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Abkürzungsverzeichnis 
 

 

a/bFGF acidic/basic fibroblast growth factor 

BDNF  brain-derived neurotrophic factor 

BSA  bovine serum albumine 

CNTF  ciliary neurotrophic factor 

Cplx2  Complexin 2 

CPu  Caudatus-Putamen 

DAB  Diaminobenzidin 

DMEM Dulbecco´s modified Eagle’s medium 

dpi  dots per inch 

DRPLA dentato-rubro-pallido-luisyan atrophy 

Enk  Enkephalin 

FITC  Fluoreszein-Isothiocyanat  

g  Gramm 

GAP  growth-associated protein 

GPe  Globus pallidus externus 

GPi  Globus pallidus internus 

H2O  Wasser 

H2O2  Wasserstoffperoxyd 

IL-1  Interleukin 1 

kb  Kilobit 

l  Liter 

LGE  lateral ganglionic eminence 

LIF  leukemia inhibitor factor 

MAP2  microtubule-associated protein 2 

MSN  medium spiny neuron 

NCAM neural cell adhesion molecul 

NGF  nerve growth factor 

NMDA N-Methyl-D-Aspartat 

NT  Neurotrophin 

PBS  Phosphatpufferlösung 

PFA  Paraformaldehyd 
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PNS  peripheres Nervensystem 

PPN  Nucleus pedunculopontinus 

QA  Quinolinsäure 

SBMA  spinobulbär-muskulöse Atrophie 

SNc  Substantia nigra pars compacta 

Sub P  Substanz P 

TRIS  Puffersubstanz (TRIS-hydroxymethylaminomethan) 

ZNS  zentrales Nervensystem 

 

 

Antikörper 

 

CNTF  ciliary neurotrophic factor 

GFAP  glial fibrillary acidic protein 

NeuN  neuron-specific nuclear protein 

Cy²  Cyanin-Farbstoff 2 (Amersham International) 
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1. Einleitung 
 

1.1 Chorea Huntington 

 

1.1.1 Klinik 

 

Chorea Huntington, zum ersten Mal 1872 von Georg Huntington beschrieben (Purdon et 

al., 1994), ist eine genetische, autosomal dominante neurodegenerative Erkrankung, die 

nicht nur ausschließlich mit motorischen Störungen einhergeht, sondern auch durch 

kognitive und psychiatrische Dysfunktionen geprägt ist (Reiner et al., 1988). Erste 

klinische Symptome treten überwiegend zwischen dem 35. und 50. Lebensjahr auf. Bei 

einem möglichen früheren Beginn wird sie als juvenile Form bezeichnet. Die 

Lebenserwartung beträgt 10 bis 20 Jahre (im Durchschnitt 17 Jahre) nach 

Erstmanifestation, wobei der Tod durch sekundäre Komplikationen eintritt (Bird und 

Coyle, 1986; Bachoud-Lévi et al., 2000). In den westlichen Ländern hat Chorea 

Huntington eine Prävalenz von 3/10000. Von diesen 3 Fällen weist eine klinische 

Symptome auf. Die anderen zwei hingegen sind Genträger, die diese Erkrankung mit 

100%iger Wahrscheinlichkeit im Laufe der Zeit entwickeln werden (Huntington Study 

Group, 1993). 

Charakteristischer Weise geht Chorea Huntington mit Störungen in der unwillkürlichen 

und willkürlichen Motorik einher, die sich progredient entwickeln. Besonders die oberen 

Extremitäten zeigen krankheitsspezifische unwillkürliche Bewegungen wie 

Choreoathetose, die zwischen plötzlich einschießenden häufig asymmetrischen und 

langsamen, bizarr geschraubten Bewegungen abwechseln. Des weiteren sind 

choreoathetotische Störungen in den Mund-Wangen-Gesichtsregionen vorhanden, welche 

das Sprechen, Kauen und Schlucken beeinflussen (Darely et al., 1975; Podoll et al., 1988, 

Folstein, 1989). Die krankhafte Willkürmotorik beinhaltet Bradikinesien, wie zum 

Beispiel verlangsamte Initialbewegungen und das Ausführen von schwach koordinierten 

Bewegungen. Störungen der Willkürmotorik treten besonders in Erscheinung in Form von 

Gangunterbrechungen, zudem bei Greifbewegungen und manuellen Fertigkeiten (Girotti 

et al., 1988). Eine verminderte Fähigkeit, Gegenstände visuell zu verfolgen und ein 

gelegentlicher Nystagmus weisen auf Störungen der okulomotorischen Funktion hin 

(Leigh et al., 1983). Zusätzlich kann eine verminderte visuelle Wahrnehmungsfähigkeit 

als Frühsymptom auftreten (Butters et al., 1978; Moses et al., 1981). 
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Psychiatrische Störungen sind häufig und können auch vor den charakteristischen 

motorischen Beeinträchtigungen auftreten (Folstein, 1983; Schoenfeld et al., 1984; Webb 

und Trzepacz, 1987). Affektive Störungen sind bei Chorea Huntington die häufigsten 

psychiatrischen Störungen, mit dem Auftreten von Depressionen in einer Häufigkeit von 

50% (Heathfield, 1967) sowie Manie und Hypomanie mit einer Häufigkeit von 12% 

(Peyser und Folstein, 1990; Folstein et al., 1983). Die affektive Komponente ist von 

besonderer Wichtigkeit, wenn man das Risiko eines Suizides, der im Rahmen dieser 

Erkrankung mit einer Häufigkeit von 7% auftritt, zu Grunde legt (Reed et al., 1958). 

Psychiatrische Symptome, wie Apathie, Reizbarkeit und Impulskontrollprobleme, welche 

mit der mutmaßlichen subkortikalen Demenz assoziiert sind (Cummings und Bensen, 

1988), wurden auch im Rahmen der Chorea Huntington Erkrankungen beobachtet 

(Dewhurst et al., 1969; Burns et al., 1990; McHugh und Folstein, 1975; Caine und 

Shoulson, 1983). 

Kognitive Defizite treten zeitgleich mit den Bewegungsstörungen auf und weisen eine 

unaufhaltsame Progredienz auf. Innerhalb des ersten Jahres nach Beginn der 

offensichtlichen motorischen Veränderungen, zeigen die allgemeinen intellektuellen 

Fähigkeiten neben milden diffusen Störungen vor allem eine Beeinträchtigung neu 

Erlerntes zu erinnern (Butters et al., 1978; Moses et al., 1981). Des weiteren können 

leichte Aufmerksamkeitsdefizite, Schwierigkeiten beim Lösen von Problemen und 

Sprachstörungen beobachtet werden, wobei diese im Vergleich zu anderen Störungen die 

zeitlich größte Verschlechterungstendenz zeigen (Brandt et al., 1984; Caine et al., 1978; 

Mayeaux et al., 1986; White et al., 1992). 

Innerhalb der ersten Jahre dieser Erkrankung bleiben die expressiven und rezeptiven 

Sprachfähigkeiten, ausgenommen vom Stimmapparat, meist unverändert oder zeigen nur 

minimale Veränderungen. Somit sind zum Beispiel Aphasien in den frühen Stadien selten 

(Butters et al., 1987; Podoll, 1988). Mit dem Fortschreiten der Erkrankung jedoch beginnt 

die Sprachfähigkeit abzunehmen und kombiniert mit frühen kognitiven Störungen 

entwickelt sich generell ein intellektueller Zustand der geistigen Retardierung (Norton, 

1975; Butters et al., 1978; Josiassen et al., 1982; Brandt et al., 1984). 
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1.1.2 Neuropathologie 

 

Die neuropathologischen Veränderungen bei Chorea Huntington sind vor allem durch den 

progressiven Zellverlust und die Atrophie im Nucleus caudatus und Putamen sowie durch 

den selektiven Untergang von GABA-ergen Projektionsneuronen mit Astrogliose 

gekennzeichnet (VonSattel und DiFiglia, 1998; de Almeida, 2001; Gutekunst et al., 2002; 

Rubinsztein, 2003). Die striatalen Medium Spiny Neurons sind hierbei die anfälligsten 

Zellen. Davon sind die Neuronen, die Enkephalin enthalten und zum externen Globus 

pallidum projizieren, stärker betroffen als die, die Substanz P enthalten und zum internen 

Globus pallidus projizieren (Gutekunst et al., 2002; Rubinsztein, 2003). In der späten 

Phase der Erkrankung verlieren der Nucleus caudatus und das Putamen bis zu 90 % ihrer 

GABA-ergen Golgi TypII Neuronen (Lange et al., 1976). Zu den weiteren Hirnregionen, 

die betroffen sind, gehören die Substantia nigra, die kortikalen Schichten 3, 5 und 6, die 

CA1-Region des Hippokampus (Spargo et al., 1993), der Gyrus angularis im Lobus 

parietalis (MacDonald et al., 1997; MacDonald und Halliday, 2002), die Purkinje-Zellen 

des Cerebellums (Jeste et al., 1984), die lateralen tuberalen Kerne des Hypothalamus 

(Kremer et al., 1991; Kremer, 1992) und der zentromediale parafaszikuläre Komplex des 

Thalamus (Heinsen et al., 1999). 

In den frühen Phasen von Chorea Huntington ist es möglich, daß das Gehirn keine 

nachweisbaren Neurodegenerationen aufweist (Myers, 1991; Mizuno et al., 2000; Gomez-

Tortosa et al., 2001). Trotzdem gibt es zahlreiche Beweise für neuronale Dysfunktionen, 

die auch schon bei asymptomatischen Patienten vorhanden sind. Bei Neuronen des Kortex 

ist die Immunreaktivität für Nervenfasern, Neurofilamente, Tubulin, und MAP 2 

vermindert und die Konzentration von Cplx2 verringert (Modregger et al., 2002; 

DiProspero et al., 2004). Diese Elemente sind mit der Synapsenfunktion, der 

Vollständigkeit des Zytoskeletts und dem axonalen Transport assoziiert und haben 

Bedeutung für kortikale Dysfunktionen der Erkrankung (Walker, 2007).  

Das Gen, welches für die Erkrankung verantwortlich ist, wurde auf dem kurzen Arm des 

Chromosom 4, Lok:p16.3 lokalisiert und verschlüsselt das Protein Huntingtin, welches 

mehr als 3000 funktionelle Gruppen besitzt (Huntington Study Group, 1993). Exon 1 des 

wild-type Gens enthält eine polymorphe Strecke von ununterbrochenen CAG-

Basentriplettrepeats, die in eine Reihe von aufeinanderfolgenden Glutaminresten (der 

Polyglutaminkette) übersetzt werden. Asymptomatische Individuen haben 35 oder 
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weniger CAG-Repeats. Chorea Huntington wird hingegen durch 36 oder mehr 

Basentriplettrepeats verursacht (Rubinsztein et al., 1996). 

Es liegt eine umgekehrte Proportionalität zwischen der Anzahl der CAG-Repeats und dem 

Alter des Krankheitsbeginns vor (Ambrose et al., 1994; Geschwind et al., 1997; Stevanin 

et al., 2000; Margolis und Ross, 2001; Piccioni et al., 2001; Bates und Benn, 2002; Bae et 

al., 2005). Forschungsergebnisse lassen vermuten, daß die Länge der Polyglutaminreste 

auf die Schwere der Erkrankung hinweisen (Foroud et al., 1999; Squitieri et al., 2002; 

Mahant et al., 2003). Die meisten Patienten, bei denen die Erkrankung im 

Erwachsenenalter zum Ausbruch kommt, haben zwischen 40-50 CAG-

Basentriplettrepeats. Bei einer Menge von 55 CAG-Repeats besteht sehr häufig die 

juvenile Form der Erkrankung. Bei etwa 70% der Erkrankungen korreliert das Alter der 

Erstmanifestation indirekt der Anzahl der Basentriplettrepeats (VonSattel und DiFiglia, 

1998; Ho et al., 2001). 

Weiterhin sind vor allem bei der juvenilen Form neuronale intranukleäre Einschlüsse in 

einer Reihe von Hirnregionen zu beobachten. Dazu gehören das Striatum, die Amygdala, 

Hippocampus, Nucleus ruber und Cerebellum. Diese Einschlüsse bestehen aus 

Ansammlungen von Polyglutaminen (Emerich und Thanos, 2006). 

Die genaue Pathogenese der Chorea Huntington ist bis heute noch nicht bekannt. Eine der 

vielen Theorien besagt, daß durch das Falten der verlängerten Polyglutaminketten vom 

mutanten Huntingtin in eine �-Form intranukleäre und zytoplasmatische Einschlüsse 

gebildet werden (Davies et al., 1997; Hague et al., 2005). Obwohl das auf pathologische 

Polyglutaminverarbeitung hinweist und es in betroffenen Individuen lange vor dem 

Auftreten von Symptomen vorhanden ist (Gomez-Tortosa et al., 2001), deuten 

Beobachtungen darauf hin, daß diese Einschlüsse keine Vorhersage über zelluläre 

Dysfuntionen oder Krankheitsaktivität machen (Mukai et al., 2005). In einigen transgenen 

Mausmodellen für Chorea Huntington treten die Einschlüsse erst nach dem Beginn der 

Symptome auf (Menalled et al., 2003). Die Zellen, die diese Einschlüsse haben, scheinen 

länger zu überleben (Arrasate et al., 2004) und was die Erscheinung von Einschlüssen in 

histopathologischen Proben und dem Beginn von neurologischen Symptomen betrifft, ist 

bis jetzt nur wenig Korrelation zwischen den verschieden Zell- und Tiermodellen für diese 

Veränderung und dem humanen Chorea Huntington gesehen worden (Gomez-Tortosa et 

al., 2001, Menalled et al., 2003; Arrasate et al., 2004; Kaytor et al., 2004; Van Raamsdonk 

et al., 2005; Zuccato et al., 2005). 
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Aronin und Mitarbeiter sowie Davies und Mitarbeiter wiederum haben 1999 Aggregate 

des mutanten Huntingtin in Gehirnen von Mausmodellen für Chorea Huntington und in 

striatalen und kortikalen Neuronen von verstorbenen Patienten mit Chorea Huntington 

gefunden. Der genaue Mechanismus, ob und wie diese Aggregate neuronale 

Zelluntergänge verursachen, wird noch kontrovers debattiert. 

 

 

1.1.3 Therapeutische Möglichkeiten 

 

Trotz der Fortschritte in der Forschung in den letzten 20 Jahren hat die medizinische 

Behandlung von Chorea Huntington kaum Fortschritte gemacht. Die Erkrankung gilt bis 

heute als nicht heilbar und es gibt zur Zeit für diese Erkrankung auch noch keine 

befriedigende symptomatische Therapie. Die Überlebensrate von betroffenen Personen in 

der Lake Maracaibo Region von Venezuela, wo medizinische Technologien nicht 

erreichbar sind, ähnelt stark dem der Bevölkerung die kompletten Zugang zur 

medizinischen Versorgung hat (Craufurd und Snowden, 2002). Antichoreatische 

Medikamente, wie Tetrabenzine (Huntington Study Group, 2006) oder Neuroleptika 

bieten Patienten mit schwerer Chorea eine Unterbrechung der ständigen unwillkürlichen 

Bewegungen. Dennoch sollte eine abnehmende Wirkung dieser Arzneien keine Indikation 

zur Dosiserhöhung sein, da sie Bradikinesien, Rigidität, Depression oder auch Sedation 

verursachen können. Die affektiven Störungen bei Chorea Huntington sollten gezielt 

psychiatrisch behandelt werden (Walker, 2007). 

