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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Applikation des Neurotoxins 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin (MPTP) kann
in der Maus zu einer Schiddigung des nigrostriatalen Systems fiithren und dient als ein Modell
fiir die humane Parkinson-Krankheit. Stammvergleiche haben gezeigt, da das Ausmal} der
Schidigung - gemessen am Verlust von Dopamin (DA) im Neostriatum oder am nigralen
Zellverlust - zwischen verschiedenen Mausstimmen betrichtlich variieren kann. Solche Be-
funde lassen die Annahme zu, dafl die Suszeptibilitit gegeniiber MPTP zumindest teilweise
von der genetischen Ausstattung der Tiere abhingt.

In der hier vorgestellten Serie von Experimenten wurde das Vorhandensein derartiger geneti-
scher EinfluBfaktoren mittels gezielter Stamm- und Generationenvergleiche genauer unter-
sucht. Dabei erfolgte die Charakterisierung der Schidigung mittels einer Reihe von Verhal-
tenstests (Offenfeld, Nestbau im Heimkifig, Greif-Test, Rotarod, Pole-Test und Elevated
Plus-Maze), mittels post mortem erhobener neurochemischer Maf3e in mehreren Hirnregionen
sowie mittels Zihlung von Tyrosinhydroxylase-immunopositiven Neuronen in Substantia ni-
gra und Area ventralis tegmentalis. Alle Stimme und Generationen wurden mit derselben
MPTP-Dosis behandelt und nahezu identischen Untersuchungsplidnen unterzogen.

Zunichst wurden die Auswirkungen von MPTP in Minnchen und Weibchen der beiden
Mausstamme C57BL/6 (pigmentiert) und BALB/c (unpigmentiert), fiir die anhand von friihe-
ren Literaturangaben unterschiedliche MPTP-Suszeptibilititen vermutet wurden, miteinander
verglichen. Der Stamm C57BL/6 erwies sich auf allen Betrachtungsebenen als sehr anfillig:
MPTP-Gabe fiihrte unter anderem zu verringerter Lokomotion im Offenfeld, welche erst nach
mehreren Tagen wieder auf das Niveau von Kontrollen anstieg, verzogertem Beginn des
Nestbaus, hohem neostriatalem DA-Verlust und nigralem Zellverlust. BALB/c-Tiere zeigten
dagegen raschere funktionelle Erholung im Offenfeld und einen deutlich geringeren DA-
Verlust; in diesem Stamm wurde weder eine Verzogerung des Nestbaus noch ein nigraler
Zellverlust gefunden. In beiden Stimmen wurde bei einigen Tieren Letalitéit beobachtet.

Diese unterschiedlich MPTP-anfiélligen Stimme wurden zu reziproken F1-Linien verkreuzt.
Die F1-Generation als Ganzes présentierte sich noch MPTP-resistenter als der resistentere Pa-
rentalstamm BALB/c, d.h. erneut wurden rasche funktionelle Erholung, kein Zellverlust und
ein noch geringerer DA-Verlust beobachtet; Letalitét trat nicht auf.

In der F2-Generation, die aus der getrennten Verkreuzung der F1-Linien gebildet wurde und
deren Individuen sich im Gegensatz zu den beiden vorhergehenden Generationen genetisch
voneinander unterscheiden, traten ebenfalls nur sehr geringe Verhaltensdefizite auf. Zwischen

neurotoxischen und letalen Effekten von MPTP trat eine geschlechtsabhiingige Dissoziation



Zusammenfassung

zutage: Weibchen beider F2-Linien wiesen - gemessen am DA-Verlust - sehr geringe nigro-
striatale Schiddigungen, aber eine betrdchtliche Letalitétsrate auf, wihrend die Méannchen bei
Abwesenheit von MPTP-bedingter Letalitit im Mittel ein Schidigungsniveau in Hohe der
BALB/c-Tiere hatten. Bei einer Einteilung der F2-Tiere in "pigmentiert" und "unpigmentiert"
war fiir unpigmentierte Minnchen in einer der beiden Teilkreuzungen ein etwas geringerer
DA-Verlust zu verzeichnen.

Die Ergebnisse in der F2-Generation gaben AnlaB fiir zwei Folgestudien: In der ersten wurden
pigmentierte C57BL/6-Ménnchen mit unpigmentierten Mutanten verglichen, die sich nur im
Tyrosinase-Gen unterschieden; Tyrosinase ist ein Schliisselenzym bei der Bildung des Pig-
mentfarbstoffs Melanin. Hier waren die unpigmentierten C57BL/6-Mutanten tendenziell so-
gar stirker MPTP-anfillig als die pigmentierten C57BL/6-Miuse. Dieser Befund, der mit den
obengenannten Ergebnissen bei F2-Ménnchen und der in der Literatur gelegentlich vermute-
ten hoheren Anfilligkeit pigmentierter Méduse kontrastiert, spricht gegen eine Rolle von Me-
lanin in der MPTP-Anfilligkeit, 146t aber die Moglichkeit offen, da moglicherweise Gene,
die in Albino-Stimmen mit dem Tyrosinase-Gen gekoppelt vererbt werden, auf die Anfillig-
keit einen Einflu haben. In der zweiten Folgestudie wurde der Frage, ob der weibliche Zy-
klus (bzw. damit verbundene hormonelle Schwankungen) Auswirkungen auf die Letalitét ha-
ben konnte, nachgegangen, indem C57BL/6-Weibchen in unterschiedlichen Zyklusphasen mit
MPTP behandelt wurden. Da in diesem Versuch jedoch keine Letalitit auftrat, konnte die
Frage nicht beantwortet werden; mégliche Ursachen sowie Konsequenzen fiir weitere Studien
werden diskutiert.

Die Gesamtheit der Ergebnisse liefert einen klaren Beleg dafiir, da genetische Unterschiede
zu differentieller MPTP-Anfilligkeit fithren konnen, was sich sowohl an Verhaltensparame-
tern als auch an neuralen Indikatoren ablesen liel3; dariiber hinaus ist auch eine genetische Be-
teiligung am Phédnomen der MPTP-bedingten Letalitit denkbar. Anhand des Vergleichs der
Ergebnisse in den drei getesteten Generationen kann vermutet werden, dal an der Ausprigung
des Phénotyps "MPTP-Suszeptibilitit" mehrere Gene beteiligt sind. Fiir solche polygenen Ei-
genschaften ist es prinzipiell moglich, mittels heuristischer Methoden ("Quantitative Trait Lo-
ci Mapping"), welche den Phidno- und Genotyp miteinander in Beziehung setzen, innerhalb
des Genoms Genorte zu identifizieren, die die Merkmalsausprigung mitbedingen. Fiir eine
solche Analyse stiinde mit der in dieser Arbeit charakterisierten F2-Generation die erforderli-
che grofle Zahl genetisch heterogener Individuen zur Verfiigung; der Parameter "neostriataler
Dopamin-Verlust" scheint dabei als phédnotypischer Marker am besten geeignet zu sein, da

dieser auch zwischen Tieren mit niedrigem Lésionsniveau ausreichend gut differenziert.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einfiihrende Bemerkungen

Die rasanten Entwicklungen und Forschungsanstrengungen auf dem Gebiet der Genetik haben
das Wissen iiber Erbeinfliisse auf die unterschiedlichsten Merkmale von Organismen in den
letzten Jahren explosionsartig vermehrt. Dabei sind zunehmend komplexe Merkmale wie
Lernprozesse in den Mittelpunkt des Forschungsinteresses geriickt, und es ist beispielsweise
bereits gelungen, einzelne LernprozeBschritte genetischen Mechanismen zuzuordnen [109].
Ahnliches gilt auch fiir Krankheiten, z.B. solche des Nervensystems: So konnte fiir die Alz-
heimer-Krankheit, die zu schwerer Demenz fiihrt, mittlerweile eine Reihe genetischer Fakto-
ren identifiziert werden, die zur Ausbildung dieser neurokognitiven Erkrankung beitragen
[393]. Bei der Untersuchung solch komplexer Fragestellungen ist eine Verzahnung von Ar-
beitsgebieten unerlidBlich. In den genannten Beispielen sind es u.a. die Verhaltensgenetik und
Neurogenetik, also interdisziplindre Wissenschaftszweige, die sich mit der Beziehung zwi-
schen Verhaltens- bzw. neuronalen Parametern und der Erbinformation befassen (im Engli-
schen wird dies sprachlich mit dem Begriff "neurobehavioural genetics" oft als Einheit ausge-
driickt).

Die vorliegende Arbeit beschreibt einen Ansatz, der mit Methoden der Physiologischen Psy-
chologie arbeitet, also derjenigen Disziplin, die sich mit den Zusammenhéngen zwischen phy-
siologischen Vorgingen und Verhalten beschiftigt. Die hier vorgestellten Studien sind jedoch
so angelegt, daf} sie auch eine Analyse genetischer Komponenten ermoglichen. Konkret wird
ein Tiermodell fiir eine neurodegenerative Erkrankung, den Morbus Parkinson, fiir deren Ent-
stehung ebenfalls eine Beteiligung genetischer Mechanismen angenommen wird, untersucht:
Mittels des Neurotoxins 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin (MPTP) wird in Miu-
sen eine dieser humanen Erkrankung sehr dhnliche Pathologie erzeugt, und die Auswirkung
von Vererbungseinfliissen auf Verhaltens- und neuronale Veridnderungen wird anhand geziel-

ter Stammvergleiche gepriift.

1.2 Der Neurotransmitter Dopamin

Seitdem in den spiten fiinfziger Jahren entdeckt wurde, da3 Dopamin (DA) als Neurotrans-
mitter im Gehirn fungiert, hat sich fiir diesen Botenstoff rasch ein starkes und anhaltendes
Forschungsinteresse entwickelt. Aus verhaltensneurowissenschaftlicher Sicht ist Dopamin

von groBer Bedeutung, da es funktional mit wichtigen allgemeinpsychologischen Funktionen
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wie Lernen, Motivation und Aufmerksamkeit in Verbindung gebracht wird und dariiber hin-
aus auch mit pathologischen Phinomenen wie Schizophrenie, Suchtverhalten - und Morbus
Parkinson [368]. Im folgenden werden einige Fakten zu Metabolismus, Pharmakologie und
neuroanatomischer Verteilung von Dopamin im Gehirn vorgestellt. Dieser Abschnitt wurde
bewuBt sehr kurz gefalt, da die genannten Themengebiete in neurowissenschaftlichen Stan-
dardlehrwerken erschopfend behandelt werden (hervorragend z.B. [117]) und auch in friihe-
ren Dissertationen aus dem Institut fiir Physiologische Psychologie bereits sehr ausfiihrlich

dargestellt worden sind (z.B.[129,370]).

1.2.1 Metabolismus

Dopamin wird chemisch der Klasse der biogenen Monoamine und hier der Untergruppe der
Katecholamine zugerechnet. Abb. 1 stellt den Syntheseweg und den Abbau von Dopamin dar.
Ausgehend von der Aminosdure Tyrosin wird Dihydroxyphenylalanin (DOPA) synthetisiert,
aus dem durch Dekarboxylierung Dopamin gebildet wird. Der durch Tyrosinhydroxylase
(TH) katalysierte Reaktionsschritt ist von besonderer Bedeutung, da das Syntheseprodukt DA
die TH-Aktivitit im Sinne einer negativen Riickkopplung hemmt. Das Dopamin wird durch
den vesikuldren Monoamintransporter (VMAT) aus dem Zytoplasma hocheffektiv in Vesikel
transportiert, in denen es gespeichert wird. Es wird angenommen, daf3 es unterschiedliche
Speichermodi gibt, ndmlich eine schnell verfiigbare Form (neu synthetisiertes DA), im Zyto-
plasma vorhandenes DA und ein inaktives Reservoir, wobei diese verschiedenen Anteile in
einem Gleichgewicht stehen. Die Ausschiittung von Dopamin in den synaptischen Spalt ge-
schieht durch Exozytose, d.h. bei entsprechender elektrischer Aktivitit wandern Vesikel zur
prasynaptischen Membran und setzen das Dopamin frei.

Die Beseitigung von DA aus dem synaptischen Spalt kann dadurch erfolgen, da Dopamin
durch einen in der priasynaptischen Membran gelegenen Transporter (DAT) zuriicktranspor-
tiert wird und somit dem Zytoplasma-Pool wieder zugefiihrt wird. Daneben kann die Katabo-
lisierung erfolgen: DA wird dabei entweder enzymatisch zu Dihydroxyphenylessigsidure
(DOPAC) umgewandelt, das zum kleineren Teil ausgeschieden, zum iiberwiegenden Teil aber
weiter zum Endabbauprodukt Homovanillinsdure (HVA) umgewandelt wird. Alternativ kann
HVA auch iiber den Zwischenschritt 3-Methoxytyramin (3-MT) entstehen. An beiden Ab-
bauwegen sind zwei Enzyme beteiligt, die Catechol-O-Methyl-Transferase (COMT) und die
Monoamin-Oxidase (MAO). Letztere liegt in zwei Formen vor, die sich hinsichtlich der Sub-

stratspezifitit unterscheiden, wobei die Monoamine Serotonin, Adrenalin und Noradrenalin
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eine hohere Affinitit zu MAO-A als zu MAO-B haben, wihrend DA von beiden Formen in
etwa gleichem Maf} deaminiert wird.

Da die Bildung von DOPAC im Gegensatz zu 3-MT vornehmlich intraneuronal erfolgt, wird
DOPAC oft als bester Indikator fiir intraneuronalen Katabolismus angesehen, wihrend 3-MT
als guter Indikator fiir den Katabolismus von freigesetztem DA verstanden wird [117]. Oft-
mals ist es von Interesse, die Rate der Transmitternutzung ("turnover") zu bestimmen. Dazu
werden die Konzentrationen der genannten Metaboliten in Bezug gesetzt zur Konzentration
von DA, wobei eine Erhohung dieses Quotienten als Hinweis fiir einen erhohten Umsatz ver-

standen wird.

Tyrosin

™

Abb. 1. Metabolismus des Neurotransmitters Dopamin. AAAD = aromatische Aminosduren-Dekarboxylase;
COMT = Catechol-O-Methyl-Transferase; D1/D2 = Dopamin-D,/D,-Rezeptor; DA = Dopamin; DAT = Mem-
bran-Dopamintransporter; DOPA = Dihydroxyphenylalanin, DOPAC = Dihydroxyphenylessigsdure; HVA =
Homovanillinsdure; MAO = Monoamin-Oxidase; 3-MT = 3-Methoxytyramin; TH = Tyrosinhydroxylase;

VMAT = vesikulidrer Monoamintransporter. Ndhere Erlduterungen im Text. Darstellung modifiziert nach [117].
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1.2.2 Rezeptortypen

Es sind verschiedene Rezeptortypen fiir Dopamin identifiziert worden. Sie werden iiblicher-
weise in zwei Familien aufgeteilt, die D;- und die D,-Familie. Zur ersten Familie zdhlen der
D;- und der Ds-Rezeptor, zur zweiten die Rezeptortypen D,, D3 und D4. Die einzelnen Typen
unterscheiden sich in den nachgeschalteten postsynaptischen Signaliibertragungsmechanis-
men ("second messengers") und in ihrer regionalen Verteilung. Beispielsweise finden sich in
Neostriatum und ventralem Striatum (siehe Abschnitt 1.1.3) iiberwiegend D;-, D,-, und Ds-
Rezeptoren.

Neben ihrer postsynaptischen Lokalisation lassen sich DA-Rezeptoren auch préasynaptisch
finden, wo sie als Autorezeptoren fungieren. Ihre Aktivierung hemmt die DA-Synthese und
DA-Ausschiittung und kann die Feuerrate der Neuronen senken. Die Identitiit dieser Autore-
zeptoren ist bislang nicht eindeutig geklirt; zwar scheinen die Autorezeptoren den D,-
Rezeptoren dhnlich zu sein, aber es ist andererseits beispielsweise gefunden worden, dal ge-
ringe Dosen des DA-Rezeptoragonisten Apomorphin bevorzugt die Autorezeptoren statt der
postsynaptischen D,-Rezeptoren ansprechen; nach neueren Befunden konnten auch die Ds-

Rezeptoren als Autorezeptoren in Frage kommen [117].

1.2.3 Dopaminerge Systeme

Eine Besonderheit der Substanz Dopamin in seiner Funktion als Neurotransmitter ist die Tat-
sache, dal} sein Vorkommen im Gehirn regional relativ eng umschrieben ist, anders als z.B.
der Neurotransmitter Azetylcholin. Es werden mehrere dopaminerge Faserziige unterschie-
den.

1. Das sogenannte mesostriatale System wird in einen dorsalen und einen ventralen Teil ge-
gliedert:

a) Die dorsale Komponente wird auch als nigrostriatale Bahn bezeichnet; sie entspringt in der
im Mesenzephalon lokalisierten Substantia nigra (SN), in der die Somata der dopaminergen
Neuronen liegen, und projiziert in erster Linie zum Nucleus caudatus, zum Putamen und zum
Globus pallidus im Prosenzephalon. Nucleus Caudatus und Putamen sind beim Primaten
durch die Capsula interna voneinander getrennt, bilden aber bei Nagern eine Einheit und wer-
den zusammen auch als Caudato-Putamen oder Neostriatum (oder auch kurz: Striatum) be-
zeichnet. Die nigrostriatale Bahn ist ein wichtiger Teil der sogenannten Basalganglien (siehe

Abschnitt 1.3.1).
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b) Ventral zur SN liegt die Area tegmentalis ventralis (VTA), deren Neuronen hauptsichlich
zum Nucleus accumbens (Nacc) und zum Tuberculum olfactorium projizieren; diese Zielregi-
on wird auch ventrales Striatum genannt. Diese ventrale Komponente des mesostriatalen Sy-
stems trigt auch die Bezeichnung mesolimbische Bahn.

2. Als weiteres wichtiges System ist das mesolimbokortikale System zu nennen. Sein Ur-
sprung liegt in der medialen SN, in der VTA und dem retrorubralen Nucleus. Projektionsge-
biete sind verschiedene prosenzephale limbische und kortikale Gebiete, namentlich Septum,
Amygdala, limbische Hirnstammanteile, Habenula sowie entorhinaler, prifrontaler und ante-
riorer cingulédrer Kortex.

Daneben gibt es noch eine Reihe kleinerer DAerger Systeme, die hier aber nicht aufgefiihrt
werden; statt dessen sei auf die umfassenden Darstellungen in mehreren Ubersichtsarbeiten
verwiesen, aus denen auch alle in diesem Abschnitt aufgefiihrten Informationen entnommen

wurden [38,113,114,254].

1.2.4 Pharmakologische Beeinflussung dopaminerger Neurotransmission

Es stehen zahlreiche Pharmaka zur Verfiigung, mit denen einzelne Funktionen dopaminerger
Neurotransmission beeinfluBt werden konnen. Unter anderem hat die Erforschung der Wir-
kungsweise vieler dieser Substanzen zu dem umfangreichen Wissen iiber die Prozesse in do-
paminergen Neuronen beigetragen. Stichwortartig sei hier nur aufgefiihrt, da3 verschiedene
Pharmaka die Synthese (a-Methylparatyrosin) oder die Katabolisierung (COMT- oder MAO-
Hemmer) von DA verhindern, die Ausschiittung von DA induzieren (Amphetamin) oder die
Entleerung der Vesikeln bewirken (Reserpin) konnen. Es stehen ferner Substanzen zur Verfii-
gung, die den DAT blockieren (Kokain), wodurch die Wiederaufnahme von DA ins Neuron
verhindert wird. SchlieBlich existiert auch eine reichhaltige Palette an Rezeptoragonisten und
-antagonisten, die mehr oder weniger selektiv an einzelnen DA-Rezeptor-Subtypen wirken.
Zu den bekanntesten zihlen dabei der D,-Rezeptorantagonist Haloperidol ("Haldol") und der
gemischte D;/D,-Rezeptoragonist Apomorphin [117,129].
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1.3 Morbus Parkinson

1.3.1 Symptomatik und Neuropathologie

Morbus Parkinson (PD) ist eine hdufig auftretende neurodegenerative Erkrankung [238,344].
Typischerweise bricht die Krankheit nicht vor der 5. Lebensdekade aus, und ihre Privalenz
steigt mit zunehmendem Alter stark an [284]. Hauptmerkmal von PD ist eine zunehmende
motorische Beeintrichtigung der betroffenen Patienten; die Kernsymptome sind Akinesie
(stark eingeschrinkte Féahigkeit, eine Bewegung zu beginnen), Rigor (zahnradartiger Wider-
stand gegen passive Bewegung von Gliedmallen) und ein Ruhetremor (Zittern von Gliedma-
Ben). Daneben sind - je nach individueller Ausprigung des Syndroms - Storungen von Gang
und Haltung, vegetative Symptome sowie kognitive [421,464] und emotionale [376] Storun-
gen wie depressive Verstimmungen zu finden. Fiir erschopfende Darstellungen der Sympto-
matik siehe [117,276,333,375].

Das prominenteste neuronale Korrelat der Erkrankung ist eine fortschreitende Degeneration
dopaminerger Neuronen der nigrostriatalen Bahn; dies ruft einen drastischen Abfall der Do-
paminkonzentration im Caudato-Putamen hervor. Auflerdem werden in den verbliebenen
Neuronen der Substantia nigra post mortem hiufig Einschliisse gefunden, die durch Anfér-
bung mit Eosin sichtbar gemacht werden kénnen und als Lewy-Korper bezeichnet werden
[132].

Dopaminverluste von weniger als etwa 80% konnen vom Organismus derart kompensiert
werden, daf es zu keiner Symptomatik kommt. Bei ca. 80% Dopaminverlust (bezogen auf
Kontrollpersonen) tritt eine leichte Symptomatik zutage, eine schwerere Symptomatik ist mit
Verlusten iiber 90% assoziiert [471]. Wie bereits erwihnt, werden Substantia nigra und Cau-
dato-Putamen zu den Basalganglien gezihlt, einem sehr komplexen Netzwerk von Kernen,
das mit vielen kortikalen und thalamischen Strukturen verschaltet ist. Diesem System wird
u.a. eine bedeutsame Rolle bei der Steuerung von Willkiirbewegungen zugeschrieben, z.B. bei
deren Initiierung [186] oder Selektion [217]. Modellannahmen gehen davon aus, daf} die ver-
dnderte dopaminerge Neurotransmission von der SN zum Caudato-Putamen ein Ungleichge-
wicht zwischen hemmenden und erregenden Bahnen innerhalb der Basalganglien erzeugt,
welches schlieBlich zu den genannten motorischen Symptomen fiihrt [32,80,96]. Da die funk-
tionelle Neuroanatomie dieses Systems fiir die in der vorliegenden Arbeit experimentell un-
tersuchte Fragestellung jedoch nicht von primirer Bedeutung ist, wird hier auf eine eingehen-
dere Darstellung verzichtet und auf die zahlreich vorliegenden umfassenden Ubersichtsarbei-

ten verwiesen [5,67,175,186,217,289,390,447,455]. Angemerkt werden soll an dieser Stelle
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nur, da} unter Sdugern eine starke Homologie der Basalganglien besteht, so daf3 die gidngigen
Arbeitsmodelle hinsichtlich (funktioneller) Anatomie, Verschaltung und Neurotransmission
aus Daten entwickelt worden sind, die sowohl an Primaten als auch an Nagern gewonnen
wurden [5].

In anderen dopaminergen Bahnen, wie z.B. der mesolimbischen Bahn, sind bei PD - wenn
auch weniger drastisch - ebenfalls Dopaminmangel und Zellverlust zu beobachten [194]. Da-
neben kommt es auch zur Degeneration nicht-dopaminerger Systeme, z.B. noradrenerger,
serotonerger oder cholinerger Systeme (fiir detaillierte Darstellung siehe [3,162]). Dennoch
scheint der Dopaminverlust fiir die motorische Symptomatik maf3geblich zu sein, was mehre-
re Beobachtungen nahelegen: (1) Es besteht eine Korrelation zwischen dem Schweregrad der
motorischen Symptome und der Hohe des DA-Verlustes, (2) Zerstorung der nigrostriatalen
Bahn oder Blockade von DA-Rezeptoren ruft Parkinson-Symptome hervor und (3) pharmako-
logische Behandlungen, bei denen von auflen DA zugefiihrt oder DA-Rezeptoren stimuliert

werden, reduzieren die Symptomatik bei PD-Patienten deutlich [117].

1.3.2 Atiologie

Von sekunddrem Parkinsonismus ist die Rede, wenn fiir die beschriebene Symptomatik eine
nachvollziehbare Ursache bekannt ist; zu den Auslosern zdhlen bestimmte Virusinfektionen,
Aufnahme toxischer Substanzen (Manganverbindungen, Kohlenmonoxid, MPTP), vaskulére
Storungen oder die Behandlung mit Neuroleptika [55]. In der iiberwiegenden Mehrzahl der
Fille, bei denen Parkinsonsymptome festgestellt werden, handelt es sich jedoch um den ech-
ten Morbus Parkinson, auch idiopathische Parkinson-Krankheit genannt. Dessen Atiologie ist
trotz intensivster Forschungsanstrengungen nach wie vor nicht befriedigend geklart. Es gibt
inzwischen viele Hinweise darauf, da3 bei PD mitochondriale Dysfunktionen auftreten, insbe-
sondere im Komplex I der Atmungskette, die zu Defiziten im Energiemetabolismus der Neu-
ronen fiihren [301,361,366]. Ferner spielen bei der Degeneration der dopaminergen Neurone
mit groBer Wahrscheinlichkeit sogenannte freie Radikale eine sehr wichtige Rolle. Das sind
Substanzen, die chemisch hochreaktiv sind und verschiedenste Zellbestandteile nachhaltig
schidigen; das massive Vorhandensein solcher Substanzen wird als oxidativer Stref} bezeich-
net [213]. Zwischen diesen Faktoren liegt moglicherweise eine enge Wechselwirkung im Sin-
ne eines "Teufelskreises" vor, da einerseits oxidativer Stref} die Atmungskettenaktivitit hem-
men kann und verringerte Aktivitit der Atmungskette wiederum die Produktion freier Radika-

le begiinstigt [361]. Der Dopaminstoffwechsel selbst stellt auch eine Quelle fiir freie Radikale
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dar und trigt moglicherweise zur Degeneration nigrostriataler Neuronen bei [405], was - so-
lange es nur in geringerem Malle iiber die Lebensspanne auftritt - Teil des normalen Alte-
rungsprozesses ist. SchlieBlich ist noch zu erwihnen, da (1) in den verbleibenden Neuronen
der SN von PD-Patienten erhohte Konzentrationen von Eisen gefunden wurden, welches die
Produktion freier Radikale katalysieren kann [194], und daB (2) dopaminerge Neuronen beim
Menschen durch Neuromelanin pigmentiert sind. Neuromelanin kann Eisen speichern und
somit unschidlich machen, hat antioxidatives Potential, ist andererseits aber als ein Neben-
produkt des Katecholaminmetabolismus selbst am Entstehen freier Radikale beteiligt [194]
und offenbar ein Faktor, dessen Anwesenheit die Zelldegeneration begiinstigt [220]. Es ist
evident, da3 Neuromelanin, Eisen und oxidativer Stre} sich wechselseitig beeinflussen, aber
es 146t sich noch keine eindeutige Aussage dariiber treffen, inwieweit diese Faktoren Ursache
oder Ergebnis der Neurodegeneration sind (213,753).

Die entscheidende Frage, warum es bei manchen Personen zu einer so massiven neuronalen
Degeneration kommt, da3 Krankheitssymptome auftreten, bei anderen jedoch nicht, ist aller-
dings noch offen. Epidemiologische Studien haben gelegentlich auf mégliche duere Einfluf3-
groBen hingewiesen, z.B. Nahrung, die reich an tierischen Fetten ist [267], das Leben auf dem
Land und Brunnenwasserkonsum, wobei die Befundlage zur Bedeutung dieser Faktoren fiir
das Erkrankungsrisiko insgesamt uneindeutig ist [97,173,284]. In einigen Studien wurde ge-
funden, dal PD-Patienten iiberdurchschnittlich hdufig Pestiziden ausgesetzt waren [126,173].
Hinsichtlich potentieller neurotoxischer Substanzen gibt es seit mehreren Jahren empirische
Hinweise, dal Isoquinolin-Derivate Atmungskettenenzyme hemmen und durch Bildung freier
Radikale dopaminerge Neurodegeneration verursachen konnen [233,278,308,309]; diese
Stoffgruppe kommt natiirlich sowohl im Gehirn als auch in Lebensmitteln vor [285]; aller-
dings erklért die bloBe Allgegenwart einer solchen Substanz noch nicht, warum nur bestimmte
Personen PD bekommen.

Die Suche nach genetischen Mechanismen in der Atiologie von PD blieb lange Zeit sehr un-
ergiebig: Mehrere Studien, in denen vor allem ein- und zweieiige Zwillinge verglichen wur-
den, erbrachten Resultate, die eher gegen eine Rolle der Vererbung sprachen, so da3 diese
Moglichkeit zeitweilig relativ unbeachtet blieb (Uberblicksarbeiten: [110,170,315,440]). Po-
lymeropoulos et al. machten dann aber 1997 die Entdeckung, daB8 in einer von ihnen unter-
suchten GroBfamilie eine Mutation im Gen fiir o--Synuclein vorlag, die zu friih ausbrechen-
dem PD fiihrt [334,335]. Im Zuge dieser Entdeckung wurden dann weitere Gene (Parkin
[227,314,406]; Ubiquitin [260]) bzw. Assoziationen von PD mit bestimmten Chromosomen-

abschnitten [160,457] oder Polymorphismen (Monoamin-Oxidase B [242]; oy-
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Antichymotrypsin [463]; Review: [66]) entdeckt. Die Wirkungsweise dieser Mutationen ist
noch weitgehend ungeklirt. o-Synuclein ist jedoch als ein wichtiger Bestandteil der Lewy-
Korper identifiziert worden [400]; das mutierte Protein aggregiert leichter als das Wildtyp-
Protein [112], kann in vitro (programmierten) Zelltod auslésen [320], und Zellen, die mutier-
tes a-Synuclein enthalten, sind auch anfilliger fiir oxidativen Stre3 [324]. Eine Annahme ist,
daBl moglicherweise Chaperone, also Proteine, die die rdumliche Ausbildung anderer Proteine
beeinflussen, am Entstehen solcher Aggregate beteiligt sind [171,454]. Die Entdeckung von
o-Synuclein ist sehr bedeutsam, da hiermit erstmalig eine Einzelmutation identifiziert wurde,
die zum Entstehen von PD fiihrt. Allerdings ist sie praktisch von geringer Bedeutung, da diese
spezifische Mutation nur einige wenige Krankheitsfille in ganz bestimmten Familien ("fami-
lidare Form"), nicht aber das Gros der idiopathischen Parkinson-Erkrankungen erkldren kann
("sporadische Form").

Etliche Autoren gehen inzwischen davon aus, dafl bei der sporadischen Form von PD nicht
entweder nur Umwelt- oder nur genetische Variablen &tiologisch relevant sind, sondern daf}
eine Interaktion von genetischen und Umwelteinfliissen stattfindet. Demnach wire das indivi-
duelle Risiko, an Morbus Parkinson zu erkranken, bedingt durch das Zusammenwirken ver-
schiedener externer (z.B. Umweltgifte, Infektionen) und interner Noxen (z.B. Dopaminstoft-
wechsel, Isoquinoline) sowie der ererbten Disposition, die Auswirkungen solcher Noxen auf
dopaminerge Neuronen zu kompensieren [66,116,213,230,246,285,299,308,361]. Eine kiirz-
lich veroffentlichte und sehr umfassende Studie, in der fiinf Kandidatengene untersucht wur-
den, die iiberwiegend in Zusammenhang mit korpereigenen Entgiftungsmechanismen gesehen
werden, ergab allerdings in keinem Fall eine signifikante Assoziation von Polymorphismen
mit dem Auftreten von PD [311], so dal die Suche nach etwaigen Mechanismen weiterhin of-
fen bleibt.

Eine mogliche genetische Disposition muf3 auch nicht auf das nukleidre Genom beschrinkt
sein, sondern es scheinen nach anderen relativ neuen Befunden auch Mutationen in der mito-
chondrialen Desoxyribonukleinsdure (DNS), die nur maternal vererbt wird und in der viele

Atmungskettenenzyme kodiert sind, eine Rolle zu spielen [412,461].
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1.4 Das MPTP-Modell fiir Morbus Parkinson

1.4.1 Entdeckungs- und Entstehungsgeschichte

Im Zeitraum von etwa 1979-82 wies in Kalifornien plotzlich eine Reihe von jungen Menschen
alle klassischen Symptome des Morbus Parkinson auf, einer Krankheit, die normalerweise
erst bei Menschen im hoheren Lebensalter zu finden ist. Das Besondere bei diesen Patienten
war dariiber hinaus, daf} sich die Symptomatik innerhalb weniger Tage voll entwickelt hatte.
Sie sprachen zudem gut auf die Dopamin-Substitutions-Therapie mit L-Dopa, der géngigsten
Therapie fiir PD, an. Dies lie} die Vermutung zu, da den motorischen Defiziten bei diesen
Personen - wie bei der idiopathischen Erkrankung - ein Dopaminmangel zugrunde liegt. Es ist
in erster Linie einem Wissenschaftlerteam um den Neurologen William Langston zu verdan-
ken, daf} das Auftreten dieser mysteridsen Fille von Parkinsonismus relativ schnell aufgeklart
wurde: Die betroffenen Personen hatten sich, meist intravends, die synthetische Droge 1-
Methyl-4-Phenyl-4-propionoxy-piperidin (MPPP) verabreicht. Diese stammte aus illegalen
Hinterhoflaboren und war mit dem Nebenprodukt 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridin (MPTP) verunreinigt (Abb. 2).
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Abb. 2. Chemische Strukturformeln von 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) sowie sei-
nen Metaboliten 1-Methyl-4-phenyl-2,3-dihydropyridinium (MPDP*) und 1-Methyl-4-phenylpyridinium
(MPP")

Von dieser Substanz wurde dann vermutet, daf sie die Parkinson-Symptomatik ausgelost hat-
te [95,246,247]. Sehr rasch wurde die neurotoxische Wirkung von MPTP in einer groBen Zahl
von Tierexperimenten ndher untersucht. Zu den untersuchten Tierarten gehoren z.B. verschie-
dene Affenarten [54,107,193,422], Ratten [44,212], Méause [189], Katzen [150], Frosche [23],

Goldfische [469] oder Minischweine [290]. Dabei konnten in diesen Spezies parkinsonartige
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Verhaltensdefizite sowie neurale Schidigungen, die schwerpunktméifig das nigrostriatale Sy-
stem betreffen, nachgewiesen werden. Auch fiir Menschen, die eine MPTP-Vergiftung erlitten
haben, ist mittlerweile neben der Charakterisierung der Symptomatik [251,423,458] neuropa-
thologisch [250] oder mittels hochauflosender Positronen-Emissionstomographie [391] be-
legt, daB3 die Symptome tatsdchlich mit einer Degeneration des nigrostriatalen Systems ein-
hergehen. Diese Entdeckungen stellten eine Sensation dar, denn damit war eine Substanz be-

kannt geworden, die - von auBBen zugefiihrt - Parkinsonismus auslésen kann.

1.4.2 Wirkungsweise

Die Entdeckung der Wirkung von MPTP als Neurotoxin und sein Einsatz in Tiermodellen hat
das Wissen um die molekularen Vorgéinge bei der Degeneration dopaminerger Neurone stark
vermehrt. Bei der Aufklidrung der neurotoxischen Mechanismen hat sich u.a. die Applikation
von MPTP in der Maus als sehr niitzlich erwiesen [192]. MPTP entfaltet seine Wirkung iiber
eine Vielzahl von Schritten (Abb. 3).

Gewohnlich wird MPTP systemisch verabreicht; das Molekiil ist lipophil und kann deshalb
die Blut-Hirn-Schranke leicht iiberwinden. Im Gehirn wird MPTP in Gliazellen durch das En-
zym MAO-B zu 1-Methyl-4-phenyl-2,3-dihydropyridinium (MPDP*) umgewandelt. Dieses
wird - wahrscheinlich durch Ubiquinon [382] - zum eigentlich toxischen Molekiil 1-Methyl-4-
phenylpyridinium (MPP") oxidiert.

Als polares Molekiil kann MPP" nicht ungehindert in Zellen eindringen, sondern benétigt da-
zu einen Transportmechanismus. Aufgrund seiner hohen Affinitit zum Plasmamembran-
Dopamintransporter (DAT) wird es vornehmlich in dopaminerge Zellen transportiert. Inner-
halb der Zelle kann MPP" entweder (1) im Zytosol verbleiben und dort mit verschiedenen En-
zymen interagieren, (2) durch den vesikuldren Monoamintransporter (VMAT) in synaptische
Vesikel oder (3) aktiv in Mitochondrien transportiert werden.

In den Mitochondrien hemmt MPP" den Komplex I und mdglicherweise auch noch andere
Enzyme der Atmungskette [214,300]. Dies fiihrt einerseits zu verringerter Produktion von
Adenosintriphosphat (ATP), einem Molekiil, das fiir viele zelluldre Prozesse Energie bereit-
stellt [79,374], andererseits kommt es zu einer vermehrten Produktion an freien Radikalen,
besonders Superoxid. Dieses kann zwar durch Superoxid-Dismutase zu Wasserstoffperoxid

abgebaut werden, es konnen dann jedoch wiederum aggressive Hydroxylradikale entstehen.
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MPTP

Blut-Hirn-Schranke

MPP e MPDP'¢~—— MPTP

Ubiquinon (?) MAO-B

Abb. 3. Schema wichtiger MPTP-Wirkungmechanismen. Dargestellt sind der Weg von MPTP aus der Blut-
bahn ins Gehirn, seine Umwandlung zum neurotoxischen MPP* und wichtige neurotoxische Wirkungen von
MPP" in einer dopaminergen Nervenzelle. ATP = Adenosintriphosphat; Ca*™ = Kalzium; DA = Dopamin; DAT =
Membran-Dopamintransporter; MAO-B = Monoamin-Oxidase B; MPTP = 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridin; MPDP* = 1-Methyl-4-phenyl-2,3-dihydropyridinium; MPP* = 1-Methyl-4-phenylpyridinium;
VMAT = vesikuldrer Dopamintransporter; ?? = nicht identifizierter Transportweg. Ein kleiner aufwirts gerichte-
ter Pfeil hinter einem Substanznahmen zeigt einen Konzentrationsanstieg, ein abwirts gerichteter Pfeil einen -
abfall an. Der durchgestrichene Name des Atmungsketten-Komplexes I symbolisiert dessen Hemmung durch

MPP"*. Nihere Erlduterungen im Text.

Superoxid kann aber auch mit Stickstoffmonoxid (NO) zum hochreaktiven Peroxynitrit rea-
gieren. Das UbermaB freier Radikale wird moglicherweise auch noch dadurch verstirkt, daf
MPP" akut eine massive DA-Freisetzung aus den nigrostriatalen Nervenendigungen bewirkt;
das DA wird im synaptischen Spalt enzymatisch und nicht-enzymatisch metabolisiert, was

ebenfalls vermehrt freie Radikale produziert [71]. Die freien Radikale sind so reaktiv, daf} sie
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nahezu alle konstituierenden Zellbestandteile, wie Lipide, Proteine, Zucker und DNS schédi-
gen und so zu verringerter Funktionsfahigkeit der Zelle bis zum Zelltod fiihren konnen. Die
Schidigung von DNS wiederum aktiviert Poly(ADP-Ribose)-Polymerase, was offenbar einen
Reparaturmechanismus darstellt; dieser ist jedoch energiekonsumierend, was zur weiteren
Entleerung intrazelluldrer Energiespeicher fiihrt [79,272]. Ein weiterer Weg, auf dem eine
Schidigung der Zelle stattfinden kann, ist wahrscheinlich Kalzium-vermittelt; der genaue
Wirkungsweg ist nicht gekldrt, aber es wird diskutiert, dal MPP+ entweder direkt N-Methyl-
D-Aspartat-(NMDA)-Rezeptoren aktiviert oder dal dies durch Membrandepolarisation auf-
grund des ATP-Mangel geschieht. Dies resultiert in einer Erhthung der intrazelluldren Ca*™-
Konzentration, was wiederum zelltoxisch wirkende Kaskaden anspricht (sogenannte Exzito-
toxizitdt) [50,59,219,395].

Es gibt Hinweise darauf, dal} es bei sehr starker Schidigung zu Nekrose kommt, wihrend bei
miBiger Schidigung Apoptose in Gang gesetzt wird (fiir weitere Details siehe [162,336,337]).
Die letztere Moglichkeit scheint im Gegensatz zu der Neurodegeneration bei PD zu stehen,
denn bei der humanen Krankheit gibt es keine schliissigen Hinweise auf eine Beteiligung von
Apoptose [53,462], was aber auch durch methodische Probleme bedingt sein konnte [52].

Das Auftreten von Lewy-Ko6rpern, einem pathologischen Merkmal von PD, ist nach MPTP-
Gabe bisher nicht schliissig gezeigt worden, es wurden aber beim Affen Lewy-Korper-
dhnliche Strukturen festgestellt [133]. Ein weiterer Unterschied zu PD besteht darin, dal} die
Degeneration nach Beendigung der Behandlung nicht progredient verlduft; allerdings gibt es
doch vereinzelte Hinweise auf fortschreitenden Zellverlust nach MPTP-Aufnahme beim Men-
schen [250,391].

Davon abgesehen, verdeutlicht der Vergleich der MPTP- bzw. MPP*- Wirkung mit den ver-
muteten Prozessen bei humanem PD (siehe 1.2), daf} es sehr viele Gemeinsamkeiten gibt, und
tatsichlich ist die Hypothesenbildung durch die am MPTP-Modell gewonnenen Erkenntnisse
stark angeregt worden, so daB3 das MPTP-Modell als ausgezeichnetes experimentelles Modell
fiir PD angesehen wird [336,337]. Angesichts dieser Parallelen lag sogar die Vermutung nahe,
daf ein Teil der Morbus Parkinson-Fille durch in der Umwelt vorhandenes MPTP hervorge-
rufen sein konnte; dies ist aller Wahrscheinlichkeit aber nicht der Fall, denn ein Nachweis der
Substanz in der Umwelt gelang nicht [172]. Interessanterweise sind aber die bereits erwidhnten

Kandidaten aus der Stoffgruppe der Isoquinoline strukturell mit MPTP verwandt.
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1.4.3 Neuronale Verinderungen nach MPTP-Gabe in der Maus

Die folgenden Ausfiihrungen zu neuronalen Verinderungen infolge von MPTP-Gabe bezie-
hen sich auf die Spezies Maus. Ein verbreitetes Verfahren zur post mortem Bestimmung der
Konzentration von Monoaminen von Hirngewebe stellt die Hochleistungs-Fliissig-
keitschromatographie dar. Mit dieser Methode wurde in einer grolen Anzahl von Arbeiten
dokumentiert, da MPTP-Gabe zu einer Reduktion der Dopamin-Konzentration im Neostria-
tum fiihrt (z.B. [17,40,46,120,188,189,203,283,303,307,410], siche aullerdem die in Tabelle 1
zitierten Studien). Der DA-Verlust variiert stark zwischen den verschiedenen Studien und ist
auch zu unterschiedlichen Zeitpunkten, d.h. von Stunden bis zu Monaten nach der Behand-
lung, ermittelt worden. Mehrere Arbeiten legen nahe, dal das Ausmal} des Transmitter-
Verlustes (Depletion) u.a. von der MPTP-Dosis abhingig ist [166,396,407,410,418]. Auch
Konzentrationsabnahmen der Dopamin-Metaboliten 3-MT, DOPAC und HVA wurden regel-
miBig beobachtet, allerdings fallen diese Reduktionen in der Regel nicht so drastisch aus wie
die von Dopamin selbst. Daher ist hiufig eine Erhohung der Metaboliten/DA-Verhiltnisse
festgestellt worden, was im Sinne eines kompensatorischen Anstiegs der residualen DA-
Aktivitét interpretiert wurde [377,470].

Die Quantifizierung des Zellverlustes von dopaminergen Neuronen wird in der Regel vorge-
nommen, indem dopaminerge Neuronen durch eine TH-immunhistologische Firbung mar-
kiert werden (TH ist dasjenige Enzym im DA-Syntheseweg, das fiir die Syntheserate kritisch
ist [210]). Die Anzahl der so markierten Neuronen wird unter dem Mikroskop gezihlt und mit
Werten von Kontrolltieren verglichen. Auch wenn in einigen Arbeiten gelegentlich keine
Wirkung von MPTP auf der nigralen Ebene gefunden wurde [40,459], 148t sich inzwischen
doch mit Sicherheit feststellen, dal MPTP-Gabe auch in der Maus zu teilweise betridchtlichem
Verlust von dopaminergen Neuronen in der SN fiihren kann
[17,36,120,184,189,211,296,307,410]. Auch anhand anderer Parameter wurde MPTP-
Neurotoxizitit nachgewiesen, z.B. wurde in einigen Untersuchungen gezeigt, dall nach
MPTP die Dichte von TH-positiven Fasern im Striatum [296,353] oder die striatale TH-
Aktivitit [9,283,407] abnahmen. Manche Studien, die sich mit dem zeitlichen Verlauf der
Neurodegeneration beschiftigt haben, wiesen in einigen Parametern Erholung nach, z.B.
nahm innerhalb eines Zeitraums von Wochen bis Monaten die Dopaminkonzentration im
Striatum wieder zu [9,296,450,459] und stieg die Dichte TH-immunreaktiver Fasern wieder
an [459].

Neben der beschriebenen Schidigung der nigrostriatalen Bahn koénnen - meist in geringerem

Ausmal} - auch andere dopaminerge Systeme betroffen sein, wie z.B. die mesolimbische
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Bahn, charakterisiert durch Zellverlust in der VTA [166,211,261] und Reduktion der DA-
Konzentration in Nucleus accumbens und Tuberculum olfactorium [9,203,407]. Auch im
Frontalkortex [200,418] wurde DA-Verlust gefunden, und es kann auch zu Veridnderungen bei
anderen Monoaminen, wie Adrenalin, Noradrenalin (NA) und Serotonin (5-HT, 5-
Hydroxytryptamin) [46,93,200,202,294,410] oder gar Zellverlust [415] in weiteren Hirnre-
gionen kommen. Eine mogliche Erklidrung dafiir konnte sein, daB MPP" auch eine Affinitit zu
anderen Monoamin-Transportern besitzt [7]. SchlieBlich soll noch erwihnt werden, daf} bei
systemischer MPTP-Applikation auch periphere Anderungen in Monoaminspiegeln zu finden
sind, z.B. im Herz oder der Nebenniere [8,151,153,270].

Zusammenfassend 148t sich jedoch festhalten, daB3 die gravierendsten Auswirkungen in meso-
striatalen und mesokortikolimbischen dopaminergen System auftreten. Aufgrund ihrer um-
fangreichen Analyse der neuronalen Degeneration kommen German et al. [166] zu der Aus-
sage, daf} bei der Maus nach MPTP-Behandlung dopaminerge Mittelhirnneuronen in den glei-
chen Kerngebieten degenerieren wie bei Menschen mit PD, eine Feststellung, die den Wert
dieses Tiermodells erneut unterstreicht. Allerdings ist auch zu sagen, dal das Auftreten von
Lewy-Korpern in verbliebenen Neuronen bei MPTP-behandelten Miusen - im Gegensatz zur
humanen Parkinson-Erkrankung - nach Kenntnisstand des Autors noch nicht beobachtet wor-

den ist.

1.4.4 Verhaltensinderungen nach MPTP-Gabe in der Maus

In diesem Abschnitt werden Herangehensweisen vorgestellt, mittels derer in der Maus
Verhaltensdefizite nach MPTP-Gabe in fritheren Studien gemessen worden sind. Gleichzeitig
werden entscheidende Versuchsbedingungen und wichtige Ergebnisse referiert. Da zu den
MPTP-bedingten Verhaltensinderungen bislang keine Uberblickarbeiten existieren (im Ge-
gensatz zu neuronalen Mechanismen, fiir die bereits einige ausgezeichnete Reviews vorliegen

[162,336,337]), ist dieser Abschnitt sehr ausfiihrlich angelegt.

1.4.4.1 Allgemeine Beobachtungen

Nach MPTP-Gabe ist eine Reihe von akuten Verhaltensdnderungen beobachtet worden; der
Begriff "akut" bezieht sich hier und im folgenden auf Ereignisse unmittelbar nach bis hin zu
mehreren Stunden nach der Behandlung (im Sinne von [263]). Mit Ausnahme einiger weniger
Ratings fanden diese Beobachtungen jedoch fiir gewohnlich unsystematisch, ohne weitere

Quantifizierung statt. Zu den beschriebenen Phinomenen zédhlen der Straub-Schwanz (ein
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charakteristisch nach oben gerichteter, steifer Schwanz) [263,294,306,353,473,473], Strduben
der Behaarung [42,43,46,263,294,353], erhohter Speichelfluf} [42,43,263,294,349], verstirkte
Atemtitigkeit [42,43,294], verringerter Muskeltonus [46], erhohte Reaktivitit auf externe
Reize [263] und Zihneklappern [263,349]. Diese Symptome konnen bereits wenige Minuten
nach einer MPTP-Injektion auftreten und verschwinden in der Regel innerhalb von ein paar
Stunden. Obwohl die genauen Mechanismen, die zur Ausbildung dieser Erscheinungen fiih-
ren, noch nicht bekannt sind, gibt es Vermutungen, daf die Symptome auf akute Verdnderun-
gen nicht nur in DAergen, sondern auch in noradrenergen (Strduben der Behaarung, Speichel-
fluB) und serotonergen Neurotransmittersystemen (Straub-Schwanz) zuriickzufiihren sind
[263]. Tatsdchlich wurde eine starke Freisetzung von 5-HT im Neostriatum bereits kurze Zeit
nach Verabreichung von MPTP festgestellt, und die Gabe unspezifischer 5-HT-

Rezeptorantagonisten verhinderte das Auftreten des Straub-Schwanzes [294].

1.4.4.2. Akinesie/Hypokinesie/Bradykinesie

Die in der Uberschrift genannten Begriffe sind eng miteinander verkniipft und bezeichnen die
herausragende negative Symptomatik bei Parkinsonismus, ndmlich die verringerte motorische
Aktivitit. Die Ubersetzung fiir "Akinesie" lautet etwa "Bewegungslosigkeit”. Allerdings sind
Menschen wie Tiere mit einem Parkinson-Syndrom - abgesehen von Extremzustinden -nicht
vollkommen bewegungslos; daher bezeichnet dieser Terminus bereits die beeintrichtigte Fa-
higkeit, Bewegungen zu initiieren. "Bradykinesie" weist auf die Tatsache hin, dal Bewegun-
gen in Individuen mit Parkinsonismus langsamer als in gesunden Kontrollen ablaufen kdnnen.
Die Bezeichnung "Hypokinesie" wiederum wird verwendet, um den generellen Mangel an

Bewegungen zu kennzeichnen.

Akinesie- und Katalepsie-Tests

Tests zur Messung von Akinesie und Katalepsie konnen zu den "einfachen" neurologischen
Tests gezidhlt werden. Beim Akinesie-Test wird das Tier auf eine flache Oberfldche gelegt
und gemessen, nach welcher Zeitspanne es alle vier GliedmalBen bewegt hat. Im Gegensatz zu
einfacher, "passiver" Akinesie ist unter Katalepsie die massiv erschwerte Fihigkeit zu verste-
hen, eine von aulen (durch den Experimentator) auferlegte, unnatiirliche Korperhaltung zu
beseitigen [355]. In der Regel lduft der Test so ab, daB3 die Vorder- oder Hinterbeine des Tie-
res auf einen kleinen Block oder eine vertikale Stange, die sich einige Zentimeter iiber dem

Boden befinden, gelegt werden. Wiederum wird dann die Zeit bestimmt, die das Tier benotigt,
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um die GliedmaBen zuriickzuziehen und so eine physiologischere Korperhaltung einzuneh-
men; in gesunden Miusen findet dies praktisch ohne Verzogerung statt. Eine Forschergruppe
stellte mit den beschriebenen Tests einerseits einen deutlichen Anstieg der Akinesie-Latenzen
3.5 und 7 Stunden nach MPTP-Behandlung fest, wobei der striatale DA-Verlust ca. 40% be-
trug [294], und andererseits auch erhohte Katalepsie-Latenzen nach 3.5 Stunden [306]; auch
eine weitere Arbeitsgruppe beobachtete Akinesie und Katalepsie [385]. Im Gegensatz dazu
fanden andere keinerlei Anstiege in den Latenzen bei einem MPTP-Dosierungsschema, das
sogar DA-Depletionen (Transmitter-Verlust in % der Kontrollen) um 85% hervorrief [459]. In
weiteren Arbeiten wurden Defizite nur dann beobachtet, wenn MPTP zusammen mit Diethyl-
dithiocarbamat (DDC) [292] oder seinem Derivat Maneb [417] - beides Substanzen, die die
MPTP-Neurotoxizitdt erhohen konnen - verabreicht wurde. Weihmuller und Mitarbeiter be-
richteten, daf} eine zusitzliche Stimulation durch ein kurzes Bad in kaltem Wasser oder eine
Verabreichung von DA-Rezeptorantagonisten (Haloperidol) erforderlich war, um das Verhal-
ten von Miusen in diesen Tests meBbar zu beeintrichtigen [449,451]. Mit diesem Vorgehen
waren die Autoren dann jedoch in der Lage, motorische Einschrinkungen noch nach 5 Mona-
ten zu finden, obwohl die neostriatalen DA-Konzentrationen innerhalb dieser Zeitspanne be-
reits wieder das Niveau der Kontrolltiere erreicht hatten [450]. AuBlerdem bewirkte die Gabe
von GM-Gangliosid, einer Substanz, fiir die neurorestauratives Potential diskutiert wird, eine
Unterdriickung von Verhaltensdefiziten [452], wobei jedoch eine kontinuierliche Verabrei-
chung erforderlich war, um den Effekt aufrechtzuerhalten [453]. In der letztgenannten Studie
war der Dopamin-Gehalt im Striatum zudem hoch negativ mit dem Haloperidol-induzierten
Verhaltensdefizit korreliert. Ein weiterer Hinweis darauf, dal Akinesie auf verminderte DA-
Konzentrationen im Striatum zuriickzufithren ist, stammt aus dem Befund, daB3 sie durch

gleichzeitige Gabe des DA-Agonisten Apomorphin (APO) verhindert werden kann [294].

Offenfeld

Das Offenfeld ist zweifellos der am haufigsten angewandte Verhaltenstest, um Verhaltensin-
derungen nach MPTP in der Maus zu messen. Es handelt sich dabei um eine einfache Arena,
in die das Tier gesetzt wird und die durch ihre Neuheit dessen Erkundungsaktivitét erhoht. In
fast allen Studien besteht das MeBprinzip darin, dafl ein Infrarotstrahl-Lichtschrankensystem
im Offenfeld installiert ist, meist in zwei Lagen, um sowohl horizontale (Lokomotion = Fort-
bewegung) als auch vertikale Aktivitit (Aufrichten) als Unterbrechung der Strahlen erfassen
zu konnen. Entsprechende Software erlaubt in der Regel die Berechnung einer ganzen Reihe

von Parametern wie "Gesamtzeit der Fortbewegung", "zuriickgelegte Strecke", "Anzahl der
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Aufrichtungen", "Aufenthaltszeit im Zentrum" und andere. Wie Tabelle 1 ausweist, die die
Hauptergebnisse von fast 50 derartigen Arbeiten zusammenfafit, lassen sich verschiedenartige
Typen von Ergebnissen unterscheiden. Ein exakter Vergleich ist problematisch, weil sich die
Studien teilweise in sehr vielen Punkten unterscheiden, z.B. beziiglich Alter, Stamm, Ge-
schlecht, MPTP-Dosis, Dosierungsschema, Verabreichungsweg, Grofle und Form des Offen-
felds, Versuchsdurchgangsdauer, Testwiederholung, Dauer der Habituation an das Offenfeld
vor dem Testdurchgang und Intervall zwischen MPTP-Injektion und Testung. Zusitzlich ist
der striatale Dopamingehalt, der ein neurochemisches Standardmalf fiir den Grad der Schéadi-
gung darstellt, in den meisten Studien zwar bestimmt worden, aber zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach der Testung. Dennoch sollen einige Trends in den Ergebnissen angespro-
chen werden:

In der Mehrzahl der Studien wurde ein Riickgang von Lokomotion und/oder Aufrichten nach
einer Lision mit MPTP festgestellt, was im Sinne einer Hypokinesie interpretiert werden
kann. Dies wurde sowohl bereits 30 Minuten nach MPTP-Injektion beobachtet [332], teilwei-
se aber auch nach langen Zeitraumen von bis zu 40 Wochen [136]. In einer anderen Teilgrup-
pe von Arbeiten fand sich bei den MPTP-behandelten Mausen anfidnglich ein Riickgang der
motorischen Aktivitit, anschlieBend jedoch eine Erholung von diesen Defiziten. Einige weni-
ge Forscher fanden keine Veridnderungen; eine denkbare Erkldarung wire, dal die Testung hier
zu einem Zeitpunkt stattgefunden haben konnte, an dem die funktionale Erholung bereits ab-
geschlossen war. In anderen Arbeiten wiederum erschienen die Tiere hyperaktiv, und bei ei-
nigen konnte ein Muster beobachtet werden, das in der Tabelle mit "UberschieBende Erho-
lung" betitelt wurde: Auf einen Riickgang der Lokomotion folgte ein Aktivitdtsniveau, das
iber demjenigen der Kontrollen lag.

Hinsichtlich des Ausmalles der funktionalen Beeintrichtigung konnte klar gezeigt werden,
daB3 dieses innerhalb einer Studie dosisabhingig ist [136,332,414]; z.B. verabreichten Fre-
driksson und Archer Gruppen von Miusen jeweils eine unterschiedliche MPTP-Dosis [136].
Bei der Testung im Offenfeld sowohl drei Wochen als auch drei Monate danach zeigten sich
funktionale Defizite, die mit steigender Dosis drastischer ausfielen; dieses Ergebnismuster
deckte sich zudem gut mit dem Ausmal} der jeweiligen striatalen Dopamin-Reduktion. Im
Gegensatz dazu sind derartige Beziehungen beim Vergleich zwischen Studien unterschiedli-
cher Autoren weniger eindeutig. Beispielsweise benutzten sowohl Tomac et al. [427] als auch
Fredriksson et al. [143] dasselbe MPTP-Dosierungsschema in demselben Stamm (C57BL/6)
und erzielten sehr dhnliche DA-Depletionen (iiber 80%); bei den erstgenannten Autoren zeig-

te sich jedoch 5 Tage nach MPTP keine Anderung der motorischen Aktivitit, wogegen letzte-
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re massive Defizite noch nach drei Wochen fanden. Chia et al. [70] wiederum behandelten
den gleichen Stamm (die Tiere waren hier allerdings 2-4 Wochen jiinger) mit deutlich hohe-
ren Mengen an MPTP, produzierten dabei eine dhnlich hohe DA-Depletion wie die vorher zi-
tierten Studien, beobachteten aber im Offenfeld erhohte Lokomotion im Vergleich zu Kon-
trollen, die mit physiologischer Kochsalzlosung (KSL) behandelt worden waren. Diese Bei-
spiele illustrieren, dal im MPTP-Mausmodell die gleiche Behandlung in verschiedenen Labo-
ren nicht notwendigerweise zu den gleichen Defiziten fiihrt und daf3 Aktivititsdanderungen im
Offenfeld nicht vollstindig anhand der striatalen DA-Depletion erkldrbar sind. In diesem Zu-
sammenhang sind mehrere Befunde interessant:

Einige Ergebnisse weisen darauf hin, dal neben Dopamin auch Serotonin am Grad der moto-
rischen Aktivitit beteiligt ist. Die Gewebekonzentrationen von 5-HT sind beispielsweise in
SN, limbischem System, Kleinhirn und verldngertem Riickenmark nach einer einzelnen Dosis
MPTP fiir drei Stunden erhoht [294], und auch der Serotonin-Metabolismus ist akut erhSht
[70]. MPTP-induzierte Hyperaktivitit konnte zudem durch gleichzeitige Gabe des serotoner-
gen Neurotoxins 5,7-Dihydroxytryptamin (5,7-DHT) verhindert werden [69]. Es hat den An-
schein, als ob in denjenigen Studien, die eine Hyperaktivitdt oder iiberschieBende Erholung
fanden, besonders hohe MPTP-Mengen oder zusitzliche Substanzen (Tropolon, Ethanol) ver-
abreicht wurden oder die Verhaltenstestung besonders frith nach der Behandlung stattfand.
Moglicherweise haben diese experimentellen Bedingungen einen entscheidenden Einfluf3 auf
serotonerge Mechanismen bzw. lassen diese im Verhalten erkennbar werden.

