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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Morbus Parkinson (idiopathisches Parkinsonsyndrom)

1.1.1 Einleitung

Der Morbus Parkinson ist die zweithaufigste neurodegenerative Erkrankung des
Menschen und betrifft 2-3 % der Uber 65-Jahrigen. Mit zunehmendem Alter kommt es
zu einem Anstieg der Pravalenz. Im Rahmen des demographischen Wandels wird
daher erwartet, dass sich die Anzahl der Parkinson-Patienten bis zum Jahr 2030 im
Vergleich zum Jahr 2005 verdoppeln wird (Poewe et al. 2017; Ascherio und
Schwarzschild 2016; Dorsey et al. 2007).

Der Morbus Parkinson stellt eines von vier unterschiedlichen Parkinsonsyndromen dar.
Neben dieser idiopathischen Form unterscheidet man ein monogen vererbtes
(familiares) Parkinsonsyndrom, atypische Parkinsonsyndrome im Rahmen von anderen
neurodegenerativen Erkrankungen, sowie symptomatische Parkinsonsyndrome
(Deutsche Gesellschaft fir Neurologie (DGN) 2016).

Im Verlauf der letzten 50 Jahre gab es mehrere Entdeckungen, die wesentlich fir ein
fortschreitendes Verstandnis der Krankheitsursache und die Entwicklung von neuen
Therapien waren. Dazu zahlt zum Beispiel die erstmalige Beschreibung eines Verlustes
dopaminerger Afferenzen im Striatum von Parkinsonpatienten und die darauf folgende
EinfGhrung von L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) (Cotzias et al. 1969; EHRINGER
und HORNYKIEWICZ 1960). Einen weiteren Therapieerfolg brachte die Einflhrung der

Tiefen Hirnstimulation (siehe (Schulz et al. 2011)).

Trotz dieser Fortschritte ist der Morbus Parkinson auch heutzutage noch Gegenstand
der aktuellen Forschung, denn auch 200 Jahre nach der Erstbeschreibung der
Erkrankung durch James Parkinson in seinem Buch ,An Essay on the Shaking Palsy*,
bleibt der Morbus Parkinson eine chronisch fortschreitende Erkrankung ohne kurative
Therapiemdglichkeit (Poewe et al. 2017). Intensive Forschung und neue Erkenntnisse
auf dem Gebiet der Pathogenese lassen auf eine zuklnftige kurative Therapie hoffen
(Oertel 2017). In Anbetracht der erwarteten Zunahme von Parkinson-Patienten, widmen
sich aktuelle Forschungen zudem der Suche nach Biomarkern und der Mdoglichkeit
gefahrdete Patienten, anhand von Screening-Verfahren, zukinftig schon im

prasymptomatischen Stadium zu erkennen (Doppler et al. 2017; Cersosimo 2015).
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1.1.2 Klinik

Urspringlich wurde der Morbus Parkinson als rein motorische Erkrankung verstanden,
die durch die Kardinalsymptome Bradykinese, Rigor und Tremor zu einer
Beeintrachtigung der kontrollierten Bewegung fuhrt (Blandini et al. 2000). Bradykinese
beschreibt dabei eine allgemeine Verlangsamung der Motorik mit verzogerter
Bewegungsinitierung (Akinese) und Amplitudenabnahme von Zielbewegungen
(Hypokinese). Unter Rigor versteht man eine geschwindigkeitsunabhangige Erhdhung
des Muskeltonus. Der Tremor ist als Ruhetremor mit einer Frequenz von ca. 4-6 Hz
definiert. Klassischerweise zeigt sich eine asymmetrische Symptomatik mit einseitigem
Beginn (Deutsche Gesellschaft flir Neurologie (DGN) 2016). Im Verlauf der Krankheit
kommt es auflerdem zu Gangstérungen und posturaler Instabilitat (Obeso et al. 2010).
Durch vermehrte Beschreibung von nicht-motorischen Symptomen, hat sich der Morbus
Parkinson zu einer Multisystemerkrankung entwickelt. Dabei kdnnen diese Symptome
der motorischen Symptomatik vorausgehen. In den letzten Jahren wurden REM-Schlaf-
Verhaltensstérungen sowie auch Hyposmien als wichtige Pradiktoren eines spateren
Morbus Parkinson benannt. Sie sind als Risikofaktoren Teil der aktuellen
Diagnosekriterien. Weitere wichtige Symptome betreffen das autonome Nervensystem.
So kommt es zu orthostatischer Hypotension, Harninkontinenz, Obstipation, erektiler
Dysfunktion und Hypersalivation. Mit zunehmender Krankheitsprogression kommt es zu
kognitiver Beeintrachtigung bis hin zur Demenz. Zusatzlich leiden Parkinson-Patienten
vermehrt an Depressionen und Schmerzen (Deutsche Gesellschaft flir Neurologie
(DGN) 2016). Da diese Symptome im Gegensatz zu den motorischen Symptomen
schlecht auf die klassischen Therapiemdglichkeiten ansprechen, stellen sie die
Hauptursache fir fortschreitende Behinderung und Einschrankung der Lebensqualitat
dar (Obeso et al. 2010).

1.1.3 Pathogenese

Das idiopathische Parkinsonsyndrom gehort zur Gruppe der Synucleinopathien
(Cersosimo 2015). Charakteristische pathologische Kennzeichen sind der Verlust von
dopaminergen Neuronen in der Substantia nigra pars compacta (SNpc) und das
Auftreten von, als Lewy-Kérperchen bezeichneten, Einschlusskérpern in Somata und
Fortsatzen von Neuronen. Der Zelluntergang in der SNpc fuhrt zu einer reduzierten
dopaminergen Afferenz des Striatums. Diese Veranderungen im Striatum stellen den
Hauptgrund fir die motorischen Symptome des Morbus Parkinson dar (vgl. Kapitel
1.2.7). Die Hauptbestandteile der Lewy-Korperchen sind aggregiertes, unldsliches
a-Synuclein sowie phosphorylierte Neurofilamente und Ubiquitin (Braak et al. 2003).
a-Synuclein ist ein synaptisches Protein, das nach Ausbildung einer R-Faltblattstruktur

verstarkt aggregiert.
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Lewy-Kdrperchen findet man aufler in der Substantia nigra (SN) auch in weiteren
Hirnregionen. So zeigen nicht-dopaminerge Neurone des Hirnstamms, das olfaktorische
Nervensystem und Teile des autonomen Nervensystems ebenfalls diese Pathologie.
Untersuchungen Uber die Ausbreitung der Pathologie in Gehirnen von Parkinson-
Patienten, fuhrten zur Veréffentlichung der Braak-Stadien (Braak et al. 2003). Seitdem
geht man von einer aszendierenden Ausbreitung der a-Synuclein-Aggregate aus. Der
Ausgangspunkt kdnnte in Neuronen des olfaktorischen und enterischen Systems liegen,
als Endziel wird der Neokortex genannt. Dieses Modell erklart den Verlauf der
Erkrankung, beginnend mit Hyposmien und Obstipationen im Prodromalstadium,
versetztem Auftreten der motorischen Symptome und zunehmender kognitiver
Einschrankung mit Fortschritt der Erkrankung. Dabei scheint sich die Pathologie
Prionen-artig auszubreiten (Olanow und Prusiner 2009). Gemeinsame Eigenschaften
der betroffenen Neurone sind dabei lange, unmyelinisierte Axone und eine autonome
Schrittmacheraktivitat von L-Typ-Calcium-Kanalen (Surmeier und Sulzer 2013; Braak et
al. 2003).

Die eigentliche Ursache, welche zum Auftreten der beschriebenen Pathologie fuhrt, ist
bisher nicht eindeutig identifiziert. Es wird ein Zusammenspiel aus einer Vielzahl von
Faktoren angenommen. An dieser Stelle seien die wichtigsten Theorien erwahnt. Zur
weiteren Vertiefung verweise ich auf die entsprechenden Publikationen. Dabei miinden
die postulierten Ursachen in zwei wesentlichen Pathomechanismen: einer
mitochondrialen Dysfunktion und einem gestdrten Proteinabbau, insbesondere fir a-
Synuclein. Bei Parkinson-Patienten konnte in Studien mehrfach ein defekter Komplex |
der mitochondrialen Atmungskette festgestellt werden. Eine mdgliche Ursache der
Storung konnte eine direkte Beeinflussung durch a-Synuclein Aggregrate sein (Poewe
et al. 2017; Blandini et al. 2000). Weiterhin wurde eine Verbindung zur
Schrittmacheraktivitdt der Neurone gezogen, denn der Rucktransport des
einstromenden Calciums ist energieaufwendig. Zudem ist der Energieverbrauch in
Axonen ohne Myelinisierung sehr hoch. Zusammengefasst wird eine Ausschopfung der
respiratorischen Reserve der Mitochondrien postuliert, was zu vermehrtem oxidativen
Stress fihrt (Poewe et al. 2017; Surmeier und Sulzer 2013). Weiterhin spricht fir eine
Rolle der Mitochondrien in der Pathogenese des Morbus Parkinson die Entdeckung,
dass mehrere ursachliche Gene des familidren Parkinsonsyndroms flir Genprodukte
codieren, die eine Rolle im mitochondrialen Stoffwechsel erflillen, z.B DJ1, PINK1 und
auch das PARKIN Gen (Schulz et al. 2011; Surmeier et al. 2011). Die Rolle des
Proteinabbaus Ubernehmen das Ubiquitin-Proteasom-System und Lysosomen. Dabei
wurde in einer Studie gezeigt, dass Hemmung dieser Systeme in dopaminergen

Neuronen zu einer Aggregation von a-Synuclein fuhrt (Xilouri et al. 2009).
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Weitere Hinweise fir eine Beteiligung der beiden Systeme zeigten sich im Rahmen der
Untersuchung von Genmutationen des familiaren Parkinson. So spielen die Produkte
des SNCA- und PARKIN-Gen eine Rolle im Proteasomen-System, das GBA-Gen codiert
fur eine Glucocerebrosidase, die wichtig fur die Funktion der Lysosomen ist (Schulz et
al. 2011).

In Hinblick auf die Thematik dieser Arbeit sei an dieser Stelle auch die
Glutamat-induzierte Neurotoxizitat (Exzitotoxizitat) erwahnt. Es wurde mehrfach gezeigt,
dass eine im Rahmen des Morbus Parkinson entstehende Uberaktivitat des Glutamat-
Systems in den Basalganglien, zu weiterer Schadigung von Neuronen fihrt (Blandini et
al. 2000).

1.1.4 Diagnostik

Obwohl mittlerweile mehrere Instrumente zur Diagnosefindung zur Verfligung stehen,
wird der Morbus Parkinson anhand seiner klinischen Symptome diagnostiziert.
Grundvoraussetzung flr die Diagnose ist das Auftreten von Bradykinese in Verbindung
mit mindestens einem weiteren Kardinalsymptom (Tremor oder Rigor). Weiterhin werden
unterstitzenden Kriterien wie Hyposmie, Ansprechen auf L-DOPA, sympathische
kardiale Denervierung und L-DOPA-induzierte Dyskinesien berlcksichtigt. Es dirfen
keine der Ausschlusskriterien flr ein idiopathisches Parkinsonsyndrom vorliegen
(Postuma et al. 2015). Unterstutzend zur klinischen Diagnose kénnen bildgebende
Verfahren wie MRT, CT und transkranielle Sonographie angewendet werden. Weiterhin
stehen nuklearmedizinische Verfahren wie FDG-PET oder DATScan zur Verfligung
(Deutsche Gesellschaft fir Neurologie (DGN) 2016).

Neuste Studien liefern vielversprechende Ergebnisse zur Frihdiagnostik des Morbus
Parkinson durch Biopsie von betroffenen Geweben mit Lewy-Kdérperchen Pathologie in
der Peripherie. So konnten phosphorylierte a-Synuclein-Aggregate in Zellen des
enterischen Nervensystems, der Glandula submandibularis sowie in dermalen

Nervenfasern nachgewiesen werden (Doppler et al. 2017; Cersosimo 2015).

1.1.5 Therapie

Die Therapie des Morbus Parkinson ist rein symptomatisch. Dabei kommen im
Wesentlichen folgenden Medikamente zum Einsatz: L-DOPA, Dopamin-Agonisten,
Monoaminooxidase-B(MAO-B)-Hemmer, Catechol-O-Methyltransferase(COMT)-
Hemmer, Amantadin und vereinzelt auch Anticholinergika. Die meisten Medikamente
setzen am Problem des Dopamin-Mangels an und fuhren durch Dopamin-Ersatz oder

Hemmung des Dopamin-Abbaus zu einer Verbesserung der motorischen Symptome.
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Mit Fortschreiten der Erkrankung werden, aufgrund von Komplikationen oder
Therapieresistenz, haufig auch invasive Verfahren wie die Tiefe Hirnstimulation
eingesetzt. Da es zum Thema der Parkinson-Therapie umfangreiche Studien gibt,
mdchte ich im Folgenden die wichtigsten Eckpunkte zusammenfassen und verweise zur

weiteren Vertiefung auf die entsprechende Literatur (Oertel 2017; Horstink et al. 2006).

Levodopa (L-DOPA) gilt bis heute als wirksamstes Medikament gegen die motorischen
Symptome des Morbus Parkinson und wird als Goldstandard in Kombination mit den
Decarboxylase-Hemmern Carbidopa und Benzerazid grof3zigig eingesetzt. Im Verlauf
der Erkrankung kommt es jedoch, aufgrund von Verlust an Speicherkapazitat und
gestoérter Aufnahme des Medikamentes im gastrointestinalen System, zu einer
Reduktion der Wirkdauer und pulsaltiler Freisetzung, was in der Entstehung von
Dyskinesien mundet (LeWitt und Fahn 2016; Virmani et al. 2016).

Dopamin-Agonisten erreichen im Gegensatz zu L-DOPA einen langer anhaltenden
Wirkspiegel und weisen somit ein geringeres Risiko fur motorische Komplikationen auf.
Heutzutage kommen lediglich non-Ergotamin-Derivate wie Pramipexol, Ropinirol,
Piripedil und Rotigotin zum Einsatz. Des Weiteren steht Apomorphin als subkutane
Injektionslésung zur Verfligung. Dopamin-Agonisten haben im Vergleich zu L-DOPA ein
breites Spektrum an Nebenwirkungen. Hier seien vor allem Schlafattacken und
Knéchelddeme genannt. Des Weitern kann es zu Impulskontrollstérungen, Ubelkeit,

Erbrechen und orthostatischer Hypotension kommen (Smith et al. 2012).

Zu den Medikamenten, die den Abbau des Dopamins hemmen, zahlen die MAO-B-
Hemmer Rasagilin, Selegilin und Safinamid (neu seit 2015) sowie die COMT-Hemmer
Tolcapon, Entacapon und Opicapon (neu seit 2016). MAO-B-Hemmer reduzieren den
zentralen Abbau von Dopamin und L-DOPA. Im Gegensatz zu MAO-B-Hemmern durfen
COMT-Hemmer nur in Kombination mit L-DOPA eingesetzt werden und stabilisieren in
dieser Anwendung dessen Wirkspiegel durch Hemmung der O-Methylierung des
L-DOPAs in der Peripherie. Dabei ist der Einsatz von Tolcapon aufgrund eines
moglichen Zusammenhangs mit Leberschadigung nur noch zweite Wahl (Bonifacio et
al. 2007; Nutt et al. 1987).

Ein weiteres wichtiges Medikament ist der NMDA-Antagonist Amantadin, der in der
Behandlung von L-DOPA-induzierten Dyskinesien eingesetzt wird. Weiteren
NMDA-Rezeptor-Antagonisten konnte keine positive Wirkung auf diese Dyskinesien
nachgewiesen werden (Smith et al. 2012). Im Rahmen des vermuteten Einflusses von
Exzitotoxizitat bei der Pathogenese des Morbus Parkinson sind Glutamatrezeptoren
jedoch weiterhin ein attraktiver Angriffspunkt bei der Entwicklung neuer Medikamente
(vgl. Kapitel 1.3).
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Der Einsatz von Anticholinergika, in Form der unselektiven Muskarinrezeptor-
Antagonisten Biperiden, Bornaprin und Trihexiphenidyl, stellt eine der altesten
Therapiemdglichkeit des Morbus Parkinson dar. Dabei konnte eine Verbesserung der
motorischen Symptome, vor allem des Tremors, gezeigt werden. Anticholinergika
werden jedoch aufgrund ihrer umfassenden Nebenwirkungen wie
Blasenentleerungsstérungen, Mundtrockenheit, Ubelkeit, Glaukom und der Forderung
von kognitiver Dysfunktion, aktuell nur noch selten eingesetzt (Smith et al. 2012; Horstink
et al. 2006). In den letzten Jahren riickt das cholinerge System wieder in das Interesse
der Parkinson-Forschung. Es wurde mehrfach gezeigt, dass eine Blockade cholinerger
Interneurone die motorischen Symptome des Morbus Parkinson verbessert (Ztaou et al.
2016). Mit der Entdeckung einer selektiven Blockade von muskarinergen Rezeptoren
stehen neue magliche Angriffspunkte zur Verfigung. Durch den selektiven Ansatz sollen
die umfangreichen Nebenwirkungen reduziert werden (Ztaou et al. 2016). Ein weiterer
selektiver Ansatzpunkt ist die Hemmung der Aktivitat cholinerger Interneurone durch
lokal injiziertes Botulinumneurotoxin-A (BoNT/A). Der erfolgreiche Einsatz von BoNT/A

wurde im Tiermodell erstmals von Wree et al. beschrieben (Wree et al. 2011).

Ein weiterer wichtiger Bestandteil der Parkinson-Therapie ist die Tiefe Hirnstimulation.
Dabei wird Uber stereotaktisch platzierte Elektroden die Aktivitat des Nucleus
subthalamicus (STN) oder Globus pallidus internus (GPi) beeinflusst (Deuschl et al.
2006). Sie kommt vor allem bei Patienten mit erheblichen motorischen Nebenwirkungen

und schwerem Tremor zum Einsatz (Smith et al. 2012).

In den letzten Jahren gab es intensive Studien zum Einsatz von Gentherapie bei Morbus
Parkinson. Weitere Untersuchungen beschéaftigen sich seit mehreren Jahren mit der
direkten Zelltransplantation von Stammzellen in Teile des Gehirns, sowie der Moglichkeit
einer aktiven oder passiven Immunisierung gegen die Aggregation von a-Synuclein
(Poewe et al. 2017). Wahrend im Rahmen der Transplantationsstudien keine klinischen
Erfolge verzeichnet wurden, werden die ersten gentherapeutischen Verfahren in
Phase | Studien erfolgreich getestet (Christine et al. 2009).

1.2 Basalganglien

1.2.1 Einleitung

Als Basalganglien bezeichnet man eine Gruppe von funf subkortikalen Kernen mit Sitz
im basalen Telenzephalon, die eine wichtige Rolle in der Regulation von
Bewegungsablaufen und weiteren kortikalen Funktionen spielen. (Blandini 2000; Obeso
2008).
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Zu den Basalganglien zahlen der Nucleus caudatus, das Putamen, der Globus pallidus
(GP), der STN und die SN. Dabei werden der Nucleus caudatus und das Putamen
hinsichtlich ihrer gemeinsamen Funktion als Einheit zusammengefasst und als Corpus
striatum bezeichnet (Blandini, 2000). In der Ratte stellen sie eine homogene Struktur
dar. Bei Menschen und Primaten hingegen, werden der Nucleus caudatus und das
Putamen im Verlauf der Entwicklung, bis auf vereinzelt verbindende Briicken grauer
Substanz, durch absteigende kortikale Projektionsfasern getrennt (Blandini et al. 2000;
Wree und Schmitt 2015).

