichtliches Symptom und neben
der Akinesie die zweite Komponente, die zur urspriinglichen Namensgebung der
Schiittelldhmung beigetragen hatte. Beim idiopathischen Parkinson-Syndrom tritt v.a. der
Ruhetremor mit einer Frequenz von 4-6 Hz auf. Weitere Formen wie der posturale oder der
Aktionstremor werden aber ebenfalls beobachtet. Die Pathophysiologie ist noch nicht
exakt beschrieben. Neuere Studien verweisen darauf, dafl abnormale Oszillationen
innerhalb der Basalganglienschleifen und Projektionswegen vorliegen. Dal3 die Ursache
auf einer zentralen Storung beruht, wird auch dadurch gestiitzt, da3 neurochirurgische
Verfahren in diese Schleifen eingreifen kénnen und durch Tiefenhirnstimulation des
Nucleus ventralis intermedius des Thalamus, des Nucleus subthalamicus und des Globus
pallidus internus der Tremor deutlich gemindert werden kann (Parkinson, 1817; Koller et
al., 1989; Benabid et al. 1991 und 1994, Volkmann et al ., 1998; Plenz und Kital, 1999).
Diese als motorische Manifestationen (Brady-/Akinesie, Rigor, Tremor) bezeichneten
Kardinalsymptome zeigen sich beim idiopathischen Parkinson-Syndrom in
unterschiedlicher Auspridgung. Man differenziert zwischen einem akinetisch-rigiden Typ
und einer Tremor-dominanten Form. Diese Kategorisierung ist insofern notwendig, als dal3
sie sich in ihren Prognosen und Pathologien unterscheiden. Patienten mit dem Tremor-
dominanten Typ haben eine bessere Prognose beziiglich der Progredienz als an dem
akinetisch-rigiden Typ erkrankte Patienten (Jankovic et al., 1990; Paulus und Jellinger,
1991; Hirsch et al., 1992; Louis et al., 1999; Schrag et al., 2007).

Neben diesen motorischen Charakteristika des idiopathischen Parkinson-Syndroms zeigen
sich nichtmotorische Einschriankungen, die im Verlauf der Erkrankung oder als Prodrom
auftreten. Dazu zdhlen Sprachstérungen, Demenz, Depressionen, olfaktorische Stérungen
(sehr hdufig als Frithsymptom), vegetative Storungen wie Obstipation, Harnverhalt oder
orthostatische Dysregulationen (Singer et al., 1992; Ponsen et al., 2004; Magerkurth et al.,
2005; Henderson et al., 2003).
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1.2.4 Diagnose

Die Diagnose ,,Idiopathisches Parkinson-Syndrom* (IPS) wird klinisch gestellt. Da die
Symptome in den Prodromal- und Frithphasen unspezifisch sein konnen, muf} ein grof3es
Spektrum an Differentialdiagnosen ausgeschlossen werden.

Durch die Entwicklung bildgebender Verfahren wie Positronenemissions-Tomographie
(PET) und Einzelphotonenemissions-Tomographie (SPECT) wurde ein wichtiger Schritt in
Richtung Friihdiagnostik bzw. zum Ausschluf3 anderer Erkrankungen gemacht.
Verschiedene Studien zeigen, dal3 die richtige Diagnosestellung des IPS zwischen 75 und
ca. 90% schwanken kann. Hughes et al. haben 1992 eine Studie mit 100 Erkrankten
veroffentlicht, bei der bei 76 % der Patienten die Diagnose IPS korrekt gestellt wurde.
Ahnliche Ergebnisse verdffentlichte die Arbeitsgruppe um C.D. Ward. 2002 haben Hughes
et al. eine weitere Studie iliber die Exaktheit der Diagnosestellung herausgebracht. Dabei
hatten von 143 Patienten 73 ein IPS, der positive pradiktive Wert lag bei 98,6 % Prozent
und die Sensitivitit bei 91,1% (Ward und Gibb, 1990; Rajput et al., 1991; Hughes et al.,
1992a,b).

Die hidufigsten Differentialdiagnosen, die stattdessen in Betracht gezogen werden mul3ten,
waren der Komplex der Multisystematrophien (MSA), die supranukledre Blickparese
(Steele-Richardson-Olszewski-Syndrom), die Kortikobasale Degeneration und M.
Alzheimer (Colosimo et al., 1995; Albanese et al., 1995; Litvan et al., 1996). Da diese
Erkrankungen aber einen anderen Verlauf und vornehmlich andere Therapiemodi haben,
ist die genaue Abgrenzung des Idiopathischen Parkinson-Syndroms von den atypischen
Formen essentiell. Daher wird die Diagnose anhand von Kategorien und Scores erhoben, in
die unterschiedliche Subkategorien integriert sind und auch zur Verlaufskontrolle und zum
Staging herangezogen werden konnen (UPDRS, 5-Punkte-Skala nach Hoehn & Yabhr,
Hoehn u. Yahr 1967). 1988 wurden daher aufgrund der o.g. Studien, basierend auf der UK
Parkinson’s Disease Society Brain Bank, Kriterien fiir die Diagnose Morbus Parkinson
formuliert. Einschrankend mul} gesagt werden, da3 nur der spitere post mortem Nachweis
von Lewy Ko6rpern in der Substantia nigra pars compacta die Diagnose verifizieren kann.
Die Richtlinien bestimmen auch heute noch das diagnostische Vorgehen und werden
heutzutage in drei Sicherheitsstufen eingeteilt:

1. klinisch méglicher M. Parkinson: Vorhandensein von Bradykinesie mit Rigor oder
Ruhetremor und keine ,,atypischen Symptome* (z.B. fehlende L-Dopa-
Responsivitit, frithes Auftreten von autonomen Stérungen)

2. klinisch wahrscheinlicher M. Parkinson: Symptomatik zusétzlich asymmetrisch
ausgepragt, eine L-Dopa-Gabe fiihrt zu klinischer Verbesserung und im Verlauf
von flinf Jahren treten Fluktuationen und Dyskinesien unter L-Dopa auf

3. sicherer M. Parkinson: Kriterien wie bei 2. und autoptische Verifizierung

Desweiteren konnen einzelne Laboruntersuchungen durchgefiihrt werden, wie z. B. die
Coeruloplasminbestimmung zum Ausschluf3 eines M. Wilson oder die Neuroleptikaspiegel
zum AusschluB eines medikamententoxischen Parkinsonsyndroms. Ein indikativer
biologischer Laborparameter fiir das IPS existiert nicht (DGN, 2003).

Die  konventionelle = Computertomographie (CT) und die  konventionelle
Magnetresonanztomographie (MRT) zeigen morphologisch und funktionell keine
signifikanten Verdnderungen, die zur Differentialdiagnose zwischen typischen und
atypischen Parkinson-Syndromen beitragen konnten. Sie dienen vielmehr zum Ausschlufl
eines  symptomatischen  bzw.  atypischen  Parkinson-Syndroms. Bei  den
Multisystematrophien zeigt sich in der CT im fortgeschrittenen Stadium meist nur eine
Erweiterung der duBleren Liquorrdume, oder es lassen sich Differentialdiagnosen wie ein
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Hydrocephalus oder eine Raumforderung ausschlieen. In der MRT zeigt sich bei den
Multisystematrophien in der T2-Wichtung ein hyperintenser Randsaum und eine
Hypointensitéit im restlichen Putamen (Schrag et al., 1998).

Fortschritte in der Fritherkennung erhofft man sich durch weiterentwickelte bildgebende
Verfahren wie PET und SPECT oder die Ultraschalluntersuchung des Hirnstamms. Das
PET ist der Goldstandard in der Beurteilung, ob die nigrostriatalen Projektionswege und
Innervation intakt sind. Es zeigt eine hohere Sensitivitdt, ist aber teurer und seltener
vorhanden als SPECT/MRT. Es zeigt eine Sensitivitit in der Detektion von frithen
Parkinsonstadien von ca. 85 %. Beim idiopathischen Parkinson-Syndrom zeigt sich eine
verminderte Akkumulation des Tracers (18-Fluoro-Dopa) v.a. im kaudalen Putamen und
im Ncl. caudatus und es zeigt sich eine negative Korrelation zwischen der Traceraufnahme
im Putamen und dem UPDRS (Otsuka et al., 1996; Morrish et al., 1996; Piccini et al.,
1997). Die Spezifitit des PET liegt bei ca. 70 %: bei den atypischen Parkinsonsyndromen
wie MSA oder progressiver supranukleédrer Blickparese scheint die Traceranreicherung im
Ncl. caudatus stérker beeintrachtigt zu sein als beim IPS. Weiterhin kann man bei den
atypischen Syndromen einen signifikanten Dopamin-D2-Rezeptor Verlust visuell
darstellen, wohingegen die Rezeptordichte beim idiopathischen Parkinson normal bis
hochreguliert erscheint, was als mogliche Antwort auf den fehlenden Transmittermangel
zu deuten ist (Leenders et al., 1986; Brooks et al., 1990; Otsuka et al., 1991 und 1992;
Landwehrmeyer u. Palacios, 1994; Burn et al., 1994; Antonini et al., 1994; Vogels et al.,
2000).

Den héufigsten Tracer, den man bei der SPECT verwendet, ist das 123-I-B-CIT, ein
Molekiil, welches an den prasynaptischen Dopamin-Transporter bindet. Die SPECT zeigt
eine relativ hohe Sensitivitit, aber eine relativ geringe Spezifitit. Beim IPS und beim
Steele-Richardson-Olszewski-Syndrom  (supranukledre Blickparese) konnen eine
Verminderung der prédsynaptischen Dopamin-D2-Rezeptoren registriert werden,
wohingegen die Dichte der postsynaptischen Dopamin-D2-Rezeptoren zunimmt.
Erginzend dazu kann eine Korrelation zwischen dem putaminalen Tracer-Uptake und dem
Schweregrad der Erkrankung hergestellt werden: anhand der 5-Punkte-Skala von Hoehn
und Yahr und dem UPDRS scheinen diese beiden Kriterien negativ zueinander korreliert
zu sein (Lee et al., 1978; Guttman u. Seeman, 1985; Joyce, 1993; Seibyl et al., 1995;
Marek et al., 1996; Schwarz et al., 2000; P.S. Group, 2002).

Eine neue Rolle kommt der transkraniellen Ultraschalldiagnostik zu. Durch den intakten
Schéddel konnen Strukturverdnderungen durch die Einlagerung echogener Komplexe,
vornehmlich Eisen, in die Neurone der Substantia nigra detektiert werden. Fiir das
idiopathische Parkinson Syndrom scheint die Ultraschalldiagnostik spezifischer zu sein, als
fiir genetisch bedingte Formen. In einer prospektiven Studie aus 2008 zeigte sich eine
Sensitivitdt von 90,7% und eine Spezifitit von 82,4%. Der positive priadiktive Wert lag bei
92,9%. Somit ergibt sich hieraus eine giinstige, nichtinvasive Methode, die in der
Friithdiagnostik eine grofere Rolle spielen konnte, um so eine gezielte weitere Diagnostik
und frithrere Therapie einleiten zu konnen (Berg, 2006; Gaenslen et al., 2008).

1.2.5 Pathologie

Dem  idiopathischen  Parkinson-Syndrom  liegt  eine  Degeneration  der
dopaminproduzierenden Neurone in der der Substantia nigra pars compacta (SNc)
zugrunde. Vermutet hatte das Ende des 19. Jahrhunderts schon der franzdsische Arzt E.
Brissaud und betitelte die Erkrankung ,,maladie de Parkinson®. F.H. Lewy berichtete iiber
intrazytoplasmatische EinschluBkorper, bevor C. Tretiakoff 1919 in seiner Dissertation
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diese Strukturen detailliert beschrieb und sie nach ihrem Erstentdecker Lewy-Korper
benannte.

Noch ist die Ursache der neuronalen Degeneration ungeklért. Neueste Erkenntnisse weisen
daraufhin, dass die Zellen durch Apoptose untergehen, die vermutlich {iber das FAS-
FADD-Caspasen-BAX-System oder p53-GADPH-BAX-Signalweg eingeleitet wird.
Apoptose kann auf zwei unterschiedlichen Wegen induziert werden: dabei initiieren sog.
FAS-Liganden den sog. extrinsischen und Proteine aus der bcl-2-Familie den sog.
intrinsischen Mechanismus. Der extrinsische Weg fiihrt iiber Caspasenaktivierung zur
Spaltung von Proteinen, wohingegen der intrinsische Pfad die mitochondriale
Atmungskette affiziert, indem Cytochrom C aus der Membran in das Cytosol gelangt und
dort apoptotische Prozesse induziert (Mochizuki et al., 1996; Anglade et al., 1997a,b;
Hirsch et al., 1999).

Noch sind die Zusammenhénge nicht deutlich, aber oxidativer Stre3 und Schadigung der
Mitochondrien in Neuronen werden als weitere Ursachen in Betracht gezogen,
verantwortlich fiir die Degeneration der dopaminergen Zellen zu sein. Uberhaupt scheinen
die neuronalen Mitochondrien eine Schliisselrolle einzunehmen: Sauerstoffradikale, die im
Rahmen der ATP-Erzeugung zu einem geringen Teil entstehen, fithren zu Schidigungen
der DNA und damit zu einer Schiddigung der Mitochondrien selber. Bei Parkinson-
Patienten wurden erhohte Aktivitdtslevel von Superoxid-Dismutase (SOD) und Glutathion-
Peroxidase (GPX) nachgewiesen, was als mdgliche Reaktion auf vermehrte
Sauerstoffradikalen-Produktion zu deuten ist. Diese Enzyme dienen dazu, in
Mitochondrien Radikale zu beseitigen (Saggu et al., 1989; Kalra et al., 1992; Damier et al.,
1993).

Desweiteren scheint der Komplex 1 (NADH:Ubiquinon Oxidoreduktase) der
mitochondrialen Atmungskette durch genetische und biopathologische Ursachen
geschidigt zu werden. Dabei ist zu beriicksichtigen, da3 diese Verdanderungen auch bei den
late onset Syndromen auftreten, und somit sporadisch sind und nicht vererbt werden.
Dennoch scheint die Elektronentransportkette geschiadigt zu sein, was zur Folge hat, dass
vermindert Energiesubstrate zur Verfiigung stehen und vermehrt Sauerstoffradikale
anfallen. Dies kann auch durch Komplex I Inhibitoren wie z. B. Rotenon experimentell
veranschaulicht werden. Gleichzeitig konnen diese Erkenntnisse aber auch Ansitze fiir
neue Therapiemdglichkeiten sein, wie z. B. die Applikation protektiver Medikamente
(Mann et al., 1992; Beal et al., 1993; Blin et al., 1993; Swerdlow et al., 1996; Moon et al.,
2005; Testa et al., 2005).

Morphologisch zeigen sich Lewy-Korper als eosinophile Einschlusskorper mit einem
Durchmesser von ca. 8-30 um. Sie befinden sich im Zytoplasma der neuromelaninhaltigen
Zellen der SNc¢, kommen aber auch in anderen Strukturen des zentralen Nervensystems
vor, wie z.B. im Locus coeruleus (Forno et al.,, 1993). Deswegen sind sie nicht
pathognomonisch fiir das Parkinson-Syndrom, weil sie auch beim Morbus Alzheimer,
beim Down-Syndrom und bei subakut sklerosierender Panencephalitis nachgewiesen
wurden (Gibb et al., 1990; Raghavan et al., 1993; Giasson et al., 2000). Sie enthalten
unterschiedliche Proteine wie Neurofilamente, Ubiquitin, a-Synuclein, o-Synuclein
bindendes Protein Synphilin I und TorsinA. Da Lewy-Korper viele neuronentypische
Proteine (Synaptophysin, B- und y-Synuclein, tau-Protein) nicht enthalten, bleibt ihre
Entstehung weiterhin unklar (Lennox et al., 1989; Schmidt et al., 1991; Spillantini et al.,
1998).

Neue Erkenntnisse legen die Vermutung nahe, dafl Lewy-Korper Aggresom-dhnliche
Strukturen darstellen. Aggresomen entstehen aus Centrosomen, die normalerweise fiir die
Bereitstellung und Organisation der Mikrotubuli wéhrend der Zellteilung zustdndig sind.
Moglicherweise nehmen sie aber auch eine Rolle in der Entsorgung falsch produzierter
Proteine ein. Aggresomen enthalten falsch gefaltete und modifizierte Eiweisse, die zum
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weiteren Prozessieren vorbereitet wurden. Da Lewy-Korper ebenfalls Heat-Shock-
Proteine, Ubiquitin und Ubiquitin-Proteasomen-Systeme enthalten, die bei der Proteolyse
involviert sind, sind sie mdglicherweise die Folge von gestorter Proteolyse oder einer
iiberméBigen Produktion von abnormen Proteinen (Lennox et al., 1998; McNaught, 2002
und 2003; Tofaris et al., 2003).

Die menschliche Substantia nigra enthdlt ca. 550.000 dopaminproduzierende Zellen.
Physiologischerweise sterben im Laufe einer Lebensdekade ca. 5% ab. Beim M. Parkinson
ist die Degeneration massiv beschleunigt: verschiedene Angaben und Messungen
schwanken zwischen 8% und 12,5%/ Jahr, d.h. die Todesrate der Zellen ist um das 16-25-
fache erhoht (Pakkenberg et al.,1991; Fearnley et al., 1991).

Ab einer Verringerung der dopaminproduzierenden Zellmasse von 50-60 % treten die
ersten Symptome auf, dies korreliert mit einem striatalen Transmitterverlust von ca. 80 %.
Dieses ,,Missverhiltnis* zwischen der Anzahl untergegangener Zellen in der SNc¢ und dem
iiberproportionalen Dopaminverlust im Striatum hat zu der Theorie gefiihrt, dass die
Zelldegeneration moglicherweise im Striatum beginnt und durch einen retrograden
Mechanismus die Schidigung der SNc zur Folge hat. Verschiedene Versuche an
Tiermodellen haben diesen Ansatz bestitigt (Riederer und Wuketich, 1976; Fearnley et al.,
1991; Ichitani et al., 1998; Foley und Riederer, 1999).

Makro- und mikroskopisch zeigt sich eine Depigmentierung v.a. im ventrolateralen Teil
der SNc; bei der physiologischen Degneration ist hingegen der dorsomediale Teil
betroffen. Dadurch ist ein ausschlieBlicher Alterungsproze3 als Krankheitsursache zu
negieren. Sein morphologisches Korrelat findet der Untergang im dorsolateralen Teil des
Putamens, das Hauptprojektionsgebiet dieser Neurone.

Abb. 1 Degeneration der dopaminergen Neurone in der SN. Im makroskopischen Priparat eines
verstorbenen Parkinson-Patienten ist eine deutliche Abblassung der neuromelaninhaltigen Zellen zu erkennen
(A, schwarze Pfeile). Mikroskopisch (A"") sind die sog. Lewy bodies (schwarze Pfeile) charakteristisch,
eosinophile EinschluBkdrper unklarer Genese, die als Reaktion auf Toxine entstehen konnen oder selbst
toxisch sind (A: © by PathoPic).

1.2.6 Therapie

1.2.6.1 Medikamentos

Die medikamentose Therapie des Morbus Parkinson stellt bis heute die primére
Behandlungsform dar. Folgende Arzneimittelgruppen kommen zu Einsatz:
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a) L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) und Decarboxylasehemmer (Carbidopa
[Nacom®], Benserazid [Madopar®])

b) Dopaminagonisten: Bromocriptin, Pergolid, Cabergolin, Lisurid, Ropinirol,
Pramipexol, Apomorphin, Rotigotin

¢) Glutamat-Rezeptor Antagonisten: Amantadin

d) Anticholinergika: Biperiden, Trihexphenidyl, Methixen

e) MAO-B-Hemmer: Selegilin, Rasagilin

f) COMT-Hemmer: Entacapon

L-Dopa wurde Ende der 1960er Jahre entdeckt und stellte bzw. stellt bis heute einen
Meilenstein in der medikamentdsen Therapie dar. Da Dopamin die Blut-Hirn-Schranke
nicht {iberwinden kann, mul es in dieser Vorstufe gegeben werden.
Dopamindecarboxylasehemmer verhindern die vorzeitige Decarboxylierung in der
Peripherie, vermindern den first-pass-effect und erhdhen die biologische Verfiigbarkeit und
Halbwertszeit des L-DOPA.

L-DOPA wirkt sehr gut auf die Akinese, gut auf den Rigor, aber reduziert kaum den
Tremor. Etwa vom dritten Jahr an (nach Einfiihrung der Applikation bei dem Patienten)
konnen Nebenwirkungen auftreten. Zu diesen Nebenwirkungen zéhlen Hyper- und
Dyskinesien und unwillkiirliche Bewegungen der Gesichts-, Hals- und
Schultermuskulatur. Diese werden vermutlich durch intra- und interindividuelle
Differenzen in der Plasmakonzentration verursacht. Eine Langzeitstudie zeigte, da3 58 %
der Patienten mit L-Dopa-Therapie nach einer durchschnittlichen Einnahme von 35
Monaten diese Nebenwirkungen entwickelten. Eine weiterer typischer Nachteil sind sog.
,On-Off-Phasen*: die Patienten fallen dabei ein- bis mehrmals tiglich in einen
akinetischen Zustand (Parkinson Study Group, 2000; Nyholm et al., 2002; McColl et al.,
2002).

Da die Pharmakokinetik von L-DOPA nicht vollstindig geklart ist, kam auch die
Diskussion unter Fachleuten auf, ob es nicht mdglicherweise sogar toxische Eigenschaften
besitzt. In verschiedenen in vitro Studien konnte gezeigt werden, dal L-DOPA durch
Bildung von Sauerstoffradikalen, die auch in der Pathogenese der Parkinson-Erkrankung
eine grofle Rolle zu spielen scheinen, dopaminerge Neurone schddigen kann. Ob diese
Ergebnisse auch auf in vivo Experimente {ibertragen werden konnen ist fraglich, denn dort
wurde weder in gesunden noch in Hemiparkinsonmodellen bei Tieren eine exzitotoxische
Wirkung festgestellt. Einige Studien weisen auf gegenteilige Effekte hin: L-DOPA konnte
eher als Antioxidans und Neuroprotektor agieren (Newcomer et al., 1995a,b; Agid et al.,
1998; Murer et al., 1998; Camp et al., 2000; Datla et al. 2001).

Dopaminagonisten wie Bromocriptin, Pergolid, Cabergolin, Lisurid, Ropinirol und
Pramipexol, Apomorphin oder Rotigotin stimulieren postsynaptische Dopaminrezeptoren.
Wurden diese Wirkstoffe zundchst als adjuvante Medikamente bei der L-DOPA-Therapie
eingesetzt, werden sie heute als initiale Therapeutika nach der Diagnosestellung
angewandt. In Kombination mit L-DOPA wirken sie gut gegen Akinese und Rigor und
schlecht gegen Tremor. Sie konnen den Einstatz von L-DOPA hinauszogern. Damit
konnen die Spatkomplikationen von L-DOPA zunéchst aufgeschoben werden.

Die nidchste wichtige Wirkstoffgruppe sind MAO-B- (Selegilin) und COMT-Hemmer
(Entacapon). Durch Inhibition der Monoaminooxidase B (MAO-B) und der Catechol-O-
Methyltransferase (COMT) verzogern sie den Abbau von Dopamin im Striatum und
erhohen so dessen Konzentration und Verfiigbarkeit. Sie wirken gut gegen die drei
Hauptsymptome Tremor, Rigor und Akinesie.
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Anticholinergika wie Biperiden, Trihexphenidyl und Methixen spielen nur noch eine
untergeordnete Rolle. Sie werden bei unzureichender Tremorbehandlung verabreicht, wenn
die L-DOPA-Therapie nicht geniigend effektiv ist.

Das Amantadin ist aus der Substanzgruppe der NMDA-Rezeptorantagonisten. Es wirkt als
Inhibitor in der Substantia nigra und dient dazu, die Nebenwirkungen der L-DOPA-
Therapie zu vermindern. Es lindert akinetische Symptome und den Rigor, nicht aber den
Tremor. Es kann die Wirkungen von Anticholinergika verstarken.

Eine neuartige Wirkstoffgruppe stellen die Adenosin-2A-(A2A)-Rezeptor-Antagonisten
dar. Weil sie im nichtdopaminergen System ansetzen, bilden sie eine Ausnahme in der
Behandlungsstrategie (Augood u. Emson 1994, Dixon et al. 1996).

Die Xanthinderivate KF17837 und KW6002 binden mit groler Affinitdt an die A2A-
Rezeptoren. Diese Verbindungen scheinen die GABAerge Signaliibertragung im Striatum
zu unterdriicken und im Globus pallidus ext. zu stimulieren. Desweiteren wird eine
Interaktion zwischen Dopamin-D2- und Adenosin-2A-Rezeptoren diskutiert. In
verschiedenen Tiermodellen mit MPTP oder 6-OHDA lddierten Ratten und Mé&usen
konnten motorische Einschrinkungen, die vorher durch L-DOPA induziert worden waren,
vermindert werden. Unwillkiirliche Bewegungen wurden nicht dezimiert (Nonaka et al.,
1994; Kurokawa et al., 1994; Chen et al., 2001; Shindou et al., 2001; Aoyama et al., 2000;
Franco et al., 2000; Lundblad et al., 2003) .

Die medikamentdse Therapie spielt weiterhin die wichtigste Rolle in der Behandlung des
Morbus Parkinson. Da sie jedoch nur symptomatische Ansitze verfolgt, hiufig starke
Nebenwirkungen aufzeigt und eine sehr gute Compliance des Patienten erfordern, gilt es,
neue Therapieansitze aufzutun.

1.2.6.2 Operative Therapie

Die chirurgischen Verfahren in der Behandlung der Parkinson-Erkrankung werden erst
sekundidr in Betracht gezogen, wenn die medikamentdse Therapie nicht ausreichend
wirksam ist oder aufgrund ihrer Neben- und Wechselwirkungen in den Hintergrund tritt.
Durch neue Erkenntnisse in der Anatomie und der Pathophysiologie und durch die
Entwicklung neuer stereotaktischer Verfahren haben operative Methoden wieder an
Bedeutung hinzugewonnen. Man kann die Techniken in drei Gruppen einteilen:

a) ablative Verfahren
— Pallidotomie
— Thalamotomie

b) Tiefenhirnstimulation
— Nucleus ventralis intermedius (VIM) des Thalamus
— Globus pallidus internus
— Nucleus subthalamicus
— Nucleus Pedunculopontinus

c) Restorative Verfahren
— Transplantation von Nervengewebe
— Transplantation von fetalen und adulten Stammzellen
— Wachstumsfaktoren

Operationen zur Behandlung der Parkinson'schen Erkrankung wurden schon zu Beginn
des 20. Jahrhunderts durchgefiihrt. In den 1940er bis 60er Jahren wurden Lésionen in die
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Ansa lenticularis, GPi und den Thalamus platziert, um dadurch den Tremor zu verringern.
Mit Entdeckung von L-DOPA Ende der 60er Jahre gingen die Operationen stark zuriick,
wurden in den 1970 und 1980er kaum durchgefiihrt, um in den 1990er Jahren einen
Aufschwung zu erleben, da man Alternativen fiir die medikamentdse Therapie benétigte
(Cooper und Bravo, 1958; Meyers, 1942).

Die unilaterale Thalamotomie hat heutzutage schon wieder an Bedeutung verloren, da sie
hiufiger Komplikationen wie Hemiparesen, Pardsthesien, Dysarthrien u.a. im Vergleich zu
den Stimulationsverfahren zur Folge hat. Sie wirkt sehr gut gegen kontralateralen Tremor,
miBig gut gegen Rigor und hat keine Auswirkungen auf die Akinesie.

Die Pallidotomie zeigt positive Effekte auf alle drei Hauptsymptome, wenn die Lésion in
den posteroventralen Abschnitt des Globus pallidus internus gesetzt wird. Dabei zeigen ca.
80% der Patienten eine deutliche Verbesserung bei kontralateralen Dyskinesien.
Langzeitstudien deuten daraufhin, dal diese Ergebnisse spiter bestdtigt werden konnten.
Beide Eingriffe sind mit hohem Risiko von H&morrhagien und Infarkten verbunden
(Laitinen et al., 1992; Baron et al., 1996; Fine et al., 2000).

Die Tiefenhirnstimulation (deep brain stimulation = DBS) wurde erstmals 1987 vorgestellt.
Dabei wird eine Elektrode stereotaktisch in der Zielstruktur platziert. Es folgt eine
intraoperative Testreizung mit einer Frequenz von iiber 100 Hertz (Hz). In einem zweiten
Eingriff wird oder werden die Elektrode(n) an einen subkutanen Impulsgeber
angeschlossen. Man vermutete, dal3 hierdurch das physiologische Entladungsmuster der
Zielzellen direkt oder durch Freisetzung von inhibitorischen Neurotransmittern gehemmt
wird. Flihrt man die Elektrode in den Nucleus ventralis intermedius (VIM) des Thalamus,
1aBt sich damit sehr gut der kontralaterale Tremor beherrschen. Die Rigiditit und Akinesie
lassen sich mit dieser Methode nicht behandeln (Benabid et al., 1987 u. 1996; Koller et al.,
1997; Benazzouz und Hallett, 2000; Stefani et al., 2007; Herzog et al., 2008).