Sundstrom et al. [408] berichten, dal bereits kleine Veridnderungen in der Testprozedur oder
Testumgebung das Ergebnis einer Offenfeldmessung nach MPTP kritisch beeinflussen kon-
nen: Als diese Autoren nicht in der Lage waren, friihere Ergebnisse einer Hypokinesie zu re-
plizieren [407], stellten sie fest, daB} in der spiteren Studie kein Transport der Tiere in einen
anderen Raum vor der Testung vorgenommen wurde, und nahmen an, da}3 Transportstre3 das
Auftreten meBbarer Symptome entscheidend begiinstigen kann. Dies deutet erneut auf einen
Zusammenhang von Strell und dopaminerger (nigrostriataler) Aktivitit hin. Es ist seit lingerer
Zeit bekannt, daBl Stref auf dopaminerge Systeme wirkt und beispielsweise die DA-
Ausschiittung in Striatum, Nucleus accumbens und medialem Frontalkortex erhohen [2] oder
auch zu prifrontaler DA-Dysfunktion und damit verbundenen Verhaltensdefiziten fiihren
kann [298].

Abgesehen von den in Tabelle 1 aufgelisteten Unterschieden in den experimentellen Protokol-
len konnten noch weitere, unkontrollierte Faktoren ausschlaggebend und an der Bandbreite

der Resultate beteiligt sein. Zum Beispiel fanden Sershen, Hashim und Lajtha [377] Langzeit-
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Defizite in der Lokomotion bei MPTP-behandelten Tieren nur in der Dunkel-, nicht aber in
der Hellphase; der Zeitpunkt der Testung wéhrend des Tag-Nacht-Rhythmus kénnte demnach
eine derartige EinfluBgroBe darstellen.

Hinsichtlich der Dauer der Defizite gelang es der Gruppe um Fredriksson mit dem Offenfeld
regelmifig, deutliche und zeitlich stabile motorische Defizite Wochen oder Monate nach ei-
ner MPTP-Behandlung zu erfassen (z.B. [136,143,145]). Aus Tabelle 1 ist ein Trend erkenn-
bar, dal in solchen Studien, die Langzeitdefizite (d.h. drei Wochen oder mehr nach MPTP)
nachgewiesen haben, lange Beobachtungszeiten (60 Minuten oder mehr) im Offenfeld ge-
wihlt worden waren. Hinzu kommt, da3 bei einer Reihe von Arbeiten Defizite in spéteren
Abschnitten der Testung ausgeprigter waren [49,136,143,145]. Daher kann vermutet werden,
dal lingere Beobachtungsdauer die Sensitivitit des Offenfeldtests hinsichtlich MPTP-
bedingter funktionaler Defizite erhdhen konnte. Ein anderer erfolgsversprechender Faktor
scheint die explizite Messung des Aufrichtverhaltens zu sein, das sich bei vielen Autoren als

ein sehr empfindlicher Parameter erwiesen hat [136,144,145,259,427].
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Einleitung

Schwimm-Test

In einigen wenigen Studien wurde ein Schwimmtest eingesetzt, um motorische Beeintrichti-
gungen zu untersuchen. Dazu wurden Mduse in ein kleines Wasserbecken gesetzt und ihr
Verhalten beobachtet und per Rating-Skala quantifiziert (aktives Schwimmen versus passives
Treiben). Eine Forschergruppe fand, daB MPTP nach sieben Tagen zu einem erhohten Anteil
von Episoden fiihrte, in denen sich die Tiere nur treiben lieBen [303,306], wogegen andere
(bei sogar hoherem DA-Verlust) eine derartige Beeintridchtigung zwar 30 Minuten, aber nicht
1 und 7 Tage spiter beobachteten [105]. Es ist einerseits fraglich, ob dieses Testverfahren zur
Untersuchung sehr schwer lddierter Tiere geeignet ist, weil die Gefahr des Ertrinkens beste-
hen konnte. Auf der anderen Seite konnten relativ niedrige Wassertemperaturen - durch Stref3-
Induktion - Beeintriachtigungen in solchen MPTP-behandelten Tieren wieder wachrufen, de-

ren Verhalten (z.B. im Heimkaéfig) bereits erholt erscheint.

Pole-Test

Der Pole-Test' wurde 1985 eigens zur Erfassung von MPTP-bedingter Bradykinesie in der
Maus entwickelt [317]. Er besteht aus einer vertikalen Stange, die mit einem griffigen Materi-
al beschichtet ist und an der Spitze einen kleinen Korkball triagt. Die Tiere werden mit dem
Kopf nach oben direkt unterhalb der Spitze plaziert. Zwei Parameter haben Verwendung ge-
funden, um die Leistung zu beschreiben: Die Zeit, bis das Tier eine 180°-Wendung vollzogen
hat, und die Zeit bis zum Betreten des Bodens mit allen vier Gliedmaf3en. Unbehandelte Mau-
se drehen sich im Regelfall innerhalb kiirzester Zeit und erreichen den Grund typischerweise
in ca. 20 Sekunden. MPTP-behandelte Tiere benotigen fiir beides wesentlich lidnger
[17,419,420], was aber durch die zusitzliche Applikation des Dopamin-Vorldufers L-DOPA
aufgehoben werden kann [317,318]. Die Verhaltensdefizite konnen auch durch andere Neuro-
toxine, die zu einem striatalen Dopaminmangel fiihren [221,233,280,281,420], oder durch
Substanzen, die DA-Rezeptoren blockieren [231,319], produziert werden. Die Testparameter
weisen zudem eine hohe Korrelation mit der striatalen Dopaminkonzentration auf [281], und
da der Test relativ einfach, kostengiinstig und schnell durchzufiihren ist, scheint er gut geeig-

net sein, um bei Miusen funktionelle Defizite nach nigrostriatalen Lisionen zu erfassen.

! Zu deutsch: Stangen-Test. Da die einschligige Fachliteratur zu diesem Verfahren auf Englisch publiziert wor-
den ist und vielfach englische Fachbezeichnungen auch in den deutschen Laborsprachgebrauch eingehen (wie im
Fall des Pole-Tests geschehen), wird in dieser Arbeit zwecks Vereinfachung und leichter inhaltlicher Zuordbar-
keit durchgehend der englische Ausdruck verwendet. Dies gilt auch fiir das spiter im Text genannte Testverfah-
ren "Elevated Plus-Maze".
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1.4.4.3 Tremor

In vielen Arbeiten wird phasischer Ganzkorper-Tremor als einer der Verhaltenseffekte nach
MPTP  berichtet, im Regelfall in der akuten Phase nach der Behandlung
[42,43,46,65,183,202,294,306,353,452]. Gupta et al. beobachteten Tremor nur in &lteren
Mausen [180], andere nur bei hohen MPTP-Dosen [161]. Quantifiziert wurde dieses Sym-
ptom jedoch nur duBerst selten; wenn visuelle Beobachtungen mittels Ratingskalen eingestuft
wurden, wurde Tremor nach MPTP-Gabe festgestellt [306,385] bzw. wurden hohere Tremor-
werte nach zusétzlicher Stimulation mit der Tremor-erzeugenden Substanz Oxotremorin in
MPTP-behandelten im Vergleich zu kontrollbehandelten Tieren gefunden [443]. Physikalisch
kann Tremor anhand seines Frequenzmusters erkannt werden: Lee und Lu haben MPTP-
induzierten Tremor mittels eines kommerziell erhiltlichen Tremor-MeBgerites erfalit, der aus
einer Sensor-Fliche und einem nachgeschalteten Frequenz-Analysator bestand. Sie fanden
dabei, daB} sich Tremor - im Vergleich zu normalen Bewegungen - durch hohere Frequenzen
auszeichnet. Anhand dieses Kriteriums zédhlten sie Tremor-Episoden und stellten noch eine

Woche nach MPTP-Behandlung eine erhthte Anzahl solcher Episoden fest [257].

1.4.4.4 Rigor

Noch weniger als Tremor ist Rigor im MPTP-Mausmodell untersucht worden. Zwar wird das
Auftreten dieses Symptoms mehrmals erwihnt [65,180,202,306], aber insgesamt scheint es
nicht hinreichend operationalisiert worden zu sein, denn trotz intensiver Recherchen ist dem
Autor keine einzige Studie bekannt, in der eine Quantifizierung vorgenommen worden ist. In
einer Arbeit wird angedeutet, da} nach einer MPTP-Behandlung moglicherweise nur die Hin-

terbeine oder diese wenigstens stdrker als die Vorderbeine Rigor aufweisen [180].

1.4.4.5 Storungen von Gang, Haltung und motorischem Koordinationsvermogen

Gangstorungen

Mause konnen infolge einer MPTP-Behandlung Gangstorungen entwickeln, die sinngemal
etwa als "ataxisches Torkeln" beschrieben wurden [42,43]. Nach Wissensstand des Autors
wurde dies bisher nur einmal mittels des FuBBspuren-Tests untersucht: In diesem Test werden

die Pfoten der Tiere mit Farbe pripariert und die resultierenden Gangmuster ausgewertet [25].
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Bei einer solchen Analyse konnten verringerte Schrittlingen bei MPTP-behandelten Miusen

[111] und Ratten [431] nachgewiesen werden.

Storungen der Korperhaltung

Storungen der Korperhaltung, wie sie ja bei der humanen Parkinson-Krankheit regelméBig
beobachtet werden, finden sich auch im MPTP-Mausmodell [161]. Sie wurden meist als akute
Reaktionen von nur kurzer Dauer beschrieben und mit Ausdriicken wie "bucklige Haltung"
[473], "stirker gekriimmte Wirbelsidule" [407] oder "gespreizte Hinterbeine" [263,306] cha-
rakterisiert. In zwei Untersuchungen, in denen eine kombinierte MPTP+DDC-Behandlung
durchgefiihrt wurde, fanden sich solche Symptome allerdings bis zu einer Woche [77,470].
Zudem wurde gefunden, dafl bei augenscheinlich erholten MPTP-behandelten Miusen nach
einer pharmakologischen Blockade von DA-Rezeptoren mit Haloperidol derartige Haltungs-
storungen wieder zu verzeichnen waren [452]. Eine systematische Beobachtung mittels Ra-
ting ergab, daf gespreizte Hinterbeine schon 10 Minuten nach MPTP auftraten; dies konnte
durch gleichzeitige Gabe eines unspezifischen 5-HT-Rezeptorblockers verringert werden

[294], was eine serotonerge Beteilung an diesem Symptom nahelegt.

Greif-Tests

Gesunde Miuse zeigen spontanes Kletterverhalten, was zum Beispiel bei ihrer Beobachtung
in einem Heimkifig mit Drahtgitter deutlich erkennbar ist. Einige Forscher sind der Frage
nachgegangen, ob dieses typische Verhalten als Folge einer MPTP-Behandlung beeintrichtigt
sein kann. Dabei kamen einander dhnelnde Versuchsanordnungen zum FEinsatz: Méuse wur-
den entweder mit den Vorderpfoten an ein horizontal aufgespanntes Drahtseil gehéingt ("trac-
tion test") [17], auf ein Seil ("string test") [349] oder ein vertikales Gitter gesetzt ("grip test")
[76]. Die Zeitspanne, die die Tiere auf der Apparatur verweilen konnten, oder die Qualitit des
Greifens (Einsatz von Vorder-, Hinterpfoten oder Schwanz) wurden beurteilt, und in zwei der

drei genannten Arbeiten stellten die Experimentatoren MPTP-bedingte Defizite fest.

Rotarod

Der Rotarod-Test, in dem Tiere sich durch entsprechende kompensatorische Bewegung auf
einer rotierenden Walze halten miissen, ist ein weitverbreitetes Verfahren, um die Fihigkeit
zu flexibler Bewegungskoordination zu messen [223]. Dieses Verfahren ist auch im MPTP-
Mausmodell zum Einsatz gekommen. Es wurde gezeigt, daBl die Zeit, die die Tiere erfolgreich

auf der Walze verbleiben konnen, nach Verabreichung von MPTP verringert ist, gemessen
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z.B. nach zwei Tagen [76], in einigen Arbeiten sogar nach mehr als drei Monaten [352,353].
Hierbei wurde auBBerdem eine hohe Korrelation zwischen der Leistung im Test und dem Aus-
maf} der verbleibenden striatalen TH-Immunoreaktivitit gefunden [353]. Duan und Mattson
berichten von einer verringerten Rotarodleistung 24 Stunden nach MPTP, verglichen mit ei-
ner Kontrollbehandlung (KSL); danach kam es zu einer allméhlichen Erholung der Leistung.
Der Test war zudem sensitiv genug, um zu zeigen, daf diese Erholung bei einer bestimmten
neuroprotektiven Zusatzbehandlung (die den Verlust DAerger Zellen reduzierte) rascher er-
folgte [108]. Walsh und Wagner waren nur bei zusitzlicher Oxotremoringabe kurz vor der
Testung in der Lage, Leistungsunterschiede zwischen MPTP- und kontrollbehandelten (KSL)
Maiusen festzustellen [443], einer Zusatzbehandlung, die vermutlich die motorische Koordina-
tionsleistung weiter beeintrichtigt hat. Es hat den Anschein, daf} relativ fordernde Testbedin-
gungen erforderlich sind, z.B. durch pharmakologische Stimulation oder durch Parameter wie
Drehgeschwindigkeit, Walzendurchmesser, Beschleunigung etc. (wie in weiter oben genann-
ten Arbeiten angewendet), um mit dem Rotarod in MPTP-behandelten Miusen ein Verhal-
tensdefizit nachweisen zu konnen. Dazu paBt, dal in einer kiirzlich veroffentlichten Arbeit
[279] édltere Miduse mit einem Transgen fiir humanes o-Synuclein Defizite auf einem be-
schleunigenden Rotarod zeigten (bei diesen Tiere wurde auch ein Riickgang der Anzahl TH-

positiver Terminalen im Striatum gefunden).

1.4.4.6 Andere Symptome

Fref3- und Trinkverhalten

In einer einzigen Studie, in der Trink- und Freverhalten nach MPTP explizit untersucht wur-
den, lieB sich keine eindeutige Reduktion in diesen Verhaltensweisen nachweisen [232]. Den-
noch gibt es mehrere Hinweise, dal MPTP das Erndhrungsverhalten beeinflussen kann, was
wiederum zu meBbaren Reduktionen des Korpergewichts der Miuse fiihrt [111,118,121,232].
Ahnliche Beobachtungen sind bei Ratten gemacht worden, bei denen mit dem katecholami-
nergen Neurotoxin 6-Hydroxydopamin (6-OHDA) bilateral nigrostriatale DA-Neuronen 13-
diert worden waren [371]. In schweren Fillen von Aphagie wurden Wasser und weiches Fut-
ter den Médusen in unmittelbarer Nihe zum Korper zur Verfiigung gestellt, um die Nahrungs-

aufnahme zu erleichtern und die Wahrscheinlichkeit der Mortalitit zu vermindern [180,292].
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Drehverhalten

Eine Arbeit aus der Mitte der achtziger Jahre hat das Drehverhalten von Méusen untersucht,
bei denen eine unilaterale Lésion des nigrostriatalen Systems durch MPTP-Infusion in das
rechte Striatum vorgenommen worden war [154]. Fiinf Tage nach der stereotaktischen Be-
handlung wurde den Tieren Amphetamin (AMPH) 1.p. injiziert und anschlieBend die Anzahl
von ganzen Drehungen ipsi- und kontralateral zur geschidigten Hemisphire erfait. Der Net-
towert ipsilateraler Drehungen (ipsi- minus kontralaterale Drehungen) war im Vergleich zu
Tieren, die nur eine Infusion mit physiologischer Kochsalzlosung erhalten hatten, erhoht. Dies
wird dadurch erklért, daB AMPH im unliddierten Striatum (aufgrund der absolut hoheren An-
zahl DAerger Zellen) groere Mengen von DA freisetzen kann als im lddierten Striatum und
daf} rechtes und linkes Striatum jeweils vornehmlich die jeweils kontralaterale Korperhilfte
steuern. Dieses experimentelle Prinzip ist aus der Forschung an der einseitig 6-OHDA-
ladierten Ratte iibernommen worden, wo es intensiv eingesetzt worden ist und zu vergleichba-
ren Resultaten gefiihrt hat [371]; dies weist darauf hin, daB bestimmte Prinzipien hinsichtlich
der Funktion des nigrostriatalen Systems von modelliibergreifender Bedeutung sind. Jedoch
ist ein entscheidender Vorteil des Neurotoxins MPTP gegeniiber 6-OHDA, dal} es systemisch
verabreicht werden kann, wogegen zur 6-OHDA-Applikation stereotaktische Infusionen er-
forderlich sind. Diese konnen im kleineren Maushirn weniger ortsspezifisch als bei Ratten
vorgenommen werden, so dafl eine derart durchgefiihrte unilaterale Lision im MPTP-
Mausmodell nur dann angebracht erscheint, wenn sehr spezifische Hypothesen beziiglich

Hemisphiren-abhingiger Effekte von MPTP zu untersuchen sind.

Klettertests

Apomorphin-(APO)-induziertes Kletterverhalten wird als Indikator fiir die postsynaptische
Sensitivitit von DA-Neuronen eingesetzt, da APO die Kletterhdufigkeit durch Netto-
Stimulation postsynaptischer D,-Rezeptoren erhohen kann. Bei Anwendung dieses Tests auf
MPTP-lddierte Miuse fanden Sundstrom, Fredriksson und Archer [407] keine Unterschiede in
der Kletteraktivitdt gegeniiber kontrollbehandelten Miusen, wogegen Fung und Lau [252] und
Spooren et al. [401] stirkeres Klettern in der MPTP-Gruppe beschrieben. Hinzu kommt, dal3
bei Gabe einer sehr kleinen APO-Dosis keine Reduktion des Kletterns in der MPTP-Gruppe
zu beobachten war, wie sie in der Kontrollgruppe auftrat (was bei letzterer moglicherweise
auf eine Stimulation von prdsynaptischen D,-Autorezeptoren zuriickzufiihren ist) [401]. Zu-
sammengenommen wurde dieses Ergebnismuster im Sinne eines Verlustes von prisynapti-

schen Rezeptoren und einer Erhohung der Anzahl postsynaptischer Rezeptoren erklért. Diese
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Interpretation der Verhaltensergebnisse wird durch mehrere Rezeptorbindungsstudien gestiitzt

[252,323,456].

Sensorische Defizite

Im 6-OHDA-Modell der Ratte stellen sensorische Defizite einen hidufig untersuchten Sym-
ptomkomplex dar, und ein enger Zusammenhang zum Ausmal} des striatalen Dopamin-
Defizits konnte nachgewiesen werden [371]. Im MPTP-Mausmodell sind solche Ausfille
weitaus weniger intensiv beforscht worden. Dabei stellt sich das prinzipielle Problem, daf ei-
ne eindeutige Trennung von Sensorik und Motorik kaum mdoglich ist, denn verminderte senso-
rische Leistungen werden typischerweise aus einer verringerten motorischen Reaktion auf ei-
ne Stimulation geschlossen; andererseits haben zweifelsohne auch die bisher vorgestellten
Verfahren (z.B. Pole-Test, Rorarod, Greif-Tests) eine sensorische Komponente. Aus dieser
Sicht beschreibt der Begriff "sensomotorisches Defizit" den beobachtbaren Sachverhalt viel-
leicht zutreffender.

In einer Reihe von Arbeiten untersuchte die Gruppe um Weihmuller somatosensorische Ori-
entierung, indem Kopf und Hinterflanken mittels Von-Frey-Haaren - das sind diinne Drihte,
die eine taktile Stimulation mit einer definierten Kraft erlauben - gereizt wurden. Dabei wur-
den in MPTP-behandelten Méusen Defizite in der Reaktivitit auf solcherlei Reizung festge-
stellt, aber nur dann, wenn vor der Testung zusitzlich Haloperidol verabreicht wurde
[449,451]. Diese Defizite wurden auch in moderat lddierten Tieren (striataler DA-Verlust un-
ter 70%) gefunden, und innerhalb von fiinf Monaten fand eine Spontanerholung statt, die par-
allel zur Erholung der DA-Konzentration im Striatum verlief [450]. Die Testprozedur war zu-
dem geeignet, ein Verschwinden der Defizite bei anhaltender Gabe von GM;-Gangliosid
nachzuweisen [452,453]. Eine andere Arbeit untersuchte das Verhalten moderat MPTP-
ladierter Miuse hinsichtlich Schmerzreizen ("tail flick test", "hot plate test", Formalintest)
[349]; einige Ergebnisse deuteten auf erhohte Schmerzwahrnehmung hin, was von diesen Au-
toren mit einer moglichen Rolle von DA bei der tonischen Hemmung der Schmerzwahrneh-

mung interpretiert wird.

Lernen und Geddchtnis

Abgesehen von den im Vordergrund stehenden sensomotorischen Einschriankungen sind auch
kognitive Defizite bei PD-Patienten bekannt [421]. Daher ist es von Interesse, ob Derartiges
auch nach einem Neurotoxin-induzierten Dopaminverlust in der Maus zu verzeichnen ist. In

einer Aufgabe, die die passive Vermeidung eines aversiven Reizes erfordert, fand sich bei de-
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ren Wiederholung in MPTP-behandelten Tieren ein Trend zu einer beeintridchtigen Retenti-
onsleistung [161]. Die Ergebnisse aus zwei Studien, die eine aktive Vermeidungsaufgabe ein-
setzten [442,443], sind hingegen nicht eindeutig interpretierbar, da dem Design angemessene
Kontrollgruppen fehlen und erhdhte Antwortlatenzen moglicherweise mit dem motorischen
Defizit einer Akinesie konfundiert sind. In einer komplexen T-Labyrinth-Aufgabe zeigten
Maiuse eingeschrinkte Fahigkeit, die Endarme alternierend aufzusuchen, jedoch nur in einer
Bedingung, in der die Linge der Pausen zwischen den einzelnen Versuchsdurchgingen stark
variiert wurde [418]. Wenn Miusen abverlangt wurde, aus einem Wasser-T-Labyrinth zu ent-
fliehen, ergab sich ein (nicht-signifikanter) Trend im Sinne von langsamerem Lernen und
langsamerer Extinktion in der MPTP-Gruppe gegeniiber der Kontrollgruppe [408]. Der Bear-
beitung derartiger Aufgaben schreibt man eine Beteiligung des Frontalkortex zu, und die ge-
fundenen Defizite sind moglicherweise zum Teil auf eine Schidigung der mesokortikalen
Bahn, die einen wichtigen DAergen Eingang des Frontalkortex darstellt [254], zuriickzufiih-
ren. Als ein weiterer Ansatz wurde ein sozialer Gedéchtnistest eingesetzt, in dem MPTP-
behandelte Miduse sowohl eingeschrinkte Habituation auf einen sozialen Stimulus (eine
Maus) als auch verminderte Dishabituation nach Verdnderung dieses Stimulus aufwiesen
[102]; diese Defizite wurden jedoch nicht auf Dopaminverlust (der bei der verwendeten ge-
ringen MPTP-Dosierung nahezu nicht auftrat), sondern auf NA-Verlust im Bulbus olfactorius

zuriickgefiihrt.

Krampfanfiille

Es gibt einige Beobachtungen, dal MPTP Krampfanfille [263,473] oder zumindest klonische
Bewegungsmuster [42,294,353,473] hervorrufen kann. Bonucelli et al. haben diese konvulsi-
ve Wirkung von MPTP mittels einer Rating-Skala eingeschitzt, die Verhaltens- und Kortex-
ableitungsdaten integriert, und fanden dabei eine dosisabhingige Induktion von Krampfaktivi-
tit bereits Minuten nach MPTP-Gabe [42,43]. Dieser Effekt war abgemildert bei pharmakolo-
gischer Inhibition von MAO-B, also demjenigen Enzym, das MPTP zu MPP" umwandelt.
Andererseits unterschieden sich MPTP- und kontrollbehandelte Miuse 7 Tage nach Behand-
lung nicht in der Dosis an Pentylentretrazol (einer stark krampfschwellensenkenden Sub-
stanz), die notig war, um Anfille auszulésen [161]. Es kann daher vermutet werden, daf3 der
epileptogene Effekt von MPTP ein akuter ist. Jedoch kann sich dieses Phinomen natiirlich auf
andere zu messende Verhaltensweisen auswirken, und auBerdem liegt hierin moglicherweise

eine Ursache fiir MPTP-bedingte Mortalitit [42,263].
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Stereotypien

Einige Experimentatoren haben berichtet, da3 MPTP-Behandlung zu einem akuten Anstieg an
stereotypem Verhalten fiihren kann, sichtbar z.B. bei Verhaltensweisen wie Kauen oder Put-
zen [42,263]. Da stereotypes Verhalten mit striataler DA-Aktivitit im Striatum in Zusammen-
hang gebracht wird, ist eine mogliche Erkldrung fiir dessen Auftreten die durch MPTP akut
bewirkte striatale DA-Freisetzung [168]. Im Gegensatz zu diesem akuten Effekt waren in ei-
ner anderen Studie spontanes Putzen und Kratzen im Offenfeld sieben Tage nach MPTP ver-
mindert [65]. Die zusitzliche Verabreichung von Dopaminomimetika fiihrte zu verschiedenen
Ergebnissen: In MPTP-behandelten Tieren traten Stereotypien auf (L-DOPA [313]), oder sie
waren stirker als vor der pharmakologischen Stimulation (APO [470]), kein Unterschied zwi-
schen MPTP und kontrollbehandelten Tieren wurde gefunden (APO [407]), oder es traten
widerspriichliche Ergebnisse - abhédngig von Dosierung und Stamm - nach AMPH-Gabe auf
[365]. Obwohl die Gesamtheit dieser Ergebnisse nicht eindeutig ist, scheint doch eine Erho-
hung der Anzahl von DA-Rezeptoren, wie sie infolge einer MPTP-Behandlung auftreten kann
[365], ein plausibler Mechanismus zu sein, um die ausgeprigtere Reaktion auf DA-

Rezeptoragonisten erklidren zu kénnen.

1.4.5 Stammunterschiede im MPTP-Mausmodell

Bereits in den achtziger Jahren wurde eine Reihe von Arbeiten verdffentlicht, in denen die
Stammabhingigkeit des AusmalBes der MPTP-Wirkung untersucht wurde. In Tabelle 2 sind
derartige Studien synoptisch dargestellt; aus dieser Ubersicht ist erkennbar, daB z.T. deutliche
Unterschiede zwischen Mausstammen hinsichtlich des Grades der Schidigung, die durch eine
bestimmte MPTP-Dosis verursacht werden kann, gefunden worden sind. Hervorzuheben ist
die Tatsache, daf sich in nahezu allen Vergleichen der Stamm C57BL als besonders suszepti-
bel fiir MPTP erwiesen hat. Erstaunlicherweise sind jedoch nur wenige Autoren angesichts
dieser Stammunterschiede niher auf die bedeutsame Implikation eingegangen, da3 diese ei-
nen deutlichen Hinweis auf genetische EinfluBvariablen auf die MPTP-Suszeptibilitit® dar-
stellen [200]. Héaufig waren bei pigmentierten Stimmen stirkere MPTP-bedingte Schidigun-

gen zu beobachten als bei unpigmentierten Stimmen, sogenannten Albinostammen.

? Die Begriffe MPTP-Suszeptibilitit, MPTP-Sensitivitit und MPTP-Anfilligkeit werden in der vorliegenden Ar-
beit synonym verwendet und beschreiben die Eigenschaft der Empfinglichkeit eines Organismus fiir MPTP,
gemessen am Ausmal} neurotoxischer Auswirkungen einer MPTP-Behandlung.
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Tabelle 2. Stammvergleiche im MPTP-Mausmodell

Referenz Ergebnisse

[26] fiir gleiche striatale DA-Depletion war in einem pigmentiertem Stamm hohere MPTP-
Dosis erforderlich als in einem Albinostamm

[29] striatale DA-Depletion hoher bei C57BL (pig) als bei CF1 (alb)

[46] fiir gleiche striatale DA-Depletion war bei C57BL/6 (pig) hohere MPTP-Dosis erforder-
lich als bei BKW (alb)

[100] striatale DA-Depletion bei C57BL/6 (pig) 70% und bei CD-1 (alb) 40%

[103] striatale DA-Depletion signifikant nur bei C57BL/6 (pig), nicht bei CD-1 (alb)

[146,147] nur bei CD-1 (alb), nicht bei C57BL/6N (pig) anfingliche Hyperthermie und Induktion
von HSP-72; DA-Depletion bei CD-1 (alb) geringer

[166] striatale DA-Depletion 95% mit hohem Zellverlust bei C57BL/6 (pig), bei FVB/N fiihr-
te eine sogar noch hohere MPTP-Dosis zu geringerer Depletion ohne signifikanten Zell-
verlust

[167] striatale DA-Depletion: C57BL (pig) > SW > CD-1 (alb), CF-1 (alb); SW von verschie-
denen Lieferanten unterschieden sich

[184] Zellverlust in der SN: C57BL/6J (pig) > DBA/1J (pig) > C3H/Hel (pig) > DBA/2]
(pig), C57L/J > AKR/J (alb); SW (alb)

[187] striatale DA-Depletion rangierte zwischen 10% und 73% bei SW (alb) von verschiede-
nen Lieferanten

[189] deskriptive Erwdhnung von Stamm- und Verhaltensunterschieden: C57BL-Méuse (pig)
hatten nach MPTP Haltungsauffélligkeiten und reduzierte Lokomotion, SW (alb) er-
schienen dagegen relativ normal

[200] Stéarke der Depletionseffekte iiber verschiedene Transmitter und Hirnregionen hinweg:
C57BL/6 (pig) > Mott (pig) > hph-1/Pas (pig) > C57BL10ScSn (pig) >
C57BL10ScSn-cc (alb) > BEW (alb) > MF1/aa (alb) > BALB/c/Lac (alb)

[216] DA-Wiederaufnahme bei C57BL (pig) stirker reduziert als bei NMRI (alb)

[270] C57BL/6 (pig) vs. NMRI (alb); im peripheren NS keine Stammunterschiede fiir Verlust
von NA in Iris und Herzaurikel und NA und DA im superioren zervikalen Ganglion

[271] *H-MPTP wurde in verschiedenen Geweben bei C57BL (pig) und NMRI (alb) gleich
stark aufgenommen; Ausnahme: stirkere Aufnahme in pigmentiertes Gewebe bei
C57BL (z.B. Auge)

[307] striatale DA-Depletion und Zellverlust in SN war hoher bei C57BL (pig) als bei CD-1
(alb)

[332] bei einer hohen MPTP-Dosis stiarkere motorische Reduktion in OF-1 (alb) als in
C57BL/6 (pig) ; effektivere Protektion vor MPTP-Neurotoxizitit durch Deprenyl bei
C57BL/6

[342,343] striatale DA-Depletion bei C57BL (pig) hoher als bei CF1 (alb)

[396] striatale DA-Reduktion am stédrksten bei C57BL (pig), geringer bei CF-W (alb), noch
geringer bei BALB/C (alb), n.s. bei CF-1 (alb) und CD-1 (alb); Swiss-Webster (=CF-
W) von verschiedenen Lieferanten unterschieden sich in Mortalitédt und striataler DA-
Depletion

[397] striatale DA-Depletion in C57BL (pig) hoher als in CD-1 (alb)

[398] keine Unterschiede der striatalen DA-Depletion zwischen C57 (pig) und Swiss-Webster

[409] DA-Depletion im NAcc und Striatum etwas hoher bei C57/BL/6 (pig) als bei NMRI
(alb)

[410] striatale DA-Depletion am hochsten bei C57BL/6 (pig), etwas geringer bei NMRI (alb)
und CBA/Ca, am geringsten bei Swiss-Webster

[415] Verlust von Purkinje-Zellen in Cerebellum und SNpc Zellen in C57BL (pig) hoher als

in CD-1 (alb)

pig = pigmentiert; alb = albino.
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Festing weist jedoch zu Recht darauf hin, da} zwischen Mausstdmmen natiirlich wesentlich
mehr genetische Unterschiede bestehen als nur fiir die leicht beobachtbare Pigmentierung
[124], und nimmt an, dal mehrere Gene an der Steuerung des Phénotyps der MPTP-
Suszeptibilitit beteiligt sind. Nach diesen Uberlegungen konnte die Koinzidenz von Pigmen-
tierung und hoher MPTP-Anfilligkeit rein zufillig sein; andererseits war beim Vergleich
zweier fiir Pigmentierung kongener Stimme, d.h. Staimmen, die so geziichtet wurden, daf} sie
sich genetisch nur im Pigmentierungsgen und dessen flankierendem Bereich unterscheiden
[200], wiederum der pigmentierte stirker betroffen. Pigmentierung ist das Vorhandensein des
Pigmentfarbstoffs Melanin; dies konnte demnach moglicherweise relevant fiir MPTP-
Neurotoxizitit sein. Diese Annahme wird gestiitzt durch die Beobachtung, dafl sich MPTP bei
systemischer Gabe in melaninhaltigem Gewebe anreichert [271] und daB sich MPP" mit star-
ker Affinitit an Neuromelanin anlagert, den in Neuronen der SN vorkommenden Pigment-
farbstoff [90]. Allerdings sind - wenn iiberhaupt - nur sehr geringe Mengen von Neuromela-
nin im Gehirn von Nagern vorhanden [90,271,425].

Auch innerhalb anderer Spezies als der Maus wurde unterschiedliche Anfilligkeit fiir MPTP
beobachtet. Dies ist z.B. durch den Vergleich mehrerer Rattenstimme belegt [341]. Interes-
santerweise wurden auch bei Schweinen und Affen starke interindividuelle Unterschiede beo-
bachtet im Sinne unterschiedlicher Erholungsverlidufe oder der Tatsache, daB fiir gleich hohe
Lisionseffekte einzelne Tiere mit unterschiedlich hohe MPTP-Dosen behandelt werden muf3-
ten [162,193,287,290]; dies ist jedoch von den Autoren in erster Linie als methodisches Pro-
blem, nicht so sehr als mogliche Evidenz fiir genetische Einfliisse gesehen worden.

Des weiteren ist auch das Phinomen interspezifischer Unterschiede diskutiert worden: Ratten
z.B. erwiesen sich im Vergleich zu Mausen deutlich resistenter gegeniiber MPTP; auf die Un-
terschiede zwischen verschiedenen Arten soll in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht nidher
eingegangen werden (fiir weiterfiihrende Informationen zu dieser Thematik siehe

[131,168,169,402,409]).

1.4.6 Mogliche Determinanten von Suszeptibilititsunterschieden

Die Befunde zu Stammesunterschieden werfen die Frage auf, welche Mechanismen die Un-
terschiede in der Anfilligkeit zwischen Stammen und sogar Spezies bedingen konnten. In der
folgenden Auflistung werden zum einen Faktoren referiert, die in Stammvergleichsstudien un-

tersucht wurden; zum anderen werden Mechanismen aufgefiihrt, die aufgrund von Befunden
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mit anderen methodischen Ansétzen (vor allem transgene und Knockout—(KO)—Studien3) als
relevant fiir den neurotoxischen Prozel} angesehen werden. Die tatsdchliche Beteiligung dieser
Mechanismen an den beobachteten Stammunterschieden ist in den meisten Fillen spekulativ.
Ihre Nennung soll in erster Linie illustrieren, auf wie vielfiltigen Wegen interindividuelle Un-

terschiede vermittelt sein konnten.

Pharmakokinetik von MPTP

a) MPP*-Produktion

Ein entscheidender Schritt fiir die Neurotoxizitit von MPTP ist dessen Umwandlung zu MPP*
durch MAO-B; wird dies pharmakologisch durch MAO-B-Hemmer unterbunden, bleiben
Schiden im nigrostriatalen System aus [190,191,273], gleiches gilt bei einem KO von MAO-
B [177]. Im Stammvergleich haben C57BL-Maéuse eine hohere zentrale MAO-B Aktivitit als
NMRI-Miuse, was mit der MPTP-Sensitivitit der Stimme korrespondiert [472]. Andere, z.T.
umfangreichere Studien, in denen weitere Stimme verglichen wurden, fanden allerdings keine
signifikante Korrelation zwischen striataler MAO-B-Aktivitit und Sensitivitit fir MPTP
[167,216,404], und eine transgen gesteigerte neuronale MAO-B-Aktivitidt erhoht die MPTP-
Sensitivitit nicht weiter [10]. Ein anderer Ansatz geht von der Uberlegung aus, daB die Um-
wandlung von MPTP zu MPP" auferhalb des Gehirns die Neurotoxizitit senken miifite, da
MPP" die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kann. Tatséichlich ergaben sich bei Stammver-
gleichsstudien an Méusen und Ratten dementsprechende Korrelationen zwischen der MAO-
B-Aktivitit an der Blut-Hirn-Schranke und der beobachteten MPTP-Neurotoxizitit [341,342],
jedoch sind auch Negativbefunde bekannt [216,404]. Auch wenn die referierten Befunde nicht
eindeutig hinsichtlich der spezifischen Rolle von MAO-B sind, ist immerhin zu vermuten, dal3
die MPTP-Suszeptibilitdt durch pharmakokinetische Effekte mitbestimmt wird, was sich z.B.
an der bei Stammvergleichen gefundenen Korrelation zwischen der striatalen MPP'-

Konzentration und dem Ausmal der DA-Depletion ablesen 1463t [167].

b) Transport
Einen drastischen Einflu auf die MPTP-Neurotoxizitit hat die Funktion von Dopamin-

transportern. Wie schon in Abschnitt 1.3.2 beschrieben, gelangt MPP" iiber den Dopamin-

3 Ein "Knockout" (KO) fiir ein Gen bezeichnet den Sachverhalt, daB in einem Tier dieses Gen so manipuliert
wurde, dafl dessen Genprodukt nicht gebildet wird. Beim transgenen Tieren wird dagegen das Genom in dem
Sinne manipuliert, dafl ein neues Gen eingeschleust oder die Kopienzahl eines vorhandenen Gens verdndert wird
[86,328].
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transporter (DAT) in dopaminerge Neuronen. Ein Knockout des DAT (DAT-/-) macht Méuse
vollkommen resistent gegen striatalen DA- und nigralen Zellverlust durch systemische Be-
handlung mit MPTP, wihrend bei Heterozygoten (DAT+/-) Neurotoxizitit zwar auftritt, aber
in geringerem MaBe als beim Wildtyp (DAT+/+) [36,156]; Uberexpression von DAT erhoht
die Suszeptibilitit [106]. Regionale Unterschiede in der MPTP-Anfilligkeit dopaminerger
Neuronen korrelieren zudem mit Konzentrationen von DAT bzw. dessen mRNA[277,357].
Auf der anderen Seite transportiert der vesikuldre Monoamintransporter (VMAT) MPP* vom
Zytosol in synaptische Vesikel; dieser Prozef3 scheint eine Entgiftungsfunktion auszuiiben (in
dem Sinne, daB dieses "abgekapselte" MPP" nicht neurotoxisch wirken kann). Dementspre-
chend ist die Neurotoxizitit in Tieren, die heterozygot fiir einen KO des VMAT sind
(VMAT+4/-), ausgeprigter als im Wildtyp (VMAT+/+) [157,416]. In vitro ist es gelungen, ur-
spriinglich anfillige Zellen durch Transfektion dieses Transportmechanismus resistent gegen
das Neurotoxin zu machen [266]. Interessanterweise weist die Mausmutante tottering, die sich
u.a. durch erhohte Anzahl von VMAT2-Bindungsstellen auszeichnet, auch eine reduzierte
Anfilligkeit fir MPTP auf [225]. Dagegen waren in den zwei unterschiedlich MPTP-
sensitiven Mausstdammen C57BL/6 und CD-1 die striatalen Konzentrationen des vesikuldren
Monoamintransporters gleich [224]. Trotzdem wird intensiv diskutiert, dal genetische Unter-
schiede hinsichtlich der Dopamintransporter zu Unterschieden in der MPTP-Neurotoxizitit
fiihren konnen [293,433]. Ein hochinteressanter Befund, der eine derartige Annahme stiitzt,
stammt von Mitushata et al., die bei der Untersuchung des DAT in der Ratte eine erhohte Af-
finitéit des DAT zu MPP" infolge einer bestimmten Punktmutation fanden (die zum Austausch
nur einer Aminosdure fiihrt), wihrend eine andere Mutation zwar die Geschwindigkeit der

MPP*-Aufnahme erhohte, gleichzeitig aber die Affinitit fiir MPP" senkte [295].

Physiologische Pufferfunktionen

Da erhohte intraneuronale Kalziumkonzentrationen nach MPTP-Behandlung zur Zellschidi-
gung beitragen konnen und beispielsweise die pharmakologische Blockade von Ca™-Kanilen
MPTP-bedingten striatalen DA-Verlust verringert [240], ist wiederholt untersucht worden,
welche Rolle die physiologische Pufferung des Kalziumspiegels spielt. MPTP-Gabe zieht eine
Erhohung des Kalzium-bindenden Proteins Calbindin nach sich, was als SchutzmaBBnahme
gegen erhohte intrazelluldre Ca*™-Konzentrationen gewertet wird [310], und diejenigen do-
paminergen Neuronen im Mittelhirn, die Calbindin-haltig sind, scheinen nach Ergebnissen
zweier Studien weniger MPTP-anfillig zu sein [261,358]. Andererseits waren Calbindin-KO-
Mause nicht MPTP-anfilliger als der Wildtyp [4], und ein Stammvergleich ergab keine Un-
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terschiede in der relativen Dichte von Calbindin-positiven Neuronen in der SN zwischen
C57BL/6 und dem MPTP-resistenteren Stamm CD-1 [307], Ergebnisse, die eher gegen eine
signifikante Beteiligung von Calbindin oder anderen Ca™*-Puffern (Calretinin, [4]) bei der

Ausgestaltung von individuellen Suszeptibilititen sprechen.

Ausgangszellzahlen

Einen anderen Faktor, der schon friih in Betracht gezogen wurde, die Anfilligkeit des nigro-
striatalen Systems fiir Neurodegeneration zu beeinflussen, stellt die Ausgangsanzahl von SN-
Neuronen dar, ein Parameter, der genetisch kontrolliert ist [22]. Nach diesen Uberlegungen
wird vermutet, dafl eine geringere Ausgangszellzahl moglicherweise prognostisch ungiinstig
ist, da eine kritische Grenze der Anzahl von Zellen, die fiir die Aufrechterhaltung nigrostriata-
ler Funktionen mindestens notig ist, schneller unterschritten werden konnte [307,350].
Muthane et al. fanden im Stamm C57BL/6 hohere prozentuale Zellverluste nach MPTP bei
geringeren Ausgangszellzahlen als im CD-1-Stamm [307]. Hierbei ist zu beriicksichtigen, daf}
diese Konstellation auch rein zufillig bestehen konnte. Um die Aussage eingehender zu prii-
fen, miiten beide Parameter in mehreren Stimmen erhoben werden, um eine genetische Kor-

relation berechnen zu konnen (zu diesem methodischen Ansatz siche [30]).

Produktion und Detoxifikation von freien Radikalen

Ein anderer Weg, liber den MPTP eine Schidigung dopaminerger Neuronen ausiibt, ist die
vermehrte Produktion freier Radikale. Da freie Radikale bei vielen physiologischen Vorgin-
gen entstehen, sind Organismen mit leistungsfihigen Radikalfingersystemen ausgestattet
[57]. Das Enzym Superoxid-Dismutase (SOD) beispielsweise wandelt Superoxid-Radikale zu
minder schidlichem Wasserstoffperoxid um; Uberexpression von SOD in transgenen Miusen
verringert die MPTP-Neurotoxizitit. Die Substanz DDC ist ein SOD-Inhibitor [226] und wird
eingesetzt, um die MPTP-Wirkung zu erhohen [445]; die MPTP-verstirkende Wirkung von
DDC hingt deshalb vermutlich mit einer resultierenden verringerten Entgiftung von freien
Radikalen zusammen [57,445]. Katalase und Glutathion-Peroxidase wiederum wandeln Was-
serstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff um; Miuse mit einem Knockout fiir letzteres En-
zym sind MPTP-anfilliger [230]. In diesem Zusammenhang ist auch interessant, da} die Ba-
sisaktivitidt von Katalase und Glutathion-Peroxidase im weniger MPTP-anfilligen dopaminer-
gen mesolimbischen System hoher ist als im sehr anfilligen nigrostriatalen System [204]. An-
dererseits besitzt der Organismus eigens Enzyme zur Produktion von freien Radikalen wie

dem Stickoxid (NO), das als Botenstoff fungieren kann und durch Stickoxid-Synthase (NOS)
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hergestellt wird. Stickoxid bildet zusammen mit Superoxid das extrem aggressive Peroxyni-
trit. Mehrere Arbeiten belegen, dal die Abwesenheit von NO die durch MPTP verursachte
neurotoxische Schiadigung verringert: Pharmakologische Hemmung von NOS verringert die
striatale DA-Depletion und die Konzentration freier Radikale [229,367,389]; die Lasionsstér-
ke ist auch reduziert in KO-Miusen fiir neuronale NOS, wihrend die NO-Produktion durch
zwei andere NOS-Formen, endotheliale und induzierbare NOS, vermutlich einen weitaus ge-
ringen Anteil an der MPTP-Toxizitit hat [208,262,282]. Diese Auflistung verdeutlicht, daf}
sich im Metabolismus freier Radikale viele Prozesse in ihrer jeweiligen Ausprigung zwischen

Individuen unterscheiden und so zu differentieller Suszeptibilitét beitragen kdnnten.

Wachstumsfaktoren

Nicht nur interindividuelle Unterschiede in Abwehr-, sondern auch in Reparaturmechanismen
konnen das Ergebnis einer Lision mitbestimmen. Der im Gehirn vorkommende neurotrophe
Faktor BDNF liegt beispielsweise in hoherer Konzentration im mesolimbischen als im stérker
suszeptiblen nigrostriatalen System vor, und experimentelle BDNF-Infusion in die SN bietet
partiellen Schutz gegen MPTP [203]. Ferner wurde gezeigt, dal die Expression des Wach-
stumsfaktors FGF-2 durch MPTP angeregt wird und in zeitlicher Ubereinstimmung mit neu-
ronaler Regeneration steht [258]. Ubertragen auf potentiell vorhandene Unterschiede zwi-
schen Individuen in der Produktion von Wachstumsfaktoren wiirde dies eine unterschiedlich

starke Fahigkeit zu neuronaler Regeneration mitbedingen.

Exzitotoxizitit-beeinflussende Faktoren

In mehreren Arbeiten wurde beobachtet, dal NMDA-Antagonisten die MPTP-Neurotoxizitét
abmildern konnen [41,50,64,219,413], obwohl es dazu auch negative Befunde gibt [63]. Auch
indirekt konnte die Glutamat-vermittelte Exzitotoxizitdt nach einer MPTP-Behandlung ver-
ringert werden, indem hemmende a,-Adrenorezeptoren auf glutamatergen Axonen pharmako-
logisch angesprochen wurden [130]. Die Protektion war in der Regel nicht vollstindig, son-
dern partiell. Denkbar ist, dal genetische Unterschiede die exzitotoxische Kaskade beeinflus-

sen konnten.

Apoptoseregulatoren
Apoptose ist ein Mechanismus, der zu kontrolliertem Zelltod fiihrt; er kann durch die Anwe-
senheit freier Radikale ausgelost werden [316] und ist nach MPTP-Behandlung neben Nekro-

se einer der finalen Schritte, die zum Zelltod fiihren [337]. Apoptose wird durch das Zusam-
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menspiel mehrerer regulatorischer Proteine gesteuert. Das Protein p53 spielt eine wichtige
Rolle bei der Einleitung von Apoptose; Méuse mit einem Knockout des p53-Gens zeigen Re-
sistenz gegen striatale Neurodegeneration durch MPTP [429]. Bcl-2 ist ein Apoptose unter-
driickender Faktor, dessen Anwesenheit sowohl antioxidativ wirkt als auch mitochondriale
Funktionen verbessert. Miuse, die humanes Bcl-2 iiberexprimierten, erwiesen sich, gemessen
am striatalen DA-Verlust, gegeniiber dem Wildtyp als sehr MPTP-resistent, und in vitro kam
es auch zu geringeren MPTP-induzierten Zellverlusten in Bcl-2-iiberexprimierenden Zellkul-
turen [316,465]. Ein Bcl-2-Knockout fiihrt dagegen dazu, daB3 diese Miuse hohere DA-
Depletion und massive Letalitit durch MPTP zeigen [197]. Die Expression des Faktors bax,
der Bcl-2 inaktivieren kann, steigt bei MPTP-Behandlung an [185]. Diese Befunde legen na-
he, daf} genetisch bedingte Unterschiede in diesem komplexen Zusammenspiel von Apoptose-

regulatoren MPTP-bedingte Neurodegeneration beeinflussen konnten.

Immunantwort

Vereinzelt gibt es Befunde, wonach Immunreaktionen in neurodegenerativen Erkrankungen
die neuronale Schidigung beeinflussen kdnnen [239,241]. Einerseits kann die Immunantwort
durch Immunsuppressiva verringert werden, was mit einer Abnahme der neuronalen Schéadi-
gung einhergeht [228,241], andererseits scheinen manche Komponenten der Immunantwort
(z.B. die Induktion von Interleukin-1a) auch an einer Regeneration von dopaminergen Neuro-
nen beteiligt zu sein [196]. Es wire demnach moglich, da die (wie auch immer bedingte)
Immunkonstitution eines Organismus einen Anteil an der individuellen Ausprigung der Neu-

rodegeneration hat; der Beitrag zur Gesamtsuszeptibilitit diirfte aber eher gering sein.

1.4.7 Geschlechtsunterschiede

Mehrere Studien haben sich mit der Frage befal3t, ob es Geschlechtsunterschiede in den Aus-
wirkungen von MPTP auf das nigrostriatale System gibt; diese Frage ist unter anderem des-
wegen interessant, weil einerseits Einfliisse des Geschlechtshormons Ostrogen auf Basalgan-
glienerkrankungen beim Menschen beobachtet worden sind (Ubersicht bei [437]) und ande-
rerseits in vitro gezeigt wurde, daB Ostrogen die striatale DA-Freisetzung modulieren kann
[28]. Auch die Tatsache, daB mehr Minner als Frauen an PD erkranken, wird hinsichtlich Os-
trogenwirkungen auf nigrostriatale Degeneration diskutiert (Referenzen siehe [174,291]). Un-
zeta et al. fanden, daBB C57BL/6 Minnchen und Weibchen 24 Stunden nach MPTP zunichst
vergleichbare striatale DA-Verluste aufwiesen; zehn Tage nach Behandlung jedoch waren die

DA-Konzentrationen bei den Minnchen partiell erholt, wogegen sich die Depletion bei Weib-
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chen sogar noch weiter erhoht hatte [434]. Die Autoren stellten in Kontrolltieren zyklusab-
hingige Schwankungen der zerebralen MAO-B-Aktivitit fest, die zeitweise zu hoheren Akti-
vititen bei Weibchen gegeniiber Ménnchen fiihrten; sie vermuteten - unter Beriicksichtigung
des Befundes, dafl die Wiederaufnahme von Dopamin zyklusabhingig ist [94], dal dies eine
Quelle fiir die geschlechtsspezifischen Unterschiede der MPTP-Wirkung darstellt. Auch Du-
voisin et al. beobachteten eine ausgeprigtere MPTP-Neurotoxizitéit bei Weibchen [111].

Im Gegensatz dazu beobachteten Freyaldenhoven, Cadet und Ali [148] in CD-1-Méiusen, daf3
Minnchen einen Tag nach Behandlungsende eine stirkere Depletion aufwiesen als Weibchen,
ein Effekt, der auch nach fiinf Tagen stabil blieb. Obwohl die Weibchen héhere MPP*-Werte
in der Leber und damit eine offenbar stirkere periphere Entgiftung aufwiesen, unterschieden
sich die MPP*-Konzentrationen im Striatum nicht zwischen beiden Geschlechtern, was gegen
eine rein pharmakokinetische Erkldrung der differierenden MPTP-Anfilligkeiten spricht. In
vitro zeigten Disshon and Dluzen, daB die MPP*-induzierte striatale Freisetzung von DA in
Anwesenheit hoher Dosen von Ostrogen geringer ausfiel [98]. In einem anderem Experiment
erhielten Versuchsgruppen von ovarektomierten Weibchen und kastrierten Minnchen des
Stammes C57BL/6 entweder eine zehntigige Vorbehandlung mit Ostrogen oder Vehikel.
Nach Gabe von MPTP fiel in beiden Geschlechtern die gemessene striatale DA-Depletion in
den Ostrogen-vorbehandelten Gruppen geringer aus als in den Gruppen, die eine Vehikelbe-
handlung erhalten hatten [104]; in Weibchen des Stamms CD-1 wurde dieser Effekt - bei ins-
gesamt deutlich geringerer Depletion - dagegen nicht signifikant [103]. Die Ursache der ge-
fundenen neuroprotektiven Effekte von Ostrogen ist noch nicht hinreichend geklirt. In einer
weiteren Studie der Dluzen-Gruppe wurde eine verringerte Depletion auch nach Ostrogenbe-
handlung in 6-OHDA-lidierten Ratten beobachtet, und es wurde hier vermutet, daB Ostrogen
Wiederaufnahmeprozesse in nigrostriatale Neuronen moduliert [99]. Dagegen spricht aller-
dings der schon erwiihnte Befund, daB die striatalen MPP*-Konzentrationen von intakten
Minnchen und Weibchen sich als gleich erwiesen, wihrend die DA-Depletion bei den Ménn-
chen stirker war [291]. Alternativ wird spekuliert, ob die antioxidativen Eigenschaften von
Ostrogen von Bedeutung sind [71,291]. Allerdings sind wiederum auch selektive Ostrogenre-
zeptormodulatoren ohne starkes antioxidatives Potential in der Lage, die DA-Depletion deut-
lich zu verringern [174]. Im Gegensatz zu Ostrogen gibt es fiir das Geschlechtshormon Testo-
steron keine empirischen Anhaltspunkte fiir Neuroprotektion gegen MPTP [101]. Ge-
schlechtsunterschiede hinsichtlich der MPTP-Auswirkungen auf Verhaltensdefizite sind nach

Kenntnisstand des Autors bislang nicht untersucht worden.
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1.4.8 Altersunterschiede

Der Vollstindigkeit halber soll an dieser Stelle erwiéhnt, aber nicht weiter vertieft werden, daf3
die Stiarke der MPTP-Wirkung auch altersabhéngig ist: Aus mehreren Studien geht hervor,
daB dltere Miuse MPTP-anfilliger sind als junge [6,180]. Ein Erkldrungsansatz geht von der
Beobachtung aus, da3 die MAO-B-Aktivitit mit dem Alter ebenfalls ansteige und deshalb
mehr MPP" produziert wird [162]. Diese pharmakokinetische Erklirung wird allerdings kon-
trovers diskutiert [206,344].

1.5 Quantitative Trait Loci-(QTL)-Analysen

1.5.1 Problemstellung

Seit Jahrzehnten gibt es Versuche, genetische Einfliisse auf komplexe Eigenschaften zu ana-
lysieren. Solche Eigenschaften sind in der Regel normalverteilte Merkmale, von denen man
annimmt, dal} ihre individuelle Ausprigung durch das Zusammenspiel mehrerer Gene (= po-
lygen) zustande kommt [47]. Reverse Genetik ist derjenige genetische Forschungsansatz mit
dem Ziel, von einem Merkmal (Phédnotyp) ausgehend, chromosomale Regionen (= Genorte
oder Loci) zu lokalisieren, die mit der Ausbildung dieses Merkmals in Verbindung stehen,
und schlieBlich den biochemischen Prozef3 zu identifizieren [255]. Diese Genorte fiir solche
polygen vermittelten, quantitativen Eigenschaften werden in der Fachliteratur allgemein als
Quantitative Trait Loci (QTLs) bezeichnet [47]; die kleinstmdgliche Region und somit Fern-
ziel einer Experimentalstrategie zum Finden von QTLs sind letztendlich die Gene selbst. Bei
der Untersuchung derartiger Fragestellungen bieten Tiermodelle einen entscheidenden Vor-
teil: In ihnen lassen sich — anders als bei Humanstudien, in denen nur gegebene Stammbiume
untersucht werden kénnen — durch experimentelle Manipulation (v.a. Ziichtung) kontrolliert
Bedingungen herstellen, die fiir genetische Analysen besonders vorteilhaft sind. Als Ver-
suchstier ist die Maus unter anderem hervorragend geeignet, weil neben umfangreichen Daten
tiber verschiedenste Phinotypen auch auBlerordentlich detaillierte Information iiber ihr Genom
vorhanden ist. Erste Evidenz fiir die Beteiligung genetischer Einflufaktoren stammt oft aus
dem phénotypischen Vergleich von Inzuchtstimmen (genetisch homogene Stimme, siehe un-
ten), aus der Untersuchung von Tieren mit Spontan- oder induzierten Mutationen oder aus se-

lektiven Ziichtungsexperimenten, bei denen im Tierexperiment Linien fiir bestimmte Eigen-
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schaften erzeugt werden. Unterschiede zwischen derartigen Gruppen lassen auf genetische

Beteilung am interessierenden Merkmal schlieBen.

1.5.2 Experimentelle Anséitze

Ein recht grober Ansatz, um QTLs zu lokalisieren, ist die Durchfiihrung einfacher Kopp-
lungsanalysen, in denen der interessierende Phinotyp (z.B. lokomotorische Aktivitit) mit dem
Auftreten phédnotypischer Marker mit bereits bekannter chromosomaler Lokalisation (bei-
spielsweise Fellfarbungen oder offen sichtbare Mutationen) in Verbindung gesetzt wurde. Da
die Zahl phinotypischer Marker sehr begrenzt ist, kann mit Hilfe dieser Methode meist nur
die Aussage getroffen werden, da3 bestimmte Chromosomen an einer Merkmalsausprigung
wie z.B. Offenfeldaktivitiit [74] mitbeteiligt sind. Ein seit Ende der achtziger Jahre eingesetz-
tes Verfahren zum Auffinden von QTLs, mit der durch Einsatz einer sehr groen Zahl von
Markern weitaus genauere Eingrenzungen moglich sind, ist die QTL-Analyse (synonym
QTL-Mapping) [47,92]. Dieses Verfahren stellt prinzipiell eine komplexe Kopplungsanalyse
dar. MaBgeblich fiir deren Entwicklung waren die Entdeckung genomischer Marker [245], al-
so in der DNS natiirlich und reichhaltig vorkommender Sequenzvariationen, die Entwicklung
der Polymerase-Kettenreaktions-(PCR)-Technik zur Vervielfiltigung von DNS-Abschnitten,
die damit verbundene Zunahme von Wissen iiber die Struktur des Genoms verschiedener
Spezies sowie die Entwicklung entsprechender mathematischer Verfahren und Software, mit
der sich derart gro3e Datensitze analysieren lassen [244].

QTL-Analysen sind mittlerweile auf eine Vielzahl von in Tiermodellen untersuchten komple-
xen Eigenschaften angewendet worden. Dazu zdhlen eher physiologische Eigenschaften wie
z.B. Blutdruck [364], ganz besonders auch aber Verhaltensmerkmale wie Emotionalitit
[127,128], Lernleistungen [58,448] oder sensorische und motorische Entwicklung [256]. Ge-
genstand groflen Forschungsinteresses ist auch die Suche nach Genen gewesen, die die Sensi-
tivitdt fiir verschiedene Substanzen wie Methamphetamin [178] oder Ethanol [81,83,158,327]
beeinflussen, wobei in diesem Bereich innerhalb einer Dekade nicht zuletzt unter rasanter
Weiterentwicklung der Methodik [364] grof3e Fortschritte erzielt wurden, d.h. eine Reihe von
chromosomalen Regionen mit sehr groer Wahrscheinlichkeit eingekreist werden konnten
([82], siehe dort auch die Ubersicht iiber (verhaltens-) neurowissenschaftlich relevante QTL-

Studien).
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1.5.3 Ablauf einer QTL-Analyse
Wie im folgenden erldutert, ist ein QTL-Projekt gekennzeichnet durch eine Abfolge mehrerer

Etappen [39]:

1. Auswahl zweier Inzuchtstimme

In aller Regel werden fiir QTL-Analysen Inzuchtstimme verwendet; dies sind Stimme, die
aufgrund von gezielter Inzucht iiber mehr als 20 Generationen fiir nahezu jedes Merkmal ho-
mozygot sind, d.h. auf jedem der beiden homologen Chromosomen das gleiche Allel tragen.
Alle Tiere innerhalb eines Inzuchtstammes sind damit genetisch praktisch identisch, und
dementsprechend sind auch die Phidnotypen sehr dhnlich (beobachtete Variationen sind auf
Umwelteinfliisse zuriickzufiihren). Findet man bei Vergleichen eines Phénotyps unter glei-
chen Umweltbedingungen zwischen verschiedenen Stimmen Unterschiede, so konnen diese
auf Unterschiede in der fiir das Merkmal relevanten genetischen Ausstattung, den Genotyp,
zuriickgefiihrt werden.

Ein erster Schritt ist die Durchsicht bestehender Literatur beziiglich Vergleichen zwischen In-
zuchtstimmen, die fiir eine Reihe von Phinotypen vorliegen (fiir Verhaltensmalle siehe z.B.
Ubersicht bei [87]). In die engere Auswahl kommen Stimme, die sich im interessierenden
MaB besonders markant unterscheiden. Die beschriebenen Unterschiede miissen sorgfiltig re-
pliziert werden, bzw. fiir den Fall, daB in der Literatur keine Informationen fiir einen Phéno-
typ zur Verfiigung stehen, miissen eine MeBprozedur etabliert und ein Screening von Inzucht-
stimmen selber durchgefiihrt werden. Frankel und Taylor [134] weisen ausdriicklich darauf
hin, daB das Gelingen einer QTL-Analyse entscheidend von einer méglichst prizisen Phéno-
typbestimmung abhingt. Die Wahl des verwendeten Mausstamms héngt ferner davon ab, wie
hoch die Polymorphismusrate (d.h. das Ausmal} der Unterschiedlichkeit der genetischen Mar-

ker) zwischen den Stdmmen ist und ob die Tiere sich miteinander verpaaren lassen.