1.2.2 Striatum

Das Striatum als groter Kern erhalt die meisten Afferenzen und stellt somit den
.Haupteingangskern“ der Basalganglien dar. Den gréten Anteil haben glutamaterge
Afferenzen aus weiten Bereichen des Kortex und des Thalamus. Weitere glutamaterge
Einflisse bekommt das Striatum aus der Amygdala. Unter den Basalganglien weist das
Striatum die hochste Konzentration an Glutamatrezeptoren auf (vgl. Kapitel 1.3).
Weiterhin erhalt der Kern dopaminerge Afferenzen aus der SNpc, welche die
Ubertragung an glutamatergen Synapsen modulieren (Blandini et al. 2000). Neben den
genannten Hauptafferenzen erreichen das Striatum serotonerge und noradrenerge
Projektionen aus den Nuclei raphes und dem Nucleus coeruleus des Hirnstammes. Das
Striatum besteht zu 95 % aus GABAergen Projektionsneuronen. Hierbei unterscheidet
man je nach Projektionsziel zwei verschiedene Untergruppen: GABAerge
Projektionsneurone, die Enkephalin als Co-Transmitter enthalten und D1-Rezeptoren
exprimieren, projizieren in GPi und Substantia nigra pars reticulata (SNpr). GABAerge
Neuronen mit den Co-Transmittern Substanz P und Dynorphin, die D2-Rezeptoren
exprimieren, projizieren in den Globus pallidus externus (GPe) (Blandini et al. 2000;
Wree und Schmitt 2015). Bei den restlichen 5 % der Neuronen des Striatums handelt es
sich um Interneurone. Man unterscheidet vier verschieden Klassen, wobei drei davon
den Transmitter GABA produzieren, die vierte Population nutzt Acetylcholin (ACh). Die
GABAergen Interneurone werden je nach ihrer Zusammensetzung weiter unterschieden
in Paralbumin-positive, NO-Synthase/Somatostatin-positive und Calretinin-positive
Interneurone (Calabresi et al. 2014; Wree und Schmitt 2015). Sie Uben einen
inhibitorischen Einfluss auf die Projektionsneurone des Striatums aus. Die cholinergen
Interneurone sind tonisch aktiv und spielen, trotz ihres geringen Anteils an der
Gesamtneuronenzahl des Striatums, eine wichtige Rolle in der Regulation von
Bewegungen und fir synaptische Plastizitat (Pisani et al. 2007). Dabei ist die Funktion
der cholinergen Interneurone nicht eindeutig geklart. Es wurde eine inhibitorische aber
auch exzitatorische Wirkung auf die Erregbarkeit der striatalen Projektionsneurone
beschrieben (Obeso et al. 2008; Surmeier et al. 2007).
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Einigkeit herrscht darliber, dass Dopamin und ACh sich im Striatum gegensatzlich
beeinflussen. So reguliert Dopamin die ACh-Ausschittung Uber einen D2-Rezeptor-
vermittelten Mechanismus. Die Signalwege des D1-Rezeptors an striatalen
Projektionsneuronen werden durch cholinerge Aktivierung des Muskarinrezeptors M4

negativ beeinflusst (Ztaou et al. 2016; Surmeier et al. 2007).

1.2.3 Globus pallidus

Im GP unterscheidet man zwei Anteile mit unterschiedlicher Funktion. Sie werden nach
ihrer Lage im Primatenhirn als GPi und GPe bezeichnet. In der Ratte entspricht der GPi
dem Nucleus entopenduncularis. Die Bezeichnung GP meint hier den GPe (Blandini et
al. 2000).

Der GPi ist der kleinste Kern der Basalganglien und besteht hauptsachlich aus
GABAergen Projektionsneuronen, die Efferenzen in den Thalamus senden. Afferenzen
erreichen ihn vor allem aus dem Striatum (GABA) und dem STN (Glutamat). Der GPi
projiziert hauptsachlich in motorische Kerne des Thalamus, wie dem ventrolateralen
Kern, aber auch in Kerne mit Verbindung zum Assoziationkortex und dem Limbischen

System.

Der GPe ist Teil des indirekten Weges der Basalganglienschleife (siehe 1.2.6) und
besteht hauptsachlich aus GABAergen Projektionsneuronen. Hauptafferenzen erreichen
ihn aus dem Striatum, dem STN und der SNpc. Der GPe projiziert inhibitorisch in den
STN sowie in GPi und SNpr.

1.2.4 Substantia nigra

Die SN sitzt im Tegmentum des Mesenzephalon und besteht aus zwei unterschiedlichen

Bereichen.

Die SNpc besteht aus Neuromelanin-haltigen Neuronen, die den Transmitter Dopamin
produzieren. lhr Hauptprojektionsziel sind die D1- und D2-Rezeptor-tragenden Neurone
des Striatums. Auf dem Weg dorthin zweigen Axonkollateralen zum GPe und STN ab.
Die Neurone der SNpc erhalten Afferenzen von GABAergen Projektionsneuronen des

Striatums und GPe, sowie glutamaterge Projektion aus dem STN.

Die SNpr besteht aus GABAergen Neuronen und besitzt die gleichen Eigenschaften wie
der GPi. Sie projiziert ebenfalls in den Thalamus, allerdings vorwiegend in den
ventroanterioren und mediodorsalen Kern (Blandini et al. 2000; Wree und Schmitt 2015).
Die SNpr und der GPi senden die Hauptefferenzen der Basalganglien und stellen so den
Austrittspunkt von Informationen dar. Die GABAergen Neurone der beiden Kerne sind
tonisch aktiv und werden vor allem durch striatale Projektionen phasisch gehemmt
(Sgambato-Faure und Cenci 2012).
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Wie oben beschrieben erreichen die Neurone der beiden Kerne unterschiedliche

Bereiche des Thalamus, was unterschiedliche Funktionen widerspiegelt.

1.2.5 Nucleus subthalamicus

Der STN ist der einzige glutamaterge Kern der Basalganglien. Seine Hauptefferenz
projiziert tonisch in die beiden Ausgangskerne (Gpi und Snr). Auf’erdem hat er
exzitatorischen Einfluss auf den GPe und die SNpc. GPe und SNpc ihrerseits senden
Afferenzen zum STN, sodass ein Feedback-System entsteht. Weiterhin wird der STN
durch Projektionen aus dem Kortex, dem Thalamus und auch dem Nucleus
pendunculopontinus beeinflusst (Obeso et al. 2008; Blandini et al. 2000; Wree und
Schmitt 2015).

1.2.6 Basalganglienschleife

Gemeinsam bilden die oben genannten Kerne eine Einheit zur Verarbeitung kortikaler
Signale. Dabei werden die Informationen nach Eingang in das Striatum an die anderen
Kerne weitergeleitet, moduliert und am Ende Uber den Thalamus zurlick an den Kortex
gesendet, sodass ein geschlossener Informationskreis, die Basalganglienschleife,
entsteht (Blandini et al. 2000). Dieser Kreislauf wird von unterschiedlichen kortikalen
Bereichen genutzt. So lassen sich unterschiedliche Funktionskreise unterscheiden.
Projektionen aus dem sensomotorischen Kortex bilden eine motorische Schleife zur
Verarbeitung von zielgerichteten Bewegungen. Weitere Kreislaufe verbinden die
Basalganglien mit dem Limbischen System oder Assoziationskortex und spielen eine
wichtige Rolle fir kortikale Funktionen wie Emotionen, Aufmerksamkeit, Lernen und
Gedachtnis (Obeso et al. 2008). In dieser Arbeit soll der Schwerpunkt auf der

motorischen Basalganglienschleife liegen (siehe Abbildung 1).

Die klassische Theorie Uber die Verschaltung der Basalganglien in der motorischen
Schleife beschreibt zwei unterschiedliche Wege, Uber welche die Projektionsneurone
des Striatums ihre Informationen an die Ausgangsneurone GPi und SNpr weiterleiten
(DeLong 1990; Albin et al. 1989). Beim direkten Weg werden exzitatorische, glutamterge
Signale auf D1-Rezeptor-tragende striatale Projektionsneurone Ubertragen. Diese
Neurone senden ihre Axone direkt zu GPi und SNpr und bilden dort inhibitorische
Synapsen. Die tonisch inhibitorische Aktivitdit der Ausgangsneurone wird somit
gehemmt, was zu einer gesteigerten thalamokortikalen Projektion flihrt. Das Resultat ist
eine gesteigerte motorische Aktivitat. Als Gegenspieler dieses Weges wird der indirekte
Weg bezeichnet, der in einer reduzierten motorischen Aktivitat endet. Glutamaterge
Signale werden im Striatum auf D2-Rezeptor-tragende Projektionsneurone tbertragen.

Diese haben einen inhibitorischen Einfluss auf den GPe.
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Reduzierte Aktivitdt des GPe fuhrt zu einer Enthemmung des STN. Somit folgt eine
gesteigerte Erregung des GPi und SNpr durch Neurone des STN, was mit einer
gesteigerten Hemmung der Thalamuskerne einhergeht (Calabresi et al. 2014).
Nigrostriatale Projektionen aus der SNpc modulieren die Aktivitat der beiden Wege.
Dopamin steigert Uber D1-Rezeptoren die Erregbarkeit der striatalen Neurone des
direkten Weges und hemmt im Gegenzug durch Aktivierung von D2-Rezeptoren die
Aktivitdt des indirekten Weges (Gardoni und Di Luca 2015; Surmeier et al. 2007).
Ergénzend wurde ein direkter Projektionsweg vom Kortex zum STN beschrieben
(DeLong 1990).

STN

Abbildung 1: Verschaltung der Basalganglien

Man unterscheidet exzitatorische Projektionen mit Glutamat (griin), inhibitorische Projektionen mit
GABA (rot) und dopaminerge Projektionen (grau). Die Projektionsneurone des Striatums exprimieren D1-
oder D2-Rezeptoren und projizieren in die Ausgangskerne der Basalganglien (SNpr/GPi) und den GPe. Fir
eine ausfihrliche Beschreibung der Signalwege, siehe Kapitel 1.2.6

An dieser Stelle soll auf Einschréankungen des klassischen Modells hingewiesen werden.
Mehrere Studien konnten eine gemeinsame Expression von D1-und D2-Rezeptoren auf
striatalen Projektionsneuronen nachweisen. Des Weiteren wurde die Existenz eines
heteromeren D1-/D2-Rezeptors postuliert. In-vivo Aktivitditsmessungen der beiden
Signalwege zeigten, dass Bewegungsinitiierung und Ausflihrung mit einer gesteigerten
Aktivitdt von Neuronen beider Wege einhergeht. Des Weiteren wurde in mehreren
Studien nachgewiesen, dass ein Grofdteil der in die Ausgangskerne projizierenden
Neurone, Axonkollateralen zum GPe bildet und somit eine Verbindung zwischen den
beiden Systemen schafft. Weitere Verbindungen entstehen durch Projektionen der
Interneurone des Striatums sowie direkte Axonkollaterale der striatalen

Projektionsneurone untereinander (Calabresi et al. 2014; Huot et al. 2013).
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Zusammenfassend zeigen die Studien der letzten Jahre eine Wendung von einer strikten
Trennung zweier unterschiedlicher Systeme hin zu einem Zusammenspiel der
verschiedenen Projektionsneurone. Somit ist das klassische Modell der
Basalganglienschleife heutzutage als vereinfachte Darstellung einer komplexen
Verschaltung der Basalganglien zu verstehen. Durch seine Ubersichtliche Struktur hat
es in der Vergangenheit groRen Anteil an der Aufklarung der Pathogenese des Morbus
Parkinson und der Untersuchung von Therapiemdglichkeiten geleistet (Huot et al. 2013).
Aus diesem Grunde wird es auch in dieser Arbeit exemplarisch zur Darstellung der

Ergebnisse und als Grundlage fir Hypothesenbildung genutzt.

1.2.7 Rolle der Basalganglien in der Pathogenese des Morbus Parkinson

Ausgangspunkt in der Pathogenese des Morbus Parkinson ist die Degeneration von
dopaminergen Neuronen in der SNpc (vgl. Kapitel 1.1.3). Dies fuhrt zu einem reduzierten
dopaminergen Einfluss auf die Neurone des Striatums. Auf Grundlage des klassischen
Modells wurde gezeigt, dass eine reduzierte dopaminerge Innervierung der striatalen
Projektionsneurone zu einer gesteigerten Aktivitat des indirekten Weges und reduzierter
Aktivitat des direkten Weges fiihrt. Die Folge ist eine Uberaktivitat der Ausgangsneurone
von GPi und SNpr, die in einer gesteigerten Hemmung der thalamokortikalen Projektion
muindet (Obeso et al. 2008). Korrelat einer gesteigerten Aktivitat des indirekten Weges
ist eine Uberaktivitat des STN, der aufgrund reduzierter Aktivitat des GPe weniger
gehemmt wird und dessen Neurone so zu einer verstarkten Glutamat-Ausschuittung in
GPi und SNpr fuhren. Abgesehen von diesen beiden Kernen konnte auch in weiteren
Kernen der Basalganglienschleife, vor allem dem Striatum, eine gesteigerte
Konzentration von Glutamat als Folge der dopaminergen Denervierung nachgewiesen
werden (Chotibut et al. 2014). Neben diesen Veranderungen bleibt der zentrale Punkt in
der Pathogenese des Morbus Parkinson bis heute der STN, dessen Uberaktivitat im
Rahmen der Krankheit mehrfach beschrieben wurde. Neuste Studien am Tiermodell
konnten jedoch keine reduzierte Aktivitat des GPe, als durch das klassische Modell
erklarte Ursache der Enthemmung des STN, feststellen (Levy et al. 1997). Eine
entscheidende Rolle scheint hingegen die Verbindung des STN zur SNpc zu spielen.
Dopaminerge Neurone der SNpc wirken Uber D2-Rezeptoraktivierung inhibitorisch auf
den STN ein. Gleichzeitig projiziert der STN zur SNpc und 18st dort eine gesteigerte
Glutamat-Freisetzung aus. Der Untergang von Neuronen der SNpc fihrt so zu einer
Enthemmung des STN, was eine gesteigerte Ruckprojektion zur SNpc zur Folge hat.
Aufgrund dieser Verbindung wird ein exzitotoxischer Einfluss des STN auf die SNpc
angenommen, der die Degeneration der Neurone weiter fordert. Weiterhin wird die
Uberaktivitit des STN durch eine gesteigerte Projektion aus dem Nucleus

penducolopontinus unterstizt (Obeso et al. 2008).
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Eine wichtige Rolle in der Pathogenese des Morbus Parkinson spielen aulerdem
cholinerge Interneurone. In Folge der Degeneration von dopaminergen Neuronen,
kommt es zu einer Uberaktivitit der cholinergen Interneurone im Striatum. Urs&chlich
daflr ist eine reduzierte Aktivierung von D2-Rezeptoren (Obeso et al. 2008). Dabei
kommt es durch Wegfall des D2-vermittelten Mechanismus zu einer reduzierten Aktivitat
von muskarinergen Rezeptoren auf cholinergen Interneuronen. Diese fungieren als
Autorezeptoren und sind Teil eines negativen Feedback-Mechanismus zur Kontrolle der
ACh-Ausschittung. Die Abnahme der Autorezeptor-Aktivitat fuhrt so zu einer

gesteigerten Freisetzung von ACh (Ztaou et al. 2016; Pisani et al. 2007).

1.3 Glutamatrezeptoren

1.3.1 Einleitung

L-Glutamat ist eine Aminosaure und der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im
zentralen Nervensystem (ZNS). Glutamat vermittelt seine Wirkung Uber zwei
verschiedene Rezeptorklassen: ionotrope und metabotrope Glutamatrezeptoren (mGlu-

Rezeptoren) (Ozawa et al. 1998).

Alle ionotropen Glutamatrezeptoren teilen denselben Aufbau und stellen homo- oder
heteromere Komplexe aus vier Untereinheiten dar, die gemeinsam einen lonenkanal
bilden. Jede Untereinheit besteht aus 3 transmembrandosen Doméanen und einer
kanalbildenden Doméane (Lerma 2003), siehe Abbildung 2. Die Subtypen der
Glutamatrezeptoren werden nach ihrem starksten Agonisten benannt (Bozkurt 2004).
Heutzutage werden ionotrope Glutamatrezeptoren in drei Gruppen unterteilt: AMPA-,
Kainat- und NMDA-Rezeptoren. Dabei vermitteln inotrope Rezeptoren den Grolteil der

exzitatorischen Ubertragung an Synapsen (Ozawa et al. 1998).

Die mGlu-Rezeptoren hingegen sind vor allem an der Modulation von synaptischer
Ubertragung im Rahmen synaptischer Plastizitat beteiligt (Petralia et al. 1996). Sie sind
G-Protein-gekoppelt und stellen ein durch Disulfidbriicken stabilisiertes Dimer dar (siehe
Abbildung 2). Jede Untereinheit besteht aus 7 transmembranésen Doméanen (Almaric et
al. 2013).
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Abbildung 2: Aufbau der Glutamatrezeptoren

A Schematische Darstellung einer Untereinheit des ionotropen Glutamatrezeptors. Sie besteht aus drei
transmembrandsen Doméanen und einer porenbildenden Doméane. Der Agonist bindet an die S1/S2-Region.
Modifiziert aus: Handbook of Basal Ganglia Structure and Function, (Emson et al. 2010).

B Schematische Darstellung eines metabotropen Glutamatrezeptors. Dabei sind zwei transmembrandse

Untereinheiten Uber Disulfidbriicken miteinander verknipft und interagieren mit einem G-Protein (G).
Aus: The Journal of Physiology, (Pin et al. 2009).

Die mGlu-Rezeptoren werden in drei groRen Gruppen zusammengefasst: Gruppe |
(GluR1,5), Gruppe Il (GIluR2,3) und Gruppe Il (GIluR4,6,7,8). Zur Gruppe | gehéren Gg-
gekoppelte Rezeptoren, die ihre Wirkung Uber Aktivierung der Phospholipase C (PLC)
vermitteln. Gruppe Il und lll Rezeptoren sind Gi-gekoppelt und bewirken eine Hemmung
der Adenylatcyclase (AC) (Testa et al. 1994), vgl. Abbildung 3.
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Abbildung 3: Sitz und Signalweg der metabotropen Glutamatrezeptoren

Aktivierung der PLC durch die Untereinheiten des G-Proteins der Gruppe-I-Rezeptoren, fuhrt zur Bildung
der beiden intrazelluldren Botenstoffe Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP3 steigert die
Calciumfreisetzung aus intrazellularen Speichern, DAG aktiviert die Proteinkinase C (PKC). Hemmung der
AC durch die freie a-Untereinheit des G-Proteins der Gruppe-ll/lll-Rezeptoren, flihrt zu erniedrigten cAMP-
Spiegeln und folglich zu einer verminderten Aktivitat von Proteinkinasen.
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Rezeptoren der Gruppe | sitzen klassischerweise in der postsynaptischen Membran und
sind an der Ubertragung exzitatorischer Signale beteiligt. Gruppe Il und lll Rezeptoren
sind Uberwiegend an der prasynaptischen Membran lokalisiert und hemmen die

Transmitterausschittung (Nicoletti et al. 2011; Emson et al. 2010), siehe Abbildung 3.

mGlu-Rezeptoren stellen einen alternativen Angriffspunkt fir Medikamente zur Therapie
von pathologisch erhdhten Glutamatkonzentrationen dar (Ossowska et al. 2002).
Obwohl sich diese Arbeit ausschlieRlich mit der Gruppe Il der mGlu-Rezeptoren befasst,
mochte ich im Folgenden auch einen kurzen Uberblick Uber die Rolle der restlichen
mGlu-Rezeptoren geben. So sitzen mGlu4-Rezeptoren der Gruppe Ill auf striatalen
Projektionsneuronen des indirekten Weges und kénnen die synaptische Ubertragung an
der GABAergen Synapse reduzieren. mGlu4-Rezeptoren kdnnen so die Aufgabe von
Dopamin (ibernehmen und einer Uberaktivitat des STN entgegenwirken (Conn et al.
2005). Dabei konnte im Tiermodell des Morbus Parkinson gezeigt werden, dass mGlu4-
Rezeptoragonisten motorische Symptome und L-DOPA-induzierte Dyskinesien lindern
(Almaric et al. 2013). mGlu5-Rezeptoren sitzen im Striatum auf der postsynaptischen
Membran glutamaterger Synapsen (Ossowska et al. 2002). mGluR5-Antagonisten
zeigen im Tiermodell positive Wirkung auf motorische Symptome des Morbus Parkinson

sowie auf L-Dopa-induzierte Dyskinesien (Nicoletti et al. 2011).

1.3.2 AMPA-Rezeptoren

Die meisten exzitatorischen Potentiale im ZNS werden Uber AMPA-Rezeptoren
vermittelt. AMPA-Rezeptoren sind an der postsynaptischen Membran lokalisiert,
vereinzelt wurde ein prasynaptischer Sitz beschrieben. Charakteristisch ist eine kurze
Latenzzeit der Rezeptoren. Ihre Hauptaufgabe besteht in der schnellen Ubertragung von
Potentialen an exzitatorischen Synapsen. (Wisden et al. 2000; Errami und Nieoullon
1988).

Der AMPA-Rezeptor stellt ein Tetramer aus vier Untereinheiten dar (GluR1 bis GluR4).
Die einzelnen Untereinheiten verleihen dem Rezeptor seine Eigenschaften. Dabei
verhindert die GluR2-Untereinheit einen Einstrom von Calcium. Die Mehrheit der
zentralen AMPA-Rezeptoren enthalt GIuR2 und ist somit berwiegend undurchlassig fur
Calcium (Kobylecki et al. 2013). Eine weitere wichtige Rolle kommt der GIuR1-
Untereinheit zu. Posttranslationale Phosphorylierung am C-terminalen Serin, reguliert
die Dichte und Eigenschaften des AMPA-Rezeptors. Eine Steuerung dieses Prozesses
durch Dopamin und ACh wurde beschrieben (Xue et al. 2017; Ba et al. 2006).
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Im Striatum werden die Untereinheiten GIuR1, GIuR2 und GIuR3 exprimiert. Dabei

wurde eine kleine Population calciumpermeabler AMPA-Rezeptoren beschrieben.