Zur Zeit werden Medikamente zur Behandlung der Chorea Huntington, die die 

Progredienz der Erkrankung verlangsamen sollen, in klinischen Studien getestet. Einige 

von ihnen haben schon bei Tierversuchen Erfolge gezeigt (Gardian et al., 2005). Eine 

bemerkenswerte Studie ist mit Coenzym Q10 durchgeführt worden, welches schon in 

transgenen Tiermodellen für Chorea Huntington Effektivität gezeigt hat und eine 

mögliche Besserung der Patienten in humanen Studien versprechen könnte (Huntington 

Study Group, 2001). Man nimmt an, daß diese Substanz die mitochondrialen Funktionen 

bei Chorea Huntington steigert. Eine klinische Langzeitstudie mit hohen Dosen des 

Coenzyms Q10 steht kurz vor dem Beginn (Walker, 2007). 
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1.2 Exzitotoxische Tiermodelle der Chorea Huntington 

 

Grundlagenforschung an Tiermodelle für bestimmte Erkrankungen sind wichtig, um die 

zugrunde liegenden pathologischen und pathogenetischen Ereignisse sowie die Funktions- 

und Verhaltensstörungen zu untersuchen. Darüber hinaus ist die Erprobung von 

Behandlungsstrategien an solchen Modellen vor dem Einsatz am Menschen unabdingbar. 

Voraussetzung dafür ist aber, daß diese Modelle möglichst genau die pathologischen 

Mechanismen und die Symptome der menschlichen Erkrankung nachahmen. 

Die frühesten Beobachtungen über die Auswirkungen von Exzitotoxizität in der 

Pathogenese von Chorea Huntington erhielt man von Studien mit Kainat. Diese 

exzitatorische Aminosäure, die aus Kelp, einer Braunalgenart, gewonnen wurde, ist ein 

selektiver Agonist des K-Subtypen des Glutamatrezeptors. Intrastriatale Injektionen von 

Kainat in das Rattenstriatum zerstörten dort alle Neurone, außer den großen Zellen und 

den Ersatzaxonen mit afferentem Ursprung. Diese biochemischen Veränderungen 

stimmten auch mit der Pathologie der Chorea Huntington überein (DiFiglia, 1990). 

Spätere Studien mit Glutamat, dem endogenen Neurotransmitter der kortikostriatalen 

Verbindung (Fonnum et al., 1981), demonstrierten, daß die Neuronen des Nucleus 

caudatus effektiv zerstört werden, wenn Kainat langsam dort hinein injiziert wird 

(McBean and Roberts, 1984). Schwarcz und Mitarbeiter (1983) fanden heraus, daß 

Quinolinsäure, ein endogener Metabolit des Tryptophans, ähnliche Effekte im Nucleus 

caudatus hat wie Kainat und Glutamat. Auch die Astrogliareaktion, die durch Ibotensäure 

(Isacson et al., 1987), ein Glutamat-Analogon, verursacht wurde, hatte verblüffende 

Ähnlichkeit mit der Gliose bei Chorea Huntington. Durch diese Studien wurde anfänglich 

geschlussfolgert, daß Glutamat oder eine andere exzitatorische Aminosäure, die auf einen 

der Glutamatrezeptor Subtypen wirkt, an der Pathogenese von Chorea Huntington 

beteiligt ist. 

Spätere biochemische Studien mit menschlichem postmortalem Gewebe des 

Kynureninweges, ein Metabolit beim Abbau von Tryptophan, führte zur Synthese von 

Quinolinsäure und Kynorensäure. Danach wurde vermutet, daß metabolische 

Veränderungen in Chorea Huntington zu neuronalen Untergängen durch Exzitotoxizität 

führen (DiFiglia, 1990). Schwarcz et al. (1988) zeigten, daß 3-Hydroxyanthranilsäure-

Oxidase, das Syntheseenzym der Quinolinsäure, sowohl im Striatum bei Chorea 

Huntington als auch in anderen Hirnregionen deutlich vermehrt war. Beal und Mitarbeiter 

(1992) fanden Beweise für die verringerte Synthese von Kynorensäure, ein Antagonist 
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exzitatorischer Aminosäuren, im Chorea Huntington Putamen. Angespornt von diesen 

Erkenntnissen und der Andeutung von der NMDA-Rezeptor vermittelten Toxizität bei 

anderen neurodegenerativen Erkrankungen, fiel das Interesse auf den NMDA-Rezeptor 

und dessen Agonisten, da sie möglicherweise von Bedeutung in der Pathogenese von 

Chorea Huntington seien. 

An einem verbesserten exzitotoxischen Model zeigten Beal und Mitarbeiter (1986) daß 

Quinolinsäure und andere Agonisten, die am NMDA-Rezeptor wirken, die 

neurochemischen und neuropathologischen Veränderungen bei Chorea Huntington 

exakter reproduzieren als Kainat. Durch Quinolinsäureläsionen in Ratten reduzierte sich 

der Gehalt der Neurotransmitter (GABA, Substanz P), die in Medium Spiny Neurons 

(MSN) präsent sind, und wobei Somatostatin, ein Neurotransmitter aus den Medium 

Aspiny Neurons, unangetastet blieb. 

 

 

1.3 CNTF 

 

Neurotrophe Faktoren sind nicht nur für die embryonale Entwicklung des komplexen und 

komplizierten Netzwerkes von neuronalen Zellen, die das Nervensystem bilden, essentiell, 

sondern sie sind auch an der Erhaltung und Reparatur des adulten Nervensystems beteiligt 

(Weisenhorn et al., 1999). Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF) hat in den letzten Jahren 

zunehmende Aufmerksamkeit für seine möglichen Aktionen an der physiologischen 

Erhaltung und der Antwort auf Verletzungen im adulten ZNS gewonnen (Ip und 

Yancopoulos, 1996). 

CNTF gehört neben Interleukin 6, leukemia inhibitory factor und anderen zur Familie der 

Zytokine mit vier �-Helices (Sendtner et al., 1994; Weisenhorn et al., 1999). Frühere 

Studien haben gezeigt, daß sich die Synthese von CNTF auf Gliazellen des postnatalen 

Nervensystems beschränkt (Stöckli et al., 1991; Dobrea et al., 1992), mit der höchsten 

Konzentration in Schwann Zellen, Astrozyten des Nervus opticus und im Bulbus 

olfactorius (Stöckli et al., 1991; Guthrie et al., 1997). Astrozytäre CNTF-Expression 

wurde auch in Faserbahnen wie der Fornix gefunden, ist aber in den Bereichen der 

zentralen grauen Substanz niedrig (Dallner et al., 2002). Dort wird es aber nach 

mechanischer oder ischämischer Läsion drastisch hochreguliert, sowohl im läsionierten 

Gebiet als auch im deafferenzierten Zielgebiet der läsionierten Neurone (Guthrie et al., 

1997; Lee et al., 1997). Überexpression von CNTF in transgenen Mäusen führt zu 
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gliotischen Reaktionen nach Läsion oder bei neurodegenerativen Erkrankungen (Winter et 

al., 1995). Mäuse, denen CNTF fehlt, gedeihen initial prächtig, zeigen aber nach ein paar 

Monaten eine verstärkte Degeneration der Motorneurone (Masu et al., 1993). Diese 

Beobachtungen führten zu der Vermutung, daß endogenes CNTF sowohl am Schutz als 

auch an der Reparatur von verletzten Neuronen und von axonalen Projektionsneuronen, 

die mechanischem Stress ausgesetzt sind (periphere Motoraxone, Nervus opticus), 

beteiligt ist, sowie bei der anhaltenden Regeneration (olfaktorisches System) und bei der 

intensiven plastischen Umgestaltung (septo-hippocampales System) mitwirkt (Stöckli et 

al., 1991; Winter et al., 1995; Dallner et al., 2002). 

Auch in Tiermodellen von neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Huntington 

wurden die neuroprotektiven Eigenschaften des CNTF schon mehrmals nachgewiesen. 

Therapeutische Applikationen von CNTF in Tiermodellen bei Chorea Huntington 

(Emerich et al., 1998; Mittoux et al., 2000; Regulier et al., 2002; Weinelt et al., 2003) und 

Morbus Parkinson (Hagg und Varon, 1993) haben gezeigt, daß CNTF neuroprotektive 

Eigenschaften besitzt. 2% - 3% der menschlichen Population haben ein Defizit an CNTF 

(Takahashi et al., 1994; Thome et al., 1997), und die Ergebnisse von Giess und 

Mitarbeiter aus den Jahren 1998 und 2002 deuten darauf hin, daß ein CNTF-Defizit an 

neurologischen Erkrankungen beteiligt sein könnte. 

Auch andere Cytokinderivate und Neurotrophine sind ebenfalls in der Lage einen Schutz 

der Neurone im Läsionsmodell mit Quinolinsäure bei Ratten herbeizuführen, so zum 

Beispiel Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Factor (GDNF) (Perez-Navarro et al., 

1999; Alberch et al., 2002), Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) (Alberch et al., 

2002) oder Nerve Growth Factor (NGF) (Schumacher et al., 1991; Emerich et al., 1994; 

Menei et al., 2000). Es wurde beobachtet, daß sowohl die Expression von GDNF-mRNA 

als auch die seines Rezeptors GFRalpha1 nach Quinolinsäureläsion zwischenzeitlich 

zunimmt (Bresjanac und Antauer, 2000; Marco et al., 2002). Der gleiche Effekt wurde für 

die mRNA-Level von NGF (Canals et al., 1998) und BDNF (Checa et al., 2000) 

beschrieben. 

 

 

1.4 Fragestellung der vorliegenden Arbeit 

 

Vergleichbare Daten bezüglich der Expression von CNTF mRNA oder CNTF Protein im 

CPu nach Quinolinsäureläsion oder anderen exzitatorischen Läsionen sind bis heute nicht 
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verfügbar. Zudem ist die Datenlage über den CNTF-Proteingehalt im intakten CPu 

unzureichend und widersprüchlich (DeAlmeida et al. 2001; Regulier et al. 2002). 

Deswegen sollte der zeitliche Verlauf der Expression von CNTF Protein im CPu nach 

unilateraler Läsion mit Quinolinsäure mit Hilfe von immunhistochemischen Nachweisen 

untersucht werden. Zusätzlich wurde mit der quantitativen Western Blot Methode der 

CNTF-Proteingehalt in Proteinlösungen des CPu von der intakten Vergleichsgruppe, 

scheinläsionierten und quinolinsäureläsionierten Tieren bestimmt. 
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2. Material und Methoden 
 

2.1. Tiere und Tierhaltung 

 

Die Untersuchungen wurden an 3 - 5 Monate alten männlichen Wistar-Ratten (n = 17) (Rattus 

norvegicus, Charles River WIGA, Sulzfeld, Deutschland) durchgeführt. Das durchschnittliche 

Körpergewicht der Tiere betrug zum Zeitpunkt der Quinolinsäureläsion 400 g. Die Tiere 

wurden bei 22ºC ± 2ºC im 12 Stunden hell/dunkel Rhythmus zu zweit in Makrolonkäfigen 

(720 cm² Fläche) mit freiem Zugriff auf Trinkwasser und Standardnahrung (Ssniff, Soest, 

Deutschland) im Tierstall des Instituts für Anatomie der Universität Rostock gehalten. Die 

Pflege und der Umgang mit den Tieren geschah unter den Regeln und Vorschriften der 

örtlichen Kontrollbehörden. 

 

 

2.2. Exzitotoxische Läsionen und Kontrolläsion 

 

Die Tiere (n = 17) wurden vor der stereotaktischen Operation durch intraperitoneale 

Injektionen mit Fentanyl (0,25 mg/kg Körpergewicht, Curamed, Karlsruhe, Deutschland) und 

Dehydrobenzperidol (5 mg/kg Körpergewicht, Janssen-Cilag, Neuss, Deutschland) 

anästhesiert und narkotisiert. Der Kopf der Tiere wurde dann in einem stereotaktischen 

Apparat (Kopf, Tujunga CA, USA) so eingespannt, daß die Schädeloberfläche horizontal (flat 

skull position) lag (Paxinos und Watson, 1986). Dieses wurde gewährleistet, indem die 

Ohrbolzen des Apparates in den knöchernen Gehörgängen der narkotisierten Tiere eingeführt 

wurden, der Gaumen auf einer Vorrichtung, die 3,3 mm unterhalb der Interaurallinie 

eingestellt war, ruhte und ein Bügel über der Nase die Ratten in dieser Position fixierte. Mit 

einer ca. 2,5 cm langen sagittalen Inzision, wurden die Haut, Bindehaut und Periost 

durchtrennt. Nach Darstellung der Suturae sagittalis coronaria und lambdoidea wurden diese 

ausgemessen, die „flat skull position“ wurde überprüft und mit den festgelegten Daten des 

Atlas von Paxinos und Watson (1992) verglichen. So konnten die stereotaktischen 

Koordinaten dieses Atlasses für die Auffindung des rechten und linken Caudatus Putamen 

(CPu) genutzt werden. Nach Ermittlung der Injektionskoordinaten anhand der 

stereotaktischen Referenzpunkte (Bregma, Sutura sagittalis) erfolgte eine kleinflächige (ca. 2 

x 2 mm) Trepanation des nun freiliegenden Schädelknochens mit Hilfe eines 

Handstückbohrers (Reco Dental, Wiesbaden, Deutschland). Die Dura mater wurde mit einem 
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feinen Skalpell eröffnet und die Wunde mit steriler Kochsalzlösung ausgespült. Eine 26 G 5 

�l Hamilton-Spritze (Hamilton, Bonaduz, Schweiz) wurde mittels eines Halters durch das 

Bohrloch im Schädeldach in die zuvor bestimmte Tiefe eingeführt. Nach einer Wartezeit von 

einer Minute wurden 2 x 0,5 �l einer 0,09 M Quinolinsäure-Lösung (Sigma, Saint Louis, MO, 

USA), die in 0,1 M Phosphatpufferlösung (titriert mit 1 M NaOH zu pH 7,4) gelöst war, über 

einen Zeitraum von 4 Minuten injiziert. Die Koordinaten für die beiden Injektion der Säure 

ausgehend von Bregma (Schnittpunkt von Sutura coronalis und Sutura sagittalis) waren 1) A 

= +1,2; L = 2,8; V = -5,5 und 2) A = +0,0; L = 3,6; V = -5,5 (Paxinos und Watson, 1992). 

Nach weiteren 5 min wurde die Injektionsnadel durch langsames Zurückziehen entfernt. 

Danach wurde bei den Tieren auf der kontralateralen Seite eine Kontrolläsion durchgeführt, 

die durch eine Injektion von 0,5 �l 0,1 M DMEM (Gibco) ins CPu hervorgerufen wurde. Das 

Procedere und die Koordinaten waren äquivalent zu den zuvor beschriebenen 

Läsionierungsangaben. 

 

 

2.3. Kontrolle erfolgreicher Läsionen 

 

Basierend auf den Erkenntnissen von Norman et al. (1988) und Björklund et al. (1994) sind 

Apomorphin-induzierte Rotationen sensitive und schnelle Nachweismethoden einer 

Schädigung im Striatum, die auf einem Untergang striataler Neurone, die D1/D2-Rezeptoren 

tragen, beruht. Der nicht selektive D1/D2-Rezeptoragonist Apomorphin löst bei unilateral 

quinolinsäureläsionierten Ratten ein charakteristisches ipsilaterales Drehverhalten aus. Diese 

Rotationen können ausgewertet und mit der Menge an unilateral abgestorbenen striatalen 

Neuronen korreliert werden. 

Sieben Tage, 14 Tage und 28 Tage nach Läsion wurde mit den Tieren Apomorphin-induzierte 

Rotationen durchgeführt. Den mit Äther anästhesierten Tieren wurde das Apomorphin (1,0 

mg/kg Körpergewicht in isotonischer Kochsalzlösung, Teclapharm, Lüneburg, Germany) 

subkutan injiziert und diese dann in ein automatisiertes Rotometer gespannt. Das Rotometer 

war ein Eigenbau nach Plänen, die uns freundlicherweise von Prof. Dr. Guido Nikkah 

(Abteilung Stereotaktische Neurochirurgie, Neurochirurgische Klinik der Universität 

Freiburg, Deutschland) zur Verfügung gestellt wurden. Die Rotationen wurden über 30 

Minuten gemessen, wobei eine Rotation als komplette ipsilaterale Drehung definiert war. Die 

Nettodifferenz aus beiden Richtungen pro Minute wurde festgehalten. Um schon vor der 
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Läsionierung bestehende Hirnschäden auszuschließen, wurden sieben Tage vor dem 

operativen Eingriff Kontrollrotationen, wie zuvor beschrieben, mit den Tieren durchgeführt. 

