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1 Einleitung und wissenschaftliche Fragestellung

1.1 Morbus Parkinson

Morbus Parkinson betrifft ca. 1% der Uber 60-Jahrigen und ist somit nach
Morbus Alzheimer die zweithaufigste neurodegenerative Erkrankung (de Lau
and Breteler, 2006). Klinisch manifestiert sie sich klassischerweise durch
Muskelsteifigkeit (Rigor), Zittern in Ruhehaltung (Tremor), Bewegungsarmut
(Hypokinesie bzw. Akinesie) und Beeintrachtigung der Haltungsreflexe
(posturale Instabilitdt) mit asymmetrischem Beginn (FitzGerald et al., 2007).
Des Weiteren zeigen die Patienten eine typische vorniber gebeugte Haltung,
einen kleinschrittigen, verlangsamten Gang und einen hypomimen
maskenhaften Gesichtsausdruck (Kandel et al., 2000).

Seit den frihen 60er Jahren ist bekannt, dass der klinischen Symptomatik im
Wesentlichen eine Degeneration dopaminerger neuromelaninhaltiger Neurone
in der Substantia nigra (SN) pars compacta zu Grunde liegt (Kandel et al.,
2000), die zu Dopaminmangel im Corpus striatum fuhrt. Morbus Parkinson galt
als erstes Beispiel einer hirnorganischen Stoérung, die aus dem Mangel eines
einzigen Neurotransmitters resultiert (Kandel et al.,, 2000). Mittlerweile ist
allerdings bekannt, dass aul3er dem dopaminergen nigrostriatalen System noch
viele weitere Teile des zentralen, aber auch des peripheren und enterischen
Nervensystems (Braak and Del Tredici, 2008a) von neurodegenerativen
Prozessen betroffen sind, was nichtmotorische Symptome und die im
fortgeschrittenen Stadium eintretende Therapieresistenz gegentuber L-DOPA
erklaren kénnte (Braak and Del Tredici, 2008b; Gleixner et al., 2009/2010). Die
genaue Atiopathogenese des idiopathischen Parkinsonsyndroms, das mit 80-
90% der Falle die haufigste Variante eines Parkinsonsyndroms darstellt (Braak
and Del Tredici, 2008a; Gleixner et al., 2009/2010), ist bislang nicht vollstandig
geklart (Allam et al., 2005; Braak and Del Tredici, 2008b; de Lau and Breteler,
2006; Gaenslen et al., 2008). Diskutiert werden Fehlprozessierung und —
aggregation von Proteinen, oxidativer Stress und mitochondriale Dysfunktion
(de Lau and Breteler, 2006) auf der Basis von genetischer Disposition und der



Einwirkung von Umweltfaktoren (Allam et al., 2005; de Lau and Breteler, 2006)
sowie retrograder axonaler Transport und transsynaptische Transmission eines
neurotropen Pathogens (Braak and Del Tredici, 2008a).

Eine Studie des Deutschen Krebsforschungszentrums Heidelberg ergab, dass
defekte Kernkorperchen bei der Pathogenese eine entscheidende Rolle zu
spielen scheinen, vermittelt Gber eine verminderte Funktion des Enzyms mTOR.
Dieses Enzym reguliert intrazellulare Signalwege; eine verminderte Aktivitat
fuhrt zu einer gestorten Funktion der Mitochondrien, was oxidativen Stress
bewirkt. Die entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) schadigen
zellulare Strukturen und fihren so zum Zelltod (Rieker et al., 2011).

Das fur die Erkrankung charakeristische pathologische Merkmal sind a-
Synuclein-immunoreaktive Einschlisse in den Neuronen, Lewy-Neuriten und
Lewy- Korperchen, und die Degeneration dopaminerger Neurone in der SN,
was post mortem zur neuropathologischen Bestéatigung der Diagnose
verwendet werden kann (Braak and Del Tredici, 2008a).

Die Identifikation von Risikofaktoren gestaltet sich nicht einfach: Retrospektive
Fall-Kontroll-Studien sind anféllig fur Studienfehler (Allam et al., 2005; de Lau
and Breteler, 2006; Gaenslen et al., 2008), praklinischer Dopaminverlust konnte
bereits Verhaltensédnderungen z.B. in Bezug auf das Ern&dhrungs- oder
Bewegungsverhalten provozieren und damit zu Fehlinterpretationen von
Frihsymptomen als Risikofaktoren fiihren (de Lau and Breteler, 2006). Als
Risikofaktoren werden unter anderem Pestizidexposition (Gorell et al., 1998),
Schwermetallbelastung (Eisen, Mangan, Kupfer, Blei, Aluminium, Zink) (Gorell
et al., 1999) und damit verbundener oxidativer Stress und eine an
Milchprodukten reiche Ernahrung, moéglicherweise aufgrund darin enthaltener
Schadstoffe (Park et al., 2005), diskutiert. Viele dieser Faktoren sind jedoch
umstritten (Miyake et al., 2011; Mortimer et al., 2012). Als protektive Faktoren
gelten Kaffeekonsum, Rauchen, Erndhrung mit niedriger Kalorienzahl und
vielen ungesattigten Fettsauren, antioxidativen Vitaminen, Polyphenolen,
Ostrogene und Bewegung (de Lau and Breteler, 2006; Gaenslen et al., 2008;
Hirsch and Farley, 2009).



Bis die ersten oben genannten klassischen Symptome auftreten, missen ca.
60% der nigralen Neurone degeneriert sein (Berg, 2006; FitzGerald et al.,
2007). Einer der aktuellen Forschungsschwerpunkte besteht daher darin,
Frihmarker auf Ebene der klinischen, biochemischen, genetischen und
bildgebenden Untersuchung zu identifizieren (Berg, 2008; Berg and Gaenslen,
2010; Gaenslen and Berg, 2010; Gerlach et al., 2008; Godau et al., 2010), um
die Krankheit besser verstehen und frihzeitig therapeutisch oder praventiv
intervenieren zu kénnen (Berg, 2006, 2008; DeKosky and Marek, 2003).

1.2 Tiermodelle

Morbus Parkinson ist eine Erkrankung des Menschen und tritt normalerweise im
Tierreich nicht auf (Braak and Del Tredici, 2008a). Da die Atiopathogenese des
idiopathischen Parkinsonsyndroms noch nicht geklart ist, konnte bislang kein
Tiermodell mit Konstrukt-Validitat, welches basierend auf dem exakten
Pathomechanismus den progredienten und multisystemischen Verlauf der
Erkrankung widerspiegelt, entwickelt werden.

Jedoch ist es gelungen, in toxischen oder genetischen Modellen, Teile der
Symptomatik an Tieren darzustellen, um Einblick in wichtige pathogenetische
Mechanismen zu gewinnen sowie therapeutische Strategien zu testen (Tolwani
et al., 1999).

William Langstons Entdeckung, dass das Pethidin-Derivat 1-Methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridin  (MPTP) bei Drogenabhangigen Parkinsonismus
ausloste (Langston et al., 1983), lenkte die Parkinsonforschung in die intensive
Untersuchung der Rolle von Neurotoxinen in der Pathogenese der Erkrankung
und die Entwicklung von Tiermodellen (Kandel et al, 2000). Aus
Primatenmodellen mit MPTP stammt die These, dass durch den Verlust des
dopaminergen Inputs aus der SN pars compacta der indirekte motorische
Schaltkreis im Striatum verstarkt, der direkte vermindert aktiv ist, wodurch es zu
gesteigerter Aktivitat im internen Pallidumsegment kommt, das zu verstérkter
Hemmung der thalamokortikalen und tegmentalen Neurone des Mittelhirns und

so zu verstarkten hypokinetischen Symptomen fihrt (Kandel et al., 2000).
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Aufgrund der Ahnlichkeit ihrer funktionellen Neuroanatomie mit dem Menschen,
insbesondere beziglich der Organisation der Schaltkreise von Kortex und
Basalganglien, werden am haufigsten Ratten als Modelltiere fiir neurologische
Erkrankungen verwendet (Cenci et al., 2002). Um den nigrostriatalen
Dopaminverlust zu erzeugen, kénnen die Neurotoxine 6-Hydroxydopamin (6-
OHDA) oder Rotenon verwendet werden (Betarbet et al., 2002; Greenamyre et
al.,, 2003). Rotenon ist jedoch als Parkinsonmodell aufgrund seiner
unspezifischen Toxizitat auf periphere Organe und die mangelnde dopaminerge
Neurodegeneration bei subkutaner Applikation zunehmend unter Kritik geraten
(Lapointe et al., 2004; Ravenstijn et al., 2008). MPTP kann bei Ratten keinen
Dopaminverlust erzeugen, da die Tiere Uber die ausgepragte Fahigkeit
verfigen, das Neurotoxin intrazellular in Vesikeln abzusondern (Cenci et al.,
2002; Staal et al., 2000). MPTP findet jedoch Anwendung im Maus- oder

Primatenmodell.

OH
HO NH,  HO NH,  HO
HO HO HO OH
Noradrenalin Dopamin 6-OHDA

Abbildung 1: Strukturformeln der Katecholamine Nora drenalin und Dopamin und des
Neurotoxins 6-OHDA.

Da 6-OHDA die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kann, muss es intrazerebral
appliziert werden. Typische Applikationsorte sind das mediale Vorderhirnbiindel
(medial forebrain bundle, MFB), das Striatum, die SN oder der Ventrikel. Um
eine unspezifische mechanische Lasion entlang der nigrostriatalen Bahn zu
vermeiden, wurde das Toxin in den dieser Arbeit zugrunde liegenden
Versuchen intraventrikular appliziert. Zudem st die Topographie des
dopaminergen Zellverlustes bei intraventrikularer 6-OHDA-Applikation als dem
Patienten ahnlich beschrieben (Rodriguez et al., 2001).
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6-OHDA &hnelt in seiner Struktur (Abbildung 1) katecholaminergen
Transmittern und kann daher tUber den Dopamin- oder Noradrenalintransporter
in die Nervenendigungen aufgenommen werden. Um eine spezifische
dopaminerge Lasion Zu setzen, muss ein Noradrenalin-
Wiederaufnahmehemmer wie z.B. Desipramin oder Nortriptylin zum Schutz der
noradrenergen Neurone gegeben werden. Das hochreaktive 6-OHDA oxidiert
intrazellular unter Bildung von ROS, die zellulare Proteine, Membranlipide und
die DNA schadigen (Schwarting and Huston, 1996). AulRerdem inhibiert 6-
OHDA Komplex | und IV der Atmungskette (Blum et al., 2001; Deumens et al.,
2002). Oxidativer Stress und ATP-Mangel fihren so zum Zelltod.

Das Ausmald der Lasion hadngt zum einen von der verwendeten Dosis, zum
anderen vom Applikationsort und der Empfindlichkeit der verwendeten Spezies
ab (Tolwani et al., 1999). Im Gegensatz zur Parkinsonerkrankung beim
Menschen findet beim toxischen Modell keine chronisch-progressive, sondern
eine akute Neurodegeneration statt, die ihr Maximum einige Tage nach
Applikation des Giftes erreicht und dann nicht weiter fortschreitet.

Je nachdem, welches Stadium der Erkrankung im Modell untersucht werden
soll, missen die Dosis und der Applikationsort des 6-OHDA entsprechend
gewahlt werden (Deumens et al., 2002).

Als Korrelat der Parkinsonsymptome beim Menschen finden sich bei der Ratte
nach bilateraler intrazerebraler Administration von 6-OHDA eine abnorme
Ruhehaltung, eine verminderte Gleichgewichtskontrolle, Kleinschrittigkeit,
verminderte und verlangsamte spontane motorische Aktivitat, Muskelsteifigkeit
sowie ein Ansprechen auf L-DOPA-Medikation (Cenci et al.,, 2002).
Verschiedene Tests wurden entwickelt, um die Verhaltensveranderungen nach
der Lasion im uni- oder bilateralen Modell messen zu kdnnen (Deumens et al.,
2002; Meredith and Kang, 2006).

Eine starke bilaterale Lasion fuhrt meist zu Aphagie und Adipsie bei den Tieren
(Deumens et al., 2002; Ungerstedt, 1971), weswegen haufig das
asymmetrische Modell mit unilateraler 6-OHDA Lasion bevorzugt wird. Ein
bilaterales Modell bringt jedoch den Vorteil mit sich, dass es der Situation des

Patienten ndher kommt, bei dem auch beide Hirnhalften betroffen sind. Zudem
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konnten von der intakten Hemisphéare bei einer unilateralen L&asion Axone in die
ladierte Region einspriel3en, was maoglicherweise zu einer nicht unerheblichen
Verféalschung der Ergebnisse fuhrt, wenn kompensatorische Prozesse nach
einer Lasion untersucht werden sollen (Deumens et al.,, 2002). Aus diesen
Grinden wurde eine bilaterale Lasion in den der Arbeit zugrunde liegenden
Versuchen verwendet. Um eine ausreichende Trainierbarkeit der Tiere zu
gewahrleisten, wurde eine milde Lasion verursacht, was einem Frihstadium der

Erkrankung entsprechen wirde.
1.3 Bewegungstherapie bei Parkinsonpatienten

Wahrend vor einigen Jahren noch schéadliche Folgen korperlichen Trainings bei
zerebralem Parenchymschaden diskutiert wurden (Humm et al., 1999; Humm et
al.,, 1998; Kozlowski et al, 1996), wird heute der Nutzen von
Bewegungstherapie in der Neurologie weithin anerkannt und intensiv erforscht.
Seit 1981 die erste kontrollierte klinische Studie Uber Physiotherapie bei Morbus
Parkinson veréffentlicht wurde, ist die Zahl der Veroéffentlichungen insbesondere
in den letzten Jahren exponentiell gestiegen. 2004 wurden die ersten Richtlinien
zur evidenzbasierten Durchfuhrung der Physiotherapie auf Grundlage von
experimentellen  Studien, klinischer Expertise und Patientenerfahrung
veroffentlicht (Keus et al., 2009).

Die Physiotherapie hat dabei verschiedene Aufgaben: erstens eine
Verbesserung der  motorischen  Einschrankungen  entweder  Uber
kompensatorische Strategien, welche eine Umgehung der defizitaren
Verschaltung in den Basalganglien ermdglichen sollen, oder durch eine
Mobilisierung funktioneller Reserven. Beides induziert Lernvorgange, die durch
regelmanRiges Wiederholen Verbesserungen erzielen. Zweitens geht es um das
Management maoglicher krankheits- oder altersbedingter Folgeprobleme im
muskuloskelettalen oder kardiovaskularen Bereich. Drittens soll eine
Sturzpravention erfolgen sowie viertens eine generelle Verhaltenséanderung
beim Patienten durch Anregung zu vermehrter korperlicher Aktivitat (Morris et
al., 2010).
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Obwohl mittlerweile ausreichend Evidenz fiur die Wirksamkeit gezielten
Trainings fir die Verbesserung klinischer Scores wie des Unified Parkinson’s
Disease Rating Scale UPDRS (Ebersbach et al., 2010), der korperlichen
Funktionsfahigkeit, der Lebensqualitat, der Kraft, des Gleichgewichts, der
Ganggeschwindigkeit (Goodwin et al.,, 2008) und fur das Management von
Folgeerkrankungen (Morris et al., 2010) vorliegt, erhalten noch immer zu
wenige Patienten Zugang zu einer evidenzbasierten Form von Physiotherapie
(Hirsch and Farley, 2009; Keus et al., 2009). Jedoch ist es bei einer Erkrankung
wie Morbus Parkinson, bei welcher die Patienten unterdurchschnittlich
korperlich aktiv sind und Depression, Mangel an Motivation und Initiative als
psychische Komorbiditat eine Rolle spielen, besonders wichtig, die Patienten zu
korperlichem Training anzuleiten (Goodwin et al., 2008; Morris et al., 2010).

RegelmalRige intensive bis maRige korperliche Aktivitat senkt das
Parkinsonrisiko (Thacker et al., 2008) bzw. verzogert das Auftreten von
Symptomen (Hirsch and Farley, 2009). Verminderte Aktivitat ist nicht nur ein
Risikofaktor sondern auch eine Folge der Erkrankung (Goodwin et al., 2008;
Hirsch and Farley, 2009), die bei starker Ausprdgung einen Verlust von
Selbststandigkeit und soziale Isolation bedeuten kann (Keus et al., 2007). Diese
Mobilitatseinschrankungen sind mit medikamentGser oder neurochirurgischer
Therapie nur schwer zu beeinflussen (Keus et al., 2007). Durch kérperliches
Training jedoch werden selbst bei bereits eingetretenen motorischen
Einschrankungen durch die Parkinsonerkrankung positive Effekte auf
motorische und kognitive Funktionen erzielt (Goodwin et al., 2008; Hirsch and
Farley, 2009; Rosenzweig and Bennett, 1996). Es gibt Hinweise, dass durch
korperliches Training in Fruhstadien das Fortschreiten der Erkrankung
gehemmt werden kann (Fox et al., 2006; Goodwin et al., 2008; Hirsch and
Farley, 2009). Erklart wird dies durch eine aktivitatsabhéngige neuronale
Plastizitdt, wobei Synaptogenese, Angiogenese, Neurogenese und ein
gesteigerter Glukosestoffwechsel eine Rolle spielen sollen (Hirsch and Farley,
2009). Dariuber hinaus werden durch Sport Entziindungsvorgange im Gehirn
gehemmt, oxidativer Stress vermindert, die Kalziumhomdoostase stabilisiert und

neurotrophe Faktoren ausgeschittet (Hirsch and Farley, 2009). Durch
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Aktivitaten mit Belohnungsgefiihl werden die Dopaminspiegel gesteigert,
wodurch sich die Lernfahigkeit verbessert; auflerdem sind dopaminerge
Neurone im Sinne von ,use it or lose it hochempfindlich gegentber Inaktivitat
(Fox et al., 2006; Goodwin et al., 2008). Hinweise aus vielen Studien am
Tiermodell deuten auf ein frihes Zeitfenster fur die Fahigkeit zur
Neuroplastizitat bei Morbus Parkinson hin, sodass man Patienten so frih wie
maoglich diagnostizieren und zum Physiotherapeuten Uberweisen sollte (Hirsch
and Farley, 2009).

Trotz des neurodegenerativen Aspekts der Erkrankung scheinen die Gehirne
von Parkinsonpatienten daher noch uber eine hohe neuroplastische Kapazitat
zu verfugen, doch bedarf es dazu eines intensiven, gezielten, kontinuierlichen
Trainings, was eine grol3e Herausforderung fur den Patienten und die ihn

betreuenden Gesundheitseinrichtungen darstellt.
1.4 Training im Tiermodell

Viele Erkenntnisse tUber Wirksamkeit und Wirkweise korperlicher Aktivitat bei
Morbus Parkinson wurden am Tiermodell gewonnen. In den nachfolgend
zitierten Studien verhinderte bzw. verringerte vermehrte korperliche Belastung
der ladierten Seite (Tillerson et al.,, 2003; Tillerson et al., 2001) oder
Laufbandtraining (Tajiri et al., 2010) kurz nach der unilateralen Toxinapplikation
die motorischen und neurochemischen Defizite (Tajiri et al., 2010; Tillerson et
al., 2003; Tillerson et al., 2001; Vergara-Aragon et al., 2003). Zudem
potenzierte erzwungene Minderbelastung die Defizite (Tillerson et al., 2002).
Training vor der Lasion verhinderte Dopaminverlust und motorische Defizite
durch das Toxin (Cohen et al., 2003; Tillerson et al., 2003).