Die striatalen AMPA-Rezeptoren sitzen vor allem auf GABAergen Projektionsneuronen
und cholinergen Interneuronen (Kobylecki et al. 2013; Emson et al. 2010; Wisden et al.
2000), vgl. Abbildung 4. Zusatzlich wurde ein prasynaptischer Sitz auf dopaminergen
Projektionsneuronen der SN postuliert (Tarazi et al. 2000; Zavitsanou et al. 1996;
Willner et al. 1994). Errami und Nieoullon dagegen konnten solch einen
prasynaptischen Sitz nicht nachweisen. Des Weiteren wird ein prasynaptischer Sitz von
AMPA-Rezeptoren an kortikostriatalen Synapsen kontrovers diskutiert. Errami und
Nieoullon gingen in einer Studie von einer Autoregulation der Kkortikostriatalen
Afferenzen Uber AMPA-Rezeptoren aus, in einer weiteren Studie konnten sie die
Annahme jedoch nicht bestatigen (Errami und Nieoullon 1988). Tarazi et al. konnten in
Deaffarenzierungsstudien ebenfalls keinen Sitz auf kortikostriatalen Enden nachweisen
(Tarazi et al. 1998b).

Eine mdgliche Rolle von AMPA-Rezeptoren bei L-DOPA-induzierten Dyskinesien und
eine damit verbundene positive Wirkung von AMPA-Rezeptor-Antagonisten im Rahmen
der Parkinson-Therapie wurde mehrfach postuliert. Dabei wurde eine gesteigerte AMPA-
Rezeptor-Aktivitat und  Rezeptor-Phosphorylierung  unter  L-DOPA-Therapie
beschrieben. Des Weiteren wird die Zunahme von calciumpermeablen AMPA-
Rezeptoren im Krankheitsverlauf diskutiert (Sgambato-Faure und Cenci 2012; Ba et al.
2006). Der erfolgreiche Einsatz von AMPA-Rezeptor-Antagonisten im Tiermodell konnte

in klinischen Studien jedoch nicht bestatigt werden (Gardoni und Di Luca 2015).
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Abbildung 4: Verteilung der AMPA- und Kainat-Rezeptoren im Striatum

Zusammenfassung, der aus der Literatur bekannten Angaben zum Sitz auf prasynaptischen (gebogen) und
postsynaptischen (gerade) Membranen. Dabei sind mehrfach publizierte Lokalisationen farbig und
kontrovers diskutierte farblos dargestellt. MSN: Hauptprojektionsneuron des Striatums;

ACh: cholinerges Interneuron; GABA: GABAerges Interneuron.
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1.3.3 Kainat-Rezeptoren

Die Rolle der Kainat-Rezeptoren im ZNS st im Vergleich zu anderen
Glutamatrezeptoren noch relativ schlecht verstanden. Sie sitzen auf post- sowie auf
prasynaptischen Membranen. Uber ihren Sitz an der Prasynapse modulieren sie die
Transmitterfreisetzung. An der Postsynapse induzieren Kainat-Rezeptoren ein
kleinamplitudiges, exzitatorisches Potential. Im Vergleich zu AMPA-Rezeptoren
inaktivieren sie verlangsamt. Sinn dieser langsamen Erregungsentstehung kénnte die
Verschiebung des Membranpotentiales in Richtung des Schwellenpotentiales zur
erleichterten Generierung exzitatorischer Potentiale sein (Lerma und Marques 2013;
Wisden et al. 2000). Kainat-Rezeptoren werden im Rahmen der Pathogenese von
Schizophrenie, Depression und Epilepsie untersucht (Mollerud et al. 2017). Eine mdglich
unterstitzende Rolle bei der Glutamat-induzierten Exzitotoxizitat wurde in den letzten

Jahren ebenfalls beschrieben (Wang et al. 2005).

Fir Kainat-Rezeptoren existieren funf verschiedenen Untereinheiten, aus denen ein
tetramerer lonenkanal gebildet wird. Dabei kénnen sich die niedrig-affinen
Untereinheiten GluK1-GluK3 (friher GIuR5-GIluR7) sowohl zu homomeren als auch
heteromeren Rezeptoren zusammenfinden. Die hoch-affinen Untereinheiten GluK4 und
GIluKS5 (friher KA1 und KA2) funktionieren nur als heteromere Rezeptoren. Sie bendtigen
immer eine Untereinheit aus der Gruppe der GluK1-3 Untereinheiten (Mollerud et al.
2017; Lerma und Marques 2013).

Im Gegensatz zu den anderen ionotropen Rezeptoren, wurde flir Kainat-Rezeptoren
zusatzlich eine Verbindung zu G-Proteinen nachgewiesen. Des Weiteren bestehen
Verbindungen zu intrazellularen Proteinen wie zum Beispiel PSD-95, PICK1,
Calcineurin, SNAP-25, Neto1 und Neto2. Der genaue Mechanismus des G-Protein-
vermittelten Signalweges bleibt bisher jedoch unklar (Lerma und Marques 2013; Selak
et al. 2009). Erganzend dazu wurde in einer weiteren Studie die Regulation des Kainat-
Rezeptors durch Phosphorylierung und ein Einfluss von mGlu5-Rezeptoren beschrieben
(Cho et al. 2003). Somit scheint der Kainat-Rezeptor in ein komplexes System aus

Signalwegen eingebettet zu sein.

In den Basalganglien kommen vor allem die Untereinheiten GluK2, GIuK3 und GIuK5
vor (Emson et al. 2010; Bernard et al. 1996). Im Striatum sind Kainat-Rezeptoren an der
Entstehung exzitatorischer postsynaptischer Potentiale (EPSP) beteiligt und sitzen
hauptsachlich auf striatalen Projektionsneuronen (siehe Abbildung 4). Der Sitz auf
prasynaptischen Neuronenenden im Striatum wird kontrovers diskutiert. Ein
prasynaptischer Sitz auf hippocampostriatalen Projektionsneuronen wurde postuliert
(Tarazi et al. 1998a).
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Eine prasynaptische Lokalisation auf kortikostriatalen Afferenzen konnte in mehreren
Studien nicht nachgewiesen werden (Greenamyre und Young 1989; Tarazi et al. 1998b).
Im Gegensatz dazu wurde in einer anderen Studie ein Sitz auf kortikostriatalen Enden
postuliert (Biziere und Coyle 1979). Ein Sitz auf nigrostriatalen Enden wurde mehrfach
beschrieben (Tarazi et al. 1998b; Zavitsanou et al. 1996; Willner et al. 1994; Tallaksen-
Greene et al. 1992). Zudem sitzen Kainat-Rezeptoren mdglicherweise auf cholinergen

Interneuronen (Jin et al. 2000).

In den letzten Jahren wurde zudem ein prasynaptischer Sitz von Kainat-Rezeptoren im
GP nachgewiesen. Als Autorezeptoren auf subthalamopallidalen Projektionsneuronen
modulieren sie die Glutamat-Ausschittung im GP, als Heterorezeptoren auf
striatopallidalen Projektionsneuronen die Ausschittung des Transmitters GABA. Kainat-
Rezeptoren stellen so einen weiteren mdoglichen Angriffspunkt fur die Parkinson-
Therapie dar. Sie haben einen positiven Einfluss auf die (beraktive striatopallidale
GABAerge und subthalamisch glutamaterge Ubertragung, die sich im Rahmen der
Krankheit entwickelt (Jin et al. 2006).

1.3.4 NMDA-Rezeptoren

NMDA-Rezeptoren stellen die groflte Gruppe ionotroper exzitatorischer
Glutamatrezeptoren dar und nehmen eine spezifische Stellung ein. Sie besitzen neben
der Durchlassigkeit flr Kalium und Natrium eine sehr hohe Calcium-Permeabilitat, und
eine, im Vergleich zu AMPA-Rezeptoren, langsame Kinetik mit verlangerten
Offnungszeiten (Wong et al. 2009; Wisden et al. 2000; Araki et al. 2000; Olney 1995).
NMDA-Rezeptoren sind an der Generierung von EPSP im ZNS beteiligt und durch ihre
Affinitdt zum Agonisten N-Methyl-D-Aspartat charakterisiert (Emson et al. 2010). Neben
ihrem Beitrag zur Entstehung von EPSP an glutamatergen Synapsen, sind sie am

Prozess der Langzeitpotenzierung beteiligt.

Chronische NMDA-Rezeptor-Aktivierung fordert Gber erhdhte intrazellulare Calcium-
Spiegel Autophagie und Apoptose, sowie die Bildung freier Radikale. Die so entstehende
Exzitotoxizitdt wurde mehrfach beschrieben (Emson et al. 2010; Blandini 2010). In
mehreren Studien wurde eine Beteiligung der NMDA-Rezeptoren an neurodegenerativer
Erkrankungen wie Morbus Alzheimer und Parkinson postuliert. Des Weiteren scheinen
die Rezeptoren eine wichtige Rolle bei Zelluntergang nach Ischamie zu spielen (Wong
et al. 2009; Olney 1995).
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Der NMDA-Rezeptor besteht aus vier Untereinheiten, die gemeinsam einen
Kationenkanal bilden (siehe Abbildung 5). NR1 ist als fundamentale Untereinheit immer
enthalten. Weitere mdgliche Untereinheiten sind NR2 sowie NR3 (NR3A und NR3B)
(Emson et al. 2010; Wisden et al. 2000). Dabei codiert ein Gen mit 22 Exonen fur die
NR1-Untereinheit. Durch alternatives Spleil3en entstehen 8 Isoformen (NR1A bis NR1H).
Im Gegensatz dazu werden die Isoformen der NR2A-Untereinheit (NR2A - NR2D) durch
4 verschiedene Gene codiert (Mellone und Gardoni 2013; Loschmann et al. 2004). NR2A
und B steuern die Offnungsdauer des Rezeptors. Je mehr NR2B-Untereinheiten
enthalten sind, desto langer ist die Offnungsdauer. Die Pore des Kanals wird
spannungsabhangig durch einen Magnesium-Block besetzt. Eine Offnung ist nur bei
vordepolarisierter Membran moglich. Neben der Transmitterbindungsstelle fir Glutamat
und NMDA, besitzt der Rezeptor Bindungsstellen fur die Coagonisten Glycin und Serin
(Wisden et al. 2000; Olney 1995). Eine weitere regulatorische Bindungsstelle stellt die
PCP-Bindungsstelle im Kanalinneren dar. Dabei binden PCP, Ketamin, TCP und MK801
selektiv als Antagonisten. Voraussetzung fiur diese Bindung ist jedoch ein geéffneter
Kanal (Monaghan et al. 1989). Des Weiteren kénnen Zink und Polyamine den NMDA-
Rezeptor Uber spezifische Bindungsstellen modulieren (Emson et al. 2010;
Subramaniam und McGonigle 1991). Die GluN2-Untereinheit interagiert tiber PSD-95
mit dem Zytoskelett und beeinflusst zellulare Signalwege sowie die Rezeptorlokalisation
(Emson et al. 2010; Blandini 2010). Ebenso wie flir den AMPA-Rezeptor wurde eine
Zunahme der Leitfahigkeit des NMDA-Rezeptors nach Phosphorylierung beschrieben.
Es wurde gezeigt, dass D1-Rezeptor-Aktivitdt die Phosphorylierung der NR2B-
Untereinheit steigert und so die Lokalisation und Zusammensetzung von NMDA-
Rezeptoren beeinflusst (Di Maio et al. 2016; Fiorentini et al. 2006). Angriffspunkte fur die
Phosphorylierung bieten die NR1- und NR2-Untereinheit. Dabei kann NR1 am C-
terminalen Serin 890/896 durch die PKC und an Serin 897 durch die Proteinkinase A
moduliert werden. Die Phosphorylierung von NR2 findet vor allem an Thyrosin statt
(Betarbet et al. 2004; Dunah et al. 2000).
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Abbildung 5: Aufbau des NMDA-Rezeptors

Jede Untereinheit besteht aus vier Domanen (I, I, lll, 1V). Es existieren mehrere Bindungsstellen fir
regulierende Liganden wie Polyamine und Zink. Der NMDA-Kanal ist durch ein Magnesium-lon blockiert.
Glycin und D-Serin sind Coagonisten des Rezeptors.

Modifiziert aus: Bisaga und Popik 2000.

Im Striatum sind NMDA-Rezeptoren hauptsachlich postsynaptisch auf GABAergen
Projektionsneuronen und cholinergen Interneuronen lokalisiert (Samuel et al. 1990),
siehe Abbildung 6. Man findet vor allem NR1-, NR2A- und NR2B-Untereinheiten (Dunah
et al. 2000). Ein prasynaptischer Sitz auf dopaminergen nigrostriatalen
Projektionsneuronen wurde in mehreren Studien postuliert (Tarazi et al. 1998b; Wheeler
et al. 1995; Willner et al. 1994; Tallaksen-Greene et al. 1992). Postmortem Studien an
Gehirnen von Parkinson-Patienten hingegen, lieBen nicht auf einen Sitz der NMDA-
Rezeptoren auf dopaminergen Enden schlieRen (Ulas et al. 1994; Holemans et al. 1991).
Ein prasynaptischer Sitz auf kortikostriatalen Projektionsneuronen wird uneinheitlich
diskutiert. Mehrere Studien gehen von einer Regulation der Glutamat-Ausschuttung an
kortikostriatalen Synapsen durch prasynaptische NMDA-Rezeptoren aus (Tarazi et al.
1998b). Im Gegensatz dazu postulierten Samuel et al. 1990 einen rein postsynaptischen
Sitz an kortikostriatalen Synapsen. Untersuchungen der hippocampalen Afferenzen,
ergaben einen prasynaptischen Sitz des NMDA-Rezeptors an hippocampostriatalen

Synapsen (Tarazi et al. 1998a).

Da NMDA-Rezeptor-Antagonisten einen Schutz vor glutamaterger Uberstimulation
bieten, wird ihnen ein neuroprotektiver Effekt zugeschrieben (Chotibut et al. 2014; Olney
1995). Aufgrund der zahlreichen Expression der NMDA-Rezeptoren im Gehirn ist eine
unselektive Hemmung der Rezeptoren jedoch mit schwerwiegenden Nebenwirkungen
verbunden, weshalb nach Medikamenten mit selektiven Angriffspunkt gesucht wird. So
konnte im Tiermodell eine antiparkinsonoide Wirkung von selektiven NR2B-
Antagonisten nachgewiesen werden. Dabei wirkten sich NR2B-Antagonisten, ebenso

wie der NMDA-Antagonist Amantadin, positiv auf L-DOPA-induzierte Dyskinesien aus.
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Klinische Studien und die Suche nach weiteren Angriffspunkten sind Gegenstand

aktueller Forschungen (Gardoni und Di Luca 2015; Loschmann et al. 2004).

1.3.5 mGlu2/3-Rezeptoren
mGlu2- und mGIlu3-Rezeptoren bilden die Gruppe Il der mGlu-Rezeptoren. Als

Autorezeptoren regulieren sie prasynaptisch die Transmitterausschittung an
glutamatergen Synapsen. Fur mGlu3-Rezeptoren wurde zusétzlich eine Expression auf
Gliazellen, die eine wichtige Rolle in der Glutamataufnahme und -synthese spielen,
beschrieben (Senkowska und Ossowska 2003; Cartmell und Schoepp 2000). Mithilfe der
beiden genannten Mechanismen regulieren sie die Glutamatkonzentration im
synaptischen Spalt und spielen somit eine wichtige Rolle bei der Entstehung von
synaptischer Plastizitat sowie in der Pathogenese der Exzitotoxizitat (Pin und Duvoisin
1995). Zusatzlich zum glutamatergen System sind mGlu2/3-Rezeptoren in der Lage
weitere Transmittersysteme zu regulieren. So wurde unter anderem ein Einfluss auf die
Ausschittung von GABA und Dopamin im ZNS beschrieben (Cartmell und Schoepp
2000). Weiterhin findet man mGlu3-Rezeptoren auf postsynaptischen Membranen
(Nicoletti et al. 2011).

Die Gruppe Il der mGlu-Rezeptoren sind Gi-gekoppelte Rezeptoren. Dabei kommt es
nach Rezeptoraktivierung zu einer GTP-induzierten Dissoziation der Untereinheiten des
G-Proteins, welche intrazelluldre Signalwege aktivieren (vgl. Abbildung 3). Weiterhin
wurde eine Hemmung von N-Typ-Calcium-Kanalen und eine Aktivierung von Kalium-

Kanalen beschrieben (Caraci et al. 2012; Senkowska und Ossowska 2003).

Im Striatum sitzen mGlu-Rezeptoren der Gruppe Il hauptsachlich auf den Enden
kortikostriataler und thalamostriataler Projektionsneuronen und reduzieren dort die
glutamaterge Transmitterausschittung (Almaric et al. 2013), siehe Abbildung 6. Die
Regulation der synaptischen Plastizitat wird dabei vor allem den mGlu2-Rezeptoren
zugewiesen. Dabei geht man von einem extrasynaptischen Sitz aus (Sgambato-Faure
und Cenci 2012). So wurde postuliert, dass es erst mit pathologisch hoher Glutamat-
Ausschittung oder im Rahmen des Prozesses der Langzeitdepression zur Aktivierung
der mGlu2-Rezeptoren kommt (Ossowska et al. 2002; Cartmell und Schoepp 2000). Als
Heterorezeptoren sitzen mGlu2-Rezeptoren auch auf nigrostriatalen Afferenzen und
cholinergen Interneuronen. Wahrend mGlu2-Rezeptoren selektiv auf prasynaptischen
Membranen exprimiert werden, wurde flur mGlu3-Rezeptoren zusatzlich ein
postsynaptischer Sitz auf striatalen GABAergen Projektionsneuronen beschrieben. Des
Weiteren findet man mGlu3-Rezeptoren im Striatum auf Gliazellen (Conn et al. 2005;
Testa et al. 1998).



Einleitung 21

In den letzten Jahren wurden mGlu2/3-Rezeptoren vermehrt als mogliches Therapieziel
verschiedener neuronaler Erkrankungen untersucht. So wurde eine neuroprotektive,
anxiolytische und antiparkinsonoide Wirkung von Gruppe llI-Agonisten postuliert (Almaric
et al. 2013; Richards et al. 2005; Cartmell und Schoepp 2000). Auch ein potentieller
Einsatz von mGlu2/3-Rezeptoragonisten als antipsychotische Medikamente wurde
diskutiert (Nicoletti et al. 2011). Die antiparkinsonoide Wirkung von mGlu2/3-
Rezeptoragonisten wurde jedoch nicht auf ihren Sitz im Striatum, sondern auf die
zusatzliche Expression im STN zurtickgeflihrt, wo sie an subthalamonigralen Afferenzen
die Glutamat-Ausschiittung regulieren (Ossowska et al. 2002). Weiterhin konnte eine
Neuroprotektion durch Gruppe llI-Agonisten nach Hirnschaden gezeigt werden (Byrnes
et al. 2009). Diese neuroprotektive Wirkung wurde vor allem mit dem Sitz der mGlu3-

Rezeptoren auf Gliazellen in Verbindung gebracht (Caraci et al. 2012).
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Abbildung 6: Verteilung der mGlu2/3- und NMDA-Rezeptoren im Striatum

Zusammenfassung, der aus der Literatur bekannten Angaben zum Sitz auf prasynaptischen (gebogen) und
postsynaptischen (gerade) Membranen. Dabei sind mehrfach publizierte Lokalisationen farbig und
kontrovers diskutierte farblos dargestellt. MSN: Hauptprojektionsneuron des Striatums;

ACh: cholinerges Interneuron; GABA: GABAerges Interneuron.

1.4 Quantitative Rezeptorautoradiographie

Die Autoradiographie ist eine Methode zur fotografischen Darstellung chemischer
Strukturen. Grundlegendes Prinzip ist die Exposition strahlensensibler Medien mit
radioaktiv markierten Molekilen. Als radioaktive Substanzen dienen typischerweise 13-

Strahler, zum Beispiel Tritium (Rainbow et al. 1982a).

Nach anfanglichem Einsatz der Rezeptorautoradiographie in-vivo, entwickelten Young
und Kuhar 1979 die in-vitro-Rezeptorautoradiographie fir pharmakologische

Hirnanalysen. Seitdem wurde die Methode stetig weiterentwickelt.
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Anfanglich wurden mit einer photosensiblen Emulsion beschichtete Deckglaser als
strahlensensibles Medium genutzt (Young und Kuhar 1979). Rainbow et al. ersetzten
diese durch [*H]-sensitive LKB-Ultrafime, was eine Quantifizierung der
Autoradiogramme mithilfe von Densitometern ermoglichte (Rainbow et al. 1982b). So
trifft die quantitative Autoradiographie eine Aussage Uber die Menge an radioaktiv
markierten Molekllen, die auf das strahlensensible Medium eingewirkt haben.
Voraussetzung dafur ist der Einsatz von radioaktiven Standards mit bekannter
Gesamtradioaktivitat, da gezeigt wurde, dass die Anzahl exponierter Silberkdrner eines
strahlensensiblen Mediums logarithmisch, und nicht etwa linear, mit der Menge an
Radioaktivitat ansteigt (Rainbow et al. 1982a). Die fir die Auswertung bendétigten
Standards wurden urspringlich aus homogenisierten Kortex-Gewebe, das mit
unterschiedlichen Radioaktivitdtsmengen inkubiert wurde, hergestellt (Unnerstall et al.
1982). Mittlerweile werden industriell angefertigte Standards genutzt (Bauer et al. 2005).
Im Verlauf der Jahre wurde eine computerbasierte Densitometrie entwickelt (Zilles et al.
1986; Rainbow et al. 1982a). So erfolgt die Bestimmung von optischen Dichten der
Autoradiogramme heutzutage mithilfe eines Programmes zur Bildanalyse. In dieser
Arbeit nutzen wir das Programm MCID Analysis v7.0, welches in zahlreichen
autoradiographischen Studien eingesetzt wurde (Richards et al. 2005; Tarazi et al. 2000;
Zavitsanou et al. 1996). Die quantitative Rezeptorautoradiographie wird, neben der
Verwendung im Tiermodell, bereits seit mehreren Jahrzehnten zur Untersuchung der
Verteilung von Transmitterrezeptoren im menschlichen Gehirn eingesetzt (Zilles et al.
2004; Zilles et al. 1988).