 

 

2.4. Gehirnproben 

 

2.4.1 Perfusion und Entnahme der Gehirne 

 

Perfusion der Ratten: Nach einer Überlebenszeit von  7, 14 und 28 Tagen nach Läsion wurden 

die Tiere mit einer intraperitonealen Gabe von 80 mg/kg Körpergewicht Pentobarbital-

Natrium (Serva, Heidelberg, Deutschland) getötet. Nach Eröffnung des Brustkorbes wurde 

der linke Herzventrikel mit einer feinen Schere eröffnet, eine Glaskanüle über den Ventrikel 

in den Aortenbogen eingeführt und fixiert. Anschließend wurde der rechte Herzvorhof mit 

einer feinen Schere eröffnet. Die Vorspülung der Blutgefäße wurde mit einem 

Flaschensystem, unter einem Druck von 100-110 mmHg, mit 50 ml einer eiskalten 0,9%igen 

NaCl-Lösung vorgenommen. Danach wurden die Tiere mit 500 ml eiskaltem PFA (in 0,1 M 

PBS, pH 7,4) perfundiert. Um dem Gehirn möglichst große Mengen des Fixans zukommen zu 

lassen, wurde zusätzlich die Aorta abdominalis abgeklemmt. Nach der Entnahme der Gehirne 

wurden diese für 4 Stunden bei Raumtemperatur in 4% PFA immersionsfixiert und 

anschließend über Nacht bei 4ºC in einer 20%igen Saccharoselösung (in 0,1 M PBS, pH 7,4) 

entwässert und kryoprotektiert. Nachdem die Gehirne vollständig abgesunken waren, erfolgte 

das Einfrieren in -50ºC kaltem Isopentan (Roth, Karlsruhe, Deutschland). Die Hirne wurden 

dann bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80ºC gelagert. 

 

 

2.4.2 Histologische Färbungen 

 

Von allen Tieren wurden mittels eines Kryostaten (Jung CM3000, Leica, Bensheim, 

Deutschland) 25 �m dicke serielle Hirnschnitte angefertigt und entsprechend für Nissl- und 

Markscheidenfärbungen in TRIS-Puffer (TRIS, 0,1 M, pH 7,4, Sigma) überführt. Nach 

dreimaligem Waschen in TRIS wurden die für Nissl- und MS-Färbungen bestimmten Schnitte 

direkt auf gelatinisierte Objektträger (Chrom-Kalium-Gelatine-Lösung) aufgezogen und auf 

einer 37ºC warmen Heizplatte 90 Minuten getrocknet. Parallelschnitte, die der 
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Immunhistochemie unterzogen werden sollten, wurden einzeln in 24er Paletten, die 0,1 M 

TRIS mit 20% Saccharose (pH 7,4) beinhalteten, überführt und über Nacht bei 4ºC gelagert. 

Nissl-Färbung: Die Objektträger wurden dreimal für je 1-2 Minuten in Aqua dest. gespült und 

dann für 30 Minuten in 60ºC warmer Kresylviolettlösung (1 g Kresylviolettacetat, Sigma, 

Saint Louis, MO, U.S.A., in 1000 ml Aqua dest. gelöst und filtriert) gefärbt. Zum 

Differenzieren der Schnitte wurde eine aufsteigende Alkoholreihe (2 x 70%, 1 x 80%, 2 x 

90%, 2 x 96%, 2 x 100%) verwendet, in die die Objektträger für 2 Minuten getaucht wurden. 

Vor dem Eindecken mit Depex (Serva, Heidelberg, Deutschland) und Deckgläschen wurden 

die Schnitte mit Hilfe von 3 Xylolbädern (je 5 Minuten) vollständig entwässert. 

Markscheidenfärbung: Entsprechende Schnitte wurden auf Objektträgern aufgezogen und in 

einer mit 0,1 M neutralem Phosphat gepufferten 3,7%igen Paraformaldehydlösung für 45 

Minuten fixiert. Nach dreimaligem Spülen in Aqua dest. (je 1 - 2 Minuten) erfolgte die 

Inkubation in einer Lösung aus 67% Pyridin (Merck, Darmstadt, Deutschland) und 37% 

Essigsäureanhydrid (Roth, Karlsruhe, Deutschland) für 30 Minuten. Dann wurden die 

Objektträger nach 3 x 5 minütiger Aqua dest.-Spülung in eine Ammoniumsilbernitratlösung 

(0,1% Ammoniumnitrat, Sigma, Saint Louis, MO, U.S.A.; 0,1% Silbernitrat, VEB 

Feinchemie, Sebnitz, Deutschland; 3 mM Natriumhydroxid, Sigma, Saint Louis, MO, U.S.A.) 

zur Vorentwicklung gegeben. Danach erfolgte eine dreimalige Spülung für je 3 Minuten in 

1%iger Essigsäure. Zum Sichtbarmachen der am Myelin gebildeten Silberkerne wurde ein 

physikalischer Entwickler (0,3 M Natriumbikarbonat, Merck, Darmstadt, Deutschland; 0,1 % 

Ammoniumnitrat; 0,1% Silbernitrat; 0,5% Wolframatokieselsäure, Sigma, Saint Louis, MO, 

U.S.A.; Agfacolor Bleichfixierbad, Agfa, Deutschland)  verwandt, in dem die Objektträger 30 

- 45 Minuten verblieben. Die Entwicklung wurde gestoppt, indem die Objektträger 2 x 5 

Minuten in 0,5% Essigsäure getaucht und dann für 10 Minuten unter fließendes 

Leitungswasser gehalten wurden. Als nächstes wurden die Schnitte in einem 

photographischen Fixierer (Acidofix, Agfa, Deutschland) für 10 Minuten fixiert und 

anschließend zuerst für 10 Minuten in Leitungswasser und dann kurz mit Aqua dest. gespült. 

Um die richtige Farbintensität zu erhalten, wurden die Objektträger für je 2 Minuten in eine 

aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 90%, 96%, 2 x 100%) gegeben und abschließend, vor 

dem Eindecken mit Depex (Serva, Heidelberg, Deutschland) und Deckgläschen, für 3 x 5 

Minuten in Xylol entwässert. 
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2.4.3 Immunhistochemie 

 

Die Immunhistochemie wurde ohne Verwendung von Detergentien durchgeführt, da die 

verschieden CNTF-Antikörper keine spezifische Färbung  unter Verwendung von 

Detergentien zeigten. Da aber CNTF zum größten Teil intrazellulär gelegen ist (Adler R, 

1993; Richardson PM, 1994), wurde das Thawmounting durchgeführt (Haas et al., 2000), um 

den Antikörpern den Zugang zu intrazellulären Epitopen zukommen zu lassen. Entsprechend 

der von Haas et al. (2000) beschriebenen Prozedur wurden die Schnitte im hyperosmotischem 

Medium mit Hilfe von flüssigem Stickstoff in 5 Zyklen eingefroren und aufgetaut und 

anschließend 3 Mal in 0,1 M TRIS gewaschen. 

Für die Fluoreszenzmikroskopie wurden die frei schwimmenden Schnitte in 0.1 M TRIS, das 

3% Rinderserumalbumin (BSA, Sigma, Saint Louis, MO, U.S.A.) und 5% Normales Ziegen-

Serum oder Normales Pferde-Serum (beide Life Tecnologies Inc., Scotland, UK), 

entsprechend des zweiten Antikörpers, enthielt, für 4 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. 

Damit wurde der unspezifische Hintergrund blockiert. Danach wurden die Schnitte über 2 

Tage bei 4ºC mit den Erstantikörpern, die in 0,1 M TRIS und 1% BSA gelöst waren, 

inkubiert. Die Erstantikörper reagierten gegen CNTF (Huhn, polyklonal, 1 : 300, Promega, 

Madison, WI, U.S.A. oder Ziege, polyklonal, 1 : 250, R & D Systems, Minneapolis, MN, 

U.S.A.), GFAP (Maus, monoklonal, 1 : 400, Sigma, Saint Louis, MO, U.S.A.) und NeuN 

(Maus, monoklonal, 1 : 1000, Chemicon, Temecula, PA, U.S.A.). Als Negativkontrolle wurde 

von jeder Serie der letzte Hirnschnitt nicht mit dem entsprechenden Erstantikörper inkubiert. 

Die Gewebeschnitte wurden dann dreimal in 0,1 M TRIS gewaschen und über Nacht bei 4 °C 

mit den biotinylierten Zweitantikörpern gegen Huhn (Esel, polyklonal, 1 : 200, Dianova, 

Hamburg, Deutschland), gegen Ziege (Esel, polyklonal, 1 : 200, Dianova, Hamburg, 

Deutschland) oder mit den CY²-konjugierten Zweitantikörpern gegen Maus (Ziege, 

polyklonal, 1 : 400, Dianova, Hamburg, Deutschland) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen 

der Serien in 0,1 M TRIS wurden die Schnitte, die gegen GFAP und NeuN gefärbt wurden, 

auf gelatinisierte Objektträger aufgezogen und auf einer Heizplatte bei 37°C für 90 Minuten 

getrocknet. Danach wurden die Objektträger mit Hilfe eines Fluoreszenzeindeckmediums und 

Deckgläschen eingedeckt. 

Das Fluoreszenzeindeckmedium erhält die Fluoreszenzen und ist somit für Dauerpräparate 

geeignet. Zum Herstellen dieses Mediums werden 6 g Glycerol und 2,4 g niedermolekularer 

Polyvinylalkohol bei 40 – 45°C über 12 Stunden in 6 ml Aqua dest. gelöst. Dann wurde 12 ml 

TRIS (0,2 M, pH 8,5) hinzugegeben und 30 Minuten bei 60 – 70°C verrührt. 
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Die Anti-CNTF markierten Serien wurden für 2 Stunden bei Raumtemperatur mit einem 

ABC-Komplex (1 : 500 für Lösung A und B, Vector Laboratories, Burlingame, CA, U.S.A.) 

inkubiert, gefolgt von dreimal Waschen in 0,1 M TRIS. Anschließend fand die Inkubation der 

Schnitte in Fluoreszein-Avidin-D (Streptavidin-FITC, 1 : 250, Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, U.S.A.) für 2 Stunden bei Raumtemperatur statt. Zuletzt wurden die 

Hirnschnitte nochmals dreimal in 0,1 M TRIS gewaschen und dann auf gelatinisierte 

Objektträger aufgezogen und mit Fluoreszenzeindeckmedium und Deckgläschen eingedeckt. 

Die CNTF-Serie für die Lichtmikroskopie wurde nach der Thawmount-Behandlung (in TRIS 

gelöst) dreimal in 0,1 M TRIS gewaschen und anschließend für 20 Minuten in 3% H2O2 

gelegt, um endogene Peroxidasen zu zerstören. Danach wurden die Schnitte in 0,1 M TRIS 

dreimal gewaschen und für 4 Stunden in 0,1 M TRIS, welches 3 % BSA und 5 % Normales 

Pferde Serum beinhaltet, inkubiert. Die Hirnschnitte wurden für zwei Tage bei 4 °C mit dem 

Erstantikörper gegen Ratten CNTF (Ziege, polyklonal, 1 : 250, R&D Systems, Minneapolis, 

MN, U.S.A.), gelöst in 0,1 M TRIS und 1% BSA, inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in 

0,1M TRIS wurden die Schnitte über Nacht bei 4 °C mit dem biotinylierten Zweitantikörper 

gegen Ziege (Esel, polyklonal, 1 : 200, Dianova, Hamburg, Deutschland) inkubiert. Es folgte 

das dreimalige Waschen der Schnitte in 0,1 M TRIS und die Inkubation für 2 Stunden in dem 

ABC-Komplex (1 : 500 für Lösung A und B, Vector Laboratories, Burlingame, CA, U.S.A.). 

Danach wurden die Schnitte wieder dreimal in 0,1 M TRIS gewaschen und dann für 15 

Minuten bei Raumtemperatur mit der DAB-Lösung (5 mg DAB [Sigma, Saint Louis, MO 

U.S.A.] in 100 ml 0,1M TRIS mit 1 �l 30% H2O2 gelöst) inkubiert. Die Schnitte wurden auf 

gelatinisierte Objektträger aufgezogen, in der aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und mit 

dem Eindeckmedium Depex (Serva, Heidelberg, Deutschland) und Deckgläschen eingedeckt. 

 

 

2.4.4 Analyse und Dokumentation der Gewebeschnitte 

 

Die Hirnschnitte wurden mit Hilfe eines Leitz Aristoplan Mikroskops (Wetzlar, Deutschland) 

analysiert. Dieses Forschungsmikroskop verfügt über einen Filterblocksatz für 

Fluoreszenzmikroskopie, sodaß blau (AMCA), grün (Cy²) und rot (Cy³) emittierende 

Fluoreszenzen detektiert werden konnten. Zudem verfügt es über einen rot/grün 

Kombinationsfilter. Die Präparate wurden mit einem Kameraaufsatz für Kleinbildfilme 

dokumentiert und die Filme später mittels Diascanner (CanoScan 2700F, Canon) mit 1360 dpi 

digitalisiert. 
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Zur Dokumentation der mit Quinolinsäure läsionierten Hemisphäre und der kontralateralen 

scheinläsionierten Kontrollseite wurde die Belichtungszeit des Filmes beibehalten, damit die 

Unterschiede der ausgestrahlten Lichtintensität zum Ausdruck kamen, welche durch die 

unterschiedliche Behandlung der Hemisphären und somit dem unterschiedlichem Gehalt an 

CNTF hervorgerufen wurden. 

 

 

2.5 Untersuchungen von CNTF-Proteinlysaten 

 

2.5.1. Western Blot  

 

Um eine weitere Charakterisierung des CNTF-Gehalts im CPu (intakt/scheinläsioniert) 

durchzuführen, wurden Proteinlysate aus den Rattenhirnen bezüglich des CNTF-Gehalts mit 

Hilfe der Western Blot-Technik untersucht. Diese Methode ist sensitiver als die oben 

beschriebene Immunohistochemie an Hirnschnitten. Zudem läßt sie quantitative Aussagen 

über den Gehalt von Proteinen zu, da vergleichende Mengen an Gesamtproteinen und 

Standards (rekombinantes CNTF) untersucht werden können. 

Vier Wochen nach der Quinolinsäureläsion wurden vier Ratten mit einer Überdosis 

Pentobarbital (80 mg/kg, Serva, Heidelberg, Deutschland) getötet und transkardial mit 4°C 

warmer isotonischer Kochsalzlösung (50 ml) perfundiert. Die Gehirne wurden sofort 

entnommen und Gewebeblöcke, die das quinolinsäureläsionierte und das scheinläsionierte 

Corpus Striatum enthielten, wurden herausgeschnitten. Als Kontrollen dienten Gewebeblöcke 

von intakten, nicht läsionierten Tieren (n = 4). Vergleichbare Mengen frischen Gewebes (50 

mg Gewebe pro 1000 �l Probenpuffer) wurden für 5 Minuten in SDS (Sodiumdodecylsulfat) 

Probenpuffer (Laemmli, 1970) bei 95°C denaturiert. Der Proben- bzw. Lysepuffer bestand aus 

folgenden Reagenzien: 52 ml Aqua dest., 1 g SDS (Serva, Heidelberg, Deutschland), 5 g 

Glycerin (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 92,5 mg EDTA (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 0,4 

g TRIS (Serva, Heidelberg, Deutschland), 10 mg Bromphenolblau (Roth, Karlsruhe, 

Deutschland), 2,5 ml �-Mercaptoethanol (Roth, Karlsruhe, Deutschland). 