Bei spatem Trainingsbeginn, d.h. 7 Tage nach der L&sion, konnte in diesen
Studien kein protektiver Effekt mehr gefunden werden, das Zeitfenster fir
Nutzen durch Sport scheint also friih zu liegen (Tillerson et al., 2001). Fir die
bestmdglichen Trainingserfolge sollte darauf geachtet werden, die Ubungen
gezielt auf die Defizite auszurichten (Ciucci et al., 2008; Vergara-Aragon et al.,
2003).
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Die zugrunde liegenden Mechanismen konnten noch nicht vollstandig geklart
werden, jedoch scheinen die Expression neurotropher Faktoren wie GDNF
(Cohen et al., 2003; Smith and Zigmond, 2003) und BDNF (Kleim et al., 2003;
Tajiri et al., 2010), Veranderungen in Neurotransmitterspiegeln (Tillerson et al.,
2001) sowie vermehrte Dopaminfreisetzung aus den persistierenden
Nervenendigungen (Smith and Zigmond, 2003) eine Rolle zu spielen. Diskutiert
werden zudem die Erholung der beschadigten Axone (Smith and Zigmond,
2003), das Aussprossen neuronaler Fortsatze (Kleim et al., 2003; Smith and
Zigmond, 2003), Synaptogenese (Bury et al., 2000), Neurogenese (Tajiri et al.,
2010), Angiogenese (Li et al., 2005) sowie Reaktion bzw. Proliferation der
Astrozyten (Bury et al., 2000; Kleim et al., 2003; Li et al., 2005). Mdglicherweise
werden funktionelle Verbesserungen auch durch Ubertragung der Funktion der
degenerierten Nervenzellen auf andere Neuronengruppen bzw. neuronale
Netze vermittelt (Smith and Zigmond, 2003; Tillerson et al., 2002). Allgemein
gesagt scheint korperliche Aktivitat Uber verschiedene Mechanismen die
Voraussetzungen fur neuronale Plastizitat zu begunstigen (Kleim et al., 2003).

Diskutiert wird dabei der Unterschied zwischen forciertem Training, das bei den
Tieren Stressreaktionen auslosen kénnte, und freiwilligem Training. Von Stress
ist bekannt, dass er die positiven Wirkungen des Sports reduzieren kann
(Howells et al., 2005; Tajiri et al., 2010), wohingegen freiwilliges Training unter
Umstanden nicht intensiv genug ist, um Neuroprotektion zu bewirken,
wenngleich lber die Aktivierung kompensatorischer Mechanismen immer noch
positive Verhaltenseffekte erzielt werden (O'Dell et al., 2007; Tajiri et al., 2010).
Einige Veroffentlichungen beschreiben, dass forciertes Training in einem frihen
Zeitfenster nach der Lasion die Auswirkungen kortikaler Eingriffe potenzieren
kann, sei es Uber den Anstieg der Kerntemperatur, Hypermetabolismus oder die
Exzitotoxizitat von Glutamat (Humm et al., 1999; Humm et al., 1998; Kleim et
al., 2003; Kozlowski et al., 1996). Um diesem Problem zu begegnen, begann
das Training in den Versuchen dieser Arbeit zu einem spaten Zeitfenster und
mit milder Intensitat. Als wichtiges Argument fiir milde Intensitat kommt dazu,
dass ein simples Ubertragen der sehr intensiven Trainingsprotokolle auf die

Klinik die Compliance der Patienten schmalern wirde (O'Dell et al., 2007).
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Selbst wenn bei vielen Versuchsdesigns bislang publizierter Studien die
Trainingseinheit ausschliel3lich nach der Lasion angesetzt war, wurden die
Ratten schon vor der Toxinapplikation Uber kirzere oder langere Zeit mit dem
Trainingsgerat vertraut gemacht (Poulton and Muir, 2005; Tillerson et al., 2003;
Vergara-Aragon et al., 2003). Dabei ist nicht auszuschliel3en, dass bereits eine
kurze Trainingseinheit einen direkten Einfluss auf die Wirksamkeit des
Neurotoxins haben kodnnte. Beispielsweise konnten die durch die Aktivitat
erhohten Dopaminspiegel durch kompetitive Hemmung eine verminderte 6-
OHDA Aufnahme bewirken (Tillerson et al., 2001). Korperliches Training scheint
die Expressionsdichte der Dopamintransporter herunterzuregulieren (Poulton
and Muir, 2005; Tillerson et al., 2003) und somit die Toxinaufnahme zu
mindern. AufRerdem scheint durch Training der GDNF-Spiegel temporar
anzusteigen, was im Versuch von Cohen et al. (2003) mit verminderten
Dopaminverlusten bei 6-OHDA-Applikation nach Training in Verbindung
gebracht wurde (Cohen et al., 2003). Daher wurde im Versuchsdesign der
Experimente dieser Dissertation bewusst auf Rotarodeinheiten vor der
Operation verzichtet, um spezifisch untersuchen zu kénnen, welche Effekte
Training nach bereits abgeschlossener Neurodegeneration bewirken kann.

1.5 Die Bluthirnschranke: Aufbau und Funktion

Das Gehirn gehort gemeinsam mit Lunge und Niere zu den am besten
durchbluteten Organen (Wolburg et al.,, 2009b). Fur die sensiblen zerebralen
Funktionen ist es von essenzieller Bedeutung, dass ein geregelter
Stoffaustausch zwischen dem systemischen Kreislauf und der zerebralen
Mikroumgebung stattfindet. Zum einen muss das Gehirn vor neurotoxischen
Substanzen geschiitzt, zum anderen muss der Nahrstoffbedarf gedeckt werden.
Zu diesem Zweck sind die Kapillaren im Gehirn um den Faktor 50-100 weniger
durchlassig als in der Peripherie (Abbott, 2002). Der erste, der eine Schranke
zwischen Blut und Gehirn vorschlug, war 1885 Paul Ehrlich, der intravasal
appliziertes Trypanblau in allen Koérpergeweben, nicht aber im Gehirngewebe
von Versuchstieren nachweisen konnte (Ehrlich, 1885). Erganzend zeigte sein

Schiler Edwin Goldman 1913 (Goldmann, 1913), dass eine solche Barriere
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zwischen Liquor und Gehirn nicht existiert (Nag et al., 2011; Wolburg et al.,
2009a). Obwohl das Konzept somit schon mehr als 100 Jahre alt ist, sind die
molekularen Grundlagen dieser hochspezialisierten Barriere bislang erst
teilweise verstanden. Man weil3, dass integrale Bestandteile der
Bluthirnschranke (blood brain barrier, BBB) die Endothelzellen, die sie
umgebende Basalmembran oder auch Membrana limitans gliae perivascularis
(Wolburg et al.,, 2009b) genannt, die damit in Verbindung stehenden
EndfiRRchen der Astrozyten, die Perizyten, die Mikroglia, Neurone und spezielle
Komponenten der extrazellularen Matrix sind (Abbott, 2002; Nag et al., 2011,
Wolburg et al., 2009a; Wolburg et al., 2009b). Zusammenfassend wird von der
neurovaskularen Einheit (Nag et al., 2011; Zlokovic, 2008) oder dem
gliovaskularen Komplex (Wolburg et al.,, 2009a) gesprochen, um die
Bedeutsamkeit des Zusammenspiels der verschiedenen Strukturen zu betonen.
Endothelzellen beschréanken mit ihren Tight Junctions die parazellulare
Diffusion kleinerer hydrophiler Molekile wie z.B. lonen (,gate function®),
wahrend die Caveolae des Endothels fur den transzellularen Transport grél3erer
Molekule wie z.B. Serumproteine verantwortlich sind. Kleine lipophile
Substanzen wie z.B. Kohlendioxid, Sauerstoff und Ethanol kdnnen frei tber die
Lipidmembranen diffundieren, wahrend fir den Transport lebenswichtiger
polarer Molekile wie Glucose und Aminosauren spezifische Transporter noétig
sind (Abbott, 2002). Die Ausbildung von Tight Junctions geschieht im
Zusammenhang mit Adherens Junctions. Tight Junctions befinden sich am
apikalen Ende des Spaltes zwischen den Endothelzellen und grenzen damit
den apikalen vom basolateralen Membranbereich ab (,fence function®). Dartber
hinaus fungieren sie Uber ihre Interaktion mit zytoplasmatischen Proteinen in
der Signaltransduktion (Heiskala et al., 2001; Tsukita et al., 2001). Tight
Junctions setzen sich aus verschiedenen membrangebundenen und
zytoplasmatischen Proteinen zusammen: Claudine und Occludin durchziehen
die Zellmembran vierfach und besitzen zwei zytoplasmatische Doménen.
Sogenannte junctional adhesion molecules (JAM), die zur Immunglobulin
Superfamilie gehoren, haben eine Transmembrandomé&ne und eine lange

extrazellulare Komponente (Tsukita et al., 2001; Wolburg et al., 2009a). Diese
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Membranproteine interagieren miteinander und tber Adapterproteine mit PDZ-
Doméanen wie ZO-Proteine mit dem Zytoskelett, insbesondere Actin, von dem
man weil3, dass es Bindestellen fur Claudin, Occludin und ZO Proteine hat
(Tsukita et al., 2001). In Knock-out-Studien wurde herausgefunden, dass
Occludin eher eine regulatorische Funktion zukommt, wahrend Claudine
essentiell fir den Erhalt der Permeabilitatsbarriere sind (Heiskala et al., 2001;
Nag et al., 2011; Wolburg et al.,, 2009b). Durch die spezielle Kombination
unterschiedlicher Claudine, wobei fur die BBB Claudin-3, -5 und 12 beschrieben
sind, scheint sich eine selektive Durchlassigkeit fir bestimmte lonen zu ergeben
(Heiskala et al., 2001; Tsukita et al., 2001; Wolburg et al., 2009a; Wolburg et
al., 2009b). Der Verlust von Claudin-3 unter pathologischen Bedingungen wie
bei Entzindungen oder Tumoren ist mit einer eingeschrankten Funktion der
BBB vergesellschaftet (Wolburg et al., 2003).

Eine besondere Rolle fir Induktion und Erhalt der BBB scheint den Astrozyten
zuzukommen, die mit ihren Endfif3chen das Endothel Uberziehen, wo sie
wahrscheinlich einen bislang nicht identifizierten l6slichen Faktor freisetzen
(Abbott, 2002). Nur differenzierte Astrozyten scheinen diese Aufgabe erfiillen zu
kénnen (Abbott, 2002; DeBault and Cancilla, 1980; Wolburg et al., 2009b). Da
Hinweise auf eine 6-OHDA induzierte Dedifferenzierung von Astrozyten
gefunden wurden (Wachter et al., 2010), ist denkbar, dass dies eine
Funktionsstérung der BBB zu Folge haben kénnte.

Astrozyten und ihrem Wasserkanal Aquaporin 4 (AQP4) wird eine wesentliche
Funktion in der Homoostase des lonen- und Wasserhaushalts des Gehirns
zugeschrieben (Vizuete et al., 1999). Unter physiologischen Bedingungen findet
sich AQP4 in den Endfi3chen der Astrozyten angeordnet in sogenannten
orthogonal arrays of particles (OAP) (Wolburg et al., 2009b), spezialisierten
Verbanden von Membranproteinen in polarisierten Astrozyten. Unter
pathologischen Einflissen kann es zum Verlust der OAPs kommen und AQP4
wird auch in anderen Bereichen der Membran exprimiert (Wolburg et al.,
2009b).

Ein Verlust der Integritat der BBB geht mit einem gestorten Wasserhaushalt des

Gehirns einher. Vasogene Odeme sind gekennzeichnet durch eine vermehrte
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Durchlassigkeit der BBB insbesondere fur Plasmaproteine, die vermehrt
Flissigkeit aus den GefaRen ins Gewebe ziehen (Nag et al.,, 2009). Bei
vasogenen Odemen ist AQP4 daran beteiligt, die vermehrte extrazellulare
Flissigkeit aus dem Parenchym wieder in die Gefal3e oder den Liquor zu
drainieren (Nag et al., 2009).

Im Gegensatz dazu kann die Expression von AQP4 aber auch das Anschwellen
von Zellen im Sinne eines zytotoxischen Odems fordern (Nag et al., 2009).
Zytotoxische Odeme zeichnen sich durch defekte zellulare
Homoostasemechanismen aus, wie beispielsweise den Ausfall der Na+/K+
Pumpe durch ATP-Mangel, was zu einer osmotischen Uberladung fiuhrt, die
wiederum Wasser in die Zelle zieht. Im Gehirn scheinen hauptsachlich
Gliazellen von Schwellung betroffen zu sein, da sie eine wesentliche Rolle in
der Transmitter- und lonenhomoostase einnehmen und aufl3erdem AQP4
exprimieren (Nag et al., 2009).

1.6 Pathologika der Bluthirnschranke bei Morbus Par  kinson

und Parkinson Tiermodellen

Die Rolle von Veranderungen der BBB in der Pathogenese neurodegenerativer
Erkrankungen erhielt in den letzten Jahren zunehmend wissenschaftliche
Aufmerksamkeit (Grammas et al.,, 2011; Zlokovic, 2008). Es erscheint
einleuchtend, dass eine Struktur, die zum einen die Energieversorgung
gewahrleisten und zum anderen vor systemischen Schadstoffen schitzen
muss, einen entscheidenden Faktor in der Entstehung von Erkrankungen des
zentralen Nervensystems (ZNS) spielen kann. Bislang sind erst einige
Storungen der BBB, die bei Morbus Parkinson und seinen entsprechenden
Tiermodellen von Bedeutung sind, bekannt. Entziindungsvorgange werden von
vielen Autoren als Verursacher erhdhter Permeabilitdt genannt (Grammas et al.,
2011; McGeer and McGeer, 2004; Whitton, 2007). Die Entziindung kodnnte
durch systemische Stimuli wie z.B. bakterielles Lipopolysaccharid (LPS),
Umwelttoxine etc. getriggert sein und Uber die begleitende Produktion von
ROS, die Aktivierung von Mikrogliazellen und den Ubertritt potentiell schadlicher

Blutbestandteile ins Gehirnparenchym zur Zerstérung von Neuronen fuhren. Die
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dopaminergen Nervenzellen der SN werden dabei als besonders empfindlich
gegeniber oxidativem Stress angegeben, da die Dopaminproduktion per se
bereits ROS erzeugt (Whitton, 2007). Daruber hinaus ist dort die Dichte an
Mikrogliazellen als vergleichsweise hoch beschrieben (Whitton, 2007). Der
resultierende Neuronenuntergang potenziert wiederum die
Entzindungsvorgdnge. Der initiale Trigger fur die Aktivierung von
Mikrogliazellen kdénnte dabei bereits viele Jahre vor dem Auftreten erster
Symptome liegen (Whitton, 2007).

Carvey et al. berichteten 2005 von Neuroinflammation mit Mikrogliaaktivierung
durch 6-OHDA Injektion in den MFB oder die SN (Carvey et al., 2005).
Gleichzeitig lieferten sie durch den Ubertritt intravasaler Tracer ins
Gehirnparenchym den Beweis fur defekte Barrieremechanismen.

Einen moéglichen Zusammenhang zwischen der Einwirkung von Umwelttoxinen
und genetischer Veranlagung fanden Drozdzik et al. (Drozdzik et al., 2003), die
eine Korrelation zwischen eines Polymorphismus des P-Glycoproteintransporter
MDR1 Gens, der Einwirkung von Pestiziden und dem Auftreten eines
Parkinsonsyndroms bei polnischen Patienten zeigte. Die genetisch bedingte
Empfindlichkeit durch die minderaktive Variante des Transporters, der das
Gehirn an der BBB normalerweise vor Umwelttoxinen schitzt, in Kombination
mit der Exposition kann so zum erhohten Risiko der Parkinsonschen
Erkrankung geftihrt haben.

Den Aspekt der moglichen unzureichenden Na&hrstoffversorgung durch
Veranderungen der BBB beleuchteten Farkas et al. (Farkas et al., 2000), die bei
Alzheimer- und Parkinsonpatienten pathologische Verdickungen der
perikapillaren Basalmembranen fanden.

Die Bedeutung, die diese neuen Erkenntnisse flr neue Therapieanséatze bzgl.
Entzindungsmodulation und BBB haben, wird sich in den folgenden Jahren
erweisen mussen. Bereits jetzt sind antiinflammatorische Strategien zur

Neuroprotektion bei Morbus Parkinson in Diskussion (Lu and Hu, 2011).
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1.7 Fragestellung

1.7.1 Effekte moderaten koérperlichen Trainings auf die durch 6-OHDA-

induzierten motorischen und neurochemischen Defizit e der Ratte

Auf Grundlage von Ergebnissen aus klinischen Studien der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Daniela Berg (Berg, Godau et al., unveroffentlichte Daten; Dissertation
von M. Herfurth) bei denen Sport in Form von Nordic Walking und Gymnastik
symptomatische  Verbesserungen und  morphologische  Effekte im
Kernspintomogramm bewirkt hatte, sollte eine vergleichbare Studie am
Tiermodell durchgefihrt werden. Ziel war zum einen zu uberprifen, ob man die
Ergebnisse der klinischen Studie am Tier reproduzieren kann, ob sich also
durch moderates Training der parkinsonoiden Ratte Verhaltensverbesserungen
erzielen lassen, und ob sich in der Magnetresonanztomographie (MRT) ein
morphologisches Korrelat findet. Zum anderen sollte mittels
immunhistochemischer Farbungen nach zellularen Effekten gesucht werden,

die den Trainingseffekt vermitteln kénnten.

1.7.2 Akute Nebenwirkungen der 6-OHDA Lasion auf di e
Bluthirnschranke und die zerebrale Flissigkeitshomo ostase

In den Kernspinaufnahmen, die mit dem Ziel, Trainingseffekte zu detektieren,
angefertigt wurden, fiel eine Hyperintensitdit an Tag 4 nach der 6-OHDA
Injektion auf. Da Hyperintensitat in T2w Aufnahmen auf Flissigkeit hinweist,
wurden weitere Untersuchungen angeschlossen, um herauszufinden, ob sich
histologisch Hinweise auf ein Hirnddem und einen Defekt der BBB finden. Zu
diesem Zweck wurden weitere immunhistochemische und histologische

Untersuchungen durchgefihrt.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Zunachst wurde in einer ersten Versuchsreihe mit einer niedrigen Tierzahl (n =
14) die adaquate Dosis des Neurotoxins 6-OHDA bestimmt, das zu messbaren
motorischen Defiziten fuhrt und gleichzeitig die Trainierbarkeit der Tiere
gewdhrleistet. Die Trainingsmethode auf dem Rotarod wurde etabliert. In T2
gewichteten (T2w) Kernspinaufnahmen sollte untersucht werden, ob sich ein
Trainingseffekt in MR morphologischen Veranderungen des Gehirnparenchyms
widerspiegelt.

In einer zweiten Versuchsreihe mit durch die zuséatzlichen nichttrainierten
Kontrollgruppen grof3erer Tierzahl (n = 38) lag der Schwerpunkt auf der
genaueren Analyse des Trainingseffekts auf verhaltensbiologischer und
immunhistochemischer Basis. Auf eine erneute MR Messung wurde aus
logistischen Gruinden verzichtet.

Um den Trainingseffekt immunhistochemisch zu untersuchen wurden in dieser
Arbeit Antikorper gegen Tyrosinhydroxylase (TH) als Marker fir dopaminerge
Zellen und Ki-67 als Marker fur proliferierende Zellen verwendet. Auf Basis der
MRT-Ergebnisse aus der klinischen Studie von Prof. Berg wurden als zu
untersuchende Regionen das Striatum und das Kleinhirn ausgewabhit.