1.5 6-OHDA-Modell der Ratte (Hemiparkinsonratte)

Das 6-Hydroxydopamin(6-OHDA)-Modell der Ratte wurde als eines der ersten
Tiermodelle zur Darstellung der pathologischen Vorgange des Morbus Parkinson
entwickelt. Es ist bis heute, neben dem 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridin(MPTP)-Modell des Primaten, eines der meist genutzten Modelle im
Rahmen der Parkinson-Forschung. Alle aktuellen Parkinsonmedikamente zeigten ihre
Wirkung im 6-OHDA-Modell. Ihm wird somit ein hoher pradiktiver Wert fir die Vorgange
im MPTP-Modell des Primaten und spater auch des Menschen zugesprochen. Dabei
wird das Hauptmerkmal der Krankheit, eine Degeneration der nigrostriatalen Neurone,
durch intrazerebrale Injektion eines hydroxylierten Dopamins induziert (Blandini et al.
2008). Erstmals wurde das Modell 1968 durch Ungerstedt et al. beschrieben. Sie zeigten
eine anterograde Degeneration des nigrostriatalen, dopaminergen Systems nach 6-
OHDA-Injektion in die SNpc (Ungerstedt 1968). 6-OHDA fiihrt Gber die Férderung von
oxidativem Stress und die Beeintrachtigung mitochondrialer Funktionen zum Untergang

katecholaminerger Neurone.
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Die Injektion in das Rattenhirn erfolgt klassischerweise einseitig in die SNpc oder das
mediale Vorderhirnbindel (MFB), welches von nigrostriatalen Fasern auf ihrem Weg
zum Striatum gebildet wird (Duty und Jenner 2011). Am Lasionsort erfolgt die Aufnahme
des Toxins in die dopaminergen Enden Uber einen Dopamin-Transporter (DAT). Nach
Aufnahme in die Neurone akkumuliert 6-OHDA im Zytosol, induziert die Bildung freier
Radikale und hemmt antioxidativ-wirkende Substanzen wie zum Beispiel Glutathion.
Zusatzlich beeintrachtigt es die Funktionen der mitochondrialen Atmungskette, durch
Hemmung von Komplex | und IV (Duty und Jenner 2011; Blandini et al. 2008). Neben
seiner Affinitdt zum DAT, kann 6-OHDA auch an noradrenergen Neuronen mithilfe von
Transportern aufgenommen werden. Zur Steigerung der Wirkung auf dopaminerge
Neurone, wird die Aufnahme in noradrenerge Neurone vor Injektion in der Regel durch
systemische Desipramin-Gabe gehemmt (Duty und Jenner 2011). Nach Injektion von
6-OHDA kommt es innerhalb von 12 Stunden zum Zelltod nigraler Neurone und leicht
verzogert, nach zwei bis drei Tagen, zum Untergang der dopaminergen Enden und
reduzierter Dopamin-Ausschuttung im Striatum (Blandini et al. 2008). Der Lasionserfolg
kann durch Messung der Tyrosinhydroxylaseaktivitat oder der Menge von DAT im
Striatum geprift werden. Ublicherweise werden zudem Rotationstests durchgefiihrt,
denn infolge einer 6-OHDA-Lasion zeigen Ratten ein charakteristisches
Rotationsverhalten nach systemischer Gabe von Dopamin-Agonisten (Blandini et al.
2008). Dabei fuhrt Apomorphin, ein direkter Agonist des Dopamin-Rezeptors, zu
kontralateralen Rotationen entgegen der Lasionsseite. Ursache dafir ist ein grolierer
Effekt des Agonisten an Rezeptoren der lasionierten Seite, da es hier nach Denervierung
zu einer Hochregulation der Rezeptoren kommt (Duty und Jenner 2011). In Studien
unserer Arbeitsgruppe zeigten sich neun Rotationen pro Minute (Wree et al. 2011).
Dabei treten die genannten Rotationen erst nach einer vollstdndigen (> 90 %)
Degeneration dopaminerger Neurone auf. Amphetamin hingegen wirkt als indirekter
Agonist und induziert an der Prasynapse eine gesteigerte Dopamin-Ausschittung. Es
wirkt somit Uber Beeinflussung intakter Synapsen, was sich in einer gesteigerten
Wirkung auf der kontralateralen Seite zeigt. Folglich kommt es zu ipsilateralen
Rotationen in Richtung der Lasionsseite. Diese treten schon bei einer partiellen Lasion
(50 - 60 % Zellverlust) auf. Zur Uberprifung einer vollstandigen Lasion sollte demnach
der Apomorphin-Rotationstest angewandt werden (Duty und Jenner 2011). Neben der
klassischen kompletten Lasion wird manchmal auch eine Teillasion zur Untersuchung
friher Krankheitsstadien oder nicht-motorischer Symptomen eingesetzt (Duty und
Jenner 2011; McDowell und Chesselet 2012). Dafiir wird 6-OHDA direkt in das Striatum

injiziert.
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Im Vergleich zur klassischen Lasion schreitet die nigrostriatale Degeneration so
langsamer voran und es wird lediglich ein Zellkérper-Verlust von 50 - 60 % erreicht. Der
subakute Verlauf der Degeneration ermoglicht auRerdem Studien zur Testung
neuroprotektiver Substanzen (Blandini et al. 2008). An dieser Stelle sei erwahnt, dass
neben dem 6-OHDA-Modell weitere etablierte Modelle existieren, die in dieser Arbeit mit
Verweis auf die entsprechende Literatur jedoch nicht weiter thematisiert werden (siehe
Duty und Jenner 2011). Die wesentlichen Vorgange des Morbus Parkinson werden im
6-OHDA-Modell gut dargestellt. Die Nachteile des Modells sind das Fehlen von Lewy-
Kdrperchen und die unnatirlich schnelle Degeneration der Neurone. Des Weiteren zeigt
das Modell nur einen Ausschnitt der komplexen Veranderungen im Rahmen der
Erkrankung, da es lediglich die pathologischen Vorgange in den Basalganglien darstellt.
Fur unsere Studie stellt die isolierte Darstellung der Basalganglien jedoch ein optimales
Modell zur Untersuchung einer intrastriatalen BoNT/A-Injektion dar. Wir setzten das
klassische Modell einer einseitigen, kompletten Lasion des nigrostriatalen Systems,
durchgefiihrt am MFB, ein.

1.6 Botulinumneurotoxine

1.6.1 Eigenschaften

BoNT sind hoch wirksame Neurotoxine, die durch ein zu den sporenbildenden,
grampositiven Anaerobiern gehérendes Bakterium (Clostridium botulinuum) produziert
werden. Dabei werden 7 verschiedene Serotypen (BoNT/A - BoNT/G) unterschieden.
Die Sporen der Clostridien sind hitzestabil und resistent gegen Umwelteinflisse. Beim
Menschen 16st die Intoxikation mit BoNT eine als Botulismus bekannte Erkrankung aus.
Nach Aufnahme des Toxins im Magen-Darm-Trakt, wird es tber die Blutbahn zu seinem
primaren Wirkort, der motorischen Endplatte, transportiert. Durch Hemmung der
Transmitter-Ausschittung an cholinergen Synapsen flihrt es zu schlaffen Lahmungen
der peripheren Muskulatur, die sich bis auf die Atemmuskulatur ausbreiten kénnen. Uber
zusatzliche Hemmung der ACh-Ausschittung an glatter Muskulatur, flhrt es au3erdem
zu gastrointestinalen Stérungen wie Mundtrockenheit und Schluckbeschwerden (Matak
und Lackovic 2014).

Das Toxin-Molekll besteht aus einer leichten und einer schweren Kette, die Uber
Disulfidbriicken und weitere nicht-kovalente Kontakte miteinander verbunden sind.
Dabei vermittelt die schwere Kette den Transport des Toxins in das Zytosol des Neurons.
Die leichte Kette fungiert als Zink-abhangige Metalloprotease (Caleo et al. 2009). An der
motorischen Endplatte wird BoNT Uber Dynamin-abhangige Endozytose in die

prasynaptischen Enden der cholinergen Neurone aufgenommen.
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Dabei induziert die schwere Kette tiber ihr C-Terminal die Bindung an die prasynaptische
Membran. Innerhalb des Endosoms, kommt es pH-abhangig zur Anderung der Toxin-
Konformation. Dabei vermittelt die schwere Kette die Freisetzung der leichten Kette in
das Zytosol. Uber Spaltung einzelner Komponenten des SNARE-Komplexes durch die
leichte Kette, verhindert BoNT die Verschmelzung der ACh-transportierenden Vesikel
mit der Plasmamembran und somit die Transmitter-Freisetzung. Dabei unterscheiden
sich die Angriffspunkte der einzelnen Toxine. BONT/A und E spalten das Protein SNAP-
25. Die Botulinumtoxine Typ B, D, F und G spalten das Vesikel-assoziierte Protein
Synaptobrevin (Matak und Lackovic 2014; Davletov et al. 2005).

1.6.2 Einsatz in der Medizin

Seit der ersten Beschreibung einer therapeutischen Wirkung von BoNT/A auf gesteigerte
Muskelaktivitat im Rahmen von Spastik im Jahre 1970, wurde der Einsatz des Toxins in
weiten Gebieten der Medizin erforscht. Schon friih wurde BoNT/A zur Therapie des
Strabismus, Blepharospasmus und Hemispasmus facialis genutzt. Im Rahmen dieser
Anwendungen wurde die korrigierende Wirkung des Toxins auf Alterserscheinungen der
Haut erkannt. Der Einsatz von BoNT/A in der asthetischen Medizin verzeichnet seit
Beginn des 21. Jahrhundertes grof3e Erfolge (Davletov et al. 2005). Auf die ausflhrliche
Darstellung weiterer zahlreicher Indikationen (z.B. Therapie von zervikalen Dystonien,
einer hyperaktiven Blase, oder Hyperhidrose), wird in dieser Arbeit mit Verweis auf die
umfangreiche Literatur der letzten Jahre verzichtet (Dressler 2013; Naumann et al. 2013;
Thenganatt und Fahn 2012). Aktuelle Forschungen beschaftigen sich mit dem Einsatz
des Toxins in der Schmerztherapie. Dabei wurde mehrfach eine analgetische Wirkung
bei Schmerzerkrankungen, wie zum Beispiel Migrane oder neuropathischen Schmerzen
beschrieben (Matak und Lackovic 2014).

Neben ihrer Wirkung an cholinergen Synapsen, wurde im Rahmen von in-vitro-
Experimenten an Synaptosomen mehrfach eine Wirkung von BoNT an weiteren
Transmittersystemen beschrieben. So hemmen BoNT unter anderem auch die
Transmitterausschittung an glutamatergen, dopaminergen, serotonergen und
noradrenergen Synapsen (Thyssen et al. 2010; Verderio et al. 2007; Ashton und Dolly
1988). Auf Grundlage dieser Erkenntnisse, wird in den letzten Jahren der mogliche
Einsatz von BoNT im ZNS erforscht. Dabei verspricht man sich einerseits die Mdglichkeit
der gezielten Untersuchung komplexer Vorgange im ZNS, durch selektive Blockade
einzelner Systeme. Andererseits wird ein therapeutischer Einsatz bei neurologischen
Erkrankungen untersucht (Davletov et al. 2005). Es wurde gezeigt, dass BoONT/A und E
bevorzugt die Transmitterausschittung an exzitatorischen Synapsen hemmen. Auf das

GABAerge System scheinen sie nur bedingt Einfluss zu haben.
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Die Ursache fir diese Selektivitat bleibt unklar, mehrfach wurde aber eine wichtige Rolle
des Zielproteins SNAP-25 postuliert (Verderio et al. 2007).

Das hohe therapeutische Potential dieser Selektivitdt wurde in mehreren Studien
aufgegriffen. Es erdffnet die Moglichkeit des Einsatzes von BoNT bei Erkrankungen, in
deren Pathogenese eine gesteigerte Aktivitat exzitatorischer Synapsen eine Rolle spielt.
So wurde im Tiermodell der mesialen Temporallappen-Epilepsie gezeigt, dass eine
einseitige BONT/E Injektion in den Hippocampus einerseits die Entwicklung von Anfallen
vorbeugt und andererseits die Anfallshaufigkeit bei chronischer Epilepsie reduziert.
Dabei zeigte sich eine Reduktion der Uberaktivitat des glutamatergen Systems, ohne
Beeinflussung von GABAergen Synapsen (Costantin et al. 2005). Neben dem méglichen
Einsatz in der Therapie von Epilepsien, wird auflerdem eine neuroprotektive Wirkung
des BoNT/E im Rahmen von Ischamien untersucht. Mehrfach wurde eine gesteigerte
Glutamat-Ausschittung nach Ischamie als Ursache des Neuronenuntergangs
beschrieben. In einem Tiermodell des ischamischen Schlaganfalls wurden gesteigerte
Glutamatkonzentrationen, sowie Zelluntergang nach Ischamie, erfolgreich durch
BoNT/E-Injektion verhindert (Antonucci et al. 2010).

Die beschriebenen Erkenntnisse geben Ausblick auf einen moglichen Einsatz der BONT
in der Therapie von Erkrankungen des ZNS. Voraussetzung daflir ist jedoch der
Ausschluss einer Beeintrachtigung lebenswichtiger Hirnfunktionen. So wurde in den
Studien von Costantin et al. eine Einschrankung der hippocampalen Funktion nach
BoNT/E-Injektion beschrieben. Zusatzlich zu den ausgelésten Veranderungen am
Wirkort sind weitere Einflisse von BoNT zu berlcksichtigen. So scheint das Zielprotein
SNAP-25 neben seiner fundamentalen Rolle bei der Transmitterausschittung auch am
Transport von Rezeptoren in die Plasmamembran beteiligt zu sein (Cheng et al. 2013).
Mehrfach wurde zudem eine Regulation von spannungsabhangigen lonenkanalen durch
SNAP-25 beschrieben (Zamponi 2003). AuRerdem existieren neben SNAP-25
maoglicherweise weitere Zielproteinen der BoNT (Verderio et al. 2007). Neben dem
direkten Einfluss auf die genannten Strukturen, kann das Toxin durch Ausbreitung in
weitere Hirnbereiche zudem Einfluss auf zentrale Hirnfunktionen nehmen. So wurde eine
mogliche Ausbreitung des Toxins durch axonalen Transport und Transzytose
beschrieben (Restani et al. 2011). Demnach bedarf es fir ein umfassendes Verstandnis
der Auswirkung einer intrazerebralen BoNT-Injektion auf das ZNS, weiterer

Untersuchungen.
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1.6.3 Potentielle Anwendung bei Morbus Parkinson

BoNT finden wie oben beschrieben seit Jahren Einsatz in der Therapie von
Erkrankungen, die mit einer gesteigerten ACh-Ausschuttung einhergehen (Verderio et
al. 2007). Cholinerge Uberaktivitat spielt auch in der Pathogenese des Morbus Parkinson
eine wesentliche Rolle (Pisani et al. 2007). Eine positive Wirkung von Anticholinergika
auf die Symptome des Morbus Parkinson ist lange bekannt. Umfangreiche systemische
Nebenwirkungen schréanken den Einsatz dieser Medikamente jedoch stark ein (vgl.
Kapitel 1.1.5). Ein selektiver Angriff an cholinergen Synapsen der Basalganglien, stellt
somit eine vielversprechende Therapieoption dar. So wurde in einer Studie unserer
Arbeitsgruppe erstmals gezeigt, dass intrastriatale BoNT/A-Injektion sich positiv auf die
motorischen Symptome von Hemiparkinsonratten auswirkt (Wree et al. 2011). Dabei
verhindert BoNT/A die Apomorphin-induzierten Rotationen der Hemiparkinsonratte
konstant und reproduzierbar, fur einen Zeitraum bis zu sechs Monaten (Antipova et al.
2013; Wree et al. 2011). Zur Untersuchung weiterer Auswirkungen des Toxins wurde die
einseitige BoNT/A-Injektion in das Striatum ebenfalls an gesunden Ratten untersucht.
Dabei zeigte sich keine Auswirkung auf die Grof3e des Nucleus caudatus oder auf die
Gesamtzahl der Neuronen im Striatum. Es konnten keine zellularen Immunreaktionen
gezeigt werden (Antipova et al. 2013). Auch ein Jahr nach Injektion zeigte sich keine
Veranderung der Anzahl cholinerger Interneurone, was einen zytotoxischen Effekt der
BoNT/A-Injektion auf das Striatum der Ratte unwahrscheinlich macht (Mehlan et al.
2016). Eine beflrchtete Ausbreitung des Toxins in weitere Teile des Gehirns konnte nicht
nachgewiesen werden (Holzmann et al. 2012). Somit konnte die intrastriatale BoNT/A-
Injektion in das Striatum eine neue Therapieoption des Morbus Parkinson sein (Mehlan
et al. 2016).
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1.7 Fragestellung der Arbeit

Zum weiteren Verstandnis der Vorgange nach einer BoNT/A-Injektion in das Striatum,
wurde in dieser Arbeit erstmalig die Auswirkung auf die Rezeptordichte von

Glutamatrezeptoren mithilfe der quantitativen Rezeptorautoradiographie untersucht.

Eine Reduktion der Glutamat-Ausschittung an Synapsen nach BoNT-Gabe wurde
mehrfach gezeigt (siehe Kapitel 1.6.2). Das Prinzip einer Hochregulation von
Rezeptoren, als Reaktion auf reduzierte Konzentrationen ihrer Liganden, ist allgemein

bekannt. Somit stellten wir uns zu Beginn unserer Messungen folgende zentrale Frage:

1. Inwieweit beeinflusst eine intrastriatale BoNT/A-Injektion die Dichte von

Glutamatrezeptoren im Striatum?

Zusatzlich untersuchten wir den Einfluss der intrastriatalen BoNT/A-Injektion auf die
Dichte von Glutamatrezeptoren im 6-OHDA-Modell der Ratte. Zunachst stellten wir daftir
die isolierte Auswirkung einer 6-OHDA-Lasion auf die Rezeptordichte und im Anschluss
die Veranderungen durch zusatzliche intrastriatale BoNT/A-Injektion dar. Dabei stellten

wir uns folgende Fragen:

1. Inwiefern kommt es im Rahmen dopaminerger Denervierung des Striatums zu

Veranderung der Dichte von Glutamatrezeptoren?

2. Wie wirkt sich eine intrastriatale BoNT/A-Injektion auf die Dichte von

Glutamatrezeptoren im 6-OHDA-Modell aus?
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2 Material und Methoden

2.1 Tiere

Bei den in diesem Projekt eingesetzten 127 Tieren, handelte es sich um mannliche, drei
Monate alte Wistar Ratten der Firma Charles River GmbH (Sulzfeld, Deutschland). Die
Tiere wurden zu dritt in Kunststoffkafigen mit Metallgitteraufsatzen gehalten. Nahrung
und Wasser wurden uneingeschrankt zur Verfigung gestellt. Durch Regulation der
Beleuchtung wurde ein kunstlicher Tag-Nacht-Rhythmus geschaffen. Die Haltung, sowie
Zucht und Experimente, erfolgten stets unter Wahrung des Tierschutzes gemaf
Tierschutzgesetz. Die Genehmigung der Tierversuche erfolgte durch die zustandige
Behorde (Aktenzeichen LALLF M-V/TSD/7221.3-1.1-003/13).

2.2 Narkose der Tiere

Alle Operationen am Rattenhirn wurden unter Narkose durchgeflihrt. Die Tiere wurden
mit einem intraperitoneal injizierten Gemisch aus Ketamin (50mg/kg KG) und

Xylazin (4mg/kg KG) narkotisiert.

2.3 Einteilung der Tiere in funf Versuchsgruppen

Die Tiere wurden in finf Versuchsgruppen eingeteilt. Innerhalb der einzelnen
Versuchsgruppen wurde der zeitliche Verlauf der Veranderung von Rezeptordichten
erfasst, in dem die Tiere zu unterschiedlichen Zeitpunkten getétet wurden.
Gruppe L wurde lediglich mit 6-OHDA lasioniert. Die Tiere der Gruppe LB wurden
6 Wochen nach 6-OHDA-Lasion mit BoNT/A behandelt, Gruppe LV erhielt nach gleicher
Zeit eine Botulinumtoxin-Ersatzlésung zur Untersuchung der generellen Auswirkung
einer Manipulation in dem Injektionsareal. Gruppe B wurde mit BoNT/A behandelt ohne
vorherige 6-OHDA-L&sion. Gruppe K diente als unbehandelte Kontrolle (vgl. Tabelle 5,
siehe Anhang).