2. Produktion und Analyse einer Filial-(F1)-Generation

Fiir die folgenden Arbeitsschritte miissen die Einrichtungen und das Fachwissen vorhanden
sein, um Ziichtungen vorzunehmen zu konnen: Die beiden ausgewihlten Inzuchtstimme wer-
den zunidchst zu reziproken F1-Generationen verkreuzt, d.h. Miitter von Stamm A werden je-
weils mit Vitern von Stamm B verpaart und umgekehrt. (Die F1-Generationen sind wie die
Parentalstimme genetisch homogen, da das Genom der einzelnen Individuen ebenfalls iden-
tisch ist, aber die Tiere sind fiir alle Loci heterozygot, auf denen die Parentalstimme unter-

schiedliche Allele tragen.) Die F1-Tiere werden dann phénotypisiert; dies dient zur Kontrolle
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von geschlechtsabhingigen Vererbungsmodi wie genetischer Pragung ("imprinting", Variati-
on der Genexpression je nach Herkunft eines Allels aus viterlichem oder miitterlichem Ge-
nom) oder mitochondrialer Vererbung (diese erfolgt nur iiber das miitterliche Genom), was als
phénotypischer Unterschied zwischen den beiden Teilkreuzungen sichtbar wiirde. Zusitzlich
konnen quantitativ-genetische Berechnungen durchgefiihrt werden als Entscheidungshilfe,
wie grof} die zu untersuchende Tierzahl in der F2-Generation sein sollte oder welche F2-
Ziichtungsstrategie am erfolgversprechendsten ist. Neben der hier vorgestellten Intercross-
Strategie, bei der Individuen der F1-Teilkreuzungen wiederum miteinander verpaart werden,
gibt es noch die sogenannte Backcross-Strategie, bei der die F1-Tiere auf einen der beiden Pa-
rentalstimme zuriickgekreuzt werden. Je nach Charakteristik des jeweiligen Phédnotyps und
Ziel der QTL-Analyse (z.B. Schitzung der Anzahl relevanter QTLs vs. genaueres Eingrenzen
eines Locus mit hoher Varianzaufkldrung) weisen diese Strategien jeweils spezifische Vor-

und Nachteile auf; eine Ubersicht dazu geben Frankel und Taylor [134].

3. QTL-Erkennung

Im néchsten Schritt werden eine F2-Intercross-Population erzeugt und deren Individuen eben-
falls einer Phinotypisierung unterzogen. Durch das Phdnomen des Crossing-over, einem zu-
fillig erfolgenden Austausch von DNS-Abschnitten zwischen den homologen Chromosomen
withrend der Keimzellbildung, kommt es zu einer Rekombination von Allelen. Die einzelnen
Individuen der F2-Generation unterscheiden sich daher in ihrer genetischen Ausstattung von-
einander und weisen deshalb auch meist eine grolle Streubreite des Phénotyps auf. Es wird
dann eine Genotypisierung mit Mikrosatellitenmarkern vorgenommen; in diesem Abschnitt
eines QTL-Projektes ist also die Expertise von Molekulargenetikern besonders gefragt. Die
eigentliche QTL-Erkennung wird danach mit Hilfe spezieller Software vorgenommen, mittels
derer fiir jeden Marker gepriift wird, ob dessen Vorhandensein mit der Merkmalsausprigung
signifikant korreliert. Da multiple Testungen vorgenommen werden, wihlt man eine sehr ho-
he Signifikanzgrenze, um das Risiko falsch positiv detektierter QTLs moglichst gering zu hal-

ten.

4. QTL-Kartierung (''Mapping'')
Nachdem eine Zahl von QTLs entdeckt worden ist, ist das nichste Ziel, eine Lagebestimmung
fiir diese vorzunehmen. Die am hiufigsten verwendete Methode ist das Intervall-Mapping;

hierbei werden jeweils Paare von Markern miteinander verglichen. Am Ende entsprechender
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Berechnungen steht in der Regel die Angabe von 95%-Konfidenzintervallen, innerhalb derer

die QTLs liegen sollten.

5. Feinkartierung (''Fine Mapping'')

Diese Konfidenzintervalle sind in aller Regel allerdings so grof3, daf in diesem chromosoma-
len Abschnitt noch ca. 1000 Gene liegen konnen. Die weitere Eingrenzung erfolgt durch
kombinierte Anwendung weiterer Strategien, z.B. durch den Vergleich der identifizierten Re-
gion mit dem syntenen (d.h. genetisch vergleichbaren) Abschnitt im humanen Genom. Sind
dort bereits plausible Kandidatengene lokalisiert worden, kann eine Uberpriifung mittels ent-
sprechender Knockout- oder transgener Tiere erfolgen. Konnen noch keine Kandidatengene
ausgemacht werden, bietet sich beispielsweise die Herstellung intervall-spezifischer kongener
Stdmme an, die sich nur in Teilen des QTLs-Abschnitts unterscheiden (vertiefende Darstel-

lung von Feinkartierungsansitzen: [39,92,304,432]).
Aus der Beschreibung dieser Abfolge von Arbeitsschritten ist offensichtlich, daB fiir ein solch

komplexes Vorhaben die besondere Expertise verschiedener Disziplinen gefordert ist, so dal}

in der praktischen Durchfiihrung Laborkooperationen dafiir priadestiniert sind.
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2 Gegenstand und Fragestellungen der vorliegenden Arbeit

2.1 Skizzierung eines QTL-Mapping-Projektes der MPTP-Suszeptibilitit

Die Tatsache, dal} die Parkinson-Krankheit gewohnlich erst im spiteren Lebensalter zutage

tritt und die betroffenen Personen bis dahin den unterschiedlichsten, kaum nachvollziehbaren

Umwelteinfliissen ausgesetzt waren, erschwert die Ursachenforschung am Menschen

betrichtlich. Geht man auferdem von der hidufig diskutierten Annahme aus, dafl eine

Pridisposition, an PD zu erkranken, polygen vererbt wird, konnte dies plausibel machen,

warum Zwillingsstudien selten zu eindeutigen Ergebnissen beziiglich der Erblichkeit der

Erkrankung fiihrten.

Eine alternative Moglichkeit, potentielle genetische Einfliisse auf dopaminerge Neurodegene-

ration zu erforschen, ist die Modellierung dieser Fragestellung im Tierversuch. Dies hat die

Vorteile, da} im Labor Umweltbedingungen besser kontrolliert werden konnen und daf3 durch

Einsatz gezielter Zucht von Tieren auch das Problem wegfillt, auf natiirlich vorkommende

genetische Variation angewiesen zu sein. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Ver-

suchsdesign beruht auf einer Reihe von Uberlegungen:

= Morbus Parkinson tritt bei Tieren nicht spontan auf; durch Gabe geeigneter Neurotoxine
kann aber auf neuropathologischer wie auf Verhaltensebene Parkinsonismus hergestellt
werden, ein Zustand, der groB3e Parallelen zur humanen Erkrankung aufweist [162].

= Die Applikation des Neurotoxins MPTP in der Maus wird als ein Modell angesehen, das
nicht nur oberfldchlich einen PD-dhnlichen Zustand herstellt, sondern das auf molekularer
Ebene grofle Gemeinsamkeiten mit der humanen Krankheit besitzt [192,299,336,337].

= Die Maus ist eine Spezies, die sich relativ problemlos ziichten 146t und iiber die bereits um-
fangreiche genetische Informationen einschlielich Vergleichsinformationen zur Relation
von Maus- vs. menschlichem Genom (Syntenie) vorliegen.

= Es ist gut belegt, dall sich Mausstamme in ihrer Anfilligkeit fiir MPTP unterscheiden, was
eine genetische Basis der MPTP-Suszeptibilitit, d.h. einer induzierten Neurodegeneration
vornehmlich des nigrostriatalen Systems, nahelegt. Diese Unterschiede sind offenbar quan-
titativer Natur, sie liegen also in vielen Abstufungen vor (vgl. Tabelle 2), was auf eine po-
lygene Vererbung deutet. Ferner gibt es eine grole Anzahl von moglichen Mechanismen,
iber die dies vermittelt sein kann; das Bestitigen oder Verwerfen dieser Mdoglichkeiten
mittels Einzeliiberpriifung wire sehr mithsam. Es ist aulerdem zu vermuten, dal3 weitere

Mechanismen iiberhaupt noch nicht identifiziert worden sind.
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= Mit der QTL-Analyse steht ein heuristisches Verfahren zur Verfiigung, um phénotypische

Variation mit genotypischer Variation in Verbindung zu setzen.

Diese Fakten fiihrten zur Planung eines QTL-Analyse-Projektes, mit dem genetische Mecha-
nismen der MPTP-Suszeptibilitéit untersucht werden sollen: Dazu miissen Méuse aus einer Pa-
rental-, einer F1- und einer F2-Generation mit MPTP behandelt werden und dessen neurotoxi-
sche Wirkungen quantifiziert werden. Das individuelle Ausmal} dieser neurotoxischen Wir-
kungen wird in der F2-Generation mit genetischer Variation korreliert, um merkmalsrelevante
Abschnitte auf dem Genom auszumachen. Ein solches Vorgehen, bei dem im Sinne des Sus-
zeptibilititskonzeptes ein Phinotyp durch Behandlung mit einer Substanz hergestellt wird, hat
kiirzlich bereits in der tierexperimentellen Epilepsieforschung zur Identifikation Epilepsie-
relevanter QTLs gefiihrt. Hier wurde die individualspezifische Wirkung der Stoffe Kainat
bzw. Pentylentetrazol, bei F2-Miusen einen Krampfanfall auszulosen, getestet [122,444].
Auch Loci, die das Ausmal einer durch Haloperidol induzierten kataleptischen Reaktion be-

einflussen, wurden unldngst entdeckt [340].

Fiir die Auswahl geeigneter Mausstamme war entscheidend, daf} es sich um Inzuchtstimme
handelte, dal} diese sich deutlich in ihrer MPTP-Anfilligkeit unterscheiden, daf iiber ihre ge-
nomische Ausstattung hinreichend Informationen vorliegen und daf3 geeignete Mikrosatelli-
tenmarker zur Verfiigung stehen mufiten. Anhand dieser Kriterien wurden der im MPTP-
Modell oft untersuchte Stamm CS57BL/6, der sich in den meisten Stammvergleichen als aus-
gesprochen anfillig erwiesen hat, und der ebenfalls hiufig benutzte, aber anscheinend wesent-
lich MPTP-resistentere Stamm BALB/c ausgewdhlt. Es sollten beide Geschlechter untersucht
werden, da sie ja einerseits beide an der Ziichtung von F1- und F2-Generation beteiligt sind
und andererseits dadurch auch neue Informationen iiber Weibchen gewonnen werden konnen,

die im MPTP-Modell bisher eher selten untersucht worden sind.

Es wurde eine Phinotypisierung auf mehreren Ebenen angestrebt. Beziiglich der Selektion
von Verfahren zur Untersuchung von Verhaltensinderungen waren mehrere Kriterien wichtig:
Einerseits sollte mehr als nur ein Symptom untersucht werden, dann sollten Testverfahren
eingesetzt werden, die sich bereits bewidhrt haben, andererseits die Untersuchung auch auf
bisher unbearbeitete Fragestellungen ausgeweitet werden, und schlieBlich war auch entschei-
dend, daf} die Tests - wegen der grolen Zahl zu untersuchender Individuen - leicht und mit

vertretbarem Zeitaufwand durchfiihrbar waren. Es wurden sechs Testverfahren ausgewihlt:
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Das Offenfeld ist der meistbenutzte Test im MPTP-Mausmodell, und in ihm gewonnene
motorische Aktivititsparameter sind sensitiv fiir Verdnderungen in der nigrostriatalen Ak-
tivitit.

Der Pole-Test wurde gewihlt als ein Verfahren, das spezifisch zur Erfassung von Bradyki-
nesie in der MPTP-behandelten Maus entwickelt worden ist [317].

Das Rotarod ist ein klassisches Verfahren zur Bestimmung des motorischen Koordinati-
onsvermogens [223].

Mit einem Greif-Test wurde ein Verfahren in die Testbatterie aufgenommen, das motori-
sche Koordinationsleistung an einem Drahtseil priift. Da die Tiere die Tendenz haben, sich
auf das Drahtseil aufzuschwingen und sich darauf fortzubewegen [165], befindet sich bei
der von uns verwendeten Version je eine Plattform an den beiden Enden des Drahtes, de-
ren Erreichen ein Zielkriterium darstellt (dhnlich dem sogenannten "tightrope test" [275]).
Das Nestbauverhalten ist nach Kenntnisstand des Autors in MPTP-behandelten Miusen
bisher nicht untersucht worden. Es wurde fiir die vorliegende Arbeit gewihlt, da es ein
Verhalten darstellt, das intakte Mause bei Vorhandensein von geeignetem Material spontan
ausiiben [380,381] und das ferner nicht erst in einer spezifischen Testsituation, sondern be-
reits im Heimkéfig zu beobachten ist. Dariiber hinaus deutete sich in einer Arbeit an, daf3
eine Mausmutante (weaver) mit striatalem DA-Mangel zum Bau eines kompletten Nests
mehr Zeit benotigte als der Wildtyp [51].

Mit dem "Elevated Plus-Maze" (kurz: "Plus-Maze"; zu deutsch etwa: "erhOhtes Plus-
Labyrinth") wurde schlielich auch ein weitverbreiteter Test zur Messung von Emotionali-
tit eingesetzt [31,176]. Dies ist geschehen, da einerseits unseres Wissen keine Informatio-
nen zur etwaigen Wirkung von MPTP auf diese Verhaltensdomine vorliegen, andererseits
aber einige empirische Befunde fiir eine Einflu von Dopaminsystemen auf Emotionalitit

sprechen [347,403], so da eine Uberpriifung dieser Frage sinnvoll erschien.

Auf der neurochemischen Ebene sollten Dopamin- und andere Monoamin-Konzentrationen

post mortem im Neostriatum und im ventralen Striatum mittels HPLC bestimmt werden, und

schlieBlich sollten eventuelle histologische Verdnderungen (Zellverlust) in Substantia nigra

und VTA erfal3t werden.

Die Absicht war, durch dieses Mehrebenen-Vorgehen den Phinotyp "MPTP-Suszeptibilitit"

moglichst umfassend zu erheben. Entsprechend der QTL-Logik war es erforderlich, den in der

Literatur beschriebenen Stammunterschied zwischen C57BL/6 und BALB/c zunichst durch
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eigene Uberpriifung zu bestitigen. AnschlieBend wurden reziproke F1- und F2-Generationen
erzeugt und ebenfalls mit den genannten Methoden hinsichtlich ihrer MPTP-Anfilligkeit phi-
notypisiert. SchlieBlich ist geplant, eine Genotypisierung vorzunehmen, so daf3 eine QTL-
Analyse durchgefiihrt werden kann. Endziel dieses Projektes ist es, Vererbungscharakteristika

fiir MPTP-Suszeptibilitit zu bestimmen und dafiir relevante QTLs zu identifizieren.

Das Gesamtprojekt wurde bzw. wird realisiert in Kooperation mit dem Labor fiir Molekulare
Neurogenetik an der Universitiat Diisseldorf (PD Dr. Auburger), mit dem zusammen Ver-
suchsplanung und Datengewinnung zum Phénotyp durchgefiihrt wurden, sowie mit dem La-
bor von Prof. Dr. Belknap an der Oregon Health Sciences University (Portland, USA), das
tiber langjdhrige Expertise in der Durchfiihrung von QTL-Mapping-Studien verfiigt und in
dem die Genotypisierung der phinotypisierten Tiere und die QTL-Analyse ausgefiihrt werden
soll. Da die Phinotypisierung auf den Ebenen Verhalten, Neurochemie und Histologie mal3-
geblich am Institut fiir Physiologische Psychologie I der Universitidt Diisseldorf (Prof. Dr. Hu-
ston) bzw. unter dessen Federfiihrung stattgefunden hat und dieser Bereich die zentrale Do-
mine der Physiologischen Psychologie ist, werden in der vorliegenden Arbeit ausschlieflich
Vorgehen und Ergebnisse beziiglich der Phiinotypisierung dargestellt. Da die gesamte Daten-
erhebung in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Katja Hofele (Labor PD Dr. Auburger) erfolgte,
sind einige der hier présentierten Daten zur Parental- und F1-Generation auch in ihrer Disser-

tation [198] zu finden, sie sind dort aber in einem anderen Bezugrahmen behandelt worden.

2.2 Fragestellungen

Der Aufbau der vorliegenden Arbeit richtet sich nach der Logik der in Abschnitt 2.1 skizzier-
ten QTL-Studie und ist durch die aufeinanderfolgende Untersuchung von 3 Generationen klar
in einzelne Abschnitte gegliedert. Da das gesamte Projekt explorativen Charakter hat, werden
nur in wenigen Fillen gerichtete Hypothesen formuliert. Abb. 4 gibt einen schematischen

Uberblick iiber den Ablauf der Kreuzung.

Vorversuch

Vor Durchfiihrung der eigentlichen Experimente wurde eine Stichprobe von unbehandelten
Maiusen beider Parentalstimme (C57BL/6 und BALB/c) und Geschlechter mit den genannten
Methoden (ausgenommen die Untersuchung des Nestbaus) untersucht. Ziel war es, Durchfiih-

rungsroutinen fiir die Testverfahren zu etablieren, Basalwerte als Entscheidungshilfe fiir die
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Optimierung von Versuchsprozeduren zu ermitteln und die Ergebnisse dahingehend zu be-
trachten, ob sie prinzipiell mit Angaben in der einschldgigen Literatur iibereinstimmten.

Die Ausformulierung gezielter Fragen erfolgt daher nicht.

Generation:
Parental Filial 1 (F1) Filial 2 (F2)

C57BI/6 B6BCF1 B (schvar
W @ [braun]
B6BCF2 Q [agouti]
X Mund W
[zimtfarben]

Balb/c B6BCF1
M @ [weiB]

Balb/e @ BCBGF1~ A (cchar
w ’ [braun]
X

——Jp BCBGF2 ,
M und W @ aooutl
[zimtfarben]

C57B|/6 BCB6F1
M @ [weiB]

Abb. 4. Ziichtungsschema. Die Darstellung gibt den prinzipiellen Ablauf der reziproken Ziichtung von den Pa-

rentalstimmen (das sind C57BL/6 und BALB/c) bis zur F2-Generation wieder. Das Kreuz symbolisiert die Ver-
kreuzung iibereinanderliegender Weibchen (W) und Minnchen (M), der Pfeil weist auf die resultierende Nach-
kommenschaft. Die verkleinerte Darstellung der F2-Tiere dient nur der besseren Ubersichtlichkeit. In eckigen
Klammern sind die verschiedenen beobachtbaren Fellfirbungen in der F2-Generation angegeben, die einzelnen
Typen treten jedoch realiter in unterschiedlichen Haufigkeiten auf. Zur Genetik der Fellfirbung siehe Abschnitt
4.4.1. Die Benennung der F1- und F2-Stdamme folgt der gebrduchlichen Nomenklatur, wonach der Name aus ei-

nem Kiirzel fiir den Stamm des Weibchens und dann des Miannchens der Elterngeneration gebildet wird.

Parentalgeneration

In dieser Etappe wurden Tiere beider Parentalstimme und Geschlechter mit MPTP bzw. Ve-
hikel (Kochsalzlosung) behandelt. Im Vordergrund stand die Frage, ob sich die in der Litera-
tur berichteten unterschiedlichen MPTP-Suszeptibilititen dieser Inzuchtstimme, gemessen
anhand von neuralen Parametern, replizieren lieBen. Ferner war von Interesse, ob sich derarti-

ge Unterschiede auch auf der Verhaltensebene finden lieBen; zwar gab es spirliche Hinweise
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auf die Existenz von Verhaltensunterschieden nach MPTP-Gabe zwischen Stimmen [189],

dies ist unseres Wissens nach bisher aber nur in einer anderen Arbeit experimentell tiberpriift

worden [332], so dal diesem Aspekt in der vorliegenden Arbeit groe Bedeutung beigemes-

sen wurde. Zu Beginn dieser Projektphase stellte sich heraus, dal das aus der Literatur iiber-

nommene MPTP-Dosierungschema zu starker, geschlechtsabhéngiger Letalitit fiihrte, so dal3

ein geeignetes Schema gefunden werden mufte.

Folgende Fragen sollten in diesem Projektstadium beantwortet werden:

= Welches MPTP-Dosierungschema erzeugt nigrostriatale Ladsionen in den gewihlten Stim-
men bei niedriger Sterberate?

= Sind Miduse vom Stamm C57BL/6, gemessen an striatalem Dopamin- und Zellverlust,
MPTP-anfilliger als BALB/c-Tiere?

= Falls ja: Treten zwischen den Stdmmen auch unterschiedlich starke Verhaltensdefizite auf,
und mit welchen Testverfahren sind sie nachweisbar?

= Unterscheiden sich Miannchen und Weibchen in ihrer Anfilligkeit fiir MPTP?

F1-Generation

Die Ergebnisse aus der Parentalgeneration bestitigten die angenommenen Stammunterschiede

beziiglich der MPTP-Anfilligkeit. Daher wurden reziproke F1-Generationen geziichtet und

mit der gleichen Phénotypisierungsbatterie wie die Parentaltiere getestet. Da bis zur Durch-

fiihrung dieser Etappe nach unserem besten Wissen keine derartige Studie publiziert worden

war und die potentiellen Vererbungsmodi véllig unbekannt waren, konnte vorab keine Hypo-

these formuliert werden. Die Fragen, die an diesen Teil der Studie gerichtet wurden, lauteten

deshalb:

= Wie verhilt sich der Grad der MPTP-Anfilligkeit in der F1-Generation zu den Parental-
stimmen?

= Unterscheiden sich die reziproken Kreuzungen in ihrer MPTP-Anfilligkeit, d.h. gibt es

Anhaltspunkte fiir geschlechtsgebundene Vererbungswege?

F2-Generation

Der Phénotyp der F2-Generation wurde mit der gleichen Methodik wie in den vorangegange-
nen Experimenten in einer groen Zahl von Individuen bestimmt. Besonderes Gewicht lag in
diesem Untersuchungsabschnitt auf der Verteilung der Werte, weil die F2-Generation gene-
tisch heterogen ist und die Phdnotypen der einzelnen Tiere die Basis der QTL-Analyse bilden.

Als ausreichende Stichprobengrofe fiir eine grobe QTL-Detektion wird in der Literatur n=250
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genannt [255], was inzwischen auch mehrfach erfolgreich demonstriert worden ist [122,435];
dennoch wurde beschlossen, dal der Umfang unserer Stichprobe zur Sicherheit mindestens
20% dariiber liegen sollte (d.h. n>300).

Eine leicht erkennbare Folge der durch die Ziichtung erzeugten genetischen Variation ist das
Auftreten unterschiedlicher Fellfirbungen. Da die Pigmentierung seit vielen Jahren in Ver-
bindung mit der MPTP-Anfilligkeit gebracht worden ist, sollte deren Bedeutung gepriift wer-
den. Aus diesen Uberlegungen ergaben sich die nachfolgenden Fragen:

= Welche Verteilung weisen die phinotypischen Variablen auf?

= Sind pigmentierte Tiere MPTP-anfilliger als unpigmentierte?

Folgeuntersuchung 1: Tyrosinase

Eine vorldufige Analyse des Zusammenhangs zwischen Pigmentierung und MPTP-
Suszeptibilitit in der F2-Generation erbrachte einen Hinweis auf einen solchen Zusammen-
hang. Daher wurde diese Frage in einer Folgestudie noch gezielter iiberpriift, indem Ménn-
chen des C57BL/6-Stamms (=Wildtyp) mit einer Mutante verglichen wurde, die sich nur in
einem Gen vom Wildtyp unterschied (man spricht von sogenannten koisogenen Stimmen
[264]), ndmlich dem Gen fiir das Enzym Tyrosinase. Die Abwesenheit dieses Enzyms bewirkt
das Fehlen des Pigmentfarbstoffs Melanin (Albinismus). Die entscheidende Frage lautete:

= Ist der pigmentierte Stamm C57BL/6 MPTP-anfilliger als der Stamm, der eine Tyrosinase-

Mutation trigt und deshalb unpigmentiert ist?

Folgeuntersuchung 2: Letalitiit

Ein Phénomen in der F2-Generation war eine auffallend hohe Letalitit unter den Weibchen
(ca. 30%). Aufgrund pathologischer Befunde wurde die Hypothese aufgestellt, dal dies mit
dem im Vergleich zu Minnchen hoheren Ostrogenspiegel der Weibchen zusammenhiingt und
somit zyklusabhingig ist. Es wurden deshalb Weibchen im Ostrus (=hoher Ostrogenspiegel)
vs. Diostrus (=niedriger Ostrogenspiegel) mit MPTP behandelt und die Letalitit dieser beiden
Gruppen verglichen, um folgende Frage zu beantworten:

» Ist die Letalititsrate hoher in der Gruppe, die im Ostrus behandelt wurde, als in der im

Di6strus behandelten Gruppe?
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3 Material und Methoden

3.1 Tiere und Tierzucht

Alle Tiere fiir die beschriebenen Experimente, ausgenommen diejenigen fiir die Folgeuntersu-
chung 1, wurden von der Tierversuchsanlage (TVA) der Universitét Diisseldorf bezogen, wo
sie geboren und aufgezogen worden waren. Es handelte sich um 8-10 Wochen alte Minnchen
und Weibchen der Stimme C57BL/6JIbm und BALB/cJIbm; urspriinglicher Lieferant der
Stamme war RCC, Itingen, Schweiz. Fiir das in dieser Arbeit beschriebene Projekt wurden in
der TVA zu vorher abgestimmten Zeitpunkten eigens F1- und F2-Hybride dieser Stimme ge-
ziichtet. Dazu wurden nach einem reziproken Ziichtungsprotokoll einzelne Paare von
C57BL/6-Weibchen mit BALB/c-Miénnchen verpaart, um B6BCF1-Tiere zu ziichten bzw.
BALB/c-Weibchen mit C57BL/6-Minnchen verpaart fiir die Zucht von BCB6F1-Tieren. In-
dividuen dieser Kreuzungen wurden wieder getrennt nach Teilkreuzung miteinander verpaart,
um die Kreuzungen B6BCF2 und BCB6F2 zu erzeugen. Die Benennung der F1- und F2-
Stamme folgte der gebrduchlichen Nomenklatur, wonach der Name aus einem Kiirzel fiir den
Stamm des Weibchens und dann des Miénnchens der Elterngeneration gebildet wird (siehe
[125] und www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/strains.shtml). Fiir die Folgeuntersu-
chung 1 wurden C57BL/6J-Miuse und koisogene C57BL/6J-Tyr"*-Mutanten von einem ex-

ternen Lieferanten bezogen (siehe Punkt 4.5.2 fiir Details).

3.2 Tierhaltung

Die Tiere wurden jeweils wenige Tage vor Beginn des Experiments aus den Zuchtraumen, wo
sie mit ihren Wurfgenossen zusammen gehalten worden waren, in einen Haltungsraum ge-
bracht und dort unter einem 12-Stunden-Hell-Dunkel-Rhythmus (zeitgeschaltete Leuchtstoff-
rohren) bei einer Umgebungstemperatur von 25+2°C in Einzelkifigen (ca. 26 x 20 x 14 cm)
mit freiem Zugang zu Nagetierfutter (Sniff R/M, Soest) und Wasser gehalten. Drei Tage vor
Experimentbeginn wurde jedes Tier mehrere Minuten gehéndelt, um es an die Handhabung
durch die Experimentatoren zu gewdohnen, gewogen (Tierwiegemodus, Mettler-Toledo PB
801, Giessen) und mittels eines farbigen Strichcodes am Schwanz markiert; abschliefend

wurde das Geschlecht der Tiere verifiziert.
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3.3 Substanzen und Injektion

3.3.1 Substanzen und Injektion

MPTP-HCI (RBI, Koln) wurde in physiologischer Kochsalzlosung (KSL) gelost und intrape-
ritoneal (i.p.) appliziert’. In Abstinden von zwei Stunden erfolgten insgesamt 4 Injektionen
von jeweils 15 mg MPTP-HCl/kg Korpergewicht (MPTP4x15). In einigen Tieren der Paren-
talgeneration wurden abweichende Dosierungsschemata benutzt, siche dazu Abschnitt 4.2.2.
Die Verabreichung erfolgte in einem Volumen von 10 ml/kg Korpergewicht. Kontrolltiere
wurden mit entsprechenden Mengen von KSL behandelt. Die Zuordnung der Tiere zu den

Kontroll- oder Experimentalgruppen erfolgte nach Zufall.

3.3.2 Sicherheitsmafinahmen

Da die Intoxikation mit MPTP beim Menschen ein Parkinson-Syndrom auslosen kann, was
neben Drogenabhingigen, die sich MPTP-verunreinigte Stoffe intravends injiziert haben,
moglicherweise auch bei Chemikern, die diese Substanz synthetisiert haben, geschehen ist
[248], miissen beim tierexperimentellen Einsatz geeignete SicherheitsmaBnahmen getroffen
werden, um das Risiko einer Gefihrdung von Experimentatoren zu minimieren. Dazu gehort
als erstes, daB3 nicht die leichtfliichtige freie Base, sondern das nichtfliichtige Salz MPTP-HCl
verwendet wird, das zudem gut wasserloslich ist [207]. Wie von Pitts et al. empfohlen, erfolg-
te die Herstellung der MPTP-Losung moglichst rasch unter einem Abzug und mit geeigneter
Schutzkleidung (Kittel, Latex-Handschuhe, Mundschutz) und Schutzbrille [330]. Da in den
ersten 48 Stunden nach Injektion von Miusen ein Teil der injizierten Substanz in Kot und
Urin wieder ausgeschieden werden kann [466], wurden alle Verhaltensuntersuchungen grund-
sdtzlich ebenfalls mit der erwédhnten Schutzkleidung durchgefiihrt. Die Entsorgung kontami-
nierten Materials (Kéfigeinstreu, Handschuhe, Wischtiicher, Spritzen etc.) erfolgte durch
Hochtemperaturverbrennung; Restmengen von gelostem MPTP-HCI wurden in schwefelsau-

rer Kaliumpermanganatlosung unschédlich gemacht [330].

* Nachfolgend wird in dieser Arbeit vereinfachend nur von "Kochsalzlsung" bzw. "KSL" gesprochen. Damit ist
stets eine physiologische Kochsalzlosung (0.9% NaCl in H,O) gemeint.
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3.4 Verhaltensmessungen

Allgemeine Prozeduren

Um keine Kifige mit eventuell MPTP-kontaminierter Einstreu zu transportieren, wurden die
Tiere vor Beginn der Verhaltensmessungen von ihrem Heimkifig einzeln in Transportkifige
tiberfiihrt, die bis auf die fehlende Streueinlage gleich beschaffen waren wie die Heimkifige.
Die Miuse wurden manuell am Schwanz nahe der Schwanzwurzel angefaf3t und rasch von ei-
nem Kifig in den anderen gehoben. Die Transportkifige wurden dann mit einem Wagen vom
Haltungsraum in einen benachbarten Raum befordert, in dem (mit Ausnahme der Untersu-
chung des Nestbaus) alle Verhaltenstestungen erfolgten. Vom Transportkéfig wurden die Tie-
re dann in die einzelnen Testapparaturen gesetzt. Nach Abschluf} der Verhaltenstests wurde
umgekehrt verfahren. Alle Testapparaturen wurden nach jedem Tier mit stark verdiinnter Es-
sigsdaurelosung (0.2%) gesdubert und sorgfiltig trockengewischt. Bei jedem Tier wurden fiir
jeden Test die Uhrzeit, Testergebnisse und etwaige Besonderheiten auf einem Testbogen pro-
tokolliert. Mit Ausnahme des Offenfeld- und des Nestbauverhaltens wurden alle Testablidufe
mittels einer Videoausriistung dokumentiert. Abbildung 5 stellt die Abfolge der Testprozedu-

ren bis zur Hirnentnahme schematisch dar.

Wiegen | @
Nestbau
Offenfeld
Grip-Test

Rotarod

Pole-Test

Plus-Maze

Hirnentnahme o
1121314151617

Behandlung —! Tag

o]

Abb. 5. Testablaufschema. "Behandlung" kennzeichnet die Injektion von MPTP oder Kochsalzlosung (KSL).
Die Reihenfolge der Datenerhebung mittels der einzelnen Prozeduren entspricht innerhalb eines Testtages deren
Position von oben nach unten. Unmittelbar vor der Hirnentnahme an Tag 8 wurden die Tiere mittels zervikaler

Dislokation getotet.
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Um Reihenfolgeeffekte zu kontrollieren, erfolgte innerhalb eines Experiments (gemeint ist
z.B. die Untersuchung der gesamten Parentalgeneration) eine systematische Variation der
Reihenfolge der untersuchten Tiere beziiglich der Faktoren Stamm, Geschlecht und Behand-
lung. Soweit nicht anders angegeben, erfolgte eine indirekte Beleuchtung des Raumes, indem

eine weille Leuchtstoffrohre auf die Decke gerichtet wurde.

3.4.1 Offenfeld

Apparatur

Fiir Verhaltensmessungen im Offenfeld wurde ein kommerziell erhiltliches System (Truscan,
Coulbourn Instruments, Allentown, USA) verwendet, bestehend aus 3 Plexiglasboxen
(26x26x39 cm), mit dem drei Tiere simultan untersucht werden konnen. Durch die Boxen
werden auf zwei Ebenen (Abstand vom Boden 2.5 und 6 cm) in x- und y-Richtung Infrarot-
strahlen zu gegeniiberliegenden Sensoren geschickt. Die Sensor-Daten werden iiber eine
Schnittstelle an einen herkdmmlichen PC iibermittelt; die Position und daraus resultierend die
Bewegungsaktivitit eines im Offenfeld befindlichen Tieres wird aus den Mustern der Unter-
brechung der Strahlen mittels der Truscan-Software errechnet; dabei ist die Ausgabe einer
Vielzahl von Parametern méglich. Die Beleuchtungsstirke betrug am Boden der Offenfelder

ca. 30 Lux.

Durchfiihrung

Jeweils drei Miuse wurden gleichzeitig getestet, d.h. eine Maus pro MefBstation. Die Tiere
wurden in die Mitte der Box gesetzt, mit dem Gesicht in Richtung der Riickseite der Box;
dann wurde eine 10-miniitige Messung per Computer gestartet. Nach Ende der Messung wur-
den die Tiere wieder in den Transportkifig zuriickgebracht. AbschlieBend wurde die Anzahl

der im Offenfeld hinterlassenen Fikalboli bestimmt und protokolliert.

3.4.2 Greif-Test

Apparatur
In einem oben offenen Kasten aus grauem PVC (120 x 40 cm) war zwischen zwei vertikalen

Pfosten ein Edelstahldraht (Durchmesser 1 mm) in 20 cm Abstand vom Boden gespannt. Auf
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jedem der beiden Pfosten war eine Plattform (5 x 5 cm) mit einer griffigen weilen Schaum-

stoffbeschichtung angebracht. Die Beleuchtungsstirke betrug in Hohe des Drahtes ca. 30 Lux.

Durchfiihrung

Die Maus wurde mit den Vorderpfoten in der Mitte des Drahtseils angehiingt, und es wurde
die Zeit bestimmt, nach der ein Tier entweder herunterfiel oder die Plattform erreicht hatte.
Falls innerhalb von 120 s keine der beiden Moglichkeiten eingetreten war, wurde der Test be-

endet.

3.4.3 Rotarod

Apparatur

Das Gerit bestand aus einer mit schwarzem Gummi beschichteten Walze (Geschwindigkeit
12 Umdrehungen/Minute; Durchmesser 2.5 cm). Die Beleuchtungsstirke betrug auf Hohe der
Walze ca. 30 Lux.

Durchfiihrung
Die Maus wurde auf die stehende Walze gesetzt und diese Walze dann in Drehbewegung ge-
setzt. Es wurde die Zeit erfaBit, die das Tier auf der Walze verbracht hat. Die maximale Beob-

achtungszeit betrug 120 s, danach wurde der Testdurchgang beendet.

3.4.4 Pole-Test

Apparatur

Diese Apparatur bestand aus einer 50 cm hohen, Gaze-umwickelten vertikalen Stange
(Durchmesser 1 cm) mit einem Korkball (Durchmesser 1.5 cm) an der Spitze. Sie war umge-
ben von einer 30 cm hohen grauen Wand aus PVC, die an einer Seite aus durchsichtigem Ple-
xiglas bestand, so daf die Videoaufzeichnung von der Seite erfolgen konnte. Die Beleuchtung
erfolgte durch eine auf die Stangenspitze gerichtete und indirekt durch zwei an die Decke
strahlende Rotlichtlampen (25 Watt); die resultierende Beleuchtungsstirke an der Spitze der

Stange betrug etwa 1 Lux.
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Durchfiihrung

Die Maus wurde mit dem Kopf nach oben direkt unterhalb des Korkballs plaziert und losge-
lassen, sobald sie die Stange ergriffen hatte. Es wurde die Zeit bestimmt, die das Tier benotig-
te, sich um 180° zu drehen und den Boden mit allen vier Pfoten zu betreten. Erfolgte dies
nicht innerhalb von 120 s, wurden der Testdurchgang beendet und die maximale Testzeit von
120 s protokolliert. Fiir den duBerst selten auftretenden Fall, da3 ein Tier herunterfiel oder
herunterrutschte, wurde dies ebenfalls mit 120 s gewertet, da die erforderliche Verhaltenswei-
se des kontrollierten Drehens und Kletterns nicht geleistet wurde. Dieses Vorgehen entspricht
demjenigen von Matsuura et al. [281]. In einigen Gruppen wurden nachtriglich mittels der
Videoaufzeichnungen auch die Latenz bis zur ersten Bewegung nach Aufsetzen auf die Stan-

ge und die Anzahl der 180°-Drehungen auf der Stange bestimmt.

3.4.5 Nestbau

Durchfiihrung

Am Tag der Behandlung mit MPTP respektive Kochsalzlosung wurde in den Heimkifig auf
den Boden, der mit Einstreu bedeckt war, ein gefaltetes Zellstofftuch (Hartmann, Heiden-
heim) gelegt; dieses konnte von den Tieren als Ausgangsmaterial fiir den Bau eines Nestes
verwendet werden [381]. Téglich, beginnend mit dem Tag nach der Injektionsbehandlung,
wurde vor Beginn der anderen Testungen iiberpriift, ob Nestbau eingesetzt hatte. Dies wurde
definiert als Auftreten von Rei3- und/oder BeiB3spuren, und die Latenz (in Tagen) bis zum er-

sten Auftreten solcher Spuren wurde im Protokoll festgehalten.

3.4.6 Elevated Plus-Maze

Apparatur

Hierbei handelte es sich um ein kreuzférmiges, ca. 40 cm iiber dem Boden angebrachtes La-
byrinth, bei dem zwei der vier Arme (Breite 5 cm, Linge 29 cm) durch Winde (Hohe 15 cm)
gesichert sind ("geschlossene" Arme), wogegen die beiden anderen Arme keine derartige Si-
cherung besitzen ("offene Arme"). Das Zentrum hat eine Ausdehnung von 5 x 5 cm. Die Di-

mensionen entsprechen denen bei Lister [265]. Die Beleuchtung erfolgte indirekt durch zwei
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an die Decke strahlende Rotlichtlampen (25 Watt); die resultierende Beleuchtungsstirke im

Zentrum des Plus-Maze betrug etwa 0.3 Lux.

Durchfiihrung

Die Tiere wurden in das Zentrum mit Blickrichtung auf einen offenen Arm gesetzt. Die Test-
dauer betrug 5 Minuten, danach wurde das Tier aus der Apparatur genommen. Fiir den selten
auftretenden Fall, daf} ein Tier vom offenen Arm herunterfiel, wurde es vom Experimentator
umgehend wieder auf die Stelle gesetzt, von wo es gefallen war. Mittels der semiautomati-
schen Auswertungssoftware Chromotrack 4.0 wurden anhand der Videoaufzeichnung die

Aufenthaltszeiten im offenen bzw. geschlossenen Arm gemessen.

3.5 Neurochemische Untersuchungen

3.5.1 Probengewinnung

Nach Totung der Tiere mittels zervikaler Dislokation wurde der Schédel rasch mit einer Sche-
re gedffnet und das Hirn fiir 60 s in eiskalte physiologische Kochsalzlosung getaucht, um es
hirter und somit besser schneidbar zu machen. Das Hirn wurde danach in eine eiskalte
Schneidematrix (1 mm-Raster) fiir Maushirne gelegt (RBM-2000C, ASI Instruments, Warren,
USA) und mit handelsiiblichen Rasierklingen eine 1 mm dicke Gewebescheibe anterior zum
Chiasma opticum herausgetrennt, aus der unter Verwendung eines Standardatlanten des
Mausgehirns [135] auf einem gekiihlten Objekttrager beidseitig Neostriatum und ventrales
Striatum herausgeschnitten wurden. Linke und rechte Hilfte eines Hirngebietes wurden je-
weils zusammen in ein Eppendorfgefall (1.5 ml) gegeben, das 500 ml einer 0.05-molaren Di-
hydroxybenzylamin-(DHBA)-Perchlorsdurelsung enthielt, und die Probengewichte auf einer
Feinwaage (Sartorius, Gottingen) bestimmt. Es folgte eine 20-sekiindige Homogenisierung
der Proben mit einer Ultraschallsonde (Kontes K-881430, Vineland, USA), um die Zellwinde
zu sprengen und intrazellulire Transmitter in Losung zu bringen, und Zentrifugation bei
13.000 Umdrehungen/Minute fiir 20 min bei 4°C (Sarstedt MH2-K, Niimbrecht), die zu einer
Trennung in festen Bodensatz ("Pellet") und den fliissigen Uberstand fiihrte. Der Uberstand
wurde abschlieBend mittels einer 2-miniitigen Zentrifugation (Tischzentrifuge BAS MF-C
412, Lafayette, USA) durch Mikrofilter (RC 58, 0.2 um Porengrofle, Schleicher und Schuell,
Dassel) filtriert.

71



Material und Methoden

3.5.2 Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie

Mittels Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie (HPLC) wurde der Gehalt der Neuro-
transmitter DA, 5-HT, NA sowie der Metaboliten DOPAC, 3-MT, und HVA im Uberstand
quantitativ bestimmt. Als interner Standard wurde DHBA verwendet. Die stationire Phase be-
stand aus einer 12.5 cm langen, C;s-Alkan-Ketten-gepackten Sédule (ET 125/4 Nucleosil 100-5
C18, Macherey-Nagel). Die mobile Phase bestand aus 0.15 M Monochloressigsiure, 0.117 M
Natriumhydroxid, 0.861 mM Octylsulfat, 0.672 mM EDTA, 3.5% (v/v) Acetonitril und 0.236
M Tetrahydrofuran. Das System bestand aus einer Pumpe (LKB 2150, Bromma, Schweden),
Zellensystem (BAS CC-4, Lafayette, USA) mit Detektor (BAS LC-4) und Integrator (Shi-
madzu CR-6A, Duisburg).

Zur Bestimmung der spezifischen Retentionszeiten und Eichung der elektrochemischen MeB3-
zelle (Detektionspotential +0.700 V) wurde zu Beginn jedes Analysetages eine Standardlo-
sung (je 50 ng/ml aller zu messenden Substanzen sowie DHBA in 0.05 M Perchlorsédure)
zweimal aufeinanderfolgend analysiert. Die Retentionszeiten wurden kontrolliert und vom
nachgeschalteten Integrator die spezifischen Faktoren fiir jede Substanz berechnet. Jeweils 50
ml des gefilterten Uberstandes einer Probe wurde in die Anlage injiziert und analysiert. Der
FluB der Pumpe betrug 1 ml/Min.

Die gesamte neurochemische Untersuchung entspricht mit minimalen Anderungen einer am
Institut seit vielen Jahren gebriuchlichen Prozedur zur post mortem Analyse von Monoami-
nen [369]. Fiir weitere Details zu Aufbau und Funktionsweise von HPLC-Anlagen siehe
[370,424].

Die Ergebnisse der neurochemischen Untersuchungen wurden auf das Gewicht der entspre-
chenden Gewebeprobe bezogen und ausgedriickt als Gehalt von Neurotransmittern in ng/mg
feuchtes Hirngewebe. Zur Vergleichbarmachung von neurotoxischen Effekten iliber Stimme
und Generationen hinweg wurde fiir den Transmitter Dopamin zusétzlich die Depletion, d.h.
der Verlust in Prozent gemessen am Mittelwert der entsprechenden KSL-behandelten Kon-
trollgruppe, bestimmt; hierbei erfolgte die Berechnung grundsitzlich fiir beide Geschlechter

getrennt.
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3.6 Histologische Untersuchungen

3.6.1 Immunhistochemische Priparation

Der posterior zum Chiasma opticum gelegene Teil des Gehirns wurde in Bouin-Losung (Sig-
ma, Deisenhofen) fixiert und in Paraffin eingebettet. Das Gewebe wurde im Abschnitt von
0.88 bis 0.28 mm anterior zur interauralen Linie in 10-um-Schritten koronal geschnitten und
auf Glastriger aufgebracht. Bei jedem zehnten Schnitt, d.h. in Schritten von 100 pm, wurde
eine indirekte Immunhistochemie unter Verwendung monoklonaler Antikdrper gegen Tyro-
sin-Hydroxylase (Verdiinnung 1:5000; Sigma) durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Immu-
noreaktivitiat mit Hilfe des DAB Chromogen-Systems (Immunotech) sichtbar gemacht, eine
Gegenfirbung vorgenommen und die Schnitte zum Schluf8 auf Objekttrigern eingedeckelt.

Fiir eine detailliertere Beschreibung der Priparation siehe [198].

3.6.2 Zellziihlung

Die immunhistochemisch behandelten Koronalschnitte wurden lichtmikoroskopisch (400-
fache Verstirkung) auf das Vorhandensein von TH-immunoreaktiven Zellen im Bereich der
pars compacta der Substantia nigra sowie des ventralen tegmentalen Areals (VTA) untersucht.
Alle markierten Zellen in der SN und VTA wurden gezihlt, definiert als TH-immunopositives
Soma mit oder ohne sichtbaren Nukleus. Die Grenze zwischen SN und VTA wurde anhand
der regionspezifischen Zellverteilung und -ausrichtung unter Verwendung eines Standardat-
lanten des Mausgehirns [135] gezogen. SchlieBlich wurde - getrennt nach SN und VTA - pro
Tier ein Mittelwert der gezédhlten Zellen iiber die Anzahl der ausgewerteten Schnitte hinweg

gebildet.

3.7 Gewebeentnahme zwecks genetischer Analyse

Nach der zervikalen Dislokation wurden in der Parental-, F1- und F2-Generation auch
Schwanzgewebe sowie die Leber der Tiere entnommen und getrennt in kéltesicheren Proben-
gefdlen bei -60°C gelagert. Dieses Vorgehen wird hier nur der Vollstindigkeit halber er-
wihnt, da die (noch nicht durchgefiihrte) Extraktion von DNS aus diesem Gewebe und deren
anschlieende Charakterisierung mit Mikrosatellitenmarkern molekulargenetische Untersu-
chungen darstellen, die nicht Teil der vorliegenden Arbeit, aber notwendige Arbeitsschritte

fiir die geplante QTL-Analyse sind.
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3.8 Datenauswertung und Statistik

Die Datendarstellung erfolgte in allen Experimenten deskriptiv anhand von Mittelwerten und
Standardfehlern. Die Verhaltensdaten wurden wie folgt analysiert: Die zeitlichen Verlaufs-
kurven von wiederholt erhobenen MeBwerten fiir die Lokomotion im Offenfeld wurden so
behandelt, daf fiir die Kurven mittels der von Krauth [235] beschriebenen Methode die linea-
re Trendkomponente a; errechnet wurde. Diese entspricht der normalen Steigung einer Re-
gressionsgerade. Fiir den Kennwert a; wurden dann Gruppenvergleiche mittels Varianzanaly-
se (ANOVA) mit den Faktoren "Stamm", "Geschlecht" und Behandlung" durchgefiihrt. Die
Daten zum Nestbau wurden mit einem Kontingenztafeltest fiir geordnete Kategorien ausge-
wertet [236]; die Kategorisierung erfolgte mittels des Tages (bezogen auf den Tag der Be-
handlung), an dem in einem Tier erstmalig Nestbau beobachtet wurde, und es wurden so viele
Kategorien gebildet, wie unterschiedliche Tage des Nestbaubeginns in den zu vergleichenden
Gruppen beobachtet wurden. Die Ergebnisse von Greif-Test, Rotarod, Pole-Test und Elevated
Plus-Maze wurden nur deskriptiv anhand der Mittelwerte und Standardfehler dargestellt.
Neurochemische Daten und die Ergebnisse der Zellzdhlungen wurden wiederum mittels
ANOVA mit den Faktoren "Stamm", "Geschlecht" und Behandlung" analysiert. Die Verwen-
dung der Varianzanalyse erfolgte unter der Annahme ihrer relativen Robustheit und in Anleh-
nung an die Auswertungsmethoden vieler relevanter Arbeitsgruppen, die mit dem MPTP-
Mausmodell gearbeitet haben (siehe Referenzen in Kapitel 1.4.3 und 1.4.4). Es ist jedoch an-
zumerken, da3 eine ANOVA-Auswertung aus methodisch-statistischer Sicht nicht unbedingt
die beste Methode darstellt (zur Kritik siehe z.B. [237]). Fiir post hoc-Vergleiche wurde Tu-
key's honest significant difference Test (Tukey's HSD) benutzt. Zudem wurde als MaB fiir den
Zusammenhang zwischen ausgewihlten Verhaltens- und neuralen Parametern die Pearson-
sche Produkt-Moment-Korrelation verwendet.

In jedem Tier wurde eine Reihe von Verhaltens-, neurochemischen und histologischen Varia-
blen erhoben, in der Absicht, innerhalb einer Versuchsgruppe ein moglichst komplexes Bild
tiber die Auswirkungen des Neurotoxins MPTP zu erhalten. Diese Mehrfachmessungen (an-
stelle einzelner Messungen in getrennten Individuen) erfolgten aus Griinden der tierexperi-
mentellen Ethik und der praktischen Durchfiihrbarkeit. Dabei tritt jedoch das Problem auf,
daB3 man innerhalb jeder Versuchsgruppe eine betrichtliche Zahl untereinander abhéngiger
Messungen erhilt, die eine Uberpriifung der Hypothesen im Sinne méglicher statistischer Si-
gnifikanz erschweren.

Um eine Haufung von Signifikanztests zu vermeiden, wurde deshalb in jedem Experiment auf

jeder Betrachtungsebene nur ein Parameter signifikanzstatistisch ausgewertet. Die Auswahl
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fand vorab anhand des Studiums der einschligigen Literatur (sieche Kapitel 1.4.3 und 1.4.4)
statt. Es handelte sich um die Parameter "Dopaminkonzentration im Neostriatum", "Zahl TH-
positiver Zellen in der SN" und "zuriickgelegte Distanz im Offenfeld" (bzw. den daraus gebil-
deten Koeffizienten a;). Hierzu wurde als Signifikanzgrenze ein p-Wert kleiner als 0.05
zugrunde gelegt; die Angabe von p-Werten erfolgte hinsichtlich zweiseitiger Fragestellungen.
Alle iibrigen p-Werte wurden als Maf} des Effekts deskriptiv interpretiert.

Auf von diesen Beschreibungen abweichende Auswertungsprozeduren wird im Einzelfall in

den entsprechenden Abschnitten hingewiesen.
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4 Ergebnisse und Einzeldiskussionen

4.1 Vorversuch

4.1.1 Einleitung

Ein Vorversuch mit allen Prozeduren, die zur Phénotypisierung von Parental-, F1- und F2-
Generation eingesetzt werden sollten, wurde in einer gesonderten Stichprobe von Tieren
durchgefiihrt. Ziel war es, allgemeine qualitative und quantitative Informationen iiber Verhal-
tensweisen zu gewinnen. Dies war notig, weil die meisten Maus-Verhaltenstestapparaturen
eigens fiir das QTL-Analyse-Projekt angeschafft worden waren und bis dato am Institut zu
mehreren Verhaltenstests keine Vorerfahrungen mit der Spezies Maus vorlagen. Zwar exi-
stiert eine reiche verhaltensneurowissenschaftliche Literatur zu Miusen vieler Stimme (zur
Ubersicht siehe [87]), aber diese kann zunichst nur Richtwerte liefern. Erst kiirzlich wurde in
einer Multi-Center-Studie nachgewiesen, daf selbst beim Versuch, Laborumwelten und Pro-
zeduren moglichst gut zu standardisieren, bei Tieren gleicher Herkunft einzelne Verhaltens-
weisen zwischen verschiedenen Laboren konsistent variierten, was darauf hindeutet, daf} die
Kontrolle aller verhaltensrelevanten Variablen extrem schwierig ist [84]. Unsere Voruntersu-
chung diente also der Gewinnung von wichtigen laborspezifischen Erfahrungswerten. Hinzu
kommt, daB fiir manche Paradigmen der Riickgriff auf die Literatur gar nicht moglich war,
weil z.B. unseres Wissens der Pole-Test bisher nicht mit Weibchen oder BALB/c-Méusen
durchgefiihrt worden war. Fiir die neurochemische Analyse gilt, dal diese am Institut fiir die
Untersuchung von Hirngewebe der Ratte bereits sehr gut etabliert war, aber es muflite verifi-
ziert werden, ob die Prozedur zur Analyse von Maushirngewebe ebenso geeignet ist. Schlief3-
lich wurde die immunhistochemische Prédparation zum Nachweis TH-positiver Neuronen in
dieser Vorstudie etabliert. Wegen des Pilotcharakters dieses Experiments erfolgt die Darstel-

lung der Ergebnisse rein deskriptiv.

4.1.2 Durchfiihrung

Versuchstiere waren je 10 Minnchen und Weibchen der Maus-Inzuchtstimme C57BL/6JIbm
und BALB/cJIbm. Die Tiere erhielten keinerlei Injektionen.

Der Versuchsablauf dieses Vorversuchs entsprach nicht dem Ablaufschema aus Abb. 5. Statt
dessen wurden die einzelnen Prozeduren innerhalb eines Zeitraums von drei Wochen in dieser

Reihenfolge durchgefiihrt: Offenfeld (3x, jeden 2. Tag), Greif-Test (2x, an aufeinanderfol-
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genden Tagen), Pole-Test (2x, an aufeinanderfolgenden Tagen), Rotarod (3x, an aufeinander-
folgenden Tagen), Plus-Maze (2x, an aufeinanderfolgenden Tagen). Zervikale Dislokation
und Hirnentnahme erfolgten eine Woche nach dem letzten Test. Aulerdem bestanden in fol-
genden Punkten Abweichungen von den Material- und Methodenangaben in Kapitel 3: Die
Verhaltenstests wurden im Haltungsraum durchgefiihrt, daher fand kein Transport in einen
anderen Raum statt. Die Haltung erfolgte nicht in Einzelkéfigen, sondern in Gruppen zu je
fiinf Tieren von gleichem Stamm und Geschlecht. Die Oberflidche der Rotarod-Walze bestand
aus geriffeltem, weilem PVC. Die Beleuchtung erfolgte direkt durch an der Decke
angebrachte Leuchtstoffrohren, so dal die Testungen in Offenfeld, Rotarod und Greif-Test bei
einer Beleuchtungsstirke von 100-150 Lux erfolgten. Beim Pole-Test wurde zusétzlich ein
weiller Halogenstrahler auf die Spitze der Stange gerichtet (Beleuchtungsstirke dort ca. 1000
Lux); der Plus-Maze-Test wurde in einer abgedunkelten Kammer durchgefiihrt (Beleuch-

tungsstirke im Zentrum des Plus-Maze ca. 15 Lux).

4.1.3 Ergebnisse

4.1.3.1 Verhalten

Offenfeld

Die Fortbewegung der beiden untersuchten Stimme im Offenfeld (auch als Lokomotion oder
horizontale Aktivitit bezeichnet) ist in Abb. 6 als die zuriickgelegte Strecke innerhalb des 10-
miniitigen Beobachtungszeitraums dargestellt. Diese Strecke verringerte sich bei den Weib-
chen des Mausstamms C57BL/6 iiber die drei Testzeitpunkte hinweg von anfangs ca. 30 Me-
ter auf 22.5 Meter. Bei den Miénnchen dieses Stammes lag das Aktivitdtsniveau insgesamt
niedriger (knapp 20 Meter), und es gab nur eine sehr geringe Abnahme von der ersten bis zur
dritten Messung. Solche Geschlechtsunterschiede traten bei BALB/c-Tieren nicht zutage, bei
denen der Gruppenmittelwert fiir beide Geschlechter an allen drei MeBzeitpunkten nahezu

konstant knapp unter 20 Metern lag.
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Abb. 6. Zuriickgelegte Strecke im Offenfeld (in cm; Mittelwerte und Standardfehler). Getestet wurden
Mainnchen (M) und Weibchen (W) der Mausstimme C57BL/6 und BALB/c (n=40). Die Testdauer betrug 10

Minuten, die Zeit zwischen zwei Testdurchgingen betrug zwei Tage.

Ein zusitzlicher Parameter im Offenfeld ist das Ausmaf der Defidkation. Die durchschnittli-
che Anzahl der Fikalboli (Abb. 7) lag bei C57BL/6-Minnchen etwas hoher als bei den Weib-
chen. In diesem Stamm deutet sich auch ein leichter Trend im Sinne einer Zunahme mit wie-
derholter Testexposition an. BALB/c-Tiere sonderten insgesamt mehr Boli ab, wobei es in

diesem Stamm keine Geschlechtsunterschiede gab.
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Abb. 7. Anzahl der Fikalboli, die im Offenfeld deponiert wurden (Mittelwerte und Standardfehler). Gete-
stet wurden Ménnchen (M) und Weibchen (W) der Mausstamme C57BL/6 und BALB/c (n=40). Die Testdauer

betrug 10 Minuten, die Zeit zwischen zwei Testdurchgédngen betrug zwei Tage.
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Greif-Test

Im Greif-Test wurde eine Vielzahl unterschiedlicher Verhaltensweisen beobachtet: Die Tiere

haben sich entweder

= aufgeschwungen und mit allen vier Pfoten (evtl. unter Einsatz des Schwanzes) am Draht
festgeklammert oder

= aufgeschwungen und sich lings des Drahtseils bewegt, sind aber vor Erreichen der Platt-
form runtergefallen oder

= aufgeschwungen und sich lings des Drahtseils bewegt, aber bei Erreichen der Plattform an
deren Stinder zu Boden gleiten lassen oder

= aufgeschwungen, sich lings des Drahtseils bewegt und die Plattform betreten.

Fiir jedes Tier wurde die Zeit festgehalten, die bis zum Erreichen des Bodens oder der Platt-
form verging. Die geschilderte qualitative Bandbreite des Verhaltens lie jedoch eine
Auswertung dieser Zeiten als nicht sinnvoll erscheinen. Es wurde daher eine qualitative
Einteilung des Verhaltens nach dem Kriterium "Betreten der Plattform" vorgenommen, da
angenommen wurde, da3 dieses Verhalten von allen gezeigten Verhaltensweisen den
hochsten Grad an motorischer Koordination verlangt. Hierbei war auffillig, daBl ein sehr
hoher Prozentsatz von BALB/c-Tieren das Kriterium erreichte, wihrend bei C57BL/6 zu
jedem Testzeitpunkt maximal 40% der Tiere die Plattform innerhalb von 120 s betraten (Abb.
8). Sichtbare Veridnderungen von Prozentsdtzen vom ersten zum zweiten Testdurchgang
sollten dagegen vorsichtig interpretiert werden, da sie auf maximal drei "abweichenden"

Tieren beruhen.
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Abb. 8. Greif-Test: relative Hiufigkeiten des erreichten Kriterium ''Plattform vollstéindig betreten' (in
Prozent). Getestet wurden Miannchen (M) und Weibchen (W) der Mausstimme C57BL/6 und BALB/c (n=40).