Bezuglich der beobachteten Hyperintensitat in T2w MRT Aufnahmen nach der
6-OHDA Lasion wurde an zwei zusatzlichen Tieren aul3erhalb des
Trainingsversuches zusatzliche MR Sequenzen mit Diffusionswichtung
angefertigt sowie an einzelnen Ratten eine Verlaufsbeobachtung der
Hyperintensitat an den Tagen 2, 5, 7, 9 und 11 nach Lasion durchgefthrt. Um
die histologischen Verdnderungen im Bereich der Hyperintensitat zu
untersuchen, wurden Semidunnschnitte und immunhistochemische Farbungen
der betroffenen Areale auf Hinweise auf Veranderungen der Bluthirnschranke
(Antikorper gegen Claudin-3, AQP4, Fibrinogen) sowie Veranderungen der
Zelldichte (Antikorper gegen GFAP, Nestin, Kernfarbung Sytox Green)

untersucht.
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Abbildung 2: Ablauf des ersten und zweiten Training sversuches.

In der ersten Versuchsreihe wurden 7 Tage vor der Lasion sowie 4 und 14 Tage
danach T2w MRT-Aufnahmen angefertigt. An Tag 4 wurden einzelne, an Tag
14 alle restlichen Gehirne nach dem Kernspin fur histologische Untersuchungen
gewonnen. Die Verhaltenstestung mittels Open Field Activity Monitoring und
Stepping Test erfolgte am L&sionstag unmittelbar vor der Mikroinjektion von
Tragerlosung oder 6-OHDA, 3 und 13 Tage im Anschluss. Das Rotarodtraining
erfolgte an den Tagen 5-12 nach L&sion.

In der zweiten Versuchsreihe wurde die Verhaltenstestung 3 Tage vor, an den
Tagen 3, 13, und 23 nach der Lasion durchgefuhrt. Aufgrund der hdheren
Tierzahl war die praoperative Testung direkt am L&sionstag zeitlich nicht
maoglich. Die Verhaltenstestungen an den Tagen 3 und 13 dienten dazu, eine
eventuelle progressive Degeneration der dopaminergen Neurone nach der
intraventrikularen 6-OHDA Applikation nachzuweisen. Die Gewinnung von
Gehirnen fur immunhistochemische Untersuchungen erfolgte an den Tagen 4
und 24 nach Lasion. Das Rotarodtraining erfolgte im Vergleich zum ersten
Versuch verzogert, an den Tagen 15-22, um das Training erst nach
abgeschlossener toxischer Degeneration durchzufihren.
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2.2 Tiere und Lasionsmodell
2.2.1 \Versuchstiere

Beide Versuchsreihen wurden mit mannlichem Sprague Dawley Ratten
(Charles River, Sulzfeld, Deutschland) durchgefuhrt, die zu Beginn der
Experimente 240-300 g wogen. Die Tiere wurden in Gruppen von 4-6 Ratten in
mit Streu geflllten Macrolon 1V Kafigen bei 20-22° Celsius, 50-60%
Luftfeuchtigkeit unter einem standardisierten Tag-Nacht-Rhythmus (Licht von 7-
19 Uhr, Dunkelheit von 19-7 Uhr) gehalten. Sie erhielten taglich 12 g
Nagerfutter und unbegrenzt Wasser zur freien Verfugung. Alle Experimente
wurden unter hellen Bedingungen durchgefihrt. Die Tiere wurden 7 Tage vor
Beginn der Verhaltensexperimente an den Untersucher durch taglichen Kontakt
gewobhnt. Die Experimente und Bedingungen wurden von der lokalen
Ethikkommission im Regierungsprasidium Tubingen genehmigt. Es wurden alle

Bemuhungen angestellt, um Schmerz und Unwohlsein der Tiere zu minimieren.
2.2.2 Lasion

Die intracerebroventrikulare (icv) Applikation von 6-OHDA erfolgte gemalR der
Methode von Rodriguez (Rodriguez et al., 2001), um ein dem Patienten
maoglichst ahnliches Muster dopaminerger Degeneration zu erreichen. Um
Komplikationen bezuglich einer mdglichen Verletzung des Sinus sagittalis bei
der L&sion zu vermeiden, erfolgte die Applikation abweichend zu Rodriguez
nicht in den 3. Ventrikel, sondern in beide Seitenventrikel (Abb. 3). Die Narkose
erfolgte im ersten Versuch mit 65 mg/kg Koérpergewicht (KG) Pentobarbital
intraperitoneal (ip) (Narcoren®, Merial, Hallbergmoos, Deutschland), im zweiten
Versuch  aufgrund der besseren  Vertraglichkeit —und flexibleren
Dosierungsmadglichkeiten mit 1-2% Isofluran per inhalationem. In beiden
Versuchen erfolgte die perioperative Analgesie mit 3-5 pg/kg KG Fentanyl
(Fentanyl-ratiopharm®, Ratiopharm, Ulm, Deutschland) sowie 5 mg/kg KG
Carprofen (Rimadyl® Rind, Pfizer Pharma GmbH, Berlin, Deutschland) zur
postoperativen Analgesie. Zum Schutz der noradrenergen Neurone wurde 20
min vor der Injektion von 6-OHDA 30 mg/kg KG Nortriptylin in isotoner
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Kochsalzlosung (Nortriptylinhydrochlorid, Sigma, Taufkirchen, Deutschland) ip
appliziert. Der Schadel wurde mittels stereotaktischem Rahmen (Stoelting,
lllinois, USA) fixiert. Eine Heizmatte schitzte die Tiere vor intraoperativer
Hypothermie. Die Augen wurden mit einer geeigneten Augensalbe
(Bepanthen® Augen- und Nasensalbe, Bayer Vital, Leverkusen, Deutschland)
vor Hornhautschaden durch Austrocknung geschitzt. Nach Desinfektion der
Kopfhaut mit Povidoniod-Losung (Braunol, Braun, Deutschland) wurde das
Bregma, die Stelle, an der sich Koronarnaht und Sagittalnaht treffen,
dargestellt. Es erfolgte die Injektion von je 35 ug oder 105 ug 6-OHDA (6-
Hydroxydopaminhydrobromid, Sigma, Taufkirchen, Deutschland) geldst in 10 pl
Tragerlosung (0,1% Ascorbinsaure / 0,9% NaCl) in beide Seitenventrikel (AP -
0,7 mm, ML +/- 1,3 mm, DV -3,6 mm in Bezug auf das Bregma gemalf (Paxinos
and Watson, 1997)) mittels einer Mikrospritze (SGE, Deutschland).
Shamgruppen erhielten nur je 10 ul Tragerlosung pro Seitenventrikel. Die
Injektionsgeschwindigkeit betrug 2,5 pl/min, im Anschluss wurde die Kanile
weitere vier Minuten belassen, um eine ausreichende Diffusion des Infusats zu

gewabhrleisten.

Abbildung 3: Schemazeichnung des Injektionsortes ge maf Paxinos und Watson (1997).

Die Bohrlocher im Schadel wurden mit Knochenwachs (Ethicon, Johnson &
Johnson, Deutschland) verschlossen, eine prophylaktische Antibiose wurde mit
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Nebacetinpuder (Nebacetin = Bacitracin + Neomycin, Sandoz, Osterreich)
durchgefuhrt und die Wunde mit 4-5 Stichen genéht. Aufgrund des Risikos einer
Aphagie und Adipsie bei einer bilateralen Lasion wurde das Kérpergewicht
postoperativ taglich kontrolliert. Geschwéchte Tiere wurden mit Milchbrei und
subkutanen Injektionen von 1-2 ml eines 1:1 Gemisches aus Jonosteril®-
Glucose (Fresenius Kabi, Deutschland) und Amynin® (Merial, Halbergmoos,

Deutschland) unterstitzt.
2.3 Training

Von Tag 5-12 im ersten Versuch bzw. von Tag 15-22 im zweiten Versuch
wurden alle Tiere der Trainingsgruppen auf dem Accelerating Rota-Rod fur
Ratten 7750 (TSE, Technical&Scientific Equipment GmBH, Bad Homburg,

Deutschland) trainiert.

Abbildung 4: Rotarod.

Die Tiere mussten taglich 4 finfmindtige Einheiten absolvieren mit 30 Minuten
Pause zwischen den Trainingseinheiten. Die Geschwindigkeit blieb bei jeder
einzelnen Trainingseinheit konstant, wurde im Verlauf des Trainings jedoch
schrittweise standardisiert erhéht von zunachst 4 Umdrehungen pro Minute
(rpm) auf 16 rpm (Trainingsprotokoll vgl. Abb.: 1. Tag: 4-8-8-4 rpm, 2. Tag: 4-8-
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8-4 rpm, 3. Tag: 8-8-8-8 rpm, 4. Tag: 8-12-12-8 rpm, 5. Tag: 8-12-12-8 rpm, 6.
Tag: 12-12-12-8 rpm, 7. Tag: 12-12-12-12, 8. Tag: 12-12-16-12 rpm). Wenn
eine Ratte wahrend des Trainings vom Rotarod fiel, wurde sie wieder auf die
Stange gesetzt, um das Training fortzusetzen.

Geschwindigkeit [rpm)]

1 2 3 a 5 6 7 g  Zeit[d]

Abbildung 5: Trainingsprotokoll.

2.4 Verhaltenstestung

2.4.1 Stepping Test

Abbildung 6: Adjusting Stepping Test.

Als Mal3 fur die Hypokinese der Vorderpfoten wurde der Adjusting Stepping
Test gemalR Olsson et al. verwendet (Olsson et al.,, 1995). Das Tier wurde
hierfir mit dem Rumpf und der nicht zu untersuchenden Pfote in den Handen
des Untersuchers so gehalten, dass lediglich die zu untersuchende Pfote frei
beweglich war. Das Tier wurde nun seitlich wahrend 15 s Uber einen 1 m
langen Holzbalken bewegt, sodass die zu untersuchende Pfote das Holz mit
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leichtem Druck beriihrte. Die vom Tier durchgefuhrten Ausgleichsschritte
wurden Uber eine Distanz von 0,9 m gezahlt. Dieser Test wurde pro Pfote und
Richtung jeweils zweimal pro Tier durchgefuhrt, die durchschnittliche Anzahl an
Ausgleichsschritten pro Pfote und Richtung wurde statistisch ausgewertet.

2.4.2 Open Field Activity Monitoring

Die Erfassung des spontanen Explorationsverhaltens erfolgte pro Ratte in zwei
Aktivitatsboxen (47x44x44 cm; TSE Systems GmbH, Bad Homburg,
Deutschland) in der ersten Versuchsreihe an jedem Testtag Uber jeweils 15 min
und in der zweiten Versuchsreihe uber jeweils 10 min pro Tier. Vertikale und
horizontale Bewegungen wurden als Unterbrechungen von Lichtschranken in 3

und 13 cm Uber dem Untergrund registriert.

f

Abbildung 7: Open Field Activity Monitoring Box.

Verarbeitet wurden diese Daten mittels der Software MOTI V 4.14 (TSE
Systems GmbH, Bad Homburg, Deutschland). Messparameter wurden in der
ersten Versuchsreihe als ,aktive Zeit"; ,zurickgelegte Strecke”, ,Zeit in
aufgerichteter Position“ und ,Anzahl der Aufrichtungen® festgelegt. In der
zweiten Versuchsreihe wurden ,zurickgelegte Strecke® und ,Anzahl der
Aufrichtungen” ausgewertet.
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2.4.3 Anzahl der Stiirze vom Rotarod

Wahrend des achttagigen Rotarodtrainings in der zweiten Versuchsreihe wurde
bei trainierten Lasions- (n = 10) und Shamtieren (n = 8) fur die gesamte 20-
mindtige Trainingszeit (4 x 5 min) mittels Strichliste die Anzahl der Stiirze von

der Rotarodstange gezabhilt.
2.5 Histologie

2.5.1 Gewebeaufarbeitung und Praparation fir Immunh  istochemie

Zur Gewinnung der Gehirne zur immunhistochemischen Untersuchung wurden
die Tiere durch ip verabreichtes Pentobarbital in eine tiefe Narkose versetzt (65
mg/kg KG; Narcoren, Merial, Halbergmoos, Deutschland). Abdomen und
Thorax wurden zigig er6ffnet, um das Herz darzustellen. Mittels einer in den
linken Ventrikel des Herzens platzierten Kanile wurde das Gefal3system
zunachst mit 0,06 g Xylocain und 0,2 ml Heparin (5000 IE/ml) in 50 ml
isotonischer Kochsalzlésung und anschliel3end mit 200 ml Fixierldsung aus 2%
Paraformaldehyd (PFA) in 0,125 M Phosphatpuffer (pH 7,4) gespult. Die Tiere
wurden dekapitiert, die Gehirne wurden entnommen und die meisten von ihnen
in Halften geschnitten. Nur einzelne Gehirne von Tieren, die aul3erhalb der
Trainingsversuche fur die immunhistochemische Untersuchung des im T2w
MRT hyperintensen Areals dienten, wurden nicht geteilt. Die Gehirnhélfte fur die
immunhistochemischen Analysen wurde fir 2 h bei 4°C in 2% PFA nachfixiert,
im Anschluss fur 2 h in 10 mM phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS, pH
7,4) bei 4°C getrankt und schlie3lich zur Kryoprotektion Uber Nacht in 30%
Sucrose mit PBS gelegt. Die Gewebestlcke wurden in Tissue Tek O.C.T. ™
(Sakura, 11% Polyvinyl Alkohol, 5% Carbowax) bei -80°C aufbewahrt.
Koronarschnitte (20 ym) von Hohe der Commissura anterior (Bregma -0,26 bis -
0,4) wurden mittels Kryotom (HM560, Micro, Walldorf, Deutschland) bei -18 bis
-22°C angefertigt.
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252

Immunhistochemische Farbungen

Fur die Untersuchung des Trainingseffekts und der Veranderungen durch die

Injektion von 6-OHDA wurden die in der nachfolgenden Tabelle aufgefuhrten

Primar- und Sekundarantikorper verwendet. Fur jeden Antikorper wurden

Negativkontrollexperimente durchgefuhrt, um unspezifische Reaktionen aus-

zuschlielRen.

Tabelle 1: Verwendete Primar- und Sekundéarantikérpe

r sowie Zellkernfarbung.

Zielantigen |Eigenschaften erdinnung Hersteller
Primar- Anti-TH monoklonal, 1:1000 Hudson, USA
antikorper Maus
Anti-Ki-67 monoklonal, 1:50 DakoCytomation,
Maus Hamburg,
Anti-GFAP | polyklonal, 1:400 Deutschland
Kaninchen
Anti-AQP4 polyklonal, 1:200 Santa Cruz
(H-80) Kaninchen Biotechnology,
USA
Anti- polyklonal, 1:50 Zymed, USA
Claudin-3 Kaninchen
Anti-Nestin | monoklonal, 1:100 Millipore, USA
Maus
Anti- polyklonal, 1:50 Molecular
Fibrinogen Kaninchen-anti- Innovations, USA
Maus
Sekundar- Anti- Ziege, Alexa 1:400 Molecular Probes,
antikorper Kaninchen Fluor 546 nm USA
Anti-Maus Ziege, Alexa 1:1000
Fluor 546 nm
Anti- Ziege, biotinyliert | 1:100 Dianova,
Kaninchen Deutschland
Zellkern- Sytox® Green 1:10000 Molecular Probes,
farbung Syto® 60 1:10000 USA
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Die gefrorenen 20 um dicken Koronarschnitte wurden zun&chst fir 90 min mit
Prainkubationspuffer (4 % Ziegenserum, 1 % Albumin aus Rinderserum, 0,25 %
Triton X-100) und im Anschluss tUber Nacht mit dem jeweiligen Primarantikérper
in entsprechender Verdiinnung mit Prainkubationspuffer bei 4°C inkubiert. Nach
einer Waschphase wurde der passende fluoreszenzmarkierte
Sekundarantikdrper fir 90 min bei Raumtemperatur aufgebracht. Manche
Schnitte wurden mit einer Kernfarbung behandelt. Sekundarantikdrper und
Kernfarbung wurden mit destilliertem Wasser abgewaschen. AnschlieRend
wurden die Schnitte mit FluorSave™ (Calbiochem, San Diego, USA) und
Deckplattchen abgedeckt. Bis zur zeitnah durchgefuhrten Mikroskopie wurden
die gefarbten Schnitte lichtgeschitzt bei 4°C gelagert.

Vor der Farbung mit Anti-Ki-67 wurden die gefrorenen Koronarschnitte zunachst
fur 5 min mit erwdrmtem 10 mM Zitratpuffer vorbehandelt. Die Fluoreszenz
wurde mittels eines konfokalen Laserscanmikroskops detektiert (LSM510,
Zeiss, Deutschland).

Fur die Detektion von Anti-Fibrinogen wurde der in der Tabelle aufgefuhrte
biotinylierte  Ziege-anti-Kaninchen 1gG  Sekundarantikbrper  verwendet
zusammen mit Alkalinphosphatase-konjugiertem Streptavidin (DakoCytomation,
Deutschland). Als Substrat diente entweder Naphthol AS-D Chloracetat (Sigma-
Aldrich, Deutschland, rot) oder BCIP/NBT (Sigma-Aldrich, Deutschland, blau).
Die  Quantifizierung der Fluoreszenz erfolgte jeweils mit dem
Intensitatsmessungstool der Software ImageJ (Rasband, 1997-2009) in
verschiedenen a priori definierten Zielausschnitten (regions of interest, ROIS).
Zunachst wurden an einer zufalllg ausgewahlten Shamratte die
Aufzeichnungsparameter des Laserscanmikroskops so eingestellt, dass die
Fluoreszenzfarbung optimal abgebildet wurde. Die zu vergleichenden
Aufnahmen der anderen Sham und mit 6-OHDA behandelten Tiere wurden am
selben Tag unter Beibehalt der eingestellten Parameter angefertigt, um
vergleichbare Intensitaten der Fluoreszenz zu erhalten.

Die Intensitdtsmessungen der AQP4 Fluoreszenz wurde in je 3 ROIs im
Striatum durchgefuhrt: dorsales Striatum, ventrikelnahes Striatum und zentrales

Striatum. Bei AQP4 wurde zum einen die Intensitat der Fluoreszenz um die in
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den 3 ROIs zuféllig angeschnittenen BlutgefaRe bestimmt. Zum anderen
wurden 6 zufallig gewahlte ROIs ohne angeschnittene Blutgefal3e angefertigt,
um die Intensitat der Fluoreszenz im Neuropil zu messen. Die Ergebnisse der
6-OHDA Tiere (n = 3) wurden als prozentualer Anteil der entsprechenden
Ergebnisse von Sham-Tieren (n = 3) angegeben.

Um die Claudin-3 Expression zu messen, wurde ein Tile Scan (921,36 pm X
921,36 um) aus je 3 Abschnitten des Striatums pro Tier bei 63facher
VergroRerung mit Olimmersion angefertigt und die Anzahl der Claudin-3
positiven Punkte pro Kapillare manuell verblindet ausgezéahlt. Auf diese Weise
wurde die durchschnittliche Anzahl Claudin-3 positiver Punkte pro Kapillare in
Sham- (n = 5) und 6-OHDA-Tieren (n = 4) bestimmt. Durchschnittlich wurden 30
Kapillaren pro Tier untersucht.

Die Farbungen mit GFAP, Nestin, AQP4 und Sytox Green auf den ungeteilten
Hirnschnitten dienten zum Erstellen exemplarischer Tile Scans mit niedriger
VergroRerung und wurden nicht quantifiziert.

Die Messung der TH Intensitat in der zweiten Versuchsreihe erfolgte in 4
striatalen ROIs pro Tier aus den Gruppen Sham mit Training, Sham ohne
Training, 6-OHDA mit Training und 6-OHDA ohne Training (n = jeweils 6). Als
Zielregionen dienten das zentrale, das dorsale (hahe des Corpus callosum),
das ventrale und das mediale, ventrikelnahe Striatum.