2.4 Unilaterale Lasion des medialen Vorderhirnbindels mit 6-OHDA

Die Lasionen wurden von Prof. Dr. A. Wree durgefiihrt. Dabei wurden die narkotisierten
Tiere (vgl. 2.2) zur gezielten Injektion in einer stereotaktischen Apparatur (David Kopf,
Tujunga, CA, USA) fixiert. Die Eréffnung der Kopfschwarte erfolgte durch eine sagittale
Inzision. Nach Schadeltrepanation mithilfe eines Bohrers wurde die Dura eréffnet. Die
Injektion erfolgte in das rechte MFB mit den Zielkoordinaten anterior-posterior=- 2.3 mm,

lateral= - 1,5 mm, ventral= - 9,0 mm bezlglich des Referenzpunktes Bregma (Paxinos
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et al. 1985). Mithilfe einer Hamiltonspritze wurden 4l 6-OHDA (24ug), gelést in 0,1

molarer Citratpufferldsung, Uber einen Zeitraum von 4 min injiziert.

Dabei wurde von einer vorherigen Desipramin-Injektion zum Schutz der adrenergen
Neurone abgesehen, da dies zu einer hohen Mortalitat der Versuchstiere flhrte. Vier
Wochen nach 6-OHDA-Injektion wurde der Lasionserfolg mithilfe des
Apomorphinrotationstests Uberprift. Dabei musste ein Tier mindestens vier Rotationen
pro Minute entgegen der lasionierten Seite vollbringen, um als erfolgreich |asioniert

gewertet zu werden.

2.5 |Intrazerebrale Applikation von Botulinumneurotoxin-A

Die BoNT/A-Injektionen wurden 6 Wochen nach 6-OHDA-L&sion von Prof. Dr. A. Wree
durchgefuhrt. Daftr wurden die Tiere narkotisiert (vgl. 2.2) und in einer stereotaktischen
Apparatur fixiert. Es erfolgte eine zweimalige, diskontinuierliche Injektion von 1pl
BoNT/A-Losung (Lot 13028A1A, List, Campbell, USA; Handler: Quadratech, Surrey, UK)
an zwei Injektionsorten im Striatum (siehe Abbildung 7). Dabei wurde BoNT/A in einer
Phosphat-gepufferten Kochsalzlésung mit 0,1 % Rinderserum Albumin (PBS-BSA
0,1 %) geldst. Insgesamt wurde 1 ng BoNT/A injiziert. Als BoNT-Ersatzlésung diente
PBS-BSA 0,1 %.

Abbildung 7: Injektionsstellen von BoNT/A im Striatum der Ratte.

Das obere Bild zeigt eine laterale Ansicht, das untere Bild eine dorsale Ansicht des Rattenstriatums. Die
gelben Markierungen entsprechen den zwei Injektionsstellen von BoNT/A (anterior=+ 1,3/ - 0,4 mm; lateral=
- 2,6/-3,6 mm und ventral= - 5,5 mm). Die Abbildung wurde zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. O. Schmitt,
Institut fir Anatomie, Universitatsmedizin Rostock.



Material und Methoden 31
2.6 To6tung der Tiere und Fixierung der Gehirne

Nach Tétung der Tiere mit einer Uberdosis Ketamin/Xylazin wurden die Rattenhirne

sofort nach Entnahme in Isopentan eingefroren und anschlielend bei -80° C gelagert.

2.7 Aufarbeitung der Gehirne

Die Anfertigung der Hirnschnitte erfolgte anteilig durch Mitarbeiter des
Forschungszentrums Julich und des Anatomischen Instituts der Universitat Rostock. Der
Transport von Gehirnen und Hirnschnitten erfolgte ebenfalls bei einer Temperatur von
-80° C.

Die insgesamt 127 Gehirne wurden mithilfe eines Cryostaten (Leica Instrumente GmbH,
Wetzlar, Deutschland) koronar geschnitten und direkt von der Klinge auf einen
beschichteten Objekttrager aufgenommen. Die Beschichtung der Objekttrager erfolgte

mit Gelatine. Vor dem Schneiden wurden die Objekttrager bei -20° C gelagert.

Pro Gehirn wurden sieben Schnittebenen dargestellt. Da in der siebten Schnittebene
kein Nucleus caudatus-Putamen (CPu) mehr vorhanden war, wurden nur sechs

Schnittebenen gemessen (vgl. Abbildung 8).
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Figure 20

- Interaural 10.56 mm Bregma 1.56 mm
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Figure 36

© Interaural 8.64 mm Bregma -0.36 mm

Ebene 1

Ebene 2

Figure 40

© Interaural 8.16 mm Bregma -0.84 mm

Figure 51

© Interaural 6.84 mm Tregma -2.16 mm

Ebene 3

Ebene 4

Figure 54

Interaural 6.48 mm” i Bregma -2.52 mm

Figure 63

Bregma -3.60 mm

¢ Interaural 5.40 mm

Ebene 5

Ebene 6

Abbildung 8: Kartierung der Schnittebenen nach Paxinos und Watson

Atlas ,The rat brain in stereotaxic coordinates “, 6" edition, Paxinos and Watson 2007

Ebene 1 (interaural 10.56mm, Bregma +1.56mm), Ebene 2 (interaural 8.64mm, Bregma -0.36mm), Ebene 3
(interaural 8.16mm, Bregma -0.84mm), Ebene 4 (interaural 6.84mm, Bregma -2.16mm), Ebene 5 (interaural
6.48, Bregma -2.52mm), Ebene 6 (interaural 5.40mm, Bregma -3.60mm). Dabei ist der Bezugspunkt Bregma
definiert als Schnittpunkt der Pfeil- und Kreuznaht des Rattenschadels
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Innerhalb der sieben Schnittebenen wurden je 30 Hirnschnitte mit einer Schnittdicke von
20 um angefertigt. Neben den in dieser Arbeit untersuchten Glutamatrezeptoren wurden
weitere Rezeptoren mit entsprechenden Liganden untersucht, sodass 19 Schnitte der
Inkubation mit den unterschiedlichen Liganden dienten. Zwei Schnitte wurden fur die
beiden histologischen Farbungen genutzt. Die restlichen neun Schnitte wurden als

Reserve hergestellt.

Rostral der ersten Schnittebene wurden weitere 30 Schnitte fur die Herstellung eines

unspezifischen Bindungsbilds angefertigt.

Nach Aufschmelzung der Schnitte auf die gefrorenen Objekttrager wurden sie bei 35° C
fur 20-30 min. getrocknet. Im Anschluss wurden die Schnitte in Kisten sortiert und bei

-80° C gelagert.

2.8 Quantitative Rezeptorautoradiographie

Die Rezeptorautoradiogramme wurden im Forschungszentrum Jdlich, Institut fir
Neurowissenschaften und Medizin, nach standardisierten Protokollen entwickelt (Zilles
et al. 2002; Zilles et al. 1991a). Dabei wurden die mit dem Cryostat-Microtom
hergestellten, unfixierten Schnitte zunachst in einem Liganden-spezifischen Puffer
vorinkubiert. Dies diente der Entfernung von im Gewebe verbliebenen Transmittern, um
eine Rezeptorblockade mit endogenen Substanzen zu verhindern. Danach folgte die
eigentliche Inkubation der Hirnschnitte mit dem jeweiligen Tritium-markierten [*H]
Liganden in einem Puffermedium. Zur Bestimmung der unspezifischen Bindung wurden
einige Hirnschnitte zusatzlich zum [*H] markierten Liganden auch mit einem in héherer
Konzentration vorliegenden, unmarkierten Liganden (Kompetitor) inkubiert. Im
Anschluss wurden die Schnitte zwei verschiedenen Waschvorgangen unterzogen und
bei Raumtemperatur getrocknet. Die Inkubationsdauer, Temperatur, Pufferauswahl, das
Waschmedium sowie die Konzentration des Liganden und seines Kompetitors waren fur

jeden Rezeptor spezifisch (siehe Tabelle 6, Anhang).

Nach Markierung der Hirnschnitte mit den radioaktiv markierten Liganden wurden sie auf
einen B-strahlenempfindlichen Film (Kodak, Perkin Elmer LAS GmbH, Deutschland)
aufgebracht und in Abhangigkeit vom jeweiligen Liganden fir 10 bis 15 Wochen im
Dunkeln bei 4° C exponiert (vgl. Tabelle 7, sieche Anhang).

Gemeinsam mit den Hirnschnitten wurden Standards aufgebracht. Im Anschluss wurde
der Film in einem Fotolabor mit Hilfe eines Hyperprozessors (Amersham Biosciences,
Europa) entwickelt. Danach wurden die Filme mithilfe einer CCD-Kamera (Carl Zeiss
Mikrolmaging GmbH, Deutschland) digitalisiert. Es entstanden Grauwertbilder mit einer

Auflésung von 4164*3120 Pixeln und 8-Bit Grauwertauflosung.
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Um die Zytoarchitektur der Hirnregionen gut abgrenzen zu kénnen, wurden zusatzlich
zu den Autoradiogrammen histologische Praparate angefertigt. Es wurde eine Nissl- und

Markscheidenfarbung durchgefuhrt.

2.9 Auswertung der Rezeptorautoradiogramme mit MCID

Die densitometrische Bestimmung der Rezeptordichten wurde mit dem Programm MCID

Analysis v7.0 (InterFocus imaging Ltd, Linton, UK) (http://www.mcid.co.uk/)

durchgefuhrt. Bei der Dichtemessung in MCID wird der durchschnittliche Grauwert eines
Bildausschnittes einer Ligandenkonzentration zugeordnet. Dies geschieht anhand von
standardisierten Kalibrierungskurven. Die Kalibrierungskurven wurden auf Grundlage
von Kalibrierungstabellen aus Julich erstellt. In Julich wurde durch Messung von ,Past”
Standards der Firma ARC, mit bekannter Ligandenkonzentration, jedem mittleren
Grauwert, im Wertebereich von 0 bis 255, eine exakte Ligandenkonzentration

zugeordnet. Dabei wurde fur jede Folie eine eigene Kalibrierungstabelle erstellt.

Die Erstellung der Kalibrierungskurve erfolgte im ,Calibration Modus®. Die acht
standardisierten Wertepaare der Jilicher Tabelle wurden in MCID Ubertragen. Als
Einheit fur die Ligandenkonzentration wurde fmol/mg gewahlt. Die Grauwerte wurden in
.Levels* angegeben. AnschlieRend wurde mittels einer kubischen Spline-Funktion die
nichtlineare  Transformation der Wertepaare in Form einer interpolierten

Kalibrierungskurve dargestellt (siehe Abbildung 9).


http://www.mcid.co.uk/
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Abbildung 9: Kalibrieungskurve in MCID

Darstellung der Ligandenkonzentration in fmol/mg (x Achse); Grauwert in Levels (y-Achse)

GrolRe Grauwerte erscheinen in den rezeptorautoradiographischen Bildern als hellgraue
(ca.230) bis weille (ca.255) Pixel und sind Ausdruck einer niedrigen
Ligandenkonzentrationen. Kleine Grauwerte, dunkelgrau (ca. 50) bis schwarz (ca. 0),

entsprechen einer besonders hohen Ligandenkonzentration.

Bildbereichen, deren Ligandenkonzentration geringer war als der Betrag des hellsten
Grauwertes (255), wurde in der Kalibrierung die Ligandenkonzentration O fmol/mg

zugeordnet.

Jedes autoradiographische Bild wurde mit einer Kalibrierungskurve verknupft. Dafur
wurden die ,total binding“ Bilder (Gesamtbindungsbilder, tif-Format) in den Messkanal
(Kanal 1) von MCID geladen und gemeinsam mit der Kalibrierung als MCID-Bilddateien

abgespeichert.

Vor Messbeginn wurde der Wert fur die unspezifische Ligandenbindung bestimmt. An
dieser Stelle wurde anders als im standardisierten Jilicher Protokoll (Bozkurt 2004)
verfahren. Die in Julich fur die Ermittlung der Konzentration spezifischer
Rezeptorbindungsstellen hergestellten ,unspecific binding“ Bilder wurden, aufgrund zu
geringer Korrelation der dargestellten Hirnareale mit dem ,total binding“ Bild, nicht
genutzt. Stattdessen wurde im ersten ,total binding® Bild der Serie die

Ligandenkonzentration des Hintergrundes bestimmt.
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Daflr wurde das kalibrierte Bild in Kanal 1 geladen und nach Auswahl des Icons
»Set receptor nonspecifc binding“ wurde der Hintergrund mithilfe der ,outline“-Funktion

groRzligig umfahren.

Der so ermittelte Wert wurde als konstanter Wert der unspezifischen Bindung in Kanal 2
gespeichert und von jeder gemessenen Ligandenkonzentration subtrahiert. Es wurden
so hintergrundkorrigierte Ligandenkonzentrationen gemessen. Falls die ermittelte
Ligandenkonzentration des Hintergrundes um mehr als 4 Level von dem als 0 fmol/mg
definierten Grauwert abwich, wurde die Kalibrierungskurve fir die aktuelle Bildserie
geandert. Dafir wurde der gemessene Hintergrundwert der Ligandenkonzentration

0 fmol/mg zugeordnet.

Die Messungen wurden im ,Sample Modus® durchgeflihrt. Zusatzlich zur
hintergrundkorrigierten Ligandenkonzentration wurden die Flache und der Umfang der
gemessenen Region bestimmt. Eine Bildserie bestand aus  sieben
rezeptorautoradiographischen Bildern, die den Frontalschnitten eines Rattenhirns von
rostral nach kaudal entsprachen. Da in der siebten Schnittebene kein CPu mehr
vorhanden war, wurden nur die ersten sechs Bilder einer Serie vermessen (siehe
Abbildung 10, Abbildung 11, Abbildung 12, Abbildung 13).
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Schnitt 1 Schnitt 2

Schnitt 3 Schnitt 4

Schnitt 5 Schnitt 6

Abbildung 10: Bildserie von rostral nach kaudal markiert mit [?HJAMPA
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K

chnitt1 | ~ Schnitt

Schnitt

Abbildung 11: Bildserie von rostral nach kaudal markiert mit [*H]Kainat
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Abbildung 12: Bildserie von rostral nach kaudal markiert mit [*HILY341
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: il
Schnitt 5 Schnitt 6

Abbildung 13: Bildserie von rostral nach kaudal markiert mit [*HJMK801



Material und Methoden 41

In jedem Bild wurde das rechts- und linkshemispharische CPu gemessen. Das CPu
wurde mit der Maus im Modus ,click outline” umfahren. Die entstandene Konturlinie
definierte eine geschlossene Flache, in der MCID die Ligandenkonzentration ermittelte
(siehe Abbildung 14).

Abbildung 14: Darstellung der in MCID angelegten Konturlinie

In Bildern, deren CPu-Region durch Artefakte oder andere methodenbedingte
Qualitatsverluste eine inhomogene Struktur aufwies, wurden nur Anteile des CPus
gemessen. Bilder mit stark beschadigter CPu-Region wurden aus der Messreihe
genommen.

Abbildung 15 zeigt ein Bild, dessen linke CPu Region einen ,Drift*, d.h. Grauwertverlust,
von medial nach lateral aufweist. Das linke Striatum wurde unter Aussparung der
lateralen Bereiche gemessen. In dem in Abbildung 16 dargestellten
Rezeptorautoradiogramm wurde ebenfalls nur ein Teil des linken CPus gemessen.

Grund daflr war eine eingeklappte linke Hemisphére.
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Abbildung 15: Inkomplette Messung des Striatums aufgrund schlechter Bildqualitat

A Grauwertabnahme der linken CPu-Region von medial nach lateral
B Darstellung der in MCID gemessenen Region

42
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Abbildung 16: Inkomplette Messung des Striatums aufgrund Materialliberlagerung

A die linke Hemisphére ist eingeklappt
B Darstellung der in MCID gemessenen Region

43
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Abbildung 17 zeigt wie mit einem Autoradiogramm verfahren wurde, dessen CPu Region
durch ein Artefakt durchsetzt war.

Abbildung 17: Inkomplette Messung des Striatums aufgrund eines Artefaktes

A die rechte CPu-Region ist durch ein Artefakt durchsetzt
B Anteilige Messung mithilfe einer ,Briicke"
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Die gemessene Ligandenkonzentration wurde von MCID nach Abzug des
unspezifischen Bindungswertes automatisch in eine Ergebnistabelle Ubertragen.
Teilweise ermittelte MCID Ligandenkonzentrationen, in deren Berechnung einzelne Pixel
mit einem Helligkeitswert gréRer als der flr 0 fmol/mg definierte Wert eingingen. Diese
Werte wurden von MCID rot geschrieben. Da aber ein mittlerer Grauwert aus allen Pixeln

bestimmt wurde, konnten diese einzelnen helleren Pixel vernachlassigt werden.

2.10 Ermittlung der Rezeptordichte

Die gemessenen Werte einer Bildserie wurden aus der MCID-Tabelle mit ,,Kopieren und
Einfigen“ nach Sortierung in einer vorgefertigten Libre-Office-Calc-Tabelle in die
endglltige Ergebnistabelle eingefligt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die englische
Dezimalkommasetzung  von MCID  korrekt in das  deutschsprachige

Tabellenkalkulationsprogramm Ubertragen wurde.

Die gemessenen Ligandenkonzentrationen wurden mit folgender Formel in

Rezeptordichten umgerechnet:

fmoly CcG Kd [nM] + L [nM]
RD [ mg ] - 54 [mfrfol] X L [nM]

Die Rezeptordichte (RD) ergibt sich aus dem mittleren gemessenen kalibrierten
Grauwert (CG), der aus MCID in das Tabellenprogramm kopiert wurde, und aus
Liganden-spezifischen Konstanten. Die Spezifische Aktivitat (SA),
Dissoziationskonstante (Kd) und Realkonzentration (L) des jeweiligen Liganden wurden
der AUTO_SCAL2C Datei entnommen (siehe Tabelle 8, Anhang). Dabei beschreibt die
SA die Strahlungsaktivitdt des jeweiligen Liganden. Die Kd gibt die halbmaximale
Sattigungskonzentration an und ist ein MaR fur die Affinitat eines Liganden zu seinem
Rezeptor. Je kleiner die Dissoziationskonstante, desto hdher ist die Affinitat. Gleichzeitig
stellt die Dissoziationskonstante einen Richtwert fir die Ligandenkonzentration im
Inkubationsmedium dar. Die Realkonzentration beschreibt die tatsachliche

Konzentration im genutzten Inkubationsmedium.

Fir jeden Schnitt einer Bildserie wurde so die Rezeptordichte des rechten und linken
Striatums bestimmt. Ein Mittelwert der 6 Schnitte wurde gebildet, sodass jedem Tier je
eine Rezeptordichte fir das rechte und linke Striatum zugeordnet wurde. Anschliel}end
wurden die mittleren Rezeptordichtewerte mit der durchschnittlich gemessenen Flache
verkndpft und in Versuchsgruppen zusammengefasst. Das am Ende erstellte
Saulendiagramm bildet die mittleren flachengewichteten Rezeptordichten einer

Versuchstiergruppe mit ihrer Standardabweichung ab.
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Zusatzlich wurden fir jede Versuchstiergruppe Dichtekurven erstellt, um Veranderungen
der Rezeptordichte zwischen den rostral und kaudal gelegenen Striatumanteilen zu
erkennen. Dafur wurden aus den Einzelwerten der Schnitte Mittelwerte fur die jeweilige
Schnittebenen gebildet. Die Dichtekurven sind somit eine Darstellung mittlerer
Rezeptordichten ohne Flachenwichtung.

Anhand folgender Formel wurde zusatzlich eine relative Rezeptordichte errechnet:

MW area RD rechts — MW area RD links
MW area RD links

Relative Rezeptordichte = 100 X

Die Berechnung einer relativen Rezeptordichte diente der Darstellung von mdéglichen
Seitendifferenzen zwischen dem rechten und linken Striatum eines Versuchstiers.
Mithilfe des Programmes Origin 8.1 wurden Scatterplots generiert, welche die relativen
Rezeptordichten der einzelnen Tiere einer Versuchsgruppe darstellen. Diese Form der
Wertedarstellung ermdglicht die Streuung der Werte innerhalb einer Versuchsgruppe zu

beurteilen.

2.11 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der Daten wurden mithilfe des Programm IBM SPSS Statistics
Version 20 durchgefiihrt. Zum Wertevergleich der einzelnen, unabhangigen Gruppen
wurde eine ANOVA, einfaktorielle Varianzanalyse, durchgefuhrt. Zuvor wurde die, fur die
Anwendung dieses parametrischen Testverfahrens, vorausgesetzte Normalverteilung
der Daten mithilfe des Kolmogorw-Smirnow Test gepruft. Nach Signifikanznachweis in
der ANOVA folgte zur genauen Darstellung der signifikanten Paarvergleiche ein Post-
Hoc-Test mit Bonferoni-Korrektur. Dabei wurde, wie allgemein Ublich, ein
Signifikanzniveau von 0,05 festgelegt, d.h. ab einem p-Wert <0,05 galten Ergebnisse als

signifikant.
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3 Ergebnisse

3.1 Einleitung

Zum allgemeinen Uberblick zeigt Abbildung 18 die mittlere flachengewichtete
Rezeptordichte der einzelnen Glutamatrezeptoren im Striatum der gesunden Ratte.
Hierfir wurde flir jeden Rezeptor der links- und rechtsseitige mittlere Wert der

Kontrollgruppe (n=7) zusammengefasst.