Die Proteine wurden elektrophoretisch nach der Methode von Laemmli (1970) in 

denaturierenden, diskontinuierlichen SDS-Page Gelen aufgetrennt. Hierbei wurden fertige 

acrylamidhaltige Trenngele (Criterion-Gel, Bio-Rad, München, Deutschland) mit einem 

Gradienten von 4 – 15% verwendet. Pro Spur wurden 30 �l SDS Probenpuffer (entsprechend 

1,5 mg des frischen Gewebes von den verschiedenen Striata) aufgetragen. Zusätzlich wurde 
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auch rekombinantes Ratten-CNTF (R & D Systems, Minneapolis, MN, U.S.A.) für 5 Minuten 

in SDS Probenpuffer gekocht und dann in verschiedene Konzentrationen aufgetragen. So daß 

es als positive Kontrolle diente und für den CNTF-Proteingehalt der Gewebelösung als 

Vergleich genutzt werden konnte. Bei konstanten 170 V unter Verwendung einer Mini-

Elektrophoresekammer (Criterion-Cell, Bio-Rad, München, Deutschland) dauerte die 

Gelelektrophorese ca. eine Stunde. Der Elektrodenpuffer bestand aus 3 g TRIS (Serva, 

Heidelberg, Deutschland), 14,4 g Glycin (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 1 g SDS (Serva, 

Heidelberg, Deutschland) und 1 l H2O. Als Marker wurde ein Molekulargewichtsstandard von 

6,5-17 kDa verwendet (Bio-Rad, München, Deutschland). 

In der Polyacrylamid-Gelelektrophorese wandern die Proteine durch ein elektrisches Feld in 

einem Polyacrylamid-Netzwerk (Acrylamid/Bisacrylamid), das als Molekularsieb fungiert. 

Unter denaturierenden Bedingungen lassen sich Proteine auf Grund ihrer Masse trennen. Die 

Zugabe des Detergens Natriumdodecylsulfat führt zur Lösung nichtkovalenter Bindungen in 

nativen Proteinen. Die SDS-Anionen binden an die Hauptketten der Proteine, und der 

gebildete Komplex aus SDS und denaturiertem Protein wird dann der Elektrophorese 

unterworfen. Zur Reduktion möglicher Disulfidbrücken wird �-Mercaptoethanol und 

Dithiothreitol eingesetzt 

Innerhalb eines Gels wäre die Detektion von Proteinen mit Antikörpern nur unter Verlust der 

Auflösung oder meist gar nicht zu erreichen. Daher wurden die im Gel aufgetrennten Proteine 

nach Abschluß der SDS-Page mittels Semidry Blot auf Nitrozellulosemembranen 

(Amersham, Freiburg, Deutschland) transferiert (geblottet). Der Blotpuffer bestand aus 5,8 g 

TRIS (Serva, Heidelberg, Deutschland), 2,9 g Glycin (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 0,375 g 

SDS (Serva, Heidelberg, Deutschland), 200 ml Methanol (JT Baker, Deventer, Holland) und 

800 ml H2O. Es wurde für eine Stunde ein konstanter Strom von 0,8 A pro cm2 Geloberfläche 

auf die Blotkammer (Modell Semi-Phor, Hoefer, San Francisco, Ca, U.S.A.) angelegt. Die 

Spannungs- und Stromquelle für die Gelelektrophorese und den Semidry Blot lieferte ein 

Spannungsgeber (Modell 1500, Hoefer, San Francisco, Ca, U.S.A.). 

Zur Visualisierung der nachzuweisenden Proteine erfolgte eine Antigen-Antikörper-Reaktion 

und die Detektion über ein geeignetes Substrat. Zur Blockierung von unspezifischen 

Bindungsstellen auf den Membranen wurden diese zunächst für eine Stunde bei 

Raumtemperatur in Blockierungslösung [0,1 M PBS (pH 7,4), 0,1% Tween 20 (PBS-T, 

Sigma, Saint Louis, MO, U.S.A.) und 1 % BSA (Sigma, Saint Louis, MO, U.S.A.)] inkubiert. 

Auf den Membranen konnte anschließend die Antigen-Antikörper-Reaktion stattfinden. Die 

Membranen wurden über Nacht bei 4°C mit den Erstantikörpern gegen �-Aktin (Maus, 
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monoklonal, 1 : 3000, Sigma, Saint Louis, MO, U.S.A.), ein Produkt der housekeeping Gene, 

das als interner Standard dient, und gegen Ratten-CNTF (Ziege, polyklonal, 1 : 1000, R & D 

Systems, Minneapolis, MN, U.S.A.) inkubiert. Dann wurden die Membranen viermal 15 

Minuten in PBS-T gewaschen und für ein Stunde bei Raumtemperatur mit Meerrettich-

Peroxidase konjugierten Zweitantikörpern (Anti-Maus, 1 : 5000 und Anti-Ziege, 1 : 10000, 

beide Vector Laboratories, Burlingame, CA, U.S.A.) inkubiert. Danach erfolgten vier 

Waschschritte für je 15 Minuten in PBS-T. Die Membranen wurden daraufhin für 1 Minute 

mit einem ECL-Detektionskit (Amersham, Freiburg, Deutschland) inkubiert und anschließend 

die nach der Chemolumineszenz-Methode positiv markierten Banden unter Verwendung eines 

100NIF-Röntgenfilms (Agfa, Mortsel, Belgien) detektiert. Die Belichtungszeit der Filme 

betrug 2 Minuten. Um eine anschließende Quantifizierung zu ermöglichen, wurde dieses 

Protokoll standardmäßig für alle durchgeführten Western Blots eingehalten. 

 

 

2.5.2 Quantifikation der Western Blot Banden 

 

Die Röntgenfilme wurde mit einer lateralen Auflösung von 800 dpi über einen hoch 

auflösenden Durchlichtscanner digitalisiert. Es wurde diese standardisierte Auflösung 

gewählt, da durch niedrigere Auflösungen Intensitätsvariationen entstehen und bei einer 

höheren Auflösung die Intensitätsverteilung größer ist und somit mehr Daten bearbeitet 

werden müssen, was einen größeren Zeitaufwand zur Folge hat und dabei keine neuen 

relevanten Informationen über die Intensitäten der Banden erbracht werden. Deshalb wurden 

diese Parameter für alle Blots verwandt. Um die Bandenintensität von sechs verschiedenen 

bekannten CNTF-Konzentrationen zu bestimmen, wurde Vergleichskonzentrationen mit Hilfe 

einer interaktiven Bildanalyse-Prozedur gemessen. Jede Bande, die 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 

oder 0,5 ng/Spur entsprach, wurde fünfmal markiert, um somit das Streuungsphänomen der 

Banden zu reduzieren und die Variabilität der Messungen zu verringern. Der individuelle 

Hintergrund eines jeden Röntgenfilms wurde subtrahiert, damit ein Vergleich möglich war. 

Die Beurteilung wurde anhand eines Bildanalyse-Systems KS400 (Zeiss Vision) 

vorgenommen. Es konnten keine größeren Unterschiede beim Bewerten der Bilder mit Hilfe 

der Scannercharakteristiken Densitometric (umgewandelte Grauwerte) (Oberholzer et al., 

1996) oder Intensitometric (original Grauwerte) festgestellt werden. Die Blots wurden 

vierfach durchgeführt. Somit konnte der Mittelwert zum Erstellen einer Exponentialfunktion 

erster Ordnung verwandt werden, um die Standartkurve zu erhalten. Die daraus resultierende 
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Gleichung wurde zum Errechnen des CNTF-Gehalts in den aufgetragen CPu-Lösungen 

genutzt. 

Die Banden der drei Gruppen (intakte Kontrolle n = 4, scheinläsioniert n = 4, Quinolinsäure-

läsioniert n = 4) wurden für CNTF und dem „Housekeeping-Protein“ �-Aktin (interne 

Kontrolle) quantifiziert. Jede Bande wurde dazu markiert und dreimal quantifiziert, um 

Variabilitäten in den Messungen zu reduzieren. Die Daten sind als Mittelwerte ± SD 

dargestellt. Die Mittelwerte der drei Gruppen wurden über den zweiseitigen Mann-Withney 

U-Test verglichen. Der Mann-Withney U-Test ist ein verteilungsfreier Rangsummentest und 

daher auch zur Bewertung kleiner Stichproben geeignet. 

 

 

2.6 Verwendete Primär- und Sekundärantikörper 

 

Die hier vorliegende Arbeit basiert im wesentlichen auf den Proteinnachweis mit Hilfe der 

Immunhistochemie und der Western Blot Methode, bei denen ausschließlich Antikörper zur 

Detektion der Proteine eingesetzt wurden. Aus diesem Grund wird im Folgenden etwas näher 

auf die verwendeten Antikörper und die durch sie markierten Strukturen eingegangen. 

 

 

2.6.1 Nachgewiesene Proteine und deren Antikörper 

 

2.6.1.1 �-Aktin 

 

�-Aktin ist ein Bestandteil des Zytoskeletts und kann als so genanntes „Housekeeping-

Protein“ angesehen werden, da es in allen Zellen in ähnlich hoher Konzentration vorliegt. In 

Western Blots dient es als Nachweis für das Einbringen gleicher Proteinmengen nach 

vorangegangener Proteinbestimmung. Somit ist es eine interne Kontrolle (Liao et al., 2000). 

Der von uns verwendete Antikörper (Klon AC-15, aus Maus, monoklonal, Sigma) bindet an 

das N-terminale Ende der �-Isoform von Aktin (North et al., 1993). Das Anti-�-Aktin wurde 

in unserer Studie für den Western-Blot 1:3000 verdünnt. 
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2.6.1.2 CNTF 

 

Der Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF) wurde in den parasympathischen Neuronen des 

Ganglion ciliare von Hühnerembryos als erstes entdeckt und nach seiner Tätigkeit dort auch 

benannt. Humanes und Ratten-CNTF bestehen aus 200 Aminosäuren, wobei deren 

Homologie bei etwa 85 % liegt (Richardson, 1994). Wie auch acidic und basic fibroblast 

growth factor (aFGF und bFGF) und Interleukin (IL)-1 fehlt CNTF ein hydrophobes 

Signalpeptid, welches die Freilassung des Proteins aus seiner Synthesezelle reguliert (Adler, 

1993; Richardson, 1994). Die Primärsequenz von CNTF ist zu keiner anderen Sequenz der 

bekannten Proteine homolog (Richardson, 1994). Dagegen wurde mit einer 

computergestützten Profilanalyse herausgefunden, daß CNTF, leukemia inhibitor factor (LIF), 

Onkostatin M, IL-6 und der Granulozyten-Kolonien-stimulierende-Faktor zusammen den 

gleichen tertiären Aufbau mit vier �-Helizes haben (Bazan, 1991). Das Gen für humanes 

CNTF ist auf Chromosom 11 lokalisiert und enthält ein einziges 1 kb Intron innerhalb der 

kodierenden Domäne (Lam et al., 1991). 

CNTF bindet mit sehr hoher Affinität an dem CNTF�-Liganden des CNTF-Rezeptorkomplex, 

der sowohl von Neuronen (MacLennan et al., 1996; Kahn et al., 1997; Kodower et al., 1997; 

Lee et al., 1997) als auch von Astrozyten exprimiert wird (Kirsch et al., 1998; Dallner et al., 

2002). Besonders hoch wird er von reaktiven Astrozyten nach Läsion exprimiert (Rudge et 

al., 1994; Lisovoski et al., 1997). 

Die Konzentration von CNTF in peripheren Nerven beträgt etwa 5 nmol/kg und ist damit 

100mal höher als die Konzentration von NGF und anderen Neurotrophinen im Nervengewebe 

und 1000mal höher als für ein halbmaximale Aktivität nötig sein würde, wenn CNTF 

gleichmäßig verteilt wäre (Richardson, 1994). In den peripheren Nerven scheint die Synthese 

von CNTF durch direkte oder indirekte Signale reguliert zu werden. In den peripheren Nerven 

von ausgewachsenen Ratten wird CNTF von einigen, aber nicht allen Schwann Zellen 

synthetisiert. Es ist häufiger in myelinisierten als in unmyelinisierten Zellen vorhanden 

(Dobrea et al., 1992). 

CNTF ist auch im ZNS enthalten, wo es hauptsächlich als astrozytärer Läsionsfaktor gesehen 

wird, der, ausgenommen vom N. opticus und Bulbus olfactorius, im intakten Gehirn sehr 

schwach exprimiert ist (Stöckli et al., 1991; Guthrie et al., 1997; Asan et al., 2003). Nach 

mechanischen oder ischemischen Hirnläsionen dagegen wird das Protein dramatisch 

hochreguliert (Guthrie et al., 1997; Lee et al., 1997) und führt zu einer starken Vermehrung 

reaktiver Astrozyten (Lisovoski et al.,1997). Der progliotische Effekt des CNTF konnte auch 
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nach exogener Anwendung (Levison et al., 1996) und bei transgenen Mäusen (Winter et 

al.,1995) gezeigt werden. 

Experimentelle Modelle haben gezeigt, daß CNTF neuroprotektiv für verschiedene 

Neuronenpopulationen ist (Hagg et al., 1992; Sendtner et al., 1994; Clatterbuck et al., 1996; 

Sendtner et al., 1997; Thoenen und Sendtner, 2002). Ein besonderes Augenmerk sollte man 

auf die schon mehrmals nachgewiesenen neuroprotektiven Eigenschaften des CNTF in 

Tiermodellen von neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Huntington (Emerich et al., 

1998; Mittoux et al., 200; Regulier et al., 2002; Weinelt et al., 2003) und Morbus Parkinson 

(Hagg und Varon, 1993) haben. 

CNTF ist auch deshalb ein interessantes Protein für Untersuchungen, da nachgewiesen wurde, 

daß 2 bis 3% der menschlichen Population CNTF-defizient sind (Takahashi et al., 1994; 

Thome et al., 1997). Auch die Frage, welche Rolle die CNTF-Defizienz in neurologischen 

Erkrankungen spielt, wurde kürzlich aufgeworfen (Giess et al., 1998; 2002). Des weiteren 

wurde gezeigt, daß die Anzahl CNTF-haltiger Zellen in der Substantia nigra bei Patienten mit 

Morbus Parkinson verringert ist (Chauhan et al., 2001). 

Zur immunhistochemischen Detektion von CNTF haben wir zwei verschiedene Antikörper 

verwendet. Anti-CNTF aus dem Huhn (polyklonal, Promega), welches in unserer Studie 

1:300 verdünnt wurde, und Anti-CNTF aus der Ziege (polyklonal, R&D Systems Inc.), was 

wir in einer Verdünnung von 1:250 verwendet haben. 

Als Positivkontrolle im Western Blot diente rekombinantes CNTF der Ratte (R&D Systems, 

Minneapolis, MN, USA), das eine molekulare Masse von ca. 22,8 kDa besitzt. Der 

polyklonale Antikörper stammt aus der Ziege und wurde in unseren Western Blot-Studien 

1:1000 verdünnt. 