Die Testdauer betrug maximal 120 Sekunden, die Zeit zwischen zwei Testdurchgéngen betrug einen Tag.
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Rotarod

Die Mittelwerte der Dauer, die die getesteten Méuse sich auf der rotierenden Walze des Rota-
rod halten konnten (Abb. 9), unterschieden sich deutlich zwischen den beiden Stimmen:
Wihrend C57BL/6-Tiere ihre anfidngliche Haltezeit von etwa 30 auf 60 Sekunden im dritten
Testdurchgang steigerten, konnten BALB/c-Tiere nicht ldnger als wenige Sekunden auf der
Walze verbleiben und verbesserten sich bis zur dritten Messung nur minimal. Hierbei ist an-
zumerken, daBl auch BALB/c-Tiere bei Beginn der Rotation anfingen, Kompensationsbewe-
gungen vorzunehmen; es hatte jedoch vielfach den Anschein, als ob sie - anders als C57BL/6
- auf der geriffelten Oberfliche keinen Halt finden, so daf} sie nahezu sofort wegrutschten.
Makroskopisch sichtbare Unterschiede zwischen den Krallen beider Stimme waren nicht er-

kennbar.
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Abb. 9. Rotarod: Aufenthaltsdauer auf der rotierenden Walze (in s; Mittelwerte und Standardfehler). Ge-
testet wurden Ménnchen (M) und Weibchen (W) der Mausstimme C57BL/6 und BALB/c (n=40). Die Testdauer

betrug maximal 120 Sekunden, die Zeit zwischen zwei Testdurchgéngen betrug einen Tag.
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Pole-Test

Der traditionelle Parameter im Pole-Test, die benétigte Zeit bis zum Verlassen der Stange5 ,
wies im Vergleich der beiden Stimme deutliche Unterschiede auf (Abb. 10): C57BL/6 beno-
tigten an Tag 1 im Schnitt mehr als eine Minute, um von der Stange herunterzuklettern, und
diese Zeit verringerte sich beim zweiten Testdurchgang. Weibchen schienen die Stange etwas
schneller zu verlassen, was angesichts der Fehlerstreuungen jedoch nicht iiberbewertet werden
sollte. Bei BALB/c-Tieren lagen die Mittelwerte insgesamt deutlich hoher, und die Aufent-
haltszeiten stiegen am zweiten Testtag gegeniiber dem ersten noch an. Hier lagen die Mittel-
werte beider Geschlechter dicht an der maximalen Dauer des Tests von 120 s. Diese hohen
Werte reflektieren die Tatsache, da3 nur 35% der BALB/c-Tiere an Tag 1 und 15% an Tag 2
tiberhaupt die Stange innerhalb der Beobachtungszeit verlassen haben - im Gegensatz zu 75%
bei C57BL/6 an beiden Tagen. Ein typischer qualitativer Unterschied zwischen der Verhal-
tenssequenz von C57BL/6- und BALB/c-Tieren bestand ndmlich darin, dal letztere kurz vor
Erreichen des Bodens (teilweise sogar nach Vibrissenkontakt damit) erneut drehten, wieder
nach oben kletterten und dort verharrten. Bei detaillierterer Auswertung der Videobinder
wurde auch deutlich, daf} bereits die Latenz bis zur ersten Bewegung der Tiere nach Aufset-

zen auf die Stange bei BALB/c-Tieren hoher lag als bei C57BL/6 (Anhang, Tabelle A-1).
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Abb. 10. Pole-Test: Auf der Stange verbrachte Zeit bis zum vollstiindigen Betreten des Bodens (in s; Mit-
telwerte und Standardfehler). Getestet wurden Ménnchen (M) und Weibchen (W) der Mausstamme C57BL/6
und BALB/c (n=40). Die Testdauer betrug maximal 120 Sekunden, die Zeit zwischen zwei Testdurchgéngen be-

trug einen Tag.

5 Um die Tatsache zu verdeutlichen, daB nicht alle Tiere die Stange verlieBen, wurden hier und in den folgenden
Abschnitten statt der Bezeichnung "Latenz bis zum Erreichen des Bodens", die impliziert, daf3 dieses Verhalten
tatsdchlich gezeigt wird, die Begriffe "Aufenthaltszeit" oder "verbrachte Zeit auf der Stange" benutzt.
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Elevated Plus-Maze

Im Elevated Plus-Maze verbrachten BALB/c-Tiere insgesamt mehr Zeit auf den offenen Ar-
men als C57BL/6 (Abb. 11). Bei beiden Stimmen betraten Weibchen die offenen Arme lin-
ger als Minnchen; im BALB/c-Stamm betrat am ersten Testtag sogar kein einziges Ménnchen
einen offenen Arm. Mit Ausnahme eines drastischen Riickgangs der Aufenthaltszeiten bei
wiederholter Darbietung bei C57BL/6-Weibchen unterschieden sich in den iibrigen Gruppen
die Werte zwischen den beiden Testtagen kaum. Generell auffillig waren die - verglichen mit

anderen Verhaltensmallen - teilweise hohen Fehlerstreuungen.
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Abb. 11. Aufenthaltszeiten auf den offenen Armen des Elevated Plus-Maze (in s; Mittelwerte und Stan-
dardfehler). Getestet wurden Mannchen (M) und Weibchen (W) der Mausstamme C57BL/6 und BALB/c

(n=39). Die Testdauer betrug 5 Minuten, die Zeit zwischen zwei Testdurchgéngen betrug einen Tag.

4.1.3.2 Neurochemie

Neostriatum

Abb. 12 zeigt die Konzentration mehrerer Neurotransmitter im Neostriatum. Tiere des Stam-
mes C57BL/6 hatten hohere DA-Konzentrationen, aber niedrigere DA-Turnover-Raten
(HVA/DA) als BALB/c. Keine Stammunterschiede waren bei Noradrenalin und Serotonin er-
kennbar. Geschlechtsunterschiede sind bei allen dargestellten Neurotransmitter praktisch ver-

nachlédssigbar.
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Neostriatum
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Abb. 12. Konzentration der Neurotransmitter DA, NA und 5-HT (in pg/g Hirngewebe) sowie das Verhiilt-
nis HYA/DA im Neostriatum. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler fiir Mannchen (M) und Weib-
chen (W) der Mausstimme C57BL/6 und BALB/c (n=38).

ventrales Striatum
In Abb. 13 sind die entsprechenden Werte fiir das ventrale Striatum wiedergegeben; hier wa-
ren nur deutliche Stammunterschiede fiir NA mit hoheren Werten bei BALB/c zu verzeich-

nen.
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Abb. 13. Konzentration der Neurotransmitter DA, NA und 5-HT (in pg/g Hirngewebe) sowie das Verhiilt-
nis HVA/DA im ventralen Striatum. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler fiir Méannchen (M) und
Weibchen (W) der Mausstimme C57BL/6 und BALB/c (n=39).
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Im Vergleich zum Neostriatum fillt auf, da3 die DA-Konzentrationen im ventralen Striatum

geringer sind, die 5-HT- und NA-Spiegel dagegen hoher.

4.1.3.3 Histologie
Die mittleren Anzahlen TH-positiver Zellen pro Hirnschnitt in der Substantia nigra und in der
Area tegmentalis ventralis gibt Tabelle 3 wieder. In beiden Strukturen lagen die Mittelwerte

der Zellzahlen bei BALB/c hoher als im Stamm C57BL/6.

Tabelle 3. Mittlere Anzahlen TH-positiver Zellen in Substantia nigra (SN) und Area tegmentalis ventralis

(VTA) von Minnchen und Weibchen der Mausstimme C57BL/6 und BALB/c.

CS57BL/6 BALB/c
M:innchen Weibchen M:innchen Weibchen
(n=8) (n=6) (n=9) (n=7)
SN 233.5+£24.2 223.1+£9.7 294.9+9.4 265.9+33.4
VTA 107.6+£10.2 131.8+12.8 160.5+19.3 137.1+£21.1

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler der durchschnittlichen Zellzahlen pro Hirnschnitt. Die ange-
geben Werte basieren auf etwas kleineren n als die Gesamt-Stichprobengrofen, da die Immunfirbung und/oder
das Schneiden einzelner Hirnschnitte suboptimal verlief. In diesen Schnitten war die Zellzihlung stark erschwert

oder nicht moglich; dieses Problem tritt bei Immunfarbungen gelegentlich auf [184].

4.1.4 Diskussion

Ziel dieser Vorstudie war es, basale Informationen iiber eine Reihe von Verhaltens- und neu-
ralen Parametern zu gewinnen, die dahingehend ausgewihlt worden waren, dal sie in nach-
folgenden Untersuchungen mit dem dopaminergen Neurotoxin MPTP relevant sein konnten.
Begonnen wurde damit, das Bewegungsverhalten der Tiere im Offenfeld zu beobachten.
Hierbei war auffillig, da} sich die zuriickgelegte Strecke zwischen BALB/c-Miusen beider
Geschlechter sowie den C57BL/6-Minnchen augenscheinlich nicht wesentlich unterschied
und an den drei Beobachtungsterminen auch relativ gleichbleibend war. Im Vergleich dazu
zeigten Weibchen des Stamms C57BL/6 am ersten Testtermin ein um ca. 50% hoheres Akti-
vitdtsniveau, das in den folgenden Testungen zuriickging. Die Defékation, die als weiterer Pa-
rameter im Offenfeld erhoben wurde, war im BALB/c-Stamm hoher (wie auch in einigen an-
deren Studien [128,268]); auBBerdem deponierten bei C57BL/6 die Weibchen scheinbar weni-
ger Boli als die Ménnchen. Dieses vielschichtige Ergebnismuster geht einher mit der Tatsa-

che, da3 Offenfeldverhalten - trotz der scheinbar simplen Versuchsanordnung - mehrere iiber-
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greifende Aspekte umfaBt (Ubersicht siehe [222]): Es ist beispielsweise davon auszugehen,
daf in die beobachtbare Lokomotion allgemeine Aktivitit, Explorationsdrang und Emotiona-
litdt einflieBen. Von den Testbedingungen héngt ab, welcher dieser Faktoren betont wird; eine
miBige Beleuchtung verschiebt den Test mehr in Richtung eines Instruments zur allgemeinen
Aktivitatsmessung [222]. Diese Bedingung war bei der von uns eingesetzten moderaten Be-
leuchtung erfiillt. In Stammvergleichen anderer Arbeitsgruppen gab es meist eine Tendenz,
daf} sich Tiere vom Stamm C57BL/6 mehr fortbewegen als BALB/c ([84,87,312,348,430],
gegenteilig jedoch [288]); dies zeigte sich in unseren Ergebnissen klar nur fiir die Weibchen.
Die Literatur zu Geschlechtseffekten im Offenfeldverhalten ist hinsichtlich einer Tendenz un-
einheitlich, so daB eine neuere Uberblicksarbeit den SchluB zieht, daB Generalisierungen an-
gesichts der Vielzahl von Stammen und Untersuchungsbedingungen nicht getroffen werden
sollten [286]. Ein Riickgang der Bewegungsaktivitit bei Testwiederholung wird im Sinne ei-
nes Habituationslernens gedeutet, also als ein Nachlassen einer (Verhaltens-) Antwort auf ei-
nen wiederholt dargebotenen Reiz [331] und ist eine hdufig gemachte Beobachtung [286].
Wie bereits erwihnt, zeichnete sich bei uns ein derartiger Lerneffekt nur in einer von vier
Gruppen ab; da in anderen Untersuchungen eine Retention noch nach 5-10 Tagen feststellbar
war [322,331], scheint unser 2-Tage-Intervall zwischen den Testungen fiir den nur schwach
ausgeprigten Effekt nicht ausschlaggebend zu sein. Es kann daher nur vermutet werden, daf3
die laborspezifische Konstellation von Versuchsbedingungen einen Einfluf} ausiibte, der einer
Habituation entgegenwirkte; solches ist bereits fiir scheinbar triviale Faktoren wie die Tages-
zeit der Testung nachgewiesen worden, welche mit Stamm- und anderen Faktoren hoch kom-
plexe Wechselbeziehungen eingehen kann [322]. Die Defikation schlieBlich wird typischer-
weise im Zusammenhang mit Emotionalitét interpretiert, in dem Sinne, da3 hohere Werte auf

eine ausgeprigtere Angstlichkeit hindeuten [56,222].

Im Greif-Test traten Verhaltensweisen auf, die in fritheren Arbeiten mit vergleichbaren Ver-
suchsanordungen sowohl bei Miusen [17] als auch Ratten [441] nicht berichtet worden wa-
ren. Eine in jiingster Zeit veroffentliche Arbeit nennt aber ebenfalls eine Fiille von unter-
schiedlichen Verhaltensweisen [165] und bestitigt damit unsere Erfahrung, dafl die Tiere
meist nicht solange an einer Stelle des Drahtes hingenbleiben, wie sie diesen Kraftaufwand
leisten konnen, sondern auf die Testsituation wesentlich aktiver reagieren. Dies stand aller-
dings unserem Wunsch entgegen, mit diesem Paradigma einen Parameter zu gewinnen, mit-
tels dessen sich alle Tiere hinsichtlich ihrer Leistungstihigkeit gut vergleichen lassen. Die von

uns vorgenommene Auswertung unter Verwendung eines 1-0-Kriteriums ermoglicht dies,
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stellt auf der anderen Seite aber eine nicht unerhebliche Datenreduktion dar. Wiinschenswert
wire, da3 dies Kriterium von gesunden Miusen praktisch immer erfiillt wird (in der Art eines
neurologischen Tests, bei dem erst Individuen mit neurologischem Defiziten Schwierigkeiten
bei der Bewiltigung der Aufgabe haben sollten). Wihrend dies auf die allermeisten BALB/c-
Miuse auch zutraf, lag der entsprechende Anteil im Stamm C57BL/6 deutlich darunter. Dies
konnte die Aussagekraft des Tests (genauer: dieses Parameters) bei der geplanten Untersu-

chung Neurotoxin-behandelter Tiere schmélern.

Bei der Testung mit dem Rotarod wurden ebenfalls Stammunterschiede gefunden; in dieser
motorischen Koordinationsaufgabe schnitten jedoch die C57BL/6-Tiere auffallend besser ab.
Die sehr geringen Gruppenmittelwerte der BALB/c-Tiere - in einem anderen Stammvergleich
waren deutlich bessere Leistungen gefunden worden [348] - gingen einher mit unserem Ein-
druck, daf diese unmittelbar nach dem Einsetzen der Rotation den geriffelten, aber sehr har-
ten Kunststoff der Walze nicht greifen konnten und daher schnell herunterfielen. Um diese
potentielle Quelle von Stammunterschieden auszuschalten, wurde beschlossen, fiir die nach-
folgenden Untersuchungen die Walze mit einer glatten, aber griffigen Gummibeschichtung zu
versehen; von dieser wurde zudem angenommen, dafl sie sich auch leichter sdubern und

trocknen lassen wiirde.

Ahnlich dem Greif-Test konnte auch der Pole-Test als ein neurologischer Test klassifiziert
werden. Gemif der Darstellung der Erstautoren dieses Verfahrens wiire zu erwarten gewesen,
daf} unlddierte Tieren rasch die Verhaltenskette zeigen wiirden, die zum Betreten des Bodens
(Kriterium) fiihrt [317]. Fiir C57BL/6, den Stamm der Originalarbeit, traf dies in unserem Ex-
periment auch auf die gro3e Mehrheit der Tiere zu, und andere Autoren haben dies auch bei
anderen Stammen beobachtet [281,319]. Unseres Wissens liegen jedoch bislang keine Berich-
te fiir BALB/c vor. Wir beobachteten in diesem Stamm ein abweichendes Verhaltensmuster,
bei dem sich die Tiere typischerweise drehten, nach unten bewegten, dann aber mehrheitlich
wieder umkehrten und schlieBlich oft an einer Stelle auf der Stange verharrten. Fiir dieses
Phénomen 148t sich keine befriedigende Erkldrung geben. Ein motorisches Defizit, das die
Bewilltigung der Aufgabe stark erschwert haben konnte, ist nicht sehr wahrscheinlich, da die
BALB/c-Tiere in der Lage waren, sich auf der Stange sowohl zu drehen als auch fortzubewe-
gen. Eine Besonderheit unserer Versuchsanordnung betraf die Beleuchtung: Wir richteten ei-
ne helle Lampe auf die Spitze der Stange in der Annahme, dadurch die Motivation der Tiere

zu erhohen, die Stange schnell zu verlassen, da Miuse die Tendenz zeigen, hell beleuchtete
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Orte zu meiden [388]. Dies konnte die Tiere aus dem Albinostamm BALB/c allerdings irri-
tiert oder geblendet haben. Dieser Stamm zeigte auch bei Beginn des Tests etwas lingere La-
tenzen bis zum Einsetzen der ersten Bewegung als C57BL/6, was als Freezing-Reaktion ge-
deutet werden konnte. Als Konsequenz wurde beschlossen, dem einzigen uns bekannten Hin-
weis zu Umgebungsbedingungen im Pole-Test zu folgen und in nachfolgenden Experimenten

eine schwache Beleuchtung einzusetzen [233].

Im Elevated Plus-Maze wird das Meiden der offenen Arme mit hoher, das Betreten dieser
Arme dagegen mit niedrigerer Emotionalitit in Verbindung gebracht. Die C57BL/6-Méuse
haben sich eher lidnger auf diesen Armen aufgehalten als die BALB/c-Miuse, und allgemein
schien dies auch bei Weibchen lianger der Fall zu sein als bei Médnnchen. Andere Autoren fan-
den einen derartigen Geschlechtsunterschied nicht, allerdings waren dort nicht dieselben
Stdmme untersucht worden [346]. Der genannte Stammunterschied war insofern unerwartet,
als da} im Stammvergleich anderer Autoren ein genau entgegengesetzter, sehr ausgeprigter
Unterschied in der Weise gefunden wurde, dal BALB/c-Mause sehr lange auf den Offenarm
gingen, C57BL/6-Miuse aber nur sehr kurz [430]. Insgesamt lag das Niveau der Offenarmzei-
ten sehr niedrig (nur ungefédhr 3% der Testdauer). Bei der Wahl der Beleuchtung in diesem
Experiment war beriicksichtigt worden, dal die Helligkeitsverhiltnisse in diesem Test eine
gro3e Rolle spielen und entsprechende Variationen sogar differentielle Effekte in verschiede-
nen Stammen hervorrufen kdnnen [243]. Deshalb war bereits eine sehr moderate Beleuchtung
gewihlt worden. Die sehr niedrigen Offenarmzeiten lassen dennoch den Verdacht zu, daf} die-
se noch nicht adidquat war. Es wurde daher beschlossen, fiir die nachfolgenden Experimente
eine minimale Rotlichtbeleuchtung zu verwenden, die an unserem Institut bereits erfolgreich

bei der Testung von Méusen eingesetzt worden war [149].

Die neurochemische post mortem-Analyse zur Bestimmung von Monoamin-Konzentrationen
in Neostriatum und ventralem Striatum deutete auf mehrere Unterschiede hin: Der neostriatale
DA-Gehalt lag im Stamm C57BL/6 hoher als bei BALB/c; dies ist auch von anderen berichtet
worden [387,396], jedoch auch das Gegenteil [200] oder relative Gleichheit der DA-
Konzentrationen in beiden Stimmen [379]. Bedenkt man, daB3 derartige Divergenzen in den
Befunden auch bei anderen Stammvergleichen aufgetreten sind (vgl. [356,411]), wird erkenn-
bar, daf} offenkundig andere als nur genetische Einfliisse betrachtliche Auswirkungen auf ge-
messene Transmitterkonzentrationen ausiiben. Dies unterstreicht die Bedeutung der Gewin-

nung laborspezifischer Erfahrungswerte. Dem geringeren DA-Gehalt bei BALB/c steht ande-
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rerseits ein etwas hoherer DA-Umsatz als bei C57BL/6 entgegen. Im ventralen Striatum wa-
ren keine klaren Stammunterschiede beziiglich Dopamin, wohl aber fiir das Katecholamin
Noradrenalin zu beobachten. Erwihnt, aber ebenfalls nicht weiter vertieft werden soll schlie3-
lich die interessante Tatsache, daf3 sich die beiden benachbarten Hirnstrukturen stammiiber-
greifend durch charakteristische Transmitter-"Profile" voneinander unterschieden. Hinsicht-
lich der Methodik 148t sich feststellen, daB3 die Prozeduren der Gewebeaufbereitung und der
HPLC-Analyse, wie sie im Institut jahrelang auf Hirngewebe der Ratte angewendet worden
waren [368,369,424], offenbar auch bei Miusen hervorragend zur neurochemischen Analytik

geeignet sind.

Bei der Zidhlung der Tyrosinhydroxylase-positiven Zellen in den Strukturen der Substantia ni-
gra und der Area ventralis tegmentalis lagen die mittleren Anzahlen pro Hirnschnitt bei
BALB/c jeweils numerisch etwas hoher als bei C57BL/6, was auf eine hohere Zahl DAerger
Neuronen bei BALB/c hindeutet (TH wird als guter Marker fiir dopaminerge Neuronen be-
trachtet [211]). Dies steht in Ubereinstimmung mit einigen anderen Stammvergleichen, in de-
nen C57BL/6 ebenfalls der Stamm mit der geringeren Zahlen dopaminerger Neuronen war
[166,307]. Interessant ist der Kontrast zwischen den hoheren Zellzahlen in der Substantia ni-
gra von BALB/c und deren niedrigeren DA-Konzentrationen im Striatum, wéhrend es sich bei
C57BL/6 umgekehrt verhilt. Solche auf den ersten Blick paradoxen Konstellationen sind je-
doch schon friiher beobachtet worden [411] und zeigen, daB3 gemessene DA-Konzentrationen
in einer Hirnregion nicht notwendigerweise die Anzahl der sie innervierenden DAergen Neu-

ronen widerspiegeln.

Die Voruntersuchung an intakten, unbehandelten C57BL/6- und BALB/c-Méusen hat eine
Fiille von Informationen iiber Gemeinsamkeiten und Unterschiede dieser Stimme geliefert.
Fiir einige dieser Unterschiede gab es vergleichbare Befunde aus der Literatur, einige andere
wichen davon ab bzw. waren bisher nicht dokumentiert; daneben deuteten sich in einigen
VerhaltensmaBen auch Geschlechtsunterschiede an. Wihrend die Messung neuraler Parameter
bereits zufriedenstellend war, legten die Ergebnisse mancher VerhaltensmeBBmethoden noch
Anderungen nahe. Diese Informationen wurden verwertet, um die nichste Etappe unseres
Projektes, einen Stammvergleich hinsichtlich MPTP-Suszeptibilitit, moglichst effektiv durch-

fiihren zu konnen. Die Ergebnisse dazu werden im nachfolgenden Abschnitt dargestellt.
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4.2 Parentalgeneration

4.2.1 Einleitung

Die Untersuchung von Parentalstimmen stellt den einleitenden Schritt bei einer QTL-Analyse
dar und dient dazu sicherzustellen, daf3 die vorausgesetzten phinotypischen Unterschiede zwi-
schen diesen Stammen auch tatsidchlich vorhanden sind. Wir haben anhand von Literaturan-
gaben die Stimme C57BL/6 und BALB/c ausgewihlt, bei denen gezeigt worden war, dal} ei-
ne MPTP-Behandlung im erstgenannten Stamm stdrkere neurotoxische Effekte ausiibt als im
zweitgenannten [200,396]. Weiter war fiir die Stammauswahl ausschlaggebend, dal es sich
um weitverbreitete und gut charakterisierte Inzuchtstimme handelte, die sich unproblematisch
ziichten und kreuzen lassen, fiir die genligend Mikrosatellitenmarker zwecks spiterer Genoty-
pierung der F2-Generation zur Verfiigung stehen [321] und zwischen denen eine ausreichende
Polymorphismusrate der Marker vorliegt (d.h. da} die Stamme sich durch Marker unterschei-
den lassen) [39]. Fiir die Phénotypisierung wurden diejenigen Methoden benutzt, mit denen
wir im Vorversuch Erfahrung gesammelt hatten. An den Verhaltenstestverfahren Plus-Maze
und Rotarod haben wir Modifikationen vorgenommen in der Erwartung, dal diese die Aussa-
gekraft der Tests hinsichtlich eines Stammvergleichs der MPTP-Wirkungen erh6hen wiirden.
Die Entscheidung, auch das Nestbauverhalten zu untersuchen, ergab sich aus ersten Bebach-
tungen MPTP-behandelter Miause, die im Gegensatz zu Kontrolltieren auffallend weniger
Manipulationen an der Kéfigeinstreu vornahmen. Eine entscheidende Frage war, inwieweit
die einzelnen Verfahren die neurotoxischen Effekte von MPTP erfassen konnen.

Die Wahl des einwdchigen Zeitplans (von Behandlung bis Hirnentnahme) und die Wahl des
Dosierungsschemas (4 Injektionen im 2-Stunden-Abstand) erfolgten anhand der Tatsache, daf3
beides im MPTP-Mausmodell sehr verbreitete Grolen sind. Auch die bei den ersten von uns
untersuchten Tieren benutzte MPTP-Dosis MPTP4x20 war anhand friiherer Literaturberichte
ausgewihlt worden. Die Tatsache, dafl diese Dosis zu kompletter Letalitidt bei den Weibchen
beider Stamme fiihrte, machte jedoch die Wahl einer besser geeigneten MPTP-Dosis erforder-
lich. Zu diesem Zweck wurden zunichst mehrere Dosierungen und Dosierungsschemata aus-
probiert und hinsichtlich ihrer neurotoxischen und letalen Effekte bewertet, bis die Entschei-

dung fiir eine brauchbare Dosis (MPTP4x15) getroffen wurde.

4.2.2 Durchfiihrung
Versuchstiere waren Minnchen und Weibchen der Maus-Inzuchtstimme C57BL/6JIbm

(n=64) und BALB/cIbm (n=64). Etwa die Hilfte der Tiere beider Kreuzungen und Geschlech-
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ter wurde mit MPTP behandelt, die andere Hilfte nur mit physiologischer Kochsalzlosung

(KSL). Zu Beginn des Experiments wurde kleinen Stichproben von Tieren jeweils eine der

folgenden MPTP-Dosierungen verabreicht:

= 4 Injektionen von jeweils 20 mg MPTP-HCl/kg Korpergewicht im Abstand von 2 Stunden
(MPTP4x20)

= 4 Injektionen von jeweils 10 mg MPTP-HCl/kg Korpergewicht im Abstand von 2 Stunden
(MPTP4x10)

= 2 Injektionen von jeweils 20 mg MPTP-HCl/kg Korpergewicht im Abstand von 2 Stunden
jeweils an zwei aufeinanderfolgenden Tagen (MPTP2x20x2)

Keines der aufgefiihrten Schemata erschien hinsichtlich seines Wirkungsprofils (neurotoxi-
sche Effekte vs. Letalitit) geeignet. Deshalb wurde als weitere Dosierung MPTP4x15 (d.h. 4
Injektionen von jeweils 15 mg MPTP-HCl/kg Korpergewicht im 2-Stunden-Abstand) getestet.
Aufgrund deren giinstigen Wirkungsprofils wurden dann alle weiteren MPTP-behandelten
Tiere der Parentalgeneration nach diesem Schema behandelt. Versuchsablauf und Versuchs-
bedingungen entsprachen bei diesen Tieren in allen Aspekten dem Ablaufschema in Abb. 5

und den Material- und Methodenbeschreibungen in Kapitel 3.

4.2.3 Ergebnisse

4.2.3.1 Dosierungen MPTP4x20, MPTP2x20x2 und MPTP4x10

Tabelle 4 zeigt die Letalitit und DA-Depletion im Neostriatum nach verschiedenen MPTP-
Dosierungen. Die Dosis MPTP4x20 erzeugte den stérksten striatalen Dopaminverlust von al-
len untersuchten Gruppen: Betrachtet man die C57-Minnchen, betrug die DA-Konzentration
dort nur etwa 5% des Kontrollniveaus, in den BALB/c-Ménnchen dagegen noch 75%. Jedoch
war bei dieser Dosis eine komplette Letalitit bei den Weibchen beider Stimme zu verzeich-
nen; typischerweise starben die Tiere nach der dritten oder vierten Injektion. Aus diesem
Grund wurden zwei weitere Dosierungen ausprobiert: Mit der Dosierung MPTP2x20x2 wurde
das Intervall zwischen zweiter und dritter Injektion von zwei Stunden auf einen Tag ausge-
weitet, mit der Dosierung MPTP4x10 dagegen die verabreichte Menge des Neurotoxins hal-

biert. Beide Injektionsplidne verhinderten die Letalitét bei den Weibchen vollstindig.
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Tabelle 4. MPTP-bedingte Letalitiit und neostriatale Dopamin-Depletion in Miinnchen und Weibchen der
Mausstimme C57BL/6 und BALB/c, die eine Behandlung mit einer von drei verschiedenen MPTP-

Dosierungen erhalten hatten.

CS57BL/6 BALB/c

Miinnchen Weibchen Minnchen Weibchen

MPTP MPTP MPTP | MPTP MPTP MPTP | MPTP MPTP MPTP | MPTP MPTP MPTP
4x20 2x20x2 4x10 4x20 2x20x2 4x10 4x20  2x20x2 4x10 4x20  2x20x2  4x10

Anzahl gestor- (/2 02 072 272 02 072 02 02 072 272 02 02

bener Tiere/
Gesamtzahl
Tiere

neostriatale  94.49% 75.6% 69.8% | .. 75.6% 82.9% |243% 56.6% 28.8%| .. 7143% 32.9%
DA-Depletion
(Mittelwert)

.= aufgrund der vollstindigen Letalitét liegen keine neurochemischen Daten vor.

Wihrend die Dosis MPTP4x10 in den meisten Fillen eher niedrige Depletionen hervorrief
und auch nur zu geringen Verhaltensdefiziten fiihrte (siehe dazu Abb. 17), lagen die Depletio-
nen bei MPTP2x20x2 in der Regel hoher; diese Dosierung bot sich jedoch aus versuchsoko-
nomischer Sicht nicht an, weil die Tiere an zwei aufeinanderfolgenden Tagen behandelt wer-
den miissen und sich die Versuchsdauer dadurch verldngert. Deshalb wurde die Effektivitat
der Dosierung MPTP4x15 iiberpriift. Diese erwies sich als giinstig hinsichtlich Letalitit und
Neurotoxizitdt, so da} die endgiiltige Wahl auf diese Dosierung fiel. Die Ergebnisse hierzu

sind im folgenden Abschnitt ausfiihrlich dargestellt.

4.2.3.2 Dosierung MPTP4x15

4.2.3.2.1 Verhalten

Nach Behandlung mit MPTP beobachteten wir - teilweise schon Minuten nach der ersten In-
jektion - eine Vielzahl der akuten Phinomene, die in Abschnitt 1.4.4 referiert worden waren,
insbesondere buckelige Korperhaltung, Tremor, rigide Extremitéiten, Speichel- und Trinen-
fluB, Straub-Schwanz und schleppender/torkelnder Gang. Dariiber hinaus wirkten die Tiere
bereits in ihren Heimkifigen akinetisch, d.h. sie bewegten sich duflerst selten und langsam.
Verhaltensweisen wie Nahrungsaufnahme, Putzen des Korpers oder Klettern am Kifiggitter,
welche fiir gesunde bzw. mit Kochsalzlosung behandelte Tiere typisch sind, sahen wir bei den

MPTP-Tieren am Tag 1 nur duBerst selten.
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Offenfeld

Abb. 14 gibt die Lokomotion der Tiere als zuriickgelegte Strecke im Testzeitraum von 10 Mi-
nuten wieder. Das Niveau der C57BL/6-Kontrolltiere lag etwas hoher als das bei BALB/c.
Die ménnlichen C57BL/6-Kontrollen zeigten auch einen leichten Abfall der Lokomotion von
Tag 1 nach Tag 2; ansonsten lassen die Verlaufskurven der Kontrollen iiber vier Tage keine
klare Habituation erkennen. Sehr auffillig ist ein massiver Riickgang der Fortbewegungsakti-
vitit von MPTP-behandelten Tieren beider Stimme am Tag der Behandlung; bei BALB/c lie-
gen die Werte am folgenden Tag wieder auf Kontrollniveau, wogegen dies bei MPTP-

behandelten C57BL/6-Miusen erst an Tag 3-4 eintritt.
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Abb. 14. Zuriickgelegte Strecke im Offenfeld (in cm; Mittelwerte und Standardfehler). Getestet wurden
Minnchen (M) und Weibchen (W) der Maustimme C57BL/6 und BALB/c, die entweder eine Behandlung mit
Kochsalzlosung (KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15 (weifle Symbole) erhalten hatten (n=95). Die Test-
dauer betrug 10 Minuten; die erste Messung erfolgte 1 Stunde nach der letzten Injektion. Die Zeit zwischen zwei

Testdurchgidngen betrug einen Tag.

Zwecks Datenreduktion wurde der lineare Trend der Verlaufskurven aus Abb. 14 ermittelt;
diese Werte sind in Tab. 5 aufgefiihrt und spiegeln die Steigung der Graphen wider. Die linea-
ren Trendkoeffizienten wurden einer dreifaktoriellen ANOVA mit den Faktoren "Stamm",
"Geschlecht" und "Behandlung" unterzogen. Als signifikant erwiesen sich dabei die Hauptef-
fekte "Stamm" (F;3;=8.21, p=0.0052) und "Behandlung" (F;3;=28.19, p<0.0001) sowie die
Wechselwirkung "Stamm" x "Behandlung" (F;3;=8.85, p=0.0038). Bei einer post hoc-
Analyse zeigte sich, daB sich die Koeffizienten zwischen den beiden Stimmen in der MPTP-
Bedingung signifikant im Sinne hoherer Werte bei C57BL/6 unterscheiden (p=0.0005), nicht
aber in der Kontrollbedingung (p=0.9999).
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Tabelle 5. Linearer Trend (Mittelwerte und Standardfehler) der zuriickgelegten Strecke im Offenfeld bei
Minnchen und Weibchen der Mausstimme C57BL/6 und BALB/c, die entweder eine Behandlung mit
Kochsalzlosung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten.

CS7BL/6 BALB/c

Minnchen Weibchen Miinnchen Weibchen

KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP
m=12) m=13) @m=12) (@m=11) @®m=12) @®=13) (n=11) (n=11)

A1 (zuriickgelegte Strecke) 13.0 3955 644 6112 69.8 2300 20.0 1215
+53.7 £62.0 £56.1 857 £81.8 =£100.6 455 =+119.7

Neben horizontaler Bewegung (=Lokomotion) wurde auch die Dauer der vertikalen Aufrich-
tungen der Tiere gemessen (Abb. 15). Ahnlich wie bei der Lokomotion, trat auch hier in den
MPTP-Gruppen ein massiver Riickgang der Aufrichtungsdauer auf, bei C57BL/6 sank diese

sogar nahezu auf Null.
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Abb. 15. Gesamtdauer der Aufrichtungen im Offenfeld (in s; Mittelwerte und Standardfehler). Getestet
wurden Miannchen (M) und Weibchen (W) der Mausstimme C57BL/6 und BALB/c, die entweder eine Behand-
lung mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15 (weile Symbole) erhalten hatten (n=95).
Die Testdauer betrug 10 Minuten; die erste Messung erfolgte 1 Stunde nach der letzten Injektion. Die Zeit zwi-

schen zwei Testdurchgéngen betrug einen Tag.

Der Anstieg an den folgenden Tagen unterscheidet sich von dem der Lokomotion aber darin,
da} besonders die BALB/c-Weibchen das Kontrollniveau im Beobachtungszeitraum nicht

ganz erreichen.
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Hinsichtlich der Defékation ist auffillig, dal diese mit wiederholter Testdarbietung in allen
Gruppen anstieg (Abb. 16). MPTP-behandelte Tiere wiesen am Tag der Behandlung praktisch
keine Defikation auf; an den folgenden Tagen stieg die Zahl der deponierten Boli aber auf das
Niveau der Kontrolltiere an. Generell scheint die Defidkation im Stamm BALB/c hoher zu lie-

gen als bei C57BL/6.
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Abb. 16. Anzahl der Fikalboli, die im Offenfeld deponiert wurden (in s; Mittelwerte und Standardfehler).
Getestet wurden Méannchen (M) und Weibchen (W) der Mausstimme C57BL/6 und BALB/c, die entweder eine
Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15 (weifle Symbole) erhalten hatten
(n=90). Die Testdauer betrug 10 Minuten; die erste Messung erfolgte 1 Stunde nach der letzten Injektion. Die

Zeit zwischen zwei Testdurchgingen betrug einen Tag.

Abb. 17 zeigt die Lokomotion im Offenfeld bei C57BL/6-Ménnchen in Abhédngigkeit von
MPTP-Behandlungen mit verschieden hohen Dosierungen; diese Daten entstammen teilweise
den bereits in Abschnitt 4.2.3.1 beschriebenen Stichproben. Alle MPTP-Dosen fiihrten zu ei-
ner drastischen Abnahme der zuriickgelegten Strecke. An den folgenden Tagen fand in allen
diesen Gruppen eine Anndherung an das Niveau kontrollbehandelter Tiere statt, wobei dieser
Anstieg dosisabhiingig verlief: Nach der Dosis MPTP4x10 ereichte die Lokomotion bereits
bei der zweiten Testung wieder Kontrollniveau, bei MPTP4x15 geschah dies an Tag 3, bei
MPTP4x20 nicht einmal vollstdndig an Tag 4. Dies kann vorsichtig als Hinweis darauf ange-
sehen werden, daf} die Dauer von Verhaltensdefiziten der horizontalen Aktivitdt nach MPTP-
Gabe dosisabhingig sein konnte; zu beriicksichtigen ist dabei, daf} eine solche Vermutung nur

auf sehr kleine Fallzahlen bei den Dosierungen MPTP4x10 und MPTP4x20 gestiitzt ist.

95



Ergebnisse und Einzeldiskussionen: Parentalgeneration
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Abb. 17. Zuriickgelegte Strecke im Offenfeld von méannlichen C57BL/6-Miusen, die entweder eine Be-
handlung mit Kochsalzlosung (KSL) oder einer von drei verschiedenen MPTP-Dosierungen erhalten hat-
ten (in cm; Mittelwerte und Standardfehler). Zusitzlich zu den Daten ménnlicher C57BL/6-Tiere aus Abb.
14 wurden auch die Daten aus den Versuchsgruppen mit den Dosierungen MPTP4x20 (n=2) und MPTP4x10
(n=2) aus den Dosisfindungsexperimenten aufgetragen. Die Testdauer betrug 10 Minuten; die erste Messung er-

folgte 1 Stunde nach der letzten Injektion. Die Zeit zwischen zwei Testdurchgingen betrug einen Tag.

Nestbau

Die Auswertung des Nestbaus erfolgt mittels Kontingenztafeltests. Wihrend die Daten beider
Geschlechter in Tabelle 6 getrennt aufgelistet sind, wurden sie fiir die statistische Auswertung
gepoolt, da augenscheinlich keine strukturellen Unterschiede zwischen den Geschlechtern
vorlagen und die Anzahl der zu vergleichenden Gruppen auf diese Weise iiberschaubar gehal-
ten werden konnte. Beim Vergleich von Kontroll- und Experimentalgruppen - getrennt nach
Stamm - mittels Kontingenztafeltest betrugen die p-Werte fiir C57BL/6 p<0.0001 und fiir
BALB/c p=0.0435, was einen Anstieg der Nestbaulatenz in beiden Stimmen andeutet. Fiir
den Vergleich zwischen den MPTP-behandelten Gruppen beider Stimme ergibt sich
p<0.0001; dieser Wert deutet auf hohere Latenzen bei C57BL/6 hin. Obwohl sich beim Ver-
gleich der Kontrollgruppen bei zweiseitiger Fragestellung nur ein p-Wert von p=0.1060 ein-
stellt, ist doch bei Betrachtung der Daten erkennbar, dal im Gegensatz zu BALB/c bei den
C57BL/6 in der Kontrollbedingung zwar der iiberwiegende Teil, aber noch nicht alle der Tie-
re bereits einen Tag nach der Behandlung mit dem Nestbau begonnen hatten, so da3 die Un-
terschiede zwischen den MPTP-Gruppen nicht zweifelsfrei interpretiert werden konnen. Des-

halb wurde zusitzlich mit dem Patel-Hoel-Test ein non-parametrischer Test fiir Interaktion
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gerechnet [236]. Es handelt sich um einen explizit gerichteten Test, daher wird der p-Wert fiir
einseitige Fragestellung ausgewiesen und betridgt p=0.0026; dies Ergebnis kann als deutlicher
Hinweis darauf interpretiert werden, da3 die MPTP-Behandlung gegeniiber den Kontrollen
bei C57BL/6 einen stirkeren Effekt auf den Nestbau hatte als bei BALB/c.

Tabelle 6. Nestbauverhalten von Méannchen und Weibchen der Mausstimme C57BL/6 und BALB/c, die
entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten.

CS7BL/6 BALB/c
Miinnchen Weibchen Minnchen Weibchen
Nestbaubeginn KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP
m=10) @=13) @®=10) (m=11) @®=10) @®=13) (@®©=10) @m=12)
nach 1 Tag 80% 38% 80% 18%  100% 69%  100%  83%
nach 2 Tagen 0% 8% 10% 0% 0% 23% 0% 17%
nach 3 Tagen 20% 38% 10% 55% 0% 8% 0% 0%
nach 4 Tagen 0% 8% 0% 18% 0% 0% 0% 0%
nach 5 Tagen 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
nach 6 Tagen 0% 0% 0% 9% 0% 0% 0% 0%
nach 7 Tagen 0% 8% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

Angegeben sind relative Hiufigkeiten des Nestbaubeginns in Prozent der jeweiligen Gruppengrofle. Die Zeitan-

gaben sind bezogen auf den Tag der Behandlung.

Greif-Test
Im Greif-Test (Abb. 18) wurde zusitzlich zu den schon in Abschnitt 4.1.3.1 beschriebenen,

qualitativ voneinander differierenden Verhaltensweisen auch beobachtet, dafl einige MPTP-
behandelte Tiere wihrend der gesamten Beobachtungszeit mit den Vorderpfoten gleichsam
starr am Drahtseil hingengeblieben sind, so da3 das Grundproblem der Bewertung von Zeit-
mafen fiir diese unterschiedlichen Verhaltensweisen bestehen blieb. Die Daten wurden des-
halb wiederum iiberfiihrt in Prozentwerte von Tieren pro Gruppe, die die Plattform betreten
haben, und werden hier nur deskriptiv behandelt. Anders als im Vorversuch bestand im vor-
liegenden Experiment kein groBer Niveauunterschied zwischen den Kontrollgruppen beider
Stamme. Dieses Kontrollniveau blieb bei beiden BALB/c-Geschlechtern iiber die vier Tage
hinweg relativ stabil, wihrend es bei C57BL/6 an den beiden letzten Testtagen zu gewissen
Niveauverschiebungen kam. Ein klarer Effekt scheint darin zu liegen, da in allen MPTP-

Gruppen am ersten Tag deutlich weniger Tiere die Plattform erreichten als in den jeweiligen
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Kontrollgruppen. An den darauffolgenden Testterminen kam es zu einer Anniherung auf
Normalniveau, wobei es den Anschein hat, als ob bei BALB/c dieser Leistungsanstieg etwas
steiler erfolgte als bei C57BL/6, so daB von einer gewissen Ahnlichkeit des Datenmusters im
Vergleich zur Lokomotion im Offenfeld gesprochen werden kann. Als ein Problem in der
praktischen Durchfiihrung kristallisierte sich heraus, da3 die Tiere sich beim Anhédngen an
den Draht verschiedenartig verhielten (beispielsweise wollten manche Tiere nicht sofort grei-
fen, andere wiederum zogen sich bereits vor dem "Héngenlassen" kraftvoll an den Draht her-
an), eine Tatsache, die die Durchfiihrungsobjektivitit des Testverfahrens milderte. Mehrere
Versuche, diese Fehlerquelle zu beseitigen (z.B. durch Herantransport der Tiere an den Draht

mittels einer Unterlage), erwiesen sich als nicht praktikabel.
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Abb. 18. Greif-Test: relative Hiiufigkeiten des Kriterium ''Plattform vollstindig betreten'. Getestet wur-
den Minnchen (M) und Weibchen (W) der Mausstimme C57BL/6 und BALB/c, die entweder eine Behandlung
mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15 (weile Symbole) erhalten hatten (n=97). Die
Testdauer betrug maximal 120 s. Die erste Messung erfolgte 2 Stunden nach der letzten Injektion. Die Zeit zwi-

schen zwei Testdurchgéingen betrug einen Tag.

Rotarod

C57BL/6-Miuse verweilten generell ldnger auf der drehenden Walze des Rotarod, und die
Kurvenverldufe aller Gruppen iiber die vier Testzeitpunkte hinweg deuten einen stirkeren
Leistungsanstieg an als bei den BALB/c-Miusen (Abb. 19). Leistungsunterschiede zwischen
den Geschlechtern waren sehr gering. Die Leistung nach MPTP scheint bei C57BL/6 nur an-
deutungsweise niedriger zu liegen als nach der Kontrollbehandlung mit KSL (siehe vor allem
Tag 3), und im Stamm BALB/c lagen praktisch keine Unterschiede zwischen MPTP- und
KSL-Gruppen vor.
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Abb. 19. Rotarod: Verbrachte Zeit auf der rotierenden Walze (in s; Mittelwerte und Standardfehler). Ge-
testet wurden Minnchen (M) und Weibchen (W) der Mausstaimme C57BL/6 und BALB/c, die entweder eine
Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15 (weile Symbole) erhalten hatten
(n=89). Die Testdauer betrug maximal 120 s. Die erste Messung erfolgte 2.5 Stunden nach der letzten Injektion.

Die Zeit zwischen zwei Testdurchgingen betrug einen Tag.

Pole-Test

Im Pole-Test (Abb. 20) traten deutliche Verhaltensunterschiede zwischen den beiden unter-
suchten Stimmen auf: C57BL/6-Kontrolltiere verlieBen die Stange bei der ersten Testung im
Mittel nach 40 Sekunden, an den folgenden Tagen sogar noch etwas schneller. In den MPTP-
behandelten Gruppen waren die Zeiten an den Tagen 1 und 2 deutlich erhoht und lagen erst ab
Tag 3 im Bereich der Kontrollwerte. Geschlechtsunterschiede waren vernachlissigbar. Bei
den BALB/c-Kontrolltieren lagen die mittleren Aufenthaltszeiten wesentlich hoher als bei
C57BL/6, und bei den Minnchen ist sogar noch ein Anstieg der Zeiten mit wiederholter Test-
darbietung zu erkennen. Die Zeiten der BALB/c-MPTP-Gruppen lagen am Tag der Behand-
lung (Testdurchgang 1) etwa so hoch wie in den Kontrollgruppen, an den folgenden Tagen je-
doch niedriger als bei diesen. Ein deutlicher Gegensatz zwischen den beiden Stimmen lag
darin, dafl bei C57BL/6 fast alle Kontrollen die Stange innerhalb der Testspanne verlieBen
und dies in der MPTP-Gruppe auch fiir die Tage 3 und 4 gilt, wihrend bei BALB/c vor allem
in den Kontrollgruppen teilweise nur ein Bruchteil aller getesteten Tiere den Boden betreten
hat (Anhang, Tabelle A-2). Wie schon im Vorversuch, drehten BALB/c-Tiere oft kurz vor
dem Boden um und wirkten insgesamt motorisch unruhig. Eine zusétzliche Auswertung an-
hand der Videobinder ergab tatsdchlich, da BALB/c-Miuse sich im Schnitt mehrere Male
auf der Stange drehten (Anhang, Tabelle A-3).
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Abb. 20. Pole-Test: Auf der Stange verbrachte Zeit bis zum vollstiindigen Betreten des Bodens (in s; Mit-
telwerte und Standardfehler). Getestet wurden Ménnchen (M) und Weibchen (W) der Mausstamme C57BL/6
und BALB/c, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15
(weille Symbole) erhalten hatten (n=89). Die Testdauer betrug maximal 120 s. Die erste Messung erfolgte 3

Stunden nach der letzten Injektion. Die Zeit zwischen zwei Testdurchgiéingen betrug einen Tag.

Elevated Plus-Maze
Bei den Offenarmzeiten im Plus-Maze (Abb. 21) war als allgemeine Tendenz sichtbar, daf}

die Mittelwerte bei Testung 1 hoher lagen als bei Testung 2.
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Abb. 21. Aufenthaltszeiten auf den offenen Armen des Elevated Plus-Maze (in s; Mittelwerte und Stan-
dardfehler). Getestet wurden Minnchen (M) und Weibchen (W) der Mausstimme C57BL/6 und BALB/c, die
entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15 (weile Symbole)
erhalten hatten (n=89). Die Testdauer betrug 5 Minuten. Die erste Testung erfolgte 2 Tage nach der letzten Injek-

tion. Die Zeit zwischen zwei Testdurchgingen betrug einen Tag.
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Wiihrend sich im Stammvergleich das Niveau von C57BL/6-Tieren beider Geschlechter we-
nig von dem der BALB/c-Minnchen unterschied, fielen BALB/c-Weibchen durch deutlich
langere Aufenthaltszeiten auf den offenen Armen auf. Ein eindeutiger Unterschied zwischen

Kontroll- und MPTP-Bedingung zeichnete sich nicht ab.

4.2.3.2.2 Neurochemie

Neostriatum (Abb. 22)

Eine ANOVA fiir den Dopamingehalt im Neostriatum mit den Faktoren Behandlung, Stamm
und Geschlecht ergab einen signifikanten Behandlungseffekt (F;go=617.69, p<0.0001) im
Sinne niedrigerer Konzentrationen nach MPTP- als nach Kontrollbehandlung (KSL). Die In-
teraktion "Stamm" x "Behandlung" wurde ebenfalls signifikant (F; gg=48.70, p<0.0001). Eine
post hoc-Testung erbrachte signifikante Unterschiede sowohl zwischen den KSL- als auch

zwischen den MPTP-Gruppen beider Stimme (in beiden Fillen p=0.0002):
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Abb. 22. Konzentration der Neurotransmitter DA, NA und 5-HT (in pg/g Hirngewebe) sowie das Verhiilt-
nis HVA/DA im Neostriatum. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler fiir Ménnchen und Weibchen
der Mausstimme C57BL/6 und BALB/c, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze
Balken) oder MPTP4x15 (weifle Balken) erhalten hatten (n=97).

Diese Ergebnisse zeigten an, dal die C57BL/6-Kontrollen hohere DA-Spiegel hatten als die
BALB/c-Kontrollen, daf} sich dieser Unterschied aber in der MPTP-Bedingung ins Gegenteil

verkehrte. Die zugehdrigen DA-Depletionen, also der Verlust in Prozent des Mittelwertes der
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jeweiligen Kontrolltiere, betrugen etwa 85% fiir C57BL/6 und 59% fiir BALB/c. Fiir das Ver-
hiltnis HVA/DA erreichte der Haupteffekt "Behandlung" einen p-Wert unter 0.0001
(F180=100.00) und die Interaktion "Stamm" x Behandlung einen p-Wert von 0.0016
(F189=10.66); bei einer post hoc-Analyse erbrachte der Vergleich der Kontrollgruppen von
C57BL/6 vs. BALB/c p=0.2308 und der MPTP-Gruppen p=0.0002; letzteres deutete auf einen
hoheren Mittelwert bei C57BL/6. Eine ANOVA fiir den Transmitter NA ergab fiir den Faktor
"Behandlung" einen p-Wert von 0.0017 (F; go=10.47) im Sinne niedrigerer Konzentrationen
nach MPTP- als nach Kontrollbehandlung. Die Analyse fiir Serotonin wies in keinem Faktor

einen p-Wert unter 0.20 auf.
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Abb. 23. Streuungsdiagramme fiir die neostriatalen DA-Konzentrationen (in pg/g Hirngewebe) und die
zugehorigen HVA/DA-Verhiltnisse. Dargestellt sind die individuellen Wertepaare fiir Mannchen (M) und
Weibchen (W) der Stimme C57BL/6 und BALB/c, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL)
oder MPTP4x15 erhalten hatten (n=97).

Die Streuungsdiagramme in Abb. 23 verdeutlichen die Beziehung zwischen dem neostriatalen
DA-Gehalt und dem zugehorigen HVA/DA-Verhiltnis. Zwischen diesen MaBlen bestanden
hohe negative Korrelationen in den MPTP-Gruppen sowohl von C57BL/6 (r=-0.85, p<0.001)
als auch von BALB/c (r= -0.79, p<0.001). Diese deuten an, dal das Metabo-
lit/Transmitterverhdltnis um so hoher lag, je niedriger die DA-Konzentration selbst war. In
den Kontrollgruppen war ein solcher Zusammenhang ebenfalls vorhanden, hier lagen die Kor-
relationskoeffizienten jedoch etwas niedriger (r= -0.60, p=0.002 fiir C57BL/6 bzw. r= -0.62,
p=0.001 fiir BALB/c)
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ventrales Striatum (Abb. 24)

Bei der Auswertung der Transmitterkonzentrationen im ventralen Striatum ergaben sich hin-
sichtlich Dopamin p-Werte fiir den Faktor "Stamm" von p=0.0007 (F; gs=12.41) im Sinne ge-
nerell hoherer Werte bei BALB/c und fiir "Behandlung" p<0.0001 (F,s=79.63), was eine
Konzentrationsminderung nach MPTP signalisiert. Die zugehorigen DA-Depletionen betru-
gen 50% (C57BL/6) und 31% (BALB/c). In entsprechenden Varianzanalysen fiir die Trans-
mitter NA und 5-HT lag kein p-Wert unter 0.20, fiir das Transmitterverhiltnis HVA/DA gilt
dies mit Ausnahme der Wechselwirkung "Stamm" x "Behandlung" (F;gs=2.84, p=0.0958)

ebenfalls.
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Abb. 24. Konzentration der Neurotransmitter DA, NA und 5-HT (in pg/g Hirngewebe) sowie das Verhiilt-
nis HVA/DA im ventralen Striatum. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler fiir Mdnnchen und Weib-
chen der Mausstimme C57BL/6 und BALB/c, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlésung (KSL,
schwarze Balken) oder MPTP4x15 (weifle Balken) erhalten hatten (n=96).

4.2.3.2.3 Histologie

Die Zellzahlen in SN und VTA (Tabelle 7) wurden mittels ANOVA mit den Faktoren
"Stamm", "Geschlecht" und "Behandlung" analysiert. Fiir die Substantia nigra ergaben sich
dabei ein signifikanter Stammeffekt (F; 75=18.63, p<0.0001) und eine signifikante Wechsel-
wirkung "Stamm" x "Behandlung" (F; 75=6.06, p<0.0160).
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Tabelle 7. Mittlere Anzahlen TH-positiver Zellen in Substantia nigra (SN) und Area tegmentalis ventralis
(VTA) von Miinnchen und Weibchen der Mausstimme C57BL/6 und BALB/c, die entweder eine Behand-
lung mit Kochsalzlosung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten.

CS57BL/6 BALB/c

Minnchen Weibchen Minnchen Weibchen

KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP
(n=10) (n=13) (n=9) (n=11) (n=9) (n=12) (n=10) n=12)

SN 231.0 169.7 216.8 167.2 243.0 286.0 259.7 251.9
+26.3 +20.6 +19.6 +19.0 +33.2 9.8 +22.9 +14.3

VTA 128.6 113.1 118.6 130.5 148.1 156.0 148.1 147.9
+16.7 9.3 +11.5 6.3 +21.6 9.8 +13.5 +13.7

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler der durchschnittlichen Zellzahlen pro Hirnschnitt.

Bei einer post hoc-Testung ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und
MPTP-Gruppe bei C57BL/6 (p=0.0474), nicht aber bei BALB/c (p=0.8349). Die Zellverluste
in Prozent, bezogen auf die Kontrollgruppen, betrugen 25% bei C57BL/6 und -7% bei
BALB/c. Die Kontrollgruppen (KSL) beider Stimme unterschieden sich nicht signifikant
(p=0.6020). Die p-Werte der iibrigen Faktoren und Wechselwirkungen lagen iiber 0.20.
Hinsichtlich der Daten aus der VTA erreichte allein der Haupteffekt "Stamm" einen p-Wert
unter 0.20, im Sinne allgemein hoherer Zellzahlen bei BALB/c-Mdiusen (F,75=8.77,
p=0.0040).

4.2.3.2.4 Letalitit

Auch mit der Dosierung MPTP4x15 trat in allen MPTP-behandelten Gruppen Letalitét auf.
Tabelle 8 gibt die absoluten Anzahlen gestorbener Tiere und die entsprechenden Prozentwerte
fiir diese Gruppen an. Die Mehrzahl der Todesfille ereignete sich innerhalb der ersten 24
Stunden nach der Behandlung. Es starben mehr Weibchen als Minnchen. In den Kontroll-

gruppen (KSL-Behandlung) kam es dagegen nicht zu Todesféllen.
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Tabelle 8. MPTP-bedingte Letalitit von Minnchen und Weibchen der Mausstimme CS57BL/6 und
BALB/c, die eine Behandlung mit MPTP4x15 erhalten hatten.

C57BL/6 BALB/c
Miinnchen Weibchen Miinnchen Weibchen
(n=14) (n=14) (n=14) (n=14)
Anzahl gestorbener Tiere 1 3 1 2
prozentualer Anteil 7% 21% 7% 14%

4.2.3.2.5 Korpergewicht

Das Korpergewicht wurde iiber den Experimentalzeitraum hinweg an vier Mef3zeitpunkten er-
faB3t, wobei unmittelbar nach der Messung an Tag 1 die Injektionsbehandlungen erfolgten
(Tabelle 9). In den Kontrollgruppen waren kaum Anderungen zwischen den Gewichten an
den Tagen 1 und 3 zu verzeichnen (d.h. vor und nach der Kontrollbehandlung), und auch bis
zum Tag 7 blieb das Gewicht relativ konstant bzw. waren nur leichte Zunahmen zu beobach-
ten.

Nach MPTP-Behandlung verringerte sich das Korpergewicht von Tag 1 zu Tag 3 geringfiigig;
dies ist konform mit der Tatsache, da}3 an Tag 1 bei vielen MPTP-behandelten Madusen Apha-
gie und Adipsie beobachtet werden konnten. An Tag 5 stiegen die Mittelwerte der Korperge-
wichte bereits wieder an. Im allgemeinen Gewichtsniveau waren nennenswerte Stammunter-
schiede nicht zu verzeichnen, aber im Geschlechtsvergleich erwiesen sich die Weibchen als

deutlich leichter als die Ménnchen.

Tabelle 9. Korpergewicht (in g, Mittelwerte und Standardfehler von Minnchen und Weibchen der Maus-
stimme C57BL/6 und BALB/c, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL) oder MPTP4x15

erhalten hatten.

CS57BL/6 BALB/c

Miinnchen Weibchen Miinnchen Weibchen

KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP
(n=12) (n=13) n=12) (n=11) (n=12) (n=13) (n=12) n=12)

Tagl 249t1.1  25.140.6 19.2+41.0  20.2+04 242405  24.6+0.7 18.3+0.7 18.8+0.3

Tag3 245107 240406 18905 19.00.5 24005 23.7+0.8  18.904  18.1103

TagsS 253206 253405 19.6£04  20.3+04 242403  24.3+0.6 19.0+04 18.7+0.3

Tag7 259106  25.610.6 19.7+0.5 19.820.3 243104  24.3%0.6 19.1+04 19.5+0.7

Die Messung an Tag 1 erfolgte unmittelbar vor der Behandlung mit KSL bzw. MPTP.
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4.2.3.2.6 Beziehungen zwischen VerhaltensmafBien im Offenfeld und neuralen Parame-
tern

In Tabelle 10 sind korrelative Beziehungen zwischen der zuriickgelegten Strecke und der
Aufrichtdauer im Offenfeld einerseits und der neostriatalen DA-Konzentration sowie der mitt-
leren Zahl TH-positiver Zellen pro Hirnschnitt in der Substantia nigra andererseits fiir MPTP-
behandelte Tiere angegeben. Bei C57BL/6 fielen die Werte fiir Tag 1, den Tag der Behand-
lung, niedrig aus; fiir Tag 2 waren relativ hohe Korrelationen zwischen den vier Parametern
festzustellen, und dies galt fiir die Beziehung zwischen den Aufrichtungen und dem DA-
Spiegel auch an den folgenden beiden Tagen. Bei BALB/c lagen alle Korrelationskoeffizien-
ten sehr niedrig; auch fiir die Kontrollgruppen (KSL) beider Stimme waren die Koeffizienten
relativ niedrig (Anhang, Tabelle A-4).

Dariiber hinaus deutet sich auch zwischen den beiden neuralen Parametern bei MPTP-
behandelten C57BL/6-Mdiusen ein korrelativer Zusammenhang an (r=0.47, p=0.020), nicht
aber bei BALB/c (r=0.12, p=0.583).

Tabelle 10. Produkt-Moment-Korrelationen zwischen Verhaltensparametern im Offenfeld und neuralen

Parametern von Miusen der Stimme C57BL/6 und BALB/c, die eine Behandlung mit MPTP4x15 erhal-

ten hatten.
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4
Loko- Aufrich- Loko- Aufrich- Loko- Aufrich- Loko- Aufrich-
motion tungen motion tungen motion tungen motion tungen
CS7BL/6
(n=24)
striatales DA 0.16 0.31 0.71 0.68 0.31 0.49 0.13 0.57
Zellen in SN 0.32 0.36 0.59 0.43 0.32 0.27 0.19 0.22
BALB/c
(n=23)
striatales DA 0.12 -0.01 0.21 0.12 -0.11 -0.13 -0.17 -0.09
Zellen in SN 0.12 0.22 0.15 -0.13 0.22 -0.26 0.26 0.02

Lokomotion = zuriickgelegte Strecke; Aufrichtungen = Gesamtdauer aller Aufrichtungen; striatales DA = neo-
striatale Dopaminkonzentration; Zellen in SN = mittlere Anzahl TH-positiver Zellen pro Hirnschnitt in der Sub-
stantia nigra. Die Stichproben setzen sich zusammen aus Ménnchen und Weibchen. Korrelationen mit p<0.05
sind fett gedruckt.