C .
3 Glutamatrezeptoren Striatum
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Abbildung 18: Rezeptordichten der Glutamatrezeptoren im Striatum

Es zeigen sich groBe Unterschiede in der Verteilung der einzelnen
Rezeptoruntergruppen im Striatum. Die grote Rezeptordichte weisen die mGlu2/3-
Rezeptoren auf, mit einem durchschnittlichen Wert von 3472 fmol/mg Protein. AMPA-
Rezeptoren zeigen eine Rezeptordichte von 2390 fmol/mg Protein, wobei sich die grofle
Standardabweichung aus einem interhemispharischen Unterschied der Kontrollgruppe
ergibt. Deutlich geringere Rezeptordichten ergaben sich fir die Kainat-Rezeptoren mit

1189 fmol/mg Protein und NMDA-Rezeptoren mit 1208 fmol/mg Protein.

Nachfolgend sind unsere Ergebnisse der Messung von Rezeptordichten im Striatum fir
die einzelnen Versuchsgruppen der vier verschiedenen Glutamatrezeptoren ausfihrlich
dargestellt. Dabei unterscheidet man die Gruppe der Hemiparkinsonratten ohne
Therapie (Gruppe L) mit verschiedener Uberlebenszeit (L3W, L6W, L6W1M etc.), die
Gruppe der BoNT/A-therapierten Kontrolltiere (Gruppe B), ebenfalls zu verschiedenen
Zeitpunkten, sowie die Gruppe der Hemiparkinsonratten mit zusatzlicher BoNT/A-
Therapie (Gruppe LB) zu verschiedenen Zeitpunkten. Aufderdem sind zwei Gruppen der

Hemiparkinsonratten mit Schein-BoNT/A-Therapie (Gruppe LV) dargestellt.
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3.2 AMPA-Rezeptoren

Abbildung 19 zeigt die mittlere AMPA-Rezeptordichte des linken und rechten Striatums
der einzelnen Versuchsgruppen. Dabei stellen die Gruppen L, B, LB und LV eine
Zusammenfassung der beziglich der Uberlebensdauer unterschiedenen Untergruppen
dar. Zum direkten Vergleich ist die Kontrollgruppe mit aufgeflihrt. Es zeigen sich
Unterschiede zwischen den Rezeptordichten der einzelnen Gruppen (F(9,240)=8.852;
p=.000).

£ AMPA-Rezeptoren Striatum Gruppe MW area RD L (SD) MW area RD R (SD)
E 2500 K 2507 (457) 2272 (384)
2 3000 - L 1903 (305) 1977 (279)
= = i * * g B 1924 (207) 1958 (243)
c 2000 i L %
o 1l 1 I LB 1530 (230) 1613 (259)
£ 1500
% 1000 LV 2183 (283) 2224 (399)
*&9.,_ 500
by 0 Darstellung der Werte als flachengewichtete Mittlerwerte mit
= K L B LB Lv Standardabweichung. Signifikante Unterschiede im Vergleich
Versuchsgruppen zur Kontrollgruppe nach Post-Hoc-Test mit Bonferroni-Korrektur
sind mit * gekennzeichnet.
=MW area RDL =MW area RD R Es gilt p-Wert < 0.05*, <0.01 **, < 0.001 ***

Abbildung 19: AMPA-Rezeptordichten der vier Versuchsgruppen

Auffallig ist ein interhemispharischer Unterschied von 235 fmol/mg Protein in der
Kontrollgruppe, bei einem mittleren Wert von 2507 fmol/mg Protein fir das linke und
2272 fmol/mg Protein flr das rechte Striatum. Der Unterschied zeigt sich, bei groRer
Varianz der Werte in Gruppe K des linken Striatums, als statistisch nicht signifikant. In
Gruppe L =zeigt sich im Vergleich zur Kontrollgruppe beidseits eine Kkleinere
Rezeptordichte, wobei der Unterschied nur fur das linke Striatum signifikant ist (p=.017).
Innerhalb der Gruppe L zeigt sich kein relevanter interhemispharischer Unterschied.
Nach rechtsseitiger BONT/A-Injektion in das Striatum (Gruppe B), zeigt sich im Vergleich
zur Kontrollgruppe ebenfalls eine beidseits reduzierte Rezeptordichte ohne
interhemispharischen Unterschied. Signifikanz konnte nur fur das linke Striatum
nachgewiesen werden (p=.025). 6-OHDA-lasionierte Versuchstiere mit anschlieender
BoNT/A-Therapie (Gruppe LB) weisen beidseits eine signifikant kleinere Rezeptordichte
als die Kontrollgruppe auf (p=.000, p=.005). Die scheinbehandelte Gruppe (Gruppe LV)
zeigt keine signifikante Veranderung der Rezeptordichte. Gruppe LB und LV weisen
ebenfalls keine Unterschiede zwischen der Rezeptordichte des linken und rechten

Striatums auf.

Abbildung 20 stellt die relative Rezeptordichte von AMPA-Rezeptoren im Striatum der
einzelnen Versuchstiere aller Versuchsgruppen dar. Zur Berechnung der relativen

Rezeptordichte siehe Kapitel 2.10.
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Dabei beschreiben negative Werte eine grofere Rezeptordichte des linken Striatums,
positive Werte entstehen bei Uberwiegen des rechten Striatums. Ausbleibende

interhemispharische Differenz flhrt zu einer relativen Rezeptordichte von null.
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Abbildung 20: Relative AMPA-Rezeptordichten der einzelnen Versuchstiere

Die Kontrollgruppe weist im Vergleich zu den restlichen Gruppen eine geringe Streuung
der Einzelwert auf. Dabei liegen alle Werte im negativen Bereich. Auffallig ist ein
einzelner Wert von -25 %. Bei Kontrolle der Bilder sieht man eine im Vergleich zum linken
Striatum verschwommene, schwéachere Darstellung des rechten Striatums.
Zusammengefasst stellt sich, wie auch im Saulendiagramm (siehe Abbildung 19), eine
linkshemispharisch betonte Rezeptordichte (im Mittel (X) -10 %) dar, die jedoch keinem
relevanten Seitenunterschied entspricht. In den lasionierten Gruppen fallt eine breite
Streuung der Einzelwerte auf. In Gruppe L6W3M und L6W6M fallen Extremwerte von
+37 % und +42 % auf. Bei Bildkontrolle zeigt sich rein visuell jedoch keine Erklarung fur
diese Werte. AulRer einer rechtsbetonten Rezeptordichte in Gruppe L6W1M (x= +12 %)
und LBW6M (x= +17 %), ist keine Seitendominanz erkennbar. Die Einzelwerte der
BoNT/A-therapierten Tiere liegen Uberwiegend in einem Bereich zwischen -10 % und
+20 %. Mit Ausnahme eines Extremwertes von +49 % in Gruppe B3M und zwei
auffalligen Werten in Gruppe BOM (- 25 % und -27 %), erscheinen die Gruppen homogen
mit mittlerer Streubreite. Die zugehdrige Bildserie des Extremwertes von Gruppe B3M
zeigt keine Artefakte. Fir einen der beiden Extremwerte in Gruppe B9M zeigen die
entsprechenden Autoradiogramme einen unscharfen Anschnitt des rechten Striatums,
die andere Bildreihe erscheint unauffallig. Die Gruppe B2W scheint leicht rechtsbetont

(x= +4%), in den restlichen Gruppen zeigt sich keine relevante Seitendominanz.
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In den Versuchsgruppen der BoNT/A-therapierten Hemiparkinsonratten zeigt sich keine
eindeutige Seitendominanz. Dennoch liegen die Werte in Gruppe LB6W1M (x= +3 %),
LB6WBM (x= +9 %) und LB6WIM (X= +8 %) durchschnittlich im positiven Bereich, sind
also leicht rechtsbetont. Bis auf Gruppe LB6WG6M, die eine weite Streuung aufweist, zeigt
sich ein recht homogenes Bild. Die Gruppen der lasionerten und scheinbehandelten

Tiere zeigen keine Seitenpraferenz.

In Abbildung 21 sind die mittleren Rezeptordichten der einzelnen Untergruppen von 6-

OHDA-lIasionierten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe aufgetragen.

. G MW RDL (SD) MW area RD R (SD
AMPA-Rezeptoren Striatum i - =8 — e

L6W6M 1478 (201
L6WOM 1482 (151

1728 (306)
1492 (74)

o

_— K 2507 (457) 2272 (384)
L3wW 2478 (524) 2274 (270)
L6W 2103 (319) 2199 (208)
* L6WIM 1763 (359) 1975 (490)
z L6W3M 2114 (279) 2194 (325)
(201)
(151)
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L6W1M L6W3M LeweM LeweM Darstellung der Werte als flachengewichtete Mittlerwerte mit

Versuchsgruppen Standardabweichung. Signifikante Unterschiede im Vergleich
zur Kontrollgruppe nach Post-Hoc-Test mit Bonferroni-Korrektur
=MW areaRD L MW area RD R sind mit * gekennzeichnet.

Es gilt p-Wert < 0.05 *,< 0.01 **,< 0.001 ***

Abbildung 21: AMPA-Rezeptordichten der 6-OHDA-Iasionierten Tiere

Drei Wochen nach 6-OHDA-Lasion zeigen sich im Vergleich zur Kontrollgruppe keine
Veranderungen. Die geringfligig niedrigere Dichte des rechten Striatums fallt auch in
dieser Gruppe auf. Der Unterschied ist statistisch nicht signifikant und bei groRer
Standardabweichung des Mittelwertes schwer beurteilbar (vgl. Abbildung 21). Die
Gruppen L6W und L6W3M zeigen keine relevanten Veranderungen der Rezeptordichte.
Gruppe L6W1M (links p= .003, rechts p= .006), L6W6M (links p= .000, p= .000) und
L6WOM (links p=.000, rechts p=.002) weisen im Vergleich zur Kontrollgruppe beidseits
geringere Werte auf. Die Seitenunterschiede der Gruppen L6W1M und L6W6M sind
unter Beachtung der groRen Standardabweichung der Mittelwerte des rechten
Striatums, die sich in einer breiten Streuung und dem Auftreten von Extremwerten auch
in den zugehorigen Scatterplots darstellt, als nicht relevant anzusehen (vgl. Abbildung
20).

Abbildung 22 zeigt die Auswirkung einer striatalen BoNT/A-Injektion auf die mittlere
Rezeptordichte der AMPA-Rezeptoren. Dargestellt sind die einzelnen Gruppen mit

unterschiedlicher Uberlebenszeit im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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AMPA-Rezeptoren Striatum Gruppe MW areal (SD) MW area R (SD)
3500 K 2507 (457) 2272 (384)

3000 B2W 2413 (122) 2510 (303)
B1M 2100 (194) 2121 (111)

2500 I I * x s
2000 I I *ox
] BaM 1771 (311) 1959 (302)
1500 I
i B6M 1527 (152) 1571 (210)
500 BOM 1809 (255) 1629 (288)
0
K B2W B9

B1M B3M BEM " Darstellung der Werte als flachengewichtete Mittlerwerte mit
Versuchsogruppen Standardabweichung. Signifikante Unterschiede im Vergleich
zur Kontrollgruppe nach Post-Hoc-Test mit Bonferroni-Korrektur
sind mit * gekennzeichnet.
Es qilt p-Wert < 0.05 *, < 0.01 **, < 0.001 ***

Rezeptordichte in fmol/mg Protein

=MW area RD L MW area RD R

Abbildung 22: AMPA-Rezeptordichten der BoNT/A-therapierten Tiere

Unter Vernachlassigung des interhemispharischen Unterschiedes der Kontrollgruppe,
kommt es zwei Wochen nach BoNT/A-Injektion zu keiner Veranderung der
Rezeptordichte. Einen Monat nach Injektion stellt sich ebenfalls kein BoNT/A-Effekt dar.
Gruppe B3M, B6M und B9M zeigen im Vergleich zur Kontrollgruppe eine beidseits
reduzierte Rezeptordichte. Dabei ist der Unterschied mit Ausnahme des rechten
Striatums der Gruppe B3M als signifikant erwiesen (B3M links p= .008; B6M links p=
.000, rechts p=.028; BOM links p=.010, rechts p=.041). Kleine Unterschiede zwischen
linker und rechter Seite in Gruppe B3M und BOM sind bei Extremwerten einzelner Tiere

(vgl. Abbildung 20) als nicht relevant zu werten.

Die Rezeptordichten der BoNT/A-therapierten Hemiparkinsonratten zeigt Abbildung 23.

Die einzelnen Untergruppen sind im Vergleich zu Gruppe L aufgetragen.

AMPA-Rezeptoren Striatum Gruppe MW area L (SD) MW area R (SD)
2500 L 1903 (305) 1977 (279)

2000 LB6W1M 1679 (251) 1739 (249)

I ok i i g
1500 l LB6W3M 1622 (280) 1656 (229)
oy LB6WEM 1193 (234) 1305 (323)
5% LBEWOM 1625 (154) 1752 (235)
0
L

LBEWIM LBEW3M LBEWEM LBEWSM Darstellung de_r Werte al_s ﬂ.é.chengewichtete_ Mittl.erwerte mit
Standardabweichung. Signifikante Unterschiede im Vergleich zu
Gruppe L nach Post-Hoc-Test mit Bonferroni-Korrektur sind

mit * gekennzeichnet.

Es gilt p-Wert < 0.05 *, < 0.01 **, < 0.001 ***

* k%

Rezeptordichte in fmol/mg Protein

Versuchsgruppen

=MW area RDL MW areaRD R

Abbildung 23: AMPA-Rezeptordichten der BoNT/A-therapierten Hemiparkinsonratten

Im Vergleich zu Gruppe L zeigt Gruppe LB6W1M eine reduzierte Rezeptordichte in
beiden Hemispharen. Die Rezeptordichte der Gruppe LB6W3M stellt sich auf demselben
Niveau dar. Auch Gruppe LB6W6M weist im Vergleich zu Gruppe L beidseits kleinere
Werte auf (links p=.000, rechts p=.001).
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Neun Monate nach BoNT/A-Injektion zeigen sich im Vergleich zu Gruppe L ebenfalls
niedrigere Werte. In allen Gruppen scheint die Dichte ipsilateral zur Lasion minimal

groRer.

Die in Abbildung 24 dargestellten Graphen zeigen die mittlere Rezeptordichte des linken

und rechten Striatums im Verlauf der einzelnen Schnittebenen.

AMPA-Rezeptoren Striatum

4000

3000
=K links
Krechts
2000 —_—

1000

Rezeptordichte in fmol/mg Protein

Schnittebenen

Abbildung 24: AMPA-Rezeptordichten der einzelnen Schnittebenen des Striatums

Dabei sei die Kontroligruppe stellvertretend fur die restlichen Versuchsgruppen
dargestellt. In den Dichtekurven der einzelnen Versuchsgruppen zeigen sich, abgesehen
von oben beschriebenen Veranderungen der Rezeptordichte, keine zusatzlichen
Veranderungen zwischen den Schnittebenen oder beim Vergleich der Kurven des linken
und rechten Striatums (nicht abgebildet). Es ergibt sich somit kein Hinweis auf eine
isolierte Auswirkung von 6-OHDA-Lasion oder BoNT/A-Therapie auf einzelne Anteile
des Striatums im rostro-kaudalen Verlauf. Die hochsten Rezeptordichten der AMPA-
Rezeptoren finden sich bei allen Gruppen in Schnittebene eins. Schnittebene zwei weist,
im Vergleich zu eins, beidseits deutlich niedrigere Werte auf. Nach kaudal verandert sich

die Rezeptordichte nur noch minimal.

Zum direkten Vergleich sind in Abbildung 25 zwei entsprechende Altersklasse der

einzelnen Versuchsgruppen gegeneinander aufgetragen.
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_‘ngj AMPA-Rezeptoren Striatum Gruppe MW area RD L (SD) MW area RD R (SD)
£ 3500 B1M 2100 (194) 2121 (111)
g’ 3000
£ o500 I ; § — B3M 1771 (311) 1959 (302)
B fggg I l i I LBWIM 1763 (359) 1975 (490)
@
£ 100 L6W3M 2114 (279) 2194 (325)
2 500
S o T LBBWIM 1679 (251) 1739 (249)
@
N '\ '\ A ) i
g e & “‘ & &e“ $§ LB6W3M 1622 (280) 1656 (229)
T — LVBWIM 2533 (394) 2537 (443)
=MW areaRDL =MW area RD R LVBW3M 1833 (172) 1912 (356)

Darstellung der Werte als flachengewichtete Mittlerwerte mit Standardabweichung. Signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe
nach Post-Hoc-Test mit Bonferroni-Korrektur sind mit * gekennzeichnet. Es gilt p-Wert < 0.05 *,< 0.01 ** < 0.001 ***

Abbildung 25: Vergleich der AMPA-Rezeptordichten einzelner Versuchsgruppen

In Gruppe LV6W1M verandert sich die Rezeptordichte unter Vernachlassigung des
interhemisphariellen Unterschieds der Kontrollgruppe im Vergleich beidseits nicht.
Gruppe LV6W3M zeigt im Vergleich zur Kontrollgruppe eine reduzierte Rezeptordichte
beidseits, fir links ist der Unterschied signifikant (p=.037). Der leichte Seitenunterschied
in Gruppe L6W1M stellt sich weder in LV6W1M noch in Gruppe LB6W1M dar. Die
Gruppen L6W3M und LV6W3M unterscheiden sich nicht signifikant. Der in Gruppe B3M
angedeutete Seitenunterschied stellt sich in Gruppe LB6W3M im Vergleich zu L6W3M
nicht dar. Weder Gruppe L6W3M noch LB6W3M unterscheiden sich signifikant von
LV6W3M.

3.3 Kainat-Rezeptoren

In Abbildung 26 sind die mittleren flachengewichteten Rezeptordichten der vier

Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe dargestellt.

Gruppe MW area RD L (SD) MW area RD R (SD)

3 Kainat-Rezeptoren Striatum
EE_ 1400 K 1202 (113) 1177 (97)
2 1200 I L - T l L 1117 (88) 1109 (90)
3 1000 I i |
= B 1151 (83) 1107 (81)
800
,,E, LB 1121 (133) 1073 (153)
£ 600
;:’ 400 LV 1167 (98) 1160 (91)
*;’i; 200
] 0 Darstellung der Werte als flachengewichtete Mittlerwerte mit
= K L B LB Lv Standardabweichung. Nach Einfaktarieller VVarianzanalyse

zeigt der Post-Hoc-Test mit Bonferroni-Korrektur keine

Vi h:
SrEacRompRen signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe.

"MW area RD L MW area RD R

Abbildung 26: Kainat-Rezeptordichten der vier Versuchsgruppen
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Die Kainat-Rezeptordichte der Kontrollgruppe liegt im linken Striatum bei
durchschnittlich 1202 fmol/mg Protein und im rechten Striatum bei 1177 fmol/mg Protein.
Es zeigen sich keine relevanten Unterschieden zwischen den Gruppen (F(9,244)=1,327
p= .223). Die deskriptive Statistik zeigt in Gruppe B und LB jeweils minimale

Seitenunterschiede zwischen dem rechten und linken Striatum.

Abbildung 27 zeigt die relativen Rezeptordichten des Kainat-Rezeptors flr die einzelnen

Tiere der Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abbildung 27: Relative Kainat-Rezeptordichten der einzelnen Versuchstiere

Gruppenubergreifend zeigt sich ein homogenes Bild, die Werte der einzelnen Tiere einer
Gruppe sind mit Ausnahme von Gruppe L6W6M nicht weit gestreut. Dem Extremwert
von +17 % in Gruppe L6W6M liegen Hirnschnitte mit reduzierter Qualitat zu Grunde. Die
relative Rezeptordichte von 6-OHDA-Iasionierten Tieren liegt dabei Uberwiegend im
Bereich des Nullpunktes. Es zeigt sich keine Seitenpraferenz. BoNT/A-Therapie fuhrt in
den Gruppen B2W (x=-6 %), B1M (X= -6 %) und auch in Gruppe B3M (X= -5 %) zu einer
linksbetonten Rezeptordichte. In Gruppe B6M und B9M ist dieser Unterschied nicht
vorhanden. In den 6-OHDA-Iasionierten und BoNT/A-therapierten Gruppen spiegeln die
durchschnittlich negativen Werte von Tieren der Gruppen LB6W1M (x= -5 %), LB6W3M
(x= -7 %) und geringer auch LB6W6M (X= -4 %) eine groRere Rezeptordichte des linken
Striatums wider. Dabei ist der Wert von -41 % in Gruppe LB6W3M zu vernachlassigen.
Bei Bildkontrolle zeigt sich ein ,Drift“ innerhalb der rechten Hemisphare (vgl. Abbildung
15).
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In Gruppe LB6W9M ist kein Seitenunterschied vorhanden. Die Rezeptordichte in Gruppe
LV6W 1M und Gruppe LV6W3M weist ebenfalls keinen Seitenunterschied auf.