Fur die Bestimmung der Ki-67 positiven Zellen in der zweiten Versuchsreihe
wurden an Tag 24 nach der Lasion (1 Tag nach Ende des Rotarodtrainings) von
je 3 Tieren pro Gruppe (Sham Training, Sham ohne Training, 6-OHDA Training,
6-OHDA ohne Training) Koronarschnitte vom Bereich der Commissura anterior
mit Ki-67 und der Kernfarbung Syto 60 gefarbt. Aufnahmen vom Bereich der
subventrikularen Zone (SVZ) wurden mit dem konfokalen Zeiss
Laserscanmikroskop angefertigt. Ki-67 positive Zellen wurden in 10 ROIs aus

der SVZ verblindet manuell ausgezabhit.
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2.5.3 Gewebeaufarbeitung, Praparation und  Auswertun g der

Semidinnschnitte

Die Gehirnhélfte fur die Semidinnschnitte wurde in 4% PFA und 2,5%
Glutardialdehyd in 0,125 M PBS nachfixiert. Ein Block aus dem Striatum wurde
auf Hohe der Commissura anterior prapariert, mit 1% Osmiumtetroxid (Roth,
Deutschland) in 0,12 M Phosphatpuffer gemald Sgrensen’s (pH 7.4) fur 3 h
fixiert, in abgestuften Alkoholreihen dehydriert und Uber Nacht in Aceton
getrankt. AnschlieBend wurde das Gewebe mit Propylenoxid und aufsteigenden
Mischungen aus Propylenoxid und Epon (3:1, dann 1:1, dann 1:3; Fluka,
Deutschland) fur jeweils 90 min gebracht und schlie3lich tber Nacht in reinem
Epon unter Vakuum aufbewahrt. Das auf diese Weise in Epon eingebettete
Material wurde fur zwei Tage unter 60°C auspolymerisiert. Koronarschnitte (0,5-
2 pum) aus dem Striatum wurden mittels eines Ultramikrotoms (Leica,
Deutschland) angefertigt und gemald Richardson (Richardson et al., 1960)
gefarbt. Die Semidunnschnitte wurden lichtmikroskopisch (Axioplan2, Zeiss,
Deutschland) untersucht. Fur jedes Tier wurden sechs Bilder bei niedriger
VergroR3erung (20x/0,50 DICII) gemacht. Die Anzahl der Kapillaren pro Bild und
die relative Haufigkeit perivaskularer Hofe wurde verblindet manuell ausgezahlt
in Sham (n = 5) und 6-OHDA behandelten (n = 3) Tieren. Die Ausdehnung des
perivaskularen Hofes wurde mit der AxioVision Software von Zeiss

ausgemessen. Durchschnittlich wurden 102 Kapillaren pro Tier vermessen.
2.6 MRT

Die MRT Aufnahmen erfolgten in der ersten Versuchsreihe fir alle Tiere 7 Tage
vor sowie 4 und 14 Tage nach der icv Mikroinjektion (Sham: n = 6; 35 pg 6-
OHDA n = 4; 105 pg 6-OHDA n = 4). Zusatzlich wurden 2 Ratten, welche mit
105 pg 6-OHDA behandelt worden waren, wiederholt an den Tagen 2, 5, 7, 9
und 11 nach der L&sion im MRT untersucht mit zusatzlichen
diffusionsgewichteten Sequenzen (DWI und ADC) 7 Tage vor, 2 und 5 Tage
nach der Lasion. Die Aufnahmen wurden an einem 7 Tesla MR Tierscanner

(ClinScan, Bruker Biospin GmbH, Deutschland) mit Syngo Software Version
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B15 (Siemens Medical Solutions, Deutschland) und einer speziellen Quadratur-
Empfangs-Oberflachenspule fir Rattengehirne angefertigt. Die Ratten wurden
unter Isofluran-Narkose (1,5% in 0,8 I/min Sauerstoff) auf einer
temperaturkontrollierten Liege gelagert. Wahrend des Scans wurde die Atmung
kontinuierlich Uberwacht, was auch als Trigger fur die DWI Aufnahmen diente.
Als Standardaufnahmen wurden 3D T2w turbo spin-echo (TSE) Sequenzen mit
den folgenden Parametern angefertigt: Wiederholungszeit/repetition time TR =
3500 ms, Echozeit/echo time TE = 355 ms, Bildfeld/field of view FOV = 57,0 x
35,6 x 22,9 mms, MatrixgrolRe/matrix size = 256 x 160 x 104,
VoxelgroRe/resulting nominal voxel size = 0,22 x 0,22 x 0,22 mm3,
Aufnahmezeit/acquisition time TA = 7 min. Die Parameter fur die
atmungsgetriggerten 2D DWI Sequenzen waren: TR = 4000 ms, TE = 48 ms, b-
Werte = 0, 300 und 600 s/mm?, FOV = 20 x 20 mm?, matrix size = 64 x 64,
Schichtdicke/slice thickness = 1,1 mm, Voxelgro3e/resulting nominal voxel size
=0,31 % 0,31 x 1,1 mm3, TA = 30 min.

Das Volumen der hyperintensen Region wurde mit Inveon Research Workplace
Software (Siemens Medical Solutions, Deutschland) halbautomatisiert mit
manueller Korrektur bestimmt. Zunachst wurden die Grenzen der
Hyperintensitat definiert: Als Untergrenze diente der hdchste Intensitatswert aus
7 ROIs von verschiedenen Regionen der grauen Substanz plus 2
Standardabweichungen. Obergrenze war der héchste Intensitatswert aus einer
ROI im Bereich des hyperintensen Areals. Diese Grenzen wurden in einer
zylindrischen ROI, welche Uber das ganze Gehirn gelegt wurde, gesetzt, um
hieraus eine ROI selektiv des hyperintensen Areals zu erhalten. Diese ROI
wurde manuell korrigiert, um Artefakte zu entfernen. In Shamtieren und
praoperativen Aufnahmen wurde auf die gleiche Weise das Volumen der
Ventrikel bestimmt. In einem exemplarischen T2w Koronarschnitt einer 4 Tage
zuvor mit 105 pg 6-OHDA behandelten Ratte wurde der Umriss der
Hyperintensitat eingezeichnet. Dieser Umriss wurde auf die Abbildung eines
exemplarischen mit  Anti-GFAP  behandelten  immunhistochemischen

Koronarschnittes tbertragen.
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Die DWI Aufnahmen und ADC Maps wurden exemplarisch mit den koronaren
Rekonstruktionen der T2w Aufnahmen verglichen, um fir die hyperintensen
Areale in T2w eine Aussage uber die Diffusion der Wassermolekiile treffen zu

konnen.
2.7 Auswertung und Statistik

Eine erste Datenanalyse erfolgte mit Microsoft Office 2003 und 2010 (Microsoft,
USA). Hiermit wurden die meisten Graphen erstellt. Weitere Abbildungen
wurden mit Microcal Origin (Version 6.0, USA) sowie Adobe Illustrator (Version
15, USA) erstellt. Die statistischen Analysen erfolgten mit GB-STAT (Version
7.0, Dynamic Microsystems Inc., USA, 2000), SigmaStat (Version 3.5, USA)
und JMP (Version 9, SAS, USA). Die statistische Signifikanz wurde a priori als
a=0,05 festgelegt. Fiur die statistischen Analysen der Verhaltensexperimente
wurden jeweils getrennte  ANOVAs der Messzeitpunkte vor und nach
Mikroinjektion zur Analyse des Lasionseffektes sowie vor und nach

Rotarodtraining zur Analyse des Trainingseffektes durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Verhaltenstestung

3.1.1 Stepping Test der ersten Versuchsreihe

é \ Sham
g ) § B 105 ug

Lasion und an Tag 13 nach der Lasion, 1 Tag nach Ab schluss des Trainings. Sham
(weiRe Balken): n=6; 35 ug 6-OHDA (gestreifte Balke n): n=4; 105 ug 6-OHDA (schwarze
Balken): n=4. Alle Daten sind Mittelwerte + SEM. St  atistik: 3-faktorielle ANOVA + Fisher’s

LSD . *p<0,05 / **p<0,01 versus entsprechendes Erge bnis zum vorherigen Messzeitpunkt.

3 Tage nach der icv Mikroinjektion von Tragerldsung oder 6-OHDA zeigten
beide Lasionsgruppen eine signifikant niedrigere Anzahl an Ausgleichsschritten.
Eine 3-faktorielle ANOVA mit Fisher's LSD als post hoc Test zeigte einen
signifikanten Effekt fur den Zeitverlauf sowie die Interaktion von Zeit und
Behandlung (Fzi«(1,11)=41,9, p<0,0001; Fpasionzeit(2,11)=26,09, p<0,0001). Die
Defizite waren in der Gruppe mit der héheren Toxindosis grof3er. Nach dem

Training, an Tag 13 nach der Lasion, war die Anzahl der Ausgleichsschritte bei
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Tieren, die 105 pg 6-OHDA erhalten hatten, wieder signifikant héher. In der 3-
faktoriellen ANOVA plus Fisher's LSD erreichte der Faktor Training einen
hochsignifikanten (Frraining(1,11)=12,36, p=0,005), die Interaktion von Training
und Behandlung einen signifikanten Effekt (Frraining*Lasion(2,11)=4,79, p=0,032).
Fur Tiere mit der schwachen Lé&sion zeigten sich keine signifikanten
Veranderungen nach dem Training im Vergleich zu Tag 3. An Tag 13 liel3 sich
bei Lasionstieren kein signifikanter Unterschied zu den Messungen praoperativ
feststellen.

3.1.2 Explorationsverhalten im Open Field Activity Monitoring der ersten

Versuchsreihe
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Abbildung 9: Explorationsverhalten in Open Field Ac tivity Monitoring Boxen vor der

Lasion, 3 Tage nach der Lasion und an Tag 13 nach d er Lasion, 1 Tag nach Abschluss
des Trainings. A Aktive Zeit [s]; B Wegstrecke [m]; C Zeit in aufgerichteter Position [s]; D

Anzahl der Aufrichtungen. Sham (wei3e Balken): n=6; 35 ug 6-OHDA (gestreifte Balken):
n=4; 105 ug 6-OHDA (schwarze Balken): n=4. Alle Dat en sind Mittelwerte + SEM. Statistik:
3-faktorielle ANOVA + Fisher's LSD . *p<0,05 / **p< 0,01 versus entsprechendes pre OP
Ergebnis. #p<0,05 / ##p<0,01 versus Sham zum selben  Messzeitpunkt.
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In einer 3-faktoriellen ANOVA mit Fisher's LSD ergaben sich fur die drei
Gruppen signifikante Effekte im Explorationsverhalten im Open Field in ihrer
aktiven Zeit (A) (Fgenhandiung(2,11)=3,78, p=0,056; Fzeit(2,22)=37,84, p<0,0001,;
Feehandiungzeit(4,22)=5,28, p=0,0039), der zuruckgelegten Strecke (B)

(Fgehandiung(2,11)=3,90, p=0,052; Fzeit(2,22)=40,71, p<0,0001;
Fgehandiung*zeit(4,22)=4,08 , p=0,013), Zeit in aufgerichteter Position
(Fgehandiung(2,11)=0,91, p=0,43; Fzeit(2,22)=55,99 , p<0,0001;
Feehandiungzeit(4,22)=5,42,  p=0,0034) und Anzahl der Aufrichtungen
(Fgehandiung(2,11)=2,37, p=0,14; Fzeit(2,22)=119,91, p<0,0001;

Feehandiung*zeit(4,22)=3,04, p=0,039). Die Defizite waren am starksten in der
Gruppe, die 105 pg 6-OHDA erhalten hatte, moderat in der Gruppe mit der
milden Dosis und am geringsten bei Sham operierten Tieren. Nach Abschluss
des Trainings, an Tag 13 nach der Lasion, hatte sich das Explorationsverhalten
bei beiden Lasionsgruppen signifikant gegenuber dem vorherigen

Messzeitpunkt verbessert.
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3.1.3 Stepping Test der zweiten Versuchsreihe
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Abbildung 10: Mittlere Anzahl der Ausgleichsschritt e im Stepping Test, gemittelt Uber
beide Pfoten und beide Untersuchungsrichtungen 3 Ta  ge vor der Lasion (preOP), 3 und
13 Tage nach der Léasion und an Tag 23 nach der Lasi on, 1 Tag nach Abschluss des
Trainings. Sham mit Training (weiRe karierte Balken ): n=8; Sham ohne Training (wei3e
Balken): n=9; 105 pg 6-OHDA mit Training (schwarze  karierte Balken): n=10, 105 pg 6-
OHDA ohne Training (schwarze Balken): n=11. Alle Da ten sind Mittelwerte + SEM.
Statistik: 3-faktorielle repeated measures ANOVA + Fisher’'s LSD. *p<0,05 / **p<0,01 fur
D13 vs. D23 in der entsprechenden Gruppe. ##p<0,01 vs. Sham zum selben

Messzeitpunkt.

Die icv Injektion von 105 pug 6-OHDA flhrte zu einer signifikanten Abnahme der
Ausgleichsschritte an Tag 3, was an Tag 13 unverdndert zu beobachten war.
Eine 3-faktorielle ANOVA der drei Messzeitpunkte vor Beginn des Trainings
(preOP, D3, D13) mit Fisher's LSD als post hoc Test zeigte eine signifikanten
Effekt far Lasion, Zeit und die Interaktion von L&sion und Zeit
(FLasion(1,34)=20,4, p<0,0001; Fzt(2,68)=6,18, p=0,0034; Fpssion*zeit(2,68)=8,28,

p=0,0006). Bei den Sham behandelten Tieren hingegen war keine signifikante
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Abnahme der Ausgleichsschritte messbar. Statistisch bestand ein geringer
Unterschied zwischen den trainierenden und nicht trainierenden Gruppen zu
diesen Messzeitpunkten (Frraining(1,34)=4,16, p=0,049) aber nicht fur die
Interaktion von Training mit Zeit oder Lasion (Frraining*zeit(2,68)=0,04, p=0,96;
FLasion*Training(2,68)=0,42, p=0,52). Dies mag an der zufalligen Verteilung der
Ratten auf die Behandlungsgruppen und der fiir die zuféalligen Unterschiede zu
niedrigen Tierzahl gelegen haben. Ein statistisch signifikanter Unterschied fur
die trainierte vs. nicht trainierte Gruppe, die mit 6-OHDA behandelt wurde,
ergab sich zu den drei Messzeitpunkten vor dem Training jedoch nicht.

Das achttdgige Rotarodtraining war mit einem signifikanten Anstieg der
Ausgleichsschritte in Abhangigkeit von der Lasion verbunden. Die 6-OHDA
behandelten Tiere zeigten nach dem Training mehr Ausgleichsschritte, wahrend
sich die Sham behandelten Tiere nicht verbesserten. Eine 3-faktorielle ANOVA
mit Fisher's LSD zur Erfassung des Trainingseffekts (D13 vs. D23) zeigte
erneut einen signifikanten Effekt der Lasion, der Zeit und fur die Interaktion von
Lasion und Zeit, Lasion und Training sowie fur die Interaktion aller drei Faktoren
(FLasion(1,34)=24,9, p<0,0001; Fiasionzei(1,34)=5,0, p=0,03; Fzit(1,34)=34,8,
p<0,0001;  Frrainingzeit(1,34)=10,8,  p=0,002;  Fiasion*Training*zeit(1,34)=17,6,
p=0,0002).
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3.1.4 Explorationsverhalten

zweiten Versuchsreihe
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Abbildung 11. Horizontales und vertikales Explorati onsverhalten im Open Field Activity
Monitoring gemessen als zurtickgelegte Strecke in [m ] und Anzahl der Aufrichtungen.
Sham mit Training (weil3e karierte Balken) n=8, Sham  ohne Training (weile Balken) n=9,
6-OHDA Lasion mit Training (schwarze karierte Balke n) n=10, 6-OHDA Lé&sion ohne
Training (schwarze Balken) n=11. Statistik: 2 3-fak  torielle ANOVAs+Fisher's LSD: preOP
vs. D3 oder D13 (Lasionseffekt) *p<0,05, **p<0,01; und D13 vs. D23 (Trainingseffekt):

#p<0,05 jeweils gegenuber dem vorherigen Messergebni s der entsprechenden Gruppe.

An Tag 3 nach der Mikroinjektion von 6-OHDA oder Tragersubstanz war das im
Open Field Activity Monitoring bestimmte horizontale (zurlickgelegte Strecke)
und vertikale (Aufrichtungen) Explorationsverhalten aller Gruppen reduziert.
Eine 3-faktorielle ANOVA der praoperativen Daten der zurtickgelegten Strecke
vs. D3 und D13 ergab lediglich einen signifikanten Zeiteffekt (Fz.i«(2,68)=6,7,
p=0,002), Interaktionen zwischen den Faktoren waren nahezu signifikant oder
signifikant (Fiasion*zeitl(2,68)=2,8, p=0,07; Fiasion*Training*zeit(2,68)=5,0, p=0,009).
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Die Analyse der vertikalen Aktivitat fur die praoperativen Daten, D3 und D13
zeigte eindeutige signifikante Effekte fur 6-OHDA Behandlung, Zeit und die
Interaktion der Faktoren (Fpssion(1,34)=6,2, p=0,02; Fz.(2,68)=21,4, p=0,0003;
FLasion*zeit(2,68)=4,5, p=0,015; Fiasion*Training*z¢it(2,68)=7,4, p=0,0013). An Tag 3
nach der L&sion liel3 also sowohl die horizontale als auch die vertikale
Explorationsaktivitat nach, hochsignifikant jedoch nur die vertikale im Sinne
einer verminderten Anzahl an Aufrichtungen nach der Lasion. Insofern als eine
verminderte Aktivitat auch bei Shamtieren gefunden wurde, spiegelte dies am
ehesten die akuten postoperativen Beeintrachtigungen wider, beide Parameter
erholten sich bis Tag 13.

Das Training zeigte ebenfalls nur schwache Effekte: Eine 3-faktorielle ANOVA
fur die horizontale Aktivitat, gemessen als zuriickgelegte Strecke, an Tag 13 vs.
Tag 23 zeigte nur eine Signifikanz in der Interaktion der drei Faktoren
(FLasion*Training*zeit(1,34)=13,2, p=0,0009), die Einzelfaktoren oder die Interaktion
zweier Faktoren zeigte keine Signifikanz  (Fpasion(1,34)=1,9, p=0,18;
Frraining(1,34)=0,12, p=0,73; Fzeit(1,34)=1,2, p=0,28; Frasion-zeit(1,34)=0,33,
P=0,57; Frrainingzeit(1,34)=2,08, p=0,16). In der Analyse der Daten von Tag 13
und 23 der vertikalen Aktivitdt waren keine signifikanten Unterschiede oder
Interaktionen zu finden (Frasion(1,34)=0,1, p=0,75; Frraining(1,34)=0,002, p=0,97;
Fzeit(1,34)=1,77, p=0,19; Frasionzeit(1,34)=1,12, p=0,30; Fryaining=zeit(1,34)=0,71,
p=0,41; Fiasion Trainingzeit(1,34)=2,50, p=0,12).
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3.1.5 Anzahl der Stirze vom Rotarod beim Training i n der zweiten
Versuchsreihe

O Sham

m Lasion

4
*E
ET 3
D I "
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8

Abbildung 12: Mittlere Anzahl der Stirze vom Rotaro  d wahrend des Trainings an den

ANzahl Stiirze vom Rotarod

Trainingstagen 1-8 (D1-D8; entsprechend 15-22d nach Lasion). Sham (weiRe Balken):
n=8; 105 ug 6-OHDA (schwarze Balken): n=10. Alle Da ten sind Mittelwerte + SEM. 2-
faktorielle ANOVA, ** p<0,01 im Vergleich zum jewei Is vorangehenden Messzeitpunkt der

entsprechenden Gruppe.