 

 

2.6.1.3 GFAP 

 

GFAP ist ein Intermediärprotein von reifen Astrozyten (Eng et al., 1971; Eng und Kosek, 

1974; Debus et al., 1983; Franke et al., 1991; Eng et al., 2000). Das Molekulargewicht von 

GFAP im Ratten-ZNS beträgt ca. 51 kDa (Eng et al., 1980). GFAP kann eng mit dem 

Intermediärfilament Vimentin kolokalisiert sein, das nicht ausschließlich in Astrozyten 

vorkommt. Mit Neurofilamenten kommt GFAP nie zusammen in einer Zelle vor (Eng 1980), 

weshalb es einen der gebräuchlichsten Marker für Astroglia darstellt. Dazu wird es in radialen 

Bergmann-Gliazellen (Levitt und Rakic, 1980) exprimiert. Eine GFAP-Expression wurde 
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kürzlich in neuronalen Progenitorzellen nachgewiesen, wobei seine Funktion in diesen Zellen 

völlig unbekannt ist (Johansson et al., 1999; Doetsch et al., 1999; Laywell et al., 2000; 

Malatesta et al., 2000; Noctor et al., 2001; Cambell und Gotz, 2002). GFAP wird bei 

Astrogliose dramatisch hochreguliert, zusammen mit einer Astrozytenhypertrophie (Bignami 

und Dahl, 1976; Amaducci et al., 1981; Mathewson und Berry, 1985; Eddleston und Mucke 

1993; Eng und Lee, 1995). Eine positive Markierung von Zellen mit GFAP stellt das 

sternförmige filamentöse Zellgerüst der Astrozyten dar, wobei der Zellkern ausgespart bleibt. 

In unserer Studie verwendeten wir für die Immunhistochemie ein Anti-GFAP aus der Maus 

(Klon G-A-5, monoklonal, Sigma) in einer Verdünnung von 1:400. 

 

 

2.6.1.4 NeuN 

 

NeuN (neuron-specific nuclear protein) ist ein lösliches Kernprotein mit einem 

Molekulargewicht von 46 – 48 kDa, das nicht zu den Kernmatrixproteinen gehört (Mullen et 

al., 1992; Wolf et al., 1996). Seine Funktion ist bislang noch nicht geklärt. Aufgrund der 

Kernlokalisation und der DNA-bindenden Eigenschaften wird vermutet, daß es sich um ein 

Transkriptionsfaktor handelt, der für die Ausbildung eines neuronalen Phänotyps 

verantwortlich ist. Es kommt ausschließlich in Neuronen von Wirbeltieren vor (Mullen et al., 

1992; Sarnat et al., 1998) und tritt sowohl im zentralen als auch im peripheren Nervensystem 

auf (Mullen et al., 1992; Wolf et al., 1996; Sarnat et al., 1998; Todd et al., 1998). 

Der von uns verwendete Antikörper gegen NeuN (Klon A-60, aus Maus, monoklonal, 

Chemicon, Hofheim/Ts, Deutschland) bindet an eine Vielzahl von unterschiedlichen 

Nervenzelltypen. Jedoch erkennt er einige wenige Typen von Nervenzellen nicht, wie z.B. 

Purkinje-Zellen des Kleinhirns, Mitralzellen des Bulbus olfactorius (Mullen et al., 1992). Der 

Grund für das Fehlen der Immunreaktivität in diesen Zellen ist nicht bekannt (Sarnat et al., 

1998; Todd et al., 1998). Nicht-neuronale Strukturen gehen weder im undifferenzierten noch 

im differenzierten Zustand Bindungen mit NeuN-Antikörpern ein (Mullen et al., 1992; Wolf 

et al., 1996; Sarnat et al., 1998; Todd et al., 1998). Die Expression des NeuN tritt in 

Verbindung mit der terminalen Differenzierung der Neurone auf (Mullen et al., 1992; Wolf et 

al., 1996) und/oder erscheint zu Zeitpunkten, die mit dem Verlassen der Neurone aus dem 

Zellzyklus korrespondieren (Mullen et al., 1992; Sarnat et al., 1998). Möglich ist auch, daß 

das Protein nur in Zellen exprimiert wird, die schon terminal differenziert sind. Laut Mullen 
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et al. (1992) und Sarnat et al. (1998) erscheint NeuN schon früh während der Entwicklung 

und ist auch noch im adulten Hirn vorhanden. 

Das Protein NeuN kommt in Zellkernen und zu geringeren Anteilen auch im Zytoplasma um 

den Kern herum, bzw. im Perikaryon vor (Mullen et al., 1992; Wolf et al., 1996; Todd et al., 

1998). Es können verschiedene Grade der Färbung beobachtet werden, z.B. kann der Kern, 

mit Ausnahme des Nukleolus, intensiv gefärbt sein, während das Zytoplasma nur wenig 

Reaktion zeigt. Möglich ist auch der umgekehrte Fall, daß das Zytoplasma eine gute Färbung 

aufweist und der Kern weniger intensiv auffällt (Mullen et al., 1992). Das Protein NeuN färbt 

keine Kerne unreifer Nervenzellen, bis sie ein Stadium der Entwicklung erreicht haben, in 

dem sie die ersten Kriterien der Differenzierung erfüllt haben oder sich zumindest der reifen 

Funktion nähern (Sarnat et al., 1998). Von einigen Autoren wird eine Färbung bis in die 

proximalen neuronalen Ausläufer beschrieben (Mullen et al., 1992; Wolf et al., 1996). Auch 

zytoplasmatische Organellen oder Oberflächenantigene können NeuN enthalten (Sarnat et al., 

1998). NeuN ist ein permanenter Regulator von neuronenspezifischen Eigenschaften. Ob es 

im Zytoplasma eine Funktion ausübt oder dort lediglich synthetisiert wird, ist noch unbekannt 

(Mullen et al., 1992). 

Aufgrund der intensiven Markierung der meisten postmitotischen ausdifferenzierten Neurone 

ist der monoklonale Antikörper NeuN ein Standartmarker für die Charakterisierung von 

Nervenzellen (Gage et al., 1995). Dieser Antikörper kam auch in einer Studie zur 

Verwendung, die sich erstmals mit der adulten Neuroneogenese im Gehirn des Menschen 

befasste (Eriksson et al., 1998). 
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Tabelle 1: Western Blot und Immunhistochemie: Primär-, Sekundärantikörper und 

Färbeprotokolle 

 

Antigen Block 1. Anti- 

körper 

2. Antikörper Biotin-

Avidin 

System 

Herkunft 

des 

1. Anti-
körpers 

 

Western 

Blot: 

 

ß-Aktin 

 

 

 

 

Lösung aus  

PBS, 1%BSA, 

0,1% Tween20 

1h, 

Raumtemperatur 

 

 

 

 

 

Maus 

Klon AC-

15 

1:3000, 

24h, 4ºC 

 

 

 

 

Peroxidase- 

konjugiertes 

Pferd-anti- 

Maus Ig 

1:5000, 1h, 

Raumtemperatur 

 

 

 

 

 

- 

 

 

 

 

Sigma-

Aldrich 

Inc. 

Saint Louis, 

MO, 

U.S.A. 

 

Ratten-

CNTF 

 

Lösung aus 

PBS, 1%BSA,  

0,1% Tween20 

1h, 

Raumtemperatur 

 

Ziege 

Polyklonal 

1:1000, 

24h, 4ºC 

 

Peroxidase- 

konjugiertes 

Pferd-anti- 

Ziege Ig 

1:10000, 1h, 

Raumtemperatur 

 

  

R & D 

Systems 

Inc. 

Minneapolis,

MN, 

U.S.A. 
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Immun- 

histochemie: 

 

CNTF 

 

 

 

 

Normales Pferde 

Serum 

5%, 4h, Raum- 

temperatur 

 

 

 

 

Huhn 

Polyklonal 

1:300, 2d, 

4ºC 

 

 

 

 

Biotinyliertes 

Esel-anti- 

Huhn 

Immunoglobulin 

(=Ig) 

1:200, 24h, 4ºC 

 

 

 

 

 

ABC-

Komplex 

1:500 (Lsg. 

A/B), 

2h, Raum- 

temperatur; 

Fluoreszein 

Avidin D, 

1:250, 2h, 

Raum- 

temperatur 

 

 

 

 

 

Promega 

Madison, 

WI, 

U.S.A. 

 

CNTF 

 

Normales Pferde 

Serum 

5%, 4h, Raum- 

temperatur 

 

Ziege 

Polyklonal 

1:250, 2d, 

4ºC 

 

Biotinyliertes 

Esel-anti- 

Ziege Ig 

1:200, 24h, 4ºC 

 

 

ABC-

Komplex 

1:500 (Lsg. 

A/B), 

2h, Raum- 

temperatur; 

Fluoreszein 

Avidin D, 

1:250, 

2h, Raum- 

temperatur 

 

 

R & D 

Systems Inc. 

Minneapolis, 

MN, 

U.S.A. 
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GFAP 

 

Normales Ziegen 

Serum 

5%, 4h, Raum- 

temperatur 

 

Maus 

Klon GA5 

1:400, 2d, 

4ºC 

 

CY²-

konjugiertes 

Ziege-anti- 

Maus Ig 

1:400, 24h, 4°C 

 

 

_ 

 

Sigma-

Aldrich Inc. 

Saint Louis, 

MO, 

U.S.A. 

 

NeuN 

 

Normales Ziegen 

Serum 

5%, 4h, Raum- 

temperatur 

 

 

Maus 

Klon 377 

1:1000, 2d, 

4°C 

 

CY²-

konjugiertes 

Ziege-anti- 

Maus Ig 

1:400, 24h, 4°C 

 

 

_ 

 

Chemicon 

Inc., 

Temecula, 

PA, 

U.S.A. 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Ergebnisse der Apomorphin-induzierten Rotationen 

 

Grundlage unserer Untersuchung stellte die Anzahl von Apomorphin-induzierten Rotationen 

der Ratten dar. Für die Versuchsreihe wählten wir 3-5 Monate alte männliche Wistar-Ratten 

(n = 17), deren durchschnittliches Körpergewicht zum Zeitpunkt der Quinolinsäureläsion 400 

g betrug. Da diese Rotationen im direkten Zusammenhang mit der unilateral gesetzten 

exzitatorischen Läsion des CPu der Ratten stehen, stellen sie ein aussagekräftiges Korrelat 

zum Ausmaß der striatalen Schädigung dar. In Diagramm 1 und Tabelle 2 (Anhang) sind die 

Ergebnisse der Apomorphin-induzierten Rotationen der Quinolinsäure-läsionierten Tiere eine 

Woche  vor und zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Läsion aufgeführt. 

Eine Woche nach Läsion betrug der Mittelwert der Apomorphin-induzierten Rotationen 3,8 

(±1,1) Rotationen pro Minute und stieg zwei Wochen nach Läsion auf 5,1 (±1,3) Rotationen 

pro Minute an. Es wurde ein Plateau erreicht, welches auch drei und vier Wochen nach Läsion 

mit 4,6 (±0,9) bzw. 5,0 (±0,9) Rotationen pro Minute bestehen blieb. Damit lagen die 

Rotationswerte im Bereich von erfolgreich läsionierten Tieren, wie schon in vergleichbaren 

Arbeiten gezeigt wurde (Norman et al., 1988; Björklund et al., 1994; Weinelt et al., 2003). 

Um auszuschließen, daß die Tiere eine vorbestehende Funktionsstörung im Caudatus Putamen 

hatten, wurde bei allen Tieren eine Rotationsmessung 7 Tage vor Läsionierung durchgeführt. 

Da diese einen Wert von 0,9 (±1,8) Rotationen pro Minute aufwies, waren die ausgewählten 

Ratten für die Verwendung als Chorea Huntington Tiermodelle als geeignet einzuschätzen. 

Auf Grundlage des Rotationsverhaltens der Tiere konnte man die Vermutung anstellen, daß 

zwei Wochen nach Quinolinsäureläsion der Untergang von striatalen Neuronen und die damit 

verbundene Verminderung der dopaminergen Rezeptorzahl im läsionierten CPu komplett 

erreicht war. Gleichzeitig deuteten die Rotationsergebnisse darauf hin, daß die ipsilateralen 

Scheinläsionen, die Läsionen, die allein durch den Nadeleinstich und Injektion von 0,5μl 

Pufferlösung verursacht wurden, keine Auswirkungen auf die Verhaltensänderungen hatten. 



Apomorphin-induzierte Rotationen (1 mg/kg, 30 min)

-1

0

1

2

3

4

5

6

7

1 Wo v.
Läsion

(Kontrolle)

1 Wo n.
Läsion

2 Wo n.
Läsion

3 Wo n.
Läsion

4 Wo n.
Läsion

M
itt

el
w

er
t

R
ot

at
io

ne
n/

m
in

 

Apomorphin-induzierte Rotationen vor und nach unilateraler Läsion mit
Quinolinsäur

Diagramm 1:  
e und kontralateraler Scheinläsion mit DMEM in das CPu 

nach Läsion. Die Fehlerbalken geben den 
Standardfehler des Mittelwertes an. 

von Ratten: 
Dargestellt ist der Verlauf der Apomorphin-induzierten Rotationen 7 Tage vor 
Läsion, sowie 7, 14, 21 und 28 Tage 

 35



 
 

Abb. 1) Histologische Darstellung erfolgreich läsionierter CPu: 
Abgebildet sind die Frontalschnitte in Injektionshöhe 7 Tage (A, B), 14 Tage (C, D), 28 Tage 
(E,F) nach einseitiger Quinolinsäureläsion (linke Hemisphäre). 
Markscheidenfärbungen werden in der linken Spalte (A, C, E) gezeigt und Nissl-Färbung auf 
der rechten Seite (B, D, F). 
Es sind eindeutig die Abnahme des Hirngewebes im linken CPu und die Vergrößerung des 
lateralen Ventrikels im Laufe der Zeit nach Läsion, im Vergleich zur scheinläsionierten Seite 
(rechte Hemisphäre) zu erkennen. 
Maßstab (A-F) = 500 μm. 
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Abb. 2) Neuronaler Untergang und zunehmende Gliose nach Quinolinsäureläsion 
Starke Vergrößerungen der Nissl-Färbung des CPu 7 Tage (A), 14 Tage (B) und 28 Tage (C) 
nach Quinolinsäureläsion zeigen den Verlust von Neuronen und die Vermehrung von 
Gliazellen im Verlaufe der Zeit. Im Vergleich dazu kann in der scheinläsionierten Hemisphäre 
28 Tage nach Quinolinsäureläsion (D) kein Unterschied in der Menge der Neuronen und 
Gliazellen zu intakten Tieren beobachtet werden. 
Maßstab = 100 μm 
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3.2 Morphologische Veränderungen im Quinolinsäure-läsionierten CPu 

 

Exzitatorische Aminosäureläsionen des CPu entsprechen einigen der neuropathologischen 

Charakteristika, wie z.B. dem Untergang von Medium Spiny Neurons und der Vermehrung 

von Gliazellen im Läsionsgebiet, wie sie auch bei Chorea Huntington zu beobachten sind 

(DiFiglia, 1990). Zur Darstellung der beträchtlichen morphologischen Veränderungen 

verwendeten wir Nissl- und Markscheidenfärbungen. Ein über die Zeit fast vollständiger 

Verlust an striatalen Neuronen und der partielle Ersatz durch Gliazellen konnte mit Hilfe der 

Nisslfärbung (Abb. 1B,D,F und Abb. 2) beobachtet werden. Bei der Nisslfärbung werden die 

für Nervenzellen spezifischen, so genannten Nisslschollen (Stapel des rauen 

endoplasmatischen Retikulums) im Zellkörper gefärbt. In der Abb. 2A-C erkennt man, daß 

die Menge der großen, gezackt geformten Zellkörper, die einen Teil der Neuronen darstellen, 

abnimmt. Die dadurch entstandenen Freiräume werden aber nur teilweise von den kleineren 

Gliazellen aufgefüllt. 