In  Abbildung 28 sind die mittleren Rezeptordichten von Gruppen der
Hemiparkinsonratten mit unterschiedlicher Uberlebenszeit im Vergleich zur

Kontrollgruppe dargestellt.

Gruppe MW area RD L (SD) MW area RD R (SD)
K 1202 (113) 1177 (97)

1600

1400 L3w 1161 (48) 1154 (58)

(4 (
1200 L6W 1286 (86) 1266 (76)
‘gog L6WIM 1174 (139) 1169 (120)
5 L6W3M 1095 (100) 1080 (88)
4 L6WsM 1002 (81) 990 (90)
2 ; L6WOM 980 (73) 995 (108)

L6W  L6BW1IM LBW3M LBWBM LEWOM

Kainat-Reze ptoren Striatum

Q9 9 9
(= = =)

Rezeptordichte in fmol/mg Protein

Darstellung der Werte als flachengewichtete Mittlerwerte mit

Versuchsgruppen Standardabweichung. Nach Einfaktorieller Varianzanalyse zeigt
der Post-Hoc-Test mit Bonferroni-Korrektur keine signifikanten

"MWareaRDL “MWareaRDR Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Abbildung 28: Kainat-Rezeptordichten der 6-OHDA-Iasionierten Tiere

Drei Wochen nach 6-OHDA-Lasion kommt es zu keiner Veranderung der
Rezeptordichte. Gruppe L6W und L6W1M unterscheiden sich ebenfalls nicht signifikant
von der Kontrollgruppe. Es zeigen sich keine Seitenunterschiede zwischen den beiden
Hemisphéaren. Uber die Gruppen hinweg nimmt die Rezeptordichte im Vergleich zur
Kontrollgruppe gleichmaRig auf beiden Seiten ab. Die Rezeptordichte der Gruppe
L6WOM ist im Vergleich zur Gruppe L3W beidseits kleiner (links p=.001, rechts p=.011).

In Abbildung 29 ist die mittlere Rezeptordichte der BoNT/A-therapierten

Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe aufgetragen.

£ Kainat-Rezeptoren Striatum Gruppe bR aesLe=D) KB R SE)
©

g e K 1202 (113) 1177 (97)
g 1400

£ 1200 L z . B2W 1285 (97) 1202 (88)
E 1 ” "

= 1000 1 B1M 1268 (95) 1194 (82)
= 800

2 & B3M 1151 (25) 1092 (66)
=3

% ;2 B6M 1041 (86) 1025 (79)
[=%

a = BOM 1012 (112) 1021 (88)
e K B2wW B1M B3M B&M BSM

Darstellung der Werte als flaichengewichtete Mittlerwerte mit
Versuchsgruppen Standardabweichung. Nach Einfaktorieller Varianzanalyse
zeigt der Post-Hoc-Test mit Bonferrroni-Korrektur keine

BMarea ROL mMV:areaRDR signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Abbildung 29: Kainat-Rezeptordichten der BoNT/A-therapierten Tiere
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BoNT/A-Injektion in das rechte Striatum fUhrt zu keinen signifikanten Veranderungen der
mittleren Rezeptordichte. In der deskriptiven Statistik stellen sich in den Gruppen B2W,
B1M und minimal auch in B3M, im Vergleich zu links kleinere Werte des rechten
Striatums dar. Im Verlauf der Gruppen kommt es zu einer Reduktion der Rezeptordichte
beidseits. Dabei verringert sich die Seitendifferenz, in Gruppe B9M ist kein Unterschied
mehr darstellbar. Der Vergleich der mittleren Rezeptordichte der Gruppe B2W mit B6M
und B9M flhrt fir das linke Striatum zu signifikant kleineren Werten (B6M p= .033, BOM
p=.004).

In  Abbildung 30 sind die mittleren Rezeptordichten der BoNT/A-therapierten

Hemiparkinsonratten im Vergleich zu Gruppe L dargestellt.

Gruppe MW area L (SD) MW area R (SD)

g Kainat-Rezeptoren Striatum

& 1800 L 1117 (88) 1109 (90)
2 1400 o

S 1200 B LB6WIM 1160 (139) 1098 (134)
2 it l Il I

pe 1:"02 | L LBEW3M 1178 (162) 1097 (236)
L)

5 e LB6WEM 1096 (121) 1052 (113)
T 400

2 200 LBSWIM 1051 (111) 1047 (128)
N

) 0

= L LBEW 1M LBEW3M LBEWEM LBEWOM Darstellung der Werte als flachengewichtete Mittlerwerte mit

Standardabweichung. Die Einfaktorieller Varianzanalyse
zeigt keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu
sMWareaRDL = MWareaRDR Gruppe L.

Versuchsgruppen

Abbildung 30: Kainat-Rezeptordichten der BoNT/A-therapierten Hemiparkinsonratten

Der fir die Gruppe der BoNT/A-therapierten Tiere beschriebene Seitenunterschied, zeigt
sich auch in dieser Versuchsgruppe. Die Gruppen LB6W1M, LB6W3M und LB6W6EM
weisen im Seitenvergleich kleinere Rezeptordichten des rechten Striatums auf. In
Gruppe LB6WIM stellt sich der interhemispharielle Unterschied nicht mehr dar. Zudem
kommt es im Verlauf der Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe beidseits zu einem
leichten Abfall der Rezeptordichte (nicht gezeigt). Dabei ist keine der beschriebenen

Veranderungen signifikant.

Abbildung 31 zeigt die Verteilung der Kainat-Rezeptordichte in den einzelnen
Schnittebenen des linken und rechten Striatums. Exemplarisch sind die mittleren Werte

der Kontrollgruppe dargestellt.
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Abbildung 31: Kainat-Rezeptordichten der einzelnen Schnittebenen des Striatums

Bei der Beurteilung der Kainat-Dichtekurven fallt in allen Gruppen auf, dass die Graphen
des rechten Striatums homogener sind als links, dort stellen sich deutlich mehr
Unterschiede zwischen den Werten der einzelnen Schnittebenen dar (nicht gezeigt).
Auler den oben beschriebenen Seitenunterschieden in den Gruppen B und LB, zeigen
sich keine relevanten Unterschiede zwischen den Hemispharen. Die Kainat-
Rezeptordichte ist in allen Gruppen beidseits in Schnittebene eins am grofiten und fallt
zu Schnitteben zwei deutlich ab. Ausgehend von Schnittebene zwei stellt sich beidseits

ein relatives Plateau ein, das geringen Schwankungen unterliegt.

Abbildung 32 dient dem direkten Vergleich der vier Versuchsgruppen zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten. Es sind ebenfalls mittlere flachengewichtete

Rezeptordichten dargestellit.

. . G MW area RD L (SD MW area RD R (SD
5 Kainat-Re ze ptoren Striatum Bkt e e briter &0
& 1600 B1M 1268 (95) 1194 (82)
o 1400
£ 1200 B3M 1151 (25) 1092 (66)
£ 1000
= 800 LEW1M 1174 (139) 1169 (120)
o 600
£ 400 LBW3M 1095 (100) 1080 (88)
S 200
2 o & LB6WIM 1160 (139) 1098 (134)
8 5
g é‘ é‘ e“ ® :§\ §‘ 6&\ LB6W3M 1178 (162) 1097 (236)
P LV6W1M 1283 (74) 1245 (70)
=MW areaRDL = MW area RD R LV6W3M 1052 (121) 1075 (112)

Darstellung der Werte als flachengewichtete Mittlerwerte mit Standardabweichung. Nach Einfaktorieller Varianzanalyse zeigt
der Post-Hoc-Test mit Bonferroni-Korrektur keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontroligruppe.

Abbildung 32: Vergleich der Kainat-Rezeptordichten einzelner Versuchsgruppen

Es lassen sich minimale Unterschiede erkennen, die jedoch nicht signifikant sind. Die
Gruppen L6W1M und LV6W1M unterscheiden sich nicht relevant. Im Vergleich zu
Gruppe LV6W1M stellt sich in Gruppe LB6W1M ein gréRRerer Seitenunterschied dar.
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Es zeigt sich eine Reduktion der Rezeptordichte des rechten Striatums im Vergleich zu
links. Gruppe L6W1M weist im Gegensatz dazu keinen Seitenunterschied auf. Drei
Monate nach 6-OHDA-Lasion kommt es in Gruppe L6W3M und auch Gruppe LV6W3M
im Vergleich zur Kontrollgruppe zu keiner relevanten Veranderung der Rezeptordichte.

Im Vergleich dazu stellt sich in Gruppe LB6W3M ein kleiner Seitenunterschied dar.

3.4 NMDA-Rezeptoren

In Abbildung 33 sind die mittleren Rezeptordichten der vier groRen Versuchsgruppen im

direkten Vergleich untereinander und zur Kontrollgruppe dargestellt.

: NMDA-Rezeptoren Striatum Gruppe MW areaRD L (SD) MW area RD R (SD)
2 1400
nc_n 5 " L o, o : I K 1203 (48) 1213 (86)
£ 1000 = I L 1222 (72) 1182 (73)
[=]
E 800 B 1166 (85) 1117 (76)
£ 600
g LB 1008 (86) 972 (69)
S 400
T 0 LV 1202 (83) 1185 (86)
::,- 0 Darstellung der Werte als flachengewichtete Mittlerwerte mit
& K L B LB LV Standardabweichung. Signifikante Unterschiede im Vergleich
Versuchsgruppen zur Kontrollgruppe nach Post-Hoc-Test mit Bonferroni-Korrektur
sind mit * gekennzeichnet.
=MW area RD L MW area RD R Es gilt p-Wert < 0.05 *, < 0.01 **, < 0.001 ***

Abbildung 33: NMDA-Rezeptordichten der vier Versuchsgruppen

Fir die Kontrollgruppe ergibt sich ein Wert von 1203 fmol/mg Protein flir das linke und
1213 fmol/mg Protein fur das rechte Striatum. Eine 6-OHDA-Lasion flhrt zu keiner
Veranderung der Rezeptordichte. Anschlieliende Scheintherapie wirkt sich ebenfalls
nicht auf die Rezeptordichte von NMDA-Rezeptoren aus. Auch die Gruppe der BoNT/A-
therapierten Tiere zeigt im Vergleich zur Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied
der Rezeptordichte. Die Gruppe der BoNT/A-therapierten Hemiparkinsonratten zeigt im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine reduzierte Rezeptordichte beidseits (links -16.2 %, p=
.014, rechts -19.8 %, p= .000). Dabei weist keine der Gruppen einen relevanten

Seitenunterschied auf.
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Die relativen Rezeptordichten der einzelnen Tiere sind in Abbildung 34 dargestellt.
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Abbildung 34: Relative NMDA-Rezeptordichten der einzelnen Versuchstiere

Die Werte der Kontrollgruppe sind im Bereich zwischen -5 und +8 % gestreut. Es zeigt
sich keine Seitenpraferenz. Die Gruppen der 6-OHDA-Iasionierten Tiere weisen eine
mafige Streuung der Einzelwerte auf. Auffallig ist ein einzelner Wert von -22 % in
Gruppe L6W3M. Bei Bildkontrolle zeigt sich eine reduzierte Abbildungsqualitat der linken
Hemisphare, was die grofen Seitenunterschiede der Rezeptordichte erklaren konnte.
Aufder in Gruppe L6WOM liegen die Werte Uberwiegend im negativen Bereich. Im
Durchschnitt zeigt sich jedoch keine eindeutige Seitenpraferenz. BoONT/A-Therapie fuhrt
in Gruppe B2W (x=-10 %), B1M (X= -7 %) und B3M (X= -6 %) durchschnittlich zu einem
Uberwiegen der Rezeptordichte des linken Striatums. Der Unterschied nimmt Uber die
Zeit ab, die Gruppen B6M und BOM weisen keinen Seitenunterschied mehr auf. In den
6-OHDA- lasionierten Gruppen mit anschlieRender BoNT/A-Therapie, zeigt sich unter
Vernachlassigung der beiden Extremwerte von +18 % in Gruppe LB6W1M und in
Gruppe LB6WG6M, eine linksbetonte Rezeptordichte. Die Einzelwerte sind dabei mafig
gestreut. Eine erneute Bildkontrolle liefert keine ursachliche Erklarung fir die

beschriebenen Extremwerte. Die Gruppen der scheinbehandelten Tiere zeigen keine
Seitenpraferenz.

Abbildung 35 zeigt die mittlere Rezeptordichte der einzelnen 6-OHDA-lIasionierten
Tiergruppen mit unterschiedlicher Uberlebensdauer.
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NMDA-Rezepto ren Striatum Gruppe MW area RD L (SD) MW area RD R (SD)

K 1203 (48) 1213 (86)
1600

1400 I L3w 1292 (29) 1246 (41)

1200 I I I I I Lew 1216 (45) 1158 (63)

1000 t L6WIM 1270 (65) 1223 (66)
800

600 L6W3M 1121 (98) 1042 (97)

400 LeWsM 1335 (150) 1309 (114)

200 L6WOM 1096 (46) 1114 (59)

0
K L3w Lew L6W1M L6W3M Lewem LEWaM Darstellung der Werte als flachengewichtete Mittlerwerte mit
Versuchsgruppen Standardabweichung. Nach Einfaktorieller Varianzanalyse zeigt
der Post-Hoc-Test mit Bonferroni-Korrektur keine signifikanten
= MW area RD L MW area RD R Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Abbildung 35: NMDA-Rezeptordichten der 6-OHDA-I&sionierten Tiere

6-OHDA-Lasion fuhrt zu keiner relevanten Veranderung der mittleren Rezeptordichte.
Die Werte der Gruppen K, L3W, L6W und L6W1M zeigen nur minimale Unterschiede.
Die Gruppen L6W3M und L6W9OM prasentieren sich im Vergleich zur Kontrollgruppe
beidseits mit einer kleineren Rezeptordichte. Die Werte der Gruppe L6W6M hingegen,
erscheinen im Vergleich zur Kontrollgruppe beidseits groRRer. Keiner der beschriebenen
Unterschiede ist statistisch signifikant. Im Vergleich zur Kontrollgruppe, zeigen die
Gruppen der 6-OHDA-Iasionierten Tiere einen irrelevanten Seitenunterschied, mit
kleineren Rezeptordichten des rechten Striatums. Der deutlichere Seitenunterschied in

Gruppe L6W3M ist auf einen Extremwert zurtickzufihren (vgl. Abbildung 34).

In Abbildung 36 ist die Auswirkung einer BONT/A-Injektion in das rechte Striatum auf die

mittlere Rezeptordichte von NMDA-Rezeptoren dargestellt.

NMDA-Rezeptoren Striatum GHpeE  MiRsalLiols  Mideah
(SD)
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K 1203 (48) 1213 (86)
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6l B3M 1177 (50) 1112 (71)
: B6M 1087 (84) 1092 (65)
o BOM 1095 (63) 1117 (60)
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Darstellung der Werte als flachengewichtete Mittlerwerte mit
Standardabweichung. Nach Einfaktorieller Varianzanalyse
zeigt der Post-Hoc-Test mit Bonferrroni-Korrektur keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abbildung 36: NMDA-Rezeptordichten der BoNT/A-therapierten Tiere

Im Vergleich zur Kontrollgruppe kommt es in den Gruppen B2W, B1M und B3M
ipsilateral der Lasion zu einer Reduktion der Rezeptordichte des Striatums um ca. 7 %,
6 % und 8 %. Die Rezeptordichte der kontralateralen Seite zeigt keine Veranderung. So

stellt sich in den genannten Gruppen ein interhemispharieller Unterschied dar.
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Gruppe B6M und B9M weisen keine Seitenunterschiede auf, die Rezeptordichte ist in
beiden Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe beidseits leicht reduziert. Keiner der

beschriebenen Unterschiede ist statistisch signifikant.

Abbildung 37 zeigt die mittlere Rezeptordichte von 6-OHDA-lasionierten Tieren mit
BoNT/A-Therapie.

c NMDA-Rezepto ren Striatum Gruppe MW area L (SD) MW area R (SD)
% 1400 = L 1222 (72) 1182 (73)
) ; L il
g = = 1 * ® * % LBEW1M 1095 (152) 1052 (75)
= l * %
3 1000 T i
E 800 I LB6W3M 1184 (89) 1123 (61)
g 8w LBSWBM 772 (49) 754 (79)
S 400
g_ 200 LB6WSOM 981 (54) 960 (63)
ﬁ 0 Darstellung der Werte als flachengewichtete Mittlerwerte mit
0 L LBGWARA LBev/aM LRENOM LEGW SN Standardabweichung. Signifikante Unterschiede im Vergleich zu
Versuchsgruppen G_ruppe L nachlPost-Hoc-Test mit Bonferroni-Korrektur sind
mit * gekennzeichnet.
=MW area RD L MW area RD R Es gilt p-Wert < 0.05 *, < 0.01 **, < 0.001 ***

Abbildung 37: NMDA-Rezeptordichten der BoNT/A-therapierten Hemiparkinsonratten

Gruppe LB6W1M zeigt im Vergleich zu Gruppe L einen beidseitigen Abfall der
Rezeptordichte. Die Gruppe LB6W3M unterscheidet sich nicht relevant von Gruppe L.
Ein deutlicher Abfall stellt sich im Vergleich zu L beidseits in Gruppe LB6W6M dar (links
p=.000, rechts p=.000). Die Gruppe LB6W9M weist im Vergleich zu Gruppe L ebenfalls
kleinere Werte auf (links p= .000, rechts p= .000). Es zeigen sich kleine
Seitenunterschiede in den Gruppen LB6W1M und LB6W3M, die Rezeptordichte des
rechten Striatums ist hier minimal kleiner als links. Die restlichen Gruppen unterscheiden

sich nicht relevant zwischen den beiden Hemispharen.

Die in Abbildung 38 dargestellten Graphen beschreiben die mittlere Rezeptordichte von
NMDA-Rezeptoren des linken und rechten Striatums, im Verlauf der einzelnen

Schnittebenen. Die Werte der Kontrollgruppe sind exemplarisch dargestellt.

NMDA-Rezeptoren Striatum
1000

e K [inks
500 Krechts

Rezeptordichte in fmol/mg Protein

1 2 3 4 5
Schnittebenen

Abbildung 38: NMDA-Rezeptordichten der einzelnen Schnittebenen des Striatums
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Bis auf die in den Saulendiagrammen beschriebenen leichten Seitenunterschiede in
Gruppe B und LB, sind die Graphen der rechten und linken Seite in allen Gruppen
nahezu deckungsgleich (nicht gezeigt). Die Rezeptordichte fallt dabei in allen Gruppen
von Schnittebene eins zu zwei ab, um dann nach Schnittebene drei wieder anzusteigen.

Die héchsten Rezeptordichten finden sich so in den rostralen und kaudalen Schnitten.

Abbildung 39 zeigt eine Zusammenfassung der Rezeptordichten einzelner

Versuchsgruppen zu zwei Zeitpunkten im Vergleich zur Kontrollgruppe.

NMDA-Rezeptoren Skt Gruppe MW area RDL (SD) MW area RD R (SD)

=

‘T

£ 1600 B1M 1220 (115) 1137 (82)

= 1400

£ 1200 B3M 1177 (50) 1112 (71)

£ 1000

£ a0 LBWIM 1270 (65) 1223 (66)

o 600

£ 400 L6W3M 1121 (98) 1042 (97)

5 200

2 o & LB6WIM 1095 (152) 1052 (75)

= o3

2 .).;\ é‘ ‘a*‘ © é“ é‘ 6*“ LBEW3M 1184 (89) 1123 (61)

S — LVEWIM 1229 (89) 1216 (116)

"MW areaRDL =MW areaRD R LV6W3M 1174 (77) 1153 (55)

Darstellung der Werte als flachengewichtete Mittlerwerte mit Standardabweichung. Nach Einfaktorieller Varianzanalyse zeigt
der Post-Hoc-Test mit Bonferroni-Korrektur keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Abbildung 39: Vergleich der NMDA-Rezeptordichten einzelner Versuchsgruppen

Die Gruppen B, L und LB zeigen sowohl nach einem, als auch nach drei Monaten, im
gegenseitigen Vergleich keine relevanten Unterschiede. Den vier Gruppen gemeinsam
ist eine minimale Seitendifferenz zu Gunsten des linken Striatums, die sich zu

entsprechendem Zeitpunkt in den scheintherapierten Gruppen nicht darstellit.

3.5 mGlu2/3-Rezeptoren

Einen Uberblick Uber die mittleren Rezeptordichten der vier groRen Versuchsgruppen

von mGlu2/3-Rezeptoren zeigt Abbildung 40.

Fir die Rezeptordichte der mGlu2/3-Rezeptoren im Striatum ergibt sich in der
Kontrollgruppe ein mittlerer Wert von 3461 fmol/mg Protein fir das linke und
3482 fmol/mg Protein flr das rechte Striatum. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigt sich
in allen Gruppen eine beidseitige Abnahme der Rezeptordichte. Dabei reduzieren sich
in der Gruppe von 6-OHDA-Iasionierten Tieren die Werte um links 12 %, und rechts
11 %.
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. Gruppe MW area RD L (SD) MW area RD R (SD)
5 mGlu2/3-Rezeptoren Striatum
B 560 K 3461 (521) 3482 (520)
o
2 gggg T - L 3041 (454) 3095 (467)
E 3000 1 I 1 1 1 . B 2043 (327) 2959 (397)
£ g LB 3020 (325) 3302 (454)
5 1500 LV 2930 (324) 3057 (301)
'g 1000
‘;-J. 500
N 0 Darstellung der Werte als flachengewichtete Mittlerwerte mit
o K L B LB LV

Standardabweichung. Nach Einfaktorieller Varianzanalyse
zeigt der Post-Hoc-Test mit Bonferroni-Korrektur keine

Versuchsgruppen e i : :
signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe.

=MW areaRD L MW area RD R
Abbildung 40: mGlu2/3-Rezeptordichten der vier Versuchsgruppen

Die Rezeptordichten der Gruppen B, LB und LV liegen im Bereich der Werte der Gruppe
L. Keine der genannten Veranderungen zeigt sich statistisch signifikant. In der Gruppe
der BoNT/A-therapierten Hemiparkinsontiere, zeigt sich ein Unterschied zwischen den

Hemispharen. Die Rezeptordichte des rechten Striatums ist gréf3er als links.

Abbildung 41 stellt die relativen Rezeptordichten der einzelnen Versuchstiere dar.
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Abbildung 41: Relative mGlu2/3-Rezeptordichten der einzelnen Versuchstiere

Die Kontrollgruppe weist eine geringe Streuung auf. Es zeigt sich im Mittel kein
Seitenunterschied. Bei den Iasionierten Tieren liegen die Werte der Gruppen L3W, L6W
und LBWOM bei maRiger Streubreite Uberwiegend im positiven Bereich. Im Mittel stellt
sich in diesen Gruppen eine leicht rechtsbetonte Rezeptordichte ohne Relevanz dar.
Grole Streubreite, ohne eindeutige Seitendominanz, sieht man in Gruppe L6W1M. Die

Gruppen L6W3M und L6W6M zeigen keine Seitendominanz.
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BoNT/A-Therapie fuhrt zu keinem eindeutigen interhemisphariellen Unterschied. Bis auf
Gruppe B2W und B9M zeigt sich ein homogenes Bild, mit geringer Streubreite. Fur die
Extremwerte von 13 % in Gruppe B3M und 18 % in Gruppe B6M konnte bei erneuter
Bildkontrolle keine Ursache gefunden werden. Die Werte der BoNT/A-therapierten
Hemiparkinsonratten liegen Uberwiegend im positiven Bereich. Im Mittel zeigen sich
Werte von +9 % (LB6W1M), +7% (LB6W3M), +15 % (LB6W6M) und +7 % (LB6WOM).
Dabei sind die Werte mittelmaRig gestreut. Fur die grol’e Spanne der Einzelwerte in
Gruppe LB6WG6M, liel3 sich bei Bildkontrolle kein Korrelat nachweisen. Die Werte der
scheinbehandelten Tiere sind ebenfalls Gberwiegend positiv, es zeigt sich im Mittel aber

keine relevante Seitendominanz.

In Abbildung 42 sind die mittleren Rezeptordichten der einzelnen 6-OHDA-Iasionierten

Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe aufgetragen.

Gruppe MW area RD L (SD) MW area RD R (SD)
K 3461 (521) 3482 (520)

4500

4000 L3wW 2758 (330 2884 (241)

(330) (
3500 ] I I L6W 2622 (496) 2743 (524)
gggg ! 1 I L6W1IM 2909 (472) 2785 (472)
2000 L6W3M 3258 (286) 3267 (414)
Egg L6WBM 3069 (888) 3145 (875)
L6WIM 3630 (249) 3747 (273)
° K L3wW Lew

L6W 1M L6W3M LBW6M L6wWeM

mGlu2/3-Reze ptore n Striatum

o
(=]
o

Darstellung der Werte als flaichengewichtete Mittlerwerte mit

Versuchsgruppen Standardabweichung_. Nach Einfgktorieller Var_ianze_mallyse zeigt
der Post-Hoc-Test mit Bonferroni-Korrektur keine signifikanten
= MW area RD L MW area RD R Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Abbildung 42: mGlu2/3-Rezeptordichten der 6-OHDA-lasionierten Tiere

Drei Wochen nach 6-OHDA-L&sion zeigt sich die Rezeptordichte im Vergleich zur
Kontrollgruppe beidseits reduziert, um rechts 18 % und links 20 %. Auch bei den alteren
Tieren in Gruppe L6W und L6W1M kommt es zum beidseitigen Abfall der Werte, ahnlich
der Gruppe L3W. Gruppe L6W3M weist im Vergleich zu L6W 1M beidseits eine groRere
Rezeptordichte auf. Ein weiterer Anstieg der Werte zeigt sich in Gruppe L6WOM.
Innerhalb der Gruppen fallen keine relevanten Seitenunterschiede auf. Die

beschriebenen Veranderungen zeigen sich nicht signifikant.

Abbildung 43 stellt die mittlere Rezeptordichte der einzelnen BoNT/A-therapierten

Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe dar.
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Gruppe MW areal (SD) MW area R (SD)
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zeigt der Post-Hoc-Test mit Bonferrroni-Korrektur keine
=MW area RDL = MW area RD R signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Versuchsgruppen

Abbildung 43: mGlu2/3-Rezeptordichten der BoNT/A-therapierten Tiere

Ebenso wie bei den 6-OHDA-lasionierten, zeigt sich auch in den BoNT/A-therapierten
Gruppen ein beidseitiger Abfall der Rezeptordichte im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Dabei unterscheiden sich die Werte der Gruppen unterschiedlich alter Tieren nicht
relevant. Innerhalb der Gruppen zeigen sich keine Seitenunterschiede zwischen dem

rechten und linken Striatum.

Abbildung 44 stellt die mittlere Rezeptordichte der BoNT/A-therapierten

Hemiparkinsonratten dar.
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g 0
e L LBEW 1M LBBW3M LBBWSM LBEWOM Darstellung der Werte als flaichengewichtete Mittlerwerte mit

Standardabweichung. Nach Einfaktorieller Varianzanalyse
zeigt der Post-Hoc-Test mit Bonferrroni-Korrektur keine
=MW areaRDL =MW area RDR signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Gruppe L.

Versuchsgruppen

Abbildung 44: mGlu2/3-Rezeptordichten der BoNT/A-therapierten Hemiparkinsonratten

Im Vergleich zu Gruppe L zeigt sich in allen Gruppen ein interhemispharieller
Unterschied. Die Rezeptordichte des rechten Striatums stellt sich groer als links dar.
Die Gruppen LB6W6M und LB6WOM weisen im Vergleich zu L beidseits grofiere
Rezeptordichten auf. Keine der beschriebenen Veradnderungen zeigt sich statistisch
signifikant.

Abbildung 45 zeigt die mittlere Rezeptordichte der mGlu2/3-Rezeptoren, verteilt auf die

einzelnen Schnittebenen des linken und rechten Striatums.
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Abbildung 45: mGlu2/3-Rezeptordichten der einzelnen Schnittebenen des Striatums

In keiner Gruppe stellt sich ein isolierter Einfluss der Therapie auf einzelne
Schnittebenen dar (nicht gezeigt). Somit ist die Kontrollgruppe stellvertretend fur die
restlichen Gruppen abgebildet. Im Gegensatz zu den anderen Glutamatrezeptoren,
unterscheiden sich die Rezeptordichten der Schnittebene eins bis vier nur geringfugig.
Die grofiten Rezeptordichten fir mGlu2/3-Rezeptoren liegen tendenziell in den hinteren
Schnitteben.

Abbildung 46 zeigt einen Vergleich der vier Gruppen zu zwei verschiedenen Zeitpunkten.

£ 2 Gruppe MW area RD L (SD MW area RD R (SD
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Darstellung der Werte als flachengewichtete Mittlerwerte mit Standardabweichung. Nach Einfaktorieller Varianzanalyse zeigt
der Post-Hoc-Test mit Bonferroni-Korrektur keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontroligruppe.

Abbildung 46: Vergleich der mGlu2/3-Rezeptordichten einzelner Versuchsgruppen

Die Rezeptordichten der dargestellten Gruppen weisen im Vergleich zur Kontrollgruppe
beidseits reduzierte Werte auf. Die Gruppen der BoNT/A-therapierten
Hemiparkinsonratten, zeigen im Vergleich zu rein lasionierten Tieren einen
interhemisphariellen Unterschied, mit einer grolkeren Rezeptordichte ipsilateral zur
Lasion. Dieser Unterschied stellt sich auch bei scheintherapierten Tieren leicht dar. Die
Gruppen der rein BoNT/A-therapierten Tiere zeigen keinen relevanten

Seitenunterschied.
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3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Fir die AMPA-Rezeptoren ergibt sich eine mittlere Rezeptordichte von
2390 fmol/mg Protein im unbehandelten Striatum der gesunden Ratte. Die Dichte an
AMPA-Rezeptoren ist versuchsgruppentbergreifend in Schnittebene eins am gréften.
Von rostral nach kaudal nimmt sie ab. Der grofite Unterschied zeigt sich dabei zwischen
Schnittebene eins und zwei, ab Schnitteben drei bleibt die Rezeptordichte relativ
konstant. Nach rechtsseitiger 6-OHDA-Lasion kommt es zu keiner signifikanten
Veranderung der Rezeptordichte. BoNT/A-Injektion wirkt sich nicht signifikant auf die

Rezeptordichte von AMPA-Rezeptoren im Striatum aus.

Fur die Kainat-Rezeptoren ergibt sich eine mittlere Rezeptordichte von
1189 fmol/mg Protein im unbehandelten Striatum der gesunden Ratte. Die groften
Rezeptordichten finden sich in Schnittebene eins. In allen Versuchsgruppen deutet sich
eine beidseitige Abnahme der Rezeptordichte Uber die Zeit an. 6-OHDA-Lasion fuhrt zu
keiner Veranderung der Rezeptordichte. BONT/A-Therapie fihrt moglicherweise zu einer
Seitendifferenz mit einer leicht reduzierten Rezeptordichte des rechten Striatums, die
sich sowohl in den BoNT/A-therapierten (B) als auch in den BoNT/A-therapierten und

Iasionierten Gruppen (LB) zeigt, allerdings statistisch nicht signifikant ist.

Fir die NMDA-Rezeptoren ergibt sich eine mittlere Rezeptordichte von
1208 fmol/mg Protein im unbehandelten Striatum der gesunden Ratte. Die grdften
Rezeptordichten findet man in Schnittebene eins, sowie den dorsalen Schnittebenen vier
und funf. 6-OHDA-L&sion fuhrt zu keiner Veranderung der mittleren Rezeptordichte. In
den Gruppen der BoNT/A-therapierten Kontrolltiere, kommt es zu keiner deutlichen
Veranderung. Jedoch zeigt sich eine leichte Tendenz zur Abnahme der Rezeptordichte
im rechten Striatum innerhalb der ersten 3 Monaten nach Therapie. Passend dazu,
stellen sich die relativen Rezeptordichten in den ersten 3 Monaten linksbetont dar. In
den Gruppen der BoNT/A-therapierten Hemiparkinsonratten deutet sich diese Tendenz,

ohne Korrelat in LV, ebenfalls an.

Fir die mGlu2/3-Rezeptoren ergibt sich eine mittlere Rezeptordichte von
3472 fmol/mg Protein im unbehandelten Striatum der gesunden Ratte. Bis auf einen
leichten Anstieg der Rezeptordichte in den kaudalen Schnitten, erscheinen die
Rezeptoren zwischen den Schnittebenen eins und finf gleichmaRig verteilt. 6-OHDA-
Lasion fihrt zu keiner relevanten Veranderung der Rezeptordichte. BoNT/A-Therapie
von Kontrolltieren bewirkt ebenfalls keine Veranderungen der Rezeptordichte. In den
Gruppen der BoNT/A-therapierten  Hemiparkinsonratten  zeigt sich  ein
interhemispharieller Unterschied, mit Anstieg der Rezeptordichte ipsilateral zur Lasion.

Dieser bildet sich auch in der Darstellung der relativen Rezeptordichte ab.
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4 Diskussion

4.1 Methodenkritik

Die quantitative Rezeptorautoradiographie ist eine weit verbreitete und vielfach
eingesetzte Methode zur Darstellung der Verteilung von Rezeptoren im ZNS (Sovago et
al. 2001). Trotz des jahrelangen Einsatzes gibt es Einschrankungen und Probleme, die

bei der Interpretation von Ergebnissen beachtet werden mussen.

Bei der quantitativen Rezeptorautoradiographie handelt es sich um eine in-vitro-
Messung. Das Bindungsverhalten der Liganden an ihre Rezeptoren wird nach dem Tod
der Tiere sowie Aufarbeitung der Gehirne untersucht. Es ist somit mdglich, dass es post-
mortem durch Asphyxie, oder durch die Verarbeitung des Materials nach Entnahme, zu
Veranderungen der Rezeptorstabilitat kommt (Manuel et al. 2015; Sovago et al. 2001).
Dabei scheint die Rezeptordichte nach Kryokonservierung relativ stabil zu sein
(McKinney und Raddatz 2006). Deswegen wurde das Material in unserer Studie sofort
nach Entnahme in Isopentan eingefroren und bei -80° C gelagert. Wichtig ist weiterhin,
dass die Methode eine indirekte Messung der Rezeptordichte darstellt. Der Grauwert der
Autoradiogramme wird, unter Verwendung von Eichstandards mit bekannter
Radioaktivitat, in eine Ligandenkonzentration Ubersetzt (Zilles et al. 1991b). Von der
Radioaktivitdtskonzentration im Gewebe wird auf eine Rezeptordichte geschlossen. Eine
reduzierte Ligandenkonzentration interpretiert man somit als Reduktion der Dichte von
Rezeptoren. Die Reduktion der Ligandenbindung kann jedoch auch durch einen
Affinitatsverlust des Liganden zu seinem Rezeptor bedingt sein. Eine Veranderung der
Rezeptor-Konformation, zum Beispiel durch Austausch von Untereinheiten, kénnte somit
ebenfalls Einfluss auf das Bindungsverhalten haben und eine veranderte Dichte von
Rezeptoren vortduschen (Ulas et al. 1994). Vorrausetzung flr die Methode ist eine hoch-
affine Bindung der Liganden an ihre Rezeptoren (Sovago et al. 2001). Beeinflusst wird
diese Bindung durch aufere Faktoren wie zum Beispiel die Temperatur (McKinney und
Raddatz 2006). Das Bindungsverhalten des Liganden MK801 wird zudem durch die
Konzentration von Glutamat und Spermin im Inkubationsmedium beeinflusst (siehe Kap.
4.2.3). Endogene Liganden, die trotz Waschung im Gewebe verbleiben, erschweren als
Konkurrenten um freie Rezeptoren die Ligandenbindung. Bedacht werden muss
aullerdem, dass sich die Selektivitat der Liganden fur ihren Rezeptor mit zunehmender
Konzentration reduziert (McKinney und Raddatz 2006). Zudem binden Liganden, neben
ihrer spezifischen Bindung an Rezeptoren, auch unspezifisch an Gewebebestandteile
(Manuel et al. 2015). Das Ausmal dieser unspezifischen Bindung (uB) wird heutzutage

durch Anfertigung eines zusatzlichen Bildes dargestellt (vgl. Kapitel 2.8).
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Die Konzentration und Bindungsstarke des daflir genutzten Kompetitors, hat somit
ebenfalls Einfluss auf die Berechnung der Rezeptordichte. Die Grauwerte der
exponierten Filmfolie werden durch die Expositionszeit, die Emissionsstarke des Isotops,
den Abstand der Strahlenquelle vom Film, sowie die Dicke des Films beeinflusst (Manuel
et al. 2015). Fur die Vergleichbarkeit der Werte ist es deswegen wichtig die zur
Kalibrierung genutzten Standards mit bekannter Radioaktivitatskonzentration
gemeinsam mit Hirnschnitten auf einer Folie zu inkubieren. Bei besonders hellen Folien
werden die Grauwerte der Autoradiogramme so auch auf die entsprechend helleren
Standards bezogen. Ausgeglichen werden dadurch jedoch keine Artefakte, wie zum
Beispiel Luftblasen oder Verunreinigung, die nicht die gesamte Folie betreffen. Dies
erschwert einen Vergleich der absoluten Werte von Autoradiogrammen, die auf
unterschiedlichen Folien entwickelt wurden, sowie den generellen Vergleich von
absoluten Werten zwischen verschiedenen Studien. Bei beidseitigen Veranderungen der

Rezeptordichte, kann eine methodische Ursache somit nicht ausgeschlossen werden.

Trotz der genannten Einschrankungen, eignet sich die Methode der quantitativen
Rezeptorautoradiographie gut zur Darstellung von Veranderungen der Rezeptordichte.
Im Modell der Hemiparkinsonratte dient vor allem die kontralaterale Kontrollseite zum
Vergleich. Dabei lassen sich dynamische Entwicklungen wie eine einseitige Hoch- oder
Runterregulation der Rezeptoren gut vergleichen. Der Vergleich absoluter Werte kann,
unter Beachtung moglicher Unterschiede aufgrund oben genannter methodischer

Einflisse, ebenfalls getatigt werden.

4.2 Ergebnisdiskussion

Im folgenden Abschnitt werden die Veranderungen der einzelnen Rezeptorgruppen

diskutiert und in den Kontext der aktuellen Literatur gestellt.

Die groften Rezeptordichten im Striatum zeigen sich fur die mGlu2/3-Rezeptoren,
gefolgt von AMPA-Rezeptoren (vgl. Kapitel 3.1). Dass AMPA-Rezeptoren im Striatum
eine hohere Rezeptordichte aufweisen als Kainat-Rezeptoren, wurde dabei in weiteren
Studien beschrieben (Bernard et al. 1996; Zavitsanou et al. 1996).

4.2.1 Veranderungen der AMPA-Rezeptoren

Die Verteilung der AMPA-Rezeptoren im Rattenhirn wurde mehrfach untersucht. Dabei
werden AMPA-Rezeptoren, genauso wie Kainat- und NMDA-Rezeptoren, hauptsachlich
im Telenzephalon exprimiert. Die héchsten Konzentrationen findet man in der CA1-
Region des Hippocampus und in oberflachlichen Schichten des Kortex. Eine moderate

Expression wurde fir das Striatum und tiefe Kortexschichten beschrieben.
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Die niedrigsten Konzentrationen weisen Dienzephalon, Mesenzephalon, Hirnstamm und
Kleinhirn auf (Bauer et al. 2005; Baudry et al. 1990; Rainbow et al. 1984; Monaghan et
al. 1984).

In mehreren rezeptorautoradiographischen Studien wurde die Anzahl von
Bindungsstellen fur [*HJAMPA im Striatum beschrieben (siehe Tabelle 1). Unsere
Untersuchungen ergaben eine mittlere Rezeptordichte von 2390 fmol/mg Protein. Albin
et al. beschrieben in ihrer Studie, mit 2421 fmol/mg Protein einen nahezu identischen
Wert. Trotz des vergleichbaren Versuchsaufbaus, beschrieben Bauer et al. eine kleinere
Anzahl von Bindungsstellen im Striatum. Mdglicherweise ist dieser Unterschied der
Verwendung eines anderen Puffermediums oder differierenden Konzentrationen von
Kaliumthiocyanat (KSCN) geschuldet. Deutlich niedrigerer Rezeptordichten wurden in
friiheren Studien beschrieben (Rainbow et al. 1984; Monaghan et al. 1984). Dabei ist zu
beachten, dass in diesen Studien kein zusatzliches KSCN im Puffermedium verwendet
wurde. Es wurde jedoch nachgewiesen, dass KSCN die [*HJAMPA-Bindung deutlich
steigert, sodass eine Inkubation ohne KSCN, die im Vergleich zu unserer Studie deutlich

niedrigeren Werte gut erklart (Baudry et al. 1990).

Tabelle 1: AMPA-Rezeptordichten im Striatum

Zusammenfassung, der in der Literatur bekannten AMPA-Rezeptordichten im Vergleich zu unseren
Ergebnissen (fett gedruckt). Angabe der Werte in fmol/mg Protein; SD zur Vereinfachung nicht dargestellt.

a (Albin et al. 1992) b (Bauer et al. 2005) ¢ (Rainbow et al. 1984) d (Monaghan et al. 1984)
e (Zavitsanou et al. 1996) f (Tarazi et al. 1998b) g (Tarazi et al. 2000) h (Porter et al. 1994)

Rezeptor Kontrolle 6-OHDA-Lasion 6-OHDA-Lasion
kontralateral ipsilateral
AMPA 2390 1903 1977
2421 a
1469 b
236 c
91d
11000 e 8700 e
2618*f 2314*f
3382%g 3400%g
1757*h 1675*h

Ausflhrliche Darstellung der einzelnen Studien: siehe Anhang, S. X. Bei Messung mehrerer Striatumanteile

wurde ein Mittelwert berechnet; * fmol/mg Gewebe wurde mit Faktor 10 umgerechnet.
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Die Auswirkung einer 6-OHDA-La&sion auf die Dichte von AMPA-Rezeptoren im Striatum
wurde in mehreren Studien untersucht. Willner et al. beschrieben einen Abfall der
Rezeptordichte im