In einer 2-faktoriellen ANOVA der Anzahl der Stiirze vom Rotarod ergab sich
ein hochsignifikanter Zeiteffekt (Fzeit(7,112)=11,237, p=0,001), wohingegen der
Effekt der Behandlung statistisch lediglich eine Tendenz zeigte
(FLasion(1,16)=2,562, p=0,129) und die Interaktion von Zeit und Behandlung nicht
signifikant war (Fzeirsehandiung(7,112)=0,915, p=0,533). An D1 kam es bei Sham
und Lasionsgruppe im Vergleich zu allen anderen Tagen zu einer
hochsignifikant h6heren Anzahl an Stirzen (p<0,001). Tendenziell schienen an
D1, D6, D7 und D8 Shamtiere haufiger vom Rotarod zu stirzen als
Lasionstiere, aufgrund der hohen Standardabweichung erreichte dieser
Unterschied jedoch keinen signifikanten Wert. Ladierte Tiere zeigten bereits
nach dem ersten Trainingstag eine deutliche Reduktion der Sturzanzahl, die bis
Tag 3 weiter absank und nicht mehr signifikant anstieg. Shamtiere stlrzten an
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den letzten drei Trainingstagen wieder haufiger vom Rotarod, ohne jedoch
einen signifikanten Unterschied zum jeweils vorangehenden Messzeitpunkt

oder zu den Stirzen der Lasionstiere zu erreichen.
3.2 Histologische Ergebnisse

3.2.1 TH positive Fasern im Striatum nach dem Rotar  odtraining (D24)
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Abbildung 13: Intensitdt der TH Fluoreszenz in 4 st riatalen ROIs D24, 1 Tag nach
Abschluss des Trainings. A Schemazeichnung der 4 ge  wahlten striatalen ROIs (Paxinos

and Watson, 1997). d = dorsal, m = medial, ¢ = zent ral, v = ventral. B-E Ergebnisse der

Intensitatsmessung der TH Fluoreszenz abhéngig von der untersuchten striatalen ROI fur

die Gruppen Sham Training (weil3e karierte Balken, n  =6), Sham ohne Training (wei3e
Balken, n=6), 6-OHDA Training (graue karierte Balke n, n=6) und 6-OHDA ohne Training
(graue Balken, n=6). ROls: B zentrales Striatum/Cau datoputamen (c-CPu), C dorsales
Striatum (d-CPu), D ventrales Striatum (v-CPu), E m ediales, ventrikelnahes Striatum (m-

CPu). *p<0,05 / **p<0,0001.

Die icv Injektion von 6-OHDA fiihrte zu einer signifikanten Abnahme der TH-
Immunoreaktivitat in allen ausgewahlten ROIs im Vergleich zu Sham
behandelten Tieren. Die Reduktion war am starksten im medialen,
ventrikelnahen Caudatoputamen (73,4% TH-Reduktion im Vergleich zu Sham)
sowie dem dorsalen Striatum (77% TH-Reduktion im Vergleich zu Sham)

unmittelbar ventral des Corpus callosum. In den zentralen und ventralen
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striatalen ROIs fand sich nur eine leichte Reduktion (25,4% TH-Reduktion on v-
CPu, 32,4% in c-CPu jeweils im Vergleich zu Sham). Ein Unterschied zwischen
trainierten und nicht trainierten Tieren wurde fir die gemessene Intensitat der
TH Immunfluoreszenz nicht nachgewiesen.

Statistisch zeigte sich in einer 2-faktoriellen ANOVA mit den Faktoren L&sion
und Training, welche fur jede ROI separat berechnet wurde, ein signifikanter
Behandlungseffekt, jedoch kein signifikanter Effekt des Trainings: v-CPu:
Frasion(1,20)=4,71, p=0,042; c-CPu: Fasion(1,20)=9,71, p=0,0055; d-CPu:
FLasion(1,20)=88,44, p<0,0001; m-CPu: Fasion(1,20)=62,44, p<0,0001.

3.2.2 Ki-67 positive Zellen in der SVZ nach dem Rot  arodtraining (D24)
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Abbildung 14: Ki-67 positive Zellen in der SVZ 24 T age nach Mikroinjektion von
Tragerldsung (Sham, linke Seite) oder 105 pg 6-OHDA  (6-OHDA, rechte Seite) jeweils mit
(gestreifte Balken) oder ohne (weiRe Balken) vorang  egangenem Rotarodtraining. Gezeigt
werden die Mittelwerte der Ki-67 positiven Zellen p  ro um2 + SEM. n=jeweils 3 pro Gruppe.

Statistik: ANOVA mit Fisher's LSD post hoc Test: *p  <0,05 trainiert vs. nicht trainierte
Tiere.
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In Sham operierten Tieren zeigte sich 24 Tage nach der Behandlung mit
Tragerlosung ein signifikanter Unterschied in Abh&ngigkeit vom Training: Tiere,
die von Tag 15-22 auf dem Rotarod trainiert worden waren, zeigten eine
signifikant hohere Anzahl Ki-67 positiver Zellen in der SVZ im Vergleich zu allen
anderen Gruppen (Fiasion*Training(1,19)=5,07; p=0,036). In der Gruppe, die mit 6-
OHDA behandelt worden war, konnte kein trainingsabhangiger Unterschied in
der Ki-67 Expression gefunden werden. Die Anzahl Ki-67 positiver Zellen zeigte
sich bei beiden 6-OHDA Gruppen auf dem Niveau der nicht trainierten Sham

Tiere.
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3.2.3 Hinweise fur Veranderungen der BBB (D4)
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Abbildung 15: Hinweise auf Beeintrachtigungen der B BB im Striatum 4 Tage nach icv
Mikroinfusion von 6-OHDA. A und B Immunhistochemisc he Darstellung von Claudin-3
(rot), Zellkerne werden griin dargestellt. C Quantit  ative Analyse von Claudin-3 positiven
Punkten pro Kapillare in Sham (n=5) und 6-OHDA beha ndelten Tieren (n=4). *p=0,016. D
und E Exemplarische Semidinnschnitte mit angeschnit tenen Kapillaren mit
perivaskularen Hoéfen (Farbung gemal Richardsons). * p=0,028. Alle Daten sind
Mittelwerte + SEM. G-K Fibrinogen Immunoreaktivitat in striatalen Kryoschnitten 6-OHDA
behandelter Tiere 4 Tage nach Mikroinfusion. (Abbil ~ dung entnommen aus (Wachter et al.,
2012)).

Der immunhistochemische Nachweis von Claudin-3 als Bestandteil der Tight
Junctions der BBB zeigte ein punkartiges Muster entlang der Kapillaren. An
striatalen Kapillaren der 4 Tage zuvor mit 105 pg 6-OHDA behandelten Tiere
lie3 sich vermindert Claudin-3 nachweisen. Hier war im Vergleich zu Sham
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behandelten Tieren die Anzahl Claudin-positiver Punkte in der quantitativen
Analyse entlang der Kapillaren um 87% reduziert (Kruskal-Wallis 1-faktorielle
ANOVA + Dunn’s Methode, *p=0,016).

Die koronaren Semidinnschnitte aus dem Striatum offenbarten einen
ungefarbten perivaskularen Hof, welcher in 6-OHDA behandelten Tieren
signifikant gréRer war und haufiger auftrat als in Sham behandelten Tieren (1-
faktorielle ANOVA + Holm-Sidak Methode *p=0,028). Quantitativ zeigte sich bei
ca. 52,5 +/- 3,8% der Sham, jedoch bei 74,1 +/- 3,8% der 6-OHDA behandelten
Tiere ein perivaskulédrer Hof. Die Flachenanalyse ergab als durchschnittliche
Gesamtflache der perivaskularen Hofe 29,97 +/- 2,96 cmz fur Sham und 53,44
+/- 17,94 cmz fur 6-OHDA behandelte Tiere.

Um eine erhohte Durchlassigkeit der BBB zu demonstrieren, wurden
exemplarische striatale Kryoschnitte von Ratten mit 6-OHDA bzw. Sham
Behandlung mit Anti-Fibrinogen behandelt. Hierbei liel3 sich im Parenchym um
die kleinen Kapillaren und gréf3eren Blutgefal3e lediglich bei 6-OHDA Tieren

Fibrinogen nachweisen, nicht bei Sham behandelten Tieren (nicht dargestellt).
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3.2.4 Veranderung der AQP4 Immunoreaktivitat (D4)
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Abbildung 16: Striatale AQP4 Immunoreaktivitat bei Sham und 6-OHDA behandelten
Ratten 4 Tage nach Mikroinjektion. A Koronare Schem  azeichnung zur Darstellung der

gewahlten ROIs (Paxinos and Watson, 1997). ROl 1 do rsales Striatum. ROI 2
ventrikelnahes Striatum. ROl 3 zentrales Striatum. B Messergebnisse der
Immunoreaktivitat in den gewéhlten ROIs in 6-OHDA b  ehandelten Tieren (n=3) als
Prozentsatz der Sham behandelten (n=3) im Neuropil (graue Balken) und perivaskular

(schwarze Balken). Die Daten sind Mittelwerte +/- S EM. Statistik: t-Test fiir ungepaarte

Daten. *p=0,01. C und D Exemplarische Aufnahmen der  immunhistochemischen Farbung

mit AQP4 aus ROI 2 von Sham (C) und 6-OHDA behandel ten Tieren (D). E und F
Exemplarische Aufnahmen aus ROI 3 von Sham (E) und 6-OHDA behandelten Tieren (F).
Die Pfeile zeigen jeweils auf quer angeschnittene K apillaren. Der rote Pfeil deutet auf die

Kapillaren, die im Ausschnitt stérker vergroRert wu rden. (Abbildung entnommen aus

(Wachter et al., 2012)).

Die Untersuchung der striatalen Koronarschnitte auf Expression von AQP4 4
Tage nach der icv Mikroinjektion von Tragerlésung zeigte bei Sham Tieren eine
klare AQP4 Expression entlang der Blutgefa3e (C und E) und eine eher diffuse
Immunoreaktivitat im Neuropil (C und E). Nach Injektion von 6-OHDA ergab
sich ein signifikanter Anstieg der AQP4 Expression im Neuropil der
ventrikelnahen striatalen ROIs (ROI 2, D) um ca. 84%. Im Neuropil des
zentralen Striatums hingegen war keine signifikante Anderung der AQP4
Expression im Neuropil messbar (ROI 3, F). Hier zeigte sich allerdings eine
signifikante Minderung der AQP4 Reaktivitdit um die Kapillaren der 6-OHDA
behandelten Tiere (F) um ca. 43% im Vergleich zu Sham behandelten Tieren.
In den dorsalen striatalen ROIs (ROl 1) zeigte sich kein signifikanter

Unterschied zwischen Sham und 6-OHDA behandelten Tieren.

51



3.3 Auswertung der MRT Daten

3.3.1 Hyperintensitat und Diffusion
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Abbildung 17: MRTs von Sham und 6-OHDA behandelten Rattengehirnen. A-C
Transversale T2w MRTs 4 Tage nach Mikroinjektion vo  n Tragerldsung (A), 35 pg 6-OHDA
(B) oder 105 pg 6-OHDA (C). D Koronares T2w MRT 4 T age nach Mikroinjektion von 105
Hg 6-OHDA. Die gestrichelte Linie umrandet das hype rintense Areal. E Schematische
Darstellung des Injektionsareals (Paxinos and Watso n, 1997). F Koronare DWI
Darstellung 2 Tage nach Mikroinjektion von 105 ug 6 -OHDA. G Entsprechende ADC map
2 Tage und H 5 Tage nach Mikroinjektion von 105 ug  6-OHDA. | Gemessene Volumina der
hyperintensen Areale 4 Tage nach Mikroinjektion von Tragerldsung (Sham, weilRe Balken,
n=6), 35 ug 6-OHDA (gestreifte Balken, n=4) oder 10 5 ug 6-OHDA (schwarze Balken, n=4).
Alle Daten sind Mittelwerte + SEM. Mann—Whitney Ran k Sum Test: Sham vs. 6-OHDA
*p=0,01. J Volumina der hyperintensen Areale 2 (n=2 ), 4 (n=4) und 5 Tage (n=2) nach
Mikroinjektion von 105 pg 6-OHDA. Die gestrichelte Linie zeigt die Baseline an (Mittelwert
der préoperativ bestimmten hyperintensen Volumina, n=20). Alle Daten sind Mittelwerte +
SEM. Mann-Whitney Rank Sum Test: Baseline vs. 6-OHD A *p=0,026; **p=0,002. r=rostral,
c=caudal, d=dorsal, v=ventral, *=Seitenventrikel, X =3. Ventrikel, +=Striatum,
SVZ=subventrikulare Zone, cc=Corpus callosum. (Abbi Idung entnommen aus (Wachter et
al., 2012)).

4 Tage nach Mikroinjektion von 6-OHDA in die Seitenventrikel wurde ein
hyperintenses Areal im Bereich der Injektionsstelle beobachtet, welches in
Sham Tieren nicht nachweisbar war. Nach Injektion von Tragerlésung blieb die
Hyperintensitat auf die Ventrikel begrenzt und damit identisch zu den
Messzeitpunkten vor der Mikroinjektion. Der Mittelwert aus préaoperativen und
postoperativen Shamwerten ergab die Baseline, welche bei 18,8 mm? lag. Die
Hyperintensitat der 6-OHDA behandelten Tiere war bei der h6heren Dosierung
deutlich ausgedehnter (durchschnittlich 116,5 mms3) als bei der niedrigeren
(durchschnittlich 42,2 mms3). Die Hyperintensitat erstreckte sich von den
Ventrikeln und dem Stichkanal im frontalen Kortex ausgehend in das Corpus
callosum, die septalen Kerngebiete, die Capsula interna und am ehesten die
SVZ. Das Striatum stellte sich in T2w nicht, bzw. allenfalls marginal in den an
die Ventrikel angrenzenden Zonen, hyperintens dar. Die Volumenmessung der
hyperintensen Region ergab an Tag 4 nach der Mikroinjektion ein im Vergleich
zu Sham bzw. Baseline verdoppeltes Volumen nach Behandlung mit 35 ug 6-
OHDA und ein 6fach vergroRertes Volumen nach 105 pg 6-OHDA. Im

Zeitverlauf erreichte die Hyperintensitdit am 4. Tag nach Mikroinjektion ihr
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Maximum und verkleinerte sich bereits an Tag 5 auf ein 4Faches der Baseline.
Einzelne Ratten wurden zusétzlich an den Tagen 7, 9, 11 und 14 gemessen,
was einen kontinuierlichen Rickgang der Hyperintensitdt und eine Ruckkehr
zur Baseline an Tag 14 zeigte. Zusatzlich wurden bei zwei Tieren 2 und 5 Tage
nach 105 pg 6-OHDA Mikroinjektion diffusionsgewichtete MRT Aufnahmen
angefertigt. Hierbei zeigte sich im DWI (F) ein hyperintenser Bereich, welcher
etwa der T2w Hyperintensitat entsprach. In der ADC Map liel3 sich fur den
korrespondierenden Bereich ein hypointenses Signal nachweisen (G und H),
welches sich bis Tag 5 wieder verringerte. Die ADC Werte nahmen also nach

der Lasion im betroffenen Areal zunachst ab, um dann wieder anzusteigen.
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Abbildung 18: Volumina der hyperintensen Bereiche e inzelner Ratten, die 7, 9, 11
(n=jeweils 1) und 14 Tage (n=2) zuvor mit 105 pg 6- OHDA behandelt worden waren.
Gezeigt sind die Einzelmesswerte von Tag 7-11 bzw.  der Mittelwert an Tag 14 + SEM. Die

Trendlinie deutet einen linearen kontinuierlichen R Uckgang der Hyperintensitat an.
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3.3.2 Histologie und MRT (D4)

sytox green

Abbildung 19: Exemplarische immunhistochemisch gefa rbte Koronarschnitte von Héhe
der Commissura anterior von Rattenhirnen 4 Tage nac  h Behandlung mit 105 pg 6-OHDA.
A Primarantikérper gegen GFAP. Die gestrichelte Lin  ie zeigt den hyperintensen Bereich
an, wie er im koronaren T2w MRT abgegrenzt wurde (v gl. 3.3.1). Der quadratisch
umzeichnete Ausschnitt in A ist in A' vergrof3ert. B Primarantikbrper gegen Nestin. C
Primarantikbrper gegen AQP4. v=Ventrikel, d=dorsal. (Abbildung entnommen aus
(Wachter et al., 2012)).

Mittels verschiedener Primarantikdrper wurde der Bereich, welcher sich im T2w
Kernspin hyperintens darstellte, immunhistochemisch in korrespondierenden
Koronarschnitten auf die Expression der Astrozytenmarker GFAP und Nestin
sowie des Wasserkanals AQP4 untersucht. Es zeigte sich 4 Tage nach
Mikroinjektion von 105 pg 6-OHDA im frontalen Kortex ein Bereich, in welchem
immunhistochemisch nahezu kein GFAP, Nestin und AQP4 nachweisbar
waren. Dieser Bereich korrespondierte, soweit vergleichbar, etwa mit dem

hyperintensen Areal im T2w MRT und war bei Sham Tieren nicht nachweisbar
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(nicht abgebildet). Die Kernfarbung mit Sytox Green zeigte in diesem Bereich
einen deutlichen Mangel an Zellen bzw. Zellkernen. Unmittelbar das zellarme
Areal abgrenzend wurde eine im Vergleich zum umliegenden Hirngewebe
Ubermafige Expression von GFAP und Nestin, histologisch damit im Sinne

einer reaktiven Gliose nachgewiesen.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit wurde auf Grundlage einer Studie mit
Parkinsonpatienten durchgeftihrt, bei der durch Bewegungstherapie positive
Effekte auf die motorischen Fahigkeiten erzielt werden konnten und strukturelle
Effekte im Kernspin zu beobachten waren (Berg, Godau et al., unveroéffentlichte
Daten). Analog sollte im toxisch induzierten Tiermodell untersucht werden, ob
sich durch koérperliches Training motorische Verbesserungen erzielen lassen,
die MR morphologischen Effekte nachzubilden sind und ob mittels
histologischer Untersuchungen Hinweise auf die zugrundeliegenden zellularen
Prozesse gefunden werden kénnen. Hierzu wurden 2 Versuchsreihen mit 6-
OHDA Léasion, Training auf dem Rotarod, Verhaltenstestung und
immunhistochemischen  Untersuchungen durchgefuhrt. In der ersten
Versuchsreihe erfolgten zusatzlich MRT-Aufnahmen, wo sich eine 6-OHDA
abhangige Hyperintensitat zeigte, weswegen zusatzliche Untersuchungen zur
Wirkung des Toxins durchgefihrt wurden.

4.1 Verhaltensdaten

In den durchgefihrten Experimenten an mit 6-OHDA dopamindepletierten
Ratten konnte ein positiver Effekt milden korperlichen Rotarod-Trainings auf die
motorischen Defizite in entsprechenden Verhaltenstests nachgewiesen und
reproduziert werden.