4.2.4 Diskussion
Dieses Experiment, bei dem minnliche und weibliche Méuse der Staimme C57BL/6 und

BALB/c mit dem Neurotoxin MPTP behandelt worden waren, hatte das Hauptziel, einen um-
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fassenden Datensatz hinsichtlich der Auswirkungen des Neurotoxins in den genannten Stim-
men zu gewinnen. Von besonderem Interesse war dabei die Frage, ob differentielle Effekte zu
beobachten sind, d.h. ob in den beiden Stimmen und Geschlechtern nach Gabe der gleichen
MPTP-Dosis unterschiedlich starke (neuro-)toxische Effekte auftreten wiirden. Da es bei un-
seren ersten Versuchen zu unerwarteten selektiven Letalititseffekten kam, wurde das Experi-
ment um das Ziel erweitert, eine geeignetere Dosis als die initial benutzte zu finden. Bevor die
eigentlichen Ergebnisse mit der als geeignet identifizierten Dosis besprochen werden, sollen

zunichst die Ergebnisse dieser Dosisfindung diskutiert werden.

Zu Beginn wurde anhand der Literatur ein oft beschriebenes Dosierungsschema ausgewihlt,
bei dem vier intraperitoneale Injektionen in 2-Stunden-Intervallen verabreicht werden (z.B.
[6,78,79,166,357]) Als verabreichte Menge pro Injektion verwendeten wir zunichst 20 mg
MPTP-HCI. Diese Dosierung (MPTP4x20) fiihrte zu zwei differentiellen Effekten: Erstens
zeigte sich eine Stammabhingigkeit der MPTP-Wirkung darin, dal es bei C57BL/6-
Minnchen zu einem massiven neostriatalen Dopaminverlust von 94% kam, wihrend dieser
bei BALB/c-Miénnchen mit 24% deutlich niedriger ausfiel. Zweitens unterschieden sich bei
beiden Stimmen die Geschlechter dahingehend, dafl bei den MPTP-behandelten Weibchen
eine komplette Mortalitit beobachtet wurde, wogegen alle Minnchen die Neurotoxingabe
tiberlebten. Dies war insofern iiberraschend, weil zwar das Phinomen der Letalitdt nach
MPTP-Gabe mehrfach beschrieben wurde [121,152,470], jedoch eine besonders ausgeprigte
Anfilligkeit von Weibchen bislang allenfalls am Rande erwihnt worden war [215]. Da im
Rahmen der von uns beabsichtigten QTL-Analyse sowohl minnliche als auch weibliche Tiere
untersucht werden sollten, muflte eine Dosis gefunden werden, die eine geringe Letalitiit mit
einer ausreichend hohen neurotoxischen Wirkung verbindet. Zwei weitere Dosen, bei denen
die Gabe der Dosis auf einen lingeren Zeitraum verteilt (MPTP2x20x2) bzw. die Dosis hal-
biert wurde (MPTP 4x10), zeichneten sich dadurch aus, da3 hier keine Letalitit auftrat. Das
Dosierungsschema MPTP2x20x2 erzeugte bei C57BL/6-Minnchen eine um ca. 20 Prozent-
punkte niedrigere DA-Depletion als MPTP4x20, eine Dosierung, bei der die gleiche Sub-
stanzmenge massierter appliziert wird. Noch geringer fiel der DA-Verlust bei MPTP4x10 aus.
Eine Ausnahme von dieser Beschreibung bilden allerdings die BALB/c-Minnchen, die bei
den beiden letztgenannten Dosierungen hohere striatale DA-Defizite aufwiesen als bei der an-
fanglichen Dosis MPTP4x20, und die C57BL/6-Weibchen mit einer recht hohen Depletion
bei MPTP4x10; fiir diese Abweichungen gibt es keine befriedigende Erkldrung, es 146t sich

aber nicht ausschliefen, dal, obwohl allein angesichts des Gefidhrdungspotentials der hochto-
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xischen Substanz mit groBtmoglicher Sorgfalt gearbeitet wurde, zu Beginn der Studie die
Injektionsprozedur noch gewissen Schwankungen in der Ausfiihrung unterworfen war, was
sich bei den kleinen Stichprobengroflen in den Mittelwerten deutlich bemerkbar machen
konnte. Davon abgesehen, bestitigen unsere Ergebnisse friihere Studien, die fiir MPTP
einerseits eine Dosis-Wirkungsbeziehung hinsichtlich der Neurotoxizitit [396,470] und der
Letalitdt [470] fanden und die andererseits auch zeigten, daf} eine massierte MPTP-Gabe eine
starkere neurotoxische Wirkung entfaltet als eine iiber einen ldngeren Zeitraum verteilte
gleich hohe Substanzmenge [34]. In das Bild der geschilderten Dosis-Wirkungs-Beziehungen
fiigen sich auch sehr gut unsere Befunde mit der Dosierung MPTP4x15 (Details siehe weiter
unten). Diese Dosierung wurde schlieBlich gewihlt, weil nach MPTP4x10 nur &duBerst
kurzfristige Verhaltensdnderungen auftraten, wihrend bei der Dosierung MPTP2x20x2 die
okonomische Uberlegung hinzukam, daB diese eine Verlingerung der Untersuchung um einen
Tag bei jedem Tier erfordert hiitte - bei einer veranschlagten Zahl von mehreren hundert zu

testenden Tieren ein relevanter Faktor.

Wie im folgenden erortert werden soll, eignete sich das Wirkungsprofil der Dosierung
MPTP4x15 hingegen gut, um vielféltige Beobachtungen beziiglich der Wirkungsweise von
MPTP in beiden Geschlechtern von C57BL/6- und BALB/c- Miusen anstellen zu kdnnen. In
der Vergangenheit wurde wiederholt gezeigt, da} sich die Anfilligkeit fiir MPTP hinsichtlich
neurochemischer und histologischer Lisionsmafle zwischen Mausstimmen unterscheiden
kann (z.B. [166,167,410]). Unsere Ergebnisse bestitigen dies fiir die beiden genannten Stim-
me und zeigen zusitzlich auch Verhaltensunterschiede in der Reaktion auf MPTP-Gabe auf.
Diese Betrachtungsebene war - mit wenigen Ausnahmen [46,332] - bei bisherigen Stammver-

gleichen unbeachtet geblieben.

Auf der Verhaltensebene zeigten die beiden Stimme unterschiedliche, zeitabhiingige Verin-
derungen nach MPTP-Gabe: Wihrend die Lokomotion im Offenfeld bei den Kontrolltieren
iber die vier Testungen hinweg nur geringe Unterschiede aufwies, konnte in den MPTP-
Gruppen am Tag der Behandlung in beiden Stimmen ein massiver Riickgang der Fortbewe-
gungsaktivitidt beobachtet werden. BALB/c-Tiere erreichten bereits am darauffolgenden Tag
wieder das Niveau ihrer Kontrollgruppe, wogegen bei C57BL/6-Tieren eine vergleichbare Er-
holung erst an Tag 3 eintrat. Fiir die beschriebene Datenstruktur eignete sich der lineare Trend
aj, der einen Regressionsparameter darstellt, zur Quantifizierung dieser Kurvenverldufe: Er

gibt den mittleren Verlauf der Kurven iiber die vier MeBzeitpunkte wieder; bei den Kontroll-
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tieren lag dieser Kennwert aufgrund des flachen Kurvenverlaufs nahe Null. Da MPTP-Gabe
bei BALB/c zu einem kurzfristigen Lokomotionsdefizit fiihrt, lag der Regressionskennwert
hier hoher, und am hochsten war dieser im Stamm C57BL/6, durch dessen Datenpunkte im
Mittel die steilste Regressionsgerade verlduft. Die Berechnung derartiger Kennwerte ermog-
licht eine Datenreduktion und eine zusitzliche Betrachtungsweise der Daten. Es soll an dieser
Stelle nur erwihnt, aber nicht weiter vertieft werden, dal} die Parameter unter sorgféltiger Be-
riicksichtigung der Rohdaten interpretiert werden miissen und daf3 ihre Eignung von der kon-
kreten Datenstruktur abhiingig ist. (Tréte beispielsweise bei MPTP-behandelten Tieren eine
gleichbleibend schlechte Leistung ohne Erholung auf, wire der Koeffizient a; gleich dem der
Kontrolltiere; in diesem Fall eignete sich der Koeffizient a,, der die Lage einer Kurve angibt,
besser zur Beschreibung von Unterschieden.) Beriicksichtigt man die Tatsache, daf an Tag 1,
d.h. unmittelbar nach den MPTP-Injektionen, beide Stimme vergleichbar starke Defizite auf-
wiesen, eignet sich dieser Tag im Gegensatz zu Tag 2 offenbar nicht zur Aufdeckung von
Stammunterschieden. Wihrend die akute Reaktion an Tag 1 eine Reihe von zentralen und pe-
ripheren Ursachen haben konnte, ist zu vermuten, da} hinter der an den folgenden Tagen
stattfindenden Erholung spezifischere EinfluBgroBen stehen: Eine Moglichkeit stellen z.B. un-
terschiedliche zeitliche Verldufe von Kompensationsmechanismen dar, eine andere Erkla-
rungsmoglichkeit fiir die stammspezifischen Erholungskurven konnte in unterschiedlichen re-
sidualen DA-Spiegeln und ihrer moglichen Anderung iiber die Zeit begriindet sein. Da wir
uns in dieser Studie jedoch bewuBlt darauf beschrinkt haben, neurochemische Parameter nur 7
Tage nach der Behandlung post mortem zu messen, miissen derartige Vermutungen spekulativ
bleiben. Allerdings sprechen die Verldufe der funktionellen Erholung der Lokomotion bei
verschiedenen Dosierungen in C57BL/6-Minnchen, die um so linger dauerten, je hoher die
Dosis und die resultierende DA-Depletion waren, dafiir, daB3 die zweitgenannte Moglichkeit
tatsidchlich von Bedeutung ist. Auch die Tatsache, dall bei C57BL/6 die Korrelationen nach
MPTP zwischen der Lokomotion an Tag 1 und nigrostriatalen Parametern nur niedrig, jedoch
an Tag 2 sehr ausgeprigt war, deutet darauf hin, daf} die akuten Verhaltensdefizite vermutlich
auch auf andere als dopaminerge Veridnderungen zuriickgehen, wihrend die zuriickgelegte
Strecke an Tag 2 ein guter Pradikator fiir den nigrostriatalen DA-Gehalt und die nigralen
Zellzahlen, wie sie erst 6 Tage spiter gemessen werden, ist. Tag 2 bildet interessanterweise
etwa den Mittelpunkt des Zeitraums, in dem sich das Gros der funktionellen Erholung ab-
spielt. Ferner ist die Tatsache, dal im Gegensatz zur Lokomotion die Aufrichtungsdauer im
Offenfeld bei C57BL/6 auch an den Tagen 3 und 4 mit dem neostriatalen DA-Spiegel korre-

liert, aus dem Grund bemerkenswert, weil zu diesem Zeitpunkt die Tiere auch im Aufricht-
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verhalten im Mittel bereits das Kontrollniveau erreicht haben. Daf} die Variation dieses Para-
meters dennoch Information iiber den Zustand des nigrostriatalen Systems zu beinhalten
scheint, belegt erneut, da} die Erfassung des Aufrichtverhalten im MPTP-Mausmodell sehr
niitzlich sein kann (siehe dazu auch Kapitel 1.4.4.2 und [373]). Dies ist jedoch nicht der Fall
bei BALB/c, bei denen zumindest die Weibchen auch an den Tagen 3 und 4 im Aufrichtver-
halten noch nicht das Kontrollniveau aufweisen; hier scheint - zumindest unter der vorliegen-
den méBigen Lisionsstirke - keine Kopplung des Leistungsniveaus an nigrostriatale Funktio-

nen zu bestehen.

Neben dem Riickgang motorischer Aktivitit war im Offenfeld auch eine starke Abnahme der
Defikation nach MPTP-Gabe und die Erholung auf Kontrollniveau an darauffolgenden Tagen
zu beobachten. Dieser Effekt von MPTP ist nach unserer Kenntnis bisher nicht beschrieben
worden. Mehrere Ursachen sind denkbar: Erstens konnte es eine Folge der verringerten Nah-
rungsaufnahme sein. Es gibt Hinweise, daf} das nigrostriatale System auch Verhaltensweisen
im Zusammenhang mit Nahrungsaufnahme partiell beeinflussen konnte [12], und einige Au-
toren haben Adipsie und Aphagie bzw. Gewichtsabnahme infolge einer MPTP-Behandlung
beschrieben [111,118,121]. Tatsédchlich beobachteten wir regelmifBig - hauptsédchlich an Tag 1
- eine drastische Verminderung der Nahrungs- und Wasseraufnahme, die eventuell zu der von
uns ebenfalls gemessenen, voriibergehenden leichten Abnahme des Korpergewichts und
Verminderung der Kotproduktion gefiihrt hat. Zweitens ist denkbar, dal MPTP oder dessen
Metaboliten iiber ihre Wirkung auf periphere Katecholamine, insbesondere Noradrenalin
[147], das an der Steuerung der gastrointestinalen Aktivitit beteiligt zu sein scheint [155],
beispielsweise die Darmperistaltik veridndern konnten. Drittens konnte auch die stark verrin-
gerte motorische Aktivitét rein mechanisch zu einer mangelnden Funktion der Darmperistaltik
beitragen. Ein weiterer auffélliger Effekt bestand darin, dal auch in den Kontrollgruppen die
Defikation mit wiederholter Exposition im Offenfeld anstieg. Dieses Phinomen ist wahr-
scheinlich nicht auf die allen Tiere gemeinsame Injektionsbehandlung, von der sich die Tiere
eventuell erholen muBten, zuriickzufiihren, da wir dieselbe Beobachtung erstens auch schon
im Vorversuch, in dem keinerlei Injektionen vorgenommen worden waren, und zweitens auch
bei wiederholter Testexposition im Plus-Maze, in dem wir ebenfalls die Defdkation bestimmt
haben (Anhang, Tabelle A-5), gemacht hatten. Gewohnlich wird die Defikation als MaB fiir
Emotionalitit verwendet, wobei eine hohere Zahl von Boli im Sinne von hoherer Angstlich—
keit aufgefa3t wird [128]. Nach dieser Interpretation wiirden unsere Ergebnisse in den Kon-

trollgruppen auf einen Anstieg von Emotionalitit hindeuten. Dies erscheint zwar nicht wahr-
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scheinlich, da unser Offenfeld keine offensichtlich unangenehmen Reize liefert, kann natiir-
lich aber nicht ausgeschlossen werden (denkbar wire beispielsweise eine Angstkonditionie-
rung in Hinblick auf die Handhabung durch den Experimentator). Jedoch haben auch andere
Autoren einen Defikationsanstieg bei Miusen berichtet [438,439,446], wihrend bei Ratten
ein Abfall mit Testwiederholung als typisch beschrieben wurde [18]. Insofern stellt sich die
Frage, ob es sich bei dieser Tendenz um ein Charakteristikum der Spezies Maus handelt, das

nicht im Sinne von Emotionalitit interpretiert werden sollte.

Ein andere Verhaltensklasse, in der als Folge der MPTP-Behandlung zwischen den beiden
Stammen deutliche Unterschiede zutage traten, wurde nicht in einer speziellen Testumge-
bung, sondern in den Heimkéfigen der Tiere beobachtet. Es handelte sich um Nestbauverhal-
ten; dieses kann einerseits bei Weibchen als Brutpflegeverhalten auftreten [48], hat dariiber
hinaus aber thermoregulatorische Funktion und wird bei Vorhandensein geeigneten Materials
von beiden Geschlechtern in nahezu allen Mausstimmen gezeigt [380,381]. Tatsichlich be-
gannen in unserer Untersuchung die Kontrolltiere bereits nach kurzer Zeit, das bereitgestellte
Zelltuch zu bearbeiten, so dal nach einem Tag fast alle C57BL/6- und sdmtliche BALB/c-
Tiere eine Manipulation des Materials vorgenommen hatten. In den MPTP-Gruppen zeigte
sich wiederum ein differentieller Verhaltenseffekt, da hier bei C57BL/6 im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine deutliche Verzdgerung des Nestbaubeginns auftrat, bei BALB/c dagegen
allenfalls minimal. Bei der Interpretation des verzogerten Nestbaubeginns sind mehrere Dinge
zu beriicksichtigen: Einerseits bewirkt MPTP einen Anstieg der Korpertemperatur, der aber
nach weniger als 60 Minuten von einem lidnger andauernden Absinken der Temperatur um
mehrere °C gefolgt wird [147]. Dieser Effekt einer Auskiihlung wurde in unserem Experiment
zwar nicht gemessen, wurde aber von den Experimentatoren bei der Handhabung der Tiere
hiufig subjektiv wahrgenommen, teilweise sogar mehr als 24 Stunden nach der Behandlung,
und war bei stark akinetischen Tieren scheinbar besonders ausgeprigt, so da3 dadurch prinzi-
piell der Anreiz fiir thermoregulatorischen Nestbau steigen miiite. Andererseits ist nicht aus-
zuschlieBen, dal MPTP die Temperaturwahrnehmung beeintriachtigen konnte, was dazu fiih-
ren wiirde, daB fiir die Tiere subjektiv kein Bedarf fiir thermoregulatorischen Nestbau bestiin-
de. Zwar sind sensorische Defizite im MPTP-Modell berichtet worden [349,449,451], unseres
Wissens liegen aber keine Befunde zu Defiziten der Temperaturwahrnehmung vor. Plausibler
erscheint die Annahme, daf} die Defizite im Nestbau auf sensomotorischen Defiziten beruhen,
da beim Nestbauverhalten maf3geblich der orofaziale Bereich und die Vorderpfoten eingesetzt

werden; es ist belegt, da} diese Bereiche auf striatale Léisionen funktionell empfindlich rea-
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gieren [205,384], so daB begriindbar wire, da} der Stamm mit dem deutlich stdrkeren striata-
len DA-Verlust (C57BL/6) auch die ausgeprigteren Defizite beim Nestbau aufweist. Fiir die-
se Interpretation spricht auch, dal der Einsatz des Nestbaus interessanterweise zeitlich eng
mit der jeweiligen funktionellen Erholung der beiden Stimme im Offenfeld zusammenfillt.
Beziiglich des Parameters "Beginn der Bearbeitung von Zellstoff" konnte eingewendet wer-
den, dall dieser eventuell gar keinen Nestbau widerspiegelt, sondern lediglich eine Tendenz,
bestimmte Materialien zu zerkleinern (vergleichbar dem "shredding" bei Wiistenspringmiu-
sen [14]). Dagegen spricht jedoch unsere (nicht systematisch durchgefiihrte) Beobachtung,
daB in der Regel aus diesem Material, teilweise in Verbindung mit der Einstreu, duBerst akku-
rate, kreisformige Nester geformt wurden, in denen sich die Tiere aufhielten. Selbst unter der
Annahme, dal} es sich "nur" um Shredding handelte, bliebe das verwendete Mal} aber dennoch
interessant, da es ganz offensichtlich Verhaltensidnderungen nach einer MPTP-Behandlung
abbilden kann.

In weiteren Verhaltenstests zeigten sich zwar Stamm- oder Behandlungseffekte, aber es war
nicht moglich, mit diesen stammabhiingige Reaktionsunterschiede auf MPTP zu quantifizie-
ren. Im Greif-Test beispielsweise ist die Auswertung durch die hohe Zahl qualitativ verschie-
dener Verhaltensweisen deutlich erschwert; zu den vier bereits aus dem Vorversuch bekann-
ten kam noch eine fiinfte Kategorie hinzu, da einige MPTP-behandelte Tieren wihrend der
gesamten Testdauer nahezu regungslos am Drahtseil hingenblieben. Dies ist insofern interes-
sant, da dies als Akinesie aufgefallit werden konnte und somit ein typisches Parkinson-artiges
Symptom darstellte, es verschirft jedoch das Auswertungsproblem. Mogliche Abhilfen wéren
Kategorisierung, grobes Rating des Greifverhaltens (siehe [17]) oder komplexe Videoanalyse
von definierten Verhaltenscharakteristika wie der Dauer des Schwanzeinsatzes beim Klettern
(siehe [165]); zugehorige Probleme sind jedoch die starke Uniibersichtlichkeit der Ergebnisse
bei Verwendung von Kategorien angesichts der vielen Gruppen in unserem Experiment, die
unserer Erfahrung nach nicht sehr reliable Beobachtbarkeit des Greifverhaltens und der im-
mense zusitzliche Zeitaufwand bei Videoauswertung. Wir entschieden uns daher, das aus
dem Vorversuch bekannte Kriterium "Betretens der Plattform" trotz der damit vorhandenen
Datenreduktion beizubehalten. Damit stellten wir fest, dall in MPTP-behandelten Gruppen der
Anteil von Tieren, die das Kriterium erreichten, unmittelbar nach Behandlung deutlich niedri-
ger lag als in den Kontrollgruppen und wihrend der folgenden Tage anstieg. Augenscheinlich
(d.h. nicht statistisch belegt) verlief dieser Anstieg bei BALB/c sogar rascher als bei
C57BL/6, dem Erholungsverlauf bei der Offenfeld-Lokomotion somit @hnlich. Jedoch handelt

es sich bei dieser Form der Auswertung insofern um ein unscharfes Verfahren, da auch in der
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Kontrollbedingung nicht alle Tiere das Kriterium erreichen und sich die Kategorisierung 0-1
deshalb im Einzelfall nicht befriedigend zur Vorhersage des Lisionsgrades nach MPTP eig-
net. Insbesondere im Hinblick auf die geplante QTL-Analyse wiren solche "unscharfen" Va-
riablen wenig erfolgversprechend, um mit MPTP-Suszeptibilitit verbundene Genorte aufzu-
decken. Eine Konsequenz dieser Uberlegungen bestand deshalb in der Entscheidung, diesen
Test in nachfolgenden Generationen nur noch an zwei statt vier Tagen durchzufiihren (ein
volliger Verzicht wurde vermieden, um den Tieren zwecks besserer Vergleichbarkeit zwi-

schen den Generationen weiterhin diese Testerfahrung zukommen zu lassen).

Das Rotarod war - zumindest unter unseren Bedingungen - nicht geeignet, um die beiden
Stamme in Hinblick auf MPTP-Effekte zu vergleichen. Zum einen wurde die Leistung durch
MPTP insgesamt nur sehr moderat beeinfluf3t, zum anderen bestanden bereits in der Kontroll-
bedingung starke Niveauunterschiede zwischen den beiden Stimmen; letzteres wurde auch in
einer anderen Studie gefunden [351]. Die gegeniiber dem Vorversuch veridnderte, etwas "grif-
figere" Oberfliche der Walze fiihrte nicht dazu, daB3 sich Tiere vom BALB/c-Stamm wesent-
lich ldnger darauf halten konnten; die Leistung dieser Tiere ist also von vornherein sehr ge-
ring, so dal aufgrund dieses Bodeneffektes etwaige Leistungsverschlechterungen kaum
nachweisbar wiren. Prinzipiell konnte durch ein Vortraining méglicherweise eine Ausgangs-
situation geschaffen werden, in der sich die beiden Stimme auf hohem Niveau nicht (wesent-
lich) unterscheiden (siehe [274]). Angesichts des duerst geringen Leistungsanstiegs bei den
Kontrolltieren dieses Stammes iiber die 4 Testtermine hinweg ist jedoch fraglich, ob sich dies
in einem Okonomisch vertretbaren zeitlichen Rahmen durchfiihren lief3e. Interessant ist, daf} in
einer anderen Studie beide Stimme etwa gleich gut im Rotarod abschnitten [348]; ein wesent-
licher Unterschied war dort, da3 das Rotarod, von einer deutlich langsameren Geschwindig-
keit ausgehend, auf eine schnellere als von uns verwendete beschleunigte; dies verdeutlicht,
daf} die Sensitivitit dieses Tests fiir MPTP-bedingte Effekte durch Wahl anderer Testbedin-
gungen wahrscheinlich verbessert werden kann (eine Beschleunigungsfunktion war bei unse-
rem Rotarod-Gerit jedoch nicht vorhanden); so wiesen mehrere Autoren in einzelnen Stim-

men z.T. deutliche MPTP-bedingte Leistungsdefizite im Rotarod nach [76,108,352,353].

Verhaltensmessungen mit dem Pole-Test fiihrten zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen in
den beiden Stammen. C57BL/6-Kontrolltiere bewiltigten die Aufgabe wie von Ogawa et al.
[317] beschrieben; dies geschah sogar rascher als im Vorversuch, so dal vermutet werden

kann, daB die geringere Beleuchtung im aktuellen Experiment das Betreten des Bodens be-
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giinstigte. MPTP-Behandlung fiihrte erwartungsgemifl zu einem deutlichen Anstieg der Auf-
enthaltszeiten am ersten Tag mit einer Erholung auf Kontrollniveau, die im Zeitverlauf derje-
nigen des Offenfeldverhaltens @hnlich ist. Bei BALB/c lagen die Aufenthaltszeiten insgesamt
deutlich hoher, was damit zusammenhéngt, dal die erwiinschte Verhaltenskette nicht einmal
von der Hilfte der Kontrolltiere gezeigt wurde, tatsdchlich sogar hiufiger in der Gruppe der
MPTP-behandelten Tiere auftrat. Das bedeutet konkret, da3 viele Tiere wihrend der gesamten
Testdauer von maximal 120 s auf der Stange geblieben sind. Die Tatsache, da3 BALB/c-Tiere
im Schnitt deutlich mehr als die eine erforderliche 180°-Drehung machten und oft unmittelbar
iber dem Boden kehrt machten, spricht eher gegen motorische Defizite als Erkldarung. Das
Ergebnismuster 148t den Pole-Test unter den vorliegenden Bedingungen fiir den Stamm
BALB/c nicht als brauchbaren Test zur Ermittlung von Verhaltensdefiziten im MPTP-
Mausmodell erscheinen. Anders als beim Rotarod wiirde vermutlich auch ein vorgeschaltetes
Training keine Abhilfe bieten, da bei den Minnchen bei Testwiederholung die Tendenz, den
Boden zu betreten, sogar weiter abnahm. Vielmehr wire es wichtig, die EinfluBgrofen zu
kennen, die BALB/c-Miuse zu ihrem abweichenden Verhalten verleiten. Es kann nur speku-
liert werden, daB3 es sich z.B. um motivationale/emotionale Faktoren handeln konnte (bei-
spielsweise konnte das Betreten des Bodens angstbesetzt sein oder der Drang zum Klettern

tiberwiegen).

Eine methodische Schwierigkeit betrifft sowohl den Pole-Test als auch das Rotarod: Da wir -
wie andere Autoren auch - maximale Beobachtungszeiten festgelegt haben, kann es in beiden
Testverfahren zur Erhebung zensierter Daten kommen. Ein Gruppenmittelwert spiegelt dann
nur bedingt die tatsdchliche Leistung in dieser Gruppe wider. Dies ist ein realistisches Pro-
blem, da wir in etlichen Féllen Maximalleistungen registrierten. Wollte man die Daten stati-
stisch auswerten, miifite dies mit komplexen Verfahren fiir zensierte Daten geschehen, ein
Aufwand, auf den angesichts der vorliegenden Fragestellung verzichtet worden war, da beide
Verhaltenstests offenbar keinen direkten Vergleich der MPTP-Wirkung zwischen den Stim-
men erlauben. Es soll hier nur angemerkt, dal diese Problematik sich bei anderen Autoren,
die mit denselben Tests gearbeitet haben und zweifelsohne ebenfalls Tiere mit "kiinstlichen"
Maximalwerten beobachtet haben, nicht in der Wahl eines statistischen Verfahrens fiir zen-
sierte Daten niedergeschlagen hat (siehe dazu die entsprechenden Referenzen aus Kapitel

1.4.4).
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Hinweise auf Stamm- und Geschlechtsunterschiede fanden sich im Elevated Plus-Maze, des-
sen offene Arme von BALB/c-Weibchen lidnger als von allen anderen Gruppen betreten wur-
den. Ein Stammunterschied in Richtung geringerer Emotionalitit bei BALB/c ist in Uberein-
stimmung mit anderen Autoren, die ebenfalls die von uns eingesetzten Stimme im Plus-Maze
untersucht haben [84,176,348,430], wogegen die eher geringere Emotionalitit von Weibchen
von anderen nicht gefunden wurde [84]. Die im Vergleich zum Vorversuch insgesamt hohe-
ren Offenarmzeiten lassen vermuten, daf3 die im aktuellen Experiment gewihlte schwiéchere
Beleuchtung tatsdchlich das Betreten der offenen Arme forciert hat. Im Gegensatz zu den ge-
nannten Unterschieden 148t sich aus den Plus-Maze-Daten jedoch kein Einflul von MPTP auf
die Emotionalitét herauslesen; obwohl uns hierzu keine Daten anderer Arbeitsgruppen vorlie-
gen, war die Suche nach einer etwaigen Verbindung von Interesse aufgrund der Tatsachen,
daB der Neurotransmitter DA in Emotionalitétssteuerung involviert zu sein scheint [347] und
sich andererseits die zentrale Wirkung von MPTP trotz einer relativen Selektivitit fiir das ni-
grostriatale System auch auf andere Systeme und Transmitter erstrecken kann. Die Testung
war an Tag 3 durchgefiihrt worden und somit zu einem Zeitpunkt, an dem im Offenfeld zu
groBen Teilen funktionelle Erholung stattgefunden hatte; dies war bewufit geschehen, da die
Interpretation des Verhalten durch starke Akinesie erschwert wire, wirft aber die - anhand un-
serer Daten nicht beantwortbare - Frage auf, ob eine MPTP-Behandlung iiberhaupt keine
Auswirkungen auf Angstlichkeit hat oder ob entsprechende zentrale Funktionen bereits in ei-
nem Malle erholt waren, daf3 ein Effekt im Plus-Maze zu diesem Zeitpunkt nicht mehr meBbar

war.

Neben VerhaltensmaBlen aus Offenfeld und Nestbau legten auch die neurochemischen Analy-
sen Wechselwirkungen zwischen Stimmen und Behandlungen offen. Der Vergleich zwischen
den Kontrollgruppen der Stimme zeigte, da3 C57BL/6-Tiere die hoheren neostriatalen Do-
paminkonzentrationen aufwiesen; dies ist in der Tendenz auch von einigen anderen Arbeits-
gruppen beschrieben worden [387,396], es gibt jedoch auch Gegenbefunde [200]. Die syste-
mische Behandlung mit MPTP fiihrte zu einem eindrucksvollen Verlust an DA, der mit ca.
85% bei C57BL/6 ungleich hoher ausfiel als mit 59% bei BALB/c. Diese Ergebnisse zeigen
zum einen deutlich, da MPTP - wie in zahlreichen Studien bereits demonstriert (siche Tabel-
le 1) - zuverldssig als dopaminerges Neurotoxin wirkt. Zum anderen ist aus diesen Ergebnis-
sen ersichtlich, daf eine definierte Menge MPTP in diesen Stammen unterschiedlich starke
Wirkungen hervorruft, was friithere Beobachtungen bestétigt [200,396]. Ein differentieller Ef-
fekt zeichnete sich auch fiir das Transmitterverhiltnis HVA/DA ab, das sich in der Kontroll-
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bedingung (KSL) zwischen den Stimmen offenbar nicht unterschied, aber nach MPTP an-
stieg, und hier stiarker bei C57BL/6 als bei BALB/c. Derartige Erh6hungen nach striatalen Li-
sionen werden vielfach als Indikator fiir einen kompensatorischen Anstieg des residualen DA-
Metabolismus und wiederum als eine physiologische Grundlage funktioneller Erholung ange-
sehen; dal} diese Erhohungen kompensatorische Bedeutung haben, wird auch durch die hohen
Korrelationen zwischen den HVA/DA-Quotienten und den residualen DA-Spiegeln gestiitzt.
Dieses Kompensationsphdanomen wurde modelliibergreifend beobachtet, in MPTP-
behandelten Miusen [377,470] ebenso wie in 6-OHDA-behandelten Ratten [129,372]. Neben
Anderungen in dopaminergen nigrostriatalen Parametern deutete sich auch ein Konzentrati-
onsabfall des Katecholamins Noradrenalin, nicht aber des Indolamins Serotonin als Folge von
MPTP an. Dieses Ergebnis belegt, da3 das Neurotoxin MPTP trotz seiner oftmals betonten
Selektivitit (z.B. [65,156,161,202,294]) in seiner Wirkung nicht vollig auf dopaminerge Sy-
steme beschrinkt bleibt. Auch andere Autoren haben nach MPTP noradrenerge Defizite fest-
gestellt [46,102,183,317], wogegen fiir Serotonin sowohl Verlust [212,410] als auch akuter

Anstieg [294,414] als auch unverinderte Konzentrationen [11,183] berichtet wurden.

Im ventralen Striatum, der anderen von uns untersuchten dopaminerg innervierten Struktur,
deuteten die Ergebnisse ebenfalls auf einen DA-Verlust nach MPTP-Behandlung hin. Dieser
lag fiir beide Stimme erheblich niedriger als die vergleichbaren Werte im Neostriatum. Eine
klare kompensatorische Erhchung des Transmitterumsatzes fand sich bei diesem geringeren
Liasionsausmal} nicht. Dariiber hinaus lag die Depletion bei C57BL/6-Méusen wiederum ho-
her (um ca. 20 Prozentpunkte) als bei BALB/c. Obwohl die p-Werte einer entsprechenden
ANOVA nicht erlauben, von einer Wechselwirkung zu sprechen, weist diese Konstellation
doch numerisch in die Richtung einer hoheren Suszeptibilitit bei C57BL/6. Die - verglichen
mit dem Neostriatum - geringere Lisionsstirke im ventralen Striatum ist analog zu der Kon-
stellation in Gehirnen von Patienten mit Morbus Parkinson. Es ist hiufig diskutiert worden,
ob das ventrale Striatum Noxen, die fiir dopaminerge Neuronen potentiell schiadlich sind, bes-
ser kompensieren kann. Im MPTP-Modell gibt es diesbeziiglich einige Hinweise, da} im ven-
tralen Striatum oxidativer Stre3 wegen hoherer Kupfer-Zink-SOD-Aktivitit besser bekdmpft
werden kann [204], dal der neurotrophe Faktor BDNF in hoherer Konzentration vorhanden
ist [203] oder daB zytotoxisches Kalzium aufgrund hoherer Calbindin-Konzentrationen besser

abgepuffert kann [310,358] als im Neostriatum.
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Auch auf der dritten Betrachtungsebene, der Analyse von histologischen Verdnderungen,
wurden differentielle Lasionseffekte gefunden. Hier traten in der Substantia nigra nach MPTP
Zellverluste um 25% bei C57BL/6 auf, wihrend es bei BALB/c praktisch keine Anderungen
gegeniiber den Kontrollen gegeben hat. Im letztgenannten Stamm fiihrte die verwendete Dosis
MPTP4x15 also zu mebaren Schiddigungen nur auf der neurochemischen, nicht aber auf der
histologischen Betrachtungsebene. Die Hohe des Zellverlusts bei C57BL/6 korrespondiert gut
mit den Ergebnissen einer anderen Arbeit [211]. Das Befundmuster im Vergleich der beiden
Stimme weist groBe Ahnlichkeit mit einer anderen Arbeit auf, in der der Stamm C57BL/6 mit
dem MPTP-resistenteren Stamm FVB/N verglichen worden war und ebenfalls fiir FVB/N nur
ein DA-, aber kein Zellverlust auftrat, wogegen bei C57BL/6 Schiadigungen auf beiden Ebe-
nen zu verzeichnen waren [166]. Dariiber hinaus wurde eine derartige Dissoziation der
MPTP-Wirkung zwischen Zellkorper und -terminalen auch in einer Studie festgestellt, in der
eine protektive Behandlung nur auf der nigralen Ebene Schutz geboten hat [240]. Diese Be-
funde verdeutlichen, daf}3 ein Dopaminverlust nicht unbedingt eine Folge von Zellverlust sein
muB; auch eine beeintrichtigte Funktionalitit des DA-Stoffwechsels konnte dafiir verantwort-
lich sein, und es wurde z.B. auch gezeigt, dal die TH-Aktivitit, die zur Synthese von DA er-
forderlich ist, durch MPTP-Einflufl abnimmt [9,283,302]. Eine einfache monotone Beziehung
der neurochemischen und zelluldren Lésionsparameter im MPTP-Modell ist danach nicht das
wahrscheinlichste Szenario, sondern es konnte beispielsweise eine Art Schwelle im Transmit-
terriickgang geben, oberhalb derer erst bedeutsame Zellverluste auftreten. Obwohl dies von
uns nicht systematisch gepriift wurde, pafit in dieses Bild auch, dal wir in der Area ventralis
tegmentalis keinerlei Zellverlust beobachtet haben und daf3 im ventralen Striatum, das von
dieser Region innerviert wird, die DA-Depletionen bei beiden Stimme niedriger lagen als die
nigrostriatale Depletion im resistenteren der beiden Stimme, in dem ebenfalls kein Zellverlust

aufgetreten war.

Uber die exakten physiologischen Ursachen fiir die von uns gefundenen Unterschiede speku-
lieren zu wollen, wire miiBig; ein Uberblick iiber die Vielfalt von potentiellen Erklirungsan-
sdtzen ist bereits in Kapitel 1.4.6 gegeben worden. Eine derartige Detail-Aufkldarung war auch
nicht Ziel dieses Experiments. Eine der in 1.4.6 genannte Mdéglichkeiten, ndmlich ein Unter-
schied in der Anzahl a priori vorhandener dopaminerger Neuronen [307], wird allerdings
durch unsere Daten kaum gestiitzt: Obwohl bei C57BL/6-Kontrolltieren die Zellzahlen in SN
und VTA numerisch etwas geringer ausfallen als bei BALB/c, ist dieser Unterschied nicht si-

gnifikant, und es ist anzunehmen, dal bei BALB/c in der Ausgangssituation schon betrécht-
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lich mehr Zellen vorliegen miilten, um daraus eine hohere Kompensationsfahigkeit ihres ni-
grostriatalen Systems ableiten zu konnen, die wiederum die beobachtete, 25 Prozentpunkte

niedrigere striatale DA-Depletion erkldren konnte.

ZusammengefaB3t belegen die Ergebnisse unserer Untersuchung mit Hilfe verschiedener
MeBmethoden deutlich und konsistent, dal der Mausstamm C57BL/6 anfilliger auf das Neu-
rotoxin MPTP reagiert als BALB/c. Diesen anhand der Literaturangaben bereits vermuteten
Unterschied zu verifizieren und prizise zu beschreiben, war das Hauptziel des Experimentes.
Die beiden verglichenen Gruppen sind Inzuchtstimme, d.h. sie unterscheiden sich definiert
genetisch voneinander, wogegen die Individuen innerhalb eines Stammes genetisch nahezu
identisch sind. Fiir die Umweltbedingungen aller Tiere in unserem Experiment wurde von ih-
rer Geburt in der TVA an grotmogliche Gleichheit angestrebt. Beriicksichtigt man diese Tat-
sachen, kann zumindest die deutliche Vermutung gedullert werden, da3 die beobachteten
Stammunterschiede - zumindest zu einem betrdchtlichen Teil - genetisch begriindet sind.
Deshalb war diese hinsichtlich eines MPTP-Suszeptibilititsunterschieds "positive" Befundla-
ge malgeblich fiir die Entscheidung, die Stamme im folgenden Schritt zu reziproken F1-
Generationen zu verkreuzen und anhand der Phénotypisierung dieser Tiere erste grobe An-
haltspunkte iiber Vererbungsmodi fiir die MPTP-Anfilligkeit zu gewinnen. Die Ergebnisse
dieses nichsten Schrittes eines QTL-Versuchsplans wird im folgenden Kapitel beschrieben.
Abschlieend soll noch erwihnt werden, dal wir nur sehr wenige Geschlechtsunterschiede
fanden, die sich wiederum auf einige Verhaltenstests beschrinkten, welche sich nicht als pri-
mir geeignet erwiesen, Stammunterschiede bzgl. der MPTP-Wirkung abzubilden. In Bezug
auf die Letalitit 148t sich festhalten, daf in absoluten Zahlen auf einem moderaten Niveau et-
was mehr Weibchen als Minnchen gestorben sind (das Phianomen der Letalitdt wird in den
Abschnitten 4.4.4 und 4.6 ausfiihrlicher besprochen). Die Daten der iibrigen Verhaltens-, neu-
rochemischen und histologischen Maf3e lieferten jedoch - im Gegensatz zu einigen anderen
Studien [104,434] - keine Anhaltspunkte, dal Minnchen und Weibchen unterschiedlich auf
MPTP reagierten.

118



Ergebnisse und Einzeldiskussionen: F1-Generation

4.3 F1-Generation

4.3.1 Einleitung

Der Vergleich der Parentalstimme C57BL/6 und BALB/c ergab deutliche Unterschiede in ih-
rer MPTP-Anfilligkeit, was anhand verschieden starker Verhaltensdefizite, striataler DA-
Verluste und nigraler Zellverluste nachgewiesen werden konnte. Somit war eine entscheiden-
de Ausgangsbedingung fiir eine QTL-Analyse erfiillt, ndmlich ein phinotypischer Unter-
schied zwischen den Ausgangsstimmen. Deshalb wurden die Parentalstimme reziprok zu F1-
Hybriden verkreuzt. Da bis zur Durchfiihrung dieses Versuchs keine Arbeiten verdffentlicht
worden waren, die sich mit der Auswirkung einer Kreuzung auf das Merkmal MPTP-
Anfilligkeit beschiftigen, war in dieser Etappe die Frage von besonderem Interesse, wie der

Phinotyp der F1 im Vergleich zur Parentalgeneration ausfallen wiirde.

4.3.2 Durchfiihrung

Versuchstiere waren Minnchen und Weibchen der reziproken F1-Hybriden B6BCF1 (n=40)
und BCB6F1 (n=40). Je die Hilfte der Tiere beider Kreuzungen und Geschlechter wurde mit
MPTP behandelt, die andere Hilfte erhielt eine Kontrollbehandlung mit dem Vehikel Koch-
salzlosung. Der Versuchsablauf entsprach in sémtlichen Prozeduren der Untersuchung der Pa-
rentalgeneration, mit zwei Ausnahmen: Zusétzlich zu Neostriatum und ventralem Striatum
wurde der rostrale Pol des Frontalkortex entnommen und dieses Gewebe ebenfalls der neuro-
chemischen Untersuchung auf Monoamine unterzogen. Beim Greif-Test wurde die Untersu-

chung nicht mehr an vier, sondern nur an den ersten beiden Versuchstagen vorgenommen.

4.3.3 Ergebnisse

4.3.3.1 Verhalten

In unseren unsystematischen Beobachtungen der Tiere war ein deutlicher Unterschied zur Pa-
rentalgeneration zu bemerken; die meisten der dort eingangs geschilderten Akutsymptome,
also Speichelflu}, verdnderte Korperhaltung etc., traten bei den MPTP-behandelten F1-
Maiusen gar nicht auf oder waren augenscheinlich weniger ausgeprigt als bei den Parentaltie-

ren.
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Offenfeld

Die Kontrollgruppen der beiden Stimme wiesen iiber die vier Testtage hinweg ein recht kon-
stantes Lokomotionsniveau auf (Abb. 25). In den MPTP-behandelten Gruppen war an Tag 1
die Lokomotionsleistung deutlich niedriger als bei den Kontrollen, lag aber numerisch etwas
hoher als bei den MPTP-behandelten Tieren der Parentalgeneration (vgl. Abb. 14). Bereits an

Tag 2 war die Leistung der MPTP-Gruppen nicht mehr verschieden von den jeweiligen Kon-

trollen.
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Abb. 25. Zuriickgelegte Strecke im Offenfeld (in cm; Mittelwerte und Standardfehler). Getestet wurden
Mainnchen (M) und Weibchen (W) der Maustimme B6BCF1 und BCB6F]1, die entweder eine Behandlung mit
Kochsalzlosung (KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15 (weifle Symbole) erhalten hatten (n=80). Die Test-
dauer betrug 10 Minuten; die erste Messung erfolgte 1 Stunde nach der letzten Injektion. Die Zeit zwischen zwei

Testdurchgéngen betrug einen Tag.

Aus den Rohdaten wurde wieder der lineare Trend berechnet (Tabelle 11), und diese Koeffi-
zienten wurden dann mittels ANOVA (Faktoren: Stamm, Geschlecht, Behandlung) ausgewer-
tet. MPTP-behandelte Tiere hatten dabei signifikant hohere Steigungskennwerte als Kontroll-
tiere (Haupteffekt "Behandlung": F; 7,=18.74, p<0.0001). Die p-Werte der anderen Faktoren
lagen iiber 0.20.
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Tabelle 11. Linearer Trend (Mittelwerte und Standardfehler) der zuriickgelegten Strecke im Offenfeld
von Miannchen und Weibchen der Mausstimme B6BCF1 und BCB6F1, die entweder eine Behandlung mit
Kochsalzlosung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten.

B6BCF1 BCB6F1

Minnchen Weibchen Miinnchen Weibchen

KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP
m=10) m=10) @®=10) (@©=10) @M=10) (©=10) (m=10) (n=10)

A1 (zuriickgelegte Strecke) -3.0 1827 186 1413 319 1571 -34.1 83.9
+43.0 +£57.0 396 £53.8 +40.8 +554 £37.0 242

Die Gesamtdauer von Aufrichtungen sank ebenfalls unter akuter Wirkung von MPTP stark ab
(Abb. 26). Bei den Minnchen war ab Tag 2 Kontrollniveau erreicht, bei den MPTP-Weibchen
lagen an den weiteren Tagen z.T. noch deutlich niedrigere Werte vor als bei deren Kontrollen.

Insgesamt ist bei den Kontrollen eine Tendenz zur Zunahme der Aktivitiit zu erkennen.
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Abb. 26. Gesamtdauer der Aufrichtungen im Offenfeld (in s; Mittelwerte und Standardfehler). Getestet
wurden Minnchen (M) und Weibchen (W) der Mausstimme B6BCF1 und BCB6F1, die entweder eine Behand-
lung mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15 (weifle Symbole) erhalten hatten (n=80).
Die Testdauer betrug 10 Minuten; die erste Messung erfolgte 1 Stunde nach der letzten Injektion. Die Zeit zwi-

schen zwei Testdurchgéngen betrug einen Tag.

Die Defékation zeigte einen generellen Trend der Zunahme bei wiederholter Testung. Direkt
nach MPTP-Behandlung (Tag 1) war die Defédkation deutlich reduziert, erreichte an den fol-

genden Tagen jedoch Kontrollniveau. Generell schien die Defédkation bei B6BCF1 etwas stir-
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ker zu sein als bei BCB6F1 sowie bei Minnchen etwas stirker als bei Weibchen (Anhang,

Tabelle A-6).

Nestbau

Die Auswertung des Nestbaus erfolgte mittels Kontingenztafeltests. Wie schon in der Paren-
talgeneration, wurden auch hier die Daten beider Geschlechter fiir die statistische Auswertung
gepoolt. Samtliche Kontrolltiere hatten bereits nach einem Tag mit dem Nestbau begonnen
(Tabelle 12). Beim Vergleich von Kontroll- und Experimentalgruppen mittels Kontingenzta-
feltest - getrennt nach Kreuzung - betrugen die p-Werte fiir B6BCF1 p=0.0471 und fiir
BCB6F1 p=0.4872. Fiir den Vergleich der MPTP-behandelten Gruppen beider Stimme ergab
sich p=0.4075. Insgesamt ldBt sich aus diesem Ergebnismuster kein klarer MPTP-bedingter

Anstieg der Nestbaulatenz ablesen.

Tabelle 12. Nestbauverhalten von Minnchen und Weibchen der Mausstimme B6BCF1 und BCB6F1, die
entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten.

B6BCF1 BCB6F1
Miinnchen Weibchen Minnchen Weibchen
Nestbaubeginn KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP KSL  MPTP
m=10) m=10) @®=10) (@©=10) M=10) (@©=10) (m=10) (n=10)
nach 1 Tag 100%  60% 100%  90% 100% 100% 100%  80%
nach 2 Tagen 0% 40% 0% 10% 0% 0% 0% 20%
Angegeben sind absolute Hiufigkeiten des Nestbaubeginns. Die Zeitangaben sind bezogen auf den Tag der Be-
handlung.
Greif-Test

Erneut wurde der prozentuale Anteil der Tiere pro Versuchgruppe bestimmt, die die Plattform
erreicht hatten; Testwerte wurden jedoch nur an den ersten beiden Versuchstagen erhoben
(Abb. 27). Hier ist zu bemerken, daf} sich das Leistungsniveau generell zwischen den beiden
Kreuzungen nicht bedeutsam unterschied. Allerdings war bei den F1-Kreuzungen der Lei-
stungsunterschied zwischen MPTP-Bedingung und Kontrollbedingung (KSL) geringer als bei
den Parentaltieren, und bei BCB6F1-Minnchen erreichten sogar mehr MPTP- als Kontrolltie-
re die Plattform. In allen MPTP-behandelten Gruppen erhohte sich der Prozentsatz von Tieren
mit erreichtem Kriterium, ein Trend, der bei KSL-behandelten Tieren geringer ausgeprigt

war.
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Abb. 27. Greif-Test: relative Haufigkeiten des Kriterium ''Plattform vollstindig betreten''. Getestet wur-
den Minnchen (M) und Weibchen (W) der Mausstimme B6BCF1 und BCB6F1, die entweder eine Behandlung
mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15 (weile Symbole) erhalten hatten (n=80). Die

Testdauer betrug maximal 120 s. Die erste Messung erfolgte 2 Stunden nach der letzten Injektion. Die Zeit zwi-

-

2

Testdurchgang

schen zwei Testdurchgiingen betrug einen Tag.

Rotarod

Bei allen getesteten Gruppen war die Tendenz erkennbar, dall die verbrachte Zeit auf der dre-
henden Walze mit wiederholter Testung zunahm. MPTP minderte die Leistung am ersten Tag

deutlich in den Weibchen beider Stimme gegeniiber ihren Kontrollen, die bereits auf einem

hohen Niveau begannen (Abb. 28).
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Abb. 28. Rotarod: Verbrachte Zeit auf der rotierenden Walze (in s; Mittelwerte und Standardfehler). Ge-
testet wurden Miannchen (M) und Weibchen (W) der Mausstimme B6BCF1 und BCB6F1, die entweder eine
Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15 (weile Symbole) erhalten hatten
(n=80). Die Testdauer betrug maximal 120 s. Die erste Messung erfolgte 2.5 Stunden nach der letzten Injektion.

Die Zeit zwischen zwei Testdurchgingen betrug einen Tag.
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Ab Tag 3 lagen die MPTP-Weibchen auf Kontrollniveau. Dagegen starteten kontrollbehandel-
te Ménnchen bei der ersten Testung auf einem niedrigeren Niveau; bei BCB6F1 waren kaum
Unterschiede zur MPTP-Gruppe vorhanden, und MPTP-behandelte B6BCF1-Tiere hatten

teilweise sogar hohere Mittelwerte als deren Kontrollen.

Pole-Test

Insgesamt waren die Mittelwerte der Aufenthaltszeiten im Stamm BCB6F1 hoher als bei
B6BCF1. Im Stamm B6BCF1 nahmen die mittleren Aufenthaltszeiten von Tag 1 nach Tag 2
ab, danach wieder leicht zu; die Mittelwerte der MPTP-Gruppen lagen hier etwas hoher als
die der Kontrollen. Bei BCB6F1 kam es zu einem Anstieg der Zeiten mit wiederholter Te-
stung; in diesem Stamm verweilten Méinnchen im Schnitt langer auf der Stange, wobei deren
Kontrollgruppe ab Tag 2 hohere Aufenthaltszeiten hatte als die MPTP-Gruppe, wihrend bei
den Weibchen die MPTP-Gruppe insgesamt ldnger auf der Stange war (Abb. 29). Der Pro-
zentsatz von Tieren, die den Stab wihrend der 2-miniitigen Testdauer verlieBen, nahm insbe-
sondere bei BCB6F1 von Tag 1 nach Tag 4 ab (Anhang, Tabelle A-7). Zusatzauswertungen
ergaben ferner, da} die Anzahl der 180°-Drehungen auf der Stange in allen Gruppen zunahm

und in einigen Gruppen hohe Mittelwerte erreichte (Anhang, Tabelle A-8).
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Abb. 29. Pole-Test: Auf der Stange verbrachte Zeit bis zum vollstiindigen Betreten des Bodens (in s; Mit-
telwerte und Standardfehler). Getestet wurden Minnchen (M) und Weibchen (W) der Mausstimme B6BCF1
und BCB6F1, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15
(weille Symbole) erhalten hatten (n=80). Die Testdauer betrug maximal 120 s. Die erste Messung erfolgte 3

Stunden nach der letzten Injektion. Die Zeit zwischen zwei Testdurchgéngen betrug einen Tag.
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Elevated Plus-Maze

Bei BCB6F1-Tieren gab es beziiglich der Offenarmzeiten nur minimale Unterschiede zwi-
schen den Geschlechtern und Behandlungsgruppen bei insgesamt relativ niedrigen Zeiten. Im
Vergleich dazu gingen B6BCF1-Tiere insgesamt linger auf die offenen Arme; in diesem
Stamm schienen MPTP-behandelte Tiere ldnger als Kontrolltiere und Ménnchen etwas langer
als Weibchen auf den offenen Armen zu verweilen. Fiir beide Stimme gilt, daf} die Zeiten in

den einzelnen Gruppen bei den beiden Testungen relativ konstant blieben (Abb. 30).
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Abb. 30. Aufenthaltszeiten auf den offenen Armen des Elevated Plus-Maze (in s; Mittelwerte und Stan-
dardfehler). Getestet wurden Méannchen (M) und Weibchen (W) der Mausstimme B6BCF1 und BCB6F1, die
entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15 (weile Symbole)
erhalten hatten (n=80). Die Testdauer betrug 5 Minuten. Die erste Testung erfolgte 2 Tage nach der letzten Injek-

tion. Die Zeit zwischen zwei Testdurchgéngen betrug einen Tag.

4.3.3.2 Neurochemie

Neostriatum (Abb. 31)

Eine ANOVA fiir den Dopamingehalt im Neostriatum mit den Faktoren "Behandlung",
"Stamm" und "Geschlecht" ergab einen signifikanten Behandlungseffekt in Richtung niedri-
gerer Konzentrationen bei MPTP-Gabe (F;7,=34.05, p<0.0001). Die entsprechenden DA-
Depletionen betrugen ca. 47% fiir B6BCF1 und 32% fiir BCB6FI1. Fiir das Transmitter-
verhiltnis HVA/DA wiesen folgende Faktoren p-Werte unter 0.10 auf: Faktor "Behandlung"
(F1.70=30.28, p<0.0001), Faktor "Stamm" (F; 70=5.47, p=0.0222), Interaktion "Stamm" x "Be-
handlung" (F;70=4.27, p=0.0425). Eine nachfolgende post hoc-Testung deutete klar auf ein
hoheres Metabolit-Transmitterverhéltnis nach MPTP- als nach Kontrollbehandlung
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(p=0.0001) bei B6BCF1, aber hochstens ansatzweise bei BCB6F1 (p=0.0805). Keine Hinwei-
se gab es fiir einen Unterschied zwischen den Kontrollgruppen beider Stimme (p=0.9974).
Fir den Transmitter NA lagen - mit Ausnahme der Interaktion "Stamm" x "Geschlecht"

(F171=3.04, p=0.0856) alle p-Werte iiber 0.10.
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Abb. 31. Konzentration der Neurotransmitter DA, NA und 5-HT (in pg/g Hirngewebe) sowie das Verhiilt-
nis HVA/DA im Neostriatum. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler fiir Mdnnchen und Weibchen
der Mausstimme B6BCF1 und BCB6F1, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze
Balken) oder MPTP4x15 (weille Balken) erhalten hatten (n=79).

Beim Transmitter 5-HT ergaben sich p-Werte von p=0.0182 fiir den Faktor "Stamm"
(F1.71=5.84) und von p=0.0796 fiir die Interaktion "Stamm" x "Behandlung" (F;7,=3.16).

Da ein Vergleich der MPTP-Anfilligkeit zwischen der F1- und der Parentalgeneration von
besonderem Interesse war, wurde exemplarisch ein Generationen-Vergleich anhand der Do-
pamindepletionen durchgefiihrt. Da zwischen den F1-Kreuzungen keine signifikanten Unter-
schiede in der Wirkung von MPTP auf die neostriatalen DA-Konzentrationen gefunden wor-
den waren, wurden die beiden Kreuzungen gepoolt und deren DA-Depletion als F1-
Gesamtgeneration varianzanalytisch mit den beiden sich unterscheidenden Parentalstimmen
C57BL/6 und BALB/c verglichen. Diese Analyse deutete an, dafl die F1-Generation als Gan-
zes eine Depletion aufwies, die mit einem Mittelwert von 40% sogar niedriger lag als die des
resistenten BALB/c-Stammes mit 59% und des anfilligen C57BL/6-Stamm mit 85% (ANO-
VA mit Faktor "Stamm" (F1, C57BL/6, BALB/c), F,35=20.08, p<0.0001; post hoc F1 vs.
BALB/c: p=0.022; post hoc F1 vs. C57BL/6: p<0.001).
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Ein Vergleich statistischer Kennwerte der neostriatalen DA-Depletionen zwischen F1- und
Parentalgeneration forderte aulerdem zutage, dal sowohl die Standardfehler als auch die
standardisierten Streuungen (Variationskoeffizienten) in den Gruppen der F1-Generation ho-
her lagen als in denen der Parentalgeneration (siche Tabelle 16 in Abschnitt 4.4.3.2). Dieser
Effekt trat jedoch in anderen als neurochemischen MaBen nicht auf (Daten nicht gezeigt). Der
Variationskoeffizient ist der Quotient aus Standardabweichung und zugehdrigem Mittelwert.
Diese Normalisierung dient der Vergleichbarmachung von Streuungen aus Stichproben mit
verschieden hohen Mittelwerten und wird iiblicherweise in der Verhaltensgenetik zum Ver-

gleich zwischen Generationen verwendet [20].

ventrales Striatum (Abb. 32)

Im ventralen Striatum lieferte die Analyse hinsichtlich Dopamin einen p-Wert von 0.0001 fiir
den Behandlungseffekt (F;7;=16.50) in Richtung geringerer Konzentrationen nach MPTP und
von p=0.0175 fiir den Stammeffekt im Sinne hoherer Werte bei BCB6F1 (F,7,=5.91). Die
DA-Depletionen lagen bei 32% (B6BCF1) und 22% (BCB6F1). Keine p-Werte unter 0.10 er-
gaben die ANOVAs fiir das Transmitterverhidltnis HVA/DA und die Konzentrationen von
NA. Bei 5-HT ergab sich p=0.0656 im Faktor "Stamm" (F, 7;=3.50).
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Abb. 32. Konzentration der Neurotransmitter DA, NA und 5-HT (in pg/g Hirngewebe) sowie das Verhiilt-
nis HVA/DA im ventralen Striatum. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler fiir Mannchen und Weib-
chen der Mausstimme B6BCF1 und BCBOFI, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlésung (KSL,
schwarze Balken) oder MPTP4x15 (weifle Balken) erhalten hatten (n=79).
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Frontalkortex (Abb. 33)

Im Frontalkortex ergaben sich in der ANOVA hinsichtlich des Transmitters DA fiir den Be-
handlungseffekt p=0.0750 (F, 5s=3.29) und hinsichtlich des HVA/DA-Verhiltnisses p=0.0366
fiir die Interaktion "Stamm" x "Geschlecht" (F, sg=4.58). Kein post hoc-Vergleich erreichte
einen p-Wert unter 0.10. Bei Noradrenalin wies der Behandlungseffekt (F; ss=5.41, p=0.0234)
auf einen Konzentrationsriickgang nach MPTP, bei 5-HT lag der Stammeffekt bei p=0.0042
in Richtung hoherer Konzentrationen bei B6BCF1 (F; 50=8.90).
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Abb. 33. Konzentration der Neurotransmitter DA, NA und 5-HT (in pg/g Hirngewebe) sowie das Verhiilt-
nis HVA/DA im Frontalkortex. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler fiir Mdnnchen und Weibchen
der Mausstimme B6BCF1 und BCBOFI1, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlésung (KSL, schwarze
Balken) oder MPTP4x15 (weifle Balken) erhalten hatten (n=67).

4.3.3.3 Histologie

Die Auswertung der Zellzahlen (Tabelle 13) mittels ANOVA deutete auf insgesamt tendenzi-
ell hohere Zellzahlen in der SN bei Ménnchen als bei Weibchen hin (Faktor "Geschlecht",
F;70=3.51, p=0.0651), ein Effekt, der bei Betrachtung der Zellzahlen hauptsichlich auf die
Kreuzung B6BCF1 zuriickgehen diirfte. Alle {ibrigen p-Werte lagen tiber 0.10.