Die verschiedenen Nervenfaserbündel, die durch das CPu ziehen, scheinen von der Läsion 

nicht beeinflusst zu sein. Man erkennt an der Größe und Verteilung der Myelinscheiden 

(schwarz gefärbten Areale), daß die Nervenfaserbündel nur als Folge der Abnahme des 

neuronalen Gewebes im Striatum dichter zusammengerückt sind (Abb. 1A,C,E). Korrelierend 

zur Reduktion des striatalen Gewebes konnte eine Vergrößerung des lateralen Ventrikels in 

der läsionierten Hemisphäre, die über die gesamten 28 Tage zunimmt, beobachtet werden. Die 

kontralaterale scheinläsionierte Hemisphäre zeigte diese morphologischen Umgestaltungen 

nicht und unterschied sich somit nicht von intakten Gehirnen (Abb. 1A-F). Die einzige 

Veränderung, die beobachtet wurde, war die Glianarbe, erkennbar an der dunkleren 

strichförmigen Färbung als Verbindung zwischen Kortex und Striatum, die sich im Verlauf 

der Einstichstelle durch die Injektionsnadel gebildet hat. Eine Narbenbildung in solcher Form 

ist aber typisch für diese Einstichkanäle (Abb. 1C, D). 



 
 
Abb. 3) Immunhistochemische Färbung und finale Visualisierung mit DAB der Glia 
limitans am Cortex 
In der Abbildung sind viele CNTF-positive Astrozyten im Bereich der Gliagrenzmembran zu 
erkennen, was als Positivkontrolle für die verwendete Färbemethode fungiert. 
Maßstab = 200 μm 
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Abb. 4) Immunhistochemische Färbung von CNTF, GFAP und NeuN im Quinolinsäure-
läsionierten und scheinläsionierten kontralateralen CPu 
In der läsionierten Hemisphäre ist die zunehmende Färbeintensität für CNTF 7 Tage (A), 14 
Tage (B) und 28 Tage (C) nach Quinolinsäureläsion gut zu erkennen. Die scheinläsionierte 
Hemisphäre (D) zeigt keine Immunreaktivität für CNTF. Im Quinolinsäure-läsioniertem CPu 
28 Tage nach Läsion (E) ist die GFAP-Immunreaktivität stark erhöht im Vergleich zum 
scheinläsioniertem CPu (F). 28 Tage nach Quinolinsäureläsion ist durch die Immunfärbung 
gegen NeuN der Untergang der Neuronen im läsioniertem CPu (E’) deutlich zu erkennen. Im 
Vergleich sind auf der scheinläsionierten Seite (F’) viele NeuN-immunreaktive Zellen zu 
erkennen. Maßstab (A-D) = 100 μm, Maßstab (E, F) = 175 μm 
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3.3 CNTF-Expression im Quinolinsäure-läsionierten CPu 

 

Die Untersuchungen zur Expression von CNTF erfolgten mit Hilfe von 

immunhistochemischen Nachweismethoden. Es wurden zwei verschiedene Erstantikörper 

gegen CNTF (vom Huhn und von der Ziege) und verschiedene Detektionssysteme für CNTF-

Antikörper verwendet. Darunter ist auch die finale Visualisierung mit Hilfe von Chromogen 

DAB (Abb. 3 und Abb. 4A-D). Beide Färbemethoden erbrachten übereinstimmende 

Ergebnisse. Wie schon mehrfach von anderen Arbeitgruppen beschrieben (Stöckli et al. 1991; 

Dobrea et al. 1992; Kirsch et al. 1998) zeigen die Positivkontrollen eine starke CNTF-

Immunreaktivität in den Zellen des Bulbus olfactorius, die zur Gliagrenzmembran gehören. 

Ähnliches ist auch in den Zellen des Nervus opticus zu beobachten, der im engen Kontakt mit 

der Gliagrenzmembran (Abb. 3) bzw. mit Blutgefäßen liegt. Im Gegensatz dazu zeigten alle 

Negativkontrollen, die durch das Weglassen der Erstantikörper erfolgten, ein komplettes 

negatives Färbeverhalten. Dies entspricht zudem der Darstellung von intakten Gehirnen bei 

Kontrollratten. 

Im weiteren Verlauf der Versuchsreihe zeigte sich eine Woche nach Quinolinsäureläsion bei 

den Versuchstieren im CPu eine leichte Färbung für CNTF mit einzelnen CNTF-enthaltenden 

Zellen mit Astrozytenmorphologie (Abb. 4A). Zwei Wochen nach Läsion war ein weiteres 

Ansteigen sowohl der Intensität der CNTF-Färbung als auch der Anzahl der CNTF-

immunreaktiven Zellen zu beobachten (Abb. 4B). Eine weitere Intensivierung der CNTF-

Färbung war 4 Wochen nach Quinolinsäureläsion zu erkennen (Abb. 4C). Dadurch konnte 

eine quantitative Zunahme von CNTF-enthaltenden Zellen über die Zeit nach erfolgter 

Quinolinsäureläsion dargestellt werden. 

In der kontralateralen Hemisphäre, die eine DMEM-Injektion erhalten hatte, war CNTF bei 

allen Versuchstieren nur entlang der Einstichstelle durch die Injektionsnadel erkennbar. Diese 

Ergebnisse stimmen mit den Beobachtungen von Asada et al. (1995) überein. Da ansonsten 

im restlichen CPu der scheinläsionierten Tiere keine weitere CNTF-Detektion stattgefunden 

hat (Abb. 4D), kann man durchaus davon ausgehen daß die CNTF-Konzentrationserhöhung 

eine Reaktion auf die exzitatorische Läsionierung mit Quinolinsäure ist. 

In wieweit die Zunahme der CNTF-enthaltenden Zellen direkt proportional zur Zeit ist, 

konnte nicht ausreichend sicher geklärt werden, da keine exakte Auszählung der Zellen 

möglich war. Die Zellen, die CNTF enthielten, zeigten die gleiche Morphologie und 

Verteilung im CPu wie es für GFAP-immunreaktive Astrozyten mit großen geschwollenen 

Zellkörpern typisch ist. 



 42

3.4 Messungen des CNTF-Proteingehalts  

 

Mit Hilfe der quantitativen Western Blot Methode wurde der Gehalt an CNTF-Protein im CPu 

von intakten, scheinläsionierten und Quinolinsäure-läsionierten Tieren 4 Wochen nach Läsion 

bestimmt. In der Abb. 5A werden die detektierten CNTF-Banden auf der 

Nitrozellulosemembran, die zur Visualisierung der Proteine verwendet wurde, dargestellt. 

Man kann erkennen, daß drei CNTF-spezifische Banden mit einem Molekulargewicht von 

22,8 kDa unterschiedliche Prominenz haben. Die CNTF-Bande der Quinolinsäure läsionierten 

Striata ist wesentlich stärker ausgeprägt als die CNTF-Banden der scheinläsionierten Ratten 

und der Kontrolltiere. Wobei die Banden der letzten beiden Versuchsgruppen in etwa die 

gleiche Intensität haben. 

Als interner Standard diente ß-Aktin, ein Produkt des housekeeping Gens. Da der Gehalt 

dieses Housekeeping-Proteins (42 kDa) bei den drei Gruppen keine signifikanten 

Unterschiede aufwies (Abb. 5B), mußte keine Korrektur bei der errechneten Dichte der 

CNTF-Banden vorgenommen werden. In den Lösungen, die 1 mg an Gesamtprotein 

enthielten, fanden wir in den CPu´s der Quinolinsäure-läsionierten Hemisphären einen 

signifikant größeren Gehalt an CNTF (2,76 ± 1,71 ng, n = 4) im Vergleich zu beiden anderen 

Gruppen, den scheinläsionierten Hemisphären (0,68 ± 0,25 ng, n = 4) und den intakten 

Hemisphären (0,55 ± 0,16 ng, n = 4) bei P < 0,05. Zwischen den Gruppen der intakten und 

scheinläsionierten Hemisphären war kein signifikanter Unterschied des CNTF-Gehalts zu 

beobachten(Abb. 5C). 



 
 
Abb. 5) Bestimmung des CNTF-Gehalts in intakten Kontrollen, scheinläsionierten und 
Quinolinsäure-läsionierten CPu 28 Tage nach Läsion mit Hilfe der Western Blot 
Methode 
A: Typisches Ergebnis eines Western Blot mit Lösungen die CPu-Gewebe aus intakten 
Kontrolltieren, scheinläsionierten und Quinolinsäure-läsionierten Tieren enthalten und 
gleichzeitig gegen CNTF (22,8 kDa) und �-Aktin (42 kDa) inkubiert worden sind. Beim 
Messen der standardisierten optischen Dichte der �-Aktin-Banden in den verschiedenen 
Gruppen wurden keine signifikanten Unterschiede ermittelt (B). Dagegen erbrachten die 
Messungen der CNTF-Banden einen wesentlich höheren Gehalt an CNTF in 
quinolinsäureläsionierten CPu als vergleichsweise sowohl im scheinläsionierten CPu als auch 
im CPU der intakten Kontrolltiere (*P<0.05, U-test). In B und C stellen die Fehlerbalken die 
Standardabweichung dar. 
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3.5 GFAP-Immunreaktivität der läsionierten Gehirne 

 

Auf den Parallelschnitten, gefärbt gegen GFAP, einem Intermediärprotein von reifen 

Astrozyten, ließ sich die Verteilung der Astroglia innerhalb des degenerierten CPu auf der 

läsionierten Seite darstellen (Abb. 4E). Über die Zeit (7d, 14d, 28d) ist, in Anlehnung an die 

Ergebnisse der CNTF-Immunreaktion, eine deutliche Zunahme der Anfärbung für GFAP zu 

erkennen (Abb. nicht gezeigt). Diese Zunahme betrifft auch hier sowohl die Intensität der 

Anfärbung als auch die Zahl der GFAP-immunreaktiven Zellen. 28 Tage nach Läsion war die 

GFAP-Expression im CPu sehr hoch (Abb. 4E). Dagegen war die GFAP-Anfärbung auf der 

scheinläsionierten Seite nur gering- bis mittelgradig hoch (Abb. 4F). Dies ist vergleichbar mit 

den Färbungen bei den intakten Kontrolltieren. Bei näherer Betrachtung der Morphologie und 

Verteilung der GFAP-immunreaktiven Zellen im CPu liegt die Vermutung nahe, daß es sich 

um reaktive Astrozyten handelt. Daraus läßt sich schlussfolgern, daß sowohl eine 

Veränderung der Morphologie als auch eine Proliferation von reifen Astrozyten im Gebiet der 

Quinolinsäureläsion stattgefunden hat. Durch die Injektion der Pufferlösung auf der 

kontralateralen Seite scheint die Astrozytenproliferation nicht getriggert worden zu sein. 

 

 

3.6 Neuronale Degeneration im Läsionsgebiet 

 

Auf Parallelschnitten, gefärbt gegen den neuronalen Marker NeuN, konnte man erkennen, daß 

schon nach einer Woche eine deutliche Reduktion der NeuN-Immunreaktivität im Vergleich 

zur scheinläsionierten Seite stattgefunden hat (Abb. nicht gezeigt). Diese schreitet so weit 

voran, daß nach 4 Wochen auf der läsionierten Seite nur noch vereinzelt NeuN-positive 

Zellen vorhanden waren (Abb. 4E’). Hier kann man von einer starken Neuronendegeneration, 

hervorgerufen durch die Quinolinsäureinjektion, ausgehen. Im CPu der scheinläsionierten 

Hemisphäre war keine Veränderung der Anzahl an NeuN-immunreaktive Zellen sichtbar 

(Abb. 4F’). 
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4. Diskussion 
 

 

Die Relevanz für die Grundlagenforschung über CNTF liegt in der starken neurotrophen 

Wirkung, die CNTF nach Applikation im exzitatorisch läsionierten CPu der Ratte (Beal et al. 

1986; Emerich et al. 1994, 1997a; Weinelt et al. 2003) oder im Corpus striatum von Primaten 

(Emerich et al. 1997b) entfalten kann. 

In einer Phase1-Studie wurde sein Potential als Therapeutikum, nach intrathekaler 

Applikation bei Chorea Huntington Patienten untersucht (Bachoud-Levi et al. 2000; Bloch et 

al., 2004). Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit für Daten, die über den endogenen Gehalt an 

CNTF-mRNA oder CNTF-Protein im intakten Ratten CPu sehr selten (Stöckli et al. 1991; De 

Almeida et al. 2001; Regulier et al. 2002) Aussagen machen können. Ebenso sind 

Erhebungen, die den endogenen Gehalt an CNTF im CPu nach exzitatorischer Läsion genauer 

beschreiben, in bisherigen Tierversuchsmodellen nur unzureichend erforscht worden. Deshalb 

erschien es uns wichtig, sowohl einen zeitlichen Verlauf der CNTF-Expression zu 

dokumentieren, als auch präzise Informationen über den Gehalt an endogenem CNTF-Protein 

im CPu bis zu 4 Wochen nach unilateraler Quinolinsäureläsion zu erstellen. 

 

 

4.1 Kritische Auseinandersetzung mit dem Tiermodell 

 

Die Verwendung von exzitatorischen Aminosäuren zur Auslösung neuronaler auf das 

Neostriatum begrenzter Zelluntergänge ist von unschätzbaren Wert für das Untersuchen von 

neuronalen Reorganisationsmustern und auch sehr wichtig für das Erforschen von Chorea 

Huntington. Bisherige Erkenntnisse lassen vermuten, daß die chronisch anhaltenden 

Zelluntergänge durch eine initiale Verletzung getriggert werden. Bemerkenswert ist, daß der 

progressive Zellverlust, der durch exzitatorische Aminosäuren hervorgerufen wird, 

auffallende Parallelen zum neuronalen Untergang bei Chorea Huntington aufweist. Dabei 

korrelieren die Gradienten des vermehrten Zellverlustes und die N. caudatus-Atrophie mit der 

Schwere der Erkrankung (DiFiglia, 1990). 

Die Forschung an Chorea Huntington-Patienten und an postmortalem Gewebe wurde sehr 

stark vom exzitotoxischen Läsionsmodell beeinflusst. Die Studien zum 

Tryptophanmetabolismus (Schwarcz et al.,1988) und zur NMDA-Rezeptorverteilung (Young 

et al., 1988) und auch klinische Arzneimittelstudien (Shoulson et al., 1989; Walker,1989) 
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zeigen eine direkte Verbindung zu der experimentellen Arbeit mit exzitatorischen 

Läsionsmodellen. 

Viele Studien stimmen mit der Hypothese überein, daß ein endogenes Exzitotoxin, welches 

am NMDA-Rezeptor wirkt, ähnlich wie bei Chorea Huntington, einen Neuronenverlust und 

neurochemische Veränderungen im Neostriatum hervorrufen könnte (DiFiglia, 1990). Doch 

einige Charakteristika der Erkrankung, wie das verzögerte Auftreten von Symptomen im 

mittleren Alter und der initiale Neuronenverlust in der Nähe der Ventriculi laterales 

(VonSattel et al. 1985) und dem dorsalem Putamen (DiFiglia, 1990) sind durch die Hypothese 

nicht vollständig erklärt. So wurde auch der frühe Verlust von speziellen Subtypen der 

Medium Spiny Neurons im Matrixbereich des Neostriatums (Reiner et al., 1988) nicht nach 

exzitatorischer Verletzung bei Nagetieren beschrieben. Ein weiteres Problem stellt die 

Notwendigkeit für fortlaufenden kortikostriatalen Input (McGeer et Co., 1978), um 

neuronalen Zelluntergang im N. caudatus bei Nagern zu induzieren, dar. Hinzu kommt, dass 

die exzitotoxische Läsion regional unspezifisch ist, sodass andere Hirnregionen mit Glutamat-

Rezeptoren ungünstig durch die Exposition mit exzitatorischen Aminosäuren beeinflusst sein 

können. 