In der ersten Versuchsreihe konnte gezeigt werden, dass alle Tiere am dritten
Tag nach der Lasion ein vermindertes Explorationsverhalten im Open Field
Activity  Monitoring  zeigten, was auf unspezifische postoperative
Beeintrachtigungen durch die Narkose mit Pentobarbital oder den kranialen
Eingriff hinweisen kann. Die Verhaltensdefizite waren jedoch bei Sham
operierten Tieren am geringsten und bei Tieren mit der hdchsten Dosis 6-OHDA
am starksten, sodass zusatzlich von einem toxinspezifischen Effekt
ausgegangen werden muss. Im Stepping Test zeigte sich nur bei Tieren, die

das Neurotoxin erhalten hatten, eine signifikante Verminderung der
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Ausgleichsschritte. Dass 6-OHDA dosisabhéangige Verhaltensdefizite induziert,
wurde bereits von anderen Autoren gezeigt (Rodriguez et al., 2001). Da nur bei
Ratten, die die héhere Toxindosis erhielten, deutliche Defizite erreicht wurden,
ohne die Trainierbarkeit auf dem Rotarod zu beeintrachtigen, wurde diese Dosis
fur die Folgeversuche verwendet.

Nach dem achttagigen Training auf dem Rotarod konnte bei allen Tieren eine
signifikante Verhaltensverbesserung im Stepping Test des ersten Versuchs
erreicht werden. Da in diesen Versuchsaufbau jedoch keine Kontrollgruppe
ohne Training integriert worden war, konnte nicht sicher zwischen
trainingsbedingten Verbesserungen und einem unspezifischen spontanen
Erholungseffekt differenziert werden. Spontane Erholung von motorischen
Defiziten nach 6-OHDA Lé&sionen sind Dbereits beschrieben worden,
insbesondere fur icv Injektionen trotz bestehender Katecholamindepletion
(Longo et al., 1974). Aus diesem Grund wurde im folgenden zweiten Versuch
fur Sham und ladierte Tiere jeweils eine Kontrollgruppe ohne Training
vorgesehen. Um unspezifische postoperative Beeintrachtigungen des
Verhaltens auszuschlieRen und um den Abschluss einer moglichen
progressiven toxininduzierten Neurodegeneration abzuwarten, wurden die
Verhaltenstests zusatzlich zu Tag 3 auch an Tag 13 durchgefuhrt und erst im
Anschluss mit dem Rotarodtraining begonnen. Tatsachlich fand sich jedoch
kein signifikanter Progress der Defizite im Stepping Test bei Tieren, die 105 ug
6-OHDA pro Seitenventrikel erhalten hatten. Dies ist nicht in Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen von Sauer und Oertel (Sauer and Oertel, 1994), die
demonstrierten, dass die durch 6-OHDA induzierte dopaminerge Degeneration
progressiver Natur ist. Moglicherweise liegt dies an den insgesamt nur diskreten
motorischen Defiziten durch die milde Lasion.

Nach dem Rotarodtraining lief3 sich bei den trainierten Tieren kein signifikanter
Unterschied zu den Sham operierten Tieren mehr feststellen. Die positiven
Effekte korperlichen Trainings sind bereits mehrfach an 6-OHDA ladierten
Tieren gezeigt worden (Cohen et al., 2003; Tajiri et al., 2010; Tillerson et al.,
2003; Tillerson et al., 2001; Vergara-Aragon et al., 2003). Als Voraussetzung fur

eine Wirksamkeit des Trainings war bislang jedoch immer ein frihes Zeitfenster
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nach der Lasion genannt worden; korperliche Belastung zu einem spateren
Zeitpunkt hatte keine Verbesserungen erbracht (Smith and Zigmond, 2003;
Tillerson et al., 2001). Zudem hielt es sich beim Training in der Regel um
forcierte intensive Bewegung, wie z.B. erzwungene Belastung der ladierten
Pfote durch erzwungenes Ruhigstellen der gesunden (Tillerson et al., 2002,;
Tillerson et al., 2001). In den hier aufgefiihrten Experimenten konnte nun
erstmals gezeigt werden, dass ein mildes Training von vier Einheiten a 5 min
bei mittlerer Geschwindigkeit auf dem Rotarod auch 2 Wochen nach der L&sion
noch Verbesserungen im Stepping Test erzielen konnte. Die in einer
nachfolgenden Arbeit an Tag 41 und 148 nach der Lasion durchgeflhrten
Langezeitfolgeuntersuchungen erbrachten jedoch auch bei untrainierten
ladierten Ratten einen Verlust der Verhaltensdefizite, weswegen zusétzlich von
einer Spontanerholung nach der milden 6-OHDA L&sion ausgegangen werden
muss (Gittinger et al., in Vorbereitung). Das Training auf dem Rotarod schien
den Erholungsprozess jedoch zu beschleunigen.

Viele Autoren begannen bereits vor der Applikation des Neurotoxins mit der
korperlichen Belastung der Tiere bzw. mit der Einfihrung des Trainingsgerats
(O'Dell et al., 2007; Poulton and Muir, 2005; Tillerson et al., 2003; Vergara-
Aragon et al.,, 2003). In den hier aufgefihrten Experimenten wurde dies
bewusst vermieden, um zum einen kein motorisches Lernen im gesunden Hirn
zu induzieren, welches nach der Lasion die Verhaltensverbesserungen durch
Abruf bereits erlernter Muster erleichtern konnte. Zum anderen ist nicht
auszuschliel3en, dass Training, Uber den vermehrten extrazellularen Gehalt an
Dopamin, das mit der Aufnahme von 6-OHDA konkurrieren kénnte (Tillerson et
al., 2001), oder die Hochregulation neurotropher Faktoren (Smith and Zigmond,
2003) wie GDNF oder BDNF, die toxische Wirkung von 6-OHDA vermindert.
Das Ziel der Experimente im Rahmen dieser Dissertation war jedoch, am
erkrankten Gehirn Kompensationsmechanismen zu untersuchen, daher ware
eine mogliche Minderung der Toxinwirkung wéhrend der Lasion durch ein

Vortraining nicht zutraglich gewesen.
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4.2 Grundlagen der Verhaltensveranderungen

Ziel der Experimente war es, im Tierversuch mittels histologischer
Untersuchungen Hinweise darauf zu finden, welche zellularen Prozesse den am
Patienten beobachteten motorischen Verbesserungen zugrunde liegen konnten.
In den durchgefihrten Versuchen konnte jedoch mit den verwendeten
Methoden keine Ursache fir die erzielten Verhaltensverbesserungen
nachgewiesen werden. Es ergaben sich in der Immunhistochemie weder
Hinweise auf eine erhdhte Dopaminsynthese bei trainierten im Vergleich zu
untrainierten ladierten Tieren, noch konnte in der SVZ, wo sich neuronale
Stammzellen befinden (Ming and Song, 2011), ein Hinweis auf Zellproliferation
bei ladierten Tieren gefunden werden. Der fehlende Dopaminanstieg durch
Training konnte in einem nachfolgenden Versuch mittels HPLC (Gittinger et al.,
in Vorbereitung) bestatigt werden.

Dass sich der Dopamingehalt bei spat nach der 6-OHDA L&sion begonnenem
korperlichen Training nicht erholt, wurde bereits von Tillerson et al. gezeigt
(Tillerson et al., 2001). Dies konnte damit erklart werden, dass die durch
Training induzierten biochemischen Prozesse nicht mit der 6-OHDA Lasion
interagieren konnen, da diese bereits abgeschlossen ist, wenn man mit dem
Training mehr als 7 Tage nach der Toxinapplikation beginnt (vgl. 1.4). Im
Gegensatz zu Tillerson konnte in den Versuchen der hier prasentierten Arbeit
aber dennoch Verhaltensverbesserungen nachgewiesen werden. Jedoch
unterschieden sich trainierte und untrainierte Tiere nur zum Messzeitpunkt
direkt nach dem Training (Tag 24) signifikant voneinander. Zu den spateren
Zeitpunkten (Tag 41 und 148) lie3 sich kein signifikanter Unterschied mehr
nachweisen (Gittinger et al., in Vorbereitung). Man muss daher davon
ausgehen, dass im beschadigten Gehirn auch spontan kompensatorische
Mechanismen stattfinden, deren Effekt jedoch durch das Training beschleunigt
werden konnte. Dies ist in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von O’Dell et
al., die bei unilateral mit 6-OHDA ladierten Ratten nach einer freiwilligen
Laufradiibung zwar eine schnelle Verbesserung der Verhaltensdefizite im
Vergleich zu untrainierten Tieren, aber keine Protektion oder Erholung der

dopaminergen Neurone nachweisen konnten (O'Dell et al., 2007). Da es zu
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einem Verlust der Korrelation zwischen Dopamingehalt und Verhalten kam, der
Dopamingehalt sich trotz Verhaltensverbesserung also nicht &nderte, muss
angenommen werden, dass andere Transmittersysteme, vielleicht auch andere
motorische Schaltkreise jenseits der Basalganglien, beteiligt sind oder dass die
Neurone der Basalganglien z.B. Uuber eine erh6hte Dichte an
Dopaminrezeptoren sich an den verminderten Dopaminspiegel anpassen
konnten. Die initialen motorischen Defizite waren demnach auf die Pl6tzlichkeit
des Dopaminverlustes zurlckzufuhren, der nicht sofort ausreichend
kompensiert werden konnte. Beim Parkinsonpatienten hingegen kann dem
langsam progredienten Dopaminverlust parallel begegnet werden, sodass hier
eine Dekompensation des Systems mit motorischen Symptomen erst auftritt,
wenn bereits ca. 60% der dopaminergen Neurone degeneriert sind (Berg, 2006;
FitzGerald et al., 2007).

Ki-67 ist ein etablierter Marker, um proliferierende Zellen zu kennzeichnen, da
dieses Protein in allen Phasen des Zellzyklus, aul3er in ruhenden Zellen in der
GO Phase, exprimiert wird (Scholzen and Gerdes, 2000). Ki-67 positive Zellen
in der SVZ zeigten sich nur bei trainierten Sham Tieren signifikant vermehrt. Bei
Tieren mit einer 6-OHDA-Lasion fand sich kein Unterschied zwischen der
trainierten und nicht trainierten Gruppe. Dies konnte ein Hinweis darauf sein,
dass Dopamin fur die Proliferation der Vorlauferzellen notwendig ist. Es ist
bereits bekannt, dass die SVZ dopaminerge Projektionen erhalt, welche die
Proliferation der neuronalen Vorlauferzellen kontrollieren (O’Keeffe et al., 2009).
In welcher Gehirnregion sich trainingsinduzierte kompensatorische Prozesse
abspielen, konnte in dieser Arbeit leider nicht herausgefunden werden. Da der
zerebello-thalamo-kortikale Schaltkreis fur die Koordination von Bewegungen
(Holschneider et al., 2007; Horne and Butler, 1995) und motorisches Lernen
(Holschneider et al., 2003; Horne and Butler, 1995) wichtig ist, ware es jedoch
nahe liegend, dort neuroplastische Vorgange zu suchen. Insofern als die Tiere
beim Training auf dem Rotarod ihre Pfotenbewegung exakt auf die Bewegung
der Stange abstimmen mussen, um nicht herunter zu fallen, erscheint diese
Trainingsmethode recht komplex (Willson et al., 2008), weswegen Effekte in

einer Gehirnregion, die fur die Feinabstimmung von Bewegungen zustandig ist,
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zu erwarten waren. Passend hierzu konnte in der bereits zitierten Studie von
Holschneider et al. ein erhohter Blutfluss in den Kleinhirnkernen nach
Rotarodtraining nachgewiesen werden (Holschneider et al., 2007). In
Folgeversuchen dieser Arbeit wurden daher Kryoschnitte der Kleinhirnkerne mit
einer c-fos Farbung behandelt, die endgultigen Ergebnisse dieser
Untersuchungen sind Thema einer anderen Dissertation (Dissertation von J.
Rolinger) bzw. einer nachfolgenden Vero6ffentlichung. C-fos wurde 1987
erstmals im erwachsenen Gehirn beschrieben (Dragunow and Robertson,
1987) und ist mittlerweile als Marker fur neuronale Aktivitdt gut etabliert
(Herrera and Robertson, 1996). Es wird zur Gruppe der immediate early genes
gerechnet, der Gene, die als erste bei externen Stimuli wie z.B.
Neurotransmittern, Wachstumsfaktoren oder Hormonen exprimiert werden, um
damit die Expression nachfolgender Effektorgene zu beeinflussen (Herrera and
Robertson, 1996; Iwamoto et al.,, 1996). C-fos bildet dabei mit c-jun ein
Heterodimer, das im Zellkern als Transkriptionsfaktor AP-1 wirksam ist
(lwamoto et al.,, 1996), wodurch extrazellulare Signale in mittel- bis
langerfristige zellulare Veranderungen der Genexpression Ubersetzt werden
konnen (Morgan and Curran, 1991). Es konnte bereits nachgewiesen werden,
dass korperliche Aktivitat die c-fos Expression im Striatum steigert (Liste et al.,
1997). Dies geschah in der Studie von Liste et al. (1997) allerdings in
Abhangigkeit von der Stimulation von striatalen D1 Rezeptoren. Wurden diese
Rezeptoren mit einem Antagonisten blockiert oder Dopamin durch eine 6-
OHDA Lasion depletiert, verringerte sich signifikant die c-fos Expression.
Dahingehend erscheint es nicht Gberraschend, dass auch wir keine gesteigerte
c-fos Expression im Striatum mit 6-OHDA behandelter Tiere nachweisen
konnten (Daten in Vorbereitung fir eine nachfolgende Veroffentlichung,
Bestandteil der Dissertation von J. Rolinger). Dass jedoch auch in den
motorischen Kleinhirnkernen eine Erhdhung der c-fos Expression ausblieb
(Daten in Vorbereitung), wirft die interessante Frage auf, ob auch die dortigen
Zellen nur dopaminabhéangig c-fos exprimieren konnen und woher die
entsprechenden dopaminabhangigen Projektionen stammen. Hinweise auf eine

Verbindung zwischen Basalganglien und Kleinhirn sind bereits beschrieben
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worden (Bostan et al., 2010; Bostan and Strick, 2010; Moers-Hornikx et al.,
2011), insbesondere auch im Zusammenhang mit der Steuerung von Kognition
und Verhalten. Ob in einer Fehlsteuerung dieser Schaltkreise durch die 6-
OHDA Lasion der Grund fur die erhohte Reizbarkeit der Tiere, die in den
Experimenten  dieser  Arbeit auffiel, liegt, konnte Thema  flr
Nachfolgeexperimente sein.

Auf welche Art und Weise koérperliches Training seinen Nutzen bringt, konnte
durch die Experimente im Rahmen dieser Dissertation also nicht sicher geklart
werden. Andere Autoren haben bislang mehrere  verschiedene
Erklarungsmodelle fir die Verhaltensverbesserungen entwickelt (vgl. 1.4).
Entsprechend dieser Theorien kdnnte man in Folgeversuchen mit dem in dieser
Doktorarbeit verwendeten Modell weitere Aspekte wie neurotrophe Faktoren
(Cohen et al., 2003; Kleim et al., 2003; Smith and Zigmond, 2003; Tajiri et al.,
2010) oder gliale Marker (Bury et al., 2000; Kleim et al., 2003; Li et al., 2005)
untersuchen. Insbesondere im Hinblick auf die beobachteten durch 6-OHDA
induzierten Veranderungen der BBB ware eine Untersuchung von Markern der
Angiogenese (Li et al., 2005), von inflammatorischen Mediatoren oder von
Mikrogliaaktivierung interessant gewesen, da es Hinweise gibt, dass Sport
Entziindungsprozesse moduliert (Cotman and Berchtold, 2002).

4.3 Hyperintensitat in T2w Kernspinaufnahmen

Die Kernspinaufnahmen dieser Arbeit wurden mit dem Ziel angefertigt, die an
Patienten durch MRT Analysen gemessenen strukturellen Effekte korperlichen
Trainings im Tiermodell nachzubilden. Zwar gelang dies aufgrund der
beobachteten 6-OHDA bedingten hyperintensen Areale in T2w nicht, jedoch
wurden auf diese Weise zusatzliche Untersuchungen zur Wirkung des Toxins
und dessen MR morphologischer Darstellung durchgefihrt.

MRT ist ein weit verbreitetes Verfahren in der klinischen Forschung und
Diagnostik, das auch in der praklinischen Forschung zunehmend Anwendung
findet.

Mittels MRT bietet sich die Mdoglichkeit durch ein nichtinvasives

Schnittbildverfahren wiederholte Messungen am selben Tier durchzufihren und
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so den morphologischen Verlauf einer Erkrankung und ggf. die Wirksamkeit
therapeutischer Strategien zu Uberprifen (Lauwers et al., 2007; Van Camp et
al., 2010). Ohne bildgebende Verfahren kann das Ausmald einer Lasion erst
durch histologische Verfahren post mortem dargestellt werden. Mit Hilfe des
MRT hingegen kann eine L&sion, sofern sich im Kernspin ein reliables Korrelat
fur sie findet, bereits vor Beginn verhaltensbiologischer Experimente visualisiert
und quantifiziert werden.

Trotz dieser vielversprechenden Méglichkeiten sind bislang erst wenige Studien
Uber die Anwendung der Kernspintomographie in neurotoxischen Tiermodellen
publiziert worden (Dhawan et al., 1998; Guzman et al., 2000; John et al., 1996;
Kondoh et al., 2005; Norman et al., 1990; Sauer et al., 1992; Smith et al., 1993;
Van Camp et al., 2010; Vernon et al., 2010; Wachter et al., 2012) und es bedarf
noch viel weiterer Forschung, um die Moglichkeiten und Grenzen des MRTs in
verschiedenen Tiermodellen zu beleuchten.

Die ursprungliche Idee, die Kernspinaufnahmen im Rahmen dieser Dissertation
anzufertigen, bestand darin, mittels Subtraktionsanalysen die vor und nach dem
Training hergestellten Bildserien miteinander zu verrechnen und so einen
Anhalt fur trainingsbedingte morphologische Effekte in motorisch relevanten
Strukturen wie beispielsweise dem Kleinhirn zu finden. Hinweise darauf hatten
sich aus Daten von Patientenstudien ergeben (Berg, Godau et al.,
unveroffentlichte Daten; Dissertation von M. Herfurth). Was sich jedoch zeigte,
war eine dosisabhangige Hyperintensitat im Bereich der Injektionsstelle, die
bereits 2 Tage nach der Injektion von 6-OHDA vorhanden war, an Tag 4 ihr
Maximum erreichte, sich dann verkleinerte und an Tag 14 verschwunden war.
Anatomisch reichte das hyperintense Signal von den Ventrikeln und dem
Injektionskanal ausgehend in die Septumkerne, die Capsula interna und, soweit
abgrenzbar, den medialen Rand des Striatums inklusive der SVZ. Das Ausmal}
der Hyperintensitat war bei Tieren, die nur mit 35 ug 6-OHDA ladiert worden
waren, deutlich niedriger; Sham Tiere zeigten kein Uber die Ventrikel
hinausgehendes hyperintenses Signal.

Diese Hyperintensitat verhinderte wie ein grofRes Artefakt die Durchfiihrung von

Subtraktionsanalysen, sodass Uber mogliche durch das Training bedingte
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strukturelle Veranderungen im MRT keine Aussage gemacht werden konnte.
Das Auftreten der T2 Hyperintensitat warf jedoch neue Fragen Uber die Genese
derselben auf.