Bei der Analyse der Daten der VTA wies die Interaktion "Stamm" x "Behandlung" einen p-
Wert von p=0.0649 auf (F; 70=3.52), wihrend die p-Werte aller anderen Faktoren iiber 0.20
lagen.

Beim Vergleich zwischen den Generationen fillt auf, da3 die Mittelwerte der Zellzahlen der

Kontrolltiere in der F1 numerisch héher waren als in der Parentalgeneration.
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Tabelle 13. Mittlere Anzahlen TH-positiver Zellen in Substantia nigra (SN) und Area tegmentalis ventra-
lis (VTA) von Minnchen und Weibchen der Mausstimme B6BCF1 und BCB6F1, die entweder eine Be-
handlung mit Kochsalzlosung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten.

B6BCF1 BCB6F1
Miinnchen Weibchen Miinnchen Weibchen
KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP
(n=10) (n=10) (n=10) (n=9) (n=9) (n=10) (n=10) (n=10)

SN 3359 317.5 300.0 266.3 289.7 298.3 289.1 2933
+12.0 +14.6 +22.4 +15.6 +18.3 +14.7 +21.5 +17.8

VTA 186.5 158.5 165.8 155.9 155.4 172.2 165.1 163.8
+14.3 +7.4 +7.7 19.2 8.5 8.1 +10.5 +12.1

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler der durchschnittlichen Zellzahlen pro Hirnschnitt.

4.3.3.4 Letalitit
In der F1-Generation ist kein Tier an den Folgen der MPTP-Toxizitit gestorben, die Mortali-

tit betrug also fiir jede Gruppe 0%.

4.3.3.5 Korpergewicht

Das Korpergewicht blieb bei allen B6BCFI1-Gruppen nahezu konstant, wéhrend es bei
BCBG6F1 sowohl nach Kontroll- als auch nach MPTP-Behandlung voriibergehend um ca. 1
Gramm niedriger lag. Die Weibchen waren jeweils deutlich leichter als die Minnchen (An-

hang, Tabelle A-9).

4.3.4 Diskussion

Ziel dieses Experiments war es, Informationen iiber Auswirkungen einer Behandlung mit
MPTP in den reziproken F1-Kreuzungen zweier Stimme, die beziiglich ihrer MPTP-
Suszeptibilitit als unterschiedlich charakterisiert worden waren, zu gewinnen. Hierzu wurde -
mit minimalen Anderungen - dasselbe Methodenarsenal von Verhaltenstests sowie von neu-
rochemischen und histologischen Untersuchungen zentraler DAerger Systeme angewendet
wie in der Parentalgeneration.

Unser grober Eindruck, der auf nicht standardisierten Beobachtungen beruhte, war der, daf3

die F1-Tiere weitaus geringere akute Reaktionen auf eine MPTP-Behandlung aufzuweisen
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schienen als das in beiden Stammen der Parentalgeneration der Fall gewesen war. Etliche Er-
gebnisse der standardisiert durchgefiihrten Verhaltenstests wiesen in dieselbe Richtung. Im
Offenfeld blieb die lokomotorische Aktivitit der Kontrollen iiber 4 Tage hinweg relativ kon-
stant. In den MPTP-behandelten Gruppen war die Aktivitit an Tag 1 deutlich geringer als bei
den Kontrollen, ab Tag 2 jedoch wieder auf deren Niveau. Dieses Muster spiegelte sich auch
im linearen Trend der Kurven wider, welcher in der MPTP-Bedingungen moderat hoher lag
als in den Kontrollgruppen; Stammunterschiede lagen dabei nicht vor. Dieser rasche Erho-
lungsverlauf dhnelt dem des BALB/c-Stamms, also dem weniger MPTP-anfélligen Stamm der
Elterngeneration. Beim Aufrichtverhalten waren die Defizite bei Midnnchen ebenfalls auf Tag
1 begrenzt; bei Weibchen bot sich ein weniger klares Bild, da auch bei Kontrollen iiber die
Testungen hinweg die Aufrichtdauer zunahm, was die Interpretation erschwert. Beriicksichtigt
man auflerdem, daBl insbesondere die B6BCF1-Weibchen eine geringere neostriatale Depleti-
on aufwiesen, andererseits aber auch eine geringere Aktivitit beim Aufrichten als die Minn-
chen, ist zu bezweifeln, daf} dieses MaB3 zuverldssig den Grad der neuralen Schiadigung wider-
spiegelt.

Eine akut unterdriickende Wirkung von MPTP auf die Defikation im Offenfeld mit Erholung
an den nachfolgenden Tagen war auch in der F1-Generation erkennbar. In anderen Verhal-
tenstests waren mefbare Folgen der MPTP-Behandlung duflerst gering: Der Beginn des Nest-
baus erschien allenfalls in der Teilkreuzung B6BCF1 minimal verzogert, und beim Plus-Maze
lagen die Offenarmzeiten in dieser Kreuzung nach MPTP- ansatzweise hoher als nach Kon-
trollbehandlung. Im Greif-Test, dem Rotarod und dem Pole-Test waren klare MPTP-bedingte
motorische Defizite jedoch so gut wie nicht erkennbar. Im Pole-Test war bereits bei vielen
Kontrolltieren einerseits zwar die Fihigkeit zur Fortbewegung und zu Drehungen auf der
Stange, aber gleichzeitig die fehlende Tendenz zu beobachten, die Stange zu verlassen, wie es
bereits in den BALB/c-Tieren gefunden worden war. Dies steht dem Prinzip des Testverfah-
rens entgegen [317], was eine Interpretation in Hinblick auf MPTP-bedingte Defizite massiv
erschwert. Da die Haltungs- und Testbedingungen der F1-Tiere so gut wie machbar mit denen
der Parentaltiere iibereinstimmten, kann spekuliert werden, ob Faktoren, die zu dieser Ten-
denz beitragen, iiber Allele im BALB/c-Genom vererbt werden. Erstaunlicherweise war je-
doch die mangelnde Bereitschaft zum Verlassen der Stange in einer Kreuzung (BCB6F1) we-
sentlich deutlicher zu beobachten; wiirde sich dies in einer vorzunehmenden Replikation mit
statistischer Auswertung bestitigen, deutete das auf einen geschlechtsgebundenen Verer-

bungsweg hin.
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Mit den geringen MPTP-bedingten Verhaltensdefiziten korrespondierten die Ergebnisse auf
der neuralen Betrachtungsebene: Zwar zeigte sich erneut die neurotoxische Wirkung von
MPTP darin, daB} in allen MPTP-behandelten Gruppen die DA-Konzentrationen niedriger wa-
ren als in den entsprechenden Kontrollgruppen; die Depletionen lagen in der F1-Generation
jedoch insgesamt noch niedriger als im resistenten Parentalstamm BALB/c. Die beiden F1-
Kreuzungen unterschieden sich im neostriatalen Dopamingehalt zwar nicht signifikant, aber
es war eine Tendenz fiir eine etwas hohere DA-Depletion in B6BCF1 zu erkennen (bedingt
vor allem durch die hier wiederum anfélligeren Médnnchen). Auch die Tatsache, daf sich eine
kompensatorische Erhohung des DA-Stoffwechsels nur bei B6BCF1-Tieren abzeichnete, deu-
tet in dieselbe Richtung. Wie schon bei den Parentaltieren lag der DA-Verlust im ventralen
Striatum noch unter dem im Neostriatum. Um weitere Anhaltspunkte iiber das regionale
Wirkprofil von MPTP zu bekommen, wurde in der F1-Generation zusétzlich zu den beiden
striatalen Strukturen auch der rostrale Pol des Frontalkortex auf seinen Monoamingehalt un-
tersucht. Es zeigten sich nach MPTP keine klaren dopaminergen Verdnderungen, aber eine
leichte Konzentrationsminderung des Katecholamins Noradrenalin; eine solche Konstellation
ist auch in einer anderen Arbeit bei C57BL/6-Tieren gefunden worden [297]. In Uberein-
stimmung mit den sehr médBig ausgeprigten neurochemischen Defiziten gab es auf der zelluli-
ren Betrachtungsebene keine Hinweise auf Verlust von TH-immunoreaktiven Zellen infolge
der MPTP-Behandlung. SchlieBlich trat in F1-Tieren keine Letalitét, die eine mogliche peri-
phere Wirkung von MPTP darstellt, auf. Dies wiirde auf Gemeinsamkeiten in der neurotoxi-
schen und der letalen Wirkung von MPTP hinweisen, wie von Hamre et al. [184] vermutet.
Unsere Ergebnisse aus der Parentalgeneration stiitzen dies hingegen weniger, denn hier trat
auch im Stamm BALB/c, der gegen die Neurotoxizitit von MPTP resistenter war als

C57BL/6, in mehreren Tieren Letalitit ein.

Insgesamt lassen sich die Ergebnisse so zusammenfassen, daf die neurotoxische Wirkung von
MPTP in der F1-Generation relativ gering ausfillt. In den meisten Parametern reagierten die
Tiere der beiden F1-Kreuzungen etwa wie der wenig MPTP-anfillige Stamm BALB/c der Pa-
rentalgeneration; gemessen am striatalen Dopaminverlust lag die Anfilligkeit der FI1-
Generation als Ganzes sogar deutlich unter demjenigen bei BALB/c. Die Beobachtung, daf3
der Ausprigungsgrad polygen vermittelter Eigenschaften in F1-Kreuzungen denjenigen ihrer
Ausgangsstimme im Sinne biologischer Fitness iibertrifft, wird hdufig gemacht, z.B. in Form
hoherer Lebensdauer, Entwicklungsgeschwindigkeit, nachgeburtlicher Uberlebensrate oder

Anzahl von Neuronen in bestimmten Hirngebieten [91,201,264]. Man bezeichnet dieses Phi-
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nomen in der englischsprachigen Literatur als "hybrid vigor". Interessant ist ein Vergleich des
von uns gefundenen "hybrid vigor", d.h. der hoheren MPTP-Resistenz in der F1-Generation
als im resistenteren der beiden Elternstimme, mit den Ergebnissen der Studie von Hamre et
al. [184], die nach Abschluf} unseres Experiments publiziert worden ist. In jener Arbeit wurde
die Anfilligkeit fiir MPTP in mehreren Maus-Inzuchtstimmen anhand des Zellverlustes in der
SN quantifiziert, und die Stamme, die bei diesem Vergleich die oberen und unteren Extrem-
werte bildeten (C57BL/6 vs. Swiss-Webster und AKR/J), wurden zur F1-Generation ver-
kreuzt. Die F1-Kreuzungen erwiesen sich dabei als vergleichbar anfillig wie der anfiélligste
Ausgangsstamm C57BL/6. Dieses wesentliche Ergebnis der Hamre-Studie ist damit in gewis-
ser Weise kontridr zu dem von uns festgestellten Sachverhalt. Einschrinkend ist zu sagen, da3
erstens der zweite Stamm dort ein anderer als BALB/c war, zweitens zwar das gleiche Dosie-
rungsschema, aber eine hohere MPTP-Dosis als bei uns verwendet und drittens dort nur der
Parameter "nigraler Zellverlust" ermittelt worden war. Anhand unserer Daten ist es nicht
moglich zu entscheiden, ob der SN-Zellverlust in der F1 auch geringer als in der Parentalge-
neration ausgefallen wire, da bei unserer MPTP-Dosis ein Bodeneffekt eingetreten ist (sprich:
kein Zellverlust bereits im resistenteren Stamm der Parentalgeneration), oder ob der Hybrid-
Vigor auf den striatalen DA-Verlust beschrinkt ist. Dennoch diirften die genannten Unter-
schiede zwischen beiden Studien letztendlich kaum fiir die prinzipiell gegensdtzlichen Ergeb-
nisse kritisch sein.

Die hohe Anfilligkeit der F1-Generation bei Hamre et al. wurde unter der Annahme erklért,
daB3 C57BL/6 ein Suszeptibilititsallel trage, welches dominant vererbt wird. Diese Erkldrung
eignet sich hingegen nicht fiir das Ergebnismuster unserer Studie. Unsere Ergebnisse lassen
sich besser begreiflich machen, wenn man von einem rezessiven Suszeptibilititsallel bei
C57BL/6 ausgeht. Vorausgesetzt, dafl der gegeniiber BALB/c geringere DA-Verlust in der F1
tatsichlich substantiell ist, geniigt selbst die Annahme eines solchen Suszeptibilititslocus al-
leine noch nicht. Der Effekt lieBe sich aber einsichtig machen, wenn man zusétzlich eine In-
teraktion von Genloci annimmt. Das Zusammentreffen von Allelen aus C57BL/6 und
BALB/c konnte so in einer sehr geringen Suszeptibilitét resultieren. AuBerdem muf beriick-
sichtigt werden, dafl beim Vergleich von Stimmen die meBbare Tatsache einer geringeren
Schidigung durch eine gegebene Neurotoxinmenge grundsitzlich durch zwei verschiedenar-
tige Mechanismen zustande kommen kann: Wie die Beispiele in Abschnitt 1.4.6 belegen,
kann entweder die Abwesenheit oder die Anwesenheit bestimmter Faktoren zu erhohter
MPTP-Anfilligkeit fiihren. Anders ausgedriickt konnen Gene den Charakter von Suszeptibili-

tits- oder Resistenzgenen haben. Es ist durchaus plausibel, da} ein Zusammenspiel beider
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Typen letztlich fiir den Phéanotyp "MPTP-Anfilligkeit" verantwortlich ist. Als weiterer Faktor
soll noch erwihnt werden, dal Gene nicht nur in der Art eines Alles-oder-Nichts-Prinzips
(dominant/rezessiv) zusammenwirken konnen, sondern auch kodominant agieren konnen, d.h.
daB} das Zusammentreffen verschiedener Allele zu einer phédnotypischen Mischform fiihren
kann. Unwahrscheinlich ist, da alle die Loci, die bei unserem Vergleich von C57BL/6 und
BALB/c relevant sind, mit denen in der Hamre-Studie iibereinstimmen, denn solch ein hypo-
thethischer Locus bei C57BL/6 miifite einerseits dominant gegeniiber SWR und AKR sein
und andererseits rezessiv gegeniiber BALB/c. Aus dieser Sicht stellen die gegensétzlichen Er-
gebnisse der beiden Studien auch nicht zwingend einen Widerspruch dar, sondern koénnen
vielmehr als ein weiteres Indiz fiir die Beteiligung mehrerer Gene an der Steuerung der

MPTP-Anfilligkeit angesehen werden.

Ebenfalls in die Richtung eines Einflusses mehrerer Gene konnte die Tatsache deuten, daf} wir
fiir neurochemische Parameter wie den striatalen DA-Gehalt in der F1-Generation in den
MPTP-behandelten Gruppen eine hohere Variabilitit als in der Parentalgeneration gefunden
haben, erkennbar sowohl im Variationskoeffizienten als auch im Standardfehler der Mittel-
werte. Da eine F1-Population genetisch homogen ist, ist eine solche Konstellation untypisch
[326], wurde aber als Tryon-Effekt beschrieben [195]. Dieses Phinomen ist bislang unzurei-
chend verstanden worden, wird aber als deutliches Anzeichen der polygenen Natur einer sol-
chen Eigenschaft interpretiert. Da bei Verhaltens- oder histologischen Daten jedoch kein sol-
cher Trend erkennbar war, muf3 alternativ auch in Betracht gezogen werden, dafl die Schwan-
kungen methodisch bedingt sein konnten. Wihrend der Untersuchung der F1-Generation trat
eine starke Verschmutzung der HPLC-Anlage auf, die deren Sensitivitdt innerhalb kurzer Zeit
massiv verringerte. Als GegenmaBBnahmen wurden die Anlage gespiilt sowie die Sdule und die
mobile Phase ausgetauscht. Danach wurde die Analyse der F1-Gewebeproben fortgesetzt, be-
reits analysierte Proben aber nicht wieder prozessiert, da ein erneutes Auftauen der tiefgekiihlt
gelagerten Proben deren Transmittergehalt moglicherweise unkontrolliert veridndert hitte. Zur
Kontrolle wurden die Kalibrierungsfaktoren, die fiir jeden Transmitter anhand der Standardl6-
sung an jedem MeBtag vor der eigentlichen Analyse ermittelt wurden, iiber die gesamte Zeit-
spanne unseres Projektes verglichen. Dabei zeigte sich fiir den besonders wichtigen Transmit-
ter Dopamin eine bemerkenswerte Konstanz. Es kann daher angenommen werden, daf$ die be-
schriebenen Reinigungsmaflnahmen nicht substantiell zu den Schwankungen beigetragen ha-
ben. Auch die Tatsache, da} die Variationskoeffizienten in den F1-Kontrollgruppen, deren

Gewebeproben zur gleichen Zeit wie diejenigen der MPTP-Gruppen analysiert wurden, nicht
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hoher liegen als in der Parentalgeneration, spricht gegen eine Fehlerquelle in der HPLC-
Analytik. Ein weiterer methodischer Kritikpunkt betrifft die Frage der Konstanz der Injekti-
onsbehandlung. Denkbar wire, daf in der F1-Studie die Injektion regelmiBig an einem ana-
tomisch anderen Ort als in den Tieren der Parentalgeneration vorgenommen worden ist, be-
dingt z.B. durch die andere Fellfarbe oder das im Mittel etwas hohere Korpergewicht in der
F1. Eine solche systematische Variation konnte dann dazu fiihren, daf} die neurotoxisch zur
Wirkung kommende MPTP-Menge etwas geringer ausfiele und damit geringere Lisionen zur
Folge hitte. Dieser Einwand kann nicht vollig entkriftet werden; allerdings sind uns - im Be-
wuBtsein einer solchen potentiellen Fehlerquelle - keine nennenswerten anatomischen Unter-
schiede aufgefallen, und geringe Abweichungen wiirden vermutlich auch durch die Tatsache
kompensiert werden, da3 MPTP sehr gut wasserloslich ist und daher leicht durch Gewebe dif-
fundieren sollte. Als eine Mafnahme, die wir zum Zwecke einer moglichst gleichartigen Be-
handlung getroffen hatten, sei hier auch erwihnt, daf} die Injektionen der Tiere von der Paren-
tal- bis zur F2-Generation immer von derselben Experimentatorin (Frau Dr. Hofele) durchge-

fiihrt worden sind.

Beim zentralen Ergebnis unserer F1-Studie, der relativ hohen MPTP-Resistenz, stellt sich die
Frage nach den dahinterliegenden physiologischen Mechanismen. Da die Ergebnisse jedoch
keinen Aufschluf} iiber die beteiligten Gene geben konnen, bleibt diese Frage weiterhin speku-
lativ. Interessanterweise fallen die mittleren Zellzahlen in der Substantia nigra der F1-
Kreuzungen numerisch etwas hoher aus als bei den Ausgangsstimmen; diese Sachlage konnte
als Anhaltspunkt fiir die in der Vergangenheit mehrfach angestellte Vermutung dienen, wo-
nach hohe Ausgangszellzahlen prognostisch giinstig sind [307,350]. Gegen diese Erkldrung
spricht jedoch, daB3 bei der bereits mehrfach erwihnten Arbeit von Hamre et al. [184] die SN
in der F1-Generation im Mittel ebenfalls mehr Zellen als in den Parentalstimmen aufwies,

was dort jedoch von einer hoheren Anfilligkeit begleitet war.

Abschlielend ist festzuhalten, daf die fiir dieses Experiment vorgenommene genetische Ma-
nipulation, ndmlich die Kreuzung zweier Inzuchtstimme, einen regelhaften Einflu auf den
von uns untersuchten Phanotyp "MPTP-Suszeptibilitit" hatte. Die Annahme, da3 die Anfil-
ligkeit fiir das Neurotoxin MPTP genetisch beeinfluf3t ist, wurde dadurch weiter erhértet. Die
Ergebnisse legen nahe, dal mehr als ein Gen fiir den Phinotyp verantwortlich zeichnet. Vor-
geschlagen wurde, dal im BALB/c-Genom Allele vorliegen, die Resistenz bewirken, und im

C57BL/6-Genom Allele vorliegen, die Anfilligkeit begiinstigen. Derartige Faktoren konnten
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im Sinne einer genetischen Interaktion zu einer erhohten Resistenz in der F1-Generation fiih-
ren. Es spricht also einiges dafiir, da} die von uns untersuchte Eigenschaft einer polygenen
Steuerung unterliegt. Dies ist wiederum eine gute Ausgangsbasis, um die Suche nach dahin-
terliegenden genetischen Mechanismen QTL-analytisch anzugehen. Die Frage, ob es Unter-
schiede zwischen den beiden reziproken Kreuzungen hinsichtlich der MPTP-Anfilligkeit gibt,
konnte anhand der Ergebnisse dagegen nicht eindeutig beantwortet werden. Zwar wiesen ein-
zelne MaBe (Nestbau, neostriataler DA-Umsatz) in die Richtung einer etwas hoheren Anfil-
ligkeit bei B6BCF1, in anderen MaBlen war dies jedoch nicht deutlich erkennbar.

Der logisch folgende Schritt ist die Produktion und Phénotypisierung einer F2-Generation.

Dies wird im folgenden Abschnitt beschrieben.
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4.4 F2-Generation

4.4.1 Einleitung

Ein besonders wichtiger Schritt im Rahmen eines QTL-Mapping-Projekts ist die Phénotypi-
sierung der F2-Generation. Deren phinotypische Daten bilden die Grundlage fiir eine spétere
Suche nach solchen chromosomalen Abschnitten, die mit dem Phénotyp in Verbindung ste-
hen, also den QTL. Daneben sollte in der F2-Generation als eine weitere bedeutsame Frage-
stellung tiberpriift werden, ob ein Zusammenhang zwischen der Pigmentierung der Tiere und
threr MPTP-Anfilligkeit besteht. Ausgehend von den Ergebnissen fritherer Stammvergleiche
ist wiederholt vermutet worden, dal das Fehlen von Pigmentierung die MPTP-Anfilligkeit
reduziert [124,200]; mit dieser Vermutung konform sind etliche der in Tabelle 2 aufgelisteten
Stammvergleichsstudien, in denen Albinostimme geringere Lidsionseffekte aufwiesen als
pigmentierte Stimme. Albinismus wird verursacht durch das Fehlen des Pigmentfarbstoffs
Melanin. Die ersten beiden Schritte der Melanin-Synthese aus Tyrosin werden durch das En-
zym Tyrosinase katalysiert, das im Mausgenom auf Chromosom 7 durch das Gen Tyr enko-
diert wird. Mutationen in diesem Gen konnen bewirken, dafl kein funktionsfihiges Enzym
gebildet wird, was zu Albinismus fiihrt [467]. Der Befund einer verringerten MPTP-
Suszeptibilitit bei Albino-Miusen in Stammvergleichsstudien deutet prinzipiell auf eine Be-
teiligung dieses Genlocus am Phénotyp hin. Jedoch kann dies bei der geringen Zahl unter-
suchter Staimme natiirlich eine zufillige Konstellation sein, denn da die verschiedenen Stim-
me sich in etlichen Loci unterscheiden, kann der Effekt auch auf andere Gene zuriickgehen,
deren resultierender Phéinotyp nicht offen sichtbar ist. Finde man dagegen bei einer grof3en
Zahl von genetisch heterogenen Tiere, wie sie in einer F2-Generation vorkommen, daf3 Albi-
notiere von der MPTP-Wirkung weniger stark betroffen sind, stellte dies eine deutlich stédrke-
re Evidenz dar. Hier kann angenommen werden, dal die Allele anderer Gene rein zufillig in
Albinos und pigmentierten Tieren verteilt sind und sich, wenn man man groBe Gruppen be-
trachtet, in ihren Wirkungen "herausmitteln" (jedoch mit der Ausnahme von Genen, die auf
dem gleichen Chromosom wie Tyr lokalisiert sind).

In der F2-Generation einer Kreuzung von C57BL/6 und BALB/c regeln 3 verschiedene Gene
die Hauptcharakteristika der Fellpigmentierung, ndmlich die Farbfaktoren A,B,C:

A agouti Vs. a non-agouti, d.h. nicht-wildfarben

B schwarz V8. b braun

C non-albino  vs. ¢ albino, d.h. die phdnotypische Ausprigung der Faktoren A und B ist

unterdriickt)
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Die mit GroBbuchstaben bezeichneten Allele sind dominant, die mit Kleinbuchstaben be-
zeichneten rezessiv. Der Parentalstamm C57BL/6 trigt die Allele aaBBCC (Phinotyp:
schwarz), der Stamm BALB/c AAbbcc (Phinotyp: albino). In der F1-Generation hatten alle
Tiere den Genotyp AaBbCc mit dem resultierenden Phénotyp agouti (wildfarben, d.h. die
Pigmentierung ist ungleichmifig). Wie in Abb. 4 angedeutet, filhren die moglichen Kombina-
tionen der Allele in der F2 zu fiinf gut unterscheidbaren Fellfarbungen in unterschiedlicher
Auftretenshiufigkeit: schwarz, braun, agouti, zimtfarben, albino. Wir beschrinkten uns je-
doch auf einen Vergleich aller pigmentierten Tiere (schwarz, braun, agouti, zimtfarben) mit
den Albinotieren hinsichtlich ihrer MPTP-Anfilligkeit. Weitere Details zur Genetik der Fell-
farbung finden sich bei Kohler [234].

Neben der Bedeutung der Pigmentierung interessierten wir uns auch fiir periphere Wirkungen
von MPTP, die eventuell an Phdnomenen wie der Letalitit nach MPTP-Gabe beteiligt sind.
Da als eine mogliche Ursache der Letalitit allgemeines Herz-Lungen-Versagen in Frage
kommt [184], wurde bei einigen B6BCF2-Tieren exemplarisch eine Analyse des Gehalts der

Monoamine Dopamin, Adrenalin und Noradrenalin im Herz durchgefiihrt.

4.4.2 Durchfiihrung

Versuchstiere waren Minnchen und Weibchen der reziproken F2-Kreuzungen B6BCF2
(n=201) und BCB6F2 (n=225); die Kreuzung B6BCF2 wurde durch Verpaarung von
B6BCFI1-Tieren gewonnen, die Kreuzung BCB6F2 durch Verpaarung von BCB6F1-Tieren.
Je 12 der Tiere beider F2-Kreuzungen und Geschlechter erhielten eine Behandlung mit dem
Vehikel Kochsalzlosung (KSL), alle iibrigen wurden mit MPTP4x15 behandelt. Der Ver-
suchsablauf entsprach in simtlichen Prozeduren der Untersuchung der F1-Generation; zusétz-
lich wurde die Fellfarbung aller Tiere protokolliert und auch fotografisch dokumentiert. Au-
Berdem wurde bei einem Teil der Tiere der kaudale Pol des Herzen entnommen und dieses
Gewebe ebenfalls einer neurochemischen Untersuchung auf Monoamine unterzogen. Der
Standard, mit dem die HPLC-Anlage vor der Untersuchung dieser Herzgewebe-Proben ge-
eicht wurde, enthielt neben den in 3.5.2 aufgefiihrten Monoaminen auch 50 ng Adrenalin/ml.

Dadurch war zusitzlich eine Quantifizierung des Adrenalingehaltes moglich.
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4.4.3 Ergebnisse

4.4.3.1 Verhalten

Offenfeld

MPTP fiihrte in beiden Stimmen und Geschlechtern zu einer Abnahme der Lokomotion an
Tag 1; ab Tag 2 lagen die Mittelwerte der MPTP-behandelten Gruppen auf Kontrollniveau,
teilweise sogar leicht dariiber (Abb. 34). Fiir die Verlaufskurven der Offenfelddaten wurde
erneut deren linearer Trend berechnet (Tabelle 14) und varianzanalytisch ausgewertet. Signi-
fikant wurden dabei die Faktoren "Geschlecht" (Fj345=4.23, p=0.0405) mit hoheren Stei-
gungswerten bei Minnchen sowie "Behandlung" (F; 345=53.09, p<0.0001) mit htheren Wer-
ten in der MPTP-Bedingung.
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Abb. 34. Zuriickgelegte Strecke im Offenfeld (in cm; Mittelwerte und Standardfehler). Getestet wurden
Mainnchen (M) und Weibchen (W) der Mausstimme B6BCF2 und BCB6F2, die entweder eine Behandlung mit
Kochsalzlosung (KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15 (weifle Symbole) erhalten hatten (n=353). Die Test-
dauer betrug 10 Minuten; die erste Messung erfolgte 1 Stunde nach der letzten Injektion. Die Zeit zwischen zwei

Testdurchgéngen betrug einen Tag.

Hinsichtlich der Gesamtdauer der Aufrichtungen war fiir die Mittelwerte der Kontrollgruppen
ein leichter Anstieg von Tag 1 nach Tag 2 zu verzeichnen, gefolgt von einem Abfall an den
folgenden Testzeitzeitpunkten (Abb. 35). In den MPTP-behandelten Gruppen war am Tag der

Behandlung nahezu keine Aufrichtaktivitit festzustellen; an den folgenden Tagen kam es zu
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einer Erholung dieser Aktivitit, teilweise sogar zu einem Anstieg {iber das Kontrollniveau

hinaus.

Tabelle 14. Linearer Trend (Mittelwerte und Standardfehler) der zuriickgelegten Strecke im Offenfeld bei
Minnchen und Weibchen der Mausstimme B6BCF2 und BCB6F2, die entweder eine Behandlung mit
Kochsalzlésung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten.

B6BCF2 BCB6F2

Miinnchen Weibchen Miinnchen Weibchen

KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP
m=12) @M=83) @m=12) M=65) (n=10) @M=93) (n=11) (0=67)

A1 (zuriickgelegte Strecke) 63.2 2902 -787 2483 -114 2965 -27.5 1913
+403 £31.7 454 £282 £62.8 +23.8 659 £22.0

=z B6BCF2 BCB6F2

c 160 160

g’ 140 - 140 |

% 120 - 120

£ 100 100 -

; 80 ! ' 80 A T~
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5 . —— MKSL - —— MKSL

3 40 / —O- MMPTP 40 / o+ MMPTP
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E 207 6/ A WMPTP 20 1 ;( & - W MPTP
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Abb. 35. Gesamtdauer der Aufrichtungen im Offenfeld (in s; Mittelwerte und Standardfehler). Getestet
wurden Mannchen (M) und Weibchen (W) der Mausstimme B6BCF2 und BCB6F2, die entweder eine Behand-
lung mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15 (weifle Symbole) erhalten hatten (n=363).
Die Testdauer betrug 10 Minuten; die erste Messung erfolgte 1 Stunde nach der letzten Injektion. Die Zeit zwi-

schen zwei Testdurchgiingen betrug einen Tag.

Die Defikation wies ein dhnliches Muster auf wie bereits in der Parental- und F1-Generation:
Die mittlere Anzahl der Boli stieg iiber die vier Testzeitpunkte hinweg an, und in den MPTP-
Gruppen war am ersten Tag praktisch eine vollstindige Unterdriickung der Defikation zu
beobachten und ein Erreichen der Durchschnittswerte der Kontrollen an den folgenden Tagen.
Mainnchen schienen eine etwas hohere Defdkation aufzuweisen als Weibchen; nennenswerte

Stammunterschiede zeichneten sich nicht ab (Anhang, Tabelle A-10).
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Nestbau

Fiir die Auswertung des Nestbaus wurden wiederum die Daten beider Geschlechter fiir die
statistische Auswertung zusammengefiihrt. Mit Ausnahme eines einzigen Tieres hatten alle
Kontrolltiere bereits nach einem Tag mit dem Nestbau begonnen (Tabelle 15). Beim Ver-
gleich von Kontroll- und Experimentalgruppen - getrennt nach Kreuzung - mittels Kontin-
genztafeltest betrugen die p-Werte fiir B6BCF2 p=0.0142 und fiir BCB6F2 p=0.2688. Zwar
konnte der p-Wert fiir B6BCF2 - anders als fiir BCB6F2 - im Sinne einer Erhohung der Nest-
baulatenz gedeutet werden, in absoluten Zahlen sind die Unterschiede zwischen den MPTP-

Gruppen aber sehr gering, so da3 eine vorsichtige Interpretation angezeigt ist.

Tabelle 15. Nestbauverhalten von Minnchen und Weibchen der Mausstimme B6BCF2 und BCB6F2, die
entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten.

B6BCF2 BCB6F2
Miinnchen Weibchen Minnchen Weibchen

Nestbaubeginn KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP KSL  MPTP
n=12) (=84) (=12) (N=65) (n=12) @=97) (n=12) (n=69)

nach 1 Tag 100% 88%  100%  69% 92% 89%  100%  81%

nach 2 Tagen 0% 11% 0% 29% 8% 10% 0% 19%

nach 3 Tagen 0% 0% 0% 2% 0% 1% 0% 0%

nach 4 Tagen 0% 1% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

Angegeben sind relative Hiufigkeiten des Nestbaubeginns in Prozent der jeweiligen Gruppengrofle. Die Zeitan-

gaben sind bezogen auf den Tag der Behandlung.

Zudem ergab sich fiir den Vergleich der MPTP-behandelten Gruppen beider Stimme
p=0.1815. Insgesamt 146t sich aus diesem Muster allenfalls ein sehr moderater Anstieg der

Nestbaulatenz in einem Teil der F2-Generation ablesen.

Greif-Test

Der prozentuale Anteil der Tiere pro Versuchgruppe, die die Plattform erreichten, unterschied
sich zwischen beiden Kreuzungen nicht bedeutsam (Abb. 36). An Tag 1 erfiillte in den
MPTP-Gruppen jeweils ein geringerer Anteil von Tieren das Kriterium als in den Kontroll-
gruppen. Im Vergleich dazu war in allen Gruppen mit MPTP-Behandlung zum zweiten Test-
tag ein deutlicher Anstieg zu erkennen, so dal dann kein wesentlicher Unterschied zu den

Kontrollgruppen mehr bestand.
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Abb. 36. Greif-Test: relative Haufigkeiten des Kriterium ''Plattform vollstindig betreten''. Getestet wur-
den Minnchen (M) und Weibchen (W) der Mausstimme B6BCF2 und BCB6F2, die entweder eine Behandlung
mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15 (weile Symbole) erhalten hatten (n=363). Die
Testdauer betrug maximal 120 s. Die erste Messung erfolgte 2 Stunden nach der letzten Injektion. Die Zeit zwi-

schen zwei Testdurchgiingen betrug einen Tag.

Rotarod
In allen getesteten Gruppen war im Mittel ein Anstieg der Zeit, die auf der rotierenden Walze

verbracht wurde, erkennbar.
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Abb. 37. Rotarod: Verbrachte Zeit auf der rotierenden Walze (in s; Mittelwerte und Standardfehler). Ge-
testet wurden Minnchen (M) und Weibchen (W) der Mausstimme B6BCF2 und BCB6F2, die entweder eine
Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15 (weifle Symbole) erhalten hatten
(n=363). Die Testdauer betrug maximal 120 s. Die erste Messung erfolgte 2.5 Stunden nach der letzten Injektion.

Die Zeit zwischen zwei Testdurchgiingen betrug einen Tag.
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Wihrend MPTP-behandelte B6BCF2-Minnchen allenfalls am ersten Tag etwas schlechter
waren als die Kontrollen, erreichten die Weibchen erst an Tag 4 Kontrollniveau. Bei
BCB6F2-Tieren war nach MPTP-Behandlung das Niveau an allen Tagen niedriger als nach
Kontrollbehandlung (Abb. 37).

Pole-Test

Am Tag der Behandlung (Tag 1) lagen die Mittelwerte fiir die auf der Stange verbrachte Zeit
in den MPTP-Gruppen numerisch etwas hoher als in den Kontrollgruppen, spitestens ab Tag
3 jedoch darunter. Dies ergab sich daraus, dafl die Zeiten in der MPTP-Bedingung im Mittel
abnahmen, wihrend in 3 der 4 Kontrollgruppen iiber die Testungen hinweg ein leichter An-
stieg auftrat (Abb. 38). Ein teilweise betrichtlicher Anteil der Kontrollen (bis zu 50%) betrat
den Boden nicht (Anhang, Tabelle A-11). Um abzuschitzen, wie sehr dadurch die Mittelwerte
der Aufenthaltszeiten verdndert werden, wurden diese erneut berechnet unter Ausschlufl aller
Tiere, die an Tag 4 die Stange nicht verlassen hatten; hierbei wurde die Annahme gemacht,
daB3 auch die MPTP-behandelten Tiere funktional so weit erholt sein sollten, daB sie die Auf-
gabe motorisch bewiltigen konnten. Bei diesen korrigierten Mittelwerten fand sich ein starker
Riickgang der Aufenthaltszeiten iiber die 4 Testzeitpunkte hinweg in allen Gruppen mit Aus-
nahme der ohnehin konstant niedrigen Zeiten bei ménnlichen BCB6F2-Kontrollen. Ferner
zeigten sich initial schlechtere Leistungen in den MPTP-Gruppen mit Anniherung an das je-

weilige Kontrollniveau an den folgenden Tagen (Anhang, Tabelle A-12).
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Abb. 38. Pole-Test: Auf der Stange verbrachte Zeit bis zum vollstindigen Betreten des Bodens (in s; Mit-
telwerte und Standardfehler). Getestet wurden Minnchen (M) und Weibchen (W) der Mausstimme B6BCF2
und BCB6F2, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15
(weille Symbole) erhalten hatten (n=363). Die Testdauer betrug maximal 120 s. Die erste Messung erfolgte 3

Stunden nach der letzten Injektion. Die Zeit zwischen zwei Testdurchgiingen betrug einen Tag.
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Elevated Plus-Maze
Die Offenarmaufenthaltszeiten unterschieden sich zwischen den einzelnen Gruppen nur ge-

ring; MPTP-behandelte Tiere hatten in einigen Gruppen geringfiigig hohere Mittelwerte als

Kontrolltiere.
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Abb. 39. Aufenthaltszeiten auf den offenen Armen des Elevated Plus-Maze (in s; Mittelwerte und Stan-
dardfehler). Getestet wurden Méannchen (M) und Weibchen (W) der Mausstimme B6BCF2 und BCB6F2, die
entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15 (weile Symbole)
erhalten hatten (n=362). Die Testdauer betrug 5 Minuten. Die erste Testung erfolgte 2 Tage nach der letzten In-

jektion. Die Zeit zwischen zwei Testdurchgidngen betrug einen Tag.

Eine Abweichung war jedoch bei den ménnlichen BCB6F2-Kontrollen zu verzeichnen, deren
Mittelwert nahe bei Null liegt; tatsdchlich haben in dieser Gruppe (n=12) nur zwei Tiere (Te-
stung 1) bzw. ein Tier (Testung 2) iiberhaupt die Offenarme betreten (Abb. 39).

4.4.3.2 Neurochemie

Neostriatum (Abb. 40)

Fiir neostriatales DA wurden die ANOVA-Faktoren "Geschlecht" (F,35=38.31, p<0.0001)
und "Behandlung" (F, 350=167.74, p<0.0001) sowie die Interaktion "Geschlecht" x "Behand-
lung" (F350=37.18, p<0.0001) signifikant. Bei einer post hoc-Analyse zeigte sich, daf sich
die DA-Konzentrationen von Médnnchen und Weibchen nicht nach Kontrollbehandlung unter-
schieden (p=1.0000), aber nach MPTP-Behandlung bei Ménnchen niedriger als bei Weibchen
waren (p<0.0001). Die zugehorigen Depletionswerte sind in Tabelle 16 aufgefiihrt.
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Neostriatum
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Abb. 40. Konzentration der Neurotransmitter DA, NA und 5-HT (in pg/g Hirngewebe) sowie das Verhiilt-
nis HVA/DA im Neostriatum. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler fiir Mdnnchen und Weibchen
der Mausstimme B6BCF2 und BCB6F2, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlésung (KSL, schwarze
Balken) oder MPTP (weil3e Balken) erhalten hatten (n=358).

Ein dhnliches Ergebnismuster gilt auch fiir das Verhiltnis HVA/DA: Wiederum wiesen die
Faktoren "Geschlecht" (Fj350=19.09, p<0.0001) und "Behandlung" (F;35=33.24, p<0.0001)
sowie die Interaktion "Geschlecht" x "Behandlung" (F; 350=16.96, p<0.0001) sehr niedrige p-
Werte auf. Bei einer post hoc-Testung betrug der p-Wert beim Vergleich der Kontroll- mit der
MPTP-Bedingung bei Minnchen p<0.0001 in Sinne hoherer Werte in der MPTP-Bedingung,
bei Weibchen p=0.6494.

Fiir NA ergaben sich keine p-Werte unter 0.05, fiir den Transmitter 5-HT deutete der Hauptef-
fekt "Stamm" (F; 350=6.83, p=0.0093) auf insgesamt hohere Konzentrationen in der Kreuzung

BCB6F2.

In Tabelle 16 sind synoptisch fiir die Parental-, F1- und F2-Generation die Mittelwerte, Mi-
nima, Maxima, Standardfehler und Variationskoeffizienten der neostriatalen DA-Depletion
aufgefiihrt. Auffillig sind die deutlich hoheren Standardfehler in der F1-Generation gegen-
liber beiden anderen Generationen. Die hochsten Variationskoeffizienten fanden sich eben-

falls in der F1.
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Tabelle 16. Ubersicht iiber statistische Kennwerte der neostriatalen DA-Depletion in Miinnchen (M) und

Weibchen (W) der Parental-, F1- und F2-Generation, die eine Behandlung mit MPTP4x15 erhalten hat-

ten.

CS57BL/6 BALB/c B6BCF1 BCB6F1 B6BCF2 BCB6F2

M W M W M W M W M W M W
Mittelwert 82.9 88.4 60.4 57.5 60.5 323 33.6 31.0 62.7 26.7 63.4 18.2

n 13 11 13 12 10 9 10 10 82 64 97 68
Minimum 70.2 734 9.7 11.1 | -129 | -36.3 | -18.7 | -37.1 | -10.1 | -22.0 2.0 -11.2
Maximum 954 | 96.2 82.0 | 884 88.5 864 | 67.8 | 779 94.7 74.3 97.0 | 78.6

Standardfehler 2.1 2.0 5.8 6.7 12.2 13.7 10.2 114 2.8 2.5 2.3 2.1
Variations- 0.09 | 0.07 0.35 0.40 | 0.64 1.27 | 0.96 1.16 | 040 | 0.76 | 0.36 | 0.95

koeffizient

Hinweis: Bei einigen Minima liegen negative Werte vor. Dies bedeutet, dafl in dieser Gruppe mindestens ein
Tier vorhanden war, bei dem trotz MPTP-Behandlung eine neostriatale DA-Konzentration gemessen wurde, die

hoher als der Mittelwert der jeweiligen Kontrollgruppe war.

Die Verteilungen der DA-Depletion (Abb. 41) zeigten neben der unterschiedlichen Lage der
zentralen Tendenzen fiir die beiden Geschlechter auch, dafl bei den Méinnchen eine zwei-
gipflige Kurve vorzuliegen scheint, mit einem ausgeprigten Maximum im Intervall 80-90%

und einem kleineren Gipfel bei 20-30%.

145



Ergebnisse und Einzeldiskussionen: F2-Generation

B6BCF2 Mannchen B6BCF2 Weibchen
30 30
c ] S 4
.g 25 g 25
) - [0
< 20 A < 20 A
S 5 -
Hy 4 Hy 4
® 15 ® 15 ]
2 2
3 10 A 3 101 ] L
2 2
Ko} o 5
© ©

0 bis 10
10 bis 20
20 bis 30
30 bis 40

-30 bis -20
-20 bis -10
-10 bis 0

0 bis 10
10 bis 20
20 bis 30
30 bis 40
40 bis 50
50 bis 60
60 bis 70
70 bis 80
80 bis 90

90 bis 100

]
90 bis 100| |

-30 bis -20
-20 bis 10|
-10 bis 0
40 bis 50
50 bis 60
60 bis 70
70 bis 80
80 bis 90

BCB6F2 Mannchen BCB6F2 Weibchen

30 30

S 25 - . S 25

= =

£ ]

5)20' m20'

= =

= @

I15- I15-

2 2

3 101 3 101

[] o

2 3

S 51 T © 97 r

Y © O O OO0 OO0 O O OO0 © o 0 © O 0O OO0 O 0O O OO0 o o o
(‘Il!TwFNMﬂ'LD&ONWOO (\II‘I-wFNG')Q‘lD(DI\wQO
w n o 2L o200 0 0 007 w p o 2 Q200 0 0 000"
8 o089 80080000002 8 o8 8 00800080482
e - E- R EEEEE = co~-T 9o eoaoaoog 2
=R FTAOTBHONDQ g gn TANOIFTBHORNDQ
? 9 ? 9

Abb. 41: Verteilungen der neostriatalen DA-Depletionen (in % der jeweiligen Kontrollen). Dargestellt
sind die absoluten Héufigkeiten, gruppiert zu Intervallen in 10%-Schritten. Untersucht wurden Ménnchen
und Weibchen der Mausstimme B6BCF2 und BCB6F2, die eine Behandlung mit MPTP4x15 erhalten hatten
(n=311).

ventrales Striatum (Abb. 42)

Im ventralen Striatum lauten fiir den Transmitter DA die Ergebnisse der ANOVA fiir die Fak-
toren "Geschlecht" p=0.0360 (F; 35,=4.43), "Behandlung" p<0.0001 (F; 35,=44.33) und die In-
teraktion "Geschlecht" x "Behandlung" p<0.0001 (F, 35=24.50). Bei einer post hoc-Analyse
ergab sich beim Vergleich von Kontroll- und MPTP-Bedingung fiir die Médnnchen p<0.0001,
fiir die Weibchen p=0.6297. Die entsprechenden DA-Depletionen betrugen bei B6BCF2 37%
(Minnchen) bzw. 7% (Weibchen) und bei BCB6F2 40% bzw. 6%. Fiir das Verhiltnis
HVA/DA wiesen folgende Faktoren p-Werte kleiner als 0.05 auf: "Stamm" (F;35,=9.77,
p=0.0019) im Sinne hoherer Turnover-Werte bei B6BCF2, "Geschlecht" (F;35=4.84,
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p=0.0284) im Sinne hoherer Werte bei Médnnchen und "Behandlung" (F; 35;=8.43, p=0.0039)
mit hoheren Werten bei MPTP-Behandlung.

Ventrales Striatum
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Abb. 42. Konzentration der Neurotransmitter DA, NA und 5-HT (in pg/g Hirngewebe) sowie das Verhiilt-
nis HVA/DA im ventralen Striatum. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler fiir Mannchen und
Weibchen der Mausstimme B6BCF2 und BCB6F2, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL,
schwarze Balken) oder MPTP (weifle Balken) erhalten hatten (n=359).

Beim Neurotransmitter NA deutete das Ergebnis des Haupteffektes "Stamm" auf hohere Kon-
zentrationen bei B6BCF2 (F, 34=6.40, p=0.0119). In der Analyse fiir Serotonin erreichte der
Faktor "Stamm" p=0.0116 (F;35;=6.44) in Richtung hoherer Werte bei BCB6F2, "Behand-
lung" p=0.0294 (F;35=4.79) und die Interaktion "Stamm" x "Behandlung" p=0.0216
(F1351=5.33). Bei einem post hoc-Vergleich zwischen Kontroll- und MPTP-Behandlung ergab
sich bei B6BCF2 p=0.0083 im Sinne einer MPTP-bedingten Konzentrationsminderung, bei
BCB6F2 p=0.9998.

Frontalkortex (Abb. 43)

Im Frontalkortex betrug fiir den Transmitter DA der p-Wert des Haupteffekts "Stamm"
p=0.0003 (F;33;=13.43) in Richtung hoherer Werte bei BCB6F2-Tieren. Fiir das Verhiltnis
HVA/DA ergab sich im Haupteffekt "Stamm" p<0.0001 (F;30s=16.09) in Richtung hoherer
Werte bei B6BCF2-Tieren.
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Fiir Noradrenalin deutete ein p-Wert von weniger als 0.0001 fiir den "Faktor" Behandlung
(F1 348=33.72) auf einen NA-Verlust nach MPTP-Behandlung hin, fiir Serotonin betrigt der p-
Wert fiir diesen Faktor p=0.0580 (F; 349=3.62).

Frontalkortex

° DA NA 5-HT HVA/DA
8 o0s 1.00 1.00 3.0
=
3 ., | 2.5 -
o 04 0.75 0.75
= 0 2.0
T 03 £
%’ 0.50 - 0.50 - ‘S 1.5
-g 021 S 10
@ 0.25 - 0.25 -
§ 011 0.5
=S| ol ol 11 1l
D 0.0 - 0.00 - 0.00 - 0.0 -
M W M W M W M W M W M W M W M w
B6BCF2 BCB6F2 B6BCF2 BCB6F2 B6BCF2 BCB6F2 B6BCF2 BCB6F2

—= MPTP

Abb. 43. Konzentration der Neurotransmitter DA, NA und 5-HT (in pg/g Hirngewebe) sowie das Verhiilt-
nis HVA/DA im Frontalkortex. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler fiir Ménnchen und Weib-
chen der Mausstimme B6BCF2 und BCBOF2, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL,
schwarze Balken) oder MPTP (weifle Balken) erhalten hatten (n=357).

4.4.3.3 Histologie

In Tabelle 17 sind Zellzahlen in SN und VTA der F2-Generation angegeben. Es handelt sich
samtlich um Daten von Tieren, die mit MPTP4x15 behandelt worden waren. Da die Zellzih-
lung eine besonders zeitintensive Analyse ist, war erst ein kleiner Teil der Hirnschnitte aller
F2-Tiere ausgewertet, als diese Arbeit verfait wurde. Die gezeigten Daten stellen daher nur
eine Teilstichprobe dar, und es lagen zufallsbedingt auch noch keine Daten zu kontrollbehan-
delten Tieren (KSL) vor, so da} eine Berechnung des mittleren Zellverlustes nicht moglich
war. Die zu diesen Tieren zugehorigen DA-Depletionen liegen fiir B6BCF2 bei 63% (Ménn-
chen) und 34% (Weibchen), fiir BCB6F2 bei 64% und 19%. Die Mittelwerte der Teilstich-
proben sind somit hinsichtlich dieses wichtigen neurochemischen Parameters reprisentativ fiir
die Gesamtstichprobe (vgl. Tabelle 16).

Mit den vorhandenen Daten aus SN und VTA wurden Varianzanalysen mit den Faktoren

"Stamm" und "Geschlecht" durchgefiihrt; kein Faktor erreichte einen p-Wert unter 0.20.
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Setzte man - wohlgemerkt spekulativ - fiir die F2-Kontrolltiere Zhnlich hohe Zellzahlen wie in
der F1-Generation voraus (vergleiche Tabelle 13), konnte bei den MPTP-Tieren der F2 allen-

falls ein geringer Zellverlust aufgetreten sein.

Tabelle 17. Mittlere Anzahlen TH-positiver Zellen in der Substantia nigra (SN) und in der Area tegmenta-
lis ventralis (VTA) bei Minnchen und Weibchen der Mausstimme B6BCF2 und BCB6F2, die eine Be-
handlung mit MPTP4x15 erhalten hatten.

B6BCF2 BCB6F2
Miinnchen Weibchen Miinnchen Weibchen
(n=12) (n=12) (n=26) (n=26)
SN 276.2423.7 266.9124.9 296.0+17.8 281.8+16.1
VTA 153.3+11.6 144.8+£12.9 150.7£7.3 145.846.7

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler der durchschnittlichen Zellzahlen pro Hirnschnitt.

4.4.3.4 Letalitit, Pathologie und periphere Effekte von MPTP

In Tabelle 18 sind die absoluten Anzahlen der MPTP-behandelten Tiere, die gestorben sind,
und die entsprechenden Prozentwerte fiir diese Gruppen aufgelistet. Die Mehrzahl der Todes-
fille trat innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Behandlung ein. In den Kontrollgruppen

(KSL-Behandlung) kam es dagegen nicht zu Todesféllen.

Tabelle 18. MPTP-bedingte Letalitiit von Minnchen und Weibchen der Mausstimme B6BCF2 und
BCB6F2, die eine Behandlung mit MPTP4x15 erhalten hatten.

B6BCF2 BCB6F2
Minnchen Weibchen Minnchen Weibchen
(n=85) n=92) (n=98) (n=103)
Anzahl gestorbener Tiere 1 27 1 34
prozentualer Anteil 1.2% 29.4% 1.0% 33.0%

Hinsichtlich des Todes der beiden F2-Minnchen ist zu bemerken, da3 eines davon infolge ei-
ner unbeabsichtigten Herzpunktion wihrend einer Injektion gestorben ist; bei dem anderen

Tier kam es vermutlich wihrend der Injektionsprozedur zu einer unbeabsichtigten Verletzung
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der Halswirbelsiule®. Die durch die Substanz MPTP bedingte Letalitiit in den ménnlichen F2-
Experimentalgruppen kann also faktisch als nicht vorhanden betrachtet werden. Bei den ge-
storbenen Weibchen konnen dagegen auf der Basis unserer Beobachtungen derartige mecha-
nische Einwirkungen mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit als Todesursache ausgeschlossen
werden.

Insgesamt 146t sich festhalten, daf} ein deutlicher Geschlechtsunterschied hinsichtlich der toxi-
schen Wirkung von MPTP dahingehend bestand, da3 F2-Minnchen praktisch nicht betroffen
waren, wogegen nahezu ein Drittel der Weibchen beider F2-Kreuzungen an den Folgen der

MPTP-Behandlung starb.

Um genauere Informationen iiber die Todesursache(n) zu erhalten, sind vier gestorbene F2-
Weibchen moglichst rasch nach ihrem Tod gekiihlt und deren Korper dann mit Formalin fi-
xiert worden. Diese Tiere wurden dann von der Pathologin der TVA, Frau Dr. Brumloop, ei-
ner pathologischen Standarduntersuchung unterzogen worden. Dabei wurde in allen vier Tie-
ren als vermutliche Todesursache ein perivaskulidres Odem (Wasseransammlung im Gewebe
um die BlutgefiBle herum) in der Lunge festgestellt; ferner wurde festgestellt, da drei der vier
Weibchen sich im Ostrus-Stadium ihres Zyklus befunden haben, im vierten Tier war eine ein-

deutige Diagnose nicht moglich.

Die geschlechtsspezifische Letalitét stellt eine Stichprobenselektion dar und konnte die Er-
gebnisse anderer erhobener Parameter verdndern. Fiir eine grobe Abschitzung dieses potenti-
ellen Effekts wurde fiir den Parameter DA-Depletion folgende Simulation vorgenommen: Un-
ter der Annahme, daf} dieser Parameter verfilscht sein konnte (in Richtung eines zu niedrigen
Wertes), wenn gerade die Weibchen mit den hochsten DA-Depletionen gestorben wiren,
wurden so viele der Méinnchen mit den hochsten Depletionswerten aus den jeweiligen Stich-
proben ausgeschlossen, wie es der Sterberate in der Weibchen-Stichprobe entspriche. Die
DA-Depletionen dieser kiinstlich selektierten Miannchenstichproben im Vergleich zu denjeni-
gen der unselektierten Stichproben sowie der Weibchenstichproben sind in Abb. 44 darge-

stellt.

® Die beiden genannten Vorfille haben sich ereignet, da beim Injizieren einer Substanz mit einem fiir die Expe-
rimentatoren so hohen Gefiahrdungspotential wie bei MPTP trotz gut eingeiibter Prozeduren vereinzelt kritische
Situationen auftreten konnen (z.B. Beifligefahr), bei denen im Zweifelsfall die Tiere zwecks Fixierung sehr fest

gehalten wurden.
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Abb. 44. Neostriatale Dopamin-Depletion (Mittelwerte und Standardfehler) vor (schwarze Balken) und
nach (graue Balken) einer Reduktion der Ménnchenstichprobe um den Prozentsatz, der der Letalitiitsrate
in der korrespondierenden Weibchen-Stichprobe entspricht. Ausgeschlossen wurden die Tiere mit den
hochsten Depletionen. Dargestellt sind die Ergebnisse von MPTP-behandelten Mannchen und Weibchen der
Stamme B6BCF2 und BCB6F2.

Wie nach einer solchen Manipulation der Stichprobe zu erwarten, lag die mittlere DA-
Depletion in den korrigierten Minnchen-Stichproben niedriger als in den unkorrigierten; die
Differenz betrug allerdings nur etwa 10 Prozentpunkte, so da auch nach der Simulation von
Todesfillen stark lddierter Méannchen der massive Unterschied zu den Weibchen erhalten

blieb, die eine weitaus geringere DA-Depletion zeigten.

Um potentielle periphere Wirkungen von MPTP exemplarisch zu untersuchen, wurden bei ei-
nigen B6BCF2-Tieren die Konzentrationen von Dopamin, Adrenalin und Noradrenalin im
kaudalen Pol des Herzens mittels HPLC bestimmt (Abb. 45). Fiir alle drei Monoamine war
eine numerische Tendenz zu einem Konzentrationsabfall nach MPTP-Gabe erkennbar. Dieser
Riickgang war fiir DA bei den Minnchen, fiir NA und AD bei den Weibchen ausgeprigter,
was aber bei den beiden letztgenannten Transmittern aus hoheren Mittelwerten der kontroll-
behandelten Weibchen im Vergleich zu den Ménnchen resultierte. Es traten keine Korrelatio-
nen mit einem p-Wert unter 0.05 zwischen den Transmitterkonzentrationen im Herz und den

DA- sowie NA-Konzentrationen im Neostriatum oder ventralen Striatum auf.
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Abb. 45. Konzentration der Transmitter DA, NA und Adrenalin (AD) im kaudalen Pol des Herzens (in
pg/g Hirngewebe). Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler fiir Mannchen und Weibchen des Maus-
stammes B6BCF2, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze Balken) oder MPTP4x15
(weille Balken) erhalten hatten (n=45). Die Skalierung fiir DA unterscheidet sich von derjenigen fiir NA und
AD.

4.4.3.5 Korpergewicht

Das Korpergewicht dnderte sich bei B6BCF1-Kontrolltieren kaum, nahm aber nach MPTP-
Behandlung voriibergehend um ca. 1 Gramm ab; bei BCB6F2 kam es in allen Gruppen nach
der Injektionsbehandlung zu einer geringfiigigen und temporidren Gewichtsabnahme. Die
Weibchen waren jeweils deutlich leichter als die Méannchen (Anhang, Tabelle A-13). Zur
Uberpriifung der Moglichkeit, daB die gestorbenen Weibchen eventuell aufgrund initial gerin-
geren Korpergewichts stirker ausgekiihlt sind, wurden die Gewichte der gestorbenen und der
iberlebenden Tiere verglichen. Die zahlenméfBigen Unterschiede der Mittelwerte sind jedoch
vernachlissigbar: fiir B6BCF2 20.8+0.3 g (gestorben) vs. 20.8+0.2 g (iiberlebend) bzw. fiir
BCB6F2 20.7+0.3 g vs. 21.1+0.2 g (Mittelwerte und Standardfehler).

4.4.3.6 Beziehungen der neostriatalen DA-Depletion zu Pigmentierung und Offenfeld-
verhalten

Um einen Uberblick iiber mogliche Einfliisse der Pigmentierung auf die MPTP-Anfilligkeit zu
gewinnen, wurden die neostriatalen DA-Depletionen pigmentierter und unpigmentierter (d.h.

Albinos) MPTP-behandelter F2-Tiere verglichen (Abb. 46). Dabei zeigte sich, dal pigmentierte
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BCBO6F2-Minnchen eine mehr als 10 Prozentpunkte hohere Depletion hatten als die entspre-

chenden Albino-Tiere.
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Abb. 46. Neostriatale Dopamin-Depletion (Mittelwerte und Standardfehler) von Minnchen und Weibchen
der Mausstimme B6BCF2 und BCB6F2, die eine Behandlung mit MPTP4x15 erhalten hatten. Die Werte sind

getrennt fiir pigmentierte (pig) und Albino-(alb) Tiere dargestellt.

Da die Kontrollgruppen nur duBerst wenige Albino-Tiere enthielten, wurden die Depletionen
in den MPTP-Gruppen nicht auf die DA-Konzentrationen von getrennten pigmentierten vs.
Albino-Kontrollen, sondern auf die beziiglich der Pigmentierung gepoolten Kontrollgruppen
bezogen. Der Vollstiandigkeit halber sind die Werte fiir nach Pigmentierung gruppierte Kon-
trolltiere jedoch im Anhang wiedergegeben (Tabelle A-14); ein regelhafter Unterschied im
neostriatalen DA-Gehalt zwischen pigmentierten und unpigmentierten Kontrollen war daraus
nicht erkennbar.

SchlieBlich wurde eine erneute Auswertung der Lokomotion im Offenfeld durchgefiihrt, die
dazu diente, eine mogliche Beziehung dieses funktionalen Parameters zum neostriatalen DA-
Verlust darzustellen. Zu diesem Zweck wurden 2 Extremgruppen gebildet: gering Ladierte,
d.h. Tiere mit einer neostriatalen DA-Depletion unter 20%, und stark Ladierte, d.h. Tiere mit
einer DA-Depletion iiber 80% (Abb. 47). Dies war nur bei den Minnchen moglich, da bei

keinem Weibchen das obere Extrem erreicht wurde.
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Abb. 47. Zuriickgelegte Strecke im Offenfeld (in cm; Mittelwerte und Standardfehler). Dargestellt sind die
Daten von Minnchen der Mausstimme B6BCF2 und BCB6F2, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlo-
sung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten. Die Werte fiir die MPTP-Bedingung werden getrennt dargestellt
fiir Tiere, die anhand der neurochemischen Analyse nachtriiglich als gering lddiert (unter 20% neostriatale DA-
Depletion; B6BCF2 n=5, BCB6F2 n=7) oder stark lddiert (iiber 80% neostriatale DA-Depletion; B6BCF2 n=26,
BCB6F2 n=30) eingestuft worden sind. Diese Daten stellen Teilstichproben derjenigen Gruppen dar, die bereits
in Abb. 34 gezeigt worden sind.