Des weiteren besteht eine Diskrepanz zwischen dem neuronalen Verlust bei Chorea 

Huntington, der sich langsam über Jahrzehnte vollzieht, und der schweren innerhalb von 

Stunden bis Tagen verlaufenden neuronalen Dezimierung, die experimentell durch 

exzitatorische Aminosäuren induziert wird. Die zeitliche Diskrepanz adressierend konnte 

gezeigt werden, daß über einen längeren Zeitraum laufende intrastriatale Infusionen mit 

Glutamat (McBean und Roberts, 1984) oder auch verlängerte Expositionen von 

kortikostriatalen Co-Kulturen mit niedrig konzentrierter Quinolinsäure (Whetsell und 

Schwarcz, 1989) auch einen effektiven Zelluntergang verursachen. Die Arbeit von Roberts 

und DiFiglia (1989) beschreibt, daß die Reduktion der Gesamtgröße des Nucleus caudatus 

durch einzelne intrastriatale Injektionen mit Quinolinsäure nach 30-wöchigem post-

Läsionsintervall signifikante größer ist als nach 2-wöchigem Intervall. Zellzählungen deuten 

darauf hin, daß die anhaltende Größenreduktion des Nucleus caudatus aus einem zusätzlichen 

langsamen Untergang von striatalen aus der Läsionszone projezierenden Neuronen 

resultieren. Der Neuronenverlust schließt auch große Zellen, die zu einem früheren Zeitpunkt 

nach der Läsion ausgespart wurden, mit ein.  

Nach intrastriataler Läsion mit Ibotensäure findet für bis zu 6 Monaten, als Zeichen einer 

stattfindenden Neurodegeneration, eine narbige Gliose statt (Isacson et al., 1987). Diese 

Tatsache spielt unabhängig von den noch ausstehenden Ergebnissen bezüglich der primären 
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Ursachenforschung im Hinblick auf den Zusammenhang mit einer exzitotoxischen Verletzung 

eine wichtige Rolle bei der Progredienz des neuronalen Untergangs. Ein anhaltendes 

Ungleichgewicht zwischen den zerstörten neuronalen Zellpopulation des N. caudatus und dem 

daraus resultierenden Überschuß an kortikalen glutaminergen Afferenzen könnte lokal für 

eine Neuronendegeneration verantwortlich sein (DiFiglia, 1990). Auch wenn die 

exzitatorische Verletzung gegebenenfalls nur einen Teil einer weitaus komplexeren 

Anordnung von neuropathologischen Ereignissen darstellt, so ist sie dennoch ein wichtiger 

Faktor im Krankheitsverlauf. 

Da die durch Quinolinsäure verursachten Läsionen Somatostatin/Neuropeptid Y-Neuronen 

nicht beeinflussen, beschreibt dieses Läsionsmodell die neurochemischen und histologischen 

Eigenschaften von Chorea Huntington besser als Tiermodelle mit anderen Exzitotoxinen. Es 

gibt weitere Eigenschaften, die Quinolinsäure als ätiologisches Mittel für Chorea Huntington 

attraktiv machen. So hat sich gezeigt, daß neonatale Tiere im Gegensatz zu erwachsenen 

Tieren resistent gegen Quinolinsäure sind (Schwarcz et al., 1984). Diese Ergebnisse stimmen 

mit dem typischen Beginn von Chorea Huntington im mittlerem Alter überein. Des weiteren 

wurde beobachtet, dass speziell das Striatum, der Globus pallidus und der Hippokampus von 

der Neurotoxizität der Quinolinsäure angegriffen werden, während Cerebellum, Substantia 

nigra, Amygdala, Septum und Hypothalamus weniger von der Quinolinsäure betroffen sind 

(Schwarcz et al., 1984). Viele dieser Regionen sind auch bei Chorea Huntington betroffen, 

wobei abweichend die größte Neuronendegeneration im Striatum zu sehen ist. 

Exzitatorische Läsionen im Neostriatum von Ratten produzieren lokomotorische 

Hyperaktivität und Defizite im T-maze-Lernen, sowie verzögerten Aufgabenbewältigungen, 

die mit den motorischen und kognitiven Störungen bei Chorea Huntington durchaus 

vergleichbar sind (Divac et al., 1978; Dunnett et al., 1988; Isacson, 1986). Kritisch bleibt 

festzustellen, daß sich bei der Ratte nicht die Hyperkinesien, bzw. die choreatischen 

Bewegungen manifestieren, die für Chorea Huntington typisch sind. Hieraus ergibt sich eine 

Einschränkung bezüglich der Nutzen von Nagetiermodellen für das Evaluieren von 

Therapiemöglichkeiten dieser Erkrankung. 

Im Affen (Kanazawa et al., 1986; Hantraye et al., 1990) verursachen unilaterale Läsionen des 

Caudatus-Putamen mit exzitatorischen Aminosäure (Kainat oder Ibotensäure), gefolgt von 

agonistischer Stimulation mit Dopamin, ein breites Spektrum von Symptomen, inklusive 

Chorea, Dystonie, Stellungsasymmetrien und Kopf- und orofaziale Dyskinesien. Diese haben 

bemerkenswerte Ähnlichkeiten mit den Symptomen von Chorea Huntington Patienten, denen 

dopaminstimulierende Medikamente verabreicht wurden (Beal, 1994). Aus ethischen und 
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wirtschaftlichen Gründen sind experimentelle Grundlagenforschungen an Nagetiermodellen 

den Primatenmodellen vorzuziehen. 

 

 

4.2 Expression von CNTF 

 

Die Ergebnisse über die zeitabhängigen Veränderungen des CNTF-Gehalts korrelierten mit 

den morphologischen Veränderungen, wie wir durch die immunhistochemische 

Visualisierung von CNTF gezeigt haben. Wir verwendeten dazu zwei verschiedene 

Antikörper, deren Detektion durch Immunfluoreszenz und auch mit Hilfe der ABC-Methode 

mit dem Chromophor DAB durchgeführt wurde. Beide Erstantikörper führten zu den gleichen 

Ergebnissen, die wir mit Hilfe von spezifischen Negativ- und Positivkontrollen verifizierten. 

Für die Positivkontrolle wurden Proben des Nervus opticus und des Bulbus olfactorius der 

Ratte, von denen bekannt ist, daß deren Astrozyten CNTF-Protein enthalten (Stöckli et al. 

1991; Dobrea et al. 1992; Kirsch et al. 1998), mit den Antikörpern inkubiert. Die Intensität 

der Anfärbung bei den Positivkontrollen wurden mit dem markierten CNTF im 

quinolinsäureläsionierten CPu verglichen. Die Intensität beider Gruppen war sehr hoch. 

Hingegen beobachteten wir in den scheinläsionierten Hemisphären dieses Färbeverhalten 

nicht. Dort fanden wir nur eine schwache Immunreaktivität in der Nähe des Verlaufs der 

Injektionsnadel. Diese verstärkte regionale Expression von CNTF-mRNA, verursacht durch 

eine Stichwunde, wurde schon zuvor mittels in situ Hybridisation (Asada et al. 1995) 

beschrieben und dient als Hinweis für die Spezifität der von uns verwendeten Antikörper. Des 

weiteren wurde mit Hilfe des Western Blot Experiments die Spezifität eines der 

Erstantikörper durch Verwendung von rekombinantem Ratten-CNTF gezeigt. Das spezifische 

Markieren dieses Antikörpers in den Proteinlösungen von Gehirnen verschiedener Tiere 

wurde durch das Auftreten einer einzigen Bande auf der Höhe des Molekulargewichts von 

rekombinantem Ratten-CNTF dokumentiert. 

In der Arbeit von Stöckli et al. (1991), welche den absoluten Gehalt an CNTF-mRNA nicht 

weiter quantitativ differenzierte, wurde der höchste CNTF-mRNA-Gehalt im Nervus 

ischiadicus beschrieben. Dagegen wurde im Vergleich zum Nervus opticus und Bulbus 

olfactorius, die beide ca. 20% der CNTF-mRNA des Nervus ischiadicus enthalten, der Gehalt 

an CNTF-mRNA im Striatum als gering angesehen. Es wurden aber keine spezifischen 

Angaben über den Gehalt an CNTF-Protein im adulten oder sich entwickelnden Striatum der 

Ratte gemacht. 
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In den Studien von De Almeida et al. (2001) und Regulier et al. (2002) wurde ein enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) angewandt, um den CNTF-Proteingehalt im Striatum 

der Ratte zu bestimmen. Der ELISA wurde sowohl ohne als auch nach einer lentiviralen 

CNTF-Übertragung, die vor der exzitatorischen Läsion mit Quinolinsäure stattgefunden hatte, 

durchgeführt. In beiden Studien war der CNTF-Proteingehalt der Kontrollstriata (n = 3, De 

Almeida et al. 2001; n = 2, Regulier et al. 2002) unter dem Detektionsniveau. Dennoch war in 

der ersten Studie der CNTF-Proteingehalt nach der lentiviralen Übertragung in das Striatum 

0,94 ± 0,33 ng mg�¹ Protein und in der zweiten Studie 13,1 ± 0,8 ng mg�¹, in Abhängigkeit vom 

Verhältnis der injizierten Vektoren, welches 1:1 oder 1:5 (TRE-CNTF:PGK.tTA Lentiviren) 

betrug. Des weiteren führte in beiden Studien die Behandlung der Tiere mit lentiviralen 

Mechanismen zu neuronalem Schutz des striatalen Gewebes und zur Abnahme der 

Apomorphin-induzierten Rotationen. Der CNTF-Proteingehalt, den wir durch Western Blot 

im intakten CPu (0,55 ± 0,16 ng mg�¹ Protein) und im scheinläsionierten CPu (0,68 ± 0,25 ng 

mg�¹ Protein) ermittelt haben, scheint unterhalb des detektierbaren Niveaus für CNTF zu 

liegen, wie auch von De Almeida et al. (2001) und Regulier et al. (2002) für deren 

Kontrollgewebe unter Verwendung des ELISA beschrieben. In unserer Versuchsanordnung 

beobachteten wir einen Monat nach Quinolinsäureläsion einen CNTF-Proteingehalt von 2,76 

± 1,71 ng mg�¹ Protein im CPu, welches eindeutig gegenüber den intakten Kontrollen erhöht 

ist, aber dennoch unterhalb des von Regulier et al. (2002) beschriebenen Proteingehalts der 

lentiviral beeinflussten Striata liegt. 

Der durch Immunhistochemie geführte Nachweis einer ausgeprägten zeitabhängigen lokalen 

CNTF-Erhöhung zwischen 14 Tagen und 29 Tagen nach Quinolinsäureläsion erklärt, warum 

ein neuroprotektiver Effekt des endogenen CNTF-Protein in unserem Läsionsmodell, zu 

einem Zeitpunkt als die striatalen Neurone schon dem Zelltod erlegen waren, nicht beobachtet 

werden konnte (Beal et al. 1986; DiFiglia, 1990). Die Rolle der endogenen CNTF-

Proteinexpression zu diesem späten Zeitpunkt steht möglicherweise mit der Astrogliose und 

Bildung der Glianarbe in Verbindung. In einer Studie von Lee et al. (2000) wurde bewiesen, 

daß CNTF astrozytische Differenzierung oder Gliose induziert. Dieser Effekt des CNTF 

wurde in vitro bei der Differenzierung neuraler Stammzellen (Sun et al. 2001), in O-2A-

immunoreaktiven Progenitorzellen (Hughes et al. 1988), für radiäre Gliazellen in kortikalen 

Schnittkulturen (Hasling et al. 2003) und bei differenzierenden embryonalen Stammzellen der 

Maus (Barberi et al. 2003) gezeigt. Forschungsergebnisse an Gehirnen von Mäusen, bei denen 

eine Überproduktion von CNTF zu beobachten war, zeigten einen Anstieg der GFAP-

Immunoreaktivität und eine Hypertrophie der Astrozyten, im Vergleich zu deren nicht 
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transgenen Wurfgeschwistern (Winter et al. 1995). Die stereotaktische Injektion von CNTF in 

Wildtyp-Mäusen führte auch zu einer gliotischen Reaktion mit Anstieg der GFAP-

Immunoreaktivität 24 Stunden nach Injektion. Dagegen konnte die Injektion von durch 

Wärme deaktiviertem CNTF einen solchen Effekt nicht hervorrufen (Winter et al. 1995). 

Vergleichbare Ergebnisse ergaben auch Studien mit Ratten (Clatterbuck et al. 1996). 

Die Datenlage zum Mechanismus, wie CNTF eine reaktive Gliose induziert, ist bisweilen 

noch unklar und läßt keine schlüssige Erklärung zu. Ob CNTF direkt oder über andere 

Zelltypen reaktive Astrozyten erzeugt, bleibt noch zu klären. Es ist auch noch nicht bekannt, 

ob diese CNTF-induzierten reaktiven Astrozyten aus vorbestehenden Astrozyten oder aus 

Gliavorläuferzellen entstanden sind. CNTF fördert die Expression von GFAP und die 

Formung von astrozytischen Morphologien bei kultivierten Gliaprogenitorzellen (Lillien & 

Raff, 1990). Eine Erklärungsmöglichkeit wäre, dass sich ein analoger in vivo 

Gliavorläuferzelltyp ähnlich auf CNTF reagiert und sich in eine Zelle differenziert, die viel 

GFAP exprimiert. Alternativ könnte sich CNTF auch direkt an reife Astrozyten binden und 

dann ein Signal für die Veränderung der zellulären Morphologie geben, sodass 

charakteristische reaktive Astrozyten entstehen. Von Rudge et al. (1994) wurden Daten 

veröffentlicht, die diese Theorie unterstützen. Astrozyten des Hippokampus besitzen einen 

funktionellen dreiteiligen CNTF-Rezeptorkomplex, sodass bei Exposition mit CNTF 

intrazellulär die gp130 Untereinheit phosphoryliert wird. Des weiteren wurde gezeigt, daß bei 

physischen Verletzungen des Kortex die Synthese der CNTF-Rezeptor �-Untereinheit in 

Astrozyten ansteigt. Das könnte ein Beweis sein, daß CNTF eine physiologische Funktion bei 

der Signalgebung während der Astrozyten-gesteuerten Reaktion auf Verletzung hin hat. 

Bisher konnte nicht sicher nachgewiesen werden, ob Mikroglia/Hirnmakrophagen CNTF-

Rezeptoren besitzen. Bewiesen ist aber das Fehlen solcher Rezeptoren bei peritonealen 

Makrophagen (Rudge et al., 1994). 

In weiteren Studien wurde gezeigt, daß sich die dramatischen Veränderungen des CNTF-

Gehalts nach neuronalem Trauma (Ip et al., 1993; Asada et al 1995) oder nach Ischämie (Park 

et al., 2000) auf die Astrozyten proximal des Schadens beschränkt. Somit ist die vermutete 

Funktion der Astrozyten, denen der posttraumatische Erhalt und das Wiederherstellen 

neuronaler Funktionen zuzuordnen ist, bestätigt. Ein zusätzlicher Beweis, daß CNTF als 

Reaktion auf Verletzung oder anderen Stressfaktoren in Erscheinung tritt, ist die Tatsache, 

dass Mäuse, die homozygot für ein inaktiviertes CNTF-Gen sind, sich normal entwickeln und 

initial gut gedeihen. Erst Später, wenn sie ausgewachsen sind, zeigen sie einen nur milden 

Verlust von Motorneuronen und Muskelschwäche. Auf diesen Beobachtungen basiert die 
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Theorie, daß CNTF nicht essentiell für die neuronale Entwicklung ist, sondern als Antwort 

auf Verletzung oder anderem Stress agiert (Masu et al., 1993; Sendtner et al., 1996). 

Endogenes, zytosolisches CNTF in myelinierenden Schwann-Zellen kann auch als 

Läsionsfaktor fungieren, nachdem es in adulten Mäusen nach Motoneuron-Axotomie 

sezerniert wird (Sendtner et al., 1997). Des weiteren schützt das Verabreichen von CNTF vor 

dem Verlust von cholinergen (Hagg et al., 1992), dopaminergen (Hagg & Varon, 1993), 

GABA-ergen (Anderson et al., 1996) und thalamikokortikalen (Clatterbuck et al., 1996) 

Neuronen in verschiedene Modellen von neurodegenerativen Erkrankungen. Daraus läßt sich 

schlussfolgern, daß die Gabe von CNTF zum geschädigten Nervensystem ein Ansatz für die 

Behandlung der Verhaltens- und neuroanatomischen Veränderungen bei neurologischen 

Erkrankungen sein könnte. 