T2 bezeichnet die transversale Relaxationszeit, also die Zeit, in der die durch
das transversale Wechselmagnetfeld erzeugte Quermagnetisierung abnimmt.
Festkorper haben durch die starke Einschrdnkung der Beweglichkeit ihrer
Protonen i.d.R. kurze T2 Zeiten, Flussigkeiten zeichnen sich hingegen durch
hohe T2 Werte aus (FitzGerald et al., 2007). Hyperintensitat in T2w Bildern
weist daher in der Regel auf vermehrte Flussigkeit hin, wie in Odemen oder
zystischen Strukturen (Bekiesinska-Figatowska, 2004; FitzGerald et al., 2007,
Poloni et al., 2011; Zivadinov and Bakshi, 2004), oder auf eine Vermehrung
freier Protonen wie bei demyelinisierenden Lasionen (FitzGerald et al., 2007).
T2 Hyperintensitat zeigt sich zudem in Regionen mit sehr niedriger Faser- und
Zelldichte (Garbelli et al., 2011). In der klinischen Anwendung finden sich
zahlreiche Ursachen fur hyperintense Lasionen in T2w Kernspinaufnahmen, wie
z.B. bei ischamischen Lasionen, demyelinisierenden Erkrankungen,
entzindlichen oder tumorésen Prozessen, sodass aus der Bildmorphologie
alleine oft nur unzureichend differenziert werden kann, um welche Art von
Lasion es sich handelt (Bekiesinska-Figatowska, 2004; Poloni et al., 2011,
Zivadinov and Bakshi, 2004). Auf den pathologischen Prozess kann meist nur in
Zusammenschau mit weiteren spezialisierten Kernspinsequenzen, wie z.B.
diffusionsgewichteten Aufnahmen oder MR-Spektroskopie (Poloni et al., 2011),
Laborparametern und klinischen Befunden geschlossen werden.

In Tierstudien ist Hyperintensitat in T2w Aufnahmen als Korrelat einer Lasion
mit neurotoxischen Substanzen wie Kainsdure (Norman et al., 1990), NMDA
(John et al., 1996; Sauer et al.,, 1992) oder 6-OHDA (Dhawan et al., 1998;
Guzman et al., 2000; Kondoh et al., 2005) bereits in der wissenschaftlichen
Literatur beschrieben worden. Die im Rahmen dieser Dissertation angefertigten
MRT Aufnahmen zeigten erstmals eine Hyperintensitat nach intraventrikularer
6-OHDA Applikation. In Ubereinstimmung mit bereits von Kondoh et al.
(Kondoh et al., 2005) publizierten Daten korrelierte die Hyperintensitat mit der

6-OHDA Dosis und den Verhaltensdefiziten, wahrend es nach Injektion von
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Tragerlosung zu keiner Hyperintensitat kam. Die Injektion einer in Bezug auf
das Liquorvolumen der Ratte betrachtlichen Flissigkeitsmenge und die
resultierende Zunahme des vom Ventrikel ausgehenden hydrostatischen
Druckes konnen daher nicht alleinig urséchlich fur die Hyperintensitat sein.
Bislang ist keine umfassende Erklarung zur Ursache der Hyperintensitat
veroffentlicht worden. Als zugrunde liegende Mechanismen wurden ein
Anschwellen der Axone oder Neurone (Dhawan et al., 1998; John et al., 1996),
Odembildung (Dhawan et al., 1998; John et al., 1996) oder ausgedehnte
Nekrosen mit Hohlraumbildung (John et al., 1996) vorgeschlagen als Korrelat
der biochemischen Vorgange, die mit der Zerstbérung dopaminerger Zellen
einhergehen (Dhawan et al., 1998). In den meisten Studien Korrelierte die
Hyperintensitat mit dem Bereich der dopaminergen Degeneration (John et al.,
1996; Kondoh et al., 2005) und Gliose (Kondoh et al., 2005). In manchen
Berichten gingen die MRT Verédnderungen uber den histologisch verifizierten
Bereich der dopaminergen Degeneration hinaus (Dhawan et al., 1998; John et
al., 1996).

Keine dieser Studien untersuchte bislang jedoch gezielt Stérungen der
zerebralen Flussigkeitshomdostase im Hinblick auf Verdnderungen der BBB
oder der zellularen Wasserkanéle.

In unserer Studie korrelierte das Auftreten der Hyperintensitat mit dem Bereich
um die Injektionsstelle, jedoch nicht eindeutig mit der Zone der dopaminergen
Denervierung, da das Striatum, in dem eine deutliche Minderung des
Dopamingehalts und der TH-Expression nachgewiesen werden konnte, sich nur
marginal hyperintens zeigte. Die Hyperintensitat betraf die Bereiche, welche
lokal von der hochsten Toxinkonzentration betroffen waren, insbesondere die
Septumregion, welche zwischen den beiden Injektionsstellen liegt. An Tag 2
nach der L&sion zeigte sich in der korrespondierenden Region eine
Hyperintensitdt in der diffusionsgewichteten Bildgebung DWI sowie
Verminderung des apparenten Diffusionskoeffizienten ADC; was eine
Verringerung der Diffusion freier Wassermolekille anzeigt, wie sie bei
zytotoxischen Odemen vorkommt. Wenn Zellen im Rahmen eines zytotoxischen

Prozesses anschwellen, wird die freie extrazellulare Diffusion durch eine
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Verringerung des Extrazellularraumes behindert, wodurch der ADC abnimmt
(Schaefer et al., 2000; Sevick et al., 1992). Passend hierzu zeigte sich
histologisch im an den Ventrikel grenzenden Striatum eine vermehrte AQP4
Expression. Eine Hochregulation von AQP4 in Astrozyten erleichtert das
Anschwellen dieser Zellen durch die Mdoglichkeit zu vermehrtem
Wassereinstrom. An Tag 4 konnte histologisch in dem Bereich, der der
Hyperintensitat entspricht, eine deutliche Abnahme der Zellkerndichte,
insbesondere der Astrozyten, dargestellt als GFAP-, Nestin- und AQP4 positive
Zellen, gezeigt werden. Dies ist in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von
Stromberg et al. (1986), die nach 6-OHDA Injektion in den MFB einen Verlust
an GFAP-Immunoreaktivitat fanden, am ehesten durch eine Zerstérung der
residenten Astrozyten durch die hohe lokale Toxinkonzentration (Stromberg et
al., 1986). Wir gehen davon aus, dass die geschwollenen Astrozyten, die flr
den niedrigen ADC und die Hyperintensitat im diffusionsgewichteten Bild DWI
an Tag 2 verantwortlich sein kénnten, an Tag 4 schon weitgehend nekrotisiert
waren, was den Wiederanstieg des ADC an Tag 5 erklaren konnte. In
nekrotischen Arealen mit niedriger Zelldichte kann eine gute Diffusion von
Wasser stattfinden, sodass der ADC nicht vermindert sein kann. Die so
erzeugte Armut an Zellen und Fasern in  Verbindung mit
Flissigkeitsvermehrung koénnte daher, passend zu den Ergebnissen von
Garbelli et al. (2011), fur die Hyperintensitat verantwortlich sein (Garbelli et al.,
2011). Im Randbereich dieser Zone fand sich als Hinweis auf eine reaktive
Gliose eine Vermehrung der GFAP (Sofroniew and Vinters, 2010) und Nestin
(Frisen et al., 1995) Expression, vermutlich im Sinne einer Demarkierung des
zerstorten Gewebes vom restlichen Gehirnparenchym.

Da T2 Hyperintensitat auf eine Zunahme von Flussigkeit im Gewebe hinweist,
untersuchten wir zusatzlich Veranderungen der BBB mit der Frage, ob es sich
um ein vasogenes Odem handeln kénnte. In der Tat konnten dabei Stérungen
der BBB und der Flussigkeitshomdostase nachgewiesen werden, jedoch
Uberraschenderweise im gesamten Striatum, welches im MRT nicht durch
Hyperintensitat aufgefallen war.
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4.4 Veranderungen der Bluthirnschranke und Odembild ung

Die angefertigten Semidinnschnitte des striatalen Gewebes zeigten in mit 6-
OHDA ladierten Tieren deutliche perivaskulare Ho6fe, wie sie auch nach
Hirnkontusionen beschrieben sind (Vaz et al., 1997). Solche Hofe kdnnen als
Hinweis auf den vermehrten Ubertritt vaskularer Bestandteile in den
perivaskularen Raum gesehen werden, was Flussigkeit nach sich zieht. Als
weiteren Nachweis defekter Barrieremechanismen konnten wir eine
Extravasation des Plasmaproteins Fibrinogen nachweisen. Dies kann nur auf
Grundlage einer defekten BBB geschehen, die unter physiologischen
Bedingungen den Stofftransport zwischen Blut und Gehirnparenchym stark
einschrankt. Der parazellulare Transport wird durch Tight Junctions behindert,
die sich aus Claudinen, Occludin und JAM Proteinen zusammensetzen (vgl.
Einleitung). In den immunhistologischen Untersuchungen im Rahmen dieser
Studie wurden strukturelle Veranderungen der Tight Junctions im Sinne einer
Verminderung der Expression von Claudin-3 an den Kapillaren im Striatum
gefunden. Wolburg et al. (2003) beschrieben, dass der Verlust dieses Tight
Junction Proteins mit einer eingeschrankten Funktion der BBB einhergeht
(Wolburg et al., 2003). In Zusammenschau der Ergebnisse aus den
Semidlunnschnitten und der Immunhistologie ergeben sich daher Hinweise auf
ein vasogenes Odem auRerhalb der hyperintensen Region im T2w MRT.

Der spezifischere direkte Beweis einer erhdhten Permeabilitdt der BBB wére
durch die Applikation eines speziellen intravasalen Tracers zu erbringen
gewesen, der nur unter pathologischen Umstdnden ins Gehirnparenchym
Ubertreten kann. Je nach Wahl des Tracers kann man so eine erhOhte
Durchlassigkeit fir kleine Molekile wie lonen Uber defekte Tight Junctions
zeigen, wozu Lanthanum (Nag et al., 2011) verwendet werden kann. Die
Extravasation von HRP (horseradish peroxidase) oder Evans Blue zeigt einen
Barriereverlust fur Makromolekile (Nag et al., 2011), zu denen auch das in
unserer Studie verwendete Fibrinogen gezahlt wird. Letzteres ist beschrieben
im Zusammenhang mit einer Zunahme der Caveolae, spezialisierter
membrangebundener Vesikel, die fir den transzellularen vesikularen Transport

gro3er Molekiule bzw. die Bildung transzellularer Kanéle zustdndig sind
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(Lossinsky and Shivers, 2004; Nag et al., 2011). Daher wéare es zusatzlich
interessant zu untersuchen, ob sich nach 6-OHDA Applikation die Anzahl oder
Struktur der Caveolae andert.

Einen Ubertritt von HRP, markiertem Albumin und dem kleineren Molekul des
medikamenttsen Wirkstoffes Domperidon in die SN und das Striatum nach 6-
OHDA Applikation ist bereits von Carvey et al. (2005) demonstriert worden
(Carvey et al., 2005). Als Grundlage fur die erhdhte Permeabilitat der BBB
schlugen die Autoren einen Entziindungsvorgang im Bereich der durch 6-OHDA
induzierten dopaminergen Degeneration vor. Bei dieser Entzindung kame es
zur Aktivierung von Mikrogliazellen und der Freisetzung entztndlicher
Mediatoren, die die Durchlassigkeit der BBB erhéhen.

Entzindungsvorgédnge durch 6-OHDA sind bereits mehrfach beschrieben
worden (Cicchetti et al., 2002; He et al., 2001; Mogi et al., 1999; Whitton, 2007)
und scheinen auch bei Parkinsonpatienten eine Rolle zu spielen (Whitton,
2007). Entzindungsmediatoren aktivieren Matrix Metalloproteinasen (MMP), die
Proteine der extrazellularen Matrix zerstéren und die Funktion der BBB
beeintrachtigen, was wiederum die Entziindung férdert (Grammas et al., 2011),
sodass diese Enzyme als zentrale Amplifikatoren im Entzindungsprozess
betrachtet werden missen. In weiteren Untersuchungen zur Abklarung der
Ursachen der Hyperintensitait und den Effekten von 6-OHDA kdnnte
dementsprechend auch nach aktivierten Mikrogliazellen, Verdnderungen
entzindlicher Mediatoren und MMP gesucht werden.

Zusatzlich ist von ROS bekannt, dass sie die Permeabilitdt der BBB steigern
und den zerebralen Blutfluss erhéhen (Nag et al., 2009; Wei et al., 1986). Da 6-
OHDA ein hochreaktives Molekil ist, kommt es rasch zur Oxidation unter
Bildung von ROS (Glinka et al., 1997), was so Uber den Barriereverlust der BBB
zu einem vasogenen Odem beitragen mag.

Reparaturmechanismen, die nach Hirnlasionen einsetzen, sind in der Regel von
Neovaskularisation begleitet. Neugebildete Gefal3e verfigen noch nicht tber
die hochspezialisierte Barrierefunktion reifer Hirngefal3e (Wang et al., 2005).

Veréanderte Expression von Angiopoietinen und vaskularen Wachstumsfaktoren
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erhdhen zusatzlich die Permeabilitdt der BBB (Fischer et al., 2002; Nag et al.,
2011), sodass auch durch Restaurierungsvorgange die BBB durchlassig wird.
Interessant erscheint, dass die Verdnderungen der Bluthirnschranke sich in
striatalen Regionen nachweisen lassen, die zwar von dopaminerger
Degeneration, nicht jedoch von der Hyperintensitat der T2w Aufnahmen
betroffen waren, sodass hier die durch 6-OHDA verursachten Verdnderungen
im  Flussigkeitshaushalt des Gehirns nicht stark genug waren, ein
morphologisches Korrelat im T2w MRT zu erzeugen.

Das Odem in dem in dieser Studie verwendeten Modell setzt sich am ehesten
aus einer vasogenen und zytotoxischen Komponente zusammen. Die
zytotoxische Wirkung von 6-OHDA auf dopaminerge Zellen ist bereits mehrfach
belegt (Schober, 2004). 6-OHDA inhibiert mitochondriale Enzyme der
Atmungskette (Deumens et al., 2002; Glinka et al., 1997), wodurch die
Energieversorgung der Zelle eingeschrankt wird. Wenn Energie fehlt, kdnnen
aktive Transportmechanismen wie z.B. die Na+/K+-Pumpe nicht aufrecht
erhalten werden. Die Folge ist die Akkumulation von lonen und
Stoffwechselprodukten in der Zelle, die osmotische Uberladung fiihrt zu
vermehrtem Wassereinstrom, damit einem zytotoxischen Odem. Diese
Uberlegungen sind stimmig mit den Ergebnissen von Avila-Costa et al. (Avila-
Costa et al., 2005), die eine Schwellung préasynaptischer dopaminerger
Endigungen in der SN nach 6-OHDA Injektion beschrieben.

Zuséatzlich zu neuronaler Schwellung ist von einer Volumenzunahme bis zur
Zerstorung der Astrozyten auszugehen. Ein Hinweis darauf ist die Zunahme
des Wasserkanals AQP4 in den Zellmembranen der Astrozyten, von dem
bekannt ist, dass er das Anschwellen von Zellen im Sinne eines zytotoxischen
Odems fordert (Nag et al., 2009). Da Gliazellen eine zentrale Rolle in der
extrazellularen lonen- und Transmitterhomdostase ausmachen, sind sie fur den
Ausfall von Transportmechanismen besonders anféllig und kénnen leicht ein
zellulares Odem ausbilden, wozu die Hochregulation von AQP4 beitragt (Nag et
al., 2009).

Dass Astrozyten durch intraventrikular gegebenes 6-OHDA verandert werden

und dedifferenzieren, wurde in immunhistochemischen Versuchen mit
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Gehirnmaterial aus Tieren dieser Arbeit von Wachter et al. (Wachter et al.,
2010) gezeigt. Da polarisierte Astrozyten im gliovaskuldren Komplex der BBB
wichtige Induktoren und Bewahrer der Barriere sind (Abbott, 2002; DeBault and
Cancilla, 1980; Wolburg et al.,, 2011), kdonnte eine verdnderte Interaktion
zwischen den astrozytaren Endfif3chen und den Gefal3en ein weiterer Faktor in
der Stérung der BBB sein.

Um die Veranderungen der BBB umfassender zu erforschen, koénnten
zusatzlich zu den oben bereits genannten noch viele weitere Faktoren wie
extrazellulare Matrixproteine, die Elemente des Zytoskeletts und die Perizyten

untersucht werden.
4.5 Lasionsmodell

Von den meisten Forschern, die mit 6-OHDA arbeiten, wird das asymmetrische
Lasionsmodell mit einer einseitigen Injektion in das Striatum, das MFB oder die
SN bevorzugt (Cenci et al., 2002). Vorteile beim unilateralen Modell bestehen
darin, dass es erlaubt, am selben Tier direkt die ladierte mit der gesunden Pfote
beispielsweise im  Stepping Test zu vergleichen. Zudem st
medikamenteninduziertes  Rotationsverhalten, das auf asymmetrischer
Pfotenbewegung durch ungleiche dopaminerge Innervierung der Striata beruht,
ein gut etablierter Test zur Einschatzung der Lasionsstarke (Cenci et al., 2002;
Longo et al., 1974). Zusatzlich wurde von bilateralen 6-OHDA-L&sionen vielfach
beschrieben, dass sie Aphagie und Adipsie bei den Tieren hervorrufen kénnen
(Deumens et al., 2002; Ungerstedt, 1971).

Andererseits sind bei Parkinsonpatienten beide Hemispharen betroffen, sodass
das bilaterale Modell dies besser nachbildet (Cenci et al., 2002), wenngleich bei
Patienten in der Regel auch eine Asymmetrie der dopaminergen Degeneration
und der motorischen Symptomatik vorliegt (Scherfler et al., 2012). Wenn man
untersuchen will, ob durch Training selbst im kranken Gehirn
Restaurationsprozesse induziert werden konnen, ist es sogar wichtig, eine
bilaterale Lasion zu verwenden, da nicht ausgeschlossen werden kann, dass
von der gesunden Gehirnhalfte dopaminerge Nervenzellfortsatze auf die

ladierte Seite aussprossen kdnnen bzw. das kontralaterale Striatum durch eine
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Steigerung seiner Funktion das ladierte kompensiert (Deumens et al., 2002;
Schwarting and Huston, 1996). Da von Rodriguez et al. (Rodriguez et al., 2001)
fur die icv 6-OHDA-Injektion beschrieben wurde, dass sie gut vertraglich ist und
gleichzeitig der Topographie des dopaminergen Zellverlustes dem bei M.
Parkinson ahnelt, wurde dies fir die Versuche dieser Dissertation verwendet.
Der Trainingsversuch an diesem Modell wurde insgesamt dreimal unter
verschiedenen Aspekten durchgefuhrt. Im ersten Versuch wurden zwei
verschiedene 6-OHDA Dosierungen getestet, um die beste Kombination aus
Vertraglichkeit, Trainierbarkeit und nachweisbaren Verhaltensdefiziten zu
finden. Fur die Lasion mit 105 pg 6-OHDA pro Ventrikel schien dies
gewahrleistet zu sein, da sich im Stepping Test und im Open Field Activity
Monitoring Defizite zeigten, die Tiere aber dennoch auf dem Rotarod trainieren
konnten. In der Wiederholung des Versuches mit grol3erer Tierzahl und
untrainierten Kontrollgruppen zeigten sich allerdings nur noch im Stepping Test,
nicht mehr im Open Field signifikante Defizite an Tag 3. Dies kdnnte daran
liegen, dass im ersten Versuch durch die Injektionsnarkose mit Pentobarbital
eine verlangerte postoperative Rekonvaleszenzphase im Vergleich zur Narkose
mit Isofluran, die fir die weiteren Versuche verwendet wurde, nétig gewesen
sein konnte. In diesen Experimenten konnte die induzierte dopaminerge
Degeneration zu gering gewesen sein, um das Explorationsverhalten signifikant
zu reduzieren. Explorationsverhalten wird zudem starker vom ventralen
Striatum mit dem Nucleus accumbens im Rahmen des mesostriatalen Systems
reguliert (Schmidt and Kretschmer, 1997; Schwarting and Huston, 1996).
Dieses wurde im hier verwendeten Lasionsmodell, das am starksten das
dorsomediale Striatum denervierte, weniger beeinflusst. Andererseits
widersprechen unsere Ergebnisse auch den Studien von Chang et al. (Chang et
al.,, 1999), die fanden, dass Ausgleichsschritte im Stepping Test nur nach
Lasionen des dorsolateralen, ventrolateralen oder ventrozentralen
Kaudatoputamens vermindert seien, aber nicht nach Lasionen des
dorsomedialen Bereichs (Deumens et al., 2002).