Am Tag der Behandlung war der Riickgang der Lokomotion bei den stark ladierten Tieren
etwas ausgeprigter als bei den schwach lddierten Tieren. Ab Tag 2 zeichnete sich jedoch ein
ausgepragterer Anstieg der Leistungen in der Gruppe der stark Lidierten ab, der teilweise da-
zu fiihrte, daf diese Tiere sich mehr bewegten als die gering Lédierten und teilweise selbst
mehr als die Kontrollen. Zu bestimmten Testzeitpunkten waren demnach stark ladierte Ménn-
chen lokomotorisch aktiver als gering lddierte.

Fiir die Gesamtstichproben von MPTP-behandelten F2-Minnchen fand im zeitlichen Verlauf
des Experiments eine Umkehr des korrelativen Zusammenhangs von positiven zu negativen
Korrelationskoeffizienten zwischen dem neostriatalen DA-Gehalt und der Lokomotion statt

(Tabelle 19).
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Tabelle 19: Produkt-Moment-Korrelationen zwischen der Lokomotion im Offenfeld und der neostrialen
Dopaminkonzentration von Méinnchen der Mausstimme B6BCF2 und BCB6F2, die eine Behandlung mit

MPTP4x15 erhalten hatten.

Lokomeotion Lokomeotion Lokomotion Lokomeotion
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4
B6BCF2
(n=81)
striatales DA 0.23 -0.08 -0.17 -0.24
BCB6F2
(n=93)
striatales DA 0.28 -0.05 -0.14 -0.26

Lokomotion = zuriickgelegte Strecke; striatales DA = neostriatale Dopaminkonzentration. Korrelationen mit

p<0.05 sind fett gedruckt.

4.4.4 Diskussion

Die F2-Generation nahm eine Sonderstellung in der Reihe unserer Experimente ein: Zum ei-
nen stellte sie mit {iber 400 Tieren zahlenméBig die umfangreichste Stichprobe dar. Zum an-
deren waren die untersuchten Gruppen der F2-Generation nicht mehr homogen, sondern es
bestanden genetische Unterschiede innerhalb der Gruppen; dies hatte zur Folge, dal neben
den bisherigen Vergleichen zwischen einzelnen Experimentalgruppen auch die Binnenstruk-
tur der Gruppen stérker ins Blickfeld riickte. Die genannte Zahl untersuchter Tiere war so ge-
wihlt worden, daB trotz der betrdchtlichen Letalitdt bei den Weibchen unser gesetztes Ziel
von mindestens 300 phinotypisierten und somit fiir eine spitere QTL-Analyse des Phinotyps

"MPTP-Suszeptibilitit" verfiigbaren Tieren erreicht wurde (siehe Abschnitt 2.2).

Als eines der wichtigen Ergebnisse der aktuellen Untersuchung ist hervorzuheben, daf sich in
der F2-Generation - in deutlichem Kontrast zu den vorausgegangenen Generation - ein massi-
ver EinfluB3 des Geschlechts auf die neurochemisch definierte Anfilligkeit fiir MPTP zeigte.
Der prozentuale neostriatale Dopaminverlust belief sich in beiden Teilkreuzungen bei Weib-
chen nur auf etwa ein Drittel des Verlustes bei Médnnchen. Die Depletionen bei den Weibchen
waren die geringsten, die in allen drei Generationen gemessen wurden. Parallel dazu fiel die
kompensatorische DA-Umsatzsteigerung bei Minnchen stéirker aus als bei den Weibchen. Ei-
ne dhnliche geschlechtsabhingige Konstellation wie im Neostriatum wurde auch im ventralen
Striatum gefunden. Die F2-Weibchen konnen also als sehr MPTP-resistent charakterisiert

werden.
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Diesen neurochemischen Befunden steht ein anderer frappierender Geschlechtsunterschied
gegeniiber: In jeder Weibchenstichprobe starb fast ein Drittel der MPTP-behandelten Weib-
chen an den Folgen der Behandlung, wihrend bei den Miénnchen praktisch keine Letalitét auf-
trat. Dieses Ergebnis macht die Letalitéit zu einem wichtigen Phidnomen in der F2-Generation.
Zwar war bereits in der Parentalgeneration - prozentual gesehen - auch ein nicht unbetrichtli-
cher Teil von Weibchen an der Behandlung mit der Dosis MPTP4x15 gestorben (und noch
gravierender war dies bei der Dosierung MPTP4x20, was jedoch aufgrund der sehr kleinen
Stichprobe vorsichtig zu bewerten ist), aber bei den dort wesentlich geringeren Stichproben-
zahlen fiel dies in der praktischen Durchfiihrung nicht so sehr ins Gewicht - anders als in der
F2-Generation, wo mehr als 60 Tiere gestorben sind. Hier stellte sich die dringende Frage
nach der Ursache der Letalitit. Einige Studien weisen darauf hin, da MPTP-Gabe zu einer
Abnahme der Korpertemperatur fithren kann [147,305,360]. Dieser Effekt ist mutmallich
auch in unseren Experimenten eingetreten, da uns beim Handhaben der Tiere hédufig auffiel,
daf} diese sich nach MPTP-Gabe sehr kiihl anfiihlten. Daher liegt es nahe zu spekulieren, ob
die Behandlung mit MPTP zu einer letal wirkenden Auskiihlung gefiihrt haben konnte. Da ein
geringeres Korpergewicht zu einer schnelleren Auskiihlung fiihrt, konnte dies bei den Weib-
chen eine groflere Rolle gespielt haben als bei den im Mittel um einige Gramm schwereren
Minnchen. Die Korpergewichte der gestorbenen und der iiberlebenden Weibchen unterschie-
den sich jedoch nicht, was die Korpergewichts-Hypothese zwar nicht direkt widerlegen kann,
sie aber nicht stiitzt. Nach unseren Beobachtungen konnten Krampfanfille fiir einige Todes-
fille verantwortlich gewesen sein [42,184,263]. Auch Herz-Kreislauf-Stillstand konnte als
Todesursache in Frage kommen [184]. Fiir letzteres sprechen einige unserer Beobachtungen:
Erstens konnten wir - wie auch andere [151,292] - im Herzgewebe Tendenzen fiir einen
MPTP-bedingten Konzentrationsriickgang mehrerer Katecholamine feststellen, so dafl die
Moglichkeit besteht, daB MPTP Herzfunktionen beeinflussen konnte; allerdings waren die
Daten nicht eindeutig in dem Sinne interpretierbar, daf} dies bei Weibchen in stirkerem Aus-
maf} geschihe. Zweitens waren wir in der Lage, einige Weibchen unmittelbar vor dem Tod zu
beobachten; diese zeigten ein "Schnappen" nach Luft, was starke Atemprobleme vermuten
lieB. Damit in Ubereinstimmung steht der pathologische Befund an vier Weibchen, die wahr-
scheinlich an den Folgen eines perivaskuliren Odems gestorben sind - eine Symptomatik, die
den Gasaustausch in der Lunge beeintrdchtigt. Dies wird ferner gestiitzt durch eine Arbeit, in
der sowohl bei Ratten als auch bei Méusen ein Lungenddem nach systemischer Injektion von
MPP" nachgewiesen wurde [215]. Letzteres 148t zudem die Vermutung zu, daB die letale

Wirkung - ebenso wie die neurotoxische - auf MPP*, nicht auf MPTP zuriickzufiihren ist, ob-

156



Ergebnisse und Einzeldiskussionen: F2-Generation

wohl allerdings auch zentrale Mechanismen in Betracht gezogen worden sind [152]. In der
zuvor genannten Studie trat ebenfalls bei Weibchen eine hohere Letalitit als bei Midnnchen
auf [215], und interessanterweise bewirken MAO-B-Hemmer eine Letalitdtsminderung [341].
Die Tatsache, daB drei der vier untersuchten Weibchen im Ostrus gestorben sind, wirft die
Frage auf, ob hormonelle Einfliisse fiir den Geschlechtsunterschied verantwortlich sein konn-

ten.

Aufgrund der Letalitit kam es in den beiden Weibchenstichproben zu einer drastischen Redu-
zierung der Zahl von Tieren, in denen post mortem neurochemische Verdnderungen bestimmt
werden konnten. Es bestiinde deshalb die Moglichkeit, dal die gefundenen niedrigen Mittel-
werte fiir die neostriatalen DA-Depletionen der F2-Weibchen ein methodisches Artefakt sein
konnten und daraus resultierten, dal vornehmlich Weibchen mit einer starken DA-Depletion
gestorben sind. Dies wiirde eine positive Beziehung zwischen der Empfindlichkeit fiir die to-
xischen und die neurotoxischen Wirkungen von MPTP voraussetzen. Eine post mortem neu-
rochemische Analyse gestorbener Tiere ist allerdings nicht praktikabel, um diese Frage zu
kldren. Dazu miiiten nimlich die Tiere rund um die Uhr iiberwacht werden, um den Todes-
zeitpunkt festzustellen; dann hitte sofort eine Hirnentnahme und Entnahme der Gewebepro-
ben zu erfolgen, um einen unkontrollierten Abbau von Neurotransmittern durch residuale En-
zymaktivitdt zu verhindern. Dies hitte aber den Nachteil, dal die Konzentrationsbestimmung
der Monoamine nicht sieben Tage nach MPTP-Gabe erfolgen wiirde und somit mit den Wer-
ten iiberlebender Tiere nicht vergleichbar wiren. Als Alternative wurde deshalb eine Simula-
tion vorgenommen, bei der die am stédrksten betroffenen Minnchen aus der Stichprobe ausge-
schlossen wurden, und zwar prozentual so viele, wie es der Letalitdtsrate der Weibchen ent-
sprach. Vorausgesetzt wurde dabei das Szenario, daf} gerade alle neurochemisch am stédrksten
geschidigten Weibchen gestorben sind. Das Ergebnis der Simulation fiel recht eindeutig aus:
Obwohl der Depletions-Mittelwert der Miannchenstichprobe sich durch die Simulation um et-
wa 10 Prozentpunkte verringerte und sich damit dem niedrigen Niveau der Weibchen anni-
herte, blieb dennoch ein massiver Abstand bestehen. Dies berechtigt zu der Annahme, daf} die
beobachtete Dissoziation zwischen toxischen und neurotoxischen MPTP-Effekten kein me-
thodisches Artefakt darstellt, sondern in der F2-Generation tatsdchlich vorhanden ist. Ein-
schrinkend ist jedoch anzumerken, daf}l noch die Moglichkeit bestiinde, da8 die Depletionen
der gestorbenen Weibchen hoher als die der hochsten Depletionen bei den Médnnchen gewe-

sen sein konnten.

157



Ergebnisse und Einzeldiskussionen: F2-Generation

Der Befund, da3 Weibchen weniger anfillig fiir die Neurotoxizitdt von MPTP sind, ist grund-
sdtzlich nicht unbekannt [104,148]. Dluzen et al. vermuten, da3 das Sexualhormon Ostrogen
dabei eine wichtige Rolle spielt, welches den DAT hemmen und so den Eintritt von MPP" in
die dopaminergen Neuronen reduzieren konnte [19]. Die F2-Befundlage kontrastiert aller-
dings deutlich mit den Ergebnissen in der Parentalgeneration, wo der striatale Dopaminverlust
bei den Weibchen ebenso hoch ausfiel wie bei den Minnchen. Diejenigen Arbeiten, die eine
neuroprotektive Rolle von Ostrogen fanden, wurden meist in vitro in gonadektomisierten und
hormon-substituierten Tieren [98,103,104] bzw. in anderen Mausstammen [148] durchge-
fiihrt. Dagegen beobachteten Unzeta et al. [434] 10 Tage nach Behandlung sogar stirkere neu-
rotoxische Effekte bei C57BL-Weibchen und fiihrten dies auf geschlechts- und zyklusabhin-
gige Unterschiede in der MAO-B Aktivitit zuriick. Zwar ist nicht auszuschlieBen, daf sich
solche gegensitzlichen Effekte in den Parentaltieren zufillig herausgemittelt haben, weil Tie-
re in entsprechend unterschiedlichen Zyklusphasen getestet wurden; allerdings wiren dann
bei den Weibchen hohere Streuungswerte in der DA-Depletion zu erwarten, die jedoch tat-
sdchlich nicht vorlagen. Daher bleibt offen, warum Geschlechtsunterschiede in der MPTP-
Anfilligkeit im Verlaufe unser Experimentreihe erst in der F2-Generation auftraten. Eine In-
teraktion mit genetischen Faktoren ist dabei nicht ausgeschlossen: Beispielsweise konnte bei
F2-Weibchen der Ostrogenspiegel hoher liegen als in der Parentalgeneration, oder das Ver-
hiltnis von zentraler zu peripherer Metabolisierung von MPTP (siehe dazu z.B. [434,468])
konnte sich so verdindert haben, daB mehr MPP" peripher letal wirkt, jedoch weniger zentral
neurotoxisch. An einem solchen komplexen, geschlechtsabhingigen Phidnomen konnte ein

Locus beteiligt sein, der auf den Geschlechtschromosomen liegt.

Uber den potentiellen EinfluB der Pigmentierung auf die MPTP-Anfilligkeit ist mehrfach
spekuliert worden (siehe Review [124]), da pigmentierte Méduse in Stammvergleichen meist
starkere Lisionen aufwiesen als unpigmentierte (sieche Tabelle 2). Nicht auszuschlieBen ist,
daf} dieser Zusammenhang angesichts der iiberschaubaren Zahl der in diesen Studien verwen-
deten Inzuchtstimme ein rein zufilliges Zusammentreffen des Albino-Allels und eines oder
mehrerer unbekannter Suszeptibilititsgene darstellt. Unter der Annahme, dall diese Gene auf
verschiedenen Chromosomen liegen (d.h. unabhéngig vererbt werden), miifite dieser Zusam-
menhang in der F2-Generation verlorengehen. Geschieht dies nicht, wire dies ein Hinweis,
daf} das Albino-Gen tatsdchlich MPTP-relevant ist oder ein solches relevantes Gen mit dem
Albino-Gen gekoppelt vererbt wird. Unser Ergebnis ist diesbeziiglich allerdings nicht eindeu-

tig: Albino-Weibchen waren (neurochemisch) so anfillig wie pigmentierte Weibchen. Da bei
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den in Tabelle 2 aufgefiihrten Studien nahezu ausschlieflich Ménnchen untersucht worden
sind, ist jedoch ohnehin offen, ob der postulierte Zusammenhang fiir Weibchen Geltung be-
sitzt. Wahrend allerdings bei BOBCF2-Minnchen ebenfalls kein Pigmentierungseffekt zu er-
kennen war, zeigte sich bei den BCB6F2-Minnchen in den Albinos eine um gut 10 Prozent-
punkte niedrigere Depletion. Die Ergebnisse sind also nicht eindeutig, und die postulierte Be-

ziehung bedarf demnach weiterer Priifung mit anderen Methoden.

Nicht unerwéhnt bleiben soll die Tatsache, dal die Berechnung von DA-Depletionen in der
F2-Generation potentiell ein methodisches Problem birgt: Da sich bereits die Kontrollgruppen
unserer Parentalstimme hinsichtlich ihres DA-Gehalts unterschieden und auch bekannt ist,
daf} die Funktion von DA-Systemen einer genetischen Steuerung unterliegt [338,356,411],
wire fiir Individuen der F2-Generation zu erwarten, daf} sich ihre DA-Spiegel bereits ohne
MPTP-Behandlung aufgrund ihrer unterschiedlichen genetischen Ausstattung voneinander
unterscheiden. Fiir die MPTP-Tiere ist der individuelle, tatsdchliche Ausgangswert jedoch
nicht bekannt, und die Berechnung der Depletion anhand der (ebenfalls intern variierenden)
Kontrollgruppe wire daher mit einem gréf8erem Fehler behaftet als in der genetisch homoge-
nen Parentalgeneration. Fiir dieses Problem gibt es keine befriedigende Losung; allerdings
waren die Variationskoeffizienten fiir den DA-Gehalt in den Striata der F2-Kontrollen nicht
hoher als in der Parentalgeneration, so daf} in der Praxis das Problem offenbar keine grof3e

Relevanz besitzt.

Hinsichtlich der in der F2-Generation erhobenen Parameter sind, wie eingangs erwihnt, nicht
nur die Mittelwerte, sondern auch die Verteilungen interessant. Diese wurden exemplarisch
fiir den sehr wichtigen neurochemischen Liasionsparameter der neostriatalen DA-Depletion
dargestellt. Dabei zeichnete sich bei den Ménnchen und hier stirker bei B6BCF2 eine zwei-
gipflige Verteilung ab. Der kleinere der beiden Gipfel féllt auch in die Nihe des Gipfels der
eingipfligen Verteilung der Weibchen-Gruppen. Zum jetzigen Zeitpunkt spekulativ, aber na-
tiirlich hochinteressant ist die Frage, ob diese Gipfel mit Suszeptibilititsallelen assoziiert sind,

die sich QTL-analytisch identifizieren lassen werden.

Die Untersuchung der Gruppen-Binnenstruktur hat ferner zu einem unerwarteten Ergebnis
hinsichtlich der Beziehung zwischen Verhaltens- und neuralen Parametern gefiihrt: Im Offen-
feld hat MPTP, wie in den beiden vorhergehenden Generationen auch, am Tag der Behand-

lung eine massive Reduktion der Lokomotion bewirkt; an Tag 2 war die Bewegungsaktivitiit
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der Tiere im Mittel wieder auf Kontrollniveau - dhnlich wie im resistenten Parentalstamm
BALB/c. An den Tagen 3 und 4 lag das Niveau zahlenmifig in drei der vier MPTP-
behandelten Gruppen sogar etwas hoher als bei deren Kontrollen. In einer gesonderten Analy-
se bildeten wir bei den minnlichen F2-Gruppen, die mit MPTP behandelt worden waren, im
Nachhinein anhand der Ergebnisse der neurochemischen Analyse Extremgruppen - mit stria-
talen DA-Depletionen unter 20% bzw. iiber 80%; die Beschrinkung auf Médnnchen war darin
begriindet, da} keine Weibchen derart hohe Depletionen hatten. Am ersten Tag lag das Lo-
komotionsniveau der stark lddierten Tiere (Mittelwert der DA-Depletion in beiden F2-
Gruppen: 85%) erwartungsgemill noch etwas unter dem Niveau der gering ldadierten Tiere.
An den weiteren drei Tagen zeigten die stark Lédierten jedoch stets ein hoheres Aktivititsni-
veau als die gering Lidierten, und dieses lag teilweise sogar iiber dem Kontrollniveau. Es lag
in der F2-Generation also eine andere Situation vor als in der Parentalgeneration, wo die stark
ladierte Gruppe (C57BL/6; Mittelwert der DA-Depletion: 83%) auch durchgéngig die stirke-
ren Defizite hatte als die gering lddierte Gruppe (BALB/c). In den F2-Minnchen bestehen
scheinbar noch komplexere differentielle Erholungsverldufe als in der Parentalgeneration,
denn auch fiir die Gesamtheit der méinnlichen F2-Tiere (nicht nur fiir deren Extrema) zeigte
sich vom ersten zum vierten Testtag eine Richtungsumkehr der Korrelationen zwischen DA-
Konzentration und Lokomotion: War anfangs noch eine niedrige DA-Konzentration mit ge-
ringer Lokomotion korreliert, ist drei Tage spiter eine niedrige DA-Konzentration eher mit
hoher Lokomotion verkniipft (dabei ist anzumerken, daf} die Korrelationskoeffizienten we-
sentlich niedriger ausfallen als im Stamm C57BL/6). Daraus 146t sich ableiten, dal3 lokomoto-
rische Aktivitdt zu verschiedenen Zeitpunkten inhaltlich verschieden gedeutet werden muf3.
Da der Zeitpunkt der Umkehr fiir jedes einzelne Tier individuell verschieden sein kénnte und
wir diesen im FEinzelfall nicht kennen, ist fraglich, ob dieses Verhalten in der MPTP-
behandelten F2-Generation einen geeigneten phinotypischen Indikator fiir ein funktionales
Defizit darstellt. Insgesamt scheint ein dhnliches zeitliches Muster vorzuliegen wie in einigen
Studien, deren Ergebnisse in Tabelle 1 als "liberschieBende Erholung" charakterisiert wurde.
Eine einfache Erklidrung 146t sich hierfiir nicht liefern, da uns nur ein Typ von neurochemi-
schen Daten vorliegt (post mortem-Messung von Transmittergehalten nach 7 Tagen). Stellt
man sich funktionale Erholung auf neuraler Ebene allerdings als mehrdimensionalen Prozef3
vor, konnte man weiter annehmen, dal} die Einzelprozesse unterschiedliche zeitliche Verlidufe
nehmen konnten, die zu den beobachteten Fluktuationen auf funktioneller Ebene fiihren. Die
potentielle Natur der funktionellen Erholung im MPTP-Mausmodell wird in der Abschluf3dis-

kussion erortert. Auch die Daten zum Nestbau deuteten in gewisser Weise auf einen nicht
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monotonen Zusammenhang zwischen funktionaler und neuraler Betrachtungsebene: Obwohl
ein MPTP-bedingter Anstieg der Nestbaulatenz ohnehin in nur sehr geringem Malle zu ver-
zeichnen war, bauten nicht nur Minnchen, sondern auch einige Tiere aus der Gruppe der (we-

sentlich geringer lddierten) Weibchen mit Verzogerung ein Nest.

In anderen Verhaltenstests zeigten sich erneut MPTP-bedingte Verdnderungen. Im Greif-Test
und im Rotarod erscheinen die gemessenen Defizite jedoch wenig trennscharf bzw. sehr ge-
ring, so da} deren Daten fiir eine QTL-Analyse MPTP-bedingter Verhaltensdefizite vermut-
lich nicht geeignet sein werden. Beim Rotarod kiime zusitzlich das Problem ins Spiel, daf3 be-
reits die Basalleistung durch die jeweilige genetische Ausstattung bedingt zu sein scheint, da
sich die Kontrollen der Parentalstimme stark unterschieden. Im Einzelfall sind die Leistungen
nicht eindeutig interpretierbar, da eine niedrige Leistung in einem F2-Tier auf eine starke La-
sion oder auf dessen Ausstattung mit den "Rotarod-BALB/c-Allelen" zuriickgehen konnte. Im
Pole-Test waren die Gruppen-Mittelwerte nicht aussagekriftig im Sinne MPTP-bedingter De-
fizite. Wieder wurde eine ausgepridgte Tendenz festgestellt, da} eine Reihe unléddierter Tiere
die Stange nicht verlie3. Wurden diejenigen Tiere, die dies Verhalten am vierten Tag zeigten,
aus der Stichprobe entfernt, zeigte sich ein Ergebnismuster, das dem Muster bei C57BL/6-
Tieren dhnelte. Das Verhalten an Tag 4 scheint deshalb gut geeignet zu sein, um Tiere als
Stangen-Verlasser bzw. Nicht-Verlasser zu kategorisieren. Eine Erkldrung fiir diese qualitativ
unterschiedliche Tendenz steht jedoch weiterhin aus. Beim Plus-Maze ist schlieBlich interes-
sant, daf} - wie zuvor bei den F1-Tieren - eine leichte Tendenz zu hoheren Offenarmzeiten bei
MPTP-behandelten Tieren bestand; dies miilite im Rahmen des Tests in Sinne verringerter

Angstlichkeit gedeutet werden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, da die Untersuchung einer F2-Generation hin-
sichtlich ihrer MPTP-Anfilligkeit zu teilweise liberraschenden Befunden gefiihrt hat, z.B.
dem Auftreten einer geschlechtsabhidngigen Dissoziation zwischen Letalitdt und Neurotoxizi-
tit oder der nicht-monotonen Beziehung zwischen VerhaltensmaBlen und neurochemischen
Lisionskennwerten bis hin zur Frage der Verteilung dieser Kennwerte. Bei der Kldrung eini-
ger dieser Fragen wird eventuell die QTL-Analyse ihren Beitrag leisten konnen, fiir andere
sind wahrscheinlich weitere aufwendige Untersuchungen noétig. Zwei Fragestellungen sollen
jedoch im Rahmen dieser Arbeit noch in gesonderten, iiberschaubaren Experimenten ange-
gangen werden: Zum einen soll der Einflu} der Pigmentierung auf die Neurotoxizitdt mittels

eines Vergleichs zweier Stimme, die sich nur im Albino-Gen unterscheiden, vorgenommen
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werden (Folgeuntersuchung 1). Zum anderen soll der Frage nachgegangen werden, ob die Le-
talitdt der Weibchen an ihren Zyklus (bzw. die dahinter liegenden Hormonschwankungen)

gekoppelt ist (Folgeuntersuchung 2).
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4.5 Folgeuntersuchung 1: Tyrosinase

4.5.1 Einleitung

In diesem Experiment wollten wir die Mdglichkeit untersuchen, ob das Vorhandensein von
Pigmentierung die Anfilligkeit fiir MPTP erhohen konnte. Ein solcher Zusammenhang hatte
sich beim Vergleich pigmentierter gegeniiber unpigmentierten Minnchen in der BCB6F2-
Kreuzung der F2-Generation angedeutet und ist auch in der Vergangenheit bereits von ande-
ren Autoren diskutiert worden [124,200].

Die Synthese des Pigmentfarbstoff Melanin wird durch das Enzym Tyrosinase katalysiert.
Letzteres stellt daher ein Kandidatengen fiir MPTP-Suszeptibilitidt dar. Um dies zu priifen,
wihlten wir den Ansatz eines Vergleichs koisogener Stimme: Entsteht in einem Inzucht-
stamm spontan eine Mutation und werden die Tréger einen solchen Mutation gezielt selektiert
und zu einer eigenstdndigen Linie weitergeziichtet, so unterscheidet sich die neue Linie vom
Ausgangsstamm allein in dem mutierten Gen; phinotypische Unterschiede zwischen koisoge-
nen Stimmen konnen bei gleichen Umweltbedingungen auf den EinfluB3 der Mutation zuriick-
gefiihrt werden [264]. Im Jahre 1970 ist beim Mausstamm C57BL/6 im Tyrosinase-Gen eine
¢ genannte Punktmutation aufgetreten, die dazu fiihrt, dal keine Tyrosinase gebildet wird,
das Enzym, welches die Produktion von Melanin katalysiert [253]. Da keine Melaninproduk-
tion erfolgen kann, sind Triger dieser Mutation Albinos. Die Mutation wurde in einer Linie
namens C57BL/6J-Tyr"% fortgefiihrt. Wir verglichen diese Albino-Linie mit dem koisogenen
pigmentierten Wildtyp C57BL/6. Ein Unterschied in der MPTP-Wirkung zwischen diesen
beiden Stimmen wiirde einen starken Beleg fiir einen Einflufl der Pigmentierung auf MPTP-
Anfilligkeit darstellen. Der Versuch wurde nur mit Midnnchen durchgefiihrt, da in der F2-

Generation nur fiir dieses Geschlecht eine entsprechende Beziehung gefunden worden ist.

4.5.2 Durchfiihrung
Versuchstiere waren 24 minnliche Méuse des Stammes C57BL/6J (Tyr+)7 und 23 minnliche
Miuse des Stammes C57BL/6J-Tyr* (Tyr-) mit einem Alter von 8 bis 10 Wochen. Da die

Mutanten nicht von der TVA geliefert werden konnten, wurden alle Tiere - der Wildtyp ein-

’ Der Stamm C57BL/6J aus der Jackson-Lieferung entspricht genetisch demjenigen Stamm CS57BL/6J, der fiir
die Parentaluntersuchung von der TVA bezogen worden war. Die hier gewihlte Abkiirzung Tyr+ dient dazu, den
anderen Geburtsort und die Vorerfahrung des Luftfrachttransportes, welche Tyr+ und Tyr- gegeniiber der von
uns als C57BL/6 bezeichneten Gruppe von Tieren gemeinsam haben, hervorzuheben.
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geschlossen - im Alter von ca. 4 Wochen vom Jackson Laboratory (Bar Harbor, USA) bezo-
gen und per Luftfracht nach Diisseldorf transportiert. Obwohl eine relativ neue laboriibergrei-
fende Studie erstaunlicherweise nahezu keinen Einfluf} eines solchen Transports auf mehrere
Verhaltensvariablen nachweisen konnte [84], wurden die Tiere vor Beginn der Experimente
mindestens 4 Wochen in der TVA gehalten, um eine ausreichende Akklimatisierung zu ge-
wihrleisten.

Je die Hilfte der Tiere jedes Stammes wurde mit dem Schema MPTP4x15 behandelt. Den iib-
rigen Tieren, die als Kontrolle dienten, wurde Kochsalzlosung (KSL) injiziert. Der Versuchs-

ablauf entsprach in sdmtlichen Prozeduren der Untersuchung der F1-Generation.

4.5.3 Ergebnisse

4.5.3.1 Verhalten

Offenfeld
Die im Offenfeld zuriickgelegte Strecke war bei den Kontrollgruppen nahezu identisch (Abb.

48); es war hier ein Trend zu abnehmender Lokomotion im Verlauf der vier Testdurchginge

erkennbar.
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Abb. 48. Zuriickgelegte Strecke im Offenfeld (in cm; Mittelwerte und Standardfehler). Getestet wurden
Minnchen der Maustimme Tyr+ und Tyr-, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlésung (KSL, schwarze
Symbole) oder MPTP4x15 (weile Symbole) erhalten hatten (n=47). Die Testdauer betrug 10 Minuten; die erste
Messung erfolgte 1 Stunde nach der letzten Injektion. Die Zeit zwischen zwei Testdurchgiingen betrug einen

Tag.
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MPTP reduzierte die Lokomotion an Tag 1 drastisch; ab Tag 2 war allerdings in beiden
MPTP-Gruppen bereits wieder das Niveau der Kontrollen erreicht, bei Tyr+ lag es an den Ta-
gen 3 und 4, bei Tyr- an Tag 4 sogar etwas hoher. Die ANOVA fiir den Parameter
Q1 (zuriickgelegte Streckey (Tabelle 20) ergab dementsprechend einen signifikanten Effekt fiir den
Faktor Behandlung (F;43=51.77, p<0.0001) mit hoheren Steigungen fiir die MPTP-
Bedingung, nicht jedoch fiir den Faktor Stamm (F;43=0.12, p=0.7360) oder die Interaktion
Stamm x Behandlung (F; 43=0.01, p=0.9332).

Tabelle 20. Linearer Trend (Mittelwerte und Standardfehler) der zuriickgelegten Strecke im Offenfeld
von Minnchen der Mausstimme Tyr+ und Tyr-, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung
(KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten.

Tyr+ Tyr-
KSL MPTP KSL MPTP
(n=12) (n=12) (n=11) (n=12)
A1 (zuriickgelegte Strecke) -133.4429.2 290.3+44.6 -148.2+£50.7 265.7+89.3

Der Blick auf die Mittelwerte der Gesamtdauer der Aufrichtaktivitit (Abb. 49) zeigt, daf} die-

se an Tag 1 fast vollstindig unterdriickt war.

Tyr+ Tyr-
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20 A (/ —O MPTP 20 1 —F+ MPTP
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Abb. 49. Gesamtdauer der Aufrichtungen im Offenfeld (in s; Mittelwerte und Standardfehler). Getestet
wurden Ménnchen der Maustimme Tyr+ und Tyr-, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlésung (KSL,
schwarze Symbole) oder MPTP4x15 (weille Symbole) erhalten hatten (n=47). Die Testdauer betrug 10 Minuten;
die erste Messung erfolgte 1 Stunde nach der letzten Injektion. Die Zeit zwischen zwei Testdurchgéngen betrug

einen Tag.
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Der Wildtyp erreichte augenscheinlich bereits ab Tag 2 Kontrollniveau, wihrend dies bei den
Mutanten vollstindig erst an Tag 4 geschah; einschrinkend muf} jedoch gesagt werden, daf}

bei deren Kontrollen parallel ebenfalls ein Niveauanstieg erfolgte.

Die Defikation nahm in allen Gruppen iiber den Testzeitraum von 4 Tagen zu. In den MPTP-
Gruppen beider Stimme war am Tag der Behandlung praktisch keine Defikation festzustel-
len; allerdings lag das Niveau an diesem Tag auch in der Kontrollgruppe (KSL) des Stamms
Tyr- sehr niedrig. Bereits an Tag 2 hatte die Defikation in den MPTP-Gruppen wieder Kon-

trollniveau erreicht und lag bei Tyr- sogar etwas dariiber (Anhang, Tabelle A-15).

Nestbau

In den Kontrollgruppen beider Stimme haben alle Tiere einen Tag nach der Behandlung mit
dem Nestbau begonnen (Tabelle 21). Beim Vergleich von Kontroll- und Experimentalgruppen
mittels Kontingenztafeltest liegen die p-Werte fiir den Stamm Tyr+ bei 1.0000, fiir den
Stamm Tyr- bei 0.0183. Dies weist auf einen Anstieg der Nestbaulatenz bei Tyr-, nicht aber
bei Tyr+ hin.

Tabelle 21. Nestbauverhalten von Mannchen der Mausstimme Tyr+ und Tyr-, die entweder eine Behand-

lung mit Kochsalzlosung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten.

Tyr+ Tyr-
Nestbaubeginn KSL MPTP KSL MPTP
(n=12) (n=12) (n=11) (n=12)
nach 1 Tag 100% 92% 100% 50%
nach 2 Tagen 0% 8% 0% 8%
nach 3 Tagen 0% 0% 0% 33%
nach 4 Tagen 0% 0% 0% 8%

Angegeben sind relative Hiufigkeiten des Nestbaubeginns in Prozent der jeweiligen Gruppengrofle. Die Zeitan-

gaben sind bezogen auf den Tag der Behandlung.

Greif-Test
Zwischen den beiden untersuchten Stammen lag ein allgemeiner Niveauunterschied vor in
dem Sinne, daB3 deutlich mehr Tiere des Stammes Tyr+ als Tyr- das Kriterium erfiillten. Der

Prozentsatz der Tiere, die die Plattform erreicht hatten, lag in den Kontrollgruppen (KSL) an

166



Ergebnisse und Einzeldiskussionen: Folgeuntersuchung 1: Tyrosinase

beiden Tagen hoher als in den MPTP-Gruppen und lag in sdamtlichen Gruppen an Tag 2 hoher
als an Tag 1 (Abb. 50).

Tyr+ Tyr-
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o
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Prozentsatz derjenigen Tiere,
die die Plattform erreichten

o
o
_n[\

1 2 2

Testdurchgang Testdurchgang

Abb. 50. Greif-Test: relative Hiiufigkeiten des Kriterium ''Plattform vollstindig betreten'. Getestet wur-
den Minnchen der Mausstimme Tyr+ und Tyr-, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL,
schwarze Symbole) oder MPTP4x15 (weile Symbole) erhalten hatten (n=47). Die Testdauer betrug maximal
120 s. Die erste Messung erfolgte 2 Stunden nach der letzten Injektion. Die Zeit zwischen zwei Testdurchgéngen

betrug einen Tag.

Rotarod

Alle Versuchsgruppen wiesen bei Testwiederholung einen deutlichen Anstieg der Aufent-
haltsdauer auf der rotierenden Walze auf, wobei das Niveau der MPTP-Gruppen jeweils nur
geringfiigig unter dem der Kontrolltiere lag. Das Leistungsprofil der beiden Stamme unter-
schied sich darin, dal die Mutanten insgesamt, hauptsichlich jedoch am ersten Tag, etwas

langere Aufenthaltszeiten erzielten als der Wildtyp (Abb. 51).
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Abb. 51. Rotarod: Verbrachte Zeit auf der rotierenden Walze (in s; Mittelwerte und Standardfehler). Ge-
testet wurden Ménnchen der Mausstimme Tyr+ und Tyr-, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung
(KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15 (weile Symbole) erhalten hatten (n=47). Die Testdauer betrug ma-
ximal 120 s. Die erste Messung erfolgte 2.5 Stunden nach der letzten Injektion. Die Zeit zwischen zwei Test-

durchgingen betrug einen Tag.

Pole-Test

Fiir die Aufenthaltszeit auf der Stange ergab sich fiir den Stamm Tyr+ ein sehr dhnliches Pro-
fil wie fiir die C57BL/6-Minnchen, die in der Parentalgeneration untersucht worden waren:
Die Kontrollgruppe (KSL) erreichte an Tag 1 im Mittel nach knapp 40 Sekunden den Boden
und steigerte diese Leistung auf weniger als 20 Sekunden an Tag 4. Die Tyr+-MPTP-Tiere
benotigten fiir diese Verhaltensweise an den ersten beiden Tagen wesentlich ldnger und
niherten sich im Mittel erst ab Tag 3 dem Niveau ihrer Kontrollen. Die Mutanten (Tyr-)
wiesen prinzipiell ein vergleichbares Ergebnismuster auf; allerdings verweilten deren
Kontrolltiere an den ersten beiden Tagen im Mittel deutlich linger auf der Stange als die
Tyr+-Kontrollen, so daB8 der Leistungsunterschied zu den MPTP-behandelten Tieren an
diesen Tagen deutlich geringer ausfiel als im Wildtyp (Abb. 52). Die hoheren Mittelwerte
lassen sich teilweise darauf zuriickfiihren, dal an diesen beiden Tagen bei den Mutanten -
anders als beim Wildtyp - nicht alle Kontrolltiere die Stange wihrend des

Beobachtungszeitraums von 120 s verlassen haben (Anhang, Tabelle A-16).
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Abb. 52. Pole-Test: Auf der Stange verbrachte Zeit bis zum vollstiindigen Betreten des Bodens (in s; Mit-
telwerte und Standardfehler). Getestet wurden Ménnchen der Mausstimme Tyr+ und Tyr-, die entweder eine
Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15 (weile Symbole) erhalten hatten
(n=47). Die Testdauer betrug maximal 120 s. Die erste Messung erfolgte 3 Stunden nach der letzten Injektion.

Die Zeit zwischen zwei Testdurchgidngen betrug einen Tag.

Elevated Plus-Maze

Die auf den Offenarmen des Plus-Maze verbrachte Zeit nahm in allen Gruppen von der ersten

zur zweiten Testung ab (Abb. 53).
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Abb. 53. Aufenthaltszeiten auf den offenen Armen des Elevated Plus-Maze (in s; Mittelwerte und Stan-
dardfehler). Getestet wurden Ménnchen der Mausstimme Tyr+ und Tyr-, die entweder eine Behandlung mit
Kochsalzlosung (KSL, schwarze Symbole) oder MPTP4x15 (weile Symbole) erhalten hatten (n=47). Die
Testdauer betrug 5 Minuten. Die erste Testung erfolgte 2 Tage nach der letzten Injektion. Die Zeit zwischen

zwei Testdurchgiingen betrug einen Tag.
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Die MPTP-behandelten Gruppen hatten hohere Mittelwerte fiir die Offenarmzeiten als die
Kontrollgruppen (KSL); die Mutanten schienen generell die offenen Arme etwas ldnger zu

betreten als der Wildtyp.

4.5.3.2 Neurochemie

Neostriatum (Abb. 54)

Eine ANOVA fiir den Dopamingehalt im Neostriatum ergab einen signifikanten Behand-
lungseffekt (F;43=791.1, p<0.0001); der Faktor "Stamm" erwies sich nicht als signifikant
(F143=0.62, p=0.4351), wohl aber die Interaktion "Stamm" x "Behandlung" (F;43=4.99,
p=0.0308). Eine post hoc-Testung (Tukey's HSD) ergab jedoch weder einen signifikanten Un-
terschied zwischen den Kontrollgruppen (p=0.7442) noch zwischen den MPTP-Gruppen der
Stamme (p=0.1510). Die DA-Depletion betrug bei den MPTP-behandelten Tieren des Stam-
mes Tyr+ 73%, bei Tyr- 82%.

Neostriatum
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Abb. 54. Konzentration der Neurotransmitter DA, NA und 5-HT (in pg/g Hirngewebe) sowie das Verhiilt-
nis HVA/DA im Neostriatum. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler fiir Ménnchen der Maus-
stimme Tyr+ und Tyr-, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze Balken) oder

MPTP4x15 (weile Balken) erhalten hatten (n=47).

Eine ANOVA fiir das Verhiltnis HVA/DA erbrachte folgende Resultate: Faktor "Behand-
lung" F, 43=74.64, p<0.0001 im Sinne eines Anstiegs bei MPTP-Behandlung; Faktor "Stamm"
F; 43=4.08, p=0.0497 im Sinne hoherer Werte fiir Tyr-; Interaktion "Stamm" x "Behandlung"
F, 43=2.83, p=0.0997. ANOVAs fiir die Transmitter NE und 5-HT ergaben fiir keinen Faktor
p-Werte unter 0.10.
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ventrales Striatum (Abb. 55)

Fiir die DA-Konzentrationen im ventralen Striatum deutete die entsprechende ANOVA in
Richtung niedrigerer Werte nach MPTP (Faktor "Behandlung" F; 43=57.45, p<0.0001) und
generell niedrigerer Werte bei den Mutanten (Faktor "Stamm" F; 43=5.22, p=0.0274). Die DA-
Depletionen nach MPTP betrugen 35% (Tyr+) bzw. 39% (Tyr-). ANOVAs fiir die Transmit-
ter NA und 5-HT sowie fiir das Verhiltnis HVA/DA ergaben fiir keinen Faktor p-Werte unter
0.10.
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Abb. 55. Konzentration der Neurotransmitter DA, NA und 5-HT (in pg/g Hirngewebe) sowie das Verhiilt-
nis HVA/DA im ventralen Striatum. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler fiir Méannchen der
Mausstdmme Tyr+ und Tyr-, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze Balken) oder

MPTP4x15 (weile Balken) erhalten hatten (n=47).

Frontalkortex (Abb. 56)
Im Frontalkortex deuten die p-Werte fiir den Faktor "Behandlung" bei DA (F;4,=14.68,
p=0.0004), NA (F; 4,=7.96, p=0.0073) und 5-HT (F, 4,=16.48, p<0.0002) auf einen generellen

Konzentrationsabfall dieser Transmitter nach MPTP-Gabe hin.
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Abb. 56. Konzentration der Neurotransmitter DA, NA und 5-HT (in pg/g Hirngewebe) sowie das Verhiilt-
nis HVA/DA im Frontalkortex. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler fiir Mannchen der Maus-
stimme Tyr+ und Tyr-, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL, schwarze Balken) oder

MPTP4x15 (weile Balken) erhalten hatten (n=46).

Die DA-Depletionen nach MPTP betrugen 25% (Tyr+) bzw. 30% (Tyr-). Fiir das Transmit-
terverhiltnis HVA/DA deutete in der ANOVA der Faktor "Behandlung" mit p=0.0508
(F; 4,=4.04) eine Tendenz fiir eine Abnahme dieses Quotienten bei MPTP-Behandlung an.

4.5.3.3 Histologie

Die ANOVA fiir die Zellzahlen in der SN ergab einen signifikanten Behandlungseffekt
(F143=9.19, p=0.0041) im Sinne niedrigerer Zellzahlen nach MPTP, wihrend der Faktor
Stamm (F;43=1.22, p=0.2748) und die Interaktion Stamm x Behandlung (F;43=0.44,
p=0.5092) nicht signifikant wurden.

Tabelle 22. Mittlere Anzahlen TH-positiver Zellen in der Substantia nigra (SN) und in der Area tegmenta-
lis ventralis (VTA) von Ménnchen der Mausstimme Tyr+ und Tyr-, die entweder eine Behandlung mit
Kochsalzlésung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten.

Tyr+ Tyr-
KSL MPTP KSL MPTP
(n=12) (n=12) (n=11) (n=12)
SN 286.6+ 8.8 248.6+16.6 279.6+13.4 220.1£22.1
VTA 117.9£5.2 110.1£54 108.2+8.8 101.8+7.1

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler der durchschnittlichen Zellzahlen pro Hirnschnitt.
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Die Unterschiede zwischen den jeweiligen Kontroll- und MPTP-Gruppen entsprechen einem
Riickgang von 13% beim Stamm Tyr+ und 21% bei Tyr- (Tabelle 22). Bei einer ANOVA fiir
die Zellzahlen in der VTA lagen weder fiir einen Haupteffekt noch die Interaktion die p-
Werte unter 0.10.

4.5.3.4 Letalitit
In keinem der beiden Stdmme ist ein Tier an den Folgen der MPTP-Toxizitit gestorben; die

Mortalitét betrug also fiir jede Gruppe 0%.

4.5.3.5 Korpergewicht
Nach MPTP-Behandlung kam es in beiden Stimmen zu einem voriibergehenden Gewichts-

verlust, der bei den Mutanten etwas stirker ausfiel (Anhang, Tabelle A-17).

4.5.4 Diskussion

Diese Folgestudie diente dazu, die Bedeutung der Pigmentierung, welche durch den Pigment-
farbstoff Melanin vermittelt wird, fiir die MPTP-Sensitivitit mittels eines Stammvergleichs
zwischen dem pigmentierten Stamm C57BL/6 und dessen koisogenem Albinostamm
C57BL/6J-Tyr“* zu untersuchen. Der zweite Stamm unterscheidet sich vom ersten durch eine
Punktmutation im Gen fiir Tyrosinase, die in der Abwesenheit des Melanin-synthetisierenden
Enzyms Tyrosinase resultiert. Das wichtigste Ergebnis dieser Studie ist, da auf keiner der
Betrachtungsebenen (motorische Defizite, striataler Dopaminverlust und nigraler Zellverlust)
die Hypothese bestitigt werden konnte, daB der pigmentierte Stamm nach einer MPTP-

Behandlung ausgeprégtere Schidigungen aufweisen miifite als der unpigmentierte Stamm.

In unserem Stammvergleich bewirkte die MPTP-Behandlung im Offenfeld Verhaltenseffekte,
wie sie auch schon in den vorausgegangenen Experimenten aufgetreten waren, und zwar aku-
te Defédkationsunterdriickung und massive Minderung der lokomotorischen Aktivitit an Tag
1; an den darauffolgenden Tagen war die Lokomotion in beiden Stimmen bereits wieder auf
Kontrollniveau, teilweise sogar etwas dariiber. Im Aufrichtverhalten war grafisch eine leichte
Tendenz zu langsamerer Erholung bei Mutanten als bei Wildtyp-Méusen zu erkennen. Einen
etwas deutlicheren Hinweis in diese Richtung erbrachte die Untersuchung des Nestbauverhal-

ten: Hier fiihrte MPTP zu einem leicht verzogerten Nestbaubeginn bei den Tyrosinase-
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Mutanten, nicht jedoch bei den Tyrosinase-positiven Tieren. In weiteren Verhaltensparadig-
men deuteten sich stammiibergreifend MPTP-bedingte Verhaltensdnderungen an, namentlich
Defizite in Greif- und Pole-Test sowie leicht hohere Offenarmzeiten im Plus-Maze. Dies ist
interessant, da auch in den F1- und F2-Generationen eine leichte Tendenz erkennbar war, daf3
nach MPTP die offenen Arme etwas lidnger betreten wurden. Sowohl ein KO fiir DA-Ds-
Rezeptoren [403] als auch die Gabe von D,-Rezeptorantagonisten [347] erhohen diese
Verhaltensweise ebenfalls. Dies 148t die vorsichtige Vermutung zu, da3 der DA-Mangel im

MPTP-Mausmodell anxiolytisch wirken konnte.

Auf neuronaler Ebene fithrte MPTP zu Dopaminverlusten in Neostriatum, ventralem Striatum
und Frontalkortex; zusitzlich erhohte sich infolge der Substanzgabe der neostriatale DA-
Metabolismus. In allen genannten MaBlen gab es die numerische Tendenz, dafl Tiere des
Stamms Tyr- leicht hohere Verdnderungen zeigten als die des Stamms Tyr+. MPTP bewirkte
auch einen Verlust von TH-positiven Zellen in der Substantia nigra, der numerisch wiederum
hoher im Stamm Tyr- ausfiel.

Es kann also zusammenfassend festgestellt werden, dal die Abwesenheit von Melanin-
Pigment keinen Schutz vor MPTP-Neurotoxizitdt bot, sondern dal der verwendete Albino-
stamm - entgegen der Ausgangshypothese - sogar die Tendenz zeigte, fiir MPTP eher noch
etwas anfilliger zu sein als der koisogene pigmentierte Wildtypstamm. Uber den Mechanis-
mus dieses Effekts konnen nur Vermutungen angestellt werden. Es ist gut bekannt, daf} die
Aktivitdt von Tyrosinhydroxylase (TH), welche die DA-Synthese katalysiert, durch MPTP-
Behandlung abnimmt [283,407]; vermutlich wird iiber eine Nitrierungsreaktion die TH inak-
tiviert [16]. Kiirzlich wurde auBerdem der Befund gemacht, da3 bei Abwesenheit von TH die
Katecholaminsynthese auch unter Beteiligung von Tyrosinase erfolgen kann [345]. Es ist
demnach denkbar, dal im Wildtyp nach der MPTP-bedingten Verringerung der Anzahl funk-
tionsfidhiger TH-Molekiile das Katecholamin Dopamin kompensatorisch mittels Tyrosinase
produziert worden ist. Dieser alternative Stoffwechselweg hitte den Tyrosinase-Mutanten

nicht zur Verfiigung gestanden.

Andererseits gibt es Uberlegungen, nach denen Neuromelanin fiir die Degeneration dopami-
nerger Neuronen sowohl bei humanem Morbus Parkinson als auch im MPTP-Modell wichtig
sein konnte, die auf mehreren Beobachtungen basieren: Bei PD scheint der Verlust nigraler
Neuronen mit ihrem Neuromelaningehalt zu korrelieren [220]. Bei Primaten 16st MPTP-Gabe

ebenfalls bevorzugt die Degeneration pigmentierter Neuronen aus [54,249,250], und in ver-
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schiedenen Spezies wurde festgestellt, daB MPP* an Melanin und Neuromelanin bindet
[90,392]. Nach Modellvorstellungen von D'Amato konnte dieses intraneuronal gebundene
MPP" allmihlich freigesetzt werden, wodurch dessen toxische Wirkung verlidngert wiirde
[89]. Unterband man pharmakologisch die Anlagerung von MPP* an Neuromelanin (durch
kompetitive Hemmung), fiihrte dies im Affen zu verringerter MPTP-Neurotoxizitit [88]. Die
Verwandtschaft zwischen Melanin und Neuromelanin ist jedoch noch nicht befriedigend ge-
klirt. Es liegen einerseits zwar Hinweise darauf vor, dal beide Melaninformen unter Beteili-
gung von Tyrosinase synthetisiert werden [339,425], obwohl sich die Substanzen strukturell
unterscheiden. Andererseits gibt es aber auch einen nicht-enzymatischen Syntheseweg von
Neuromelanin, und interessanterweise ist die SN von Menschen, die eine Albinomutation tra-
gen, dennoch pigmentiert [339]. Dies 146t zumindest die Vermutung zu, daf} die beobachtete
verringerte MPTP-Anfilligkeit bei Maus-Albinostimmen - so sie denn tatsdchlich auf die Ty-
rosinase-Mutation zuriickginge - nicht zwingend mit dem Neuromelaningehalt im Gehirn zu
tun haben muB; ein methodisch problematischer Faktor bei dieser Argumentation ist, daf} der
Neuromelaninnachweis im Gehirn von Nagern schwierig ist.

Eine mogliche Erkldrung fiir die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen unseres koisogenen
Stammuvergleich und denen aus dem etlicher Vergleiche anderer pigmentierter vs. unpigmen-
tierter Stimme (sieche Tabelle 2 in Abschnitt 1.4.5) wire die Annahme, daf3 im letzteren Fall
nicht das Tyrosinase-Gen, sondern ein auf dem gleichen Chromosom benachbartes Gen, wel-
ches in vielen Albinostimmen mit dem Albino-Allel gekoppelt sein mii3te, fiir die Suszeptibi-
litdtsunterschiede verantwortlich war. Damit in Einklang steht, da3 es unter diesen Stamm-
vergleichsstudien auch einige Gegenbeispiele gibt, bei denen wie bei uns eher die Albino-
stimme anfilliger waren [26,46,332]). Deshalb sollte diese chromosomale Region weiter "un-
ter Beobachtung" stehen, denn mit dem rasanten Anwachsen der Information tiber das Maus-
genom konnten hier plausible Kandidatengene entdeckt werden, die wiederum hypothesenge-

leitet im MPTP-Mausmodell gepriift werden sollten [199].

SchlieBlich sind die Ergebnisse des vorliegenden Experiments aus methodischer Sicht zu be-
werten. Der Vergleich koisogener Stimme ist ein recht scharfer Ansatz, um von einem Gen
auf seine Funktion zu schlieBen. Er ist dem Vergleich eines KO mit seinem Wildtyp dhnlich,
aber wenn die koisogenen Stamme durch eine definierte Punktmutation aus dem Ausgangs-
stamm entstanden sind, entfillt das methodische Problem flankierender Gene aus dem Hinter-
grundstamm, die beim Knockout-Ansatz die Nullmutation umgeben [163]. Es lieBe sich aber

auch bei koisogenen Linien die in Bezug auf KO oft diskutierte Kritik anbringen, daf} das
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Vorhandensein der Mutation bereits ab der Embryonalentwicklung zu Kompensation durch
andere Gene fiihren kann [85]. Als weiterer Kritikpunkt wire zu nennen, dafl die Linie Tyr-
bereits vor 30 Jahren aus der C57BL/6-Wildtyp-Linie entstanden ist. Es ist fast sicher davon
auszugehen, daf} sich wihrend dieser Zeit in den beiden Linien einige weitere Mutationen er-
eignet und durchgesetzt haben, die aber nicht bekannt sind, weil sie phinotypisch nicht offen
erkennbar sind [125]. Prinzipiell lieBe sich durch regelméfige Riickziichtung dieses Problem
16sen. Da uns jedoch keine Dokumentation zugénglich war, inwieweit der Lieferant der Tiere,
das Jackson Laboratory, dies tatsdchlich durchfiihrt, konnten neben der Tyrosinase-Mutation
weitere genetische Unterschiede vorgelegen haben. Aus dieser Sicht wire es préziser, nur von
kongenen Stimmen zu sprechen, also Stimmen, die sich nur in einer sehr begrenzten Zahl
von Genen unterscheiden [264]. Es ist allerdings bei einer geschitzten Zahl von 30000-80000
Genen im Mausgenom [13] und angesichts der begriindeten Vermutung, daf} die Eigenschaft
"MPTP-Suszeptibilitit" so wie andere schon untersuchte Phinotypen auch durch eine einstel-
lige oder kleine zweistellige Zahl von QTL erklérbar ist (siehe z.B. [82,122,340,444]), rein
rechnerisch nicht sehr wahrscheinlich, daf} selbst beim Auftreten mehrerer solcher moglichen

Mutationen davon ausgerechnet eine relevant fiir den von uns studierten Phénotyp ist.

AbschlieBend soll noch ein naheliegender Vergleich angesprochen werden, ndmlich derjenige
zwischen den hier vorliegenden Ergebnissen und denen im Stamm C57BL/6 der Parentalge-
neration. Die gleiche MPTP-Dosis erzielte in C57BL/6-Parentaltieren - Tieren, die ja gene-
tisch identisch mit den Tyr+-Méusen sein sollten - eine mehr als 10 Prozentpunkte hohere
Dopamin-Depletion im Neostriatum, besall dort also eine hohere neurotoxische Effektivitit.
Denkbare Erkldarungen sind die unterschiedlichen Vorgeschichten dieser Tiergruppen, eine
moglicherweise doch nicht vollige genetische Ubereinstimmung (siehe oben; es ist tatsichlich
auch dokumentiert, dal der gleiche Stamm von unterschiedlichen Lieferanten verschieden
MPTP-suszeptibel sein kann [189,396]) oder Faktoren, die die Reproduzierbarkeit von Test-
ergebnissen iiber Experimente hinweg beeinflussen konnen (siehe dazu Kapitel 5). Eine er-
freuliche Konsistenz der Ergebnisse iiber unsere Experimente hinweg ist auf der anderen Seite
aber daran abzulesen, da3 die Miuse des Stamms Tyr- bei vergleichbar hoher neostriataler
DA-Minderung wie bei den C57BL/6-Parentaltieren auch einen prozentual sehr dhnlich hohen

Zellverlust aufwiesen.
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4.6. Folgeuntersuchung 2: Letalitit

4.6.1 Einleitung

Wie in Abschnitt 4.4 beschrieben, trat in der F2-Generation unter den Weibchen beider Teil-
kreuzungen eine hohe Letalitidt infolge der Behandlung mit MPTP auf, wihrend Ménnchen
praktisch gar nicht betroffen waren. Weil Letalitiit jedoch sowohl unter methodischen Aspek-
ten - sie fiihrt zu einer selektierten Stichprobe - als auch unter Tierschutzgesichtspunkten ein
Problem darstellt, wurde weiter versucht, mégliche Ursachen dafiir aufzudecken.

Eine pathologische Untersuchung von vier F2-Weibchen hatte ergeben, dal3 ein perivaskuléres
Odem vermutlich zum Tod gefiihrt hat. Da in unseren F2-Kreuzungen nur ein Minnchen ein-
deutig an den Folgen von MPTP gestorben ist und dies vor Beginn unserer Uberlegungen, pa-
thologische Untersuchungen durchzufiihren, geschehen war, konnte nur ein einziges Minn-
chen nach der gleichen Methode untersucht werden. Todesursache war bei diesem Tier eine
unbeabsichtigte Herzpunktion, die bereits vor der 2. MPTP-Injektion zum Tod gefiihrt hat.
Zwar wurden bei diesem Tier keine Anzeichen eines Lungenddems gefunden, aber das erlaubt
natiirlich keine Aussage dariiber, inwieweit Méinnchen nach MPTP-Behandlung ein solches
Odem entwickeln kénnen und welchen Beitrag diese Pathologie bei ihnen z.B. bei der in der
Parentalgeneration sporadisch aufgetretenen Letalitit spielt.

Bei unserer unsystematischen Beobachtung der F2-Weibchen gewannen wir den Eindruck,
daBl manche Tiere auch in frithen Phasen der MPTP-Behandlung wenig beeintrichtigt er-
schienen, andere dagegen so stark, daf3 ihr bevorstehender Tod vermutet werden konnte. Eine
Erklarungsmoglichkeit wiére, dal auch die Letalititskomponente der MPTP-Wirkung gene-
tisch moderiert wird. Da jedoch die Geschlechter so frappierende Unterschiede aufwiesen,
wurde in Erwigung gezogen, dal moglicherweise auch hormonelle Einfliisse von Bedeutung
sind. Hierbei war auch die Beobachtung interessant, daf drei der vier pathologisch untersuch-
ten Weibchen sich in der gleichen Phase des Ostruszyklus befanden, niamlich im Ostrus. Die-
ser Zyklus dauert bei weiblichen Méause ca. 4 Tage, und in seinem Verlauf dndert sich u.a. die
Plasmakonzentration des Hormons Ostrogen [182]. Eine der physiologischen Wirkungen von
Ostrogen ist die Forderung der Wassereinlagerung ins Gewebe [182]. Die lokale Extremform
einer solchen Wassereinlagerung ist ein Odem; in bestimmten Zyklusphasen konnte also die
Wahrscheinlichkeit der Bildung von Odemen begiinstigt sein. Von diesen Uberlegungen aus-
gehend, wurde hypothetisiert, daB die Letalitit vom zyklusbedingten Ostrogenspiegel abhin-
gen kann. Diese Annahme sollte experimentell iiberpriift werden, indem MPTP gezielt bei

weiblichen Miusen im Ostrus (hoherer Ostrogenspiegel) vs. Diostrus (niedrigerer Ostrogen-
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spiegel) gegeben wurde. Letalitit sollte dann bei einer Behandlung wihrend des Ostrus mit

groBBerer Wahrscheinlichkeit auftreten als wihrend des Didstrus.