Stimuliert man den Nucleus subthalamicus oder den Globus pallidus internus auf diese
Weise, lassen sich offensichtlich alle motorischen Hauptsymptome (Tremor, Rigor,
Akinesie) positiv beeinflulen. Die Patienten zeigten Verbesserungen im motorischen Teil
der UPDRS im Medikamenten- ,,ON* als auch in den Phasen ohne Medikation (,,OFF*-
Phasen). Relativ neu ist die Stimlation im Nucleus pedunculopontinus allein oder in
Kombination mit einer Stimulation beispielsweise im Nucleus subthalamicus zur
Behandlung der Lokomotion und posturalen Instabilitét.

Ein Vorteil, den die Tiefenhirnstimulation gegeniiber den ablativen Verfahren hat, ist, da3
dieses Verfahren reversibel ist, weil es keine Zerstorung von Hirnarealen zur Folge hat.
Komplikationen koénnen durch den operativen Eingriff an sich enstehen. Dabei ist als
schwerwiegendste Komplikation vor allem die Hirnblutung mit einem Risiko von ca. 2-4%
zu nennen. Durch die Stimulation kdnnen ebenfalls Nebenwirkungen auftreten, die sich
aber durch korrekte Einstellung des Impulsgebers in der Regel gut beheben lassen.
Nachteile dieses Verfahrens sind relativ hohe Kosten, die Notwendigkeit, einen
Batteriewechsel alle zwei bis fiinf Jahre durchfiihren zu miissen und eine weiterhin nur
symptomatische Therapie der Erkrankung (Limousin et al., 1995; Kumar et al., 1998; P.S.
Group 2001). Neuerdings werden wiederaufladbare Impulsgeneratoren angeboten, die das
Austauschintervall auf ca. 8-10 Jahre, abhdngig vom Stromverbrauch, verldngern.

Eine Therapieoption mit kurativem Ansatz wurde erstmals aufgetan, als verschiedene
Arbeitsgruppen begannen, fetales nigrales oder mesenzephales Gewebe zu implantieren (s.
auch Abschn. Tiermodell), um die degenerierten Neurone bzw. den Transmittermangel zu
kompensieren. Da im Tiermodell gute Ergebnisse erzielt wurden, hat man dieses Verfahren
zur klinischen Anwendung gebracht. Man hat dabei fetales mesenzephales Gewebe in das
postkommissurale Putamen und in die Substantia nigra implantiert, in der Hoffnung, dal3
sich die implantierten Zellen in die Umgebung integrieren und Dopamin produzieren.
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Klinische Verbesserungen traten nach sechs bis 12 Wochen auf und persistierten fiir
mindestens sechs Jahre.

Sowohl als adiuvante als auch als solitdre Therapie sind Wachstumsfaktoren in Betracht zu
ziehen, vor allem der so genannte glial derived neurotrophic factor (GDNF). Dieser kann
direkt oder iiber einen viralen Vektor in das Striatum eingebracht werden und soll dort
protektiv bzw. restorativ auf dopaminerge Neurone wirken (Lindvall et al., 1990;
Peschanski et al., 1994; Freeman et al., 1995; Wenning et al., 1997; Hauser et al., 1999;
Kordower et al., 2000).

Adulte neuronale Stammzellen und die Einschleusung retroviraler Vektoren zeigen die
neuesten Entwicklungen auf, die auf dem Gebiet der operativen Therapie gemacht wurden.
Fiir das Thema ,,adulte neuronale Stammzellen“ wird auf den Abschnitt ,, Tiermodell*
hingewiesen.

1.3 Funktionelle Anatomie der Basalganglien

1.3.1 Anatomie und Physiologie

Um die Parkinson-Erkrankung zu verstehen, ist es wichtig, die anatomischen und
physiologischen Komplexe zu verdeutlichen. Im folgenden Abschnitt soll daher ein
Uberblick iiber alle relevanten Strukturen gezeigt werden, die bei einem Parkinson-
Patienten betroffen sind.

Die Basalganglien gehéren zum extrapyramidal-motorischen System und liegen
subkortikal im Marklager des GroBhirns. Zu den manchmal auch als Stammganglien
zusammengefassten Strukturen gehdren:

- Striatum (= Ncl. Caudatus und Putamen)

- Globus Pallidus internus und externus (GPe [GP bei der Ratte] und GPi [Ncl.
entopeduncularis bei der Ratte])

- Ncl. Subthalamicus (STN)

- Substantia nigra (pars compacta SNc und pars reticularis SNr)

Histogenetisch ist das Striatum und ein Teil des Globus pallidus ext. dem Telencephalon
zuzurechenen, wohingegen ein Segment des GPe, der GPi, das Pallidum, der Thalamus
und der Ncl. subthalamicus dem Diencephalon zuzuordnen sind.

Die Substantia nigra befindet sich im Mittelhirn. Sie ist tiber das nigrostriatale Fasersystem
mit dem Striatum verschaltet. Desweiteren weisen die Zellen der Substantia nigra und des
GPi in Zytologie, Verschaltung und Funktion starke Ahnlichkeiten auf.

Die Funktion der Basalganglien liegt in der Modulation und Integration von
Bewegungsabldufen der Extremititen, der Blick- und Augenbewegungen und der
Kognition. Viele Abldufe laufen unbewuf3t ab, wie zum Beispiel der Wechsel von An- und
Entspannung von Muskeln beim Gehen. Uber einen Kreislauf werden Informationen aus
der GroBhirnrinde iiber die Basalganglien und den Thalamus zuriick an motorische Zentren
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des GroBhirns geleitet. Uber diese Schleife greift das extrapyramidal-motorische System in
die Willkiirmotorik ein.

Das Striatum ist die wichtigste Inputstation und erhdlt seine Afferenzen aus dem
ipsilateralen Cortex, v.a. aus motorischen und sensorischen Arealen, dem préfrontalen
Assoziationskortex, und dem Thalamus, die als Transmitter Glutamat verstoffwechseln.
Desweiteren ziehen {iber das nigrostriatale Biindel Fasern aus der Substantia nigra in das
Striatum. Hier wird Dopamin als Transmitter verwendet. Zum Teil sind acetylcholinerge
Zwischenneurone zwischen die afferenten nigralen und efferenten striatalen Neurone
geschaltet, so dal3 die SN teilweise indirekt hemmend auf die Efferenzen des Striatums
wirkt, indem sie die Zwischenneurone inhibiert.

Abgehende Neuronenfasern des Ncl. caudatus und des Putamens ziehen nun zum GPi und
SNr. Dies geschieht iiber einen direkten und einen indirekten Weg, bei dem der Globus
pallidus ext. und der Ncl. subthalamicus integriert sind. Alle Neurone benutzen GABA als
Hauptransmitter, desweiteren spielen aber auch Enkephalin, Dynorphin und Substanz P
eine Rolle. Eine Ausnahme bildet der STN, dessen Neurone ihre Signale iiber das
exzitatorische Glutamat weiterleiten.

Die Substantia nigra ist in drei Kompartimente unterteilt: die Pars compacta, Pars
reticulata, und die Pars lateralis. Afferenzen kommen iiberweigend aus dem Striatum.
Desweiteren ziehen Fasern von der GroBhirnrinde (aus Areae 4, 6, 9-12) zu diesen
Strukturen. Efferenzen entsendet die SN aus den Kompartimenten v.a. in das Striatum,
aber auch zum Pallidum und zum STN. Dabei vermutet man eine topische Aufgliederung:
dorsale und ventrale Anteile der SNc projizieren jeweils ins dorsale und ventrale
Caudatoputamen. Die SNr gibt Informationen an den Ncl. ventralis lateralis des Thalamus
und an den Colliculus sup. weiter.

Die Fasern aus dem Striatum utilisieren GABA und wirken auf die Neurone der SN
inhibotorisch. Die Axone der Efferenzen aus der SN transportieren Dopamin in ihren
Terminalen ins Striatum, wo es an die Dopamin-Rezeptoren bindet. Je nach
Rezeptorsubtyp wirkt es dann exzitatorisch (D1-Rez.) bzw. inhibitorisch (D2-Rez.).

Auch zwischen den Anteilen der SN finden Interaktionen statt: dabei scheinen die
GABAergen Neurone der SNr ebenfalls inhibitorisch auf die Neurone der SNc zu wirken.
Als Relaisstation leiten der GPi und die SNr die empfangenen Informationen nun zum
einen an die Pars compacta der Substantia nigra weiter. Zum anderen gelangen Signale von
hier aus zum Ncl. ventralis anterior und lateralis (= Ncl. ventralis anterolateralis) und zum
Ncl. centromedianus des Thalamus, an dessen Synapsen wiederum GABA als Signalgeber
gilt. Weitere Projektionsbahnen verlaufen zum Colliculus superior und zum Ncl.
pedunculopontinus. Der Thalamus ist nun wiederum mit dem Cortex verschaltet, speziell
mit den préfrontalen und —motorischen, dem supplementir motorischen und primir
motorischen Anteilen.

Wihrend die Neurone des direkten Weges iiberwiegend D1-Rezeptoren, die exzitatorisch
sind, besitzen, exprimieren die Neurone des indirekten Weges v.a. D2-Rezeptoren, die
inhibitorisch wirken.

In welcher Weise Dopamin auf die Sekretion einzelner Substanzen wie Dynorphin,
Enkephalin und Substanz P wirkt, und in wie weit es bei der Modulation der Informationen
eingreift, ist bis heute nicht vollstindig geklart. Medikamenteninduzierte Lasionen fithren
zu einer erhohten Enkephalin-mRNA Expression im striatopallidalen Pfad, und zu einer
verminderten Substanz P- und Dynorphin-mRNA Expression im direkten Weg. Bei Gabe
von DI1- und D2-Agonisten sind diese Vorginge riickldufig, so dal Dopamin die
Expression einzelner Gene zu beeinflussen scheint.
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Abb. 2 Modell der Basalganglienverschaltungen. Im linken Schema ist der physiologische Zustand
dargestellt. Das Striatum erhilt im direkten Weg exzitatorische Fasern (griin, Dopamin bzw. Glutamat im
Ncl. subthalamicus) aus der Substantia nigra, pars compacta, die nach einmaliger Verschaltung {iber D1-
Rezeptoren an den Globus pallidus internus und Substantia nigra, pars reticularis weiterleiten. Dies geschieht
iiber inhibitorische Fasern (rot, GABA). Von dort ziehen ebenfalls inhibitorische Fsern zum Ncl. ventralis
ant. und lateralis des Thalamus und zum motorischen Kortex. Im indirekten Weg erhélt das Striatum
inhibitorische Fasern iiber D2-Rezeptoren aus der Substantia nigra, pars compacta. Von dort zichen Fasern
iiber den Globus pallidus externus und Ncl. subthalamicus zum Globus pallidus internus und Substantia
nigra, pars reticularis zum Thalamus und von dort zum motrischen Kortex. Beim Parkinson Syndrom entsteht
durch den nigralen Neuronenverlust ein striataler Dopaminmagel, der letztendlich zu einer Uberaktivitit des
Globus pallidus internus mit {iberméBiger Hemmung des Thalamus mit konsekutiv verminderter Innervation
des motorischen Kortex fithrt. SNc/SNr: Substantia nigra, pars compacta bzw. reticularis, GPi/GPe: Globus
pallidus internus bzw. externus, STN: Ncl. subthalamicus, TH: Thalamus

1.3.2 Pathophysiologie

Der grundlegende pathophysiologische Mechanismus beim Idiopathischen Parkinson-
Syndrom ist der Verlust der dopaminergen Neurone in der Substatia nigra pars compacta.
Der Mensch besitzt ca. 550000 dieser Neurone und ab einem Verlust von ca. 50-60% ist
mit einer klinischen Symptomatik zu rechnen.

Es werden jedoch noch andere Strukturen des zentralen Nervensystems affiziert. Dazu
zéhlen Teile des Allokortex (Hippocampus, Amygdala, Regio entorhinalis), der cholinerge
Nucleus basalis Meynert, Strukturen der Formatio reticularis, namentlich die
serotoninergen Raphe-Kerne, der katecholaminerge Locus coeruleus, und der Nucleus
gigantocellularis und das vegetative Nervensystem tliber den Nucleus dorsalis n. vagi.
Durch die Degeneration der Neurone in der Pars compacta der Substantia nigra kommt es
zu einer Disinhibierung des Striatums. Diese fiihrt {iber den indirekten Weg zu einer
verstarkten Inhibierung des Globus pallidus ext.,, welche in einer vermehrten
exzitatorischen Aktivitdt des Ncl. subthalamicus resultiert. Dieser aktiviert den GPi und die
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SNr und diese hemmen iiber GABA die o.g. Anteile des Thalamus, der letztendlich
weniger Informationen an die GroBhirnareale leitet. Im direkten Weg hat der
Dopaminmangel einen verminderten exzitatorischen EinfluB iiber den Dopamin-D1-
Rezeptor, wodurch eine vermindert inhibitorische Aktivitit des Striatums auf den Globus
pallidus int. iiber GABA entsteht. Im Endeffekt werden die oben beschriebenen Anteile des
Thalamus vom GPi und der SNr iiber den Neurotransmitter GABA massiv inhibiert, so daf
dieser seine exzitatorische Aktivierung auf den Kortex deutlich einschrinkt.

Die Klinik kann dadurch aber nur ansatzweise erklart werden. Scheint beim Tremor-
dominanten Typ eher der mediale Teil der Substantia nigra pars compacta betroffen, sind
es beim akinetisch-rigiden Typ wohl die lateralen Anteile. Die Rigiditit wird mit dem
verminderten Dopamingehalt im Putamen und dem Nucleus caudatus in Verbindung
gebracht. Storungen der Beweglichkeit durch eine gestorte Innervation des N.
pedunculopontinus (Kish et al., 1988; Paulus und Jellinger, 1991; Hirsch et al., 1992).
Nichtmotorische Defizite wie Demenz werden mit dem Zellverlust und der fehlenden
cholinergen Innervation im Nucleus basalis Meynert assoziiert und Depressionen werden
mit der Degeneration der serotoninergen Zellen in den dorsalen Raphe-Kernen in
Verbindung gebracht (Paulus und Jellinger 1991).

Erginzend soll erwéhnt werden, dall noch ein weiterer pathophysiologischer Mechanismus
in Betracht gezogen wird, der mdglicherweise zum Zelluntergang in der Substantia nigra
pars compacta beitrdgt. Durch die fehlende striatale Hemmung im indirekten Weg kommt
es zu einer Uberaktivitit des Nucleus subthalamicus und zu einer vermehrten Aktivierung
von glutamatergen Zellen in der SNr und GPi. Dadurch erhoht sich die intrazelluldre Ca2+-
Konzentration, was im weiteren Verlauf zu einer Ansammlung von freien
Sauerstoffradikalen und zur Schidigung der mitochondrialen Atmungskette fiihrt. Wenn
der Nucleus subthalamicus chirurgisch mit der Tiefenhirnstimulation inhibiert wird (s.
auch operative Therapie), zeigen sich die motorischen Symptome riickldufig (Limousin et
al., 1995; Kumar et al., 1998).

1.4 Das Parkinsonmodell der Ratte

1.4.1 Die Ldsion mit 6-OHDA

Ein weit verbreitetes Tiermodell fiir Parkinsonismus wurde 1968 von Ungerstedt
entwickelt. Dies basiert auf der Grundlage, da3 Tiere von Natur aus keinen M. Parkinson
bekommen.

Es ist ein sehr etabliertes Modell in der Erforschung des Morbus Parkinsons und hat vor
allem in der Zellersatz- oder Stammzelltherapie grole Bedeutung erlangt. Nachdem man
sich Mitte bis Ende der 1990er Jahre auch auf adulte neuronale Stammzellen fokussiert hat,
hat sich dieses Modell auch in diesem Forschungszweig bewihrt. Da zuvor gemachte
Entdeckungen (s.u.) bei Tieren schlieBlich auch zur Entdeckung von Stammzellen beim
Menschen gefiihrt haben, berief man sich weiterhin auf die Verwendung von Tiermodellen
zur weiteren Erforschung. Die artifizielle Degeneration des nigrostriatalen Systems kann
bei Primaten und bei Nagern durch die Applikation von 6-OHDA (6-Hydroxydopamin)
und durch MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) erfolgen. Bei Ratten wird
das Modell mit 6-OHDA bevorzugt, da eine selektivere Zerstorung der dopaminergen
Projektionsneurone durch Injektion ins Striatum und in die Substantia nigra erfolgt. Dafiir
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ist das Verfahren aufwendiger, weil es direkt in die Zielstrukturen gespritzt werden muf;
MPTP hingegen kann subcutan verabreicht werden und wird daher hdufiger bei Primaten
angewandt (Brundin et al., 1986; Bjorklund, 1992; Nikkhah et al., 1994a; Olanow et al.,
1996; Kirik et al., 1998; Roedter et al., 2001).

Das Toxin wird durch die Terminalen der dopaminergen Neurone aufgenommen und
entfaltet seine neurotoxische Wirkung vermutlich durch die Bildung von
Sauerstoffradikalen und durch Inhibition der mitochondrialen Atmungskette (Jellinger et
al., 1995; Glinka et al., 1997 u. 1998; Soto-Otero et al., 2000).

6-OHDA wird in das mediale Vorderhirnbiindel und in die Substantia nigra gespritzt, und
fiihrt durch oben beschriebenen Mechanismus zu einer ipsilateralen Zerstorung der
dopaminergen Projektionsbahn und zu einem ,Hemiparkinsonismus* auf der
kontralateralen Seite, der durch verschiedene Tests eruiert werden kann (s. Material und
Methoden).

Die Schéadigung erfolgt nur auf einer Seite, da bei einer bilateralen Lision die Tiere zu
Aphagie, Adipsie, massiver Akinesie und einem sensomotorischen Neglect neigen. Sie
miiBten in diesem Fall durch Sonden kiinstlich erndhrt werden, was einen sehr groflen
Mehraufwand und sehr ausgepridgte Einschriankungen zur Folge hitte. Zum anderen
konnten entsprechende Verhaltenstests mit Apomorphin, Amphetamin nicht durchgefiihrt
werden.

Alternativ kann eine Injektion des Toxins ins Striatum durchgefiihrt werden. Ichitani et al.
stellen nach diesem Prinzip die These auf, dal moglicherweise diese Struktur der
Ausgangspunkt der Degeneration der dopaminergen Neurone ist, da durch diese Prozedur
auch ein Parkinsonismus induziert werden kann (Dunnett et al., 1983a; Ichitani et al., 1991
und 1994).

1.4.2 Molekulare und funktionelle Grundlagen der 6-OHDA-Ldsion

Die Schéadigung des nigrostriatalen Systems erfolgt durch direkte und unilaterale Injektion
des Neurotoxins 6-Hydroxydopamin (6-OHDA) in das mediale Vorderhirnbiindel und die
Substantia nigra bzw. in das Striatum.

Vermutlich vollzieht sich der Zelltod der nigralen Neurone der SNc¢ durch apoptotische
Vorgénge. Die Degeneration setzt ca. 6-12 Stunden nach Injektion des Toxins ein und wird
ungefdhr 24 Stunden post injectionem durch Axonuntergang begleitet. Als Resultat sind
85- bis nahezu 100% der Nervenzellen zugrunde gegangen, was sich morphologisch in
einem striatalen Dopaminverlust von 80-95% widerspiegelt (Gagnon et al., 1991; Hirsch et
al., 1999; Kirik et al., 1998).

Im indirekten Weg des nigrostriatalen Projektionsssystems zeigt sich kompensatorisch eine
Erhohung der Dopamin-D2-Rezeptoren bzw. der D2-Rezeptor-mRNA. Parallel dazu steigt
die mRNA-Synthese von GAD67 (glutamic acid decarboxylase), das Schliisselenzym in
der GABA-Synthese, und von Préproenkephalin bzw. Enkephalin an (Savasta et al., 1992;
Soghomonian 1993 u. 1994).

Im direkten Weg zeigen sich andere Alterationen nach der Applikation von 6-OHDA: die
Expression von Dopamin-D1-Rezeptoren verhédlt sich entgegengesetzt zu der der D2-
Rezeptoren im indirekten Weg und resultiert in einem Abfall um ca. 22% (Radja et al.,
1993).

Die Expression von Prodynorphin mRNA ist im Vergleich zur intakten Seite vermindert,
da Dopamin die Synthese dieses Peptids zu stimulieren scheint. Die Konzentration von
Substanz P ist ebenfalls reduziert (Shashidharan et al., 2000). Versuche von C.R. Gerfen et
al. weisen darauthin, dal sich die Konzentrationen nach Applikation eines
Dopaminagonisten wie z.B. Quinpirol wieder normalisieren. Und auch die Implantation
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von fetalem neuronalen Gewebe weist darauf hin, dall sich bei ausreichender
Dopaminproduktion die Konzentration der einzelnen Peptide und Rezeptoren wieder
angleichen (Savasta et al., 1992; Nisenbaum et al., 1996; Li et al., 1990; Gerfen et al.,
1990).

Um tiberhaupt eine ausreichende Lédsion und deren Ausmal} abschitzen zu kénnen, wurden
bestimmte Verhaltenstests entwickelt, die vor und nach verschiedenen Therapeutika
wiederholt werden konnen, um eine mogliche Progression oder Remission im
Krankheitsbild zu beurteilen.

Ungerstedt et al. konnten 1970 im sog. Rotationstest beschreiben, dal mit 6-OHDA
ladierte Tiere nach Applikation von Dopaminagonisten oder Amphetamin ein bestimmtes
Drehverhalten zeigten. Apomorphin bewirkt dabei eine Rotation kontralateral zur ladierten
Seite (ist das Tier rechts geschddigt, dreht es sich zur linken Seite bzw. gegen den
Uhrzeigersinn). Dies geschieht ab einer striatalen Dopamindepletion von iiber 90% der
urspriinglichen Transmitterkonzentration, und ist damit die sensitivere Methode im
Vergleich zur Applikation von Amphetamin. Man vermutet dabei eine durch die Lésion
bedingte erhohte Dopaminrezeptordichte, die kompensatorisch entstanden ist, um den
Transmittermangel auszugleichen (Ungerstedt und Arbuthnott, 1970; Hudson et al., 1993;
Robinson et al., 1994).

Intraperitoneal verabreichtes Amphetamin erzeugt circa acht Tage post-operativ ein
Drehverhalten des Tieres zur ipsilateralen Seite (ist das Tier rechts geschéadigt, dreht es
sich zur rechten Seite bzw. mit dem Uhrzeigersinn). Dies geschieht schon nach einer
striatalen Dopamindepletion von 50-75%. Dieses Verhalten scheint dadurch zu entstehen,
daB in der gesunden Hemisphire des Tieres ein massiver Transmitteriiberschul im
Vergleich zur lddierten Seite vorliegt. Dies geschieht durch Hemmung der
Wiederaufnahme aus dem synaptischen Spalt. Dieser Test hat eine geringere Sensitivitét
als die Applikation von Apomorphin (s.0.) und sollte daher eher unterstiitzend angewandt
werden.

Die Injektion von 6-OHDA erfolgt unilateral und funktionelle Einschrinkungen kénnen
kontralateral beobachtet werden. So machen die Tiere beim sog. Sidestepping-Test
weniger Schritte mit der lddierten vorderen Extremitét als mit der gesunden Seite und im
Vergleich mit Kontrolltieren. Desweiteren sind die Tiere in ihrer Fahigkeit stark
eingeschriankt, nach Verlust des Gleichgewichts die vollstindige Balance auf der
erkrankten Seite wiederzuerlangen, was im sog. Sidefalling- oder Gleichgewichtstest
ersichtlich wird.

Der Staircasetest zeigt deutlich die Defizite in gerichteten Bewegungen und gezieltem
Greifen der lddierten Seite (s. auch Material und Methoden). Dabei ist es fiir die Ratten
erschwert, kleine Futterpellets aus Vertiefungen zu greifen und zum Maul zu fiihren (Hefti
et al., 1980; Montoya et al., 1991; Robinson et al., 1994; Olsson et al., 1995; Barneoud et
al., 2000; Rodter et al., 2000; Roedter et al., 2001).

1.5 Die Transplantation von neuralem Gewebe

Schon 1965 lieferten J. Altman et al. Anzeichen fiir Neurogenese in den Gehirnen von
adulten Ratten und stellten damit das Dogma in Frage, daB3 das menschliche Gehirn im
Erwachsenenalter nicht zur Regeneration fahig ist. Somit waren die Zweifel gro3 und erst
1983 konnte S.A. Goldmann et al. diese Entdeckung bestdtigen, als sie in den Gehirnen
von Kanarienvogeln Anzeichen fiir Neurogenese erhielten, als diese das Singen erlernten.
Ein weiteres Jahrzehnt verging, bis 1997 proliferierende Zellen im Hippocampus von
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Spitzenhdrnchen entdeckt wurden, die schon entfernte Verwandte von Primaten darstellen.
Ein weiteres Jahr spéiter wurden diese Zellen im Hirn von Weillbiischeldffchen identifiziert
(Altman und Das, 1965; Goldman und Nottebohm, 1983; Gould et al., 1997 u. 1998).

In einem in ,,Nature of Medicine* gedruckten Artikel verdffentlichten Erikkson et al. dann
ihre Entdeckung von adulten Stammzellen im menschlichen Gehirn (Erikkson et al., 1998).
Unter bestimmten Laborbedingungen kénnen sich diese Zellen in Neurone, Astrozyten
oder Oligodendrozyten differenzieren und sind so fiir die Therapie zahlreicher
Erkrankungen in Betracht gezogen worden (Palmer et al., 1997).

Schon Ende des 19. Jahrhunderts wurde erstmals neuronales Gewebe in das Gehirn von
Saugetieren implantiert. Dennoch vergingen weitere Jahrzehnte, bis die Arbeitsgruppe um
A. Bjorklund 1976 einen Artikel verdffentlichte, in dem sie die Transplantation von
solidem Nervengewebe in das Gehirn von Ratten beschrieben. Nach anfanglicher Euphorie
hatte man aber zunédchst Probleme mit der immunologischen Toleranz des Spendergewebs
durch den Empfinger und es galt, die Uberlebensfihigkeit des Transplantats zu erhdhen
(Stenevi et al., 1976; Brundin et al., 1985).

Entwicklungen neuer Techniken wie der Zellsuspension fithrten dazu, daB3 eine
homogenere Verteilung der Transplantate erzielt und damit die Vitalitdt der Zellen erhoht
werden konnte. Schon kurz darauf konnten erste Erfolge verzeichnet werden. Verschiedene
konsekutive Studien weisen auf eine Verbesserung der Symptome und Beeintrachtigungen
im Rattenmodell des Morbus Parkinson hin (Bjorklund et al., 1983; Gage et al., 1983;
Schmidt et al., 1981 u. 1983; Fray et al., 1983).

1.5.1 Transplantation in das Striatum und in die Substantia nigra

Der Morbus Parkinson geht einher mit striatalem Dopaminmagel, verursacht durch die
Degeneration der Neurone in der SNc. Dieser Transmittermangel kann im Rattenmodell
durch die Injektion von 6-Hydroxydopamin (6-OHDA) in das mediale Vorderhirnbiindel
und in die Substantia nigra selektiv simuliert werden. Nach Erforschung der
Pathophysiologie dieser Erkrankung wurde als oberstes Ziel die Substitution der
degenerierten Neurone angestrebt. Mit Entwicklung der Zellsuspensionstechnik und der
Implantation fetalen Gewebes schien man diesem Ziel einen Schritt ndher zu kommen.
Man versuchte dabei, den Transmittermangel durch Injektion von dopaminergem Gewebe
direkt ins Striatum zu kompensieren (Fray et al., 1983; Dunnett et al., 1983b; Lindvall et
al., 1990).

In einem stereotaktischen Verfahren hat man die Zellen in das Striatum injiziert.
Nachfolgende histologische Untersuchungen zeigten vitale dopaminhaltige Zellen im
Bereich der Implantationsorte und eine vorhandene Transmitterproduktion, die individuell
jedoch groflen Schwankungen unterworfen war (Schmidt et al., 1983; Strecker et al.,
1987). Dabei produzierte die lddierte Hemisphdre mit den implantierten Zellen
durchschnittlich 13-18% der Dopaminkonzentration der intakten Seite; dies konnte in einer
anderen Studie ebenfalls gemessen werden. Die Vitalitit der Zellen konnte anhand von
Faseraussprossungen gezeigt werden, die abhéngig von der Umgebung und der Quantitét
des implantierten Gewebes war. Desweiteren erhielten die Neurone Afferenzen aus der
umgebenden Region beziehungsweise entsandten Efferenzen in die umliegende Region des
Empfangergewebes (Bjorklund et al., 1983; Freund et al., 1985; 1zzo und Bolam, 1988;
Wictorin et al., 1989 und 1990; Gagnon et al., 1991).

Auch auf molekularbiologischer Ebene waren Verbesserungen zu registrieren: im
indirekten Weg des nigrostriatalen Projektionsweges war die Préproenkephalin-mRNA
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Expression riickldufig. Die Dopamin-D2-Rezeptoren-Dichte und die GABA Konzentration
gingen ebenfalls zuriick. Im direkten Weg sind kaum Verdnderungen zu verzeichnen
(Dawson et al., 1991; Gagnon et al., 1991; Bal et al., 1993; Rioux et al., 1993).

Zur Uberpriifung der Funktionalitit wurden wiederum Verhaltenstests herangezogen. Das
Rotationsverhalten hat sich nach Applikation von Amphetamin zunéchst reduziert und
dann normalisiert. Dies galt aber nur fiir implantierte Zellen eines neun Wochen alten
Embryos; dieses Verhalten konnte auch in anderen Arbeitsgruppen bestitigt werden. Die
aussagekriftigere Applikation von Apomorphin, die eine Rotation erzeugt, wenn iiber 95%
der dopaminergen Neurone degeneriert sind, zeigte nur partiell Verbesserungen im
Verhalten. Einschrinkend zu sagen ist, dal auch eine spontane Verbesserung des
Drehverhaltens eintreten kann, wenn nach inkompletter Zerstérung der striatalen und
nigralen Nervenzellen eine kompensatorische Hochregulierung der Dopaminproduktion
und eine Reinnervation des Striatums durch die verbliebenen Neurone einsetzt. Insofern
kann nur eine limitierte Aussagekraft {iber die Transplantatvitalitit und -funktionalitit
anhand der Rotationsversuche gemacht werden (Dravid et al., 1984; Brundin et al., 1986
und 1988; Brown und Dunnett, 1989; Mendez et al. 1993).

Eine fundiertere Hypothese liber die Erfolgsrate von neuralen Transplantationen 148t sich
anhand der Verhaltenstests aufstellen, die die Motorik {iiberpriifen. Dort waren die
Ergebnisse aber nur zum Teil zufriedenstellend. Im sog. Staircasetest, in dem die Tiere
gezielt nach Futterpellets greifen muliten, zeigten sich geringe bis keine Verdnderungen bei
Implantation von fetalem Gewebe in das Striatum, wo hingegen bei Applikation von
Zellen in die Substantia nigra ein Benefit in diesem Test erzielt werden konnte (Dunnett et
al., 1987).

Ein weiterer Test wurde entwickelt, um eine Aussage iiber das Ausmall der Hypo-
/Akinesie, eines der Kardinalsymptome der Parkinson-Erkrankung, treffen zu konnen. Der
sogennante Side-Stepping Test soll die eher subtilen motorischen Defizite einer unilateral
6-OHDA lddierten Ratte detektieren und quantifizieren. Der auch in dieser Arbeit
verwandte Test kann mit dem sogenannten Side-Falling Test ergénzt werden. Anhand
dieser beiden Tests konnen gezielte Aussagen iiber die Funktion einer Extremitit, v.a. der
vorderen, getroffen werden.

Nach einer Lédsion mit 6-OHDA war die kontralaterale vordere Extremitit deutlich
defizitdr, d.h. im Vergleich zur gesunden ipsilateralen Seite und zu Kontolltieren machten
die Tiere weniger Schritte {iber festgelegte Strecken und Zeitrdume. Nach Implantation von
embryonalem Nervengewebe in das Striatum und in die Substantia nigra konnte eine
Zunahme der Schrittanzahl vermerkt werden, was fiir eine Verbesserung der motorischen
Funktion der kontralateralen Extremitdt spricht. Wurden zusétzlich noch
Dopaminagonisten gegeben (z.B. Apomorphin) konnte das Ergebnis nochmal gesteigert
werden (Olsson et al., 1995). Im Side-Falling Test, bei dem die Tiere durch den
Experimenter auf die Seite ,,geworfen* werden und die Reaktion der Ratte anhand eines
ausgleichenden Ausfallschritts mit einem Zahlenwert erfasst wird, zeigten sich identische
Ergebnisse (Winkler et al., 1996).

Die oben aufgefiihrten Erlauterungen gelten noch fiir die Erforschung von fetalem
Gewebe. Erzielte Resultate mit der Implantation von adultem neuronalem
Progenitorgewebe werden im weiteren Verlauf erldutert.

Die ersten klinischen Versuche mit fetalem Gewebe wurden Anfang der 1990er Jahre
durchgefiihrt. In stereotaktischen Verfahren wurde Patienten, die schon lange an der
Parkinson'schen Erkrankung litten, fetale Zellen in das Putamen implantiert; in
verschiedenen Studien wurden die Effekte evaluiert und es zeigten sich schwankende und
individuell sehr unterschiedliche Ergebnisse. Auf diese Resultate wird im weiteren Verlauf
noch ndher eingegangen (Lindvall et al., 1989; Freed et al., 1990; Hauser et al.,1999).
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Aufgrund oben aufgefiihrter Problematik mufite man sich eine alternative Methodik
erarbeiten, mit deren Hilfe man die Uberlebensrate und die funktionellen Ergebnisse
verbessern konnte.

In Anlehnung an die Patch-Clamp-Technik, die 1976 von B. Sakmann und E. Neher
erfunden wurde, um lonenkanéle zu differenzieren, tat sich eine Mdglichkeit auf, mit sehr
viel schonenderen, weniger traumatischen Methoden neurales Gewebe zu implantieren.
Die Arbeitsgruppe um G. Nikkhah machte sich diese Methode zunutze, um die
Mikrotransplantationstechnik zu entwickeln. Sie benutzten eine 1ul Hamiltonspritze, an
deren Kantile {iber einen Adapter eine Glaskapillare befestigt wurde. Diese Kapillare hat
einen Durchmesser von 50-70um und ist somit um ein Vielfaches kleiner als der
Durchmesser der Kaniile der Hamiltonspritze (500um). Das in Einzelzellsuspension
vorliegende neurale Gewebe kann problemlos durch dieses geringe Lumen appliziert
werden. Die einzelnen Zellen haben einen Durchmesser von ca. 15-20um (Nikkhah et al.,
1994c).

Die Vorteile durch die Anwendung dieser Methode liegen auf der Hand. Durch den
geringen Durchmesser 148t sich wesentlich schonender und atraumatischer die vorbereitete
Zellsuspension applizieren. Komplikationen wie Blutungen bzw. Infarkte lassen sich
reduzieren. Durch diese verminderte Traumatisierung und Schiadigung des Hirngewebes
wird die astrozytdre Reaktion vermindert und eine Narbenbildung dadurch umgangen.
Dadurch konnte eine bessere Integration und Interaktion des Spender- mit dem
Empfangergewebe gewihrleistet werden. Dies 148t sich auch im Experiment belegen: die
Zellen hatten eine 2,8-fach hohere Uberlebensrate als bei der friiheren Methode mit der
Hamiltonspritze und der Metallkaniile. Desweiteren lieBen sich TH-positive Zellen
nachweisen, die dazu tendierten, den nigrostriatalen Projektionsweg zu rekonstruieren.
Eine Faserausprofung in die Umgebung hat stattgefunden.

Ein weiterer grofer Vorteil ist, daB sich die Zellen wesentlich homogener in die
Zielstruktur einbringen lassen. Im Gegensatz zu zwei groflen Implantationslokalisationen
kann man nun viele verschiedene kleine Orte ansteuern, um so eine gleichméBigere
Innervation zu erreichen.

Betrachtet man nun die erhdhte Vitalitit und die genauere Verteilung der Zellen im
Striatum, zeigt sich, daBl dadurch eine gesteigerte Funktionalitdt der Implantate erzielt
wird. Dies driickt sich zum einen darin aus, da3 die Dopaminproduktion im Vergleich mit
der herkdmmlichen Methode von 12,5 auf 30% gesteigert ist. Zum anderen wurden in den
Verhaltenstests deutliche Verbesserungen registriert (Nikkhah et al., 1993 und 1994b).

Mit dieser Applikationsmethode tat sich auch die Moglichkeit auf, noch andere
Zielstrukturen zu erreichen. Da es mit der herkdmmlichen Methode nicht moglich war,
Zellen direkt in die Substantia nigra zu verabreichen, lief} sich dieses auf diese filigrane Art
und Weise bewerkstelligen. In Tierversuchen konnte man eine Reinnervation der
Substantia nigra erreichen, die sich morphologisch und funktionell darstellen lie§ (Nikkhah
et al., 1995a, b).

Nachdem in Tierversuchen sehr gute Ergebnisse erzielt wurden, ging man dazu iiber,
klinische Untersuchungen vorzunehmen. Wie oben schon kurz erwéhnt, bekamen Ende der
1980er Jahre die ersten beiden Patienten fetales neurales Gewebe implantiert (Lindvall et
al., 1989). Es wurde unilateral in das Striatum eingebracht. Das Resultat war maBig:
zundchst waren die Patienten postoperativ eingeschrinkter als vorher und zeigten keine
Verdnderungen. Im weiteren Verlauf zeigten sie geringe, aber statistisch signifikante
Verbesserungen in komplexen Bewegungen wie Supination/Pronation oder FuBhebung. Im
Positronen-Emissions-Tomogramm dieser beiden Patienten zeigte sich keine vermehrte
Dopaminaufnahme.

In folgenden Studien wurden daher andere Rahmenbedingungen geschaffen. Zunichst galt
es herauszufinden, in welchem Entwicklungsalter sich die Zellen befinden sollen, um
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bessere Voraussetzungen fiir eine Integration und Vitalitdt mitzubringen. In den meisten
darauffolgenden Studien wurden dann Zellen von sechs bis sieben Wochen alten Foten
verwendet. Desweiteren mufiten immunologische Aspekte aufgedeckt werden, obwohl das
menschliche Gehirn in dieser Hinsicht eine Sonderrolle spielt. In den meisten Studien
wurde daraufhin eine Immunsuppression mit Ciclosporin A von sechs Monaten angestrebt
(Kordower et al., 1997).

Ein groBeres Problem, was immer noch zu losen gilt, sind die interindividuell sehr
unterschiedlichen FErgebnisse. Bis heute konnte nicht erreicht werden, ein relativ
gleichméBiges Outcome bei den behandelten Patienten zu erzielen. Es treten sehr grofle
Unterschiede in morphologischer und funktioneller Verbesserung auf. Dennoch sind die
Ergebnisse recht vielversprechend, da sich hdufig eine Verbesserung in der Symptomatik
in der ,,OFF-Phase*, Verminderung der Bradykinesie und der Rigiditit und eine
Verbesserung der Lebensqualitit registrieren liel (Widner et al., 1992; Lindvall et al.,
1992, 1994 und 1997; Defer et al., 1996; Freeman et al.,, 1999; Piccini et al., 2005;
Redmond et al., 2008).

Nicht auszuschlieBen bei dieser Therapieoption sind auftretende unerwiinschte Effekte. Sie
konnen sich in Dyskinesien oder Dystonien dufern, die auch auftreten, wenn die L-DOPA
Applikation unterbrochen oder vermindert wurde (Jacques et al., 1999; Freed et al., 2001 u.
2003; Ma et al., 2002).

Die Mikrotransplantationsmethode 146t sich auch an adulten Stammzellen durchfiihren, so
wie es in dieser Arbeit geschehen ist.

Die Erfahrungen und die Kenntnisse iiber adulte neuronale Stammzellen sind sehr viel
geringer als bei fotalem Gewebe, da diese Zellressource erst unléngst fiir die Therapie der
Parkinson'schen Erkrankung in Erwdgung gezogen worden ist.

Die Erforschung dieser Zellen befindet sich somit noch am Anfang. Der Schwerpunkt liegt
dabei auf der Untersuchung der molekularen und neurophysiologischen Eigenschaften
sowie der Kultivierung und Expansion im Labor. Im Gegensatz zu der Anwendung von
embryonalem Gewebe in zahlreichen klinischen Versuchen, steht die Erprobung von
adulten Progenitorzellen bei Parkinson-Patienten noch bevor.

Diese adulten neuralen Stammzellen sind charakterisiert durch Pluripotenz und ihre
Kapazitit zur Selbsterneuerung (Kennea und Mehmet 2002). Das bedeutet, dal sie
Hauptbestandteile des zentralen Nervensystems (Neurone, Astrozyten, Oligodendrozyten)
generieren konnen, aber nicht die anderer Organe (wie embryonale Stammzellen).

Die adulten neuralen Stammzellen finden sich gehduft in der Subventrikularzone der
lateralen Ventrikel und in der Subgranularzone des Gyrus dentatus (GD) in der
Hippocampus-Formation. Entlang eines ,,Kanals®“, dem sogenannten Rostral Migratory
Stream (RMS), wandern diese Zellen zum Bulbus olfactorius (BO), wo sie sich zu
GABAergen Interneurone differenzieren konnen (Morshead und van der Kooy, 1992;
Luskin, 1993; Cameron et al., 1993; Kuhn et al., 1996; Palmer et al., 2000).

Nachdem man diese Zellen zunichst v.a. bei Nagern lokalisiert und charakterisiert hatte,
wurde das Augenmerk auf das menschliche Gehirn gerichtet. Es war beispielsweise die
Frage zu klédren, ob homologe Strukturen in Primaten bzw. beim Menschen vorliegen. Dies
ist Voraussetzung fiir die Anwendung von Tiermodellen auf den menschlichen Organismus
(Altman und Das, 1966; Hinds, 1968; Costanzo und Graziadei, 1983; Kishi et al., 1990;
Schwartz Levey et al., 1991; Lois und Alvarez-Buylla, 1994; Kirschenbaum et al., 1999;
Ostenfeld et al., 2002; Bedard et al., 2002).

In einzelnen Studien konnte die Generierung von Progenitoren bzw. Neuroblasten in der
Subventrikularzone und die Migration dieser Zellen im menschlichen Gehirn
nachgewiesen werden. Anhand von Bromdeoxyuridin (ein Thymidinanalogon) kann die
Proliferation dieser Zellen gezeigt werden. Die Zellen wandern, dhnlich wie bei Nagern,
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von Zytostrukturen geleitet zum Bulbus olfactorius. Die Leitstrukturen bestehen dabei aus
Neuroblasten (Eriksson et al., 1998; Kukekov et al., 1999; Kornack und Rakic, 2001).
Diese Stammzellen konnen aus den verschiedenen Strukturen isoliert werden (s. dazu auch
unter Material und Methoden). Sie werden darauthin unter Zugabe von
Wachstumstaktoren wie basic fibroblast growth factor (bFGF) oder epithelial growth
factor (EGF) kultiviert und expandiert. Entfernt man diese beiden Komponenten, gehen die
meisten Zellen in der Kultur zugrunde. Ein GroBteil der Zellen exprimiert den typischen
Stammzellmarker Nestin. Ein geringer Teil der Zellen in vitro exprimiert glidre Marker
wie glial fibrillary acidic protein (GFAP), charakteristisch fiir Astrozyten, oder
Galactocerebroside (Oligodendrozyten) (Lendahl et al., 1990; Gage et al., 1995).

Im Tiermodell steht im Vordergrund, ob und inwieweit implantierte Zellen vital sind und
inwiefern sich die Zellen in dopaminerge Zellen differenzieren. Nach striataler
Implantation zeigten implantierte Grafts eine hohe Uberlebensrate und neigen zu einer
Differenzierung zu dopaminergen Neuronen. Dabei scheint diese Tendenz im
dopamindepletierten Striatum, wie es auch bei der Parkinson-Erkrankung vorliegt,
begiinstigt zu werden. H. Nishino et al. konnten nachweisen, daB3 sich mesencephale
Progenitorzellen im 6-OHDA lddierten Striatum von Ratten zu Neuronen differenzieren,
die Tyrosin Hydroxylase exprimierten. Dies ist ein Hinweis fiir eine Dopaminproduktion
der implantierten Neurone. Indes unterstiitzt es die These, dal die Umgebung die
Differenzierung mal3geblich beeinfluflt. Fraglich ist allerdings, warum sich Stammzellen
aus anderen Regionen nicht ebenfalls in dopaminproduzierende Neurone entwickeln. Die
Theorie, daB3 sich die Stammzellen in Abhédngigkeit von der Umgebung differenzieren,
konnte auch in anderen Studien bestétigt werden (Vicario-Abejon et al., 1995; Svendsen et
al., 1996; Yang et al., 2002; Nishino et al., 2000; Burnstein et al., 2004).

In einigen Versuchen konnte eine Verbesserung in Verhaltenstests nachgewiesen werden.
In der amphetamininduzierten Rotation waren im Vergleich zu Kontrolltieren und zum
Zeitpunkt vor der Implantation verminderte Umdrehungen pro Minute zu registrieren.

Ein interessanter Aspekt, der in letzter Zeit vermehrt aufgenommen wurde, ist die Frage,
ob bei einer Transplantation von adulten Stammzellen diese eher neuroprotektiv bzw.
,heurorestorativ® wirken. Fiir ersteres spricht die Differenzierung der implantierten Zellen
in Gliazellen, die durch die Bildung neurotropher Faktoren die verbliebenen dopaminergen
Neurone unterstiitzen (Studer et al., 1998; Yang et al., 2002; Ourednik et al., 2002 und
2009; Madhavan und Ourednik, 2008).

1.6 Fragestellungen der vorliegenden Arbeit
In der vorliegenden Dissertation soll geklédrt werden:

1. Konnen adulte neuronale Progenitorzellen in die Zielstrukturen Striatum und
Substantia nigra eingebracht werden?

2. Werden die Transplantate in diese Strukturen so integriert, dal moglicherweise
zumindest tendenziell ein Dopaminmangel kompensiert werden kann?

3. LaBt sich durch die Anwendung von motorischen Verhaltenstests eine funktionelle
Kompensation nachweisen?

4. Wenn sich die Zellen integrieren, inwieweit sind sie vital, proliferieren sie und in
welche Zellinie (Neurone, Astrozyten, Oligodendrozyten) differenzieren sie sich?
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2. Material und Methoden

2.1 Experimentelles Design

Fiir das vorliegende Experiment wurden insgesamt 36 weibliche Sprague-Dawley Ratten
mit einem Anfangsgewicht von 200-225g verwendet. Die Tiere wurden in Makrolon-III-
Kéfigen zu je vier Stiick gehalten. Sie hatten freien Zugang zu Futter und Wasser. Die
Temperatur im Raum betrug 21°C und die Luftfeuchtigkeit wurde konstant gehalten. Um
einen adidquaten Tag-Nacht-Rhythmus zu erhalten, wechselten Hell- und Dunkelphase
nach 12 Stunden (6 bzw. 18 Uhr).

Alle Tiere erhielten eine stereotaktische Lédsion mit 6-Hydroxydopamin in das mediale
Vorderhirn- bzw. nigrostriatale Biindel der rechten Hemisphére. Um zu iiberpriifen, ob die
Tiere erkrankt sind, wurden sog. Apomorphin- und Amphetaminrotationen durchgefiihrt.
Fir eine Quantifizierung der Léasion schlossen sich daran Verhaltenstests an. Nach
Abschlufl dieser Tests wurde den Tieren mit Glaskapillaren (in wenigen Féllen mit einer
Metallkaniile) adulte neurale Progenitorzellen aus Rattenhirnen implantiert. Je nach
Gruppe erhielten die Tiere Progenitorzellen unterschiedlichen Alters (friihe vs. spéte
Passage) oder sie unterschieden sich in den Implantationslokalisationen (Striatum vs.
Substantia nigra). Danach schlossen sich wiederum Rotations- und Verhaltenstests an. Die
Tiere wurden schlieBlich getotet, um die Hirne immunbhistologisch und autoradiographisch
auswerten zu kdnnen.

Die Gruppenzusammensetzung ist folgende:

Tab. 1: Gruppenzusammensetzung

Gruppe Zellpassage Implantationslokalisation | N = Anzahl der

Tiere (20 Wo
Tiere)

1 Friih (P6-P11) Striatum (CPu) 4 (n=2)

2 Friih (P6-P7) Substantia nigra (SN) 5 (n=5)

3 Spét (P24-P31) Striatum (CPu) 6 (n=5)

4 Spéit (P25-P32) Substantia nigra (SN) 6 (n=2)

Kontrolle K1 Sham-Tx Striatum (CPu) 5 (n=5)

Kontrolle K2 Sham-Tx Substantia nigra (SN) 5(9)

Kontrolle K3 Nur Lx - 5 (n=2)

Innerhalb des Versuchphase, die sich iiber 1,5 Jahre hinzog, wurde das Design fiir einige
Tiere verdndert, da wir der Meinung waren, der Zeitraum zwischen Implantation der
adulten Stammzellen und der Totung sei zu kurz. Darauthin wurde dieser von 6 Wochen
auf 22 Wochen erhoht. Wir orientierten uns hierbei an Erfahrungen anderer
Arbeitsgruppen, die v.a. mit embryonalen Stammzellen gearbeitet haben. Desweiteren
versprachen wir uns dadurch positivere Ergebnisse, da die Zellen mdglicherweise besser
integriert werden konnten.
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Zeitplan I:

SS/SF, Staircase 6-OHDA-Lision Apomorphin-/ SS/SF, Staircase Apomorphin-/ SS/SF, Staircase
Amphetaminrotation ~ Transplantation Amphetaminotation ~ Totung
-2 Wo. 0 Wo. 4 Wo. 6 Wo. 10 Wo. 12 Wo.

Zeitplan II (nach Anderung):

SS/SF, Staircase  6-OHDA-Lision ~ Apomorphin-/ SS/SF, Staircase  Apomorphin-/ SS/SF, Staircase ~ Apomorphin-/ SS/SF, Staircase
Amhetaminrota Transplantation ~ Amphetaminrota Amphetaminrota  Tétung

-2 Wo. 0 Wo. 4 Wo. 6 Wo. 10 Wo. 12 Wo 26 Wo. 28 Wo.

2.2 Die Lasion mit 6-Hydroxydopamin

2.2.1 Narkose

Die Lision mit 6-Hydroxydopamin wurde in einem stereotaktischen Apparat der Firma
TSE durchgefiihrt. Sie erfolgte unilateral auf der rechten Seite.

Dazu wurden die Tiere mit einer Kombination aus Ketamin (100mg/kg KG) und Xylazin
(5mg/kg KG), welche intraperitoneal verabreicht wurde, narkotisiert. Nach Injektion wurde
das Tier in einen abgedunkelten Kifig gesetzt, um unndtigen Strel zu vermeiden. Die
Einschlafphase, die i.d.R. 5-10 Minuten dauert, kann stark variieren. Sie wird eingeleitet
durch unkoordinierte Bewegungen, Ausfall von Klammer- und Umdrehreflex und
zunehmendem Verlust des Muskeltonus mit Auflegen des Kopfes oder Seitenlage des
Hinterkorpers. Es folgte die Rasur der Kopfoberseite, die Reinigung mit einem
Hautdesinfiziens und der Schutz der Augen mit Heilsalbe vor Austrocknung.
Wihrenddessen wurde regelméafig die Narkosetiefe iberwacht:

A Cornealreflex (sollte gering vorhanden sein)
B Zwischenzehreflex (sollte gar nicht vorhanden sein)
C Pupillen-Reaktion (sollte gering vorhanden sein)

Desweiteren sollte man die Atmung, Temperatur und Ausscheidung iiberwachen, da das
Ketamin stark diuretisch wirkt. Gegebenenfalls kann man bei hohem Fliissigkeitsverlust
3ml NaCl i.p. (intraperitoneal) spritzen. Die Narkose dauerte ungefdhr 60 Minuten. Bei
Bedarf kann Ketamin als halbe Initialdosis erneut injiziert werden, bei Xylazin besteht eine
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hohe Gefahr der Atemdepression; aufgrund der lingeren Wirkdauer reicht in der Regel
eine einmalige Injektion.

2.2.2 Stereotaktische Operation

Bei einer ausreichenden Narkose und nach Abschluf3 der Vorbereitungen wurde die Ratte
im stereotaktischen Apparat fixiert (s. Abb. 4). Dazu wird der Oberkiefer mit den beiden
Schneidezdhnen auf einen Zahnbalken gelegt, um im nichsten Schritt den Kopf seitlich zu
fixieren, indem Ohrbalken in den rechten und linken duBeren Gehorgang geschoben
werden. Dabei ist darauf zu achten, dass die Balken wirklich in dem Meatus acusticus
externus zu liegen kommen, da der Kopf unter der OP sonst abzurutschen droht bzw.
falsch fixiert wird. Der Versuchsaufbau entspricht dabei dem der Implantation der
Zellsuspensionen, welcher in einer unten aufgefiihrten Darstellung gezeigt wird.

Ist der Kopf ausreichend verankert, erfolgt eine erneute Hautdesinfektion mit 30 Sekunden
Einwirkzeit (je nach Hersteller des Desinfiziens verschieden). Mit einem Skalpell wird
eine ca. 2,5 cm lange Hautinzision durchgefiihrt, die median, 0,5 cm oberhalb der Augen
beginnt und bis zum Ende des Hinterhaupts reichen kann. Zur besseren Ubersicht werden
die Wundriander mit einem Retraktor zur Seite geschoben. Mit einem scharfen Loffel wird
das Periost entfernt und die Schidelkalotte sichtbar gemacht. Zur Blutstillung kann ggf.
Wasserstoffperoxid herangezogen werden.

Im néchsten Schritt wird das Bregma dargestellt und als Nullpunkt kalibriert: dazu wird
mit der Spitze der Metallkaniile (10ul Hamilton-Spritze), mit der spéter das Toxin,
verabreicht wird, der Schnittpunkt von Koronar- und Sagittalnaht angefahren. Dadurch
erhdlt man die anterior-posterioren und medio-lateralen Referenzkoordinaten, mit denen
man anhand des Anatomie-Atlas der Ratte von G. Paxinos und C. Watson seine
Zielstrukturen anfahren kann.

Nach Ermittlung der Zielkoordinaten wird an den entsprechend gekennzeichneten Stellen
der Schéddel mit einem kleinen Handbohrer trepaniert. Mit einer umgeknickten
Injektionskaniile wird das Loch von Knochensplittern gereinigt, bis die Dura mater
freigelegt ist. Anhand dieser wird die dorso-ventrale Koordinate bestimmt, indem man mit
der Spitze der Hamilton-Spritze diese ansteuert. SchlieBlich wird die Dura mater erdffnet.

2.2.3 Applikation des Toxins 6-Hydroxydopamins
Die Injektion des 6-Hydroxydopamins (6-OHDA) erfolgte in das

a) Nigrostriatale Biindel (Koordinaten s.u.)
b) Mediale Vorderhirnbiindel (Koordinaten s.u.)
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Tab. 2: Koordinaten fiir die 6-OHDA-Lision

AP ML DV Zahnbalken |Volumen
Nigrostriatales -4.,4 -1,2 +7,8 -2,4 2,5l
Biindel
Mediales -4,0 -0,8 +8,0 +3.4 3ul
Vorderhirnbiindel

Die Injektionsmenge betrug dabei 2,5 ul bei a) und 3 pl bei b). Die Konzentration des
6-OHDA lag bei 3,6 pg/ul in 0,2 mg/ml 0,9% Kochsalzlosung mit Ascorbinsdure als
Antioxidans. Das Toxin wurde erst kurz vor Verabreichung angesetzt und bis zur Injektion
dunkel und auf Eis gelagert. Bei Triibung oder anderen Verdnderungen wurde das
Eppendorfgefall verworfen.

Die Kaniile der Hamilton-Spritze wurde langsam in die Zielstrukturen herabgelassen,
nachdem man {iber das Duraniveau die dritte Koordinate bestimmen konnte. Dort wurde 1
pl/min injiziert. Hinterher wurde die Kaniile fiir jeweils fiinf Minuten belassen, um einen
Reflux des Toxins durch den Stichkanal zu vermeiden.

Nach Entfernung der Kaniile wird das Tier aus dem Stereotaxierahmen herausgenommen
und der Schnitt mit Einzelknopfndhten verschlossen. Da héufig die Tiere noch tief
narkotisiert sind, werden sie in Zellstoff und Aluminiumfolie eingewickelt, um ein
Auskiihlen zu verhindern. Bei hohem Fliissigkeitsverlust wurden 3 ml NaCl i.p. gespritzt.
Danach kann das Tier in den Kifig zuriickgelegt werden. Bis es vollstdndig erwacht, sollte
man es von den anderen Tieren in einem Einzelkifig isolieren. Um das Fressen zunéchst
zu erleichtern, kann vorher aufgeweichtes Futter mit in den Kéfig gelegt werden.

Abb. 3 Schematische Darstellung der Injektionstrakte. Der hellgraue Trakt kennzeichnet die Injektion in
das Nigrostriatale Biindel, der dunkelgraue in das mediale Vorderhirnbiindel. Das Toxin 6-OHDA fiihrt zu
einer retrograden Degeneration der dopaminergen Neurone in der Substantia nigra.

CC: Corpus callosum, Ctx: Cortex, HC: Hippocampus, SNc: Substantia nigra pars compacta, SNr: Substantia
nigra pars reticulata
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2.3 Transplantation der adulten neuralen Progenitorzellen
2.3.1 Entnahme und Dissektion des Gewebes

Zur Gewinnung der adulten Stammzellen wurde an einer weiblichen Sprague-Dawley-
Ratte eine Biopsie vorgenommen. Dazu wurde das Tier analog zur Lésion mit einer
Kombination aus Ketamin (100mg/kg KG) und Xylazin (Smg/kg KG) narkotisiert. Es
wurde mit dem Kopf im stereotaktischen Apparat fixiert und der Zahnbalken auf -3,3
eingestellt. Darauthin folgte eine Inzision der Kopthaut, die Entfernung des Periosts mit
einem scharfen , Loffel und ggf. Blutstillung mit H202. Mit einer Biopsiekaniile (18
Gauge), die an einer 10ml-Spritze befestigt war, wurde auf Bregma geeicht, um darauthin
den Bulbus olfactorius anzusteuern (6.2-6.6 mm vor Bregma, 2mm lateral). An der
entsprechend markierten Lokalisation wurde eine Trepanation durchgefiihrt und nach
Eichung auf Bregma die Kaniile herabgelassen. Nach Erreichen der Zielstruktur wurde mit
dem Stempel der Spritze aspiriert, um einen Gewebezylinder zu erhalten. Darauthin wurde
die Kaniile sofort zuriickgezogen und der Stanzzylinder in einen Flacon mit kaltem Hank's
Puffer (HBS= Hank’s buffered solution) gegeben, um ihn labortechnisch aufzubereiten.
Das Tier wurde aus dem stereotaktischen Apparat entfernt und noch unter Narkose
dekapitiert.

2.3.2 Aufbereitung der Zellsuspension

Das gewonnene Zellmaterial wurde nach der Biopsie fiir 45 Minuten bei 37°C in einer
Papain-Losung enzymatisch verdaut. Dadurch kénnen die einzelnen Gewebebestandteile
des Biopsats voneinander dissoziiert werden. Zur weiteren Trennung wurde die Probe nun
einem Dichtgradienten folgend zentrifugiert. Das dadurch gewonnene Zellpellet wird in
einem sog. ,,Stoppmedium* in Kulturflaschen eingebracht, die mit bovinem Fibronektin
(1pg/cm?) ausgelegt sind. Das Medium enthdlt DMEM/F12, L-Glutamin (200mM), die
Antibiotika Penicillin und Streptomycin, Fungizone und 10%iges fetales Kélberserum
(FCS). Nach 24 Stunden erfolgte ein Mediumshift auf ein Standardmedium, das
DMEM/F12, L-Glutamin (200mM), die Antibiotika Penicillin und Streptomycin,
Fungizone und 20%iges serumfreies Supplement BIT (bovines Serumalbumin, Insulin,
Transferrin) enthielt. Desweiteren wurden 20ng/ml basic fibroblast growth factor (bFGF),
20ng/ml epithelial growth factor (EGF) und 20ng/ml platelet derived growth factor AB
(PDGF-AB) zugesetzt. Die Zellen setzen sich am Flaschenboden ab und es entsteht eine
adhdrente Monolayer-Kultur. Zweimal pro Woche wird ein teilweiser Mediumwechsel mit
Standardmedium vorgenommen, um eine homogene Expansion zu gewdhrleisten.

Ist der Flaschenboden vollstindig mit Zellen bedeckt (,,konfluent®), wird die Kultur
gesplittet bzw. passagiert. Dazu werden die Zellen mit Trypsin vom Flaschenboden
dissoziiert. Zur Inaktivierung des Trypsins wird Stoppmedium hinzugegeben, so dall man
eine Zellsuspension erhélt. Diese in Medium schwimmenden Zellen kénnen nun abgesaugt
werden. Die verbleibenden Zellen in der Kulturflasche werden erneut in Stoppmedium
eingebettet. Auf diese Weise erhédlt man die nichste ,,Passage*: nach Umbettung der
kultivierten Zellen auf mehrere Flaschen wechselt das Stadium der Expansion
beispielsweise von Passage p4 auf pS.

Um den Nachweis zu erbringen, daB3 es sich bei den kultivierten Zellen um neuronale
Stammzellen handelt, wurde eine Immuncytochemie und RT-PCR durchgefiihrt, die das
Vorhandensein von dem Intermedidrfilament-Protein Nestin zeigten.
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2.3.3 Mikrotransplantation der Einzelzellsuspension

Die Transplantation der Progenitorzellen fand sechs bzw. 20 Wochen nach der Lésion mit
6-Hydroxydopamin und Durchlaufen der gesamten Testbatterie (s.u.) statt. Die Operation,
die fiir die Implantation der Zellen angewandt wurde, unterscheidet sich nicht sonderlich
von der vorangehend beschriebenen Vorgehensweise bei der Lision. Dazu wurden die
Tiere mit einer Kombination aus Ketamin (100mg/kg KG) und Xylazin (Smg/kg KG),
welche intraperitoneal verabreicht wurde, erneut narkotisiert. Nach Priifung einer
adidquaten Narkosetiefe durch Reflextestung wurden die Tiere im Zahnbalken und mit den
Ohrbalken des stereotaktischen Apparats fixiert. Die Kopfhaut wurde in gleicher Weise
langsinzidiert wie es auch bei der 6-OHDA-Lision stattfand. Das Periost, welches
aufgrund der Lasion mit 6-OHDA hypertrophiert und vernarbt sein konnte, wurde entfernt.
Gegebenenfalls wurde eine ausreichende Blutstillung mit H202 vorgenommen. Darauthin
wurde mit der Glaskapillare bzw. bei wenigen Tieren mit der Metallkaniile Bregma
angefahren. Die Implantationskoordinaten sind aus einer Veroffentlichung von Mukhida et
al. entnommen und in unten stehender Tabelle aufgefiihrt:

Tab. 3: Implantationskoordinaten

AP ML DV Zahnbalken | Volumen
Striatum | 1,3/0,6/0,3 -2,1/-2,9/-3,7 | Jeweils -3,3 6 ul (=450000
5,5/4,3 Zellen)
Substantia | -4,8/-5,0 -2,0/-2,6 Jeweils -3,3 4 ul (=300000
nigra 8,3/8,1 Zellen)

Fiir die Implantation der Zellsuspension in das Striatum waren sechs (drei Loci mit je zwei
unterschiedlichen Tiefen) und fiir die Transplantation in die Substantia nigra vier (zwei
Loci mit je zwei unterschiedlichen Hohen) Lokalisationen vorgesehen. Nachdem die
Zielpunkte auf der Schidelkalotte markiert waren, der Knochen dementsprechend
trepaniert worden war, wurde die Zellsuspension mit der Kapillare aufgezogen. Dabei
wurde sie oberhalb der Zielkoordinate belassen, um sicherzugehen, da3 keine Abweichung
mehr stattfindet. Zuvor wurde die Zellsuspension mit einer Pipette vorsichtig durchmischt,
um eine gleichméfBige Zelldichte zu erhalten. Sowohl das Aufziehen als auch auch das
Injizieren wurde mit einer mechanischen Handpumpe durchgefiihrt. Anhand einer dort
markierten Skala lieB sich auch die Injektionsmenge ablesen. Die Handpumpe war iiber
einen Verbindungsschlauch mit einer Halterung verbunden, an die die Glaskapillare fixiert
wurde. Das System wurde mit Paraffin6l entliiftet, um gleichméfBige Transplantatvolumina
injizieren zu konnen. Nachdem die Zellen aufgezogen waren, wurde die Spitze der
Glaskapillare auf Duraniveau herabgelassen und anhand der entsprechenden Koordinate
der Zielwert berechnet. Darauthin wurde die Kapillare um den kalkulierten DV-Wert nach
ventral herabgelassen. Nach Erreichen der tieferen Zielstruktur (Striatum-Tx: 5,5mm, SN-
Tx: 8,3mm) wurde 1 ml der Zellsuspension injiziert (= 75000 Zellen/ul) und die Kapillare
fiir drei Minuten belassen, um einen Reflux zu verhindern. Dann wurde sie um den jeweils
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errechneten Wert zuriickgezogen (Striatum-Tx: -1,2mm, SN-Tx: -0,2mm) und wiederum
wurde 1 ml appliziert. Nach drei Minuten wurde die Kapillare entfernt und die néchste
Zielstruktur angefahren, wobei auch jedesmal vom neubestimmten Duraniveau aus in die
Tiefe gegangen wurde. Die Injektionszeitpunkte und die Quantitit wurden fiir jede
Injektion dokumentiert. Tiere, die Zellen in das Striatum implantiert bekommen haben,
erhielten insgesamt ca. 450000 Zellen (= 6 pl Volumen); bei Transplantation in die
Substantia nigra wurden insgesamt ca. 300000 Zellen (4 ul Volumen) appliziert.

Nach der letzten Injektion wurde das Tier aus dem stereotaktischen Apparat entfernt und
die Kopthaut mit Einzelknopfnihten verschlossen. Danach wurde das Tier bei Bedarf in
Zellstoff und Aluminiumfolie eingewickelt, um es vor Auskiihlung zu bewahren. Es wurde
daraufhin zum Aufwachen in einen mit Zellstoff ausgelegten Kéfig gelegt.

Die Zellsuspension, die verabreicht wurde, wurde erst kurz vor Applikation aus dem
bearbeitenden Labor geholt. Aufler bei zwei Tieren wurden Zellen implantiert, die zuvor
mit einem Fluoreszenz-Marker markiert wurden (,,fast blue®, Protokoll s.
Immunhistologie), um sie bei der spédteren immunhistologischen Analyse unter einem
Immunfluoreszenzmikroskop betrachten zu konnen. Vor der Transplantation befanden sich
die Zellen in einem EppendorfgefdB. Als Losungszusatz und Néhrlosung ist STOP-
Medium hinzugegeben worden. Das Gefall wurde bei 37 Grad Celsius gelagert.

| Abb. 4 Implantationssitus. Blick von oben auf
den fixierten Schidel. Der Kopf der Ratte wird mit
den beiden Schneidezéhnen in einem Zahnbalken
gelegt und durch zwei weitere Ohrbalken im
duBeren Gehorgang fixiert. AuBerdem sichtbar ist
die Injektionskapillare, die an einer
Hamiltonspritze  befestigt ist. Die gleiche
| Versuchsanordnung gilt fiir die Entnahme von
| Hirngewebe fiir die Kultivierung von Stammzellen

und bei der Lasion mit 6-OHDA.

2.4 Analyse des Verhaltens

2.4.1 Rotationsverhalten

Zur Ermittlung, ob die Tiere tatsdchlich erkrankt sind, wurden vier Wochen nach der
Léasion bzw. vier und zwanzig Wochen nach der Implantation medikamenten-induzierte
Rotationstests durchgefiihrt.
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2.4.1.1 Apomorphin-induziert

Die Apomorphin-Rotation wurde vier und 10 Wochen nach der 6-OHDA-Lésion im
urspriinglichen Zeitplan durchgefiihrt. Tiere, die nach dem gednderten Zeitplan behandelt
wurden, lieBen wir zusétzlich noch in der 26. Woche post-operativ rotieren.

Den Ratten wurde subkutan Apomorphin mit einer Konzentration von 0,05mg/kgKG
injiziert und daraufhin {iber 40 Minuten beobachtet. Dazu wurden sie in eine durchsichtige
Halbkugel aus Plexiglas gesetzt (Rotameter, TSE, GieBen). Uber ein Jickchen, das den
Ratten libergezogen wurde und das iiber einen Nylonfaden mit einer Zihleinheit verbunden
war, konnten die Umdrehungen innerhalb des Beobachtungszeitraum von einem PC und
dessen Software registriert und abgespeichert werden. Die Vorzugsdrehrichtung war nach
kontralateral zur laddierten Seite bzw. gegen den Uhrzeigersinn (GUZ). Hatte das Tier 160
Umdrehungen GUZ/ 40 Minuten (= 4 Umdrehungen/min), konnte man von einer Lésion
ausgehen. Eine Rotation unter Apomorphin geschieht ab einer striatalen Dopamindepletion
von tiber 90% der urspriinglichen Transmitterkonzentration und ist damit die sensitivere
Methode im Vergleich zur Applikation von Amphetamin. Man vermutet dabei eine durch
die Lision bedingte erhohte Dopaminrezeptordichte, die kompensatorisch entstanden ist, um
den Transmittermangel auszugleichen (Hudson et al., 1993; Robinson et al.,1994).

2.4.1.2 Amphetamin-induziert

Die Amphetamin-Rotation wurde vier und 10 Wochen nach der 6-OHDA-Lésion im
urspriinglichen Zeitplan durchgefiihrt. Tiere, die nach dem gednderten Zeitplan behandelt
wurden, lieBen wir zusétzlich noch in der 26. Woche post-operativ rotieren. Zwischen
Apomorphin- und Amphetamin-Rotation lagen immer zwei Tage, um die Tiere nicht
unnétigem Strefl auszusetzen. Die Testvorrichtung war identisch mit der, die auch zur
Apomorphin-Rotation verwandt wurde.

Den Ratten wurde intraperitoneal d-Amphetamin mit einer Konzentration von
2,5mg/kgK@G injiziert und daraufhin iiber 90 Minuten beobachtet. Die bevorzugte Richtung
war ipsilateral zur ladierten Seite bzw. im Uhrzeigersinn (IUZ). Hatte das Tier 540
Umdrehungen [UZ/ 90 Minuten (= 6 Umdrehungen/min), konnte man von einer Lésion
ausgehen. Dies geschieht schon nach einer striatalen Dopamindepletion von 50-75%.
Dieses Verhalten scheint dadurch zu entstehen, daB3 in der gesunden Hemisphire des Tieres
ein massiver Transmitteriiberschul im Vergleich zur liddierten Seite vorliegt. Dies
geschieht durch Hemmung der Wiederaufnahme aus dem synaptischen Spalt. Dieser Test
hat eine geringere Sensitivitét als die Applikation von Apomorphin (s.0.) und sollte daher
eher unterstiitzend angewandt werden (Robinson et al., 1994; Hefti et al., 1980).

Wurden die obengenannten Kriterien erfiillt, konnte man von einer 98%igem striatalem
Dopamindepletion ausgehen, und die Tiere wurden in die Studie aufgenommen. Nicht
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ausreichend erkrankte Tiere, die die Kriterien nicht erfiilllen konnten, wurden so
ausselektiert.

Abb. 5 Vorrichtung fiir die Testung des
Rotationsverhaltens. Das Tier sitzt in einer
halbkugelformigen Schale wund ist iiber ein
iibergestreiftes Jackchen und einer Nylonschnur mit
einer Zihleinheit verbunden, die die Umdrehungen
pro Minute registriert und an eine Computersoftware
weiterleitet.

2.4.2 Side Stepping Test

Dieser Verhaltenstest dient zur qualitativen Beurteilung der motorischen Fahigkeiten der
linken Vorderpfote im Vergleich zur rechten und im Zusammenhang mit den Zustdnden
vor der Léasion (prd-Lx), nach der Lésion (post-Lx) und nach der Implantation der
neuronalen Stammzellen (post-Tx). Dabei sollen die motorischen Fertigkeiten,
insbesondere die Akinesie, eingeschétzt werden, indem eine Schrittfolge des Tieres gezahlt
wird. Diese wurde immer seitengetrennt durchgefiihrt.

Der Side-Stepping-Test wurde 2 Wochen vor der Lision und fiinf und 11 Wochen nach der
Lésion mit 6-OHDA gemacht. Bei Tieren, die nach dem gednderten Zeitplan behandelt
wurden, muflte er zusitzlich ab der 27. Woche post-op vollfiihrt werden.

Der Test gliedert sich in eine Trainingsphase, die vor der 6-OHDA-OP drei Tage und nach
der OP und Transplantation zwei Tage dauert, an die sich jeweils drei sog.
Performancetage anschlieen. Diese Daten gehen in die Auswertung ein, wohingegen das
Training zur Gewohnung der Tiere an den Test dient. Ein Test beinhaltet zwei
Wiederholungen in Vorhand- und in Riickhandrichtung. Der Experimenter fixiert die
Hinterldufe und den nicht relevanten Vorderlauf des Tieres mit beiden Handen und stellt es
mit der Vorderpfote, die er testen will, auf eine glatte Oberflache (z.B. Tisch). Der Korper
des Tieres soll parallel zur Oberflache gehalten werden. Testet er beispielsweise die linke
Pfote, hélt er mit der rechten Hand die rechte Vorderpfote fest und mit seiner linken Hand
die Hinterldufe. Nun wird das Tier parallel zur Oberfldche gezogen. Die Strecke ist 90 cm
lang und sollte in ca. 30 sek. zuriickgelegt werden. Dabei wird die Anzahl der Schritte
registriert, die das Tier mit der getesteten Pfote macht. Die Vorhandrichtung ist am Bsp.
der linken Pfote von links nach rechts und die Riickhandrichtung von rechts nach links.
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Abb. 6 Side Stepping Test. Der
Experimenter fixiert die beiden Hinterldufe
mit einer und die nicht untersuchte
Vorderpfote mit der anderen Hand. Das
Tier wird tber eine glatte Oberfliche
gezogen. Die Anzahl der Ausgleichschritte
in Vorhand- (VH) und Riickhandrichtung
(RH) werden gezéhlt. Diese Ausgangs-
position des Tieres wird auch fiir den Side
Falling Test verwendet, bei dem das Tier
z.B. in diesem Falle auf die rechte Seite
gedreht werden wiirde.

2.4.3 Side Falling Test

Dieser Test dient ebenfalls zur qualitativen Beurteilung der linken Vorderpfote im
Vergleich zur rechten und im Zusammenhang mit den Zustidnden vor der Lésion (pri-Lx),
nach der Lasion (post-Lx) und nach der Implantation der neuronalen Stammzellen (post-
Tx). Hierbei wird jedoch die Koordination getestet, wenn man versucht, das Tier schnell
auf die Seite zu drehen. Er kann direkt im Anschlu an den Side-Stepping-Test
durchgefiihrt werden.

Analog zum Side Stepping Test teilt er sich in eine Trainingsphase und eine
Performancephase ein. Der Experimenter fixiert das Tier mit beiden Hinden wie beim Side
Stepping Test auf einer glatten Oberflache. Der Korper des Tieres ist ebenfalls parallel
zum z.B. Tisch. Der Tester versucht nun, das Tier schnell auf die Seite zu drehen und
achtet dabei auf die Reaktion der Ratte. Anhand einer Punkteskala wird die Koordination
(0-3, s. Tabelle 4) des Tieres eingeteilt. Dieser Test wird pro Performancetag sechs Mal
wiederholt.

Tab. 4: Werte fiir die Gleichtgewichtserlangung beim Side Falling Test

Punkte Reaktion der Ratte
0 keine erkennbare Muskelreaktion, das Tier fillt auf die Seite
1 deutlich erkennbare muskuldre Reaktion, der Ratte gelingt es jedoch

nicht, die Extremitit unter den Korperschwerpunkt zu bringen und féllt
weiterhin auf die Seite

2 unvollstindige Gleichgewichtsherstellung: das Tier bewegt die Extremitit
unter den Korperschwerpunkt, die Pfote befindet sich jedoch nicht im Lot
zum Korper

3 komplette Gleichgewichtswiederherstellung
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2.4.4 Staircase Test

Dieser Test wurde 1990 von C.P. Montoya et al. entwickelt (Montoya et al. 1991). Er dient
zur Untersuchung der beiden Vorderpfoten und zu deren Einschitzung von Bewegungen
bei gerichtetem Greifen. Dabei kann eine unabhéngige und seitengetrennte Beurteilung
vorgenommen werden.

Der Staircase-Test wurde ebenfalls zwei Wochen vor der Lasion und im Anschluf3 an den
Side-Stepping-Test gemacht. Dies entsprach also ca. fiinf und 11 Wochen nach der Lésion
mit 6-OHDA bzw. zusitzlich ab der 27. Woche post-op bei Tieren, die nach dem
gednderten Zeitplan behandelt wurden. Zwischen Staircase- und Sidestepping-Test lagen
stets zwei Tage, in denen die Ratten auf Diét gesetzt wurden (s.u.)

Vor der Lésion der Tiere gibt es eine 12-tdgige Trainingsphase, an die sich acht
aufeinanderfolgende Tage ,,Performance* anschlieBen. Hier werden die relevanten Daten
ermittelt. Nach der Lésion und nach Implantation der Stammzellen werden die Tiere erneut
getestet. Hierbei wird kein Training mehr durchgefiihrt und alle erhobenen Werte flieSen
sofort in die Auswertung ein.

Desweiteren kann der Test zum einen bilateral durchgefiihrt werden, d.h. beide
Vorderpfoten werden gleichzeitig getestet. Zum anderen gibt es den sog. forced choice
Test, bei dem beide Vorderpfoten getrennt voneinander getestet werden. Vor Beginn (zwei
Tage) und wihrend der Testreihe werden die Tiere einer ,,Didt* unterzogen, bei der jedes
Tier nur 10 Gramm Futter pro Tag erhélt. Dabei ist darauf zu achten, dass die Tiere
mindestens 80 % ihres Ursprungsgewichts behalten. Der Zugang zu Wasser ist nicht
eingeschrénkt.

Die Ratten sitzen in speziell angefertigten Plexiglasboxen (290mm lang, 60mm weit,
110mm hoch). In der vorderen Hélfte der Box befindet sich eine stegihnliche Plattform
(160mm lang, 20mm weit, S0mm hoch), auf der das Tier sitzt und rechts und links
vorbeigreifen kann. Fiir gewdhnlich ist es den Tieren nicht mdglich, sich hier umzudrehen.
Im hinteren Abschnitt der Box konnen sich die Tiere zuriickziehen und umdrehen.

Abb. 7 Versuchsvorrichtung fiir den
P Staircase Test. Die Tiere werden von oben in
| g Q diese Box gesetzt und bekommen von vorne
\ Rt . ein Treppchen mit Futterkugeln hineingereicht.
Die Zeit, die die Tiere bendtigen, um die
: Q Pellets zu greifen und zu verzehren, wird
. r ’ gemessen. Es ist moglich, sowohl beide
- Extremitidten gleichzeitig oder seitengetrennt
’ voneinander (,,forced choice®) zu beurteilen.

Bei der Durchfiihrung des Tests wird nun von vorne ein Treppchen hineingeschoben, das
rechts und links neben dem Steg, auf dem das Tier sitzt, platziert wird. An den Seiten
reicht es jeweils bis zur Wand der Box. Dieses Treppchen hat sechs Stufen, von denen die
zweite bis zur flinften mit jeweils 10 Futterpellets (4 45 ng) bestiickt ist. Das Tier kann
links nur mit der linken und rechts nur mit der rechten Vorderpfote greifen. Ein
seitenverkehrtes Greifen ist in der Regel nicht mdglich, es sei denn, das Tier dreht sich auf
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dem Steg. Auf diesem befindet sich eine Deckplatte, die an den Seiten 3 mm iibersteht und
verhindern soll, dass die Tiere die Pellets an der Wand der Plattform hochziehen.

Bei der bilateralen Testung werden beide Pfoten gleichzeitig {iber einen Zeitraum von 15
Minuten beobachtet, ab Tag 6 wird der Forced choice Test mit jeweils 5 Minuten pro
Vorderpfote durchgefiihrt. Nach Ablauf der Zeit werden die gegriffenen Pellets und die
Anzahl der gegriffenen, aber nicht gefressenen Pellets gezédhlt, aus denen die Anzahl der
gefressenen hervorgeht. Der Quotient aus gegriffenen und gefressenen Pellets und der
Gesamtzahl der gegriffenen Pellets ergibt die Erfolgsrate (in %).

2.5 Histologische Aufbereitung der Gehirne

2.5.1 Autoradiographie der Hirngewebes

Zur Bildaanalyse der Rattenhirne diente die Autoradiographie. Sie wurde sechs bzw. 20
Wochen nach Transplantion der adulten neuronalen Zellen durchgfiihrt. Aufgrund der
Hirnschnitte konnte eine semiquantitative Auswertung erfolgen, indem die linke gesunde
als Referenzwert fiir die rechte erkrankte Hemisphire diente.

Den Tieren wurde morgens mit Iod'*® markiertes B-CIT injiziert. Die Aktivitit betrug ca.
30 MBq. Dazu wurden die Tiere kurz mit Halothan narkotisiert. Die Aktivitdt in der
Spritze wurde vor und nach der Injektion gemessen, um die Nettoaktivitit zu ermitteln, die
die Ratte eingespritzt bekommen hat. Nach einer Wartezeit von sechs Stunden wurden die
Tiere mit CO2 getotet und dekapitiert. Mit einer Knochenzange wurde der Rattenschidel
erOftnet, indem lateral rechts und links und im Verlauf der Coronarnaht die Schiadelkalotte
eroffnet und dann zu Seite weggeklappt wurde. Mit einem gebogenen Loffel wurde das
Hirn angehoben und von den Hirnnerven sowie im Bereich der Medulla vom Riickenmark
getrennt und entnommen. Nach Absetzen vom Bulbus olfactorius wurde das Hirn in eine
Petrischale gelegt und fiir zehn Minuten bei —20 Grad Celsius gekiihlt, um es besser
schneiden zu konnen. Daraufthin wurden das Kleinhirn und das Vorderhirn abgesetzt. Das
GroBhirn wurde coronar in zwei Hilften geteilt. Die vorderen Anteile wurden auf
Korkplattchen fixiert und in fliissigem Stickstoff tiefgefroren, um Hirnschnitte anfertigen
zu konnen.

Schnitte wurden sowohl von der Substantia nigra als auch vom Striatum angefertigt. Die
Schichtdicke betrug 20pum. Die Schnitte wurden auf Objektridger gezogen, die wiederum
auf Autoradiographieplatten gelegt wurden. Die Belichtungszeit betrug 48 Stunden. In
einem Scanner wurden die Platten eingelesen und die Bilder digitalisiert abgespeichert.
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2.5.2 Immunhistochemische Auswertung des Hirngewebes

Die immunhistochemische Auswertung verfolgt folgende Ziele:

1. Detektion der implantierten Progenitorzellen durch Fast Blue Markierung und
Nestinexpression

2. Beurteilung der Differenzierungstendenz durch neurale und gliale Marker
(Synaptophysin, GFAP) sowie TH als Enzymmarker fiir dopaminproduzierende
Zellen.

3. Priifung der Vitalitdt der implantierten Progenitorzellen durch BrdU-Labeling

Um die Priifung der Vitalitit der implantierten Zellen vornehmen zu konnen, wurde den
Ratten sieben Tage vor der Totung zur Autoradiographie Bromdeoxyuridin (BrdU)
verabreicht. Die Dosis betrug 100mg/kgKG und wurde einmal téglich jeden Morgen
intraperitoneal appliziert.

BrdU ist ein Thymidinanalogon, das sich in vitro und in vivo wéhrend der S-Phase der
Mitose in die DNA einbaut. Es konnen somit proliferierende Zellen nachgewiesen werden.
Es kann immunhistochemisch gut detektiert und durch stereologische Zihltechniken zur
Quantifiziereung von proliferierenden herangezogen werden. Nachteil dieser Methode ist,
dal es prinzipell nur ein Marker von DNA-Synthetisierungsvorgdngen und nicht fiir
Zellteilungen ist. Somit wird es auch in die DNA eingefiigt, wenn z.B. Reparaturprozesse
an der DNA durchgefiihrt werden.

Zur Anaylse der Differenzierungstendenzen der implantierten Zellen wurden
Koronarschnitte des Hirngewebes angefertigt. Aus den Gruppen wurde jeweils ein Tier
untersucht. Die Tiere aus Gruppe 1 und 3 waren mit Glaskapillare implantiert und 20
Wochen beobachtet, das Tier aus Gruppe 2 mit Metallkaniile und sechs Wochen, das Tier
aus Gruppe 4 mit Glaskapillare und ebenfalls sechs Wochen Beobachtungszeitraum. Damit
sollte ein groBtmoglicher Uberblick iiber die einzelnen Ergebnisse geschaffen werden. Die
Schichtdicke betrug Sum. Entsprechend den Implantationslokalisationen wurden Préparate
von den jeweiligen Strukturen angefertigt (d.h. Striatum und Substantia nigra). Die
Schnitte wurden anschlieBend folgendermalen fixiert: ein Teil der Objekttrager wurden bei
Raumtemperatur PFA-fixiert (zundchst 20 min 4% PFA, dann jeweils 5 min in 70 bzw.
100% Ethanol), ein anderer Teil wurde bei — 20°C fiir 10 min in 100% Aceton fixiert.
Darauthin wurden die Gewebe bei — 80°C gelagert.

Die Schnitte wurden auf die Expression von Nestin, Tyrosinhydroxylase (TH), GFAP
(glial fibrillary acidic protein), BrdU und Synaptophysin untersucht.

TH ist das Schliisselenzym der Katecholaminsynthese, in die auch die Produktion von
Dopamin integriert ist.

Synaptophysin ist ein Glykoprotein in prdsynaptischen Vesikeln von Neuronen und
neuroendokrinen Zellen. Zusammen mit Synaptobrevin bildet der Synaptophysin-
Synaptobrevin-Komplex eine entscheidende Rolle bei Exozytose-Endozytose-Zyklen von
axonalen und dendritischen Synapsen.

Nestin ist ein Typ IV Intermedidrfilament, das initial als Marker fiir Stamm- und
Progenitorzellen identifiziert wurde, aber auch in anderen Zellinien (H&matopoese,
Pankreas) eine wichtige Rolle zu spielen scheint. Im ZNS von Sdugetieren wird es in
frithen Entwicklungsphasen exprimiert und spiter durch andere Filamente ersetzt.

GFAP ist ebenfalls ein Intermedidrfilament, das vornehmlich in Astrozyten und Zellen
glialen Ursprungs vorkommt.
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Als Nachweissysteme dienten die Avidin-Biotin- (ABC-) Methode und jeweils die
indirekte Immunfluoreszenz-Methode mit Fluorochrom-gekoppeltem Zweitantikorper und
unter Verwendung des ABC-Nachweis-Systems.

Zur Detektion der spezifischen Primérantikorper (Nestin, TH, GFAP, BrdU,
Synaptophysin) wurde das Vectastatin Elite ABC Kit (Fa. Vector Laboratories, CA, USA)
verwendet, das aus folgenden Komponenten besteht:

- Normalserum (Serum aus dem Tier, in dem der Sekundér-Antikorper hergestellt
wurde)

- biotinylierte Sekundér-Antikorper (1:200 in 1x PBS verdiinnt)

- Ratten-adsorbierter Anti-Maus IgG

- Anti-Kaninchen IgG

- Anti-Ziege IgG

- Avidin-Biotin-Komplex: Reagenz A (Avidin-DH), Reagenz B (biotinylierte
Peroxidase)

Zur Sichtbarmachung des Avidin-Biotin-Komplexes wurde AEC-Substratlosung (Fa.
Vector Laboratories, CA, USA) eingesetzt, die in Aqua bidest. aus 3-Amino-9-
Ethylcarbazol (AEC) und Acetatpuffer pH 5.2 unter Zugabe von Wasserstoffperoxid stets
frisch hergestellt wurde. Die Kernfarbung erfolgte mit Meyers Hdmalaun. Dazu wurde 1 g
Hématoxylin (Fa. Merck, Darmstadt) unter Riihren in 1 1 Aqua dest. erwédrmt; der Losung
wurden 0,2 g NalO3 (Fa. Merck, Darmstadt) und 50 g Aluminium-Kaliumsulfat (Fa.
Merck, Darmstadt) zugesetzt und fiir 10 Minuten geriihrt. AnschlieBend wurden 50 g
Chloralhydrat (Fa. Serva, Heidelberg) sowie 1 g Citrat x 1 H20O (Fa. Serva, Heidelberg)
hinzugefiigt und fiir weitere 10 Minuten geriihrt. Dies ergab eine rotviolette Losung, die
vor der Verwendung einige Wochen zur Reifung gelagert wurde. Zur Einbettung der
Objektrager wurde Elvanol verwendet. Hierzu wurde 1 g Moviol (Fa. Calbiochem, La
Jolla, CA, USA) in 3,7 ml PBS {iber Nacht geriihrt, dann 2,3 ml 87%iges Glycerin
hinzugegeben und wiederum {iber Nacht geriihrt. AnschlieBend erfolgte eine
Zentrifugation bei 14000 G fiir 15 Minuten. Die fast blue Markierung, die an den
Progenitorzellen vorgenommen wurde, bevor sie implantiert wurden, richtet sich nach
folgendem Protokoll: aus Fast Blue Pulver (Sigma) wurde eine Stammlosung in Aqua
bidest. hergestellt (10mg/ml), die bei 4 Grad Celsius im Dunklen gelagert wurde.

Die zu markierenden Zellen wurden auf Petrischalen ausplattiert (ca. 90% konfluent).
AnschlieBend wurden sie drei Stunden in einer 0,008%igen Fast Blue Losung im
Brutschrank inkubiert (oben beschriebene Stammlosung entspricht 1%iger Losung, die
1:125 in Medium verdiinnt wird), z.B. 20 pl Stammldsung in 2,5 ml Medium. Daraauthin
werden die Zellen trypsiniert, zweimal in frischem Medium gewaschen und fiir die
Implantation auf 105 Zellen pro 5 pul Medium (ohne Zusétze) eingestellt. Restliche Zellen
werden auf Objekttrager aufgebracht und auf Fluoreszenz {berpriift. Die zu
implantierenden Zellen werden bis zur Applikation bei Raumtemperatur belassen. Da die
Zellen an der EppendorfgefaBwand adhirieren, werden sie kurz vor der Implantation gut,
aber vorsichtig angespiilt.

Fiir die Studie wurde ein Ethikantrag bei der Ethikkommission der Medizinischen Fakultét
der Universitdit Heidelberg gestellt und bewilligt (Antragsnummer 05/2003). Fiir die
Tierversuche wurde ein Antrag bei dem Regierungspréisidium Karlsruhe gestellt und am
06.09.2002 genehmigt (AZ: 35-9185.81/G-83/02). Die Experimente wurden im Jahre
2003-2004 tiber die Neurochirurgie der Universitit Heidelberg durchgefiihrt. In
Kooperation beteiligt waren das Tierlabor, das Molekularbiologische Labor der
Neurochirurgie und die Pathologie der Universitit sowie das DKFZ.
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3. ERGEBNISSE

Nach Gewinnung der Daten wurde eine explorative Datenanalyse durchgefiihrt. Dabei
wurden die Daten der vier mit Stammzellen behandelten Gruppen und der Kontrolltiere
gegeniibergestellt. Fiir die Deskription der Ergebnisse und fiir den Vergleich der Gruppen
wurden der Median, das Minimum (Min) und Maximum (Max) herangezogen.

Zusétzlich wird eine Deskription der Bildmorphologie vorgenommen. Hierbei werden
Bilder einbezogen, die anhand der oben beschrieben Methodik gewonnen wurden und eine
Deskription zulassen. Es wurden Bilder aus der Immunhistochmie als auch der
Autoradiographien berticksichtigt.

Eingeschlossen wurden Daten, die wéahrend der Apomorphin- und Amphetamin-Rotation
gewonnen wurden. Zudem wurden beide Extremititen im Side Stepping-, Side Falling-
und die linke Extremitét im Staircase-Test betrachtet. Die Werte wurden im Zustand vor
der 6-OHDA-Operation, sechs Wochen nach der 6-OHDA Lésion und sechs und 20
Wochen nach der Stammzellimplantation gewonnen.

Die Anzahl der Tiere in der ersten Spalte (n=x) entspricht der Anzahl, die {iber einen 6-
Wochen beobachtet wurde; Tiere die nach 20 Wochen beurteilt werden konnten, sind
separat in der letzten Spalte (ebenfalls mit n=x) aufgefiihrt.

Die Ermittlung der Daten erfolgt mit der Software SPSS. Die beiden Nachkommastellen in
den Rotationen wurden beibehalten, weil aufgrund der Datenerfassung wihrend des
Versuchs auch unvollstindige Drehungen erfasst wurden.

Die Daten im Side Stepping und Side Falling Test ergeben sich aus Mittelung der Werte
der einzelnen Tiere fiir Vorhand (VH) und Riickhand (RH) bzw. rechts und links und daran
anschlieend o.g. statistische Angaben.

Fiir den Staircase Test wurden zunidchst die Mediane aus Gegriffen und Gefressen
kalkuliert, aus denen sich dann die Erfolgsrate ergibt.

Die Daten fiir die einzelnen Tests werden nun im Folgenden aufgefiihrt.

3.1 ANALYSE DES VERHALTENS
3.1.1 ROTATIONSVERHALTEN

Anhand des Rotationsverhaltens soll eruiert werden, ob die Tiere tatsdchlich erkrankt sind.
Dazu wird einerseits Apomorphin- und andererseits Amphetamin appliziert. Die Kriterien,
die auf eine Léasion des Tiers hinweisen, sind hinreichend erfiillt, wenn nach
Apomormorphin- vier Nettoumdrehungen und nach Amphetaminverabreichung sechs
Nettoumdrehungen/Min registriert werden.

Die nachstehenden Graphiken zeigen das Rotationsverhalten der mit Progenitorzellen
behandelten Gruppen 1-4 und die Kontrollgruppen K1-K3. Aufgefiihrt sind die beiden
Testdurchgidnge nach Applikation von Apomorphin oder Amphetamin in den Phasen nach
der Operation (post-Lx), 6 Wochen (post-Tx 6 Wo) und 20 Wochen nach der
Stammzellimplantation (post-Tx 20 Wo). Der Beobachtungszeitraum innerhalb der Studie
wurde geédndert, so dal in den Gruppen 1, 4 und K3 jeweils zwei und in den Gruppen 2, 3
und K1 jeweils fiinf Tiere graphisch dargestellt sind. In der Gruppe K2 haben zu dem
Zeitpunkt keine Tiere mehr gelebt. Die Anzahl der Tiere, die 6 Wochen nach der
Implantation in die Auswertung eingegangen sind, ist der Tabelle 1 im Teil Material und
Methoden zu entnehmen
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Aufgefiihrt ist die Anzahl der Nettoumdrehungen pro Minute als Median (lila, rot), die
beiden Enden der senkrechten Balken markieren jeweils Minimum und Maximum.

- Gr.1 (n=4) su Gr. 2 (n=5)
18 -
20 16 -
- 14 - +
.g 1 _E 12 -
= % 10
=10 - S5 8 - +
6 -
S + + 4
2
0 0 r

= 0 = ¥ u » @ o * ¥ u

Legende 1: # post Ix apo, @ post Ix amph, o post tx 6 wo apo, +
post tx 6 wo amph, ¥ post tx 20 wo apo, p post tx 20 wo amph
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Gr. K3 (n=5)
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Abb. 8 Apomorphin- und amphetamininduziertes Rotationsverhalten in den einzelnen

Versuchsabschnitten. Vier Wochen nach Lésion und sechs bzw. 20 Wochen nach Transplantation wurde
das Rotationsverhalten nach Injektion von 0,05 mg/kg KG Apomorphin und 2,5 mg/kg KG Amphetamin
getestet. In allen Gruppen 146t sich erkennen, daB3 das Rotationsverhalten im Verlauf und v.a. nach
Verabreichung von Amphetamin zunimmt. Im apomorphininduzierten Verhalten zeigen sich teilweise
stagnierende bzw. nur leicht ansteigende Werte in den einzelenen Beobachtungszeitrdumen. In Gruppe K2
sind 20 Wochen nach Transplanation keine Tiere mehr vorhanden, so daB fiir diesen Beobachtungszeitraum
die Balken fehlen. ¢ Median Apomorphin, € Median Amphetamin, # post Ix apo, @ post Ix amph, o post
tx 6 Wo Apo, = post tx 6 Wo Amph, ¥ post tx 20 Wo Apo, p post tx 20 Wo Amph.

In Gruppe 1 (frilhe Zellpassage/Striatum) haben die Tiere die EinschluBkriterien sowohl
fiir die Apomorphin- (> 4 Nettoumdrehungen/Min) als auch fiir die Amphetaminrotation (>
6 Nettoumdrehungen/Min) nach der Lésion mit 5,74 bzw 11,35 Umdrehungen/Min im
Median erfiillt. Sechs Wochen nach Implantation der Stammzellen zeigt die Gruppe in
beiden Tests hohere Werte im Vergleich zu den post-Lx Daten. Zwei Tiere, die aus dieser
Gruppe nach 20 Wochen getestet werden konnten, erzielen im Vergleich zu den 6-
Wochen-Daten um 18% geringere Werte, die jedoch im Vergleich zu den post-Lx Daten
nach Applikation beider Substanzen um 14% hdoher bleiben.

Die Tiere der Gruppe 2 (friilhe Zellpassage/Substantia nigra) haben fiir die
Apomorphinrotation das EinschluB3kriterium im Median mit 1,79 Umdrehungen/Min nicht
erreicht. Fiir die Amphetaminrotation werden die Voraussetzungen fiir eine ausreichende
Lésion der Tiere mit 9,14 Umdrehungen/Min erfiillt. Fiir beide Testsubstanzen sind die
Werte sechs Wochen nach Implantation der Stammzellen im Vergleich zum post-Lx
Zustand erhoht. Dies gilt v.a. fiir das Rotationsverhalten nach Amphetaminapplilaktion. 20
Wochen nach Implantation der Stammzellen zeigt sich in der Apomorphinrotation
tendenziell kaum Verdnderung (1,70 Umdrehungen/Min), in der Amphetaminrotation
sinkt der Wert auf 11,67 Umdrehungen/Min nach 14,76 Umdrehungen in der
Untersuchung 6 Wochen post-Tx. Damit ist er jedoch im Vergleich zur post-Lx Testung
(9,14 Umdrehungen/min) immer noch um 21,7% erhoht. In dieser Gruppe konnten fiinf
Tiere 20 Wochen nach Transplantation getestet werden.

Die Gruppe 3 erfiillt die EinschluBkriterien sowohl fiir die Apomorphin- (4,21
Umdrehungen/Min) als auch fiir die Amphetamin-Rotation (10,53 Umdrehungen/Min).
Sechs Wochen nach Implantation der Stammzellen zeigen sich nach Applikation beider
Substanzen um 53,4% bzw. 32,5% erhohte Rotationsfrequenzen. Fiinf Tiere konnten nach
20 Wochen getestet werden. Dort zeigen sich weiter angestiegene Werte auf 7,80
Nettoumdrehungen in der Apomorphin- und 16,63 Umdrehungen/Min in der
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Amphetaminrotation. Dies entspricht einer Zunahme um 85,3% bzw. 57,9% gegeniiber
dem post-Lx Zustand.

Die Gruppe 4 erfiillt fiir die Apomorphinrotation nicht das EinschluBkriteritum von 4
Nettoumdrehungen/Min. Der Median liegt bei 2,70 Umdrehungen. Fir die
Amphetaminrotation werden die Voraussetzungen fiir eine ausreichende Lésion der Tiere
mit 7,92 Umdrehungen/Min erfiillt. Nach sechs und 20 Wochen nach Zellimplantation
bleiben die Werte in der Apomorphinrotation nahezu unverdndert (2,46 bzw. 2,84
Umdrehungen/Min im Median). In der Amphetaminrotation steigen die Werte um 15,5%
bzw. 76,4% auf 9,15 und 13,97 Umdrehungen/Min. Aus dieser Gruppe konnten zwei Tiere
nach 20 Wochen getestet werden.

Die Kontrollgruppe K1 erfiillt die EinschluBBkriterien sowohl fiir die Apomorphin- (4,18
Umdrehungen/Min) als auch fiir die Amphetaminrotation (14,27 Umdrehungen/Min). In
der Apomorphinrotation sechs Wochen post-Tx zeigt sich ein Anstieg des Wertes um
20,1% auf 5,02 Umdrehungen/Min, der nach 20 Wochen post-Tx auf 3,35
Umdrehungen/Min absinkt. In der Amphetaminrotation ist zundchst ein Abfall des Wertes
auf 9,49 Umdrehungen zu verzeichnen. Nach 20 Wochen betrug die Anzahl der
Umdrehungen 10,98. Damit liegt dieser Wert um 23,1% unter dem Ausgangswert in der
post-Lx Registrierung. In dieser Gruppe konnten fiinf Tiere nach 20 Wochen erneut
beurteilt werden.

Die Kontrollgruppe K2 erfiillt das EinschluB3kriterium in der Amphetaminrotation mit 8,97
Umdrehungen/Min. In der Apomorphinrotation wird dieses mit 3,71 Umdrehungen nicht
erreicht. Beide Werte steigen nach sechs Wochen post-Tx um 47,4% nach Apomorphin-
und 79,1% nach Amphetaminapplikation auf 5,47 und 16,07 Umdrehungen/Min. Fiir eine
Beurteilung 20 Wochen nach Sham-Implantation standen keine Tiere zur Verfiigung.

Die Kontrollgruppe 3 erfiillt sowohl fiir die Apomorphin- als auch fiir die
Amphetaminrotation die EinschluBBkriterien (4,83 bzw. 12,17 Umdrehungen/Min). Nach
sechs Wochen post-Tx zeigt sich in beiden Tests ein geringe Zunahme der Umdrehungen
auf 5,92 bzw. 12,93 Umdrehungen/Min. Nach 20 Wochen post-Tx fdllt der Wert nach
Apomorphinapplikation auf 2,87 Umdrehungen. Dies entspricht einer Reduzierung vom
Ausgangswert post-Lx um 40,6 %. In der Amphetaminrotation erhéht sich der Wert auf
13,16 Umdrehungen. In der Beobachtung 20 Wochen post-Tx sind zwei Tiere
eingeflossen.

Zusammenfassend 146t sich sagen, dal man bei vier Gruppen (Gr. 1, 3, K1, K3) von
vollstindigen Lisionen ausgehen kann. In den drei anderen Gruppen (Gr. 2, 4, K2) sind
Tiere enthalten, bei denen moglicherweise eine nur partielle Lision vorliegt, da sie
wihrend der Apomorphinrotation nur unzureichende Resultate zeigten. Bei der
Amphetaminrotation  erfiillten alle Tiere das  EinschluBkriterium von 6
Nettoumdrehungen/Min.

Hinsichtlich eines moglichen Benefits fallen v.a. die Gruppen 1 und 2 auf, bei denen nach
20 Wochen ein Riickgang der Rotationsfrequenz (nach Amphetaminapplikation) bzw.
zumindest ein Stagnieren des Roatationsverhaltens zu verzeichnen ist.

3.1.2 SIDE STEPPING TEST

Der Side Stepping Test dient zur Beurteilung komplexer motorischer Einschrankungen der
vorderen Extremitéten, insbesondere der Akinesie. In den unten dargestellten Grafiken sind
die Werte fiir die behandelten und die Kontrollgruppen aufgefiihrt. Daten wurden vor der
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Léasion (prd-Lx) registriert und als Referenzwerte fiir die Zustdnde nach der 6-OHDA-
Operation (post-Lx) und fiir die Beobachtungszeitrdume sechs und 20 Wochen nach
Implantation (post-Tx 6 bzw. 20 Wo) herangezogen.

Dokumentiert ist die Anzahl der Schritte eines Tiers auf eine Distanz von 90 cm, die das
Tier in 30 Sekunden zuriicklegt. Dabei wird das Tier einmal in Vorhand- (VH) und in
Riickhandrichtung (RH) gefiihrt (s. auch Material u. Methoden). Dargestellt sind der
Median, das Minimum und das Maximum, aufgerundet auf ganze Zahlen. Die Werte
werden nun im Folgenden erlautert.
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Abb. 9 Sidestepping Test in Vorhand- und Riickhandrichtung der Gruppen 1-2. Gesunde Tiere fiihrten
vor Lasion (i, Q) deutlich mehr Schritte in beiden Richtungen aus als in den beobachteten Zeitraumen nach
Lision (#, @) bzw. Implantation (iibrige Symbole). Die Akinesie wird v.a. in Vorhandrichtung der linken
Vorderpfote deutlich. ¢ Median, VH Vorhand, RH Riickhand, % préd Ix li, Q pré Ix re, # post Ix li, @ post Ix
re, oo post tx 6 Wo li, £ post tx 6 Wo re, ¥ post tx 20 Wo li, p post tx 20 Wo re.

In der Gruppe 1 zeigen sich nach der Lédsion mit 6-OHDA eine um 87 % in der Vorhand-
und um 37 % in der Riickhandrichtung verminderte Frequenz der Schritte. Die Anzahl der
Schritte in der Vorhand ist nach sechs und 20 Wochen post implantationem weiter
gesunken. In der Riickhandrichtung sinkt sie bis zum 6 Wochen post-Tx Zeitraum
ebenfalls weiter ab (5 Schritte im Median), um dann nach 20 Wochen auf 10 Schritte
anzusteigen. Nach diesem Zeitraum konnten zwei Tiere beobachtet werden.

Ipsilateral zur Lésion konnte in der Riickhandrichtung eine Kontinuitit der Werte um 14-
16 Schritte beobachtet werden. In der Vorhand schwankten die Werte zwischen acht und
13, sind aber deutlich hoher als auf der kontralateralen Seite.

In der Gruppe 2 zeigt sich ein dhnliches Bild. Dort zeigt sich in der linken Vorhand eine
Reduzierung der Schritte um nahezu 100 %. In der Riickhand fallt der Wert um 37 % auf
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10 Schritte (post-Lx). In den Beobachtungszeitrdumen sechs und 20 Wochen nach der
Implantation steigen die Werte auf 12 und 11 Schritte. Dabei ist zu berticksichtigen, daf3
diese Gruppe das EinschluBkriterium von 4 Nettoumdrehungen/Min wéhrend der
Apomorphinrotation nicht erfiillte.

Ipsilateral zur Lasionsseite zeigen die Tiere nahezu unverénderte Werte. Nach 20 Wochen
konnten fiinf Tiere nochmals beurteilt werden.
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Abb. 10 Sidestepping Test in Vorhand- und Riickhandrichtung der Gruppen 3-4. Auch in diesen
Gruppen zeigt sich eine deutlich Akinesie in der linken Vorderpfote. Auffillig in diesen beiden Gruppen sind
die geringeren Amplituden der Balken, so daB innerhalb der Gruppen der hdochste und niedrigste Schrittwert
enger beieinander liegen. € Median, VH Vorhand, RH Riickhand, } pré Ix 1i, Q pri Ix re, # post Ix li, @ post
Ix re, o post tx 6 Wo li, £ post tx 6 Wo re, ¥ post tx 20 Wo i, p post tx 20 Wo re.

In der Gruppe 3 treten die gleichen Erscheinungen auf der kontralateralen Seite zur Lésion
auf. In der post-Lx-, post-Tx 6 Wo- und 20 Wochen Phase zeigen sich sowohl auf der
Vorhand- als auch in der Riickhandrichtung deutlich verminderte Werte im Vergleich zur
pra-Lx Phase. In den Zeitrdumen sechs und 20 Wochen post implantationem stagnieren die
Werte und pendeln sich auf 13 Schritte/Distanz ein. Nach 20 Wochen konnten fiinf Tiere
erneut beurteilt werden.

In der Gruppe 4 sinken die Werte in der Vorhand- um nahezu 100 % und in der
Riickhandrichtung um ca. 38 % (post-Lx) bzw. ca. 44% (post-Tx 6 Wo) gegeniiber den
pra-Lx Daten. Nach 20 Wochen post-Tx zeigt sich hier eine tendenziell um 20 % erhdhte
Schrittfrequenz gegeniiber 6 Wochen post-Tx. Hierbei mufl jedoch wieder eine
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unvollstindige Lision vorausgesetzt werden. Die rechte vordere Extremitdt zeigt in der
Vorhandrichtung post-Lx ebenfalls eine um ca. 25 % reduzierte Leistungsfahigkeit, die
sich im weiteren Verlauf jedoch wieder erhoht und mit 12 Schritten 20 Wochen post
implantationem den prd-Lx Referenzwert iibersteigt. In der Riickhandrichtung zeigt sich
ipsilateral zur Lasion in den Beobachtungsphasen eine Reduzierung der Schrittfrequenz um
insgesamt ca. 18 %. Nach 20 Wochen konnten zwei Tiere erneut beurteilt werden.

In den Kontrollgruppen zeichnet sich ein dhnliches Bild ab wie in den zuvor aufgefiihrten
Gruppen. In der post-Lx Beobachtung sind fiir die linke Extremitét deutlich verminderte
Werte in beiden Richtungen zu verzeichnen (VH ca. 100 %, RH ca. 50 - 21%)).

Auftillig ist eine Erhohung der Werte in der Gruppe K1 von 11 Schritten post-Lx iiber 12
Schritte post-Tx 6 Wo. auf 13 Schritte in der Riickhand nach 20 Wochen post
implantationem, obwohl dem Rotationsverhalten entsprechend eine vollstindige Lésion
vorliegen miiite. In Gruppe K2 und K3 bleibt eine deutlich verminderte Schrittfrequenz
kontralateral in beiden Richtungen bestehen. Die rechte Vorderpfote zeigt flir alle drei
Kontrollgruppen nahezu konstante Ergebnisse in beiden Testvarianten (VH und RH).

In der Gruppe K1 konnten fiinf Tiere, in K3 zwei Tiere nach 20 Wochen beurteilt werden.
Durch die nachhaltige Anderung des Designs im Laufe der Studie, standen fiir die Gruppe
K2 keine Ratten nach 20 Wochen mehr zur Verfiigung.

Zusammenfassend 14Bt sich fiir diesen Test sagen, da} fiir die Vorhandrichtung ein
deutliches kontralaterales Defizit in allen Gruppen zu verzeichnen ist. Im Verlauf kénnen
nach Implantation fiir die Vorhandrichtung kaum Benefits dargestellt werden. Die Anzahl
der Schritte stagniert bzw. verschlechtert sich in der Folge noch deutlicher.

Auch fiir die Riickhandrichtung zeigen sich durchgehend schlechtere Werte nach der
Léasion. Jedoch zeigen sich v.a. in dieser Richtung bei allen Gruppen, dall die Werte in den
Beobachtungszeitrdumen stabil bleiben (Gr. 2, 3, K3) oder daB3 es zu einer Zunahme der
Schrittfrequenz kommt (Gr. 1, 4, K1). Wie ersichtlich, gilt dies allerdings auch fiir die
Kontrollgruppen.
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Abb. 11 Sidestepping Test in Vorhand- und Riickhandrichtung der Gruppen K1-K3. Kontrolltiere
zeigten ebenfalls eine deutliche linksseitige Vorderpfotenakinesie, die in den beobachteten Zeitrdumen relativ
gleiche Werte fiir Vor- und Riickhand aufweist. ¢ Median, VH Vorhand, RH Riickhand, 1 prd Ix 1i, Q pri Ix
re, # post Ix i, @ post Ix re, oo post tx 6 Wo i, & post tx 6 Wo re, ¥ post tx 20 Wo li, p post tx 20 Wo re.

3.1.3 SIDE FALLING TEST

Ergénzend zum Side Stepping- haben wir den Side Falling Test durchgefiihrt. Er dient zur
Verdeutlichung des Koordinationsvermogens des Tiers. Man dreht die Ratte mit fixierten
Hinterldufen abrupt auf die Seite und registriert, wie schnell das Tier die fragliche
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Vorderpfote unter den Korper bekommt, um das Gleichgewicht zu halten. Die Reaktion
wird anhand einer Punkteskala von 0-3 (ohne Dimension) dokumentiert. Der Test wird
sechsmal am Tag pro vordere Extremitdt durchgefiihrt. Somit kann ein Maximalwert von
18 entstehen (s. auch Material/ Methoden).

In den nachfolgenden Graphiken sind die Werte fiir die behandelten und die
Kontrollgruppen aufgefiihrt. Daten wurden vor der Lésion (prid-Lx) registriert und erneut
als Referenzwerte fiir die Zustinde nach der 6-OHDA-Operation (post-Lx) und fiir die
Beobachtungszeitrdume sechs und 20 Wochen nach Implantation (post-Tx 6 bzw. 20 Wo)
herangezogen. Die Anzahl der Tiere, die im letztgenannten Zeitraum beurteilt werden
konnten, sind nochmals gesondert in der post-Tx 20 Wo-Spalte aufgefiihrt.

Die Werte zeigen den Median der Maximalwerte an, die innerhalb einer Gruppe in den
Testzeitraumen erreicht wurden. In Klammern sind das Minimum und Maximum
aufgefiihrt.
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Abb. 12 Side Falling Test der Gruppen 1-2. Nach Lésion (@) der linken Extremitét durch die
rechtscerebrale Operation sicht man einen deutlichen Punkteabfall, der sich nach 6 (o) bzw. 20 Wochen (£)
post transplantationem zu erholen scheint. Die rechte Vorderpfote bleibt in diesen beiden Gruppen nahezu
unbeeintrichtigt, was sich schon an der Skalierung erkennen 146t. ¢ Median, # pra Ix, @ post 1x, o post tx 6
Wo, % post tx 20 Wo.

In der Gruppe 1 zeigt sich nach der 6-OHDA-Lésion (post-Lx) eine deutliche Reduktion
der Koordinationsfdahigkeit um 66 % in der linken Vorderpfote. Nach 6 Wochen post-Tx
scheint es eine tendenzielle Erhdhung des Werts zu geben, das Minimum und Maximum
bleiben jedoch nahezu unverdndert. Die beiden Tiere, die nach 20 Wochen erneut beurteilt
werden konnten, zeigen eine deutliche Erh6hung der Koordination im Median, Minimum
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und Maximum. Die rechte Vorderpfote blieb nach der Lasion vollstindig intakt. Die Werte
blieben iiber den gesamten Beobachtungszeitraum konstant.

In der Gruppe 2 erscheinen die erfassten Daten sehr dhnlich zu denen der Gruppe 1. Auch
hier reduziert sich der Wert nach der Operation (post-Lx) deutlich (39 % des pra-Lx
Wertes) und scheint dann im weiteren Verlauf anzusteigen. Minimum und Maximum
verdndern sich aber nur unwesentlich. Bei dieser Gruppe gilt erneut, dal moglicherweise
eine unvollstindige Lasion vorliegt und somit eine Spontanverbesserung moglich ist. Die
ipsilateral zur Lision gelegene Seite zeigt iiber den gesamten Zeitraum der Studie nahezu
unverdnderte Werte. Nach 20 Wochen konnten fiinf Tiere erneut beurteilt werden.
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Abb. 13 Side Falling Test der Gruppen 3-4. In diesen beiden Gruppen 148t sich ebenfalls eine Abnahme
der Punktezahl post lesionem erkennen. In Gruppe 4 scheint das motorische Defizit nach 6 Wochen noch
zuzunehmen, um sich nach 20 Wochen zu verbessern. Auch in diesen beiden Gruppen scheint die rechte
vordere Extremitdt unbeeintrichtigt von der Lision zu bleiben. € Median, # pré Ix, @ post Ix, o post tx 6
Wo, % post tx 20 Wo.

Gruppe 3 zeigt im post-Lx Zeitraum eine Reduktion des Werts um ca. 66 %. Auch hier
findet sich wiederum eine scheinbar erhéhte Koordinationsfidhigkeit im weiteren Verlauf:
sechs bzw. 20 Wochen post implantationem steigen die Werte auf 12 bzw. 11. Minimum
und Maximum steigen ebenfalls. Die rechte Vorderpfote scheint von der Lasion nicht
betroffen. Die Werte bleiben iiber den gesamten Studienzeitraum konstant. Nach 20
Wochen konnten fiinf Tiere erneut getestet werden.
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Die Gruppe 4 zeigt einen Wert, der 61 % des pra-Lx Zustands entspricht. Dieser reduzierte
sich im weiteren Verlauf um weitere 17 % auf 8 als Median. Zwei Tiere, die nach 20
Wochen beurteilt wurden, zeigen einen Median von 13, was 72 % des Ausgangswertes im
unlddierten Zustand entspricht. Die rechte Vorderpfote zeigt keine Verdnderungen und
bietet iiber den gesamten Zeitraum den Maximalwert von 18.
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Abb. 14 Side Falling Test der Gruppen KI1-K3. In den Kontrollgruppen ist ebenfalls ein
Vorderpfotendefizit der linken Seite zu erkennen, was sich in der verminderten Punktezahl post lesionem
darstellt. In Gr. K1 scheint es jedoch eine spontane Verbesserung der Leistung zu geben, wenn man den
Median als Vergleichswert heranzieht. Das Minimum nimmt jedoch auch zu, so daf3 leicht erhdhte Werte zu
verzeichnen sind. Besonders deutlich wird die Vorderpfotenakinesie in Gruppe K3. Die rechte Vorderpfote
zeigt durchgehend unauffillige Werte. € Median, # pré Ix, @ post I, o post tx 6 Wo, £ post tx 20 Wo.
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In den Kontrollgruppen K1-K3 zeichnet sich ein &hnliches Bild ab. Im post-Lx Zustand
zeigt sich eine deutliche Reduktion des Maximalwertes zwischen 50 — 61 % auf der
kontralateralen Seite. Auffillig ist, wie im zuvor beschriebenen Testverfahren, eine
Erhohung der Werte in der Kontrollgruppe K1, obwohl nur eine Scheinimplantation mit
Néhrmedium durchgefiihrt wurde. In Kontrollgruppe K2 und K3 werden im weiteren
Verlauf jeweils schlechtere Ergebnisse im Vergleich zur Voruntersuchung erzielt.

Die rechte vordere Extremitit blieb in allen drei Kontrollgruppen intakt und zeigte liber
den gesamten Studienzeitraum konstante Werte. In Kontrollgruppe K1 konnten nach 20
Wochen fiinf, in K3 zwei Tiere erneut getestet werden.

Zusammenfassend 148t sich fiir diesen Test sagen, daf3 die kontralaterale Seite nach Lasion
mit 6-OHDA deutlich beeintrachtigt wird. Im weiteren Verlauf kommt es in den Gruppen
1-4 jedoch zu einer zunehmenden Punktzahl, wenn man die Mediane betrachtet.

Fir die ipsilaterale Seite scheinen keine Defizite in den Beobachtungsintervallen
aufzutreten. Hier zeigten sich durchgehend konstante Werte.

3.1.4 STAIRCASE TEST

Mit Hilfe des Staircase Tests lassen sich auf der einen Seite das gezielte Greifen des Tiers
nach einem Futterpellet, zum anderen die gerichtete Riickfiihrung des Pellets zum Maul
untersuchen; der Quotient aus Gegriffen und Gefressen ergibt die Erfolgsrate in Prozent.
Damit 148t sich die Genauigkeit von koordinierten Bewegungen quantifizieren.

Man kann diesen Test bei beiden Vorderpfoten gleichzeitig durchfiihren (bilateral) oder
jede Extremitit seitengetrennt beurteilen (forced choice). Aufgefiihrt sind die Werte fiir die
linke Vorderpfote.

In den folgenden Abbildungen sind die Werte fiir die behandelten und die Kontrollgruppen
graphisch dargestellt. Daten wurden vor der Lidsion (prd-Lx) registriert und als
Referenzwerte fiir die Zustinde nach der 6-OHDA-Operation (post-Lx) und fiir die
Beobachtungszeitrdume sechs und 20 Wochen nach Implantation (post-Tx 6 bzw. 20 Wo)
herangezogen. Die Anzahl der Tiere, die im letzgenannten Zeitraum beurteilt werden
konnten, sind gesondert in der post-Tx 20 Wo-Spalte aufgefiihrt.

Die Werte wurden jeweils fiir die zwei Bewegungskomponenten Gegriffen und Gefressen
als absoluter Punktwert dokumentiert, aus denen sich die Erfolgsrate in % ergibt.
Dargestellt sind der Median, Minimum und Maximum. Die Daten aus untenstehenden
Graphiken werden nun im Einzelnen erldutert.

In Gruppe 1 zeigt Gegriffen post-Lx eine geringe Reduzierung um ca. 5 %, die Anzahl der
gefressenen Pellets ist um ca. 17 % vermindert, wodurch sich eine Erfolgsrate von 77 % im
Median ergibt. Alle drei Kategorien verschlechtern sich gering im weiteren Verlauf. Zwei
Tiere, die nach 20 Wochen getestet werden konnten, zeigen dagegen bessere Werte: die
Anzahl der gegriffenen Pellets bleibt gegeniiber dem post-Lx Zustand konstant, und der
Wert der gefressenen Pellets erhoht sich um ca. 17 %, wodurch auch eine bessere
Erfolgsrate erzielt wird (88 %).

In Gruppe 2 sinkt die Anzahl der geriffenen Pellets im post-Lx Zustand um 5 %, die
Menge der gefressenen um ca. 33 %, wodurch sich eine Erfolgsrate von 68 % im Median
gegeniiber 98 % im unléddierten Zustand der Tiere errechnet. Die Werte bei den gegriffenen
und gefressenen Pellets verringern sich im weiteren Verlauf. Die Erfolgsrate dagegen
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scheint anzusteigen. Dies ist statistisch begriindet. Denn zieht man Minimum und
Maximum hinzu, zeigt sich im post-Tx 6 Wo Zeitraum nahezu keine Verdnderung
gegeniiber post-Lx. Die vermeintlich hohere Erfolgsrate ergibt sich aus der Verteilung der
Werte innerhalb der Gruppe.

Die Tiere aus dieser Gruppe, die nach 20 Wochen beurteilt werden konnten, zeigen
dagegen in allen drei Kategorien erhohte Werte. Man behalte jedoch im Hinterkopf, daf3
hier moglicherweise eine unvollstindige Lidsion vorliegt, die sich aufgrund der
Rotationsdaten ergeben. Dennoch konnten fiinf Tiere erneut gemessen werden. Daher
sollte dieses Ergebnis nicht unerwihnt bleiben.
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Abb. 15 Staircase Test bilateral der Gruppen 1-4. In allen vier Gruppen ist eine Abnahme aller drei
Qualititen (gegriffen, gefressen, Erfolgsrate) zu verzeichnen. Betrachtet man die Werte fiir 20 Wochen post
transplantationem scheint sich fiir diese Tiere jedoch eine bessere Erfolgsrate zu ergeben, wenn man den
Median betrachtet. € Median, § pré Ix gegriffen, A pré Ix gefressen, § préd Ix Erfolgsrate, # post Ix gegriffen,
1 post Ix gefressen, Q post Ix Erfolgsrate, # post tx 6 gegriffen, @ post tx 6 gefressen, oo post tx 6 Erfolgsrate,
+ post tx 20 gegriffen, ¥ post tx 20 gefressen, p post tx 20 Erfolgsrate.

Gruppe 3 zeigt eine dhnliche Entwicklung. Im post-Lx Zustand ist die Anzahl der
gegriffenen Pellets um ebenfalls ca. 5 % vermindert. Die gefressenen Pellets sind um 15 %
reduziert, wodurch sich eine Erfolgsrate von ungefihr 87 % ergibt, die um 11
Prozentpunkte geringer als im prd-Lx Zustand ist. In dieser Gruppe verringern sich die
Werte weiter, so daf3 die Erfolgsrate sechs Wochen post implantationem bei 72 % liegt. Bei
fiinf Tieren, die nach 20 Wochen erneut beurteilt werden konnten, zeigt sich tendenziell
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eine leichte Verbesserung. Die Anzahl der gefressenen Pellets erhoht sich um 5 % und die
Erfolgsrate um 4 %; Minimum und Maximum sind dabei unveridndert (Gefressen) bzw.
leicht erhoht (Erfolgsrate).

Gruppe 4 zeigt nach der 6-OHDA-Operation eine Reduzierung der gegriffenen Pellets um
15 %, die gefressenen sind um ca. 33% verringert; dadurch errechnet sich eine Erfolgsrate
von 75 % im Median gegeniiber 98 % im pra-Lx Zustand. Im Gegensatz zu den anderen
Gruppen bleiben die Werte bis zur Beurteilung sechs Wochen nach Zellimplantation
konstant. Zwei Tiere, die nach 20 Wochen erneut beurteilt werden konnten, zeigen leicht
erhohte Werte, v.a. in der Anzahl der gefressenen Pellets. Dadurch ergibt sich auch eine
deutlich hohere Erfolgsrate mit 92 % im Median. Dies entspricht einer Steigerung um ca.
23 %.

In den Kontrollgruppen K1 bis K3 zeigen sich analog zu den bereits beschriebenen
Gruppen &dhnliche Verldufe. Post ldsionem verringert sich die Anzahl der gegriffenen
Pellets zwischen fiinf und 12 %, die Gefressenen zwischen 12 und 33 %. Dadurch ergeben
sich Erfolgsraten, die zwischen 6 und 21 Prozentpunkte gegeniiber dem pra-Lx Zustand
reduziert sind.
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Abb. 16 Staircase Test bilateral der Gruppen K1-K3. In den Kontrollgruppen zeichnet sich ebenfalls eine
Verschlechterung der Leistung ab. Besonders deutlich wird dies in Gr. K2. Hier standen jedoch keine 20-
Wochen Tiere zur Verfiigung, so daB3 die letzten drei Werte fehlen. € Median, § pré Ix gegriffen, A pré Ix
gefressen, q prd Ix Erfolgsrate, # post Ix gegriffen, 1 post Ix gefressen, Q post Ix Erfolgsrate, # post tx 6
gegriffen, @ post tx 6 gefressen, oo post tx 6 Erfolgsrate, £ post tx 20 gegriffen, ¥ post tx 20 gefressen, p post
tx 20 Erfolgsrate.

Zusammenfassend 1a6t sich somit feststellen, daf bei rein graphischer Betrachtung in den
Gruppen 1, 2 und 4 einBenefit darstellen 146t, bei Betrachtung der einzelnen Werte und der
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statistischen Rahmenbedingungen jedoch nur eine eingeschriankte Aussage diesbeziiglich
moglich ist. Dennoch erscheint es lohnenswert, in nach folgenden Studien
aussagekriftigere statistische Methoden heranzuziehen, da in den Kontrollgruppen
tendenziell eine Stagnation bzw. Verschlechterung der Werte registriert werden konnten.

In der seitengetrennten Beurteilung der Koordination der linken Vorderpfote (forced
choice [fc]) féllt auf, daB in fast allen Gruppen schlechtere Ergebnisse als in der bilateralen
Testung erzielt wurden.

Die Gruppe 1 bildet in derlei Hinsicht eine Ausnahme. Die Mediane in den drei
Beurteilungkriterien Gegriffen, Gefressen und Erfolgsrate sind nahezu identisch mit denen
aus der zweiseitigen Priifung. Hier liegt eine Reduzierung der gegriffenen Pellets um ca. 7
% vor. Die Rate der gefressenen Pellets ist um ca. 23 % gegeniiber dem pré-Ix Zustand
vermindert. Daraus ergibt sich eine Erfolgsrate von 77 % im Median. Wie in der
bilateralen Testung, sind die Werte konstant nach sechs Wochen post implantationem. Die
zwei Tiere in der forcierten Uberpriifung, die nach 20 Wochen erneut beurteilt werden
konnten, zeigen in der Anzahl der gefressenen Pellets um 14 % hohere Werte als im post-
Lx Zustand. Daraus ergibt sich auch eine bessere Erfolgsrate mit 85 % im Median
gegentiiber 75 % post ldsionem.
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Abb. 17 Staircase Test forced choice der Gruppen 1-4. Prinzipiell werden die Ergebnisse aus der
bilalteralen Testung bestitigt. Nach 20 Wochen zeigt sich eine gewisse Erholungstendenz im Greifverhalten
und in der Erfolgsrate. Median, § prd Ix gegriffen, A prd Ix gefressen, § prd Ix Erfolgsrate, # post Ix
gegriffen, 1 post Ix gefressen, Q post Ix Erfolgsrate, # post tx 6 gegriffen, @ post tx 6 gefressen, oo post tx 6
Erfolgsrate, £ post tx 20 gegriffen, ¥ post tx 20 gefressen, p post tx 20 Erfolgsrate.
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Bei Gruppe 2 sind in allen drei Kategorien die Werte deutlich schlechter als in der
bilateralen Uberpriifung. Die Anzahl der gegriffenen Pellets ist im post-Lx Zustand um 15
% vermindert, die Rate der Gefressenen um 50 %. Dadurch errechnet sich eine
verminderte Erfolgsrate um 52 % (gegeniiber 28 % in der bilateralen Testung). Im weiteren
Verlauf bleiben die Werte bei gegriffenen und gefressenen Pellets konstant. Die
Erfolgsrate erscheint um 10 Prozentpunkte hoher, was an der geringeren Differenz
zwischen Minimum und Maximum liegt. Fiinf Tiere, die nach 20 Wochen erneut beurteilt
werden konnten zeigen in allen drei Testsparten erhdhte Messergebnisse. Die Erfolgsrate
ist gegeniiber dem post-Lx Zustand um ca. 33 % gesteigert.

Auch in Gruppe 3 wurden bei gegriffenen und gefressenen Pellets und bei der
dazugehorigen Erfolgsrate niedrigere Werte als bei der simultanen Beurteilung beider
Extremititen (bilateral) ermittelt. Post ldsionem sank der Wert von 40 auf 37 (ca. 8 %) im
Median bei den Gegriffenen, von 40 auf 28 bei den gefressenen Pellets in der forced choice
Testung. Daraus ergibt sich eine Erfolgsrate von 73 % im Median post-l1x. Diese Werte
bleiben im weiteren Verlauf nahezu konstant. Die Anzahl der gegriffenen Pellets dndert
sich geringfiligig im Minimum und Maximum, die Anzahl der Gefressenen vermindert sich
leicht um ca. 7 bzw. 14 % im sechs und 20 Wochen (fiinf Tiere) Beobachtungszeitraum
post transplantationem. Der Median der Erfolgsrate bleibt nahezu unverdndert. Gegentiber
den bilateralen Ergebnissen ergeben sich somit leicht negativere Resultate.
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Abb. 18 Staircase Test forced choice der Gruppen K1-K3. In allen drei Kontrollgruppen sind im Verlauf
deutlich schlechtere Werte gegeniiber dem pré Ix Status registriert worden. € Median, § pri Ix gegriffen, A
pra Ix gefressen, 9§ préd Ix Erfolgsrate, # post Ix gegriffen, 1 post Ix gefressen, Q post Ix Erfolgsrate, # post tx
6 gegriffen, @ post tx 6 gefressen, o post tx 6 Erfolgsrate, + post tx 20 gegriffen, ¥ post tx 20 gefressen, p
post tx 20 Erfolgsrate.
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In der Gruppe 4 zeigen sich schlechtere Ergebnisse gegeniiber der bilateralen Testung v.a.
in der Anzahl der gefressenen Pellets. Sie sinkt post ldsionem auf 22 im Median und ist
somit um 45 % gegeniiber dem pri-Ix Zustand und um 12 Prozentpunkte gegeniiber der
zweiseitigen Testdurchfithrung reduziert. Durch den Wert von 34 im Median errechnet sich
daraus ein Erfolgsrate von 65 %. Sechs Wochen nach Implantation der Progenitorzellen
haben sich alle drei Werte scheinbar verbessert, betrachtet man jedoch Minimum und
Maximum, zeigen sich nahezu konstante Werte (Gegriffen) bzw. grofere Differenzen
zwischen diesen beiden Werten.

In den Kontrollgruppen K1-K3 ist die Anzahl der gegriffenen Pellets zwischen 10 und 20
% post lasionem vermindert, die der Gefressenen zwischen 19 und 50 %. Daraus errechnen
sich

Erfolgsraten zwischen 59 und 76%.

In Gruppe K1 errechnet sich sechs Wochen nach Implantation eine scheinbar hohere
Erfolgsrate als im post-Lx Zustand. Betrachtet man die gegriffenen und gefressenen
Pellets, erscheint dies paradox. Der Wert der Erfolgsrate ergibt sich aufgrund statistischer
Berechnungen und ist von der Verteilung der Werte abhangig. Nach 20 Wochen konnten
aus dieser Gruppe fiinf Tiere erneut getestet werden. Die Werte bleiben nahezu konstant.

In Gruppe K2 zeigt sich sechs Wochen post implantationem keine Verdnderung. 20
Wochen post-Tx konnten aus dieser Gruppe keine Tiere getestet werden.

In Gruppe K3 zeigt sich eine Erhohung der Werte sechs Wochen post-Tx in der Anzahl der
gefressenen Pellets um ca. 21 % im Median; der Wert der Gegriffenen scheint sich zu
verdndern, Minimum und Maximum bleiben jedoch nahezu konstant. Aus den genannten
Tatsachen errechnet sich eine erhohte Erfolgsrate um ca. 10 % im Median. Im Fall dieser
Gruppe ist jedoch kein Benefit zu erwarten, da diese Tiere nur lddiert wurden. Somit ist
trotz vorausgesetzter vollstindiger Lésion von einer spontanen Verbesserung der
Symptomatik auszugehen.

Zusammenfassend fordert die forcierte Testung der vorderen Extremitdten die motorischen
Defizite deutlicher zutage, da nahezu durchgéngig schlechtere Werte als in der bilateralen
Testung erzielt wurden. Doch eine parallele Entwicklung ergibt sich im weiteren
Beobachtungsverlauf, da auch hier jeweils fiir die Gruppen 1, 2, und 4 nach 20 Wochen
zumindest stagnierende bzw. leicht steigende Zahlenwerte fiir gegriffene und gefressene
Pellets registriert werden konne, woraus sich leicht erhoht Erfolgsraten errechnen.
Genauere statistischere Verfahren sollten hier im Verlauf jedoch detaillierteren Aufschluf3
iiber mogliche Signifikanzen geben konne.

3.2 BILDANALYSE
3.2.1 HELLFELDMIKROSKOPIE

Tiere der Gruppe 1 und 3 (s Tab. 1 in Material und Methoden) erhielten ca. 450000 Zellen
(75000 Zellen/pl) an sechs Implantationslokalisationen, verteilt auf das gesamte Striatum.
Tiere der Gruppen 2 und 4 bekamen ca. 300000 Zellen (75000 Zellen/ul) an vier
Implantationsstellen, die auf die gesamte Substantia nigra distribuiert waren.

Aus jeder dieser Gruppen wurde ein Tier immunhistologisch untersucht.
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Das Tier aus Gruppe 1 hat bis 20 Wochen post implantationem gelebt und erhielt die
Progenitorzellen mit der Glaskapillare. Implantationslokalisation war das Striatum.
Zunichst werden die Ergebnisse fiir die Hellfeldmikroskopie aufgefiihrt.

In der Nestin Farbung zeigt sich im medialen Striatum eine deutlich positive Reaktion an
und um den Implantationslocus. Die Grofle des Grafts betrdgt ca. 300um in der
craniocaudalen und ca. 150um in der mediolateralen Ausdehnung. Das Graft zeigt sich
entlang des Einstichkanals, in dessen Verlauf sich die Zellen konzentrieren. Einige Zellen
im medialen und cranialen Areal scheinen in die Umgebung zu migrieren. Das gesamte
Graft erscheint gut integriert in das Neuropil. Intensive gefirbte Fasern der Zellen
erstrecken sich in die unmittelbare Umgebung hin. Ein Einstichkanal durch die
Glaskapillare ist nicht auszumachen.

Das Gewebe insgesamt wirkt kompakt und ist nur durch einzelne Artefakte in Form von
kleinen Geweberupturen lddiert. Vermutlich sind sie wihrend der Firbvorgédnge
entstanden.

Die TH-Féarbung der implantierten Zellen féllt bei diesem Tier relativ schwach aus.
Innerhalb der Lokalisation lassen sich aber deutlich TH-positive Zellen ausmachen, die
sich vor allem im Zentrum des Transplantationslocus befinden. Einige Zellen in der
Peripherie des Grafts sind ebenfalls TH-positiv. Deren Entfernung zum Zentrum entspricht
ca. S0um. Zieht man die kontralaterale Substantia nigra zum Vergleich heran, wird die
relativ schwache TH-Positivitit der Progenitorzellen deutlich, dennoch zeigt sich indirekt
eine Tendenz zur Dopaminproduktion.

In der GFAP Firbung zeigt sich eine positive Reaktion an der Transplantationsstelle selbst.
Intensiv rot angefarbte Fasern erstrecken sich in die Umgebung, aber es ist schwierig, dem
Faserverlauf zu folgen. Dies liegt an der diinnen Schichtdicke. Um die
Implantationslokalisation herum und im restlichen Striatum zeigt sich eine relativ
schwache, aber homogene Farbintensitét. Es stellt sich hierbei die Frage, ob die Fasern von
den implantierten oder den ortsstindigen Zellen ausgehen, die eine gliale Reaktion
aufgrund der Traumatisierung durch den operativen Eingriff zeigen.

In der BrdU Férbung zeigen sich v.a. in den cranialen und caudalen Abschnitten des
Transplantats markante rote Zentren. Eine Abgrenzung der einzelnen Zellen ist schwierig.
AuBerhalb des Transplantats sind keine BrdU positiven Zellen zu sehen.

Somit 146t sich sagen, dal in den Zellen eine Proliferationstendenz zu erkennen ist. Die
Abgrenzung von Reparaturvorgingen wire allerdings noch ergdnzend hinzuzufiigen.
Demnach scheinen die Zellen vital zu sein und tendenziell Dopamin zu produzieren.

Die Synaptophysinkomponenten zeigen sich als kleine rote Dots. Innerhalb der
Transplantationsstelle fallt sie im Vergleich zur Umgebung relativ schwach aus. Im
Zentrum der implantierten Zellen sind nur wenige Punkte zu erkennen. Je weiter man sich
vom Implantat in die Umgebung bewegt, desto intensiver gefarbte und zahlreichere Dots
treten auf. Ob interzelluldre Kontakte zwischen implantierten und originalen Neuronen
entstanden sind, ist schwierig zu beurteilen, jedoch auch nicht auszuschlieBen. Fiir
synaptische Verbindungen zwischen den Progenitorzellen an sich sprechen die
vereinzelten Synaptophysinpunkte innerhalb des Transplantats.

Das Tier, das aus der Gruppe 2 immunhistochemisch erfasst wurde, lebte 20 Wochen und
erhielt Progenitorzellen aus einer frithen Passage. Diese wurden mit einer Metallkaniile in
die Substantia nigra eingebracht.

Die Nestin Farbung fillt bei diesem Tier wesentlich schwécher aus als bei dem Tier aus
Gruppe 1. Innerhalb des Grafts ist eine schwach rote Fiarbung in allen Bereichen
erkennbar. Diese bleibt auf das Implantat begrenzt und reicht nicht bis in die Peripherie
wie das beim voranbeschriebenen Tier der Fall war. Das Graft zeigt eine Ausdehnung von
ca. 300 um in kraniokaudaler und 150 um in mediolateraler Richtung. Ein Teil der
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Implantationsstelle ist wéhrend der immunhistochemischen Untersuchung lddiert worden
und konnte nicht mehr beurteilt werden.

Das Implantat erscheint gut integriert in die Umgebung. Der Einstichkanal ist entlang dem
Graft nachzuvollziehen. Innerhalb des Grafts befinden sich wenige Riickstinde aus dem
Infusionssystem. Dies konnten z.B. Partikel von Paraffindl, und Gewebebestandteile sein,
die beim Herablassen der Kaniile mit in den Implantationslokus eingebracht wurden.
Direkt im Zentrum ist eine Struktur mit granuldren Einschliissen auszumachen, die diesem
Befund entsprechen konnte.

In der TH Firbung finden sich in einzelnen Arealen des Grafts positive Zellen. Sie
erscheinen schwach rot. In der Peripherie der Lokalisation finden sich keine TH-reaktiven
Zellen.

In der GFAP Férbung imponieren Fasern v.a. im Randbereich des Grafts. Es zeigen sich
kurzstreckige Ausldufer, die aufgrund der Schichtdicke von Spum nicht weiter verfolgt
werden konnen. Bis zu einem Radius von ca. 100um von der Implantationsstelle sind
inteniv rot angefdrbte Fasern auszumachen. In der Peripherie nimmt dann die
Farbintensitét ab.

In der BrdU Immunbhistologie sind keine proliferierenden Zellen auszumachen. Allerdings
wird die Beurteilung durch die Lasion wihrend des Féarbevorgangs deutlich erschwert, so
daBl das Priparat nur eine eingeschrinkte Aussagekraft enthdlt. Es konnen ca. 50% dieses
Implantationslokus nicht beurteilt werden. Im einsehbaren Bereich finden sich jedoch
keine BrdU positiven Zellen.

Analog dem Tier aus Gruppe 1 ist die Auspridgung von Synapsen innerhalb des Grafts sehr
gering. Dies zeigt sich in der Synaptophysin Farbung. Dort sind nahezu keine roten Dots
zu identifizieren, die darauf hinwiesen, dall Zellinteraktionen stattfinden. Die Zellkontakte
sind scharf vom Transplantat abgegrenzt und zeigen sich erst in der Umgebung, nicht aber
innnerhalb des Grafts. Dieses bleibt von einer relevanten Synapsenbildung ausgespart.

Das Tier aus Gruppe 3 hat 20 Wochen gelebt und erhielt mit der Glaskapillare Zellen
spater Passage in das Striatum implantiert.

Ahnlich dem Tier aus Gruppe 1 fillt die Nestin-Farbung sehr kriftig aus. Das implantierte
Volumen verteilt sich {iber eine Ausdehnung von ca. 350um in der kraniokaudalen und ca.
120um in der mediolateralen Richtung. Uber das gesamte Graft sind intensiv rot angefirbte
Fasern und Perikaryen auszumachen, die sich bis ca. 250um radidr in die Peripherie
erstrecken. Migrationstendenzen sind in dieser Farbung ebenfalls in Betracht zu ziehen.
Vereinzelte Zellen in der Peripherie scheinen sich moglicherweise von der
Implantationsstelle entfernt zu haben. Innnerhalb des Grafts sind zuséatzlich hell-griine bis
braune vakuolenartige Strukturen zu detektieren, die vermutlich Residuen des
Injektionssystems darstellen (z.B. Paraffin6l). Die native Umgebung, d.h. nicht unmittelbar
an die Implantationsstelle grenzend, weist keine Nestinpositivitit auf.

Die TH Farbung fillt bei diesem Tier, anders als beim Tier aus der Gruppe 1, positiver aus.
Im Implantationslokus selbst und in der Umgebung sind deutlich TH-positive Zellen zu
erkennen. Diese zeigen sich durch eine Rotfiarbung der Perikaryen. Der grofite Anteil
positiver Zellen befindet sich direkt im Graft, in der Peripherie sind ebenfalls deutlich
positive Zellen zu detektieren. Sie befinden sich ca. 200um vom Zentrum der Implantation
entfernt.

In der BrdU Fiarbung fallen zundchst massiv rétlich braun gefirbte Areale auf, die
vermutlich residuelle Bestandteile des Injektionssystems darstellen und somit die
Beurteilung erschweren. Jedoch erscheinen die Zellen im Gegensatz zu den
voranbeschriebenen Tieren eine deutliche Proliferationstendenz, die sich auch in der
Fluoreszenzbildgebung widerspiegelt. Die BrdU-positiven Zellen konzentrieren sich auf
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das Zentrum des Grafts. In der ndheren Umgebung sind keine immunhistologisch
detektierbaren Zellen zu finden.

In der GFAP Firbung zeigen sich v.a. in den kaudalen und kranialen Abschnitten des
Grafts deutlich positive Fasern. Diese stellen sich intensiv rot dar. Der mittlere Abschnitt
bleibt ausgespart. Bei diesem Tier fdllt auf, dal GFAP v.a. innerhalb des Grafts
auszumachen ist, wohingegen die Umgebung nur sehr schwach auf diese Umgebung
reagiert. Die native Umgebung zeigt sich ebenfalls deutlich rot angefarbt, im Verhaltnis
zur Transplantatstelle aber schwiécher.

In der Synaptophysin Firbung gibt es innerhalb des Transplantats nur wenige
Synapsenverbindungen. Diese zeigen sich durch rote Dots. Es fillt jedoch eine deutliche
Reduzierung der Zellverbindungen an der Lokalisation des Implantats auf. In unmittelbarer
Angrenzung zum Graft zeigen sich jedoch deutlich positive Areale, die eine hohe
Synapsendichte aufweisen. Vereinzelte Ausldufer, die v.a. im kranialen Abschnitt zu
erkennen sind, weisen auf eine mogliche Zellinteraktion hin. Diese zeigt sich
morphologisch in vereinzelten ,,Stralen”, die in das Graft hineinziehen. AuBlerdem
erscheint in der Hellfeldmikroskopie eine hohere Synapsendichte direkt an der Grenze zum
Graft als in der Umgebung.

Prinzipiell scheint eine gewissse Proliferationstendenz vorhanden zu sein. Dies 148t sich an
vereinzelten BrdU-positiven Zellen innerhalb des Grafts bestdtigen. Die Anzahl dieser
proliferierenden Zellen scheint jedoch sehr begrenzt. In der Peripherie sind keine BrdU-
positiven Zellen zu entdecken.

Somit werden die Ergebnisse, die das Tier in Gruppe 1 erbracht hat, bestitigt. Unterschiede
bestehen in der Ausprigung einzelner Marker. Dabei sticht bei dem Tier aus Gruppe 3 v.a.
die TH Fiarbung heraus, die eine potentielle Dopaminproduktion indiziert, aber fiir ein
motorisches Benefit noch unzulidnglich erscheint.

Der Vollstandigkeit halber werden die Ergebnisse des Tieres aus der Gruppe 4 aufgefiihrt,
da es sich bei den gefarbten Arealen nicht um die Implantationsstelle an sich handelt,
sondern um den FEinstichkanal, wie sich im nachhinein zeigte. Dennoch sind auch hier
einzelne interessante Aspekte zu bemerken.

Das Tier aus dieser Gruppe hat sechs Wochen gelebt und sollte Zellen spdter Passage in
die Substantia nigra implantiert bekommen. Diese wurden mit der Glaskapillare appliziert.

Die Nestin-, Synaptophysin-, TH- und BrdU- Farbungen fallen negativ bis sehr schwach
aus, da es sich bei dem geféarbten Areal nicht um den Implantationslokus handelt und hier
gar keine oder nur vereinzelte implantierte Zellen zu finden sind, die beim Herunterlassen
oder Zuriickziehen der Kapillare ausgetreten sind.

Die GFAP Férbung, die in diesem Fall interessant ist, fallt ebenfalls relativ schwach aus.
Die spricht fiir eine geringe Astrogliareaktion und unterstiitzt die These, daB die
Applikation mit der Glaskapillare relativ atraumatisch wirkt und keine grof3en Lisionen bei
der Operation hinterldft. Das Neuropil und das Gewebe, das den Stichkanal umgibt,
wirken ebenfalls kompakt und zeigen nur geringe artifizielle Schidigungen auf.
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Abb. 19 Nestin-, TH- und GFAP -positive Grafts im Striatum. Dargestellt sind Schnitte von Tieren aus
der Gruppe 1 (A), Gruppe 2 (E) Gruppe 3 (B,C) und Gruppe 4 (D,F). Deutlich zu erkennen sind nestin-+
Fasern in A und B bei unterschiedlicher VergroBerung. Die Verteilung der Zellen ist relativ scharf begrenzt,
es ist keine Differenzierung zwischen den unterschiedlichen Implantationslokalisationen zu machen.
Tendenziell zu erkennen ist eine TH-Positivitdt, die innerhalb eines Grafts stattfindet (C), das Bild D zeigt
eine TH-Féarbung von Zellen, die sich im Injektionskanal befinden und unzureichend in das Gewebe
integriert sind. Die TH-Farbung féllt nahezu negativ aus. Bild E zeigt eine deutlichere Positivitét fiir GFAP
als Bild F. Zum einen weist es darauthin, daf} eine stirkere Entziindungsreaktion stattfindet, da das Tier in
Bild E mit der Metallkaniile implantiert wurde, Zum anderen kdnnen sich die implantierten Zellen zu
Gliazellen differenziert haben.Scale bar bei 10x Vergroflerung: 50 um, bei 20x VergroBerung: 25 pm
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Abb. 19 (Fortsetzung) BrdU-, und Synaptophysin-Immunhistochemie in der Hellfeldmikroskopie.
Dargestellt sind mikroskopische Schnitte von Tieren aus der Gruppe 1 (H, 1), Gruppe 2 (G) und Gruppe 3 (J).
Die Proliferationstendenz der implantierten Zellen ist an sich vorhanden (G, schwarze Pfeile) bzw.
eingeschrinkt beurteilbar, wenn Fremdmaterial wie z.B. Paraffindl miteingebracht wird (H). Implantierte
Grafts stellen sich als helle Areale dar. Die Ausbildung einer interzelluldren Kommunikation féllt nahezu
negativ aus (I, J). Eine hohe Synapsendichte ist in der angrenzenden Umgebung zu verzeichen, die an den
roten Abschnitten zu erkennen ist. Innerhalb des Grafts sind kaum rote Dots zu sehen, die fiir synaptische
Verbindungen charakteristisch wéren. Zu verzeichnen sind singuldre ,,Synapsenstralen, die aus der
Umgebung in das Graft hineinragen und vom bestandenen Neuropil sein kdnnen.

3.2.2 DOPPELIMMUNFLUORESZENZMIKROSKOPIE

Durch die Doppelimmunfluoreszenz konnen die Ergebnisse aus der Hellfeldmikroskopie
bestitigt werden. Die vor der Implantation mit Fast blue markierten Zellen zeigen bei dem
Tier aus Gruppe 1 eine deutliche Positivitdt in der Nestinfarbung (s. Bilder unten). Nestin
zeigt sich dabei als granulomatds bis haarformige Struktur bzw. in Schollenform innerhalb
des Perikaryons, wie es typisch fiir Intermediérfilamente ist. Die Farbung zeigt sich dabei
in nahezu allen Zellen identisch. Vereinzelt scheint das Fast blue von der Intensitdt her
leicht abgeschwiécht. Dies beruht darauf, dal der Marker bei proliferienden Zellen an die
nachfolgende Zellgeneration abgegeben und somit aufgeteilt wurde. Im unteren Abschnitt
des Bildes zeigen sich wolkige Artefakte, die vermutlich vom Injektionssystem (z.B.
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Paraffinpartikel) herriihren. Die Beurteilung der markanten Morphologien der Marker Fast
Blue und Nestin wird dadurch teilweise eingeschrinkt.

Das Tier aus Gruppe 3 bestétigt die o.g. Ergebnisse des Tieres aus Gruppe 1, wenn auch
nicht so deutlich. Im aufgefiihrten Bild zeigen sich v.a. im Zentrum Zellen, die zwar Fast
blue, aber kein Nestin aufweisen. Mdglicherweise sind sie in der Entwicklung schon weiter
fortgeschritten und weisen deshalb kein Nestin mehr auf. Dies wird v.a. durch die relativ
schwache Fast blue Farbung dieser Zellen indiziert. In den Zellen, in denen beide Marker
exprimiert werden, erscheint dasselbe morphologische Bild wie bei der Farbung des o.g.
Tieres aus Gruppe 1.

In der TH Farbung zeigen sich bei dem Tier aus Gruppe 1 deutlich positive Zellen. Sie sind
in ihrer Anzahl jedoch stark begrenzt und unterstreichen somit die Ergebnisse, die in der
Immunhistochemie gewonnen wurden. Die TH Intensitét zeigt sich v.a. in den Perikaryen,
wohingegen sich das Fast Blue noch auf die Faser verteilt. Eine fiir die vorliegende Arbeit
bestehende Schliisselfrage, ndmlich die nach der TH-Produktion in den implantierten
Zellen 14Bt sich somit tendenziell mit Ja beantworten. Um ein motorisches Benefit zu
erzielen, ist die Anzahl der dopaminproduzierenden Zellen jedoch zu niedrig. Diese
Tatsache wird im Abschnitt ,,Diskussion‘ noch weiter ausgefiihrt.

In der GFAP Férbung lassen sich positive Zellen bei dem Tier aus Gruppe 1 feststellen.
Das GFAP stellt sich als rote Gewebestruktur dar, die dem Faserverlauf folgt. Durch
simultane Fast Blue Positivitit sind die markanten Zellen eindeutig dem Implantat
zuzuordnen. Die Anzahl der FB/GFAP positiven Zellen ist jedoch sehr gering, wodurch
eine geringe Differenzierung der implantierten Zellen in Glia impliziert wird.

Die deutliche Positivitdt, die in der BrdU Immunhistologie bei dem Tier aus Gruppe 1
vorhanden ist, 146t sich in der Fluoreszenz nicht bestdtigen. In dem gewonnenen Abschnitt
fallen hochsten 5-6 offensichtlich proliferierende Zellen auf (40fache Vergroerung). Dies
wird durch die schwicher werdende Fast Blue Intensitit unterstrichen, die nach
Zellteilungen abnimmt, da der Marker auf die Tochterzellen weitergegeben wird. Bei dem
Tier aus Gruppe 3 bietet sich dagegen ein anderes Bild: innerhalb des Grafts sind deutlich
BrdU-positive Zellen zu detektieren, wie sie auch schon in der Histologie aufgefallen
waren. Da sie ebenfalls Fast Blue positiv sind, lassen sie sich dem implantierten Graft
zuordnen.

Eine Immunfluoreszenzuntersuchung fiir Synaptophysin wurde von dem Tier aus Gruppe 1
durchgefiihrt. In dem untersuchten Material kann eine deutliche Bildung dieses
Glykoproteins nachgewiesen werden. Dies wird anschaulich fiir die simultane Positivitat
fiir Fast Blue und Synaptophysin, so daf} die Intensititen eindeutig den implantierten
Zellen zugeordnet werden konnen. Die Proteinkomplexe erscheinen ebenso wie in der
Immunhistochemie als rote Dots, die v.a. in der Zellmembran lokalisiert erscheinen.
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Abb. 20 Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie. Dargestellt sind die Grafts eines Tieres aus Gruppe 1 und
aus Gruppe 3 mit Implantationslokalisation in das Striatum. Mit jeweils weilen Pfeilen markiert sind
implantierte Nestin-positive Zellen, die vor der Applikation mit Fast blue markiert worden sind (A, B).
Vereinzelt zu erkennen sind TH-positive Fasern (C, weile Pfeile), die ebenfalls vereinzelt
Proliferationstendenz zeigen (E, weiler Pfeil) und interzelluldre Kontakte auszubilden scheinen (G, weille
Pfeilgruppen). Die Differenzierungstendenz in Gliazellen, darstellbar durch eine GFAP-Immunhistochemie,
scheint gering ausgepriagt zu sein (B, Pfeilgruppe). Der einzelne Pfeil in B zeigt eine implantierte Zelle
(Fastblue +), die kein GFAP exprimierte. Schwierigkeiten in der Beurteilung der Diffenzierungstendenzen
ergeben sich, wenn Zellen in Clustern zusammenliegen (F); die Beurteilung, ob in diesem Bild BrdU-+
Zellen vorhanden sind, ist kaum moglich. Dennoch sind viele implantierte, Fast blue-+ Zellen zu erkennen,
die bis an den Rand des Bildes reichen. Scale bar bei 20x VergroBerung: 25 um, bei 40x Vergroflerung: 12,5
um

3.2.3 AUTORADIOGRAPHIE

Die  '“I-BCIT-Autoradiographiebilder ~ dienen dazu, einerseits die neurale
Dopamindepletion, andererseits die Lokalisation von Transplantatgewebe zu
veranschaulichen. Dazu wurden rostrale, mediale und dorsale Schnitte von der Substantia
nigra und dem Striatum angefertigt. Zur Dekapitation und Entnahme der Hirne verweise
ich auf den Abschnitt Material und Methoden.

Fiir die Anfertigung von Substantia nigra Schnitten am Kryotom diente zur Orientierung
und Detektion der Struktur die Hippocampusformation, die makroskopisch deutlich zu
erkennen ist. Insbesondere der Gyrus dentatus wurde dabei als Leitstruktur herangezogen,
der makroskopisch ebenfalls gut auszumachen ist. Als Quelle diente der Rattenatlas von G.
Paxinos und C. Watson (rat brain atlas fig. 38-44).

In den rostralen Abschnitten sieht man eine deutliche Depletion, die sich v.a. auf die Pars
compacta erstreckt. Trotz der teilweise schwachen Kontrastverhéltnisse der Préparate 1463t
sich eine Differenz zwischen der intakten linken und der lddierten rechten Seite
ausmachen. Erschwert wird die Beurteilung durch den relativ geringen Anteil der Pars
compacta an der gesamten Substantia nigra. Dennoch fillt in allen Abschnitten, die
angefertigt wurden, gerade in dem Areal, in dem der kompakte Teil angelegt ist, im
Vergleich zur Gegenseite eine Intensititsabblassung auf, die auch durch das transplantierte
Gewebe nicht kompensiert werden kann.

Vergleicht man die Bilder der Tiere, die Zellen unterschiedlicher Passage (friih-spit)
erhalten haben, sind in der Reinnervation dem Bild nach keine eindeutigen Unterschiede
auszumachen. In den Bildern sind die oben beschriebenen Seitenunterschiede vorhanden
und in beiden Fillen ist eine ausreichende Kompensierung durch die implantierten Grafts
ausgeblieben, wie auch anhand der motorischen Tests deutlich wird. Desweiteren zeigen
die beiden Bilder unterschiedliche Abschnitte der Substantia nigra.

Anhand der Schnitte eines Tieres konnte gezeigt werden, wie der Verlauf des Stichkanals
und die definitive Position eines Grafts ist. Hierbei ist zu erwdhnen, dall dieses Tier mit
einer Metallkaniile implantiert wurde. Dennoch verdeutlicht dieses Bild, dal anhand der
stereotaktischen Koordinaten gezielt Gewebe an den Zielort gebracht werden konnte.

Zur Anfertigung der Striatumschnitte wurde ebenfalls der Rattenatlas herangezogen. Das
Striatum an sich ist so grof3, das es makroskopisch eindeutig zu erkennen ist und keine
Leitstrukturen bendtigt werden (rat brain atlas fig. 10-35).

Die Darstellung der Dopamindepletion 146t sich anhand des Striatums ungleich deutlicher
darstellen als mit Substantia nigra Schnitten. Sowohl in den rostralen, als auch in den
medialen und dorsalen Bereichen ist eine deutliche Abblassung auf der ladierten Seite zu
erkennen, wenn man die intakte Seite als Referenz hinzuzieht. Desweiteren fillt auf, dass
der latero-craniale Teil des Striatums teilweise geschidigter und denervierter erscheint als
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der medio-caudale Abschnitt. Dies gilt sowohl fiir die medialen als auch fiir die dorsalen
Areale.

Auch hier konnte gezeigt werden, dal Transplantatgewebe an den Zielort gebracht werden
kann.

Abb. 21 Schnitt durch die dorsale Substantia nigra. Deutlich zu sehen ist die Abblassung der Struktur
nach Lision mit 6-OHDA (weille Pfeile).

Abb. 22 Autoradiographische Markierung des Grafts. Deutlich zu erkennen ist die Lokalisation der
implantierten Zellen in der Substantia nigra (groBer Pfeil), zwei weitere Zellcluster befinden sich weiter
kranial und markieren den Injektionstrakt der Kapillare.
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Abb. 23 Autoradiographie des Striatums. Dargestellt sind Schnitte des ventralen (A), medialen (B) und
dorsalen Striatums (C). In allen Abschnitten ist eine deutliche Seitendifferenz im dopamindepletierten Ncl.
caudatus und Putamen zu verzeichnen, v.a. im vorderen und mediolateralen Teil. Im dorsalen Striatum fallt
die Differenz weniger ausgeprigt aus. In einem weiteren Bild ist die Lokalisation implantierter Grafts zu
erkennen (D), regelrecht platziert in der Zielstruktur. Sie scheint relativ scharf abgegrenzt. Eine dopaminerge
Reinnervation 148t sich anhand dieser Darstellung nicht festmachen,

4. Diskussion

In der vorliegenden Studie sollte gekliart werden, ob und inwieweit adulte neuronale
Stammzellen in die Zielstrukturen Striatum und Substantia nigra eingebracht werden
konnen.

Urspriinglich entwickelt wurde das Implantationsmodell von A. Bjorklund et al., bei dem
eine Zellsuspension in das Zielgewebe eingebracht wurde und damit kleine homogene
Zellnester entstanden. Modifiziert wurde dieses Verfahren 1994 von einer Arbeitsgruppe
um G. Nikkhah, die neurales Gewebe in Suspension mit Hilfe einer Glaskapillare
applizierten und somit wesentlich schonender transplantieren konnten (Nikkhah et al.,
1994c).

Wir orientierten uns an dieser Vorgehensweise. Uns gelang es, mit Hilfe einer
Handpumpe, einem mit Paraffindl entliifteten Schlauchsystems, an dessen Ende sich eine
Glaskapillare aus eigener Herstellung befand, Einzelzellsuspensionen in das Striatum und
in die Substantia nigra einzubringen. Dabei wurden ca. 450000 adulte Progenitorzellen an

69



sechs verschiedene Loci im Striatum und ca. 300000 Zellen, verteilt auf 4 Loci, in die
Substamtia nigra eingebracht.

Wie schon in vorhergehenden Studien mit embryonalen neuralen Vorlduferzellen konnte
mit diesen Materialien das Operationstrauma reduziert werden; zudem wurde das Graft
deutlich besser in das Empfiandergewebe integriert. Dies spiegelte sich in einer homogenen
Morphologie und einer ansatzweisenVerbesserung in den sensomotorischen Tests wider.
Im Folgenden sollen nun einzelne Aspekte aus unserer Arbeit erdrtert werden, die im
Hinblick auf unsere zukiinftigen Experimente optimiert werden kdnnen.

4.1 OPERATIONSPROTOKOLL

4.1.1 TRAUMA

Mit dem immunhistochemischen Nachweis von glial fibrillary acidic protein (GFAP) ist es
moglich, eine Aussage dariiber zu treffen, in welchem AusmaBl sich eine
Entziindungsreaktion anschlief3t, initiiert von Astrozyten des Empfangergehirns.

In den Bildern in der Hellfeldmikroskipie 1d6t sich erkennen, daf} eine maéBige
Entziindungsreaktion stattfindet. Diese findet vornehmlich innerhalb des Grafts statt und
nur zu geringen Anteilen in der Umgebung. Zieht man nun die Bilder der
Immunhistochemie hinzu, in denen sichtbar wird, dal die implantierten Zellen sich nur
vereinzelt zu Astrozyten differenzieren zu scheinen, mufl diese Reaktion von dem
Empfiangergewebe ausgehen. Bei Betrachtung des Einstichkanals ist nur eine leichte
Entziindungsreaktion sechs Wochen nach Transplantation zu erkennen. Diese scheint auch
vom Empfingergewebe auszugehen, wie es in der Immunhistochemie deutlich wird.
Desweiteren kann man als Vergleich ein Tier hinzuziehen, welches mit Metallkaniile
implantiert worden ist. Bei diesem Tier zeigt sich auch eine deutliche Entziindungsreaktion
in der Umgebung des Grafts; diese entsteht mdglicherweise aus dem ca. siebenfach
grofleren Durchmesser der Injektionskaniile und zum anderen durch eingebrachte Artikel
von Paraffin/Staub oder dhnlichem.

Obwohl schon deutlich geringer als bei der Implantation mit einer Metallkaniile, scheint
sich eine Affektion des umgebenden Gewebes trotz mikrotraumatischer Applikation mit
einer Glaskapillare nicht vollstindig vermeiden zu lassen. Dennoch lassen sich die
Ergebnisse zuvor gemachter Studien bestdtigen, daBl eine deutlich geringere
Traumatisierung gemacht wird. Und dies sowohl in den Implanatationsloci selbst als auch
im Einstichkanal.

4.1.2 DIE LASION miIT 6-OHDA

Die Operationen verliefen problemlos. Die Narkoseeinleitung mit Ketamin und Xylazin
verlief komplikationslos. Auch die weiteren Schritte wie die Trepanation und die Injektion
des Toxins in die Zielstrukturen verliefen ohne Probleme. Grofere Blutungen, z.B. nach
Verletzung des Sinus sagittalis superior, konnten stets mit geringen Mengen H»O, gestillt
werden.

Wie aus unserem Studiendesign hervorgeht, erfolgt die Injektion des Toxins in das
nigrostriatale und mediale Vorderhirnbiindel. Somie handelt es sich um eine unselektive
Degeneration der dopaminfiihrenden Afferenzen. Eine selektivere Destruktion z.B. durch
direkte intrastriatale Injektion in Hinsicht auf das Outcome nach Implantation der Grafts ist
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moglicherweise aussagekréftiger, weil eine geringere Lédsion auftritt und intrastriatale
Implantate somit einen hoheren Effekt aufweisen. Dies wiirde vielleicht eher einem
fritheren klinischen Stadium der Parkinson'schen Erkrankung entsprechen.

4.1.3 TRANSPLANTATION DER PROGENITORZELLEN

Probleme ergaben sich im Rahmen der Anisthesie, da die Tiere ca. 90-120 Minuten
narkotisiert werden miissen; da die Halbwertszeit vor allem des Ketamins deutlich kiirzer
ist, muBte nachappliziert werden, was teilweise zu Narkosezwischenfdllen mit Versterben
des Tieres endete.

4.1.4 INJEKTIONSSYSTEM

Wir benutzten ein Injektionssystem, welches per Hand iiber eine Pumpe betrieben wurde.
Probleme traten vor allem in der Hinsicht auf, da8 die Injektion der Suspension vereinzelt
ruckartig erfolgte. Dies liegt vermutlich an einer gewissen Inkongruenz zwischen der
Pumpe und dem Paraffindl. Dabei wurde bei einer bestimmten Anzahl von Umdrehungen
an der Pumpe nicht die dementsprechende Menge injiziert. Sobald man weiterdrehte,
erfolgte dann eine relativ rasche Injektion in das Gewebe, nachdem dessen Druck bzw.
Widerstand iiberwunden war. Dadurch lief3 sich die Applikation der Suspension erschwert
durchfiihren, wodurch sich die Menge des injizierten Gewebes auch teilweise nur schétzen
lie}. Dieser Umstand erschwerte vor allem die Injektionen in die tieferen Loci der Trakte
vornehmlich der Substantia nigra. Bei den oberflachlicher gelegenen Loci war das Gewebe
schon durch die Injektionskaniile auseinandergedringt worden und der Widerstand im
Gewebe somit geringer.

Die Aspiration der Zellsuspension ist nur nach guter, aber vorsichtiger Durchmischung in
einem Eppendorfgefall moglich.

4.1.5 GLASKAPILLAREN

Die liberwiegende Anzahl der Kapillarspitzen hatte einen Durchmesser von 70-80 pum,
gemessen unter einem Mikroskip mit Eichskala.

Die Lénge des sich verjiingenden Abschnitts, der in das Gewebe hinabgelassen wird, ist
problematisch. Diese Komplikation zeigte sich vor allem bei der Implantation von Zellen
in die Substantia nigra, da die Kapillarenspitze teilweise kiirzer war als der
Implantationstrakt (~ 8mm); dies fiihrte zu einer Verdringung oberfldchlicher kortikaler
Strukturen durch den zunehmenden Durchmesser des Konus der Kapillare.

Es gibt unterschiedliche Erkldrungsansdtze fiir die bestehenden Probleme und die
unzureichenden Ergebnisse im Tiermodell und in der klinischen Erprobung. Zunichst ist
die stereotaktische Operation mit der Er6ffnug der Blut-Hirn-Schranke verbunden, so daf3
dadurch eine erhohte Infektionsgefahr besteht. Ratten bieten sich deshalb als
Versuchsobjekte an, weil sie sehr resistent in bezug auf Entziindungen sind. Das Einfiihren
der Injektionskaniile stellt einen sehr traumatischen Eingriff dar. Der duBlere Durchmesser
betrdgt ungefdhr S00um und hinterlat somit einen grofen Einstichkanal.

Desweiteren fiihrt die mechanische Beanspruchung und das Einbringen von allogenen
Transplantaten zu einer astrozytiren Reaktion und zu einer ,,Narbenbildung®, die jedoch
nicht zwangsldufig zum Untergang des implantierten Gewebes fiihren mufl. Dennoch wird
die Uberlebensrate der Grafts dadurch sehr dezimiert, so daB moglicherweise nur 5-10%
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der urspriinglich implantierten Zellzahl iiberlebt (Abrous et al., 1988; Brundin et al., 1989;
Barker et al., 1996).

4.2 IST EINE AUSSAGE UBER DIE ANZAHL DEGENERIERTER NEURONE MOGLICH?

Um eine Aussage dariiber treffen zu konnen, inwieweit die Tiere erkrankt sind, kann man
die Daten der Apomorphin- und Amphetamin- Rotation heranziehen. Wie bereits in der
Einleitung erwdhnt, kommt es zu einem gerichteten Drehverhalten kontralateral zur
ladierten Seite bei Apomorphinapplikation. Dies geschieht, wenn die Dopaminmenge um
mindestens 90% der urspriinglichen Konzentration reduziert wurde. Nach
Amphetaminapplikation rotieren die Tiere nach ipsilateral. Dabei ist ca. 50-70% der
urspriinglichen striatalen Transmitterkonzentration depletiert. Das Verhalten der Tiere
unter Apomorphin ist nach den beschriebenen Fakten somit aussagekréftiger, weil hier auf
eine komplette Lésion hingewiesen wird.

Wir haben die Tiere erstmals vier Wochen nach der 6-OHDA-Lésion auf ihr Verhalten hin
getestet.  EinschluBkriterium  fiir die nachfolgende Transplantation war die
Amphetaminrotation, bei der die Tiere mindestens sechs Umdrehungen pro Minute zu
vollfiihren hatten. Somit kénnen wir davon ausgehen, daB} alle Ratten zumindest eine
partielle Lasion hatten, d.h. also, daB3 ein mindestens 50%-iger einseitiger Dopaminverlust
vorliegt.

Diese Tatsache spiegelt sich auch in den Autoradiographiebildern wider. Anhand dieser
Methode lieBen sich die striatale und nigrale Dopamindepletion erfassen. Der
Dopamingehalt im Striatum solcher Tiere mit vollstindiger Lésion des nigrostriatalen
Systems, die liber das Rotationsverhalten nach Apomorphin- und Amphetaminapplikation
detektiert werden konnten, liegt laut fritheren Studien bei weniger als 2% im Striatum und
1-4% im Ncl. accumbens (Nikkhah et al., 1994b; Olsson et al., 1995).

4.3 BETRACHTUNG DER IMPLANTATIONSLOKALISATIONEN
4.3.1 INTRASTRIATALE TRANSPLANTATION

In der vorliegenden Studie haben wir Verhaltensmuster von Tieren mit rechtsseitiger
Lasion dopaminerger nigrostriataler Trakte wuntersucht. Dabei konnten stabile
Verhaltensdnderungen in verschiedenen Tests gefunden werden. Die Ratten zeigten
Apomorphin- und Amphetamin-induziertes Rotationsverhalten. AuBerdem konnte eine
ausgepragte Hypo-/Akinesie der Vorderpfoten in mehreren Tests festgestellt werden. Von
der Lésion nicht beeintrachtigt war die Spontanaktivitit.

Einen Monat nach Lésion zeigten die Tiere etwa 10 Kérperumdrehungen pro Minute nach
Applikation  von  Amphetamin.  Rotationsverhalten  tritt  auf, wenn die
Dopaminkonzentration und die Rezeptordichte interhemisphérische Unterschiede aufweist
(Dunnett und Robbins, 1992). Dabei liegt ein unilateraler Dopaminverlust von mindestens
50% vor. Allerdings ist die Korrelation zwischen dem Ausmal} der Lésion und der Anzahl
der Umdrehungen gering (Hudson et al., 1993).

Apomorphininduziertes Verhalten ist bedingt durch eine Hochregulation striataler
postsynaptischer Dopaminrezeptoren auf der ipsilateralen Seite der Lasion und tritt auf
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nach Degeneration von iiber 90 % der dopaminergen Neurone in der SNc. Nach
Applikation von Apomorphin ausgeldstes Rotationsverhalten korreliert mit dem Ausmal}
der Degeneration und tritt auch auf nach kompletter Léision des medialen
Vorderhirnbiindels, wie es in dieser Studie durchgefiihrt wurde und teilweise zu
beobachten ist (Nikkhah et al., 1994a, b und 1998).

In den Tests zur Einschitzung der kontralateralen Vorderpfotenbeweglich- und
geschicklichkeit traten zum Teil erhebliche Defizite auf.

Im Side Stepping Test waren in der Vorhandrichtung die Anzahl der Schritte um bis zu 90
% des Ausgangswerts reduziert, fiir die Riickhand wurden etwa 60-70 % des
Ausgangswerts gemessen.

Auch im Side Falling Test konnten fiir alle Gruppen deutlich geringere Werte fiir die
kontralaterale Vorderpfote gemessen werden.

Olsson et al. beschrieben 1995 die auch in dieser Arbeit verwendeten Versuche, um eine
Einschitzung der Vorderpfotenakinesie vornehmen zu konnen. Die Arbeitsgruppe
beschrieb dhnliche Ergebnisse wie in der vorliegenden Studie. Auch dort wurde eine starke
Verminderung der Ausgleichsschritte im Side Falling Test beschrieben. Die Tiere sind
ebenfalls einseitig mit 6-OHDA behandelt worden. War der Lésion eine Test- und
Ubungsserie vorangegangen, konnten sogar noch grossere Defizite detektiert werden.
Dementsprechend muf bei diesen Tieren davon ausgegangen werden, da3 ca. 60-70 % der
TH-positiven Fasern im mittleren und lateralen Striatum degeneriert sind. Eine derartige
Léasion und Degeneration ist notwendig, damit oben beschriebene Defizite in den
genannten Tests auftreten (Nikkhah et al., 1998; Kirik et al., 1998; Olsson et al., 1995).
Wesentlich entscheidend hierfiir ist die Wahl der Injektionsorte. Wie auch in dieser Arbeit
durchgefiihrt, kann mit Injektion des Toxins 6-OHDA in die Substantia nigra und in das
mediale Vorderhirnbiindel eine fast komplette Depletion der dopaminergen Zellen in der
SN erreicht werden. Das Resultat ist eine deutlich verminderte Dopaminkonzentration im
Striatum (Schmidt et al., 1983).

Alternativ hierzu kann man auch direkt das Toxin in das Striatum applizieren. Auch hierbei
kommt es zu einem konsekutiven striatalen Dopaminmangel und einer Degeneration der
nigrostriatalen Fasern und zu einem Untergang der Neurone in der SNc. Entscheidend
hierfiir ist vor allem die Verteilung des Toxins auf mehrere Lokalisationen unter Einschluf3
des kaudalen Striatums und einer Mindestmenge an Toxin von 28ug. Fiihrt man die Lésion
unter diesen Prdmissen durch, werden bis zu 90 % der striatalen TH- positiven Fasern
zerstort (Kirik et al., 1998; Sauer und Oertel, 1994).

Ein weiterer Test zur Einschidtzung der Vorderpfotengeschicklichkeit stellt der sog.
Staircase Test dar. Wie auch in dieser Studie beschrieben, kommt es nach unilateraler
Lésion mit 6-OHDA zu einer deutlichen Einschriankung der Geschicklichkeit, die auch
schon von anderen Arbeitsgruppen beschrieben wird (Nikkhah et al., 1998). Bei Defiziten
in diesem Test muBl man mit einem Verlust von ca. 80-95 % der lateralen TH-positiven
Fasern rechnen, was einer Reduktion der striatalen Dopaminkonzentration von ungefahr
80-90 % entsprechen wiirde. Und verschiedene Arbeiten zur Beschreibung der
funktionellen Anatomie der Basalganglien weisen darauf hin, dafl das laterale Striatum
eine wichtige Rolle in der Geschicklichkeit der Extremitéten zu spielen scheint. Da wir
anhand oben beschriebener Tatsachen davon ausgehen konnen, dal3 die Tiere in dieser
Studie an Parkinson erkrankten, stellt sich die Frage, warum die Implantation der adulten
Progenitorzellen zu keiner oder nur ansatzweise, mdglicherweise spontanen Verbesserung
der Symptomatik fiihrte (Amalric et al., 1995; Nikkhah et al., 1998; Kirik et al., 1998).

Die angewandte Technik der Mikrotransplantation bietet die Moglichkeit, neuronales
Gewebe an unterschiedliche, multiple Lokalisationen einzubringen. Durch kleine, sich gut
in das Empfiangergewebe integrierende Implantate kann sowohl die Vitalitit der Grafts
sichergestellt als auch eine umfassende Reinnervation grofler Teile des Striatums erreicht
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werden. In dieser Studie wurden ca. 450000 adulte neuronale Progenitorzellen in das
Striatum und ca. 300000 Zellen in die Substantia nigra implantiert. Identische Mengen
wurden in anderen Studien verwendet. Das Resultat war, dal eine Steigerung der
Dopaminkonzentration von < 1 % post laesionem auf ca. 30 % post transplantationem bei
Verwendung von fetalem neuronalem Gewebe erzielt werden konnte. In Studien, in denen
die Menge der implantierten Zellzahl verdoppelt wurde, konnte zwar eine hohere
Reinnervation von 45-80 % erzielt werden. Die Ergebnisse der Verhaltenstests spiegelten
allerdings einen nahezu identischen funktionellen Effekt wider, d.h. es wurde kein besseres
outcome erzielt (Nikkhah et al., 1993).

Aus der Literatur geht hervor, dal ab einer striatalen Dopaminkonzentration bzw.
dopaminergen Reinnervation von 30 % Verbesserungen in den Verhaltenstests erzielt
werden konnen. Erreicht man einen Reinnervationsgrad von mindestens 50 %, kann man
bei den betroffenen Tieren von einem nahezu normalen Verhalten ausgehen. Dennoch
scheint es so, da3 zwischen Verhalten und Reinnervation keine lineare Korrelation
bestiinde, wenn bei zunehmender Reinnervation keine besseren funktionellen Effekte
erzielt werden (Nikkhah et al., 1993).

Fiir diesen Zusammenhang wurden unterschiedliche Erklarungsversuche unternommen.
Verschiedene Studien {iberpriiften die Hypothese, ob fiir eine ausreichende Therapie der
komplexen Verhaltensweisen noch weitere, auch urspriinglich dopaminerg innervierte
Regionen auflerhalb des Striatums reinnerviert werden miissen. Denn bei der Injektion von
6-OHDA in das MFB und die Substantia nigra, wie in der vorliegenden Arbeit auch
durchgefiihrt, konnten auch andere Areale, z.B. limbische und kortikale Regionen,
denerviert werden, was Einflull auf Sensomotorik und Motivation der Tiere haben konnte.
In Studien mit striataler 6-OHDA-Injektion wurde dieser Behauptung nachgegangen. Das
Resultat widerspricht aber der genannten Hypothese. Denn durch die selektive striatale
Injektion bleiben die limbischen und kortikalen Regionen intakt oder werden nur partiell
ladiert. Es wurden multiple Implantate in das Striatum eingebracht. Es zeigten sich
darauthin zwar Verbesserungen in den Verhaltenstests, eine komplette Normalisierung war
jedoch nicht zu verzeichnen. Daraus 146t sich schlieBen, dal die Dopamindenervation in
den limbischen und kortikalen Regionen nicht der entscheidende Faktor ist, der in Tieren
mit kompletter 6-OHDA-Lésion eine vollstindige Normalisierung unterbindet (Lewis und
Sesack, 1997; Rodter et al., 2000).

Ein weiterer Aspekt, der in Betracht gezogen werden sollte, ist die heterotope Implantation
der Grafts. Bei zwei Gruppen in dieser Arbeit (Gr. 1 und 3) wurde das Gewebe in das
Striatum eingebracht, d.h. potentiell dopaminerge Neurone befinden sich entfernt von ihrer
urspriinglichen Position in der SNc. Das bedeutet, dal sie moglicherweise anderen
Regulationsmechanismen unterliegen als in ihrer urspriinglichen Umgebung. Dort wird die
Aktivitdat durch Afferenzen aus dem Globus pallidus, dem Ncl. subthalamicus, aber auch
aufsteigender Bahnen vom Ncl. pedunculopontinus und den Raphekernen reguliert (Lewis
und Sesack, 1997).

Eine geringe Dopaminausschiittung findet demnach aus den Neuronen der Substantia nigra
konstant statt. Bei Bedarf kann die Sekretion ,,geboostert werden. Bei ektop platzierten
Neuronen stellt sich die Frage, ob sie diesem gleichen Mechanismus unterliegen.
Verschiedene Studien konnten zeigen dall heterotop implantiertes Gewebe einer
Autoregulation unterliegt, die dazu fiihrt, daB Dopamin in einem tonischen Zyklus
sezerniert wird. Dies weist darauthin, daB3 die Zellen vital sind und in das umgebende
Empfiangergewebe integriert worden. Zusédtzlich konnte noch nachgewiesen werden, daf3
die Grafts efferente und afferente synaptische Verbindungen mit dem Empfangergewebe
bilden (Freund et al., 1985; Strecker et al., 1987; Clarke et al., 1988; Rioux et al., 1991).
Oben aufgefiihrte Aspekte wurden in Studien erarbeitet, in denen fast nur embryonales und
fetales neuronales Gewebe verwendet wurde. Wie bereits in der Einleitung erwihnt, liegen
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fir embryonale und fetale Transplantate wesentlich mehr Erfahrungsberichte vor. In
einzelnen Arbeitsgruppen konnte jedoch nachgewiesen werden, dafl adulte neuronale
Progenitorzellen sich in das Empfangergewbe integrieren lassen, die Zellen vital sind und
tendenziell Dopamin produzieren (Svendsen et al., 1996; Yang et al., 2002; Burnstein et
al., 2004). Diese Ergebnisse konnen wir anhand der vorliegenden Studie tendenziell
bestétigen. Vor allem die Gruppen 1 und 3 zeigen dies.

Wie auch bei embryonalem Gewebe, scheint bei der Implantation von adulten Zellen die
Umgebung eine malBigebliche Rolle zu spielen (Vicario-Abejon et al., 1995; Gage et al.,
1995).

Betrachtet man nun die beiden wesentlichen Mechanismen, die der Dopaminauschiittung
in tonischer Form und die Integration der Zellen in die Umgebung mit Ausbildung
interzelluldrer ~Kommunikation, scheint es so zu sein, daB eine alleinige
Dopaminsubstitution nicht fiir eine Wiederherstellung des Verhaltens ausreichend ist.
Dieses kommt vor allem bei komplexen Tests wie dem Side Stepping und Staircase Test zu
tragen, bei denen auch in dieser Studie keine signifikanten Verbesserungen eingetreten
sind.

Eine Wiederherstellung des normalen Verhaltens in komplexen sensomotorischen Tests
wiére prinzipiell erst dann zu erwarten, wenn das implantierte Gewebe denselben
Regulationsmechenismen unterworfen wére, wie sie in der Substantia nigra vorherrschten.
Weiterhin muf3 in Betracht gezogen werden, da3 in Studien mit partiell lddierten Tieren,
d.h. striatale 6-OHDA- Injektion oder ein Rotationsverhalten nach Amphetamin- nicht aber
nach  Apomorphinapplikation, = Kompensationsmechanismen auftreten, die ein
vermeintliches Benefit durch implantiertes Gewebe vorgeben.

Dabei kann zum einen das kontralaterale nigrostriatale System i{iber Kommissurenfasern
EinfluB nehmen. Dies resultiert in einer erhdhten Dopaminfreisetzung oder in einem
erhohten Dopaminumsatz (Nieoullon et al., 1977; Rodriguez et al., 1990).

Zum anderen kann es ipsilateral zu einem erhéhten Dopaminstoffwechsel der verbliebenen
dopaminergen Neurone kommen. Daraufhin kénnen trotz vorangegangener Lasion fast
normale Dopaminkonzentrationen im Striatum nachgewiesen werden (Hefti et al., 1980;
Garris et al., 1997). In der vorliegenden Studie konnte man diesen Umstand in Betracht
ziehen z.B. fiir das Rotationsverhalten nach Apomorphin nach 20 Wochen Beobachtung in
der Gruppe 1 oder die Rotation unter Amphetamin in der Gruppe 2 nach 20 Wochen. Auch
in den komplexeren Verhaltenstests kann man diese Beobachtung machen.

Ein weiterer Aspekt, der in der Einleitung angerissen wurde und hier beriicksichtigt
werden soll, ist die Rolle von Neuropeptiden wie Dynorphin, Enkephalin und Substanz P.
Nach Implantation von fetalem Gewebe aus dem ventralen Mesencephalon konnte eine
partielle Normalisierung der zum Teil kompensatorisch hochregulierten Peptidexpression
nachgewiesen werden. Im indirekten Weg (SNc¢ = CPu = GPe = STN = GPi =
Thalamus) konnte nach Implantation der Grafts ein Riickgang der Dopamin D2- und der
Enkephalinexpression registriert werden, die nach der Lésion hochreguliert waren. Im
direkten Weg (SNc = CPu = GPi = Thalamus) blieb die Expression von Substanz P
nach der Transplantation unverdndert. Somit wire zu iiberlegen, ob die implantierten
Gewebe im indirekten Weg einen groBeren Effekt erzielen als im direkten Weg. Damit
stellt sich die Frage, ob genau dieser Unterschied in den beiden Projektionswegen der
Schliissel ist, der verhindert, dal trotz ausreichender Dopaminkonzentration, aber
unzureichender interzelluldirer Konnektivitit eine vollstindige Normalisierung des
Verhaltens erreicht wird. Wie in den verschiedenen Studien gezeigt wurde, hingt die
Normalisierung der Peptidexpression auch von der Menge der implatierten Zellen ab. Ist
bei der Enkephalinexpression schon ein Riickgang bei relativ geringen Mengen an
intrastriatalem Gewebe zu verzeichnen, dndert sich die Expression von Substanz P im
direkten Weg auch bei relativ groBen Mengen nur geringfiigig bis gar nicht (Cenci et al.,
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1993). Im Umkehrschluf wiirde man sagen konnen, dal Enkephalin bei
autoregulatorischer tonischer Freisetzung und unzureichender Integration des Gewebes
normalisiert werden kann, wohingegen fiir die Regulation von Substanz P eine
weiterreichende Ausbildung von Afferenzen und Efferenzen stattfinden miif3te.

4.3.2 INTRANIGRALE TRANSPLANTATION

In der vorliegenden Studie haben wir ca. 300000 adulte neuronale Progenitorzellen in die
Substania nigra implantiert. Vorteil dieser Vorgehensweise ist, dal die Zellen homotop
eingebracht werden und somit die Moglichkeit besteht, dal die Zellen in die
Regulationsmechanismen integriert werden, denen zuvor die degenerierten Neurone
unterworfen waren.

Nachteil dieser Methode ist, da3 die Substantia nigra eine relativ kleine und tiefliegende
Struktur im Mittelhirn darstellt. Die Implantation wird dadurch ungemein schwieriger als
bei dem Einbringen von Transplantaten in das Striatum.

Die autoradiographisch untersuchten Tiere zeigten in den Préparaten, dal3 eine Depletion
im Vergleich zur kontralateralen Seite zu erkennen war, obwohl sie schwieriger zu
detektieren ist als bei dem Vergleich der beiden Striatumhilften. Alle Tiere hatten
immunhistochemisch vitale Zellen, die ohne gréere Entziindungszeichen oder
Narbenherde in die Umgebung integriert worden waren und zum Teil TH-Positivitat
zeigten. Eine Beurteilung des Faserwachstums kann nur unzureichend gemacht werden, da
das Schnittverfahren dieser enge Grenzen setzt. Aus vorhergehenden Studien mit fetalem
Gewebe kann aber davon ausgegegangen werden, dall ein Auswachsen von Fasern bis in
das Striatum unwahrscheinlich ist.

Wie auch in anderen Studien, sind in der vorliegenden Arbeit keine Verbesserungen im
Amphetamin-induzierten Rotationsverhalten aufgetreten (Bjorklund et al., 1983; Nikkhah
et al., 1994b; Mendez et al., 1996). Dies gilt auch fiir Apomorphin-induziertes Verhalten.
In einer Studie von 1994 konnte gezeigt werden, dal eine Verbesserung im Apomorphin-
induzierten Verhalten dann zu erwarten ist, wenn eine ausreichend grofle Anzahl an
vitalem dopaminergem Gewebe vorhanden ist, die liber einem bestimmten Grenzwert
liegen muB, bevor eine Anderung im Verhalten sichtbar wird (Nikkhah et al., 1994b). Da
bei unseren Tieren aufgrund der Werte in der Apomorphinrotation teilweise eine
unvollstdndige Lésion anzunehmen ist, ist auch von einer moglichen spontanen
Verbesserung der Tiere auszugehen. Und, wie bereits erwédhnt, waren z.B. in Gruppe 1 und
4 nur noch zwei Tiere nach 20 Wochen beurteilbar. Dennoch sollte man die
Erfolgsergebnisse, die eine mogliche Verbesserung der Motorik darstellen wiirden,
beachten. Insgesamt miissen die EinschluB8kriterien aber strenger gewéhlt werden, um eine
befriedigende Aussage machen zu konnen.

Im Gegensatz zu Untersuchungen mit fetalem Gewebe konnten wir in unserer Studie keine
graftvermittelten Verbesserungen in den komplexen Verhaltenstests festhalten. Dies trifft
sowohl fiir Tiere zu, die Zellen unterschiedlicher Entwicklungstufe (friih/spédt) in das
Striatum bekamen, als auch fiir Tiere, die Implantate in die Substantia nigra erhielten.
Malgeblich entscheidend ist das schwierige Implantationsprotokoll, das moglicherweise
zu wenige Loci vorsieht und die Menge der eingebrachten Zellen unzureichend erscheint;
dies spielt eine umso wichtigere Rolle, wenn besagter Grenzwert an vitalem Gewebe
iiberschritten werden muf3, um eine Verdnderung im Verhalten herbeifiihren zu kdnnen.
Die Ergebnisse der 20-Wochen Tiere deuten jedoch auf eine mogliche Besserung der
Koordination der linken Extremitdt hin. Hierbei féllt v.a. die Gruppe 3 (spite
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Zellpassage/Striatum) im Staircase Test auf, bei der fiinf Tiere beobachtet werden konnten,
die nach der Rotation auch eine vollstindige Lésion gehabt haben miissen. Obwohl nur
leicht erhohte Werte nach 20 Wochen auftreten, deuten sie darauthin, dal ein langerer
Beobachtungszeitraum bessere Ergebnisse hervorbringen konnte.

Ein weiterer Umstand, der zu einer beschrankten Beurteilung der Grafts fiihrte, ist, da3 das
immunhistochemisch untersuchte Tier mit einer Metallkaniile implantiert wurde, was, wie
unter Material und Methoden aufgefiihrt, ein groBeres Operationstrauma bewirkt. Dies
fiihrt zu einer stirkeren Entziindungsreaktion und zu einer Narbenbildung, welches sich
auch in der GFAP-Reaktion der Préparate widerspiegelt. Die Zellen scheinen dennoch vital
zu sein, zeigen bei negativer BrdU- Farbung aber keine Proliferationstendenz.

5. Zusammenfassung und Beurteilung

In der vorliegenden Arbeit konnten wir zeigen, dal3 es uns moglich war, eigens fiir diese
Studie kultivierte adulte neurale Progenitorzellen unterschiedlicher Entwicklungsstufen in
die Zielstrukturen Striatum bzw. in die Substantia nigra einzubringen.

Zusitzlich konnten wir zeigen, dafl die immunhistochemisch untersuchten Gehirne vitale
Transplantate zeigten, die ansatzweise Proliferationstendenzen aufwiesen. Die
Ausfiihrungen im Diskussionsabschnitt sollen dazu beitragen, die Ergebnisse von
unterschiedlichen Blickpunkten und im Kontext des aktuellen wissenschaftlichen Stands
aus zu Dbetrachten. Positiv herauszustellen ist dabei die Tatsache, dal als
Transplantatgewebe ethisch unbedenkliche adulte Neuronen verwendet wurden, die
sowohl in wissenschaftlichen Kreisen als auch in der Offentlichkeit weitgehend akzeptiert
werden.

Ein Aspekt verbreiteter Therapiemodelle, der in zahlreichen Léndern eine 6ffentliche
Diskussion angeregt hatte, ist der Umstand, da3 Zellen von abgetriebenen Foten verwendet
werden. Da jede einzelne Zelle bis zu einem bestimmten Zeitpunkt nach der Befruchtung
durch die Totipotenz zu einem Menschen heranreifen konnte, sind heftige Kontroversen
entfacht worden, die in Deutschland unter anderem zum Embryonenschutzgesetz gefiihrt
haben. Bis heute wird in Kirchen, Institutionen und Offentlichen Veranstaltungen
diskutiert, wie mit diesem Wissenschaftszweig zu verfahren ist und es wird hinsichtlich der
Historie in Deutschland dauern, bis ein Konsens gefunden sein wird. Nicht zuletzt die
Erforschung adulter neuronaler Stammzellen trdgt dazu bei, Ruhe und Rationalitit in die
unterschiedlichen politischen Lager zu bringen, weil weitere Therapieoptionen aufgetan
werden.

Kritisch zu betrachten ist, dal nur ansatzweise funktionelle Verbesserungen in den von uns
durchgefiihrten Verhaltenstests erreicht werden konnten. Deshalb miissen alle
Arbeitsprozesse von der Kultivierung der Zellen iiber die Durchfiihrung und Auswertung
der Tests bis hin zu den Operationsprotokollen ndher beleuchtet und gegebenentalls
iiberarbeitet werden. Einer besonderen Bedeutung kommt offensichtlich der Trasplantation
zu. Dabei scheint die Anzahl der implantierten Zellen und speziell die gleichmaBige
Verteilung iiber die Zielstrukturen Striatum und Substantia nigra ausschlaggebend zu sein.
In unserem Modell wurden adulte neuronale Progenitorzellen mithilfe einer
Mikrotransplantationstechnik in o.g. Strukturen eingebracht. Hierbei wurden verschiedene
Injektionstrakte gewidhlt, um eine moglichst gleichméBige Verteilung der Grafts zu
gewdhrleisten. Mit Hilfe der gewdhlten Technik ist eine deutlich schonendere
Implantation der Zellen mdglich. Dies spiegelt sich zum einen in einer gesteigerten
Vitalitdt der Zellen wider, zum anderen erhofft man sich hierdurch v.a. eine verstirkte
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Funktionalitdt der Zellen, was sich in einer reduzierten Symptomatik ausdriicken sollte.
Eine hinreichende Regredienz des klinischen Erscheinungsbildes ist jedoch weder in
unserem Modell mit adulten Stammzellen noch mit fetalem Gewebe erzielt worden.
Hierbei scheinen multiple Faktoren eine Rolle zu spielen: die Umgebung der Grafts
nehmen essentiell Einflu auf deren Dopaminproduktions- und Sekretionsmechanismen,
Neuropeptide wie Dynorphin, Enkephalin bestimmen die Integration in die Umgebung.
Durch eine unvollstdndige Lision treten Kompensationsmechanismen, die eine exakte
Aussage ler die Funktion der Grafts deutlich erschweren. Und nicht zuletzt ist durch eine
heterotope Implantation gezeigt worden, daBl eine Integration auch in atypischer
Lokalisation moglich ist, die Datenlage fiir adulte Stammzellen jedoch noch nicht
ausreichend ist, um hinreichende Aussagen iiber Vitalitdt und Funktionalitdt treffen zu
konnen.

5.1 KLINISCHE BEDEUTUNG UND ZUKUNFTIGE FRAGESTELLUNGEN

In {iberwiegend experimentellen Studien konnte nachgewiesen werden, daB3 bei
fortgeschrittenen  Parkinson-Erkrankungen  funktionelle = Verbesserungen  durch
Implantation neuronalen Gewebes erzielt werden konnte. Die vorliegende Studie soll dazu
beitragen, kldren zu konnen, ob sich adultes neurales Gewebe als weitere therapeutische
Option eignet. Es hitte den Vorteil, aufgrund der ethischen Aspekte besser verfiig- und
einsetzbar zu sein und bei Versagen anderer Therapien eine Alternative darzustellen.

Die Anwendung von embryonalem Gewebe aus dem ventralen Mesencephalon hat schon
gezeigt, dall die Substitution dopaminerger Neurone funktionelle Benefits hervorrufen
kann. Dies wurde in klinischen Studien getestet. Dennoch sind die Ergebnisse noch fiir
beide, fiir embryonale und adulte Gewebequellen unbefriedigend und starken inter- und
intraindividuellen Schwankungen unterworfen. Daher ergeben sich neue experimentelle
Fragestellungen, die in zukiinftigen Studien geklart werden konnten und im Einzelnen kurz
aufgefiihrt werden:

Verhilt sich adultes Gewebe wie embryonale Zellen?

Welche und inwieweit werden immunologische und regulatorische Prozesse induziert und
beeinfluf3t?

In welcher Form findet eine Interaktion zwischen Graft und Empfanger statt?

Wann und wie findet die Sekretion von Dopamin statt und welche Faserbahnen sind daran
beteiligt?

Wie kann die Integration der Grafts optimiert werden, z.B. durch Applikation von
Wachstumsfaktoren oder modifizierte OP-Verfahren?

Welche Zielstruktur ist am ehesten geeignet, um funktionelle Effekte zu erzielen?

Mit diesen Fragen ist die Liste nur sehr unvollstindig und gefundene Antworten werden
neue Fragestellungen aufwerfen. Dennoch konnte die Beantwortung auch nur einer
einzelnen Frage weitreichende Konsequenzen in der Behandlung des Morbus Parkinson
haben. Zusitzlich konnten durch neuerworbene anatomische und physiologische
Kenntnisse (z.B. die Ausbildung von interzelluldten Afferenzen und Efferenzen) auch neue
Therapieansétze fiir andere neurodegenerative Erkrankungen aufgetan werden.
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3. Staatsexamen: Innere Medizin, Chirurgie, Neurologie, Neurochirurgie
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Beruflicher Werdegang

02.2008 — auf weiteres

Veroffentlichungen

03.2005

Krankenhaus Reinbek -St. Adolf Stift-
Assistenzarzt in Weiterbildung
Medizinische Klinik, Chefarzt Prof. Dr. med. S. Jackle

4. Deutscher Parkinson Kongress/ Frankfurt am Main (3.-5.3. 2005)
Postervorstellung I: Backhus O., Dreher S., Bonsanto M.M., Zoubaa S.,
Habel A., Dictus C., Herold-Mende C., Tronnier V.M. ,, Anwendung von
Verhaltenstest zur Evaluation von Transplantationen adulter neuronaler
Vorliuferzellen im Parkinson-Modell der Ratte

Popstervorstellung II: Dreher S., Backhus O., Henze M., Zoubaa S., Habel
A., Dictus C., Herold-Mende C. und Tronnier V.M. ,, Autoradiographische
Befunde ('’ I-FP-CIT) nach Transplantation adulter neuronaler
Vorliuferzellen im Parkinson-Modell der Ratte

Fachspezifische Tétigkeiten/Zusatzqualifikationen

04.2003
04.2003
03.2005
10.2005 - 11.2007

05.2007

Sprachkenntnisse:

EDV-Kenntnisse:

Interessen/ Aktivitaten:

Kursus ,,Versuchstierkunde und tierexperimentelle Methoden*

Teilnahme International Meeting of the Stem Cell Network NRW
Teilnahme und Postervorstellung auf dem Deutschen Parkinson Kongref3
Frankfurt/Main

Nachtwachen neurologische und internistische Allgemeinstation Kurpfalz-
Krankenhaus Heidelberg

Kursus ,,Advanced Trauma Life Support am Tygerberg Hospital
Kapstadt/Siidafrika

Englisch (in Wort und Schrift), Latein (GroBes Latinum)

Grundlagen fiir Microsoft Windows und Apple Macintosh
11.2006 10-Finger-Schreibkurs VHS Heidelberg

Fahrradfahren, Literatur, Schwimmen, Kochen
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