In einer anderen Studie, die von Kahn et al. (1995) durchgeführt wurde, induzierte die 

Infusion von CNTF ins neonatale Rattenhirn eine Hochregulation von GFAP bei den 

Empfängern. Eine CNTF-Überexpression, zum Beispiel im Striatum von Ratten, die durch 

Adenovirus-vermittelte Genübertragung hervorgerufen wurde, führte auch zu einer Erhöhung 

der GFAP-Immunoreaktivität und zu einem hypertrophierten Phänotyp in Astrozyten 

(Lisovoski et al. 1997). 

Unsere Ergebnisse liefern wichtige Informationen bezüglich Strategien für Zellersatz, neurale 

Stammzellen eingeschlossen, die für die Behandlung von Chorea Huntington diskutiert 

werden (Björklund & Lindvall, 2000). Petersen et al. (1999) untersuchten den Einfluß von 

CNTF auf das Überleben von transplantierten Zellen, welche von dem lateralen 

Ganglienhügel von 14 Tage alten Ratten gewonnen worden sind und in das CPu von Ratten 

transplantiert wurden, die 14 Tage zuvor eine Quinolinsäureläsion erhalten hatten. 

Interessanterweise fanden sie heraus, daß Zellsuspensionen, die etwa 0,6 ng CNTF pro 

Injektion enthielten (3 �l Suspension in toto), nicht besser überlebten als Zellen von 

Kontrolltransplantaten, bei denen kein CNTF zugeführt wurde. Vergleichen wir diese 

Ergebnisse mit unserer Studie, könnte der hohe Anteil an endogenem CNTF, welcher 

möglicherweise selbst schon maximale überlebenssteigernde Effekte auf transplantierte 

Zellen ausübt, eine Erklärung für das Misslingen des signifikanten Schutzes der von Petersen 

und Mitarbeiter transplantierten Zellen sein. Leider haben sie ausschließlich Marker für 

Neurone verwendet und untersuchten nicht die Expression von Gliamarkern in ihrer Studie, so 

daß keine Aussage über die Veränderungen der Astrozyten und deren Gliose gemacht werden 

konnte. 
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Der laterale Ganglienhügel bei E14 Ratten enthält neurale Stammzellen, die die Fähigkeit 

besitzen, sich in verschiedene Zellarten des ZNS zu differenzieren (Cattaneo & Conti, 1998; 

Zhou & Chiang, 1998). Es könnte von Interesse sein, in wie weit Unterschiede hinsichtlich 

der Differenzierung in die verschieden Zelllinien existieren. Die Frage ist, ob vergleichsweise 

mehr GFAP-positive Astrozyten aus neuronalen Stammzellen, die in quinolinsäureläsionierte 

Hemisphären transplantiert worden sind, entstehen oder sich mehr GFAP-positive Astrozyten 

bei der Transplantation in intakte Hemisphären entwickeln, als Folge des hohen Gehalts an 

endogenem CNTF, das durch das exzitatorische Ereignis exprimiert wurde. In anderen 

Transplantationsexperimenten zeigte sich, daß Nestin-positive Temperatur-sensitiv 

immortalisierte neurale Stammzellen, die ins Striatum von Ratten 2 Wochen vor einer 

exzitatorischen Läsion mit Ibotensäure transplantiert worden sind, vorzugsweise in GFAP-

positive Zellen differenzierten (Lundberg & Björklund, 1996). Da keine Daten bezüglich des 

CNTF-Gehalts im Gehirn von Chorea Huntington Patienten vorhanden sind, ist unklar, 

welche Reparaturprozesse endogenes CNTF an transplantierten Zellen, die man bei Patienten 

mit Chorea Huntington transplantieren würde, in Gang setzen könnte. Und vielleicht könnte 

exogen zugeführtes CNTF eine Differenzierung von transplantierten fetalen Progenitor-

/Stammzellen induzieren. Astrogliose, hauptsächlich in den Basalganglien, ist eines der 

Merkmale bei Chorea Huntington (Selkoe et al. 1982; Leigh et al. 1985), deshalb würde eine 

Studie, die sich mit den verschiedenen neurotrophen Faktoren bei Chorea Huntington 

beschäftigt, von großem Interesse sein, denn es ist zum Beispiel bekannt, daß die Expression 

von GDNF und auch CNTF in der Substantia nigra bei Patienten mit Morbus Parkinson 

unterdrückt ist (Chauhan et al. 2001). 

 

 

4.3 Klinische Studien mit CNTF 

 

Aktuelle klinische Studien haben die Sicherheit und Verträglichkeit von CNTF-

produzierenden Zellen (0.15-0,50 μg CNTF/Tag), welche in den lateralen Ventrikel von 

Chorea Huntington Patienten implantiert worden waren, ermittelt (Bachoud-Levi et al., 2000; 

Bloch et al., 2004). Mit Hilfe von neuropsychologischen, motorischen, neurologischen und 

neurophysiologischen Tests wurden die Chorea Huntington Symptome der Patienten 

analysiert und die striatale Pathologie mit MRI und PET-Scan überwacht. 

Sechs Patienten mit Stadium 1 oder 2 der Chorea Huntington Erkrankung wurde eine Kapsel 

in den rechten lateralen Ventrikel implantiert, welche über 2 Jahre alle 6 Monate erneuert 
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wurde. Während der Studie waren keine Anzeichen einer CNTF-induzierten Toxizität zu 

erkennen, wobei bei 3 Probanden nach Absetzen der Therapie Depressionen auftraten, was 

aber auch auf das Fehlen jedweder weiterer therapeutischer Optionen zurückgeführt werden 

kann. Die Fortschritte, die man in den elektrophysiologischen Untersuchungsergebnissen 

beobachtete, korrelierten mit den Kapseln, die die größte Menge an CNTF freigelassen haben. 

Diese Phase 1 Studie zeigt die Sicherheit, Durchführbarkeit und Verträglichkeit einer solchen 

Infusionstherapie. 

Während der CNTF induzierte Erhalt der striatalen Neurone und der Erhalt des intrinsischen 

Schaltkreises in Tiermodellen von Chorea Huntington beeindruckend ist, so konnte dieser 

Effekt jedoch beim Menschen nur geringergradig bei Nagetieren beobachtet werden. Bei den 

Primaten ist der wirksame Schutz von CNTF auf das Gebiet in der Nähe der implantierten 

Kapseln beschränkt. Somit ist der Bereich der Läsion noch riesig, und es ist sehr 

wahrscheinlich, daß die Diffusion von CNTF aus den Kapseln nicht suffizient genug ist, um 

weiter distal gelegene degenerierende Regionen zu schützen (Emerich & Thanos, 2006). 

Diese These wird durch eine Versuchsreihe unterstützt, welche die Effekte von 

intraventrikulär platzierten CNTF-Implantaten bei Primatenmodellen für Chorea Huntington 

untersucht. Im Gegensatz zu den Kapseln, die direkt ins Hirnparenchym implantiert worden 

sind, versagten die intraventrikulären gelegenen Implantaten beim Schutz von Neuronen jeden 

Zelltyps des Striatums (Kordower et al., 1999). Diese Beobachtungen bestärken die 

Hypothese, daß die Diffusion eine Schlüsselrolle bei Effektivität diese experimentellen 

Therapieansatzes spielt. 

Das komplette Fehlen an Neuronenschutz durch intraventrikulär platzierte Transplantate in 

Primaten sollte in den geplanten klinischen Studien, bei denen eingekapselte Zellen in den 

lateralen Ventrikel von Chorea Huntington Patienten implantiert werden, mehr Beobachtung 

finden. Da humane Studien klinisch relevante positive Effekte zum Ziel haben, stellt die 

Erhöhung der CNTF Lieferung einen wichtigen Faktor für den Erfolg dieser Studien dar. Ob 

die Transplantation einer größeren Menge an Kapseln, die Veränderung des Vektorsystems 

dieser CNTF-liefernden Zellen, bzw. die Veränderung des verwendeten Zelltyps oder die 

Veränderung der Eigenschaften der Polymermembran letztlich zu einer erhöhten Quantität an 

CNTF führen kann, bleibt noch abzuwarten. 
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4.4 Schlussfolgerung 

 

Unsere Studie liefert Ergebnisse, die zeigen, daß in einem Quinolinsäuremodel die 

verschiedenen neuroanatomischen Veränderungen, die bei Chorea Huntington auftreten, 

reproduziert werden. Zudem konnten wir eine signifikante Erhöhung des CNTF-

Proteingehalts über die Zeit im läsionierten CPu nachweisen und zeigen, daß das CNTF-

Protein in Zellen exprimiert wird, die die Morphologie von protoplasmatischen Astrozyten 

haben. Die regulatorische Überproduktion von CNTF scheint mit der Formation der Glianarbe 

im läsionierten CPu zu korrelieren. Ob und wie eine CNTF-Expression von Astrozyten 

neuronalen Zelltod verhindert und ob sie neuronale oder gliale Differenzierung in vivo, 

insbesondere bei Stammzelltransplantaten, induziert, muß noch in kommenden Studien 

erforscht werden, um uns einen Schritt im Kampf gegen neurodegenerative Erkrankungen 

voranzubringen. 

Die Polyglutaminexpression bei Chorea Huntington erlaubt eine eindeutige Diagnose der 

Erkrankung schon bei Kindern und sogar im Uterus (Huntington´s Disease Collaborative 

Group, 1993). Der dadurch möglichen Frühdiagnostik kommt eine entscheidende Bedeutung 

zu, da bei eventueller neuroprotektiver Behandlung von Patienten mit Chorea Huntington vor 

der Entwicklung von substantieller Neurodegeneration und Verhaltensänderungen eine 

Vermeidung von strukturellen Hirnschäden möglich erscheint. Sollte man diese 

therapeutischen Möglichkeiten in der Zukunft umsetzen können, wäre eine Anwendung in 

Kombination mit anderen Therapiemaßnahmen durchaus denkbar. Demzufolge könnte die 

neuronale Zytoarchitektur und die Physiologie des Striatums erhalten werden und dadurch der 

Entwicklung von Symptomen der Erkrankung zuvorgekommen werden (Kordower et al., 

1999). 

Es ist erforderlich, einige konkrete Ziele in der Grundlagenforschung zu erreichen, um eine 

kausale neuroprotektive Therapie für Chorea Huntington zu entwickeln. Dabei ist das größte 

Ziel, dem Verlust von GABA-ergen Medium Spiny Neuronen des Striatums vorzubeugen, 

welches das zentrale pathologische Merkmal bei Chorea Huntington ist. Der Erhalt der 

Nervenzellen sollte mit dem Erhalt der normalen Projektionen dieser Neuronen einher gehen. 

Es ist offensichtlich, daß eine Intervention von nur geringem Erfolg sein kann, wenn beim 

Erhalt der GABA-ergen Neuronen die Projektionen zum Globus pallidus und zur Substantia 

nigra pars retikularis ausgespart werden. 

Klinisch ist es unumgänglich, sowohl die motorischen als auch die kognitiven Defizite 

therapeutisch zu erfassen. Nur das Reduzieren der motorischen Veränderungen, ohne die 
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Persönlichkeitsveränderungen, die Demenz und Psychosen mit einzubeziehen, wäre von 

geringem Nutzen. Während die striatale Degeneration eindeutig mit den motorischen 

Veränderungen bei Chorea Huntington verbunden ist, sind die Veränderungen im ZNS, die in 

kognitive Defizite resultieren, weniger klar. Sie könnten das Ergebnis von Dysfunktionen in 

den Basalganglien und/oder dem Kortex sein (Emerich & Thanos, 2006). Nichtsdestotrotz 

müssen die striatalen Neuronen und deren afferenten und efferenten Projektionen, die 

kortikalen Projektionen mit eingeschlossen, geschützt werden, um das Potential egal welcher 

neuroprotektiven Strategie zu maximieren und die motorischen und nicht-motorischen 

Veränderungen bei Chorea Huntington zu verhindern. 
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Anhang 
 

 

1. Anhang zu Diagramm 1 

 

In der Tabelle sind die Werte der Apomorphin-induzierten kontralateralen Rotationen von 

quinolinsäureläsionierten Tieren dargestellt. Nur diese aufgeführten Werte gingen in die 

statistische Auswertung bezüglich des Rotationsverhaltens (siehe Kapitel 3.1) ein. 

 

Tabelle 2: Anzahl der Rotationen aller Versuchstiere 

 
Versuchs

tier

R/min R/min R/min R/min R/min

1 Wo v. Läsion 1 Wo n. Läsion 2 Wo n. Läsion 3 Wo n. Läsion 4 Wo n. Läsion

    

02-02 -0,7 2,9

03-02 0,4 3

45-02 4,4 4,4

52-02 4,3 4,9

04-02 -0,6 3,1 6,2

05-02 0 5,5 2,5

01-02 1,3 5,1 5,8 4,9 5,5

09-02 0,8 4,8 5,3 3,7 4,2

10-02 0,8 3 4,6 6 6

11-02 -0,3 2,4 5,2 5,1 5

14-02 0,3 5 4,6 5,6 5,2

46-02 5,2 7,8 4,7 5,4

47-02 2,5 3,8 3,8 6,3

48-02 2,9 3,5 3,5 4

49-02 4,2 5,9 5,1 6

50-02 2,7 4,8 3,6 3,5

51-02 2,8 5,7 4,7 4,2

1 Wo v. Läsion 1 Wo n. Läsion 2 Wo n. Läsion 3 Wo n. Läsion 4 Wo n. Läsion

Mittelwert 1,0 3,8 5,1 4,6 5,0

ST ABW 1,8 1,1 1,3 0,9 0,9
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Thesen 
 

 

1. Chorea Huntington ist eine autosomal dominante neurodegenerative Erkrankung, die nicht 

heilbar ist. 

 

2. Bei der Chorea Huntington vollzieht sich durch bislang ungeklärte Pathomechanismen ein 

progressiver Zellverlust und eine Atrophie im Nucleus caudatus und Putamen. 

 

3. Da es derzeit für die Erkrankung keine befriedigende symptomatische Therapie gibt und 

der Leidensdruck der Patienten zunimmt, besteht ein Bedarf an neuroprotektiven 

Therapiemethoden. 

 

4. Das exzitatorische Läsionsmodell mittels Quinolinsäureinjektion eignet sich sehr gut bei 

der Grundlagenforschung für Chorea Huntington, da es die pathologischen Mechanismen 

und die Symptome der Erkrankung nachahmt. 

 

5. Durch die exzitatorische Aminosäureläsion im CPu der Ratte wird ein starker Verlust an 

striatalen Neuronen und ein partieller Ersatz durch Gliazellen hervorgerufen. 

 

6. Die verschiedenen Nervenfaserbündel, die durch das CPu ziehen werden nicht von der 

exzitatorischen Läsion beeinflusst. 

 

7. Vier Wochen nach Läsion findet eine signifikante Erhöhung des CNTF-Proteingehalts im 

läsionierten CPu statt, und diese korreliert mit der Formation der Glianarbe. 

 

8. CNTF wird in reaktiven Astrozyten gebildet, die sich vermehrt in dem Gebiet der 

Quinolinsäureläsion befinden. 

 

9. CNTF hat als Therapeutikum potential, wenn es direkt vor oder nach einer exzitatorischen 

läsion appliziert wird, da es dann eine starke neurotrophe Wirkung entfaltet. 

 

10. Die endogene CNTF-Expression ist an der Bildung einer Gliose beteiligt. 
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