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Einleitung

1. Einleitung

1.1 6-Hydroxydopamin

6-Hydroxydopamin (6-OHDA) ist ein strukturelles Analogon zu Dopamin, welches sich von

diesem durch eine zusätzliche Hydroxyl-Gruppe am Benzol-Ring an Position 6 unterschei-

det [69] (s. Abbildung 1). 6-OHDA ist hoch toxisch für katecholaminerge Neurone [67, 69]

und wird häufig in Tiermodellen für Morbus Parkinson benutzt. Die selektiv auf katechola-

minerge Neurone beschränkte Wirkung von 6-OHDA wird vor allem auf seine Wirkung und

Aufnahme in Neurone über den Dopamintransporter (DAT) erklärt [48, 69]. Einmal (über den

DAT) in ein Neuron aufgenommen, führt es dort über verschiedene Mechanismen zum Unter-

gang des dopaminergen Neurons. So induziert es oxidativen Stress und führt in der Folge zu

mitochondrialer Dysfunktion [42, 46, 82]. Die Konsequenz ist die Apoptose der betroffenen

Zelle [42] (s. Abbildung 2).

HO

HO

NH2

NH2

OH

HO

HO

Dopamin 6-OHDA

Abbildung 1: Strukturformeln: 6-OHDA: Zusätzliche Hydroxyl-Gruppe am Benzol-Ring.
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Einleitung 2

DAT DAT

6-OHDA6-OHDA

6-OHDA

6-OHDA6-OHDA

Komplex I

Chinone

ROS

ATP ↓

DNA-Fragmentierung

Nucleus

Cyt-c

Apaf-1

Caspase-9

Caspase 3, 6, 7
Zell-Tod

Abbildung 2: 6-OHDA überwindet die Zellmembran mittels Dopamintransportern (DAT).
Die intrazelluläre Oxidation bildet Chinone, diese können durch Interaktion mit H2O2 zu
Hydroxy-Radikalen (OH) konvertiert werden. Zudem inhibiert 6-OHDA den mitochondria-
len Komplex I der Atmungskette mit daraus resultierender Bildung von Sauerstoff-Radikalen
(ROS) und Freisetzung von pro-apoptotischen Molekülen wie Cytochrom c (Cyt-c), welches
die Caspase 9 aktiviert; dies triggert Caspase 3, 6 und 7 und induziert Apoptose. Modifiziert
nach Cabezas et al. [10].

Auch bei M. Parkinson kommt es zur Degeneration dopaminerger Neurone in der Pars

compacta der Substantia nigra und einem daraus resultierenden Dopaminverlust im Striatum

[69, 71, 87]. Hieraus resultieren hauptsächlich die motorischen Symptome der Akinese, Ru-

hetremor, Rigor und posturale Instabilität [6, 43]. Im Tiermodell mit 6-OHDA konnte jedoch

auch ein Teil der nicht-motorischen Symptome nach der Applikation beobachtet werden [52].

In der Folge spielt seither 6-OHDA eine wichtige Rolle bei Tiermodellen des M. Parkinson

[71].
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Einleitung 3

Der Ablauf des Verlusts von dopaminergen Neuronen in Folge von 6-OHDA ähnelt demje-

nigen, der bei M. Parkinson erfolgt. Auch hier führt oxidativer Stress in der betroffenen Zelle

zu mitochondrialer Dysfunktion [6, 42]. Allerdings ist die pathophysiologische Degeneration

dopaminerger Neurone bei M. Parkinson ein über Jahre ablaufender Prozess [6, 71]. Nach der

Applikation von 6-OHDA hingegen wird eine rasche, über Tage bis Wochen dauernde De-

generation dopaminerger Neurone beobachtet [52]. Ein weiterer Unterschied ist, dass bei der

Behandlung mit 6-OHDA und der konsekutiven Degeneration dopaminerger Neurone nur ein

Teil der bei M. Parkinson betroffenen Pathologien auftritt. So kommt es wie bei M. Parkinson

zu einem progressiven Mangel dopaminerger Neurone. Darüber hinaus sind bei M. Parkinson

auch anteriore olfaktorische Strukturen, tiefe Hirnstammregionen sowie der Locus coeruleus

betroffen [6, 20]. Auch die bei M. Parkinson öfters beobachteten Lewy-Körperchen, wel-

che u.a. intrazytoplasmatisch in Neuronen der Sbst. nigra vorkommen [3], lassen sich im

6-OHDA Modell nicht nachweisen [60, 69].

1.1.1 Applikation von 6-OHDA

Systemisch appliziertes 6-OHDA kann nicht die Blut-Hirnschranke überwinden und somit

auch nicht im ZNS wirken. Folglich müssen andere Applikationsformen zum Einsatz kom-

men. Meist wird 6-OHDA daher uni- oder bilateral in Gehirnregionen der Versuchstiere mit

dopaminergen Neuronen injiziert. In der Regel handelt es sich hier um die Sbst. nigra, das

Striatum oder das mediale Vorderhirnbündel [21, 65, 69] (s. Abbildung 3, S. 4). Jede der

einzelnen Injektionsorte weist sowohl Vor- als auch Nachteile auf, grundsätzlich ist die Ap-

plikation von 6-OHDA in das ZNS jedoch ein etabliertes Verfahren.

Die Injektion in das mediale Vorderhirnbündel von Ratten kann zu einem vollständigen

Untergang von A9 (nigrostriatalen)- sowie A10 (mesolimbischen)-Zellgruppen führen [64].

Häufig wird diese Methode unilateral angewendet und führt damit zu folgendem Bild: annä-

hernd vollständiger Untergang der ipsilateralen, dopaminergen Neurone im Striatum sowie

eine hochsensitive Denervation der dort lokalisierten postsynaptischen Dopamin-Rezeptoren

[21, 64, 81]. Hierbei nimmt die Neurodegeneration der dopaminergen Neurone ein derart

ausgedehntes Ausmaß an, welches in dieser Ausprägung beim humanen idiopathischen M.

Parkinson nicht vorkommt [64]. Die singuläre Destruktion der A9-Zellgruppe (nigrostriatal)

hingegen resultiert in einem dem M. Parkinson ähnlichen Bild [64].
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Einleitung 4

Abbildung 3: Schematische Übersicht eines Nagerhirns, Sagittalschnitt. Häufig verwendete
Applikationsorte von 6-OHDA in Gehirnregionen mit dopaminergen Neuronen: Sbst. nigra,
Striatum, mediales Vorderhirnbündel.
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Einleitung 5

Die Injektion von 6-OHDA in die rostrale Sbst. nigra pars compacta führt, verglichen mit

der Injektion in das mediale Vorderhirnbündel, zu einem geringeren Untergang dopaminer-

ger Neurone in der Sbst. nigra und gilt als ein selektiveres Tiermodell mit einer moderaten

Reduktion dopaminerger Neurone [12, 21].

Des Weiteren ist auch das Striatum als Injektionsort von 6-OHDA von Bedeutung. Meist

wird entweder eine ventrolaterale oder eine dorsomediale Injektion durchgeführt [21]. Hier

wird vor allem der ventrolateralen Läsion des Striatums von Ratten Bedeutung zugespro-

chen [39]. Dieses erhält bedeutsame Informationen sowohl aus dem motorischen wie auch

dem sensomotorischen Neokortex. Zudem erfolgt hier eine afferente dopaminerge Innervati-

on von der Sbst. nigra [7, 39]. Hiermit ist das ventrolaterale Striatum vergleichbar mit dem

Putamen von Primaten und Menschen [16, 39]. Gerade was die Ausprägung der Klinik von

Ratten nach der Behandlung mit 6-OHDA in das ventrolaterale Striatum betrifft, wurden bei

diesem Modell übereinstimmende Beeinträchtigungen mit der Klinik des M. Parkinson be-

obachtet. Hierbei handelt es sich um die Bewegungsinitiation, sensomotorische Bewegung

sowie geschicktes motorisches Verhalten [16, 21, 22, 68]. Durch die Dopamin-Entleerung im

ventrolateralen Striatum ließ sich ein Tremor einer Rattenpfote induzieren, wohingegen die

Abnahme dopaminerger Neurone in anderen Bereichen des Striatums einer Ratte nicht zu

dieser Klinik führten [16, 36]. Dies lässt sich auch mit der Beobachtung, dass bei M. Par-

kinson vor allem die dopaminerge Innervation im Putamen abzunehmen scheint [59, 26], in

Einklang bringen.

Das dorsomediale Striatum von Ratten hingegen erhält Afferenzen aus der Sbst. nigra,

Area tegmentalis ventralis sowie dem medialen und frontalen Kortex. Hiermit weist es viel-

mehr Gemeinsamkeiten mit dem humanen Ncl. caudatus auf, welcher bei M. Parkinson we-

niger ausgeprägt betroffen ist [39].

Neben der direkten Injektion von 6-OHDA ins Gehirngewebe gibt es auch die Möglich-

keit der direkten Applikation in die Gehirnventrikel und somit in das Liquorsystem. Bei dieser

Methode wurde 4 Tage nach der Applikation eine Reduktion von TH-positiven Fasern sowohl

im Kortex wie auch im Striatum nachgewiesen [84, 83].

Vorteil dieser Methode ist, dass die intrazerebroventrikuläre Injektion von 6-OHDA zu

einem dopaminergen Zellverlust führt, der mit dem Verlust-Profil des M. Parkinson mehr

Gemeinsamkeiten aufweist. Im Gegensatz zur intrazerebroventrikulären Applikation führt

die Injektion von 6-OHDA in Gehirngewebe zu einer fokalen Läsion um die verwendete

Kanülenspitze [67]. Zudem kommt es lokal zu einer reaktiven Gliose, welche nicht auf die

eigentliche Wirkung des Neurotoxins zurück zu führen ist, sondern mit der mechanischen
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Einleitung 6

Schädigung im Zusammenhang steht [9, 72]. Durch die Injektion von 6-OHDA in den Li-

quor hingegen gelangt dieses in Regionen, welche zuvor nicht mechanisch geschädigt wur-

den. Zusätzlich fand man nach der intrazerebroventrikulären 6-OHDA-Injektion für den M.

Parkinson typische Veränderungen auch in vom Injektionsort fernen Regionen [84, 83]. Die

beidseitige intrazerebroventrikulären Injektion führte zu einer auf beiden Seiten vorkommen-

den symmetrischen Läsion, wie sie bei einer bilateralen Injektion ins Gehirngewebe schwie-

riger zu erzielen ist [67]. Zudem lassen sich im Gegensatz zur Injektion ins Gehirngewebe

sekundäre lokale Reaktionen auf die Manipulation umgehen [67].

Zusammengefasst liefern die oben angeführten Studien [43, 67, 84, 83, 92] sowie unsere

eigenen Untersuchungen klare Evidenz, dass es sich bei der Methode der intrazerebroventri-

kulären Injektion um ein gut geeignetes Läsionsmodell handelt, um die Pathophysiologie des

M. Parkinson zu untersuchen.

Um die erfolgreiche Degeneration einer 6-OHDA-Läsion festzustellen wird der Verlust

dopaminerger Fasern untersucht. Hierfür wird häufig das Enzym Tyrosinhydroxylase (TH)

als Marker verwendet, da TH in der Regel in dopaminergen Fasern exprimiert wird. Es wird

angenommen, dass der Verlust an TH-positiven Fasern mit der Ausprägung der dopaminer-

gen Degeneration korreliert. Eine solche Reduktion der TH-positiven Fasern wurde auch nach

der Injektion von 6-OHDA in beide Seitenventrikel von Ratten sowohl im Striatum wie auch

im Kortex beobachtet [84]. Es ist davon auszugehen, dass diese verhältnismäßig selten an-

gewendete Applikationsform von 6-OHDA ebenso als Tier-Modell mit einer dopaminergen

Degeneration geeignet ist.

1.1.2 Veränderungen nach der Applikation von 6-OHDA

6-OHDA wird seit Ende der 1960er Jahre für Tiermodelle zur Untersuchung von M. Parkin-

son verwendet und ist gut etabliert (s. 1.1 auf S.1). Die Wirkung sowohl von 6-OHDA wie

auch von Dopamin auf Gliazellen ist bisher jedoch wenig untersucht. Diese beiden Wirkme-

chanismen zu verstehen war in den vergangen Jahren Forschungsgegenstand meiner Arbeits-

gruppe. Hierbei wurden im Kortex von Ratten nach intrazerebroventrikulärer Injektion von

6-OHDA Zellen entdeckt, welche positiv für TH waren. In Untersuchungen zeigten diese Zel-

len zum Teil eine Ko-Lokalisaton für GABA bzw. die Glutamatdecarboxylase 67 (GAD67),

wie auch für Calretinin, was darauf hindeutet, dass diese Zellen Interneurone sein könnten

[83].

6



Einleitung 7

Es gibt Hinweise, die darauf hindeuten, dass die TH-positiven Zellen durch einen Phänotyp-

Wechsel bereits existierender Zellen entstanden sind. Dieser Wechsel könnte durch 6-OHDA

gefördert werden. Ein möglicher Trigger hierfür ist bisher unbekannt. Die funktionelle Insuf-

fizienz des lokalen dopaminergen Systems mag hierbei beteiligt sein [51].

Zudem scheinen auch Astrozyten bei der Entstehung TH-positiver Zellen nach der Appli-

kation von 6-OHDA eine Rolle zu spielen. Untersuchungen des Gehirns von biventrikulär mit

6-OHDA läsionierten Tieren zeigten als Reaktion auf die Verletzung von Gehirngewebe re-

aktive Gliose in Form von zellulärer Hypertrophie, Hochregulation des sauren Glia-Filament-

Proteins GFAP sowie Proliferation [72, 84, 86]. Die direkte Reaktion auf Verletzung scheint

hier jedoch nicht die einzige zu sein. Es gibt Hinweise auf indirekte Effekte der durch 6-

OHDA vermittelten Degeneration auf Astrozyten. Diese zeigten sich neben der Sbst. nigra

pars compacta [75] auch in Zielregionen dopaminerger Projektionsneurone. So wurde die

Aktivierung von Astroglia nach der Applikation von 6-OHDA in verschiedenen Vorderhirn-

regionen, der Area ventralis tegmentalis und dem Kortex beschrieben [14, 30].

Nach der Applikation von 6-OHDA fanden sich Zellen, die neben GFAP auch den Pro-

liferations-Marker Ki67 exprimierten sowie teilweise für Nestin positiv waren [84]. Nes-

tin wird typischerweise während der embryonalen und postnatalen Entwicklung exprimiert.

Darüber hinaus fand man es auch in reaktiven Astrozyten, die diesen Marker erneut im

Rahmen einer induzierten Proliferation exprimierten [28, 84]. Dies ist ein Hinweis darauf,

dass reife, post-mitotische Astrozyten in der Lage sind, auf eine Verletzung mit einer De-

Differenzierung in ein Vorläuferstadium zu reagieren [9]. Diese Zellen stellen eine potentielle

Quelle für die Reparatur von Gehirngewebe nach Verletzung dar [9].
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Einleitung 8

1.2 Dopamin

1.2.1 Dopamin-Synthese

Die Synthese von Dopamin findet im Zytosol von dopaminergen Neuronen in deren Zell-

körper und Fortsätzen statt [80]. Das synthetisierte Dopamin wird dann aus dem Zytosol

mit Hilfe des vesikulären Membrantransporters 2 (VMAT2) in Sekretgranula aufgenommen

[33, 85]. Dopamin wird in dieser Form gespeichert und unter Membrandepolarisation über

Exozytose ausgeschüttet [80]. Über den Dopamintransporter DAT wird ein Teil des ausge-

schütteten Dopamins wieder in das Neuron aufgenommen [33].

Bei der Dopamin-Synthese wird zunächst die Aminosäure Tyrosin mit Hilfe des Enzyms

Tyrosinhydroxylase (TH) zu L-Dopa, der Dopamin-Vorstufe, hydroxyliert. Das ist der ge-

schwindigkeistbestimmende Reaktionsschritt in der Synthese von Dopamin. In einem fol-

genden Reaktionsschritt wird L-Dopa zu Dopamin decarboxyliert. Dabei ist das Enzym aro-

matische Aminosäuren-Decarboxylase (AADC) beteiligt (s. Abbildung 4).

Dopamin ist der vorherrschende katecholaminerge Neurotransmitter im Gehirn von Säu-

getieren. Dort kontrolliert es eine Vielzahl an Funktionen wie die Aktivität des Bewegungs-

apparats, Kognition, Emotion, Nahrungsaufnahme und endokrine Regulation [54].

TH AADC

L-Tyrosin L-Dopa Dopamin

Abbildung 4: Dopaminsynthese: Die Aminosäure L-Tyrosin wird mit Hilfe des Enzyms Ty-
rosinydroxylase (TH) zu L-Dopa hydroxyliert. AADC decarboxyliert L-Dopa zu Dopamin.

8



Einleitung 9

1.2.2 Dopaminrezeptoren

Dopamin-Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Man unterscheidet verschiede-

ne Subtypen von Dopamin-Rezeptoren. Hierbei handelt es sich zum einen um D1-ähnliche

Rezeptoren (D1 und D5) sowie um D2-ähnliche Rezeptoren (D2, D3 und D4) [54, 55]. Die

einzelnen Subtypen der Dopaminrezeptoren befinden sich in bestimmten Gehirn-Regionen

und induzieren intrazelluläre Signalkaskaden mit jeweils unterschiedlichen Effekten [54].

Dopamin-Rezeptoren wurden auf den Membranen verschiedener Zellen beobachtet. So nicht

nur auf Nervenzellen, sondern auch auf Astrozyten in verschiedenen Gehirnregionen [4, 8,

56, 89].

9



Einleitung 10

1.3 Ziele

Ziele der vorliegenden Arbeit sind die Untersuchungen folgender Fragen:

Resultiert die intrazerebroventrikuläre Injektion von 6-OHDA in Nagern neben einem

Anstieg von TH-positiven Zellen im Kortex auch in der Zunahme TH-positiver Zellen in an-

deren dopaminergen Zielgebieten wie dem Striatum? Welchen molekularen Phänotyp haben

diese Zellen?

Handelt es sich bei der vermehrten Expression von TH-positiven Zellen nach der Appli-

kation von 6-OHDA um ein Ratten-spezifisches Phänomen?

Welche Rolle spielen Dopaminrezeptoren bei der Vermittlung des Effekts von 6-OHDA

auf die TH-Expression?

10
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Ausrüstung

6-OHDA-Läsion

Chirurgisches Besteck Roth

Faden Johnson&Johnson

Hamilton Spritze, 10 µl Hamilton

Knochen-Wax Johnson&Johnson

Zahnarztbohrer, HMI 007 Meisinger

Histologie

DAKO Pen DAKO

Deckglas, 24x32 mm R. Langenbrinck

Kryotom, M560 Micron

Objektträger, SuperFrost R Plus, 75x25 mm R. Langenbrinck

Zeiss Axioplan 2 Fluoreszenzmikroskop Zeiss

Zellkultur

Inkubator Heraeus

Millicell Cell Culture Inserts, 0.4 µm Millipore

Tissue Chopper, TC752 McIlwain

6-Well-Schale Falcon

11
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2.1.2 Chemikalien und Substanzen

Ampuwa Fresenius Kabi

Askorbinsäure Sigma

B27 Supplement Gibco

Bepanthen Augen- und Nasensalbe Bayer Vital

BSA Sigma

C6H5Na3O7 x 2 H2O Merck

C6H8O7 x H2O AppliChem

Dako endogenous Blocking System Dako

DAPI Sigma

D-Glucose Sigma

Dopamin Sigma

Fentanyl Ratiopharm

Heparin Na 25000 Meda

HCl Merck

Isofluran Abbt GmbH

KH2PO4 Merck KGaA

L-Glutamin, 200 mM Gibco

MEM-Hepes Gibco

2-Methylbutan AppliChem

Moviol Calbiochem

NaCl Merck KGaA

NaH2PO4 Merck KGaA

NaHCO3 Sigma

Narcorene Merial

6-OHDA Sigma

Penicillin/Streptomycin lifetechnologies

PFA (Paraformaldehyd) Merck

Procain hydrochloride Merck

Quinpirol Tocris

Saccharose AppliChem

Sulpiride Tocris

Stereotaktisches Gerät Stoelting

12
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Tamoxifen Sigma

Tissue Tek® Compound Sakura

Tris Roth

Triton X-100 Sigma

2.1.3 Puffer und Lösungen

PBS, 10 mM, pH 7.4

H2O dest., 0.12 M NaCl, 20 mM Na2HPO4, 3 mM KH2PO4

TBS

für 1l 10 mM: 60.6 g Tris, 87.6 g NaCl, 1 M HCl, H2O dest.

Citratpuffer (immuno in vitro), pH = 6.0

9 ml Lösung A (0.1 M Zitronensäure), 41 ml Lösung B (0.1 M Natriumcitrat), 450 ml H2O

dest.

2.1.4 Immunhistochemie (in vivo)

Präinkubationslösung I (TH, AADC)

10% Eselserum; 1% BSA; 0.3% Triton in PBS

Präinkubationslösung II (Doppelfärbung TH und Gad67)

4% Ziegenserum, 1% BSA, 0.005% Triton in 100 mM PBS

Antikörperverdünner I (TH, AADC)

4% Eselserum, 1% BSA in PBS

Antikörperverdünner II (Doppelfärbung TH und Gad67)

4% Ziegenserum, 1% BSA, 0.005% Triton in PBS
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2.1.5 Immunhistochemie (in vitro)

Präinkubationslösung III (TH, AADC)

10% Ziegenserum, 1% BSA, 0.3% Triton in TBS

Antikörperverdünner III (TH, AADC Primärantikörper)

10% Ziegenserum, 1% BSA in TBS

Antikörperverdünner IV (TH, AADC Sekundärantikörper)

4% Ziegenserum, 1% BSA in TBS

2.1.6 6-OHDA Läsion

Prä-Lösung

flüssiges NaCl (0,9%), 500 IE/dl Heparin NA 2500, 0.5 g/dl Procain hydrochlorid

Perfusion solution, pH 7.4

0.125 M Phosphat-Puffer, 4% PFA

Phosphat-Puffer (nach Sörensen), 0.1 M, pH 7.4

H2O dest., Lösung X: 0.2 M Na2HPO4 x 2 H2O, Lösung Y: 0.2 M NaH2PO4 x H2O

100 ml H2O dest., 40.5 ml Lösung X , 9.5 ml Lösung Y

2.1.7 Organotypische Kulturen

Präparier-Puffer

HBSS ohne Phenolrot mit 0.45% Glucose, 25 mM HEPES

Kulturmedium nach Stoppini, Buchs und Müller [74]

MEM-HEPES; 25% Pferdeserum; 25% HBSS; Zugabe von Glucose (Endkonzentration 6.5 mg/ml);

1% Penicillin/Streptomycin; pH=7.2
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Kulturmedium nach Noraberg,Kristensen und Zimmer [58]

50% OPTI-MEM, 25% HBSS (mit Phenolrot, Ca2+, Mg2+, Glucose 1 g/l und Natriumbicar-

bonat); 0,5% Glucose, 25% Pferdeserum.

Umstellung nach drei Tagen auf ein serumfreies Medium: Neurobasales Medium, 1x B27

Supplement, 1 mM Glutamin.

Tabelle 2: Medien und Puffer

Medium Bestell-Nr. Hersteller

HBSS-Puffer 14025-050 Gibco
HEPES (PAA) S11-001 Gibco
MEM-Hepes 32360-026 Gibco
neurobasales Medium 12348-017 Gibco
OPTI-MEM 11058-021 Gibco

2.1.8 Antikörper und Seren

Tabelle 3: Primärantikörper

Primärantikörper Wirt Verdünnung Bestell-Nr. Hersteller

Anti-AADC Kaninchen
(polyklonal)

1:500 ab3905 abcam

Anti-TH Kaninchen
(polyklonal)

1:1000 ab112 abcam

Anti-TH Maus 1:1000 22941 Immunostar
Anti-Gad67 Maus 1:1000 MAB5406 Chemicon

2.1.9 Tiere

Es wuden Sprague-Dawley Ratten, eine Wistar-Ratte und Glast : : CreERT22 GFP – Mäu-

se (Slc1a3tm1(cre/ERT2) Mgoe; Tg (CAG-cat, -EGFP) 1Rbns) verwendet. Die Tiere wur-

den bei einer Temperatur von 20-22 °Cmit 50-60% Luftfeuchtigkeit und einem regelmäßi-

gen Tag-Nacht-Rhythmus in mit Sägespänen ausgestreuten Standard-Käfigen gehalten. Hier

hatten die Tiere nach Belieben Zugang zu gebräuchlichem Ratten- bzw. Mäuse-Futter so-

wie zu Wasser. Alle Experimente wurden im Einverständnis mit der European Communities
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Tabelle 4: Sekundärantikörper

Sekundärantikörper Wirt Verdünnung Bestell-Nr. Hersteller

Anti-Kaninchen Alexa
Fluor 488

Esel 1:1000 A21206 life technologies

Anti-Maus Alexa Fluor
555

Esel 1:1000 A31570 invitrogen

Anti-Kaninchen Alexa
Fluor 488

Ziege 1:1000 A11034 Molecular Probes

Anti-Kaninchen Alexa
Fluor 546

Ziege 1:1000 A11010 Molecular Probes

Anti-Maus Alexa Fluor
488

Ziege 1:1000 A1101 Molecular Probes

Anti-Maus Alexa Fluor
546

Ziege 1:1000 A11030 Molecular Probes

Tabelle 5: Serum

Serum Bestell-Nr. Hersteller

Eselserum D9663 Sigma-Aldrich
Pferdeserum 1270-100 Sigma
Ziegenserum G9023 Sigma

Council Directive (86/608/EEC) durchgeführt, um die Sorgfalt bei der Verwendung der Tiere

für Versuchsvorgänge zu bewahren. Zudem wurden die Experimente vom Regierungspräsi-

dium Tübingen genehmigt. Darüber hinaus wurde versucht, die Unannehmlichkeiten sowie

Schmerzen der Tiere so gering wie möglich zu halten.
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2.2 Methoden

2.2.1 Stereotaktische 6-OHDA-Läsion an Sprague-Dawley Ratten

Die biventrikuläre 6-OHDA-Läsion wurde von Sandro Caradonna (PhD-Student) durchge-

führt und folgte stets demselben Protokoll, das im Anschluss beschrieben ist.

Die Experimente wurden an erwachsenen, männlichen Sprague-Dawley Ratten mit ei-

nem Körpergewicht von 240-310 g durchgeführt. 20 Minuten vor dem Eingriff wurde den

Ratten 30 mg Nortryptilin/kg KG i.p. gespritzt. Dies bewirkt eine effiziente Hemmung des

Noradrenalintransporters der Präsynapse. Über diesen Transporter kann ebenfalls die Auf-

nahme des Neurotoxins 6-OHDA erfolgen, welches einen Untergang noradrenerger Neurone

zur Folge hätte. Die Blockade dieses Transporters mittels der Prä-Inkubation mit Nortrypilin

ist erwünscht, um einen gezielten Untergang der dopaminergen Neuronen sicherzustellen. Es

folgte eine Narkose der Ratten mit Isofluran (Airflow: 1000 ml; initial: 2-4 %; während der

Läsion 1.5 – 2 %; 5 Min vor Ende der Läsion 0 %). Der Kopf wurde auf ein stereotaktisches

Instrument gelegt. Um eine kontinuierliche Narkose zu gewährleisten, wurde Isofluran über

eine Maske verabreicht, die auf der Tiernase befestigt war. Die Augen wurden mit einer Au-

gensalbe bedeckt, um einem möglichen Austrocknen der Augen zu vorzubeugen. Außerdem

wurde zur Aufrechterhaltung der Körpertemperatur ein Wärmekissen unter das Tier gelegt.

Die Koordinaten für die bilaterale intraventrikuläre 6-OHDA – Läsion waren AP: -0.7; L: +/-

1.3 und DV: -3.6 [63]. Passend zu diesen Läsionsstellen wurde vorsichtig mit einem Zahn-

arztbohrer ein Loch in den Schädel gebohrt. Die anschließende Injektion einer Einfachdosis

von 105 µg 6-OHDA gelöst in 10 µl 0.1% Askorbinsäure in den lateralen Ventrikel wurde mit

Hilfe einer Hamilton Spritze mit einer Rate von 2.5 µl/Min durchgeführt. Nach der Injektion

wurde die Nadel für einige Minuten im Seitenventrikel belassen, um einer Ausbreitung der

6-OHDA-Lösung im Gehirn vorzubeugen. Daraufhin wurde die Nadel langsam zurückgezo-

gen. Das gleiche Vorgehen wurde auch bei dem anderen Seitenventrikel angewendet. Zum

Schein behandelte Tiere (Kontrollgruppe) erhielten eine Einfachdosis von 10 µl 0.1% Askor-

binsäure in die Seitenventrikel. Nach der Behandlung wurde allen Ratten eine Injektion mit

5 µg Fentanyl/kg KG gegen postoperativen Schmerz gegeben. Da eine 6-OHDA-Läsion zu

Aphagie und Adipsie führen kann, wurde in den folgenden Tagen das Körpergewicht und

Fressverhalten der Tiere engmaschig kontrolliert. Diese Überwachung zeigte, dass die mit

6-OHDA behandelten Ratten eine zu einem gewissem Grad verminderte Nahrungsaufnahme

und reduziertes Trinkverhalten aufwiesen. Wenn es nötig war, bekamen die Tiere Brei mit

einer Pipette.
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2.2.2 Vorbereitung des Gehirn-Gewebes für die Immunhistochemie

Vier Tage nach der 6-OHDA-Läsion wurden Ratten mit 65 mg Narcorene-Lösung/kg KG nar-

kotisiert und für 5 Minuten mit einer Präperfusions-Lösung (flüssiges NaCl (0,9%); 500 IE/dl

Heparin NA 2500; 0.5 g/dl Procainhydrochlorid) transkardial perfundiert. Darauf folgte eine

Perfusion mit 250 ml Perfusionslösung (4% Paraformaldehyd (PFA)). Die Gehirne wurden

entnommen, bei 4 °C für 2 Stunden in 4% PFA nachfixiert und anschließend für zwei Stun-

den bei 4 °C in 10 mM PBS inkubiert. Zur Vorbereitung für anschließende Kryoschnitte wur-

den die Gehirne über Nacht in 10 mM PBS mit zusätzlich 30% Saccharose zur Verhinderung

von Kristallbildung und als Kälteschutz gelegt.

Am Folgetag wurden die Gehirne für die Herstellung von Kryoschnitten aufgefroren.

Hierzu wurde das Gehirngewebe jeweils so in einem Aluminiumförmchen positioniert, dass

später mit einem Kryotom Frontalschnitte des gefrorenen Gehirn-Gewebes angefertigt wer-

den konnten. Daraufhin wurde das Förmchen mit Tissue Tek aufgefüllt, bis das gesamte Ge-

webe darin eingebettet war. Das Aluminiumförmchen wurde anschließend mit Hilfe einer

Pinzette in ein durch flüssigen Stickstoff (-180 °C) gekühltes Gefäß mit 2-Methylbutan wie-

derholt kurz für eine Sekunde eingetaucht bis der gesamte Inhalt des Aluminiumförmchens

gefroren war. Mit einem Kryotom wurden koronare Schnitte hergestellt. Von den Gehirnen

der mit 6-OHDA- sowie zum Schein behandelten Sprague-Dawley-Ratten wurden Koronar-

schnitte (20 µm) auf Höhe der Commissura anterior (Bregma -0.26 bis -1.4) angefertigt. Zur

Herstellung von Schnitten für Kontrollfärbungen wurden Schnitte (14 µm) des Mittelhirns im

Bereich der Sbst. nigra einer Wistar-Ratte angefertigt. Anschließend wurden die Schnitte auf

Objektträger gelegt und auf diesen bei -20 °C bis zur Durchführung der folgenden Immunhi-

stochemie gelagert.

2.2.3 Immunhistochemie an Gefrierschnitten von Gehirn-Gewebe von

6-OHDA-läsionierten Ratten

Die Gefrierschnitte von mit 6-OHDA-läsionierten Ratten wurden immunhistochemisch ge-

gen folgende Antikörper gefärbt: TH, AADC und Gad67. Zu Beginn wurden die Schnitte bei

Raumtemperatur für eine Stunde getrocknet, mit einem DAKO Pen umrundet und für 5 Min

in 100 mM PBS gewaschen. Dann wurden sie 60 Min in einer Präinkubationslösung (s. Ta-

belle 6) inkubiert, um unspezifische Bindungen des Primärantikörpers zu verringern. Darauf

folgte die Inkubation mit dem Primärantikörper in Antikörperverdünner (s. Tabelle 7) über
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Tabelle 6: Präinkubationslösung

Färbung Präinkubationslösung

TH und AADC 10% Eselserum
1% BSA
0.3% Triton in 100 mM PBS

Doppelfärbung gegen TH und Gad67 4% Ziegenserum
1% BSA
0.005% Triton in 100 mM PBS

Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer. (Ausnahme: Die Inkubation mit dem Antikörper

gegen AADC erfolgte bei Raumtemperatur.) Die primären Antikörper wurden in folgenden

Verdünnungen eingesetzt: TH (monoklonal) 1:1000; TH (polyklonal) 1:1000; AADC 1:500

(polyklonal); Gad67 1:1000 (monoklonal).

Am Folgetag wurden die Schnitte gewaschen (1x Ampuwa; 3x für 10 Min bei RT in

100 mM PBS) und mit dem geeigneten Sekundärantikörper in Antikörperverdünner verdünnt

inkubiert (RT, 75 Min). Zur Markierung von TH wurde ein mit Alexa 555 konjugierter Esel-

Anti-Maus-Antikörper (1:1000) verwendet, zur Markierung von AADC ein mit Alexa 488

konjugierter Esel-Anti-Kaninchen-Antikörper (1:1000). Bei der Immunhistochemie gegen

TH und Gad67 wurde zur Markierung von TH ein mit Alexa 546 konjugierter Ziege-Anti-

Kaninchen-Antikörper (1:1000) eingesetzt, zur Markierung von Gad67 ein mit Alexa 488

konjugierter Ziege-Anti-Maus-Antikörper (1:1000). Nach der Inkubation mit dem Sekun-

därantikörper wurden die Schnitte gewaschen (1x Ampuwa; 3x für 10 Min bei RT in 100 mM

PBS). Darauf folgte für 10 Min eine Inkubation mit DAPI (Sigma; 1:1000) zur Färbung der

Zellkerne und erneutes Waschen der Schnitte (1x Ampuwa; 3x für 10 Min bei RT in 100 mM

PBS). Für die mikroskopische Auswertung wurden die Schnitte in Moviol eingedeckelt. Die

Doppelmarkierung gegen TH und Gad67 erfolgte mit beiden Primärantikörpern synchron.

Ebenso auch die anschließende Inkubation mit den Sekundärantikörpern. Die Doppelmar-

kierung gegen TH und AADC wurde wegen der unterschiedlichen Inkubation-Temperatur

sukzessive durchgeführt. Zuerst erfolgte wie oben beschrieben die Inkubation mit dem Pri-

märantikörper gegen AADC über Nacht (RT) und am Folgetag die Inkubation mit dem Se-

kundärantikörper (RT, 75 Min). Darauf folgte die Inkubation gegen TH (s.o.).
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Tabelle 7: Antikörperverdünner Primärantikörper

Färbung Antikörperverdünnung

TH und AADC 4% Eselserum
1% BSA in 100 mM PBS

Doppelfärbung gegen TH und Gad67 4% Ziegenserum
1% BSA
0.005% Triton in 100 mM PBS

2.2.4 Organotypische Kulturen von Gehirnschnitten aus

Glast : : CreERT22 GFP – Mäusen

Präparation des Gehirngewebes für organotypische Schnittkulturen

Organotypischen Schnittkulturen wurden aus Gehirnen von ein bis drei Tage postpartum de-

kapitierten (P1, P2, P3) Glast : : CreERT22 GFP – Mäusen hergestellt. Auf Eis wurden die

Kopfhaut, Kalotte und Meningen mit Präparationsbesteck entfernt und das Gehirn entnom-

men. Dieses wurde in gekühltem Präparier-Puffer (Hank´s basal solution ohne Phenolrot mit

0,45% Glucose, 25 mM HEPES) präpariert und zugeschnitten. Mit einem Tissue Chopper

wurden 300-400 µm dicke Schnitte aus dem Bereich der Commissura anterior, der ca. Breg-

ma +1,53 bis ca. -0,23 entspricht, angefertigt. Diese Schnitte wurden auf 6 sterile und durch-

lässige Millicell-CM Membranen in einer Platte mit 6 Schalen ausgelegt (s. Abbildung 5).

Diese Schalen waren bereits mit je 1 ml des Kulturmediums so vorgelegt, dass sie die Mem-

branen nicht berührten. Für eine Kultur des Gehirngewebes sind das gute Bedingungen, da

das Gewebe Kontakt zur Luft hat und zusätzlich durch die Membran hindurch mit ausrei-

chend Medium versorgt wird [74]. Es wurden separat zwei verschiedene Medien verwendet.

Drei der Schalen waren mit dem von Stoppini et al. [74] beschriebenen Medium ausgelegt. In

den anderen drei Schalen wurde das Medium nach Noraberg et al. [58] verwendet. Das letz-

tere Medium wurde nach drei Tagen auf ein serumfreies Medium umgestellt. Beide Medien

wurden alle 48 h gewechselt. Hierfür wurde das alte Medium aus der jeweiligen Schale mit

einer Pipette entfernt und durch 1 ml frisches Medium ersetzt, ohne dass dabei das Medium

auf die Membran gelangte.
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Abbildung 5: organotypische Kulturen nach 8 DIV: Platte mit 6 Schalen und inserts
(Millicell-CM Membranen), darauf 300-400 µm dicke Gehirn-Schnitte im Bereich der Com-
missura anterior v. GlastCreERT- Mäusen (P1-P3) 1-3 Medium nach Noraberg et al. [58]
4-6 Medium nach Stoppini et al. [74] 1,4 Kontrolle (unbehandelt) 2, 5 Dopamin 10-4 M 3, 6
6-OHDA/ Dopamin 10-6 M + Tamoxifen

Behandlung der organotypischen Kulturen mit Dopamin bzw. 6-OHDA

Die organotypischen Kulturen wurden über 8 Tage in einem Inkubator bei 37 °C und 5 % CO2

inkubiert und wie im Folgenden beschrieben alle 24 h mit Hilfe einer Pipette behandelt. Je

Medium wurde eine Schale mit 10-4 M Dopamin behandelt. Eine weitere Schale je Medium

wurde mit 10-6 M Dopamin und zusätzlich Tamoxifen behandelt. Alternativ zur Behandlung
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mit 10-6 M Dopamin und zusätzlich Tamoxifen wurde mit 15 µM 6-OHDA behandelt. Zudem

blieb je Medium immer eine Schale als Kontrolle unbehandelt (siehe Abbildung 5). Nach 8-

tägiger Behandlung der organotypischen Kulturen wurden die Membranen aus den Ringen,

über die sie in den Schalen befestigt waren, herausgeschnitten und für 2 h bei 4 °C mit 4 %

Paraformaldehyd fixiert. Anschließend wurden sie einmal mit 10 mM PBS mit Magnesium

und Calcium gewaschen und über Nacht bei 4 °C in 30 % Saccharose gegeben.

Behandlung der organotypischen Kulturen mit Dopaminrezeptor-Antagonisten

In weiteren organotypischen Kulturen wurden Schnitte neben dem Medium nach Noraberg

et al. [58] zusätzlich mit 15 µM 6-OHDA und jeweils einem Dopaminrezeptor-Antagonisten

behandelt. Als D1-Rezeptor-Antagonist wurden zusätzlich 100 µM SCH23390 appliziert, als

D2-Rezeptor-Antagonist 100 µM Sulpiride.

Behandlung der organotypischen Kulturen mit Dopaminrezeptor-Agonisten

In weiteren organotypischen Kulturen wurden Schnitte neben dem Medium nach Noraberg et

al. [58] zusätzlich mit jeweils einem Dopaminrezeptor-Agonisten behandelt. Als D1-Rezeptor-

Agonist wurden zusätzlich 100 µM SKF-R(+38393) appliziert, als D2-Rezeptor-Agonist 100 µM

Quinpirol.

2.2.5 Immunhistochemie von organotypischen Kulturen aus Gehirnge-

webe von Mäusen

Immunhistochemie der mit Dopamin bzw. 6-OHDA behandelten organotypischen Kul-

turen

Gefrierschnitte von mit Dopamin bzw. 6-OHDA behandelten organotypischen Kulturen (Stop-

pini, 1991 [74]; Noraberg, 1999 [58]) wurden immunhistochemisch gegen folgende Antikör-

per gefärbt: TH und AADC. Die Schnitte wurden bei Raumtemperatur (RT) für 15 Min ge-

trocknet und 5 Min in TBS (pH = 7.4, 10 mM) gewaschen. Dann wurden die Schnitte kurz

in Ampuwa getaucht und für 3 Min in Citratpuffer (10 mM, pH = 6.0) im Dampfgarer in-

kubiert. Anschließend wurden die Schnitte erneut kurz in Ampuwa getaucht, 5 Min in TBS

(pH = 7.4, 10 mM) gewaschen und mit einem Dako-Pen umrandet. Es folgte eine Inkubation
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mit dem Dako endogenous Blocking System (DAKO) für 10 Min bei RT. Danach wurde die

Blocking Solution abgeklopft und die Schnitte 60 Min bei RT in einer Präinkubationslösung

(10 % Ziegenserum, 1 % BSA, 0.3 % Triton in 10 mM TBS) inkubiert. Nach der Inkubation

wurde die Präinkubationslösung abgeklopft und die Schnitte wurden mit dem Primärantikör-

per in Antikörperverdünner (10 % Ziegenserum, 1 % BSA in 10 mM TBS) über Nacht bei

4 °C inkubiert. Die primären Antikörper wurden in folgenden Verdünnungen eingesetzt: TH

(monoklonal) 1:1000; AADC (polyklonal) 1:500. Am Folgetag wurden die Schnitte gewa-

schen (1x in Ampuwa getaucht, 3x für 5 Min bei RT in 10 mM TBS) und mit dem geeigneten

Sekundärantikörper in Antikörperverdünner (4 % Ziegenserum, 1 % BSA in 10 mM TBS) in-

kubiert (RT, 60 Min). Zur Markierung von TH wurde ein mit Alexa 546 konjugierter Ziege-

Anti-Maus-Antikörper (1:1000) verwendet, zur Markierung von AADC ein mit Alexa 488

konjugierter Ziege-Anti-Kaninchen-Antikörper (1:1000). Nach der Inkubation wurden die

Schnitte gewaschen (1x in Ampuwa getaucht, 3x für 5 Min in 10 mM TBS). Darauf folgte

für 10 Min eine Inkubation mit DAPI (Sigma; 1:1000) zur Färbung der Zellkerne und erneu-

tes Waschen der Schnitte (1x in Ampuwa getaucht, 3x für 5 Min in 10 mM TBS). Für die

mikroskopische Auswertung wurden die Schnitte in Moviol eingedeckelt.

2.2.6 Mikroskopische Auswertung der Immunhistochemie

Immunhistochemisch angefärbte Schnitte, die mit einem mit Alexa-Farbstoff konjugierten

Sekundärantikörper markiert waren, wurden mit Hilfe eines Zeiss Axioplan2 Fluoreszenz

Mikroskops visualisiert, dokumentiert und ausgewertet. Hierbei wurden die jeweiligen Farb-

stoffe durch ein auf eine geeignete Wellenlänge reduziertes Licht angeregt. Dieses wurde mit

Hilfe eines Auflichtfilters produziert. Die angeregten Farbstoffe emittierten Licht mit einer

schwächeren Intensität sowie einer verglichen zur Wellenlänge des anregenden Lichts höhe-

ren Wellenlänge. Dieses emittierte Licht wurde unter der Verwendung eines Emissonsfilters

betrachtet (s. Abbildung 6).

Der Fluoreszenz-Farbstoff des mit einem mit Alexa 488 konjugierten Antikörpers wurde

mit Licht einer Wellenlänge von 488 nm angeregt und erschien durch das emittierte, lang-

welligere Licht grün. Die Fluoreszenz-Farbstoffe der mit einem mit Alexa 546 und Alexa

555 konjugierten Antikörper wurden mit Licht einer Wellenlänge von 546 nm bzw. 555 nm

angeregt und erschien durch das emittierte, langwelligere Licht jeweils rot (s. Tabelle 8). Mit

DAPI (Sigma) markierte DNA der Zellkerne wurde mit ultraviolettem Licht angeregt und

erschien blau.
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Tabelle 8: anregendes und emittiertes Licht

Fluoreszenz-Farbstoff Wellenlänge Anregungslicht Farbe des emittierten Lichts

Alexa 488 488 nm grün
Alexa 546 546 nm rot
Alexa 555 555 nm rot

Abbildung 6: Strahlengang Fluoreszenzmikroskop: A: Lichtquelle; Auflichtfilter (B) filtert
das Licht mit der benötigten Wellenlänge heraus; C: Spiegel; D: Präparat, angeregter Fluo-
reszenz - Farbstoff emittiert Licht einer höheren Wellenlänge; E: Okular; Emissionsfilter (F)
filtert das langwelligere Emissionslicht heraus, verhindert mögliches Durchtreten des Anre-
gungslichtes; G: Objektiv
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Die Schnitte wurden in quadratischen Feldern mit einer Vergrößerung von 10 x 20 (Okular

x Objektiv) betrachtet und positiv angefärbte Zellen durch Zählen quantitativ erfasst. Zellen

wurden als positiv erfasst, wenn sie eine eindeutig stärkere Fluoreszenz als der umgebende

Hintergrund sowie keine Autofluoreszenz durch Kontrolle der anderen Farbkanäle aufwiesen

und zudem einen mit DAPI angefärbten Zellkern zeigten. Bei der quantitativen Erfassung der

TH-positiven Zellen im Striatum von 6-OHDA-läsionierten sowie zum Schein behandelten

Ratten wurde jeweils einmal von dorsal nach rostral sowie von lateral nach medial jedes

zweite Sichtfeld ausgewertet (s. Abbildung 7).

Für die Auswertung der organotypischen Kulturen wurden jeweils alle TH- sowie AADC-

positiv angefärbten Zellen im ganzen Schnitt erfasst. Die für TH und AADC einfach positiven

Zellen wurden ebenso wie die für TH und AADC doppelt positiven Zellen jeweils als einzelne

Gruppe ausgezählt. Hierfür wurde mit Hilfe einer quadratischen Blende ein quadratisches

Sichtfeld erzeugt und sukzessive jedes Sichtfeld einzeln quantitativ ausgewertet.

Schließlich wurden die Werte der jeweiligen Sichtfelder je Schnitt addiert, sodass der

absolute Wert der für TH- und AADC- einfach positiven Zellen von jedem gesamten Schnitt

vorlag. Zudem wurden die Werte der Sichtfelder der für TH- und AADC- doppelt positiven

Zellen ebenfalls zusammenaddiert, um die absoluten Werte von jedem gesamten Schnitt zu

erhalten.

Die statistische Analyse wurde mittels Mann-Whitney Rank Sum Test durchgeführt.
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Abbildung 7: quantitative Erfassung der TH-positiven Zellen im Striatum von 6-OHDA-
läsionierten sowie zum Schein behandelten Sprague-Dawley Ratten: Ausgewertet wurden
die in der Abbildung rot dargestellten Quadrate; blau dargestellte Quadrate wurden nicht
ausgewertet. Von dorsal nach rostral sowie von lateral nach medial wurde jeweils entlang ei-
ner Sichtfeld-breiten Linie jedes zweite Sichtfeld ausgewertet. Hierfür wurde mit Hilfe einer
Blende ein quadratisches Sichtfeld erzeugt. In diesem wurden die positiven Zellen ausgezählt
(rot); anschließend wurde das ausgewertete Sichtfeld verschoben; dieses neue Sichtfeld wur-
de nicht ausgewertet (blau); daraufhin wurde erneut das Sichtfeld verschoben und dieses (rot)
wieder ausgewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse in vivo

3.1.1 Intrazerebroventrikuläre Injektion von 6-OHDA

- Auswirkung auf TH-Expression im Striatum

Erwachsene Sprague-Dawley Ratten wurden biventrikulär mit einer Injektion von 105 µg 6-

OHDA gelöst in Askorbinsäure oder als sham Tiere (scheinbar behandelt) nur mit Askor-

binsäure in die Seitenventrikel behandelt. 20 µm dicke koronare Gehirnschnitte auf Höhe

der Commissura anterior (Bregma -0.26 bis -1.4) wurden anschließend immunhistochemisch

gegen TH angefärbt. 4 Tage nach der Behandlung wurde im Striatum der mit 6-OHDA be-

handelten Ratten im Vergleich zu den Kontrollen ein 12.6-facher Anstieg an TH-positiven

Zellkörpern beobachtet (s. Abbildung 8)[83].

27



Ergebnisse 28

BA

C

Bscheinbar behandelt 6-OHDA

TH

Striatum Striatum

C TH

Striatum

scheinbar behandelt

Striatum

D 6-OHDA TH

0

5

10

15

20

25

30

35

scheinbar behandelt 6-OHDA

T
H

-p
o

si
ti

v
e

 Z
e

ll
e

n

*

Abbildung 8: Immunhistochemische Darstellung von TH im Striatum erwachsener Sprague-
Dawley Ratten 4 Tage nach sham- oder 6-OHDA-Behandlung (105 µM)(TH rot; Kerne (DA-
PI) blau). A: schematische Ansicht von Rattenhirnschnitten im Bereich der intrazerebroven-
trikulären Injektion (Abbildung nach Wachter, Caradonna et al. 2014 [83]); grünes Quadrat
zeigt den Bereich der abgebildeten Fotos (C, D); B: quantitative Analyse TH-positiver So-
mata; TH-positive Zellkörper: sham: 1.9 ± 1.2 (n = 3); 6-OHDA: 24 ± 8.8 (n = 3); Daten:
Mittelwert ± Standardfehler; p = ✩0.001, Mann-Whitney Rank Sum Test.

3.1.2 TH-positive Zellen im Striatum und AADC

Um die TH-positiven Zellkörper im Striatum der Sprague-Dawley Ratten, die eine 6-OHDA-

Injektion (105 µM) in beide Gehirnventrikel erhalten hatten, auf ihre Enzym-Expression ge-

nauer zu untersuchen, wurden koronare Gehirnschnitte dieser Tiere (n = 2) immunhistoche-

misch gegen TH und AADC doppelt angefärbt. Es zeigten sich vereinzelt AADC-positive

Zellkörper. Darunter waren keine doppelt-gefärbten Zellkörper (s. Abbildung 9).
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Abbildung 9: Repräsentative immunhistochemische Doppelfärbung gegen TH (rot) und
AADC (grün) im Striatum erwachsener Sprague-Dawley Ratten 4 Tage nach intrazere-
broventrikulärer Injektion von 105 µM 6-OHDA; Zellkerne (DAPI) blau. A-B: Keine Ko-
Lokalisierung von TH und AADC.

3.1.3 TH-positive Zellen im Striatum und Gad67

Erwachsene Sprague-Dawley Ratten wurden intrazerebroventrikulär mit 105 µM 6-OHDA

gelöst in Askorbinsäure oder nur mit Askorbinsäure (sham) behandelt. 20 µm dicke koronare

Gehirnschnitte wurden immunhistochemisch gegen TH und Gad67 doppelt gefärbt. Nach 4

Tagen wurden im Striatum unabhängig von der Behandlung Somata mit Gad67-Expression

beobachtet. Keiner der Gad67-positiven Zellkörper exprimierte TH (s. Abbildung 10).
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Abbildung 10: Charakterisierung des molekularen Phänotyps TH-positiver Zellkörper im
Striatum 4 Tage nach 6-OHDA-Läsion. A-B: Betrachtung von zwei unterschiedlichen Schnit-
ten; Repräsentative immunhistochemische Doppelfärbung gegen TH (A-A´´) und gegen
Gad67 (B-B´´). Keine Ko-Lokalisierung. Zellkerne (DAPI) blau.

3.1.4 Zusammenfassung der in vivo Ergebnisse

Die intrazerebroventrikuläre Injektion von 105 µg 6-OHDA in erwachsene Sprague-Dawley

Ratten resultierte verglichen mit scheinbar behandelten Ratten in einem 12.6-fachen Anstieg

TH-positiver Zellkörper im Striatum [83]. Hierbei exprimierte bei immunhistochemischem

Nachweis keine dieser Zellen zusätzlich AADC oder Gad67.
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3.2 Ergebnisse in vitro

Um herauszufinden, ob die beobachtete vermehrte TH-Expression nach der Applikation von

6-OHDA Spezies-abhängig ist, wurden organotypische Kulturen aus dem Striatum neugebo-

rener Mäuse erstellt. Auf eine intrazerebroventrikuläre Injektion von 6-OHDA in vergleichba-

rer Weise wie bei der Ratte wurde verzichtet, da sich diese Applikation bei Mäusen schwie-

riger gestaltet als bei Ratten. Mit dem Modell der organotypischen Kulturen wurde ein in

vitro-Modell gewählt, dass sich durch eine größtmögliche "Lebensnähe" auszeichnet.

Für die Behandlung in organotypischen Kulturen wurden koronare Gehirnschnitte im Be-

reich der Commissura anterior von GLAST : : ERT2 GFP – Mäusen über 4 bzw. 8 Tage in

einem Kulturmedium nach Noraberg et al. [58] (nach drei Tagen ohne Serum) sowie alterna-

tiv über 8 Tage in einem Medium nach Stoppini et al. [74] (mit Serum) kultiviert. Daraufhin

wurden sie immunhistochemisch gegen TH und AADC angefärbt. Mit der Gehirnregion in

der Koronarebene auf Höhe der Commissura anterior wurde eine Gehirnregion von Mäusen

ausgewählt, in der bisher bei unbehandelten Mäusen nach immunhistochemischer Färbung

keine Zellkörper mit einer TH- oder AADC-Expression beobachtet wurden (Schnittebene

vgl. Abbildung 11).
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Abbildung 11: Koronarschnitt des Gehirns einer Maus auf Höhe der Commissura anterior.
Bei unbehandelten Mäusen wurden auf dieser Schnittebene immunhistochemisch bisher kei-
ne Zellkörper mit TH- oder AADC-Expression beobachtet. (Abbildung aus: George Paxinos
& Keith B.J. Franklin: The mouse brain in stereotaxic coordinates. 4th edition. Academic
press. Elsevier [62]).

3.2.1 Enzym-Expression in organotypischen Kulturen

Nach 8-tägiger Kultivierung wurden unabhängig vom jeweiligen Kulturmedium TH-positive

und AADC-positive Zellkörper beobachtet. Dabei wurden jeweils deutlich mehr TH- als

AADC-positive Somata beobachtet (s. Abbildung 12). Zwischen den Gehirnschnitten, die

im Medium nach Stoppini et al. [74] und denen, welche im Medium nach Noraberg et al.

[58] kultiviert wurden, war kein Unterschied bezüglich der Enzym-Expression festzustellen.

Das Medium nach Noraberg et al. [58] ist nach drei Tagen serumfrei und somit klarer defi-

niert. Daher wurde bei den weiteren organotypischen Kulturen ausschließlich dieses Medium

verwendet.
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Abbildung 12: Quantitative Analyse der immunhistochemischen Färbung gegen TH und
AADC nach 8 Tagen Kultivierung in unbehandelten organotypischen Kulturen von korona-
ren Gehirnschnitten im Bereich der Commissura anterior von GLAST : : ERT2 GFP Mäusen.
Positive Zellkörper (Mittelwert): Stoppini: K: TH: 32.278 ± 9.524 (n = 5); K AADC: 3,5 ±
1,794 (n= 3); Noraberg: K TH: 29,5 ± 6,253 (n = 8), K AADC: 6,609 ± 2,507 (n = 6). Daten:
Mittelwert ± Standardfehler.

Die immunhistochemische Doppelfärbung von TH und AADC ergab in beiden Kultur-

systemen einige wenige doppelt-positive Zellkörper (s. Abbildung 13).
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Abbildung 13: Repräsentative immunhistochemische Ko-Lokalisierung von TH (rot) und
AADC (grün) nach 8-tägiger Kultivierung in unbehandelten organotypischen Kulturen in
einem Medium nach Noraberg et al. [58]; Zellkerne (DAPI) blau. (A-A´´).
B: Quantitative Analyse doppelt-positiver Zellkörper, 8 DIV: Stoppini et al. [74]: 2.333 ±
1.491 (n = 3); Noraberg et al. [58]: 1.478 ± 0.7 (n = 6); Daten: Mittelwert ± Standardfehler.

3.2.2 Einfluss von 6-OHDA auf Expression von TH und AADC

In organotypischen Kulturen aus dem Striatum neugeborener Mäuse zeigten sich nach 4 Ta-

gen in Kultur in einem Medium nach Noraberg et al. [58] TH-positive Zellkörper (55.8 ±

16.5, n = 3). Im weiteren Verlauf der Kultivierung nahm die Anzahl TH- positiver Zellkörper

an Tag 8 deutlich ab auf 29.5 ± 6.253 (n = 8). Die Behandlung mit 6-OHDA (15 µM) über

den Kulturzeitraum von 8 Tagen konnte diese Abnahme blockieren: Nach 8 Tagen war in

den Kulturen eine signifikant höhere Anzahl an TH-positiven Zellen im Vergleich zu Kon-

trollkulturen zu diesem Zeitpunkt zu beobachten. Die behandelten Kulturen wiesen genauso

viele TH-positive Zellkörper auf, wie Kontrollkulturen am Tag 4 (s. Abbildung 14).
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Abbildung 14: Repräsentative immunhistochemische Färbung gegen TH (A, B; TH rot; Kerne
(DAPI) blau) von koronaren Gehirnschnitten aus GLAST : : ERT2 GFP Mäusen im Bereich
der Commissura anterior nach 8-tägiger Kultivierung in organotypischen Kulturen in einem
Medium nach Noraberg et al. [58].
C: Quantitative Analyse TH-positive Zellkörper: K 4 DIV: 55.8 ± 16.510 (n = 3); 6-OHDA
4 DIV: 17.875 ± 6.474 (n = 3); K 8 DIV: 29.5 ± 6.253 (n = 8); 6-OHDA 8 DIV: 62.818 ±
11.439 (n = 7); Daten: Mittelwert ± Standardfehler; p (K 8 DIV vs 6-OHDA 8 DIV) = 0.037;
Mann-Whitney Rank Sum Test.
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Die Expression von AADC in den Kontrollen nahm über den Kulturzeitraum von 8 Tagen

tendenziell zu. In den Gehirnschnitten der mit 15 µM 6-OHDA behandelten organotypischen

Kulturen zeigten sich sowohl nach 4 wie auch nach 8 Tagen vermehrt AADC-positive Zellen.

Dies war jeweils ohne Signifikanz (s. Abbildung 15).
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Abbildung 15: Quantitative Analyse immunhistochemischer Färbungen gegen AADC nach
Kultivierung koronarer Gehirnschnitte im Bereich der Commissura anterior aus GLAST :
: ERT2 GFP Mäusen nach 4- bzw. 8-tägiger Kultivierung in organotypischen Kulturen in
einem Medium nach Noraberg et al. [58].
AADC-positive Zellkörper: K 4 DIV: 1.3 ± 0.667 (n = 3); 6-OHDA 4 DIV: 15.875 ± 11.322
(n = 3); K 8 DIV: 6.609 ± 2.507 (n = 6); 6-OHDA 8 DIV: 17.565 ± 5.671 (n = 6); Daten:
Mittelwert ± Standardfehler.

Doppelfärbungen der Schnitte mit Antikörpern gegen TH und AADC zeigten nach 4-

tägiger Kultivierung keine doppelt-positiven Zellkörper. Nach 8-tägiger Kultivierung erschie-

nen vereinzelt doppelt-gefärbte Zellen (2.348 ± 0.789 doppelt-positive Zellkörper (n = 6);

Mittelwert ± Standardfehler; s. Abbildung 16).
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Abbildung 16: Repräsentative immunhistochemische Doppel-Färbungen gegen TH (rot) und
AADC (grün) nach 8-tägiger Kultivierung in organotypischen Kulturen in einem Medi-
um nach Noraberg et al. [58] mit zusätzlich 15 µM 6-OHDA; Zellkerne (DAPI) blau. Ko-
Lokalisation von TH und AADC.

3.2.3 Rolle von Dopamin und Dopaminrezeptoren bei der

6-OHDA induzierten Zunahme von TH-positiven Zellen in orga-

notypischen Kulturen

Koronare Gehirnschnitte im Bereich der Commissura anterior von GLAST : : ERT2 GFP

Mäusen wurden in organotypische Kulturen in einem Medium nach Noraberg et al. [58]

über 4 bzw. 8 Tage kultiviert. Ein Teil wurde mit 10-4 M Dopamin oder mit 15 µM 6-OHDA

und entweder Dopaminrezeptor-Antagonisten oder Dopaminrezeptor-Agonisten behandelt.

Als D1-Rezeptor-Antagonist wurde 100 µM SCH23390 verwendet. 100 µM Sulpirid wur-

de als D2-Rezeptor-Antagonist eingesetzt. Als Dopaminrezeptor-Agonisten dienten 100 µM

SKF-R(+)38393 (D1) bzw. 100 µM Quinpirol (D2). Anschließend wurden die Gehirnschnitte

immunhistochemisch gegen TH und AADC angefärbt.

Die 4-tägige Behandlung mit 6-OHDA und einem Dopaminrezeptor-Antagonist führte

zu keiner signifikanten Veränderung der Anzahl der Zellkörper mit TH-Expression im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe (s. Abbildung 18 A). Eine Behandlung mit 6-OHDA (15 µM) oder

Dopamin (10-4 M) über 8 Tage führte zu einer signifikanten Zunahme an TH-positiven Zell-

körpern. Dies konnte durch Dopaminrezeptor-Antagonisten (100 µM) nicht blockiert werden

(s. Abbildung 17; Abbildung 18 B).

Die 4- wie auch 8-tägige Behandlung mit einem Dopaminrezeptor-Agonisten hatte keinen

signifikanten Einfluss auf die TH-Expression (Daten nicht gezeigt). Die Versuchsgruppen

waren mit jeweils maximal 2 Tieren zu klein. Aus Tierschutzgründen wurden keine weiteren

Versuche durchgeführt.
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Abbildung 17: Repräsentative immunhistochemische Färbung gegen TH (rot) nach 8-tägiger
Kultivierung von koronaren Gehirnschnitten im Bereich der Commissura anterior von
GLAST : : ERT2 GFP Mäusen in organotypischen Kulturen in einem Medium nach No-
raberg et al. [58]. Nach Applikation von 15 µM 6-OHDA (B), 10-4 M Dopamin (C), 15 µM
6-OHDA + 100 µM SCH 23390 (D) oder 15 µM 6-OHDA + 100 µM Sulpirid (E) vermehrt
Zellkörper mit TH-Expression verglichen mit Kontrollen (A).
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Abbildung 18: Quantitative Auswertung immunhistochemischer Färbungen gegen TH aus
koronaren Gehirnschnitten im Bereich der Commissura anterior von GLAST : : ERT2 GFP
Mäusen nach 4- bzw. 8-tägiger Kultivierung in organotypischen Kulturen in einem Medium
nach Noraberg et al. [58].
A: 4 DIV, TH-positive Zellkörper: K: 55.8 ± 16.510 (n = 3); 6-OHDA: 17.875 ± 6.474 (n =
3); 6-OHDA + SCH23390: 28.75 ± 11.008 (n = 3); 6-OHDA + Sulpirid: 56.25 ± 15.743 (n =
3).
B: 8 DIV, TH-positive Zellkörper: K: 29.5 ± 6.253 (n = 8); 6-OHDA: 62.818 ± 11.439 (n =
7); DA: 118.478 ± 29.229 (n = 6); 6-OHDA + SCH23390: 89.714 ± 12.92 (n = 3); 6-OHDA +
Sulpirid: 62.75 ± 15.032 (n = 3). Daten: Mittelwert ± Standardfehler; p (K 8 DIV vs 6-OHDA
8 DIV) = 0.037; p (K 8 DIV vs DA 8 DIV) = ✩0.001; p (K 8 DIV vs 6-OHDA + SCH23390
8 DIV) = ✩0.001; p (K 8 DIV vs 6-OHDA + Sulpirid 8 DIV) = ✩0.05. Mann-Whitney Rank
Sum Test.
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In den oben beschriebenen Gehirnschnitten wurde auch eine immunhistochemische Fär-

bung gegen AADC vorgenommen. Weder Dopamin noch Dopaminrezeptor-Antagonisten

oder -Agonisten zeigten einen Effekt auf die AADC-Expression. Dies wurde an Schnitten

aus ein bis maximal zwei Tieren untersucht. Aus Tierschutzgründen wurde auf die Untersu-

chung weiterer Tiere verzichtet.

40



Diskussion

4. Diskussion

4.1 Diskussion - in vivo

4.1.1 Anstieg TH-positiver Zellkörper im Striatum nach intrazerebro-

ventrikulärer 6-OHDA-Injektion

4 Tage nach der intrazerebroventrikulären Injektion von 105 µM 6-OHDA in erwachsene

Sprague-Dawley Ratten kam es verglichen mit scheinbar behandelten Ratten zu einem si-

gnifikanten Anstieg von TH-positiven Zellkörpern im Striatum. Meine Beobachtung stimmt

mit denen weiterer Studien, in denen eine Toxin-induzierte dopaminerge Denervation mittels

6-OHDA oder MPTP durchgeführt wurde, überein [5, 18, 47, 37, 53, 76, 77, 88]. So wurde

zum Beispiel im Striatum von Ratten, die zwei bis 36 Tage zuvor eine unilaterale Injektion

von 6-OHDA in das nigrostriatale System erhalten hatten, ein Anstieg TH-positiver Soma-

ta beobachtet [5, 53, 76]. Auch die striatale Injektion von 6-OHDA führte zu einem Anstieg

von TH-positiven Somata im Striatum. Hier demonstriert ein quantitativer Vergleich von TH-

positiven Zellen zwischen zwei und 10 Wochen nach der Läsion einen weiteren Anstieg nach

einem längeren Zeitraum [37].

Für das vermehrte Auftreten von TH-positiven Zellen gibt es verschiedene Erklärungsver-

suche. Lange wurde vermutet, dass katecholaminerge Transmitter als „Feedback-Inhibitoren“

auf die Expression von TH wirken [73, 93]. Möglicherweise existiert ein Feedback-Mechanismus,

über welchen die dopaminerge Innervation die striatale TH-Expression reguliert [61]. Sinkt

die Konzentration an Katecholaminen, käme es zum Wegfall der Feedback-Inhibition. Hier-

für spricht, dass in den ersten beiden postnatalen Wochen von Ratten, in denen die dopaminer-

ge Innervation gering ausgeprägt ist, ein vermehrtes Auftreten von TH-positiven Zellkörpern

u.a. im Striatum beobachtet wurde [61].
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Eine weitere, konträre Idee, wie es nach einer Behandlung mit 6-OHDA zum Anstieg von

TH-positiven Zellkörpern im Striatum kommt, ist die Wirkung von Dopamin. In Untersu-

chungen führte die dopaminerge Denervation zur vermehrten Ausschüttung von Dopamin aus

den verbliebenen dopaminergen Neuronen. In der unmittelbaren Umgebung resultierte dies

in einem erhöhten extrazellulären Dopaminspiegel [47, 66, 90]. Eine Erhöhung des extrazel-

lulären Dopamins führte in vitro zum Anstieg von TH-positiven Zellkörpern in kortikalen

und striatalen Kulturen [50, 91]. Zudem wurde beobachtet, dass in Gehirnregionen von Rat-

ten mit einer ausgeprägten Zunahme TH-positiver Zellen nach der Behandlung mit 6-OHDA

die dopaminerge Denervation weniger deutlich ausgeprägt war [47]. Um zu untersuchen,

ob der von mir beobachtete Anstieg TH-positiver Zellen mit einer erhöhten interstitiellen

Dopamin-Konzentration korreliert, könnte man eine Hochleistungsflüssigkeitschromatogra-

phie zur Bestimmung der Menge an insterstitiellem Dopamin durchführen.

Meine Untersuchungen zeigen einen eindeutigen Effekt von 6-OHDA auf die striatale

TH-Expression in Ratten auf. Die Art der Applikation von 6-OHDA spielt hierbei wahr-

scheinlich eine untergeordnete Rolle. Bereits in anderen Studien wurde nach der Injektion

von 6-OHDA in das nigrostriatale System ein Anstieg TH-positiver Zellkörper im Striatum

beobachtet [5, 37, 53, 76]. Auch die biventrikuläre Injektion in beide Seitenventrikel erwach-

sener Sprague-Dawley Ratten führte zu vermehrt TH-positiven Zellen. Vorteil der intrazere-

broventrikulären 6-OHDA Applikation gegenüber der Injektion in das nigrostriatale System

ist die weitläufigere Verteilung des Neurotoxins. Zudem bleibt die untersuchte Region von

der Manipulation durch die Injektion unbeeinflusst.

4.1.2 TH-positive Zellkörper im Striatum exprimieren nach intrazere-

broventrikulärer 6-OHDA-Injektion kein AADC

4 Tage nach der intrazerebroventrikulären Injektion von 15 µM 6-OHDA in beide Seiten-

ventrikel von Sprague-Dawley Ratten war im Striatum kein Zellkörper immunhistochemisch

doppelt gegen TH und AADC gefärbt, obwohl es vereinzelt AADC-positive Zellen gab. Mei-

ne Beobachtungen stehen im Gegensatz zu denen von anderen Studiengruppen, die zeigten,

dass die vermehrt auftretenden TH-positiven Zellkörper im Nager-Striatum nach der Injekti-

on von 6-OHDA ins nigrostriatale System zusätzlich AADC exprimierten [18, 47, 78]. An-

dere Studien zeigten in Übereinstimmung mit meinen Daten, dass alle TH- sowie AADC-

positiven Zellkörper im Nager-Striatum monoenzymatisch waren [35, 88], sie ein anderes
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Aussehen aufwiesen [53] und kein Dopamin enthielten.

Was könnte die Ursache für diese unterschiedlichen Beobachtungen sein?

Eine mögliche Ursache lässt sich in der verwendeten Methode der Immunhistochemie

finden. Diese birgt Nachteile wie eine fehlende Standardisierung sowie zahlreiche Einfluss-

faktoren auf die Testergebnisse [45]. Prä-analytische Einflussfaktoren, die das Testergebnis

verändern können, sind u.a. der Zeitraum bis zum Beginn der Fixierung, die Fixierungsart, die

Konzentration der Fixierung, der pH sowie verwendete Puffer, Fixierungsdauer, Reagenzien

und die Bedingungen der Dehydrierung, Reinigungsreagenz wie auch die dabei vorhandene

Temperatur und die Bedingungen der Schnitttrocknung sowie dessen Aufbewahrung [23].

Der Vergleich der Methoden, die zu unterschiedlichen Ergebnissen bezüglich der immunhi-

stochemischen Doppelmarkierungen gegen TH und AADC führten, zeigt Abweichungen in

den prä-analytischen Einflussfaktoren.

Nicht nur die Vorbereitung des Gewebes für die Immunhistochemie variierte. Auch die

verwendeten Tiere (Maus [18, 88], Wistar-Ratte [78], Sprague-Dawley Ratte [53, 57]) waren

unterschiedlich. Hier lässt sich jedoch keine Regelmäßigkeit beobachten. Doppelt-positive

Zellen wurden sowohl bei der Ratte [57, 78] wie auch bei der Maus [18] beschrieben. Und

auch die Beobachtung von nicht doppelt-positiven Zellen für AADC und TH zeigte sich bei

Maus [88] und Ratte [53].

Zudem wurde den Tieren in den einzelnen Studien 6-OHDA an unterschiedlichen Lokali-

sationen appliziert (mediales Vorderhirnbündel [53, 57], Striatum [18, 88], Gehirnventrikel).

Auch hier lässt sich im Ergebnis keine Regelmäßigkeit beobachten.

Die Gegenüberstellung der Methoden lässt kein Muster erkennen, das ursächlich für die

unterschiedlichen Ergebnisse ist. Sie zeigt die Bandbreite der Variablen, die in verschiedenen

Studien verwendet wurden und stellt die objektive Vergleichbarkeit der einzelnen Studiener-

gebnisse nach Immunhistochemie in Frage.

Es gibt mittlerweile zahlreiche Antikörper. Auch deren unterschiedliche Beschaffenheit

könnte Auswirkungen auf das endgültige Testergebnis haben [2, 45].

Darüber hinaus besteht auch die Möglichkeit, dass die für TH positiven Zellen dennoch

AADC exprimierten, allerdings nur in so geringen Mengen, dass es unter der Nachweisgrenze

dieses Verfahrens lag. Diesbezüglich ist die Immunhistochemie durch die lokale Antigen-

Konzentration limitiert [24].

Möglicherweise ist die AADC-Expression TH-positiver Zellkörper abhängig vom zeitli-
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chen Abstand zur Applikation von 6-OHDA. Es ist möglich, dass ein größerer Abstand als

4 Tage zur biventrikulären Injektion von 6-OHDA in die Seitenventrikel zu TH-positiven

Zellkörpern mit einer doppelten Enzym-Expression von TH und AADC führt.

Zusammengefasst ist die AADC-Expression TH-positiver Zellkörper im Ratten-Striatum

nach der in vivo Behandlung mit 6-OHDA aktuell nicht abschließend beurteilbar. Grundsätz-

lich könnten AADC-positive Zellen im Striatum wichtig bei der Therapie von M. Parkinson

sein. Möglicherweise könnten diese Zellen exogen appliziertes L-Dopa zu Dopamin decar-

boxylieren [57].

4.1.3 TH-positive Zellkörper im Striatum exprimieren nach intraze-

rebroventrikulärer 6-OHDA-Injektion im Gegensatz zum Kortex

nicht Gad67

Nach der intrazerebroventrikulären Injektion von 105 µM 6-OHDA in beide Seitenventrikel

von Sprague-Dawley Ratten kam es im Striatum zum Anstieg von TH-positiven Zellkörpern.

Die immunhistochemische Untersuchung zeigte zudem Gad67-positive Somata. Die Unter-

suchung auf eine doppelte Enzym-Expression zeigte anders als im Kortex von Tieren aus

demselben Experiment keine Ko-Lokalisierung von TH und Gad67. Auch Jollivet et al. [37]

beschrieben im Striatum von 6-OHDA-läsionierten Ratten 2 Wochen nach der Läsion keine

Ko-Lokalisierung von TH und Gad67.

Die Glutamat-Decarboxylase (Gad) ist ein Enzym zur Decarboxylierung von Glutamat zu

GABA. Gad67 wird im Striatum in der Regel von GABAergen Interneuronen exprimiert. Im

Striatum von MPTP-behandelten Affen [5, 76] wurden nach der dopaminergen Denervation

TH-positive Zellkörper mit einer Ko-Lokalisierung von Gad67 beobachtet. Die Vermutung

liegt nahe, dass es sich bei den TH-positiven Zellkörpern von Affen [76] um GABAerge

Interneurone handeln könnte. Auch in Mäusen wurden TH-positive Zellen im Striatum als

Interneurone beschrieben [34, 88].

Neben dem Striatum war auch im Kortex von Sprague-Dawley Ratten nach der intraze-

rebroventrikulären Injektion von 6-OHDA in die Seitenventrikel ein Teil der immunhisto-

chemisch TH-positiven Zellkörper zudem gegen Gad67 angefärbt (29.09 % ± 1.4 doppelt-

positive Zellkörper) [83].

Möglicherweise sind die TH-positiven Zellen im Striatum von Ratten nach dopaminerger
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Denervation nicht GABAerg. Es könnte aber auch sein, dass nach dem kurzen Zeitraum von

unter zwei Wochen noch keine Expression von Gad67 nachweisbar ist. Vielleicht handelt

es sich im Striatum von Ratten im Gegensatz zu Affen und Mäusen jedoch auch nicht um

Interneurone. So beschreibt Meredith et al. [53] die TH-positiven Zellen im Striatum von

6-OHDA läsionierten Ratten morphologisch als Projektionsneurone.

Es besteht die Idee, dass die TH-positiven Zellkörper im Striatum eine intrinsische L-

Dopa-Quelle darstellen und zur Kompensation der Pathologie des M. Parkinson beitragen

könnten [5, 53]. Doch auch wenn die TH-positiven Zellkörper nicht bei der Dopamin-Synthese

involviert sind, so könnten sie in Primaten dennoch als GABAerge Interneurone eine mögli-

che Kompensations-Quelle darstellen. Sie könnten dabei helfen, den Dopamin-Verlust über

eine Vorwärts-Inhibition des Ncl. subthalamicus zu kompensieren. Diese Zellen könnten da-

bei involviert sein, der striatalen Hyperaktivität [70] im indirekten Pfad, wie sie beim M.

Parkinson beobachtet wurde, entgegen zu wirken [40].
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4.2 Diskussion - in vitro

4.2.1 Enzym-Expression in organotypischen Kulturen

In organotypische Kulturen von koronaren Gehirnschnitten des Striatums im Bereich der

Commissura anterior aus GLAST : : ERT2 GFP Mäusen wurden unabhängig vom Kulturme-

dium (Stoppini et al. [74], Noraberg et al. [58]) über den Kultivierungs-Zeitraum von 8 Tagen

Zellkörper mit TH- bzw. AADC-Expression beoachtet. Wenige der TH-positiven Zellkörper

exprimierten gleichzeitig AADC. Bisher wurden in dieser Gehirnregion im intakten Mäuse-

Gehirn immunhistochemisch weder TH- noch AADC-exprimierende Zellkörper beobachtet.

Organotypische Kulturen haben ein großes Potential als Tier-Modelle. Sie erhalten die

Architektur und die Mikroumgebung des ursprünglichen Organs aufrecht und bieten eine

ideale Untersuchungs-Form zwischen in vitro und in vivo Studien [19]. Im von mir verwen-

deten Modell entstand durch das Durchtrennen der dopaminergen nigrostriatalen Bahnen eine

mechanische dopaminerge Denervierung. Auch Cavaliere et al. [13] verwendete organotypi-

sche Kulturen mit mechanischer dopaminerger Denervation. Hierbei wurde die dopaminerge

Bahn der Sbst. nigra zum Striatum in sagittalen Gehirnschnitten von Sprague-Dawley Rat-

ten durchtrennt. Die mechanische dopaminerge Denervierung resultierte in einer reduzierten

striatalen TH-Expression. Ein Anstieg TH-positiver Zellkörper im Striatum wurde nicht be-

schrieben [13].

In organotypischen Kulturen von Mäusen wurden TH-positive Zellkörper im Bulbus ol-

factorius bereits nach einem Tag Kultivierung mit einem Anstieg über eine längere Kultivie-

rung ohne weitere Manipulation beschrieben [15]. Auch in organotypischen Kulturen vom

Mesencephalon aus Mäusen wurden nach ein- [27] wie auch nach drei-wöchiger Kultivierung

[44] TH-positive Zellen beschrieben. In beiden Regionen wurden auch in vivo TH-positive

Zellkörper beobachtet [27, 32, 49].

Eine Beschreibung von TH- oder AADC-positiven Zellkörpern im in organotypischen

Kulturen kultivierten Mäuse-Gehirn in der Koronarebene im Bereich der Commissura ante-

rior ist mir zum aktuellen Zeitpunkt nicht bekannt. Es handelt sich um die Erstbeschreibung

TH- und AADC-positiver Zellkörper in koronaren Gehirnschnitten im Bereich der Commis-

sura anterior aus GLAST : : ERT2 GFP Mäusen, die in organotypischen Kulturen mit einem

Kulturmedium nach Noraberg et al. [58] behandelt wurden. Wenige dieser Zellkörper zeigten

eine Ko-Lokalisierung von TH und AADC.

Die mechanische dopaminerge Denervierung könnte einen Einfluss auf die Enzym-Expression

haben. Möglich ist auch, dass die Gewebe-Manipulation oder die Kultur selbst hierfür ursäch-
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lich ist. Eine Schwachstelle meiner Untersuchung ist, dass keine Gehirnschnitte unmittelbar

vor der Kultivierung in organotypischen Kulturen auf die Expression von TH und AADC

untersucht wurden. Zwar sind bisher in der Koronarebene auf Höhe der Commissura an-

terior immunhistochemisch keine Zellkörper mit TH- oder AADC-Expression beschrieben.

Ausschließen lässt sich die jedoch nicht. Möglicherweise waren die Enzym-exprimierenden

Somata bereits vor der Kultivierung in organotypischen Kulturen vorhanden. Hier sind wei-

tere Untersuchungen auf die TH-Expression in koronaren Gehirnschnitten im Bereich der

Commissura anterior von Mäusen direkt nach der Gehirn-Entnahme erforderlich.

4.2.2 Einfluss von 6-OHDA auf die Expression von TH und AADC

In meiner Studie nahm die Anzahl an TH-positiven Zellen über den Kulturzeitraum ab (nicht

signifikant, 4 DIV: 55.8 ± 16.510; 8 DIV: 29.5 ± 6.253), wohingegen die Anzahl an AADC-

positiven Zellen konstant blieb. Eine Behandlung der Kulturen mit 6-OHDA hatte nur einen

Einfluss auf die Anzahl an TH-positiven Zellen. Diese waren nach 8 Tagen in behandelten

Kulturen signifikant höher als in Kontrollkulturen zu diesem Zeitpunkt (K 8 DIV: 29.5 ±

6.253; 6-OHDA 8 DIV: 62.818 ± 11.439). Die Behandlung mit 6-OHDA über 8 Tage führte

zu einer vergleichbaren Anzahl an TH-positiven Zellen wie in Kontrollkulturen nach 4 Tagen.

Eine solche Erhöhung der Anzahl an TH-positiven Zellen in organotypischen Kulturen steht

im Widerspruch zu Beobachtungen von Kearns et al. [38]. Diese Arbeitsgruppe hatte die Wir-

kung von 6-OHDA auf parasagittale Gehirnschnitte von transgenen Mäusen (C57BL/6 oder

9-KB TH promoter/EGFP reporter) inklusive medialem Vorderhirnbündel, nigrostriatalen Fa-

sern und Striatum in organotypischen Kulturen untersucht. Hierbei wurden die Gehirnschnitte

einmalig über 10 Minuten in 20 mM 6-OHDA gebadet. Diese Behandlung führte zur Reduk-

tion TH-positiver Zellkörper in der Sbst. nigra. TH-positive Zellkörper im Striatum bzw. auf

Höhe der Commissura anterior wurden nicht beschrieben. Dies könnte auf den verwendeten

Gehirnschnitt (parasagittal und nicht koronar) sowie die höhere Konzentration von 6-OHDA

zurückzuführen sein.

Die Wirkung von 6-OHDA wurde auch in organotypischen Kulturen von sagittalen Ge-

hirnschnitten von Ratten untersucht. Kress et al. [41] kultivierte organotypische Kulturen

von koronaren Gehirnschnitten im Bereich der Sbst. nigra, des Striatums sowie des Kortex

von Sprague-Dawley Ratten. Nach 18 bis 20 Tagen Kultivierung erfolgte eine einmalige Be-

handlung mit 200 µM 6-OHDA über eine Stunde. 4 Tage später wurden in der Sbst. nigra

TH-positive Zellen mit unscharfer Färbung beschrieben. Eine Reduktion dieser Zellen wurde
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nicht beobachtet. Diese trat erst nach der zu 6-OHDA zusätzlichen Behandlung mit 200 µM

NMDA auf. Dies könnte darauf hinweisen, dass die alleinige Behandlung mit 6-OHDA in

entsprechend niedriger Konzentration ex vivo nicht spezifisch toxisch ist, sondern eine kom-

plexere Wirkung hat. In den Koronarschnitten des Striatums wurden keine TH-positiven Zell-

körper beschrieben [41]. Zu beachten ist, dass Kress et al. [41] das Striatum von Ratten un-

tersuchte. Es handelte sich um eine andere Spezies als die von mir untersuchten Mäuse.

Eine Beschreibung von Zellkörpern mit AADC-Expression nach Kultivierung und Be-

handlung von Gehirnschnitten in organotypischen Kulturen ist mir weder in Mäusen noch

Ratten bekannt.

In den genannten Untersuchungen [38, 41] wurde jeweils eine deutlich höhere Konzen-

tration von 6-OHDA als die von mir verwendeten 15 µM angewendet. Ich verwendete diese

Konzentration, da sich diese in Vorversuchen als nicht toxisch erwiesen hatte. Hierbei wurde

die Proliferation von Astrozyten in Zellkultur in Abhängigkeit von der 6-OHDA Konzentrati-

on untersucht. Bei der Konzentration von 15 µM 6-OHDA wurde keine Abnahme der Zellzahl

über den Kulturzeitraum beobachtet [25]. Kearns et al. [38] verwendete bei der Behandlung

sagittaler Maushirnschnitte 20 mM 6-OHDA. Die koronaren Rattenhirnschnitte behandelte

Kress et al. [41] zunächst mit unterschiedlichen Konzentrationen (0.1-5 mM). Hierbei zeig-

ten sich die Konzentrationen über 0.5 mM als stark toxisch für das gesamte Gehirngewebe.

Daraufhin wurde der Großteil der Versuche mit 200 µM 6-OHDA durchgeführt. Diese Kon-

zentration lag immer noch deutlich über der von mir verwendeten (15 µM).

Zudem handelte es sich bei den untersuchten organotypischen Kulturen von Mäusen im

Gegensatz zu den von mir verwendeten koronaren Gehirnschnitte um Parasagittalschnitte mit

noch intakten nigrostriatalen Bahnen [38]. Dies stellt eine weitere mögliche Ursache für die

unterschiedlichen Ergebnisse dar.
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Ich habe ein Modell von Gehirngewebe in organotypischen Kulturen miteinander unter-

sucht, in welchen eine mechanische dopaminerge Denervierung erfolgt war. In einem Teil

erfolgte zusätzlich die Applikation von 15 µM 6-OHDA. Diese Applikation blockierte über

den Zeitraum von 8 Tagen die in den Kontrollkulturen beobachtete Reduktion TH-positiver

Zellen. Dies deutet darauf hin, dass dieses Toxin selbst eine Wirkung auf Zellen und ihre

TH-Expression haben könnte.

TH- und AADC- doppelt positive Zellen

Nach 4-tägiger Kultivierung in organotypischen Kulturen und der Behandlung mit 15 µM

6-OHDA wurden keine für TH und AADC doppelt-positiven Zellen beobachtet. Nach 8-

tägiger Kultivierung und 6-OHDA-Behandlung hingegen zeigten wenige Zellen eine Ko-

Lokalisation von TH und AADC.

Meine Beobachtung nach der 4-tägigen Kultivierung stimmt mit dem Ergebnis in den

von mir in vivo untersuchten Ratten-Hirnschnitten des Striatums überein. Auch hier konn-

te ich 4 Tage nach der intrazerebroventrikulären Injektion von 105 µM 6-OHDA keine Ko-

Lokalisierung von TH und AADC beobachten. Dies weist darauf hin, dass die Wirkung von

6-OHDA bzw. der Effekt der dopaminergen Denervierung auf die Ko-Expression von AADC

TH-positiver Zellen erst nach einem Zeitraum über 4 Tage auftritt. Auch in den Kontrollen

der koronaren Gehirnschnitte (mechanische dopaminerge Denervation) wurden nach 8 Ta-

gen TH- und AADC- doppelt positive Zellkörper beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass

das Auftreten dieser Zellkörper nicht auf die Wirkung von 6-OHDA zurückzuführen ist, son-

dern dass die Ursache in der dopaminergen Denervation liegt. Das ist im Einklang mit der

Annahme, dass 6-OHDA keine Wirkung auf die AADC-Expression zeigt.

6-OHDA führte zu einem Anstieg TH-positiver Zellen. Die AADC-Expression war davon

unabhängig. Das Auftreten von Zellkörpern mit doppelter Enzym-Expression von TH und

AADC ist möglicherweise auf die dopaminerge Denervation zurückzuführen.
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4.2.3 Rolle von Dopamin und Dopaminrezeptoren bei der

6-OHDA induzierten Zunahme von TH-positiven Zellen in orga-

notypischen Kulturen

Über die 8-tägige Kultivierung der organotypischen Kulturen kam es in den Kontrollen zu

einer Abnahme TH-positiver Zellen. Dieser Effekt wurde sowohl durch die Behandlung mit

15 µM 6-OHDA (s. 4.2.2, S. 47) wie auch mit 10-4 M Dopamin blockiert. Hierbei war der

Effekt von Dopamin deutlich stärker. Es wurden signifikant mehr TH-positive Zellkörper be-

obachtet als in den Kontrollen. Auf die AADC-Expression hatte die Applikation von 10-4 M

Dopamin keinen Einfluss.

Die Blockade von Dopaminrezeptoren synchron zur Behandlung mit 15 µM 6-OHDA hat-

te keinen Einfluss auf die Wirkung von 6-OHDA auf die TH-Expression. Dies muss als Hin-

weis darauf gesehen werden, dass der Effekt von 6-OHDA nicht über Dopamin-Rezeptoren

vermittelt wird. Diese Annahme wird auch durch die Ergebnisse von Experimenten bestätigt,

in denen die organotypischen Kulturen von mir mit Dopamin-Agonisten behandelt wurden:

Die Behandlung weiterer organotypischer Kulturen mit Dopaminrezeptor-Agonisten zeigte

bei jeweils zwei Tieren je Versuchsgruppe keinen Effekt. Daher wurde auf weitere Untersu-

chungen verzichtet.

Die oben beschriebene Beobachtung, dass die Behandlung der organotypischen Kulturen

mit Dopamin zu einer vermehrten Expression von TH führt, wurde ähnlich von Max et al. [50]

und Zhou et al. [91] beschrieben. Sowohl in striatalen Kulturen von Mäusen [50] wie auch in

kortikalen Kulturen von Ratten [91] führte eine Erhöhung des extrazellulären Dopamins zu

einem Anstieg von Zellkörpern mit TH-Expression.

Nach der Applikation von 6-OHDA in das nigrostriatale System von Ratten wurden im

Striatum Veränderungen der Expression von Dopamin-Rezeptoren beschrieben [29, 31]. Die

striatale dopaminerge Denervation nach unilateraler 6-OHDA-Läsion des medialen Vorder-

hirnbündels beziehungsweise der Sbst. nigra von Ratten resultierte in einer verstärkten Af-

finität der striatalen D2-Rezeptoren im Gegensatz zu einer herabgesetzten Affinität der D1-

Rezeptoren [29, 31]. Auch nach der Applikation von 6-OHDA in das Striatum von Ratten

kam es zu einem Anstieg von D2-Rezeptoren [11, 65].

Dies weist auf eine vermehrte Expression von D2-Rezeptoren sowie eine verstärkte Affi-

nität von D2-Rezeptoren hin. Eine Beschreibung der Wirkung von 6-OHDA über Dopamin-

Rezeptoren ist mir bisher nicht bekannt.
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Meine Ergebnisse deuten darauf hin, dass sowohl 6-OHDA in geringer Konzentration

wie auch exogen zugeführtes Dopamin die TH-Expression fördert. Dopamin-Rezeptoren

scheinen bei der Wirkung von 6-OHDA nicht beteiligt zu sein. Der Effekt von Dopamin

auf die TH-Expression ist ausgeprägter als von 6-OHDA. Dopamin wirkt neben Dopamin-

Rezeptoren auch über adrenerge Rezeptoren (α, β). Möglicherweise wird der Anstieg TH-

positiver Zellen über einen adrenergen Rezeptor vermittelt. Diesbezüglich sind weitere Un-

tersuchungen erforderlich.

Die Wirkung von 6-OHDA und ihre Konsequenz

6-OHDA ist ein seit Jahrzehnten benutztes Toxin zur Untersuchung von M. Parkinson in Tier-

modellen (s. 1.1 auf S. 1 ff). Bis heute geht man davon aus, dass durch die Applikation von

6-OHDA dopaminerge Neurone degenerieren und man dadurch ein gutes Tiermodell mit in-

direkter dopaminerger Denervation bekommt, um dieses Krankheitsbild zu erforschen. Mei-

ne Arbeit liefert zudem Hinweise darauf, dass 6-OHDA in niedriger Konzentration (15 µM)

nicht nur toxisch auf dopaminerge Neurone wirkt, sondern zudem die Expression von TH för-

dert. Sollte sich dies bestätigen, dann stellt dies das seit Jahrzehnten verwendete 6-OHDA-

Modell durchaus in Frage. Hier ist zu klären, ob es möglicherweise auch in Gehirnen von

Patienten mit M. Parkinson zur Ansammlung von 6-OHDA kommt. So wurde bisher endo-

genes 6-OHDA sowohl im humanen Gehirn (Ncl. subthalamicus) [17] wie auch in humanem

Urin beobachtet [1, 79]. Die Beschreibung einer Veränderung der 6-OHDA-Konzentration im

Parkinson-Gehirn ist mir bisher nicht bekannt. Für den Fall von vermehrtem endogenen 6-

OHDA bei Patienten mit M. Parkinson wäre dieses Modell dem M. Parkinson unter Umstän-

den noch ähnlicher als zunächst vermutet. Es könnte nicht nur zur dopaminergen Denervation

führen, sondern zudem auch vermehrt vorhandenes 6-OHDA berücksichtigen.
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5. Zusammenfassung

Das Neurotoxin 6-OHDA wird seit Jahrzehnten für Tier-Modelle u.a. zur Untersuchung von

M. Parkinson verwendet. Es wird über Dopamintransporter in dopaminerge Neurone auf-

genommen [69, 67] und führt über die Induktion von oxidativem Stress zur dopaminergen

Degeneration [42, 46, 82]. 6-OHDA kann über verschiedene Arten appliziert werden. In mei-

ner Arbeitsgruppe wurde in den vergangenen Jahren bei Ratten die intrazerebroventrikuläre

Injektion durchgeführt. Untersuchungen zeigten, dass die Applikation von 6-OHDA in der

Folge im Rattenkortex zum Anstieg TH-positiver Zellen führte [83]. Meine Untersuchungen

zeigten, dass dies nicht nur im Kortex, sondern auch im Striatum auftritt [83]. Diese Beob-

achtung stimmt mit denen weiterer Studien überein, in denen eine Toxin-induzierte dopami-

nerge Denervation mittels 6-OHDA oder MPTP in verschiedenen Gehirnregionen durchge-

führt wurde [5, 18, 47, 37, 53, 76, 77, 88]. Vorteil der intrazerebroventrikulären Injektion

ist eine weitläufige Toxin-Verteilung sowie, dass das Striatum von der Manipulation bei der

6-OHDA-Applikation unbeeinflusst bleibt. Die striatalen TH-positiven Zellen exprimierten

4 Tage nach der intrazerebroventrikulären Injektion weder AADC noch Gad67. Damit steht

meine Beobachtung gegenüber anderen. Mögliche Ursachen für die Diskrepanz der unter-

schiedlichen Ergebnisse sind unterschiedliche Verfahren im immunhistochemischen Nach-

weis, die verschiedenen untersuchten Tier-Spezies, die Applikations-Art von 6-OHDA sowie

der zeitliche Abstand zwischen der Toxin-Applikation und der Untersuchung auf die Enzym-

Expression.

In weiteren Untersuchungen von koronaren Gehirnschnitten von GLAST : : ERT2 GFP

Mäusen im Bereich der Commissura anterior in organotypischen Kulturen kam es über den

Kultivierungs-Zeitraum von 8 Tagen zu Zellkörpern mit der Expression von TH wie auch von

AADC. Bisher wurden in dieser Gehirnregion keine TH- oder AADC-positiven Zellkörper

beobachtet. Ursächlich für diese Beobachtung könnte sowohl die mechanische dopaminer-

ge Denervierung wie auch die Gewebe-Manipulation oder organotypische Kultur selbst sein.

Die Gabe von 6-OHDA in geringer Konzentration (15 µM) zu den Gehirnschnitten in orga-
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notypischen Kulturen führte über 8 Tage zur Erhöhung der TH-positiven Zellen, die AADC-

Expression blieb dabei unverändert. Dies deutet darauf hin, dass diese 6-OHDA eine direkte

Wirkung auf Zellen und ihre TH-Expression haben könnte. Der Wirkungsweg ist hierbei bis-

her unklar. Von mir durchgeführte Experimente weisen darauf hin, dass Dopaminrezeptoren

dabei nicht beteiligt sind. Ein weiterer Wirkungsweg, welcher zum Anstieg TH-positiver Zel-

len durch 6-OHDA führt, könnte über adrenerge Rezeptoren vermittelt sein. Diesbezüglich

sind weitere Untersuchungen erforderlich.
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