4.6.2 Durchfiihrung

Insgesamt 11 Weibchen des Stammes C57BL/6 im Alter von 8 bis 10 Wochen wurden in die-
sem Experiment untersucht. Die Wabhl fiel auf diesen Inzuchtstamm anstelle von F2-Tieren,
weil letztere Gruppe genetisch heterogen ist und so die Gefahr bestanden hitte, dafl dies bei
Vorhandensein auch genetischer Einfliisse angesichts der verwendeten kleinen Stichproben-
groBle das Ergebnis verzerren konnte. Der Versuchsablauf unterschied sich in mehreren Punk-
ten von den bisher dargestellten Experimenten: Am spidten Nachmittag vor dem
Experimentaltag wurde bei einer groleren Anzahl von Weibchen in der Tierhaltung der TVA
ein Vaginalabstrich vorgenommen. Dieser wurde angefirbt und lichtmikroskopisch
untersucht. Die zelluldre Zusammensetzung dieses Abstriches erlaubt die Feststellung des
Zyklusstadiums [179]. Anhand dieser Ergebnisse wurde eine Vorauswahl von Tieren
getroffen, die am nichsten Morgen voraussichtlich in der Ostrus- oder Di6strusphase sein
wiirden. Da jedoch der Vaginalabstrich einen Eingriff darstellt, der den Zyklusverlauf
beeinflussen konnte, wurde diese Untersuchung zur Sicherheit am Morgen des
Experimentaltages mit den gewdihlten Tieren wiederholt. Die gesamte Zyklusdiagnostik
wurde von Frau Dr. Brumloop (TVA) und ihren Mitarbeiterinnen durchgefiihrt. Wegen des
hohen Zeitaufwandes erfolgten die anschlieBenden MPTP-Behandlungen mit etwa drei
Stunden Verspitung (verglichen mit der Tageszeit der Behandlung in Parental-, F1- und F2-
Generation), und aus diesem Grund wurde auch auf ein Hindeln der Tiere verzichtet. Je fiinf
Weibchen im Ostrus und im Di6strus wurden mit der iiblichen Dosis MPTP4x15 behandelt.
Die Tiere wurden danach der Standard-Verhaltenstestprozedur fiir den ersten Versuchstag
gemill dem Schema in Abb. 5 unterzogen. 24 Stunden nach Beginn der Behandlung wurde
tiberpriift, welche Tiere gestorben waren bzw. welche die Behandlung iiberlebt hatten. Am
Leben gebliebene Tiere wurden mittels zervikaler Dislokation getotet, und alle Tiere wurden

fiir eine nachfolgende pathologische Standarduntersuchung mit Formalin fixiert.
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4.6.3 Ergebnisse

4.6.3.1 Verhalten

Tabelle 23 gibt die Mittelwerte und Standardfehler der Offenfeld-Parameter zuriickgelegte
Distanz, Anzahl von Aufrichtungen und Defédkation getrennt nach den beiden Versuchsgrup-
pen wieder. Der hohere Gruppenmittelwert der Didstrusgruppe fiir die zuriickgelegte Distanz
relativiert sich durch die Tatsache, daf ein Tier einen deutlich hoheren Wert hatte als alle an-
deren Tiere; der Median fiir diesen Parameter betriigt fiir die Ostrusgruppe 178.8 cm, fiir die

Diostrusgruppe 170.5 cm. Bei keinem Tier trat im Offenfeld Defédkation auf.

Tabelle 23. Offenfeldparameter von Weibchen, die eine Behandlung mit MPTP4x15 entweder im Ostrus
oder im Didstrus erhalten hatten. Die Messung erfolgte eine Stunde nach der letzten Injektion und dauerte 10

Minuten. Angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler.

Ostrus (n=5) Dibstrus (n=5)
zuriickgelegte Distanz (cm) 185.7+65.2 754.8+623.0
Gesamtdauer 3.612.3 3.7£3.7

der Aufrichtungen (s)

Im Greif-Test erreichte keines der 10 Tiere die Plattform. Kein Tier konnte sich im Rotarod
linger als 12 s auf der Walze halten, und nur ein einziges Tier (dieses war im Ostrus behan-
delt worden) erreichte im Pole-Test den Boden innerhalb von 120 Sekunden. Nennenswerte

Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen waren insgesamt nicht zu verzeichnen.

4.6.3.2 Letalitit und Pathologie

Innerhalb von 24 Stunden ist kein einziges Tier an den Folgen der MPTP-Behandlung gestor-
ben, weder in der Ostrus- noch in der Didstrusgruppe. Gemessen an dem augenscheinlich
vitalen Zustand aller 10 Tiere zu diesem Zeitpunkt wire auch in den darauffolgenden Tagen
aller Wahrscheinlichkeit nach keine MPTP-bedingte Letalitit eingetreten. Alle 10 Tiere wur-
den daher durch zervikale Dislokation getotet. Bei der nachfolgenden pathologischen
Untersuchung wurde bei zwei Tieren im Ostrus und bei einem Tier im Didstrus eine leichte

Lungenddembildung gefunden.
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4.6.4 Diskussion

Entgegen unserer Hypothese ist keines der Tiere aus der Ostrusgruppe gestorben. In der Pa-
rentalgeneration waren 3 von 14 MPTP-behandelten C57BL/6-Weibchen gestorben, was einer
Mortalitétsrate von ca. 21% entspricht. Wenn man annimmt, daf} die Letalitéit zufillig einzel-
ne Tiere betrifft, hiitte in der aktuellen Untersuchung bei etwa einem Tier Letalitét auftreten
sollen. Wegen der geringen Stichprobengrofle lige es dann im wahrscheinlichen Bereich, daf3
gar kein Tier stirbt. Geht man hingegen von der Hypothese aus, daf} regelhaft diejenigen Tiere
sterben, die zur Zeit der Behandlung einen hohen Ostrogenspiegel haben, wire ein Auftreten
von Letalitit in der Ostrusgruppe schon zu erwarten gewesen.

Erstaunlicherweise gibt es praktisch keine Literatur zum Plasma-Ostrogen-Gehalt in Abhiin-
gigkeit von der Zyklusphase in der Maus [27], was moglicherweise auf methodische Proble-
me zuriickzufiihren ist [24]. Deswegen gingen wir bei der Planung des Experiments aufgrund
der funktionellen Bedeutung von Ostrogen bei der Eizellreifung [182] davon aus, daB das Os-
trogen-Konzentrationsmaximum im Ostrus erreicht wird (siehe auch [359]). Bei weiblichen
Ratten ist jedoch beobachtet worden, dal} dieses Maximum schon im Prodstrus (der Phase, die
dem Ostrus vorausgeht) erreicht wird [218]. Nimmt man an, dafl die Zyklus-Mechanismen bei
Ratten und Miusen vergleichbar wiren, konnte die Behandlung im Ostrus also etwas zu spit
erfolgt sein, um eine massive Wechselwirkung zwischen Ostrogen und MPTP hervorzurufen.
Dazu wiirde die Tatsache passen, daB wir die untersuchten Tiere der F2-Generation im Ostrus
tot gefunden haben, so daf diese moglicherweise im Prodstrus behandelt worden waren.
Angesichts der unerwarteten volligen Abwesenheit von Letalititseffekten in dieser Studie
mul auch in Betracht gezogen werden, daf} in der Folgestudie die MPTP-Wirkung schwicher
ausgefallen sein konnte. Das Neurotoxin war in beiden Studien von derselben Firma bezogen
worden und auf die gleiche Weise abgewogen und gelost worden. Allerdings haben wir die
Reinheit der einzelnen verwendeten Chargen nicht iiberpriift; iiber etwaige Qualitdtsschwan-
kungen liegen uns keine Informationen vor. Im Gegensatz zu den Parentaltieren, die von Frau
Dr. Katja Hofele behandelt worden waren, sind die Injektionen in der Letalitdtsuntersuchung
von Marco Sedelis durchgefiihrt worden. Es ist daher - trotz sorgféltiger Abstimmung - nicht
vollig auszuschlieBen, dall zwischen den beiden Experimentatoren minimale prozedurale Un-
terschiede im Injektionsvorgang bestanden haben konnten, die ihrerseits dazu gefiihrt haben
konnten, dal in dieser Folgestudie im Mittel eine geringere Menge MPTP toxisch wirksam
geworden wire. Die Verhaltensdaten zeigen jedoch, dafl akut deutliche motorische Defizite
aufgetreten sind, die dhnlich ausgeprigt waren wie bei den Parentaltieren; dies 148t die Ver-

mutung zu, dal in beiden Studien wahrscheinlich nicht wesentlich verschiedene Mengen
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MPTP in den Korper eingebracht worden sind. Ein weiterer Faktor, in dem sich die beiden
Experimente unterschieden, ist die Tatsache, daBl in der Letalititsstudie die MPTP-
Behandlung tageszeitlich mehrere Stunden spiter erfolgt ist; eine mogliche Beziehung des
Tag-Nacht-Rhythmus zum Letalitdtspotential von MPTP ist jedoch rein spekulativ.

Hinsichtlich unserer Hypothese kann natiirlich auch kritisch eingewendet werden, daf die
beobachtete Konstellation, bei der sich drei von vier F2-Tieren in der gleichen Zyklusphase
befanden, auch rein zufillig zustande gekommen sein konnte® so daB unserer formulierten
Hypothese nicht zwingend ein kausaler Zusammenhang zugrunde liegen miif3te. Die diskutier-
ten Probleme lassen insgesamt aber keine eindeutige Bewertung der Fragestellung zu, so daf3
trotz unseres Negativergebnisses die Annahme eines Zusammenhangs zwischen Letalitit und
Ostrogenwirkung noch nicht vollig verworfen werden sollte. Die frappierenden Geschlechts-
unterschiede hinsichtlich der Letalitiit in der F2 und die Variation dieses Phédnotyps iiber meh-
rere Generationen hinweg lassen Raum fiir Spekulationen, inwieweit komplexe Interaktionen

von Genen und Hormonen (siehe dazu [325]) dafiir verantwortlich sein konnten.

Es wire deshalb interessant, die Problematik in zukiinftigen Untersuchungen eingehender zu
untersuchen. Da unser Experiment von vornherein nur explorativen Charakter hatte, wurde
auf eine exakte Messung der Plasma-Ostrogenkonzentrationen aus 6konomischen Griinden
bewuft verzichtet. In weiteren Vorhaben sollte ein derartiges MeBverfahren - trotz des dazu
notigen hohen methodischen Aufwandes [24] - jedoch verwirklicht werden, damit eine ein-
deutige Zuordnung moglicher Letalitdtseffekte zu Hormonkonzentrationen méglich ist. Als
weitere MaBBnahme wire eine Erhohung der MPTP-Dosis zu erwigen, um Letalitét zu forcie-
ren. Eine methodische Abwandlung ldge in einer Zyklus-Synchonisierung, die durch gezielte
Hormongabe erreicht werden konnte; dieser Ansatz bote den methodischen Vorteil, dal man
die Tiere so behandeln konnte, daf} ein zeitlich besser definierter Versuchsplan (wie in den

Untersuchungen der Parental-, F1- und F2-Generationen) moglich wire. In diesem Zusam-

¥ Unter den stark vereinfachenden Annahmen, daB der Zyklus aus vier gleich langen und gleich gut diagnosti-
zierbaren Phasen besteht, daB der Zyklus in einem Tier unabhéngig von dem anderer Tiere ist und daf} kein Zu-
sammenhang zwischen Letalitdt und Zyklusphase existiert, betrigt die Wahrscheinlichkeit, bei vier untersuchten
Tieren zufillig drei in der gleichen Zyklusphase auszuwihlen:

p :(g)x 0.25° x 0.75= 0.047.

Dieses Ereignis hat also eine Wahrscheinlichkeit von knapp 5%. Allerdings ist bekannt, dal der Zyklus von
Mausweibchen bei Anwesenheit von Minnchen synchronisieren kann, vermutlich iiber Pheromone vermittelt
[159]; da in unseren Experimenten beide Geschlechter im gleichen Raum gehalten wurden, ist es also moglich,
daf die obige Schitzung noch deutlich zu niedrig liegt.

181



Ergebnisse und Einzeldiskussionen: Folgeuntersuchung 2: Letalitit

menhang wire schlieBlich auch interessant, ob bei Méinnchen, wenn diese mit Ostrogen be-

handelt wiirden, die Letalitit auf das Niveau von Weibchen anstiege.
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S Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

In der vorgestellten Experimentreihe wurde das Ziel verfolgt, Auswirkungen des Neurotoxins
MPTP auf Verhaltens- und neurale MaBle in Abhéngigkeit von der genetischen Ausstattung
der untersuchten Tiere zu studieren. Hierbei lassen sich drei Abschnitte unterscheiden: In ei-
ner kleinen Vorstudie wurden als Orientierungshilfe Informationen iiber diese MaBle in unbe-
handelten Tiere gesammelt. Das Kernstiick der Untersuchungen bildeten drei aufeinanderfol-
gende Generationen, in denen der Phénotyp in Gruppen mit unterschiedlicher genetischer
Struktur beobachtet werden konnte. Daran schlossen sich zwei Folgestudien an, in deren Mit-
telpunkt die Bedeutung eines einzelnen Gens fiir die MPTP-Neurotoxizitit bzw. der Einflufl
von hormonellen Schwankungen auf das letale Potential von MPTP standen.

In diesem Kapitel sollen drei Themenkreise erortert werden: Erstens werden mehrere Ergeb-
nisse nochmals aufgegriffen und Experiment-iibergreifend diskutiert. Zweitens sollen einige
methodische Fragen angesprochen werden, die fiir die Gesamtheit der vorgestellten Experi-
mente relevant sind, sich jedoch nicht immer vom ersten Punkt abgegrenzt darstellen lassen.
Abschlieend werden die Ergebnisse unserer Arbeit hinsichtlich ihrer Bedeutung fiir die wei-
tere Suche nach Parkinsonismus-relevanten Genen betrachtet und Vorschlige gemacht, wie
die von uns gemachten Erfahrungen in die Konzeption zukiinftiger diesbeziiglicher Studien

einflieBen konnten.

Methodische Aspekte von Lingsschnittbetrachtungen

Betrachtet man die erhobenen Parameter iiber die Serie von Experimenten hinweg, lassen sich
einige markante Trends erkennen. Als Beispiele aus dem Verhaltensbereich seien genannt,
daB3 die Offenfeld-Defédkation in nahezu allen Experimenten bei Testwiederholung anstieg
oder die Rotarodleistung sich mit wiederholter Testdarbietung verbesserte. Auch hinsichtlich
der Effekte von MPTP gab es einige Beobachtungen, die konsistent beobachtet wurden: In al-
len Gruppen kam es zumindest am Tag der Behandlung zu drastischem Aktivititsriickgang
und Unterdriickung der Defikation, in sdmtlichen Versuchsgruppen war im Mittel ein neo-
striataler Dopaminverlust zu verzeichnen, und dieser war stets hoher als der Dopaminverlust
im ventralen Striatum. Es handelte sich also um sehr stabile Effekte, die stamm- und ge-
schlechtsiibergreifend und teilweise selbst trotz Variation von Haltungs- und Testbedingungen
(Vorversuch) regelhaft auftraten. Auf der anderen Seite lassen sich in der Zusammenschau der
Experimente Parameter benennen, die von Generation zu Generation grofe Anderungen auf-
wiesen. So variierten MPTP-Effekte z.B. hinsichtlich des AusmaBes des neostriatalen Dopa-

minverlustes, des nigralen Zellverlustes und der funktionellen Erholung von Lokomotion und
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Nestbauverhalten zwischen Stimmen, Generationen und Geschlechtern. Unterschiede zwi-
schen Generationen wurden dabei als Folge der veridnderten genetischen Ausstattung interpre-
tiert, da genau dieser Generationenvergleich ja im Mittelpunkt unserer Untersuchungen stand.
Es soll hier jedoch auf die damit verbundenen Probleme hingewiesen werden: Beispielsweise
lagen die striatalen DA-Konzentrationen bereits in den Kontrollgruppen der F1-Generation
hoher als bei den Parentaltieren, so dafl ein direkter Vergleich der absoluten Werte nach
MPTP-Behandlung nicht sinnvoll wire. Als Losung wurden Vergleiche mittels der relativen
Werte, bezogen auf die jeweiligen Kontrollgruppen, durchgefiihrt (Depletionen); auf die po-
tentiellen Schwierigkeiten dieses Vorgehens in der F2-Generation wurde dort in der Diskussi-
on bereits hingewiesen.

Ferner erstreckten sich unsere Studien iiber einen Zeitraum von mehr als zwei Jahren, in de-
nen die Generationen sukzessive untersucht wurden. Obwohl auf eine bestmdgliche Konstanz
der Versuchsbedingungen geachtet wurde, kann diese nicht vollstindig garantiert werden;
Fehlerquellen konnten bei uns z.B. Betreuung der Tiere durch wechselnde Tierpflegerinnen in
der TVA, durch einen neu hinzugekommenen Experimentator ab der F2-Generation, Quali-
tatsschwankungen verwendeter Produkte wie des Neurotoxins oder analytischer Chemikalien
dargestellt haben. Es ist dariiber hinaus gezeigt worden, dafl physiologische Parameter bei
Labortieren trotz kontrollierter, gleichformiger Haltung jahreszeitlichen Schwankungen unter-
liegen konnen, was sich auf die pharmakologische Wirkung mancher Substanzen auswirken
kann (Ubersicht bei [269]). In dieser Arbeit angestellte Generationenvergleiche miissen daher
unter diesem Vorbehalt interpretiert werden; andererseits sei darauf verwiesen, dall solche
Vergleiche wissenschaftliche Gepflogenheit in der (Verhaltens-)Genetik sind (siehe z.B. die
umfangreiche Ubersicht von Phelan [326]).

Ein weiteres methodisches Problem lag darin, daf3 die Tiere in unseren Experimenten mehre-
ren Testverfahren in der gleichen Reihenfolge ausgesetzt waren. Nicht ausgeschlossen werden
konnen dadurch Reihenfolge-Effekte [72] in der Weise, daf} eine Testerfahrung das Ergebnis
spiter durchgefiihrter anderer Testverfahren veridndern konnte. Daher miissen alle Befunde
unter dem Vorbehalt betrachtet werden, dall daraus abgeleitete Aussagen spezifisch fiir unser
Versuchsdesign sein konnten. Theoretisch hitte eine Randomisierung der Testabfolgen einen
Ausweg aus diesem Problem dargestellt; praktisch wire dies jedoch hinsichtlich Okonomie
und Tierschutz nicht realisierbar, da hierfiir bei den von uns vorgenommenen sechs Verhal-
tenstests und mehrfacher Testung in jedem Paradigma immense Tierzahlen erforderlich wa-

ren.
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Eignung von phdinotypischen Markern

Eine entscheidende Frage unserer Untersuchungen war festzustellen, welche(s) der erhobenen
Male fiir die anvisierte QTL-Analyse zweckmiBig sein wiirde(n). Wie in Abschnitt 3.8 erlidu-
tert, wurde bereits bei Beginn der Experimente vermutet, dal die drei Malle "Lokomotion im
Offenfeld", "neostriataler DA-Gehalt" und "Anzahl nigraler TH-positiver Zellen" wahrschein-
lich gute Indikatoren fiir MPTP-bedingte (differentielle) Effekte sein wiirden. Sie reprisentie-
ren dariiber hinaus auch unterschiedliche Betrachtungsebenen, auf denen die humane Parkin-
son-Krankheit regelmifBig beschrieben wird. Die Offenfeld-Lokomotion liefert dabei einen
Indikator fiir die Ausprdagung von Akinesie, einem zentralen motorischen Symptom bei PD,
und da sie sich in der Vergangenheit auch als gut geeignet erwiesen hat, um die Effektivitit
von neuroprotektiven/-restaurativen Behandlungen im MPTP-Mausmodell nachzuweisen
(sieche Tabelle 1), wurde sie als brauchbar fiir Stammvergleiche in Hinblick auf differentielle
Defizite eingeschitzt und daher an den Anfang unserer Testbatterie gestellt.

Diese Einschitzungen haben sich insofern als richtig erwiesen, als im Vergleich der beiden
Parentalstimme tatsdchlich alle drei Indikatoren gleichférmig den Stamm C57BL/6 als den
stairker MPTP-anfilligen Stamm auswiesen. Ferner schien fiir das Verhaltensmall der Tag 2
am besten geeignet zu sein, um zwischen den beiden Stimmen, die sich zu diesem Zeitpunkt
unterschiedlich gut erholt hatten, zu differenzieren. Im Kontrast dazu war zu diesem Zeit-
punkt in beiden Teilkreuzungen der F1-Generation die funktionelle Erholung bereits relativ
abgeschlossen, und auch Zellverluste waren in dieser Generation nicht vorhanden, so daf3 sich
die Ergebnisse in diesen beiden Parametern, in denen sich eine MPTP-Wirkung nur sehr kurz-
fristig bzw. gar nicht nachweisen lie3, nicht von denen der Balb/c-Tiere unterschieden. Daran
gemessen, kann maximal ausgesagt werden, daf} die F1-Generation nicht anfilliger fiir MPTP
ist als der resistente BALB/c-Stamm, jedoch nicht, ob die F1-Tiere eventuell sogar noch resi-
stenter sind. Diese Konstellation setzte sich in der F2 fort. Uber den Zellverlust in der F2
konnen bislang nur Vermutungen angestellt werden, aber ein deutlicher Verlust (das bedeutet,
auch mit genotypischen Markern korrelierbarer Zellverlust) ist dort ebenfalls nicht zu erwar-
ten. Hinsichtlich des Verhaltens bote auch die alternative Betrachtung des Aufrichtverhaltens
als eines offenbar ebenfalls MPTP-sensitiven Parameters (siehe Parental- und Tyrosinase-
Tiere) nicht geniligend zusitzliche Information und scheint nicht eindeutig mit der neuralen
Schidigung gekoppelt zu sein (siehe F1- und F2-Generation).

Fiir die Konzentration von DA im Neostriatum war dagegen in allen MPTP-Gruppen ein kla-
rer Konzentrationsriickgang gegeniiber den Kontrollen zu verzeichnen, so daf} alle untersuch-

ten Gruppen aller Generationen in eine eindeutige Rangreihe beziiglich ihrer MPTP-
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Suszeptibilitit gestellt werden konnen. Aus dieser Sicht kann die striatale DA-Konzentration
(bzw. ihre Normalisierung, die Depletion) fiir unseren Stammvergleich als bester Parameter
betrachtet werden - und damit auch als einzig vielversprechender fiir eine QTL-Analyse der
MPTP-Suszeptibilitit.

Die Tatsache, dal} voraussichtlich zwei der drei anvisierten phénotypischen Marker nicht ge-
nutzt werden konnen, war anhand der Daten in der Parentalgeneration nicht vorhersagbar, da
keinerlei Voraussage moglich war, dal sich die Mittelwerte der Phinotypen in der FI1-
Generation in Richtung starker Resistenz verschieben wiirden; als Gegenbeispiel sei die Stu-
die von Hamre et al. [184] genannt, in der bei einer anderen F1-Kreuzung eine Verschiebung
in Richtung geringerer MPTP-Resistenz stattgefunden hat. Die hohe Resistenz in unserer F1-
und auch der F2-Generation fiihrt in ein Dilemma: Es wére im Riickblick wiinschenswert ge-
wesen, in der Parentalgeneration mit einer hdheren MPTP-Dosis als MPTP4x15 begonnen zu
haben; dies hitte vermutlich in der F1-Generation zu stirkeren Lasionseffekten gefiihrt. Wie
die anfinglichen Dosisfindungsexperimente aber demonstriert haben, bestand eine Gratwan-
derung zwischen erwiinschter Neurotoxizitit und unerwiinschter Letalitit, so dall eine hohere
Dosis bei unseren beiden Stimmen und Geschlechtern aus dieser Sicht nicht méglich war. Ei-
ne Erhohung der MPTP-Dosis erst nach der Parentalgeneration wire aber auch nicht sinnvoll,
weil dann keinerlei Generationenvergleich mehr moglich wire. Die innere Logik der QTL-
Methode verbietet es quasi, in der Parentalgeneration getroffene Entscheidungen spiter zu

korrigieren.

Bandbreite von Lisionsindikatoren

Die geschilderte Konstellation fiir die Mafle "Lokomotion" und "nigrale Zellzahlen" verdeut-
licht, da3 diese weniger empfindlich auf eine MPTP-Gabe reagieren als das neurochemische
MaB der striatalen DA-Konzentration und daher nicht zwischen Gruppen differenzieren kon-
nen, die nach MPTP-Gabe nur méBige Defizite zeigen. Dies steht im Zusammenhang mit dem
Charakteristikum des nigrostriatalen Systems, dal} erst oberhalb einer Schwelle von ca. 80%
DA-Verlust liangerfristige motorische Symptome evident werden (zu den dahinterliegenden
Mechanismen s.u. "Funktionelle Erholung"). Dieser Schwellenwert (als grober Richtwert)
scheint auch fiir Méuse zu gelten [111,181,192] und wiirde verhindern, daf} deutliche Verhal-
tensausfille in den meisten der von uns untersuchten Gruppen zu finden sind. In der Tat sind
solche vornehmlich in denjenigen Gruppen aufgetreten, die eine DA-Depletion ab 80% hatten
(C57BL/6 und Tyr-). Ahnliches gilt fiir nigralen Zellverlust, der auch erst einzutreten scheint,

wenn die einwirkenden Noxen ein bestimmtes Mal iiberschreiten; bei uns waren Zellverluste
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beispielsweise nur in Gruppen mit Depletionen iiber 70% zu finden. Aus dieser Sicht schien
es bei unseren Kreuzungen also vorprogrammiert (wenn auch nicht vorhersagbar), daf diese
erst bei stirkerer Lision greifenden Parameter in unseren relativ resistenteren F1- und F2-

Generationen nicht aussagekriftig sein wiirden.

Beziehung zwischen Letalitit und Neurotoxizitdit

Sowohl die letale als auch die neurotoxische Wirkung von MPTP gelten als dosisabhéngig
[70,136,470]. Dariiber hinaus stellt sich deren Verhiltnis zueinander jedoch sehr verwickelt
dar: Wiahrend wir keinen deutlichen Letalitdtsunterschied zwischen den beiden Parentalstim-
men fanden, waren in einem anderen Stammvergleich [184] die neurotoxische und letale Wir-
kung von MPTP positiv korreliert. Spatestens ab unserer F2-Generation wurde aber deutlich,
daB3 diese Wirkungen geschlechtsabhingig dissoziieren konnen, was in der Parentalgeneration
nicht beobachtet wurde. Dies legt die Vermutung nahe, da} eine genetische Komponente fiir
die Letalitdt von Bedeutung ist. Da wir auch von den gestorbenen Tieren DNS-Proben ent-
nommen haben, wire es vielversprechend, den Phianotyp "Letalitit" QTL-analytisch zu unter-
suchen, um eventuell ndhere Aufschliisse iiber die Natur der toxischen Wirkung von MPTP zu

erlangen.

Pigmentierung

Beziiglich des Einflusses von Melanin auf die MPTP-Neurotoxizitit ergaben unsere Studien
insgesamt ein heterogenes Bild: Die Konstellation in unserer Parentalgeneration stimmte mit
frilheren Beobachtungen anderer Autoren iiberein, nach denen pigmentierte Tiere anfilliger
sein sollten als unpigmentierte. In der F2-Generation fand sich dieser Trend nur bei Minn-
chen und dort wiederum nur in einer der beiden Teilkreuzungen. Die Befunde mit dem me-
thodisch sicher aussagekriftigsten Verfahren in unserer Experimentreihe, ndmlich dem sepa-
raten Vergleich von koisogenen Stammen mit einem Unterschied allein im Albinismus verur-
sachenden Gen, sprachen schlieBlich eher gegen die Melaninhypothese. Dennoch konnte die
Albinomutation bei anderen Albinostimmen (nicht jedoch bei unserem durch Punktmutation
entstandenen C57BL/6-Mutantenstamm) mit einem benachbarten Resistenz-Gen gekoppelt
sein; diese Moglichkeit sollte jedenfalls bei weiteren Untersuchungen nicht vollig vernachls-
sigt werden. Interessant wiren Informationen iiber die Auftretenshiufigkeit von PD bei hu-
manen Albinos, die unseres Wissens jedoch nicht verfiigbar sind; allerdings scheint bei Men-

schen nach neueren Studien das Auftreten der Parkinson-Krankheit nicht eindeutig mit heller
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oder dunkler Hautfarbe, d.h. unterschiedlichen Graden an Melaninproduktion, assoziiert zu

sein [284].

Funktionelle Erholung

In den Einzeldiskussionen war an vielen Stellen der Terminus "funktionelle Erholung" ver-
wendet worden. Hiermit wurde die Verbesserung von Verhaltensweisen, deren Ausprigung
infolge der Neurotoxingabe zunichst defizitir war, zuriick zum Niveau von Kontrolltieren be-
zeichnet. Dies ist ein ProzeB, der sich bei vielen Tieren erstaunlich rasch vollzog, selbst in un-
serer am stéirksten lddierten Gruppe mit 85% DA-Depletion und 25% Zellverlust. Betrachtet
man diese Gruppe, stellt sich die Frage, welche Mechanismen es Tieren mit derart ausgeprig-
ten neuronalen Defiziten ermoglichen, nur Tage nach der Behandlung viele Verhaltensweisen
offenkundig kaum beeintrichtigt zu vollziehen. Diese Frage kann anhand unseres Datenmate-
rials nicht gekliart werden. Fiir die deutliche Reduktion der Lokomotion an Tag 1, in vielen
Gruppen gefolgt von einer Normalisierung bereits nach 24 Stunden, konnte beispielsweise die
durch MPTP ausgeloste schnelle Freisetzung von DA und damit einhergehende Entleerung
von DA-Speichern verantwortlich sein (siehe [98,162,294]), gefolgt von einem partiellen
Wiederauffiillen durch Neusynthese. Ohne genaue Kenntnis der DA-Konzentrationen, Syn-
theseraten etc. wihrend der Erholungsphase kann ein solcher Mechanismus, der eher als di-
rekte Drogenwirkung und deren Nachlassen zu interpretieren wire, zumindest nicht ausge-
schlossen werden. Allerdings wurden auch bei diesen schnell erholten Tieren noch nach einer
Woche teilweise hohe DA-Verluste festgestellt, so dal die Frage bestehen bleibt, wie mit ver-
ringerter Gesamttransmittermenge z.B. Lokomotion auf Kontrollniveau ausgeiibt werden
kann. Bereits angesprochen wurde, da3 die Erhohung des Verhiltnisses von Metaboliten zu
Transmitter als kompensatorische Leistung interpretiert wird; dies fanden wir im iibrigen
nicht nur fiir den Metaboliten HV A, sondern in dhnlicher Weise auch fiir DOPAC und 3-MT
(deren Daten aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht zusitzlich prisentiert wurden). Eine
derartige Anpassung kann im MPTP-Modell schon innerhalb der ersten Stunden nach Be-
handlung auftreten [294]. Daneben ist in der Literatur eine Vielzahl anderer Anpassungsme-
chanismen berichtet worden, die dazu beitragen diirften, die Integritit neuronaler Systeme
(z.B. in Form der Homoostase extrazelluldrer Transmitterkonzentrationen) soweit aufrecht zu
erhalten, da3 Verhaltensfunktionen noch effektiv ausgefiihrt werden kénnen. Diese Prozesse
konnen nach dem Grad ihrer Geschwindigkeit als schnelle oder langsame Adaptationen ein-
gestuft werden [35]. In einer Studie wurde nach Gabe des MPTP-Analogs 2'CH3;-MPTP, wel-

ches striatale DA-Reduktionen von iiber 60% verursachte, z.B. eine erhohte Feuerungsrate ni-
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graler Neuronen gemessen [33]. Eine anderer Mechanismus, der zu funktioneller Erholung
beitragen konnte, ist die Moglichkeit, da} die noch ausgeschiittete Menge an Transmittern ef-
fektiver genutzt wird, indem sie iiber eine weitere Distanz diffundiert ("volume transmission"
[62,363]). Kiirzlich wurde auch eine Zunahme der Anzahl synaptischer Endknopfe innerhalb
von 24 Stunden nach MPTP-Gabe in einem Teil der nigralen Neuronen berichtet, und diese
strukturelle Modifikation wurde von den Autoren als kompensatorische Leistung noch intakt
gebliebener Neuronen gedeutet [75]. Auf der anderen Seite gibt es Anpassungsvorginge, bei
denen das verfiigbare Signal besser "genutzt" wird, z.B. in Form einer erhohten Anzahl
postsynaptischer Rezeptoren; dies kann bereits zwei Tage nach MPTP-Gabe gefunden werden
[252,323,456]. Lingerfristige Anderungen schlieBen moglicherweise auch die Herunterregu-
lation der DA-Wiederaufnahme [37] oder das Aussprossen von Fasern verbliebener Neuro-
nen, z.B. auch aus der VTA, ein [196,296]. Solche langsamer ablaufenden neuronalen Verin-
derungen, die innerhalb von Wochen erfolgen, eignen sich zwar kaum, um die in unseren Tie-
ren beobachteten, wesentlich schneller erfolgenden funktionellen Erholungsprozesse zu erkla-
ren; sie konnten allerdings die "schnellen" Kompensationsmechanismen zu einem spiteren
Zeitpunkt ergiinzen oder ablosen. Weitere Erkenntnisse zu Kompensationsprozessen, teilwei-
se an anderen Modellen als dem MPTP-Mausmodell gewonnen, sind in mehreren Uberblicks-
arbeiten nachzulesen [35,371,372,394,471] und sollen deshalb hier nicht weiter referiert wer-
den. Derartige Mechanismen scheinen bei MPTP-lddierten Miusen duBerst effektiv zu funk-
tionieren, so dal} die motorischen Systeme bei Miusen als sehr adaptativ angesehen wurden
[292].

Einige dieser Mechanismen diirften auch bei unseren Miusen dafiir verantwortlich sein, daf3
Verhaltensausfille nach MPTP-Gabe nur sehr kurzfristig zu beobachten waren. In der F2-
Generation trat der Effekt zutage, daB die Tiere nach einigen Tagen sogar Uberaktivitiit zeig-
ten. Dieses Phdnomen ist nicht unbekannt (sieche Tabelle 2) und ist offenbar in den meisten
entsprechenden Arbeiten auf exzessive MPTP-Dosen zuriickzufiihren, die zu Konzentrations-
steigerungen von striatalem 5-HT fiihren konnen [70]. Da wir eine moderate Dosis verwende-
ten und bei (von uns selten beobachteten) serotonergen Verdnderungen eher eine 5-HT-
Abnahme im Striatum fanden, diirfte diese Erkldarung auf unseren Effekt nicht iibertragbar
sein. Vorstellbar wire, daB die leichte Uberaktivitit durch interagierende Kompensationsme-
chanismen verursacht wird, z.B. in dem Sinne, da3 erhohter DA-Metabolismus auf eine sich
entwickelnde postsynaptische Supersensitivitit trifft; da uns jedoch aus unseren Méusen nur

post mortem Daten zur Verfiigung stehen, bleibt diese Annahme spekulativ.
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Nestbauverhalten

Das Nestbauverhalten, das in der vorliegenden Studie wahrscheinlich erstmals im MPTP-
Modell untersucht worden ist, hat sich als eine Verhaltensduerung erwiesen, die sensitiv auf
nigrostriatale Defizite reagiert, und dies, obwohl ein recht grobes Mal} verwendet wurde, das
einen betrichtlichen Teil an zusétzlich gewinnbarer Information vernachlissigt hat. So beob-
achteten wir, dal bei den C57BL/6-Miusen, die ja spiter als BALB/c-Tiere mit dem Nestbau
begonnen hatten, nach schlielich begonnenem Nestbau dennoch die Qualitdt der Nester
schlechter zu sein schien; einige Autoren haben im Rahmen anderer Fragestellungen erfolg-
reich Skalen eingesetzt, um die Qualitit des Nestbaus zu kategorisieren [51,380,381]. Auch
erlaubte unsere in Tages-Intervallen vorgenommene Beurteilung nur eine grobe zeitliche Dif-
ferenzierung; eine feinere zeitliche Auflosung wire vielleicht erfolgversprechend, um auch
Defizite bei weniger stark lddierten Tieren nachzuweisen. Fiir Folgestudien wiren Verfeine-
rungen in den genannten Punkten erstrebenswert. Kritisch anzumerken ist schlieBlich, da3 die
Versuchsleiter beziiglich der Gruppenzugehorigkeit der von ihnen beurteilten Miuse nicht
blind waren und dadurch das Rating nicht vollstindig objektiv gewesen sein konnte; es stiin-
den jedoch sogar relativ objektive Methoden zur Verfiigung, mit denen der Nestbau iiber das
Gewicht des verbauten Materials quantifiziert wird [388]. Aus den genannten Griinden wird
das Nestbauverhalten von uns als sehr vielversprechend und ausbaufihig fiir zukiinftige Un-
tersuchungen im MPTP-Mausmodell betrachtet. Dies gilt auch unter dem Aspekt, da} Nest-
bau einerseits zum maustypischen Verhaltensrepertoire gerechnet werden kann und anderer-
seits Forderungen zunehmen, in den Verhaltensneurowissenschaften 6kologisch validere Ver-

haltensweisen zu untersuchen (siehe z.B. [164]).

Vorschlige fiir zukiinftige Studien

Aus den gemachten Erfahrungen und Befunden der vorliegenden Studien lassen sich mehrere
Schliisse ziehen, die von Bedeutung fiir die Planung nachfolgender Arbeiten sein konnen.
Beispielsweise hitte die Komplexitit unseres gesamten Ansatzes reduziert werden konnen,
indem statt beider Geschlechter nur Méannchen untersucht worden wiren. Dies hitte zwar die
Giiltigkeit der QTL-Ergebnisse eingeschrinkt, aber andererseits ermoglicht, eine hohere
MPTP-Dosierung zu verwenden und so das "Sensitivitidtsproblem" bei Verhaltens- und histo-
logischen MafBen wirksam zu bekdmpfen. Gegen diese Moglichkeit spricht jedoch, daf3 bei
der Zucht dann ungewollt grole Mengen von nicht bendtigten Weibchen produziert wiirden,

was undkonomisch und aus der Tierschutzperspektive nicht wiinschenswert wiire.
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Eine Moglichkeit, Verhaltensdaten zu gewinnen, die den Erholungsverlauf noch besser wider-
spiegeln, bestiinde sicherlich darin, Offenfelddaten in hoherer zeitlicher Auflosung (z.B. Te-
stung alle drei Stunden oder lingere Testdauer) zu erheben, besonders an den ersten Tagen.
Angesichts der in einigen Gruppen beobachteten iiberschieBenden Erholung béte sich aber
auch eine Verlidngerung des Beobachtungszeitraums iiber eine Woche hinaus an, um zu kla-
ren, ob und wann eine Angleichung auf Kontrollniveau erfolgt. Um Informationen iiber
dahinterliegende Mechanismen zu gewinnen, wire die Erhebung neurochemischer Daten zu
verschiedenen Zeitpunkten im Erholungsverlauf sinnvoll.

Interessant wire auch die Uberpriifung der Frage, ob die Parentalstimme sich modelliibergrei-
fend in der Anfilligkeit ihres nigrostriatalen Systems unterscheiden; dies konnte z.B. durch
intrazerebroventrikuldre Gabe des dopaminergen Neurotoxins 6-OHDA [281] getestet wer-
den. Bliebe das Anfilligkeits-Muster bestehen, wire dies ein Indiz dafiir, da3 die Stammun-
terschiede tatsidchlich auf einem unterschiedlich ausgeprigten Potential der dopaminergen Sy-
steme beruhen, auf Noxen zu reagieren, anstatt auf bloBen Charakteristika spezifischer To-
xinwirkungen.

Weitere verhaltensneurowissenschaftlich interessante Fragestellungen beziehen sich auf die
qualitativen Verhaltensunterschiede zwischen den Stimmen im Pole-Test. Dieser Test war bei
C57BL/6-Tieren gut geeignet, um MPTP-bedingte motorische Defizite abzubilden, und diirfte
neben der Doméne Akinesie/Bradykinesie (die bereits im Offenfeld erfaf3t wird) auch motori-
sche Koordinationsdefizite erfassen. Allerdings setzt der Test, wenn damit sensomotorische
Einschrinkungen erfalit werden sollen, eine "Tendenz" der Tiere voraus, die Stange zu verlas-
sen. Eine diesbeziiglich gerichtete Verhaltenskette trat in manchen Gruppen kaum auf, was
dann eine Interpretation des Verhaltens im Sinne sensomotorischer Einschrinkungen verhin-
derte. Daher wire es wichtig, die Variablen zu identifizieren, die diese Tendenz beeinflussen:
Hier seien exemplarisch Uberlegungen genannt, motivationale Faktoren genauer zu studieren,
die Bedeutung von Test- und Umweltbedingungen zu priifen oder die Verhaltensauswirkun-
gen von Anxiolytika oder Substanzen, die Stereotypien auslosen kénnen, zu studieren. Da der
vierte Testtag offenbar auch recht gut geeignet scheint, um potentielle "Stangen-
Nichtverlasser" unter den Tieren zu identifizieren, konnte diese Kategorisierung auch als phé-
notypische Variable benutzt werden, um QTL-analytisch beziiglich dieses Verhaltens relevan-

te Genorte einzukreisen.
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Fernziel: QTL-Detektion und Genidentifikation

Von besonderem Interesse ist abschlieBend die Frage, welche Ergebnisse von einer QTL-
Analyse der neostriatalen Dopaminkonzentrationen (bzw. Depletionen) in unseren F2-Tieren
zu erwarten sind. Allgemein wird erwartet, dal im Generationenvergleich die Variabilitit ei-
nes Parameters in der Reihenfolge F1 < Parental < F2 zunimmt [20,123,326]. Ein Blick auf
Tabelle 16 verrit jedoch, daB unsere F1-Generation die hochsten Variationskoeffizienten fiir
die DA-Depletion besitzt. Es wurde bereits in Kapitel 4.2.4 die Schwierigkeit erortert, dies
zum jetzigen Zeitpunkt schliissig zu erkldren. Die Variationskoeffizienten sind jedoch in der
F2-Generation miflig hoher als bei den Parentaltieren - was aufgrund der genotypischen Va-
riabilitiit in der F2-Generation plausibel und erwiinscht ist. Beriicksichtigt man ferner, da3 ein
Teil der phédnotypischen Varianz in Inzuchtstimmen interessanterweise nicht genetisch be-
dingt ist und mit der massiven Inzucht zusammenhéngt (zu dahinterliegenden Mechanismen
siehe [20,326]), diirfte erfreulicherweise der genetisch bedingte Variabilitdtsabstand der F2-
zu den Parentaltieren tatsdchlich sogar noch etwas groBer sein. Die F2-Generation weist keine
maternalen Effekte auf, so dal die Kreuzungen fiir die Auswertung gepoolt werden konnen.
Allerdings miissen bei den Geschlechtern getrennte QTL-Berechnungen durchgefiihrt werden;
deren Ergebnisse konnen aber anschlieBend integriert werden (Pierre Roubertoux, personliche
Mitteilung). Insgesamt ist zu vermuten, dal die Korrelation des phédnotypischen Markers
"DA-Depletion" (der eine méBig hohe phinotypische Varianz aufweist) mit den genotypi-

schen Markern die Identifikation einer kleinen Zahl von QTLs ermdglichen wird.

Fernziel wire anschlieBend natiirlich die Identifikation der Gene selbst (siehe Kapitel 1.5.3).
Wenn dies gelidnge, zoge dies sicher die Produktion von genetisch manipulierten Tieren nach
sich, an denen Parkinsonismus-Merkmale erkennbar sein miilten. Bislang existieren einige
wenige Mutanten mit Parkinson-relevanten Merkmalen, die allerdings nur unzuldngliche Mo-
delle darstellen, wie die weaver-Maus [362,386,428], die AS/AGU-Ratte [60,61,73], die "cir-
cling rat" [426] oder DA-D,-Rezeptor-Knockout-Tiere [15,21]. Das Beispiel a-Synuclein
zeigt jedoch eindrucksvoll, da die Entdeckung neuer Gene sehr rasch aufgegriffen wird und
zur Herstellung von Modellorganismen fiihrt [1,279,436], an denen die Funktionsweise der
Gene erforscht werden kann. Ein sehr ausgereiftes Modell wiren sicherlich induzierbare
Knockouts [354] fiir zukiinftig identifizierte Parkinson-Gene, deren Aktivierung in einem frii-
hen Lebensabschnitt in einer Degeneration des nigrostriatalen Systems der Tiere zu einem

spiteren Zeitpunkt resultieren wiirde.

192



Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

Es sollte jedoch nicht iibersehen werden, daf} alle genannten Schritte in praxi gewaltige For-
schungsanstrengungen bedeuten wiirden. Spacey und Wood [399] stellten 1999 fest: "Sicher-
lich gibt es wachsende Evidenz fiir einen genetischen EinfluB in der Atiologie des Morbus
Parkinson. Die genaue Natur des genetischen Mechanismus und sein relativer Beitrag bei der
sporadischen Parkinson-Krankheit sind aber noch zu bestimmen™." Die vorliegende Arbeit
versteht sich als tierexperimenteller Beitrag, um diesem Fernziel moglicherweise ein kleines

Stiick ndher kommen zu konnen.

? Ubersetzung durch den Autor (M.S.)
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Abkiirzungsverzeichnis

7 Abkiirzungsverzeichnis

alb: albino (= unpigmentiert)

AMPH: Amphetamin

APO: Apomorphin

COMT:: Catechol-O-Methyltransferase
DA: Dopamin

DAT: Membran-Dopamintransporter
DHBA: Dihydroxybenzylamin

DNS: Desoxyribonukleinsédure
DOPAC: Dihydroxyphenylessigsidure
HPLC: Hochleistungs-
Fliissigkeitschromatographie

5-HT: Serotonin (5-Hydroxytryptamin)
HVA: Homovanillinsédure

1.p.: intraperitoneal

KO: Knockout

KSL: physiologische Kochsalzlosung
M: Miinnchen

MAO: Monoamin-Oxidase

3-MT: 3-Methoxytyramin

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

MPP": 1-Methyl-4-phenylpyridinium
MPTP: 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridin

MPTP2x20x2: 2 i.p. Injektionen im 2-
Stunden-Abstand von je 20 mg MPTP-

HCl/kg Korpergewicht an zwei aufeinan-

derfolgenden Tagen

235

MPTP4x10: 4 i.p. Injektionen im 2-
Stunden-Abstand von je 10 mg MPTP-
HCl/kg Korpergewicht

MPTP4x15: 4 i.p. Injektionen im 2-
Stunden-Abstand von je 15 mg MPTP-
HCl/kg Korpergewicht

MPTP4x20: 4 i.p. Injektionen im 2-
Stunden-Abstand von je 20 mg MPTP-
HCl/kg Korpergewicht

NA: Noradrenalin

Nacc: Nucleus accumbens

NMDA: N-Methyl-D-Aspartat
6-OHDA: 6-Hydroxydopamin

PD: Morbus Parkinson (Parkinson' s
disease)

pig: pigmentiert

QTL(s): Quantitative Trait
Locus/Quantitative Trait Loci

TH: Tyrosinhydroxylase

Tukey's HSD: Tukey's honest significant

difference Test

TVA: Tierversuchsanlage

Tyr+: C57BL/6J (Tyrosinase-positiv)
Tyr-: C57BL/6J-Tyr** (Tyrosinase-

negativ)

VMAT: vesikuldrer Monoamintransporter

VTA: Area ventralis tegmentalis

W: Weibchen






Anhang

Anhang

Tabelle A-1. Poletest, Vorversuch: Latenzen bis zur ersten Bewegung (in s; Mittelwerte und
Standardfehler). Getestet wurden Ménnchen und Weibchen der Mausstimme C57BL/6 und BALB/c. Die Tiere

erhielten keinerlei Behandlung.

C57BL/6 BALB/c
Minnchen Weibchen Minnchen Weibchen
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Tag 1 0.6+03 05+03 125+9.6 5.7+3.1
Tag 2 24124 0.1+0.1 7.5+35 28+1.2

Tabelle A-2. Pole-Test, Parentalgeneration: relativer Anteil der Tiere, die die Stange wihrend der
Beobachtungszeit verlassen haben. Getestet wurden Minnchen und Weibchen der Mausstimme C57BL/6 und

BALB/c, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten.

C57BL/6 BALB/c

Miinnchen Weibchen Miinnchen Weibchen

KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP
(n=10) (n=13) (n=10) (n=11) (n=10) (n=13) (n=10) (n=12)

Tag 1 100% 38% 100% 18% 50% 46% 70% 58%
Tag 2 100% 77% 100% 45% 30% 62% 60% 100%
Tag 3 90% 85% 90% 100% 20% 46% 60% 100%
Tag 4 90% 92% 90% 91% 10% 54% 60% 83%

Tabelle A-3. Pole-Test, Parentalgeneration: Anzahl ganzer Drehungen (Mittelwerte und Standardfehler).
Getestet wurden Minnchen und Weibchen der Mausstimme C57BL/6 und BALB/c, die entweder eine
Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten.

C57BL/6 BALB/c

Miinnchen Weibchen Miinnchen Weibchen

KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP
(n=10) (n=13) (n=10) (n=11) (n=10) (n=13) (n=10) (n=12)

Tag 1 1.8+£0.6 12+06 12+02 04%£02 1505 24=x1.1 1.2+04 1.0+03
Tag 2 1.0+x00 12+£03 15+04 06%+02 29+£08 20x06 44+15 1.0x00
Tag 3 1.9+09 12+£02 18+x08 15+x05 48x10 28%x09 7.1x£27 16x04
Tag 4 25+1.1 1.7+07 19+09 23+13 6.1x16 44+14 68+x26 2.0x0.7
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Tabelle A-4: Produkt-Moment-Korrelationen zwischen Verhaltensparametern im Offenfeld und neuralen

Parametern, Parentalgeneration. Dargestellt sind die Korrelationskoeffizienten fiir Mause der Stimme

C57BL/6 und BALB/c, die eine Behandlung mit Kochsalzlosung erhalten hatten.

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4
Loko- Aufrich- Loko- Aufrich- Loko- Aufrich- Loko- Aufrich-
motion tungen motion tungen motion tungen motion tungen
C57BL/6
(n=19)
striatales DA -0.12 -0.22 -0.15 0.30 0.19 0.30 -0.25 0.35
Zellen in SN -0.04 -0.30 0.08 0.15 0.24 -0.08 -0.04 0.20
BALB/c
(n=23)
striatales DA 0.18 0.16 0.34 0.29 0.29 0.13 -0.12 -0.02
Zellen in SN -0.13 -0.07 0.16 0.03 0.12 0.24 0.07 0.21

Lokomotion = zuriickgelegte Strecke; Aufrichtungen = Gesamtdauer aller Aufrichtungen; striatales DA =
neostriatale Dopaminkonzentration; Zellen in SN = mittlere Anzahl TH-positiver Zellen pro Schnitt in der
Substantia nigra. Die Stichproben setzen sich zusammen aus Minnchen und Weibchen. Keine Korrelation

erreichte einen p-Wert unter 0.05.

Tabelle A-5. Plus-Maze, Parentalgeneration: Defikation (Anzahl Boli; Mittelwerte und Standardfehler).

Getestet wurden Miénnchen und Weibchen der Stimme C57BL/6 und BALB/c, die entweder eine Behandlung

mit Kochsalzlosung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten.

C57BL/6 BALB/c
Miénnchen Weibchen Miénnchen Weibchen
KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP
(n=12) (n=13) (n=12) (n=11) (n=12) (n=13) (n=12) (n=12)
Tag 3 1.7£05 20+£07 13£05 24+£07 33£10 46%£07 1.7£06 27%05
Tag 4 1.3£05 26+£07 15+£06 20£05 49%£10 54£07 23£07 35%038
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Tabelle A-6. Offenfeld, F1-Generation: Defikation (Anzahl Boli; Mittelwerte und Standardfehler). Gete-
stet wurden Minnchen und Weibchen der Staimme B6BCF1 und BCB6F1, die entweder eine Behandlung mit
Kochsalzlosung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten.

B6BCF1 BCB6F1
Minnchen Weibchen Minnchen Weibchen
KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Tag 1 40+08 0.7+05 21x04 01zx01 29x06 1.0x05 1.6%x05 0.1%+0.1
Tag 2 6405 6009 4706 42x06 37x05 37x£07 30x05 3.7%0.6
Tag 3 74 £10 77+10 58£09 50£05 65+06 50£08 50+04 34%05
Tag 4 6.1£04 88%x16 6.1+x06 59+x08 79x1.1 70x£06 52+09 50%0.6

Tabelle A-7. Pole-Test, F1-Generation: relativer Anteil der Tiere, die die Stange wihrend der
Beobachtungszeit verlassen haben. Getestet wurden Méannchen und Weibchen der Mausstimme B6BCF1 und

BCBG6F1, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten.

B6BCF1 BCB6F1
Minnchen Weibchen Minnchen Weibchen
KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Tag 1 90% 70% 80% 60% 60% 60% 90% 80%
Tag 2 100% 90% 100% 80% 50% 60% 80% 80%
Tag 3 90% 90% 80% 80% 20% 50% 80% 60%
Tag 4 90% 70% 80% 80% 20% 50% 60% 40%

Tabelle A-8. Pole-Test, F1-Generation: Anzahl ganzer Drehungen (Mittelwerte und Standardfehler).
Getestet wurden Minnchen und Weibchen der Mausstimme B6BCF1 und BCBG6F1, die entweder eine
Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten.

B6BCF1 BCB6F1
Minnchen Weibchen Minnchen Weibchen
KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=) (n=)

Tag 1 1403 2010 19%£08 1.0x02 23x08 1.9+0.7 09x0.1 14£0.3
Tag 2 1.0+x00 31+19 1.0x00 24%+12 3714 26x1.0 24+10 1.8%+09
Tag 3 24+x14 22+£10 29+13 25x15 54x14 39x11 40x16 44+18
Tag 4 23+13 63x20 37x18 40x16 64£20 53x15 53+£22 79x22
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Tabelle A-9. Korpergewicht, F1-Generation: Dargestellt sind die Daten (in g, Mittelwerte und Standardfehler)

fiir Mannchen und Weibchen der Stimme B6BCF1 und BCB6F]1, die entweder eine Behandlung mit Kochsalz-

16sung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten. Die Messung an Tag 1 erfolgte unmittelbar vor der ersten Injek-

tion.
B6BCF1 BCB6F1
Minnchen Weibchen Minnchen Weibchen
KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Tag 1 26.9 26.3 20.0 20.6 25.6 27.2 20.8 20.4
0.7 0.8 0.3 0.5 0.3 0.6 0.5 0.4
Tag 3 26.6 26.1 19.6 20.3 24.6 25.9 19.9 18.9
+0.7 +0.7 0.2 0.4 +0.3 0.6 +0.3 0.2
Tag 5 26.9 26.5 19.8 20.5 24.7 26.4 20.3 19.7
+0.7 +0.6 0.3 0.5 0.3 0.7 0.3 0.3
Tag 7 26.8 26.2 19.9 20.5 24.8 26.4 20.1 19.9
+0.7 0.6 0.2 0.4 +0.2 0.6 +0.4 0.3

Tabelle A-10. Offenfeld, F2-Generation: Defikation (Anzahl Boli; Mittelwerte und Standardfehler).
Getestet wurden Miénnchen und Weibchen der Stimme B6BCF2 und BCB6F2, die entweder eine Behandlung
mit Kochsalzlosung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten.

B6BCF2 BCB6F2
Minnchen Weibchen Minnchen Weibchen

KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP

(n=12) (n=84) (n=12) (n=65) (n=12) (n=97) (n=12) (n=69)
Tag 1 27+07 02%+01 23+05 00+00 19+04 02£00 1.1+£03 0.0+0.0
Tag 2 28+06 39+03 27+04 28+03 33104 42+£03 29+05 3.6+03
Tag 3 55+06 50%+03 48+06 43102 46+07 4703 33+£05 41%03
Tag 4 69+09 66+04 57+£10 5104 55108 64104 63109 52104
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Tabelle A-11. Pole-Test, F2-Generation: relativer Anteil der Tiere, die die Stange wilhrend der Beobach-
tungszeit verlassen haben. Getestet wurden Mannchen und Weibchen der Mausstimme B6BCF2 und BCB6F2,
die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten.

B6BCF2 BCB6F2

Miinnchen Weibchen Miinnchen Weibchen

KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP
(n=12) (n=84) (n=12) (n=65) (n=12) (n=97) (n=12) (n=69)

Tag 1 75% 48% 67% 58% 75% 60% 92% 74%
Tag 2 67% 75% 50% 71% 67% 77% 75% 75%
Tag 3 83% 85% 50% 72% 58% 76% 67% 77%
Tag 4 75% 82% 50% 69% 58% 78% 50% 77%

Tabelle A-12. Pole-Test, F2-Generation: auf der Stange verbrachte Zeit bis zum vollstiindigen Betreten
des Bodens (in s; Mittelwerte und Standardfehler). Ausgeschlossen wurden von der in Tabelle A-18

vorgestellten Stichprobe alle Tiere, die die Stange an Tag 4 nicht verlassen hatten.

B6BCF2 BCB6F2

Miinnchen Weibchen Miinnchen Weibchen

KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP
n=9) (n=69) (n=6) (n=45) (n=7) (n=76) (n=6) (n=53)

Tag 1 59.9 79.8 59.8 80.9 17.6 69.0 442 69.0
+11.4 54 +16.5 +5.7 2.1 +5.2 9.8 5.0
Tag 2 38.3 48.5 47.3 58.3 16.3 38.5 21.3 413
+11.3 +4.6 +17.7 5.6 2.8 +3.8 +4.7 +4.9
Tag 3 26.2 26.1 33.0 33.2 14.4 27.2 21.8 28.2
8.2 +2.5 +10.2 5.4 +0.9 +3.3 +3.0 4.1
Tag 4 13.6 16.9 15.5 25.4 17.3 21.1 15.3 23.3
+2.0 +1.2 2.7 +3.8 +5.7 2.2 +1.7 +3.3
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Tabelle A-13. Korpergewicht, F2-Generation: Dargestellt sind die Daten (in g, Mittelwerte und Standardfeh-
ler) fiir Mannchen und Weibchen der Staimme B6BCF2 und BCB6F2, die entweder eine Behandlung mit Koch-

salzlosung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten. Die Messung an Tag 1 erfolgte unmittelbar vor der ersten In-

jektion.
B6BCF2 BCB6F2
Minnchen Weibchen Minnchen Weibchen
KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP KSL MPTP
(n=12) (n=84) n=12) (n=65) (n=12) (n=97) (n=12) (n=69)
Tag 1 27.1 27.4 21.5 20.8 27.0 27.2 21.2 21.1
0.7 0.3 0.4 0.2 0.8 0.2 0.6 0.2
Tag 3 26.8 26.5 21.4 19.9 26.5 26.5 20.3 20.1
+0.8 0.3 0.4 0.2 +0.9 0.2 0.6 0.2
Tag 5 26.6 26.7 21.1 20.5 26.7 26.7 20.7 20.8
+0.7 +0.3 0.4 0.2 0.8 0.2 0.6 0.2
Tag 7 26.4 26.7 21.3 20.6 26.6 26.6 20.6 20.8
0.6 0.2 0.4 0.2 0.8 0.2 0.6 0.2

Tabelle A-14. Neostriale DA-Konzentration in pigmentierten und Albino-Tieren, F2-Generation:
Dargestellt sind die Daten (in ug/g Hirngewebe; Mittelwerte und Standardfehler) fiir Ménnchen und Weibchen
der Mausstimmen B6BCF2 und BCB6F2, die eine Behandlung mit Kochsalzlosung erhalten hatten. pig =

pigmentiert, alb = albino.

B6BCF2 BCB6F2
Miinnchen Weibchen Miinnchen Weibchen
pig alb pig alb pig alb pig alb
(n=9) (n=2) (n=11) (n=1) (n=9) (n=3) (n=10) (n=2)
DA- 15.0 15.8 15. 14.7 15.7 14.2 14.9 14.1
Konzent
ration +0.8 +0.1 +0.4 +0. +1.2 +0.8 10.1
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Tabelle A-15. Offenfeld, Tyrosinase-Untersuchung: Defikation (Anzahl Boli; Mittelwerte und Standard-
fehler). Getestet wurden Ménnchen der Stimme Tyr+ und Tyr-, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlo-

sung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten.

Tyr+ Tyr-
KSL MPTP KSL MPTP
(n=12) (n=12) (n=11) (n=12)
Tag 1 1.4+05 0.1+0.1 0502 0.1+0.1
Tag 2 2.0£0.5 2.1£05 1.4£0.6 23+04
Tag 3 39+0.7 4.6+0.7 26108 57109
Tag 4 48104 45%0.5 41%12 54+12

Tabelle A-16. Pole-Test, Tyrosinase-Untersuchung: relativer Anteil der Tiere, die die Stange wihrend der
Beobachtungszeit verlassen haben. Getestet wurden Minnchen der Stimme Tyr+ und Tyr-, die entweder eine

Behandlung mit Kochsalzlosung (KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten.

Tyr+ Tyr-
KSL MPTP KSL MPTP
(n=12) (n=12) (n=11) (n=12)
Tag 1 100% 33% 82% 33%
Tag 2 100% 75% 82% 67%
Tag 3 100% 92% 100% 75%
Tag 4 100% 83% 100% 92%

Tabelle A-17. Korpergewicht, Tyrosinase-Untersuchung: Dargestellt sind die Daten (in g; Mittelwerte und
Standardfehler) fiir Méannchen der Stimme Tyr+ und Tyr-, die entweder eine Behandlung mit Kochsalzlosung

(KSL) oder MPTP4x15 erhalten hatten. Angaben. Die Messung an Tag 1 erfolgte unmittelbar vor der ersten

Injektion.
Tyr+ Tyr-

KSL MPTP KSL MPTP

(n=12) (n=12) (n=11) (n=12)
Tag 1 249104 25.0+0.5 252104 25.1+0.7
Tag 3 250+0.4 242+0.5 253103 23.1+0.6
Tag 5 245104 245+0.6 25.71+0.3 25.0+0.7
Tag 7 245104 24.7+0.5 259103 254+0.7
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