In einem nachfolgenden Projekt, das nicht Bestandteil dieser Arbeit war, wurde

eine weitere Wiederholung des Trainingsversuches im Hinblick auf den
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Langzeitverlauf des Trainingseffekts sowie eine genauere Analyse des
Dopaminstoffwechsels mittels HPLC durchgefuhrt (Gittinger et al., in
Vorbereitung).

Eine milde Lasion erscheint sinnvoll als Modell fur die Frihphase des
Parkinsonsyndroms, in dem Bewegungstraining noch in Eigeninitiative mdglich
ist. Jedoch ist zu bedenken, dass viele Parkinsonpatienten unter Depression
und Antriebslosigkeit leiden, was das selbststandige Training erschwert
(Goodwin et al., 2008; Morris et al.,, 2010). Auch bei den mit 6-OHDA
behandelten Ratten dieser Experimente fielen mdgliche nichtmotorische
Verhaltensveranderungen auf, die jedoch nicht vollstandig durch gezielte Tests
erfasst werden konnten. Shamtiere fielen beim Rotarodtraining durch
vergleichsweise hdheres Explorationsverhalten auf. Sie schienen durch die
Trainingsaufgabe unterfordert, richteten sich auf der sich drehenden Stange
wiederholt auf, sodass es im Rahmen der Erkundung des Trainingsgerats zu
vermehrten Stirzen kam. Die 6-OHDA Tiere hingegen folgten geradlinig der zu
erledigenden Aufgabe, moglicherweise weil das Training die motorischen
Kapazitaten der Tiere voll in Anspruch nahm oder weil der Antrieb zu
Explorationsverhalten durch die Lasion doch reduziert wurde, obgleich sich dies
im Open Field nicht deutlich zeigte. Die andere Auffalligkeit bestand in der
erhohten Reizbarkeit der Lasionstiere — sie verhielten sich deutlich angstlicher
und aggressiver, was leider zu drei Bissverletzungen der Untersucher geftihrt
hatte. Erhohte Irritierbarkeit ist bereits fur 6-OHDA Lasionen vorbeschrieben
(Longo et al., 1974; Nakamura and Thoenen, 1972). Welche neuronalen
Schaltkreise fur diese Verhaltensauffalligkeiten verantwortlich sein kénnten,
misste in weiteren Untersuchungen analysiert werden.

Das dorsomediale Striatum dient laut bisherigem Kenntnisstand dem Erlernen
und Ausfuhren zielgerichteter Verhaltensweisen im Zusammenspiel mit der
pralimbischen Region des prafrontalen Kortex (Balleine and O'Doherty, 2010;
Yin et al., 2005), mdglicherweise auch unter dem Einfluss dopaminerger
Belohnungsprozesse. Daher waren zuséatzliche Konditionierungsexperimente
zum Untersuchen des Lernverhaltens der dorsomedial ladierten Tiere in dieser

Studie interessant gewesen.
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Die 6-OHDA-Lasion zur dopaminergen Denervierung ist nicht immer
unumstritten gewesen. In den 70er Jahren, als die Forschung mit 6-OHDA-
Modellen begann, zweifelten Forscher die Katecholaminselektivitat des Toxins
an und verglichen die Effekte von 6-OHDA Injektionen mit unspezifischen
Lasionen durch Elektrokoagulation (Poirier et al., 1972) oder unselektiven
Neurotoxinen (Butcher et al., 1974). Sotelo et al. fanden lokale Nekrosezonen
rund um die Injektionsstelle, die von unspezifischer glialer und neuronaler
Destruktion und einer peripheren Zone selektiver dopaminerger Degeneration
umgeben war (Sotelo et al., 1973). Diese selektive Degeneration kénnte jedoch
auch durch eine Infarzierung und Zerstorung der Nervenzellfortsatze im Bereich
der Injektionszone mit folgender anterograder neuronaler Degeneration
verursacht worden sein (Butcher et al., 1974). Die Selektivitat wirde die Lasion
demnach durch die Wahl der anatomischen Injektionsstelle erhalten. In Folge
wurden neue Experimente durchgefuhrt, um doch die Selektivitat von 6-OHDA
zu bestétigen (Javoy et al., 1976). Die initialen Bedenken fanden schliel3lich
kaum noch Beachtung und 6-OHDA ist mittlerweile in der Parkinsonforschung
weit verbreitet.

Mit der Injektion in den Ventrikel sollten unspezifische mechanische Lasionen
der dopaminergen Bahn in den aufgefihrten Experimenten dieser Arbeit
vermieden werden. Dennoch zeigten sich auch hierbei erhebliche
Nebenwirkungen: Im MRT ergaben sich Hinweise auf ein Odem rund um die
Ventrikel und eine Nekrose der Septumkerne, welche in der histologischen
Aufarbeitung aufgrund der schlecht erhaltenen Gewebestruktur nicht mehr
darstellbar waren. Zusétzlich zeigten sich Verédnderungen der BBB im Striatum
auch fernab der Hyperintensitat im MRT. Da eine pathologische Permeabilitat
der BBB die zerebrale lonen- und Wasserhomoostase stort und schadliche
vaskulare Bestandteile vermehrt Gbertreten konnen, kdnnen die Neuronen in
ihrer Funktion beeintrachtigt werden (Berislav V, 2005; Hawkins and Dauvis,
2005; Zlokovic, 2008). Da Hinweise auf ein vasogenes Odem im Striatum
gefunden wurden, muss dieser Aspekt der 6-OHDA Lé&sion daher bei der
Beurteilung von motorischen Verhaltenseffekten beachtet werden. Eine

interessante Frage ware, wie sich korperliche Aktivitat auf die BBB auswirkt, da
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bereits gezeigt wurde, dass sie Entziindungsvorgange moduliert und oxidativen
Stress reduziert (Cotman and Berchtold, 2002; Dishman et al., 2006).
Andererseits wurde von Yu et al. (Yu et al., 2001) gezeigt, dass Training den
Spiegel systemischer Entzindungsmediatoren (IL-6) Uber vermehrte
Katecholamin- und Steroidproduktion anheben kann, wobei 6-OHDA jedoch
durch die Zerstérung zentraler katecholaminerger Zellen den Anstieg von IL-6
mindert.

Bei Tieren, die 6-OHDA intraventrikular verabreicht bekamen, zeigten sich
zudem 4 Tage nach der L&sion im Striatum und lateralen Kortex Zeichen
reaktiver Gliose mit Hinweisen auf dedifferenzierte Astrozyten (Wachter et al.,
2010). Da nur differenzierte Astrozyten befahigt sind, den Erhalt der BBB zu
gewahrleisten (Abbott, 2002; DeBault and Cancilla, 1980; Wolburg et al.,
2009b), konnte in der Dedifferenzierung der Astrozyten ein weiterer
pathogenetischer Faktor des vasogenen Odems liegen. Inwiefern die
dedifferenzierten Gliazellen zu Regenerationsvorgangen im Lasionsbereich
beitragen und ob sich dies durch Training positiv beeinflussen lassen kann,
misste in weiteren histologischen Untersuchungen mit Fokus auf gliale Zellen
zu verschiedenen Zeitpunkten analysiert werden. Es ware denkbar, dass diese
Zellen durch Proliferation und vielleicht sogar Differenzierung zu neuronalen
Zellen eine Rolle bei der Spontanerholung nach 6-OHDA Lasionen, die im
Nachfolgeprojekt dieser Arbeit (Gittinger et al., in Vorbereitung) und anderen
Studien bereits gefunden wurden (Alvarez-Fischer et al., 2008; Monville et al.,
2006; Schwarting and Huston, 1996), spielen. Méglicherweise konnten diese
Restaurationsvorgange durch das Training beschleunigt werden.

Letztlich gabe es in diesem Rahmen noch viele weitere Fragen in
Folgeversuchen zu klaren. Die Relevanz der Forschung Uber die Wirkungen
von 6-OHDA auf Gehirngewebe erscheint wegen der weiten Verbreitung in der

Forschung am Tiermodell offensichtlich.
4.6 Limitationen

In Bezug auf die Interpretation der Daten sowie deren Ubertragung auf die

klinische Situation sind einige Einschrankungen zu bedenken.
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4.6.1 Limitationen im Versuchsaufbau

Erstens sind Verhaltenstestungen an Versuchstieren allgemein storanfallig, z.B.
kann eine Veranderung von Umgebungsgerauschen, Geriuchen, Luftfeuchtigkeit
oder Lichtverhaltnissen, aber auch der sich mdglicherweise verandernde
Gesundheits- und Erndhrungszustand des Tieres deutlichen Einfluss auf die
Performance nehmen, unabhéangig von der Variable, die man testen mdchte
(Zutphen, 2001). Zwar wurde durch ein entsprechend standardisiertes
Versuchsprotokoll und kontrollierte Umgebungsbedingungen versucht, diese
Fehler zu minimieren, ganzlich vermeiden lassen sich einige Storvariablen
jedoch nicht. Beispielsweise wurden durch die parallel zu den
Verhaltenstestungen durchgefiihrten histologischen Untersuchungen einzelne
Ratten aus der Gruppe entfernt und eine derartige Anderung der
Haltungsbedingungen kann einen Einfluss auf die Performance in den
motorischen Tests genommen haben.

DarUber hinaus war dadurch, dass die Verhaltenstesterin auch das Training
durchfuhrte sowie an den Operationen und der Versorgung der Tiere beteiligt
war, eine verblindete Messung nicht mdglich, was auf die Ergebnisse Einfluss
genommen haben kénnte.

Zufallige Storfaktoren sowie bestehende interindividuelle Varianz kénnen durch
eine entsprechend hohe Tierzahl zwar statistisch minimiert werden, aus
ethischen, aber auch aus logistischen Grinden werden dem jedoch Grenzen
gesetzt.

Bezuglich der Analyse der den Verhaltenseffekten zugrundeliegenden
Mechanismen ist die Aussage der histologischen Untersuchungen begrenzt.
Beispielsweise konnten die Dopaminrezeptoren mittels der durchgefuhrten
Methoden nicht untersucht werden. Hierfur waren andere Methoden, wie z.B.
ein Western Blot hilfreicher gewesen, was aufgrund der Fixierung des Gewebes
nachtraglich jedoch nicht mehr mdglich war. Zudem hatten aufRer dem Striatum
und der SVZ immunhistochemisch weitere Regionen, wie z.B. der
Hippocampus, bei dem bereits nachgewiesen wurde, dass korperliche Aktivitat

die Neurogenese anregt (van Praag et al., 1999), untersucht werden mussen.
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4.6.2 Limitationen in Bezug auf das Modell und die Ubertragung auf den
Patienten

Einige Einschrankungen des hier verwendeten 6-OHDA Modells sind bereits in
den vorangehenden Kapiteln diskutiert worden in Bezug auf die Wahl des
Lasionsortes, akut toxische Nebenwirkungen und Einflussnahme auf die BBB.
Zudem ist zu beachten, dass beim Patienten die Situation einer chronisch-
progressiven multisystemischen Erkrankung vorliegt, wohingegen es sich bei
toxischen Modellen um eine akute, in der Regel nicht oder nur begrenzt
progrediente Schadigung eines Transmittersystems handelt. Es gilt immer zu
bedenken, dass eine Erkrankung, deren Entsprechung es im Tierreich nicht gibt
und deren Atiopathogenese beim Menschen noch nicht vollstandig verstanden
ist, auch immer nur in Teilaspekten im Modell reproduziert werden kann. Die
Ubertragung im Modell gewonnener Daten auf den Patienten ist daher mit
Vorsicht vorzunehmen.

Hinzu kommt, dass in Tierversuchen wie diesem in der Regel Jungtiere eines
Geschlechtes aus Inzuchtstammen verwendet werden, um moglichst
standardisierte Gruppen zu schaffen (Hartung, 2008 ) und Kosten zu
reduzieren. Dies minimiert zwar erneut zufallige Fehler und ermdglicht kleinere
GruppengrofR3en, andererseits wird auf diesem Weg auch der Breite des
Spektrums genetischer und epigenetischer Varianz bei Patienten nicht
begegnet. Auch ist unklar, inwieweit die Daten, die aus ,jungen“ Gehirnen
gewonnen werden, auf Patienten, die in der Regel bereits betagter sind,
Ubertragbar sind.

Nicht zuletzt ist die Frage, inwieweit die angewendete Trainingsmethode auf die
Situation beim Patienten Ubertragbar ist. Zum einen sind hier nichtmotorische
Symptome  wie Antriebsmangel, aber auch starkere  motorische
Einschrankungen sowie eventuelle kardiovaskuldre oder muskuloskelettale
Begleiterkrankungen fur das korperliche Training limitierend.

Trotz der Limitationen bleiben Tiermodelle die einzige Mdglichkeit, gewisse
Faktoren unter kontrollierten Bedingungen zu testen und beispielsweise gezielt
histologische Untersuchungen durchzufiihren, was beim Menschen nicht

maoglich wére.
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4.7 Schlussfolgerungen

Die Verhaltensversuche der vorliegenden Arbeit ergaben, dass auch ein
verzogert nach der Lasion begonnenes, leichtes korperliches Training die
Parkinsonsymptomatik bei einem milden 6-OHDA induzierten Tiermodell lindern
kann, ohne jedoch den Dopaminverlust auszugleichen. Obwohl die zugrunde
liegenden Effekte nicht aufgeklart werden konnten, wurden Hinweise gefunden,
dass Training kompensatorische Effekte beschleunigen kénnte, die auch bei
untrainierten Ratten spontan, aber verzdgert ablaufen. Es zeigte sich folglich,
dass auch in einem beschadigten Gehirn noch plastische Prozesse ablaufen
kénnen, die zu funktionellen Verbesserungen fuhren.

Die Situation beim Parkinsonpatienten, der unter einer chronisch-progredienten
multisystemischen Neurodegeneration leidet, ist weitaus komplexer als im
vorliegenden Modell. Dass sich die Grundaussage Uber den therapeutischen
Effekt korperlichen Trainings dennoch Ubertragen lasst, ist jedoch bereits
mehrfach in klinischen Studien demonstriert worden.

Um fir die klinische Umsetzung relevante Daten im Tierversuch erheben zu
konnen, bedarf es eines geeigneten Modells. In dieser Arbeit wurde gezeigt,
dass die intrazerebrale Applikation von 6-OHDA weit mehr bewirkt, als eine rein
selektive dopaminerge Neurodegeneration. Lokale Nekrosen um die
Injektionsstelle sowie Veranderungen der Bluthirnschranke mit Odembildung
lieRen sich neben einer Minderung des Dopamingehalts und der TH-Expression
nachweisen. Da 6-OHDA ein in der Forschung haufig angewandtes Neurotoxin
darstellt, ist es von hoher Bedeutung, sich dieser Nebenwirkungen bewusst zu
sein und die erhobenen Daten und Befunde in diesem Rahmen zu bewerten.
Als Ausblick auf nachfolgende Projekte sollten in Bezug auf den Trainingseffekt
weitere zerebrale Strukturen, insbesondere das Kleinhirn, auf neuronale und
gliale Marker histologisch untersucht werden. Zur weiteren Einordnung der
toxischen Effekte von 6-OHDA kdnnten weitere Untersuchungen zur BBB und

zu Entzindungsprozessen erganzt werden.
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5 Zusammenfassung

In den Experimenten dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob sich die
motorischen Defizite von Ratten, denen durch eine beidseitige intraventrikuléare
Injektion von 6-OHDA eine milde Parkinsonsymptomatik induziert wurde, durch
ein mildes korperliches Training auch in einem spateren Zeitfenster nach der
Lasion verbessern lassen. Die Tiere wurden dazu Uber 8 Tage fur 4 mal 5 min
bei mittlerer Geschwindigkeit auf dem Rotarod trainiert. Vor und nach der
Lasion sowie nach dem Training wurden Verhaltenstestungen mittels Stepping
Test und Open Field Activity Monitoring durchgefuhrt. Dabei konnte bei
|adierten Ratten eine Verbesserung der Defizite im Stepping Test erlangt
werden, die in den 2 Versuchen jeweils reproduziert werden konnten.
Signifikante Effekte bezlglich des spontanen Explorationsverhaltens lie3en sich
allerdings nur im initialen Versuch nachweisen. In der Wiederholung zeigten
sich weder eindeutige Defizite im Open Field nach der 6-OHDA Lasion noch
eine signifikante Verbesserung nach dem Training.

Ursachen flr die erzielten Verbesserungen nach dem Training konnten nicht
sicher identifiziert werden. Es kam weder zu einer Erholung des
Dopamingehalts bei trainierten Tieren noch zu einer vermehrten Proliferation in
der SVZ. Die beobachtete Verbesserung der motorischen Defizite erfolgte
demnach unabhangig von der gemessenen dopaminergen Innervation des
Striatums.

Auch in der T2w MRT konnten keine strukturellen Effekte durch das Training
gefunden werden, da die Auswertung bezuglich dieser Fragestellung durch das
Auftreten einer dosisabhéangigen Hyperintensitat nach der Toxininjektion
behindert wurde. Die Hyperintensitat bestand bereits an Tag 2, erreichte ihr
Maximum an Tag 4 und bildete sich bis Tag 14 nach der Lasion zurick. Sie
betraf die Bereiche um die Injektionsstelle und breitete sich von den Ventrikeln
insbesondere in die Septumregion aus. Histologisch zeigte sich in diesem
Bereich eine stark verminderte Expression von GFAP, der von einer Zone
reaktiver Gliose, mit GFAP- und Nestin- Hochregulation umgeben war. Wir

deuteten daher die Hyperintensitat als Ausdruck einer glialen Nekrose und
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vermuteten zudem ein zytotoxisches Odem, welches in der verminderten
Diffusion in diffusionsgewichteten Kernspinaufnahmen angedeutet wurde.

Da Hyperintensitat in T2 auf vermehrte Flissigkeit im Gewebe hindeutet, wurde
zudem auf das Vorhandensein eines vasogenen Odems untersucht. Dabei
zeigten sich im gesamten Striatum, das nur marginal von der Hyperintensitat
betroffen war, Zeichen einer veranderten Bluthirnschranke: Es fanden sich in
Tieren, die mit 6-OHDA behandelt worden waren, vermehrt perivaskulare Hofe
als Ausdruck eines vasogenen Odems sowie eine Extravasation von
Fibrinogen. Die Expression des Tight Junction Proteins Claudin-3 war
signifikant vermindert und es zeigte sich eine veranderte Expression des glialen
Wasserkanals AQP4.

Folglich muss bei der Verwendung von 6-OHDA Lasionen als Parkinsonmodell
beachtet werden, dass die Toxinapplikation akute Nebenwirkungen im Sinne
eines zerebralen Odems und lokaler Nekrosen um die Injektionsstelle nach sich
zieht, was unter Umstanden initiale Verhaltenstestungen unabhangig von der
dopaminergen Denervation beeinflussen kénnte. Da Verdnderungen der
Bluthirnschranke jedoch auch beim Parkinsonpatienten berichtet wurden, muss
dieser Befund aber nicht grundsatzlich gegen die Verwendung dieses toxischen
Modells sprechen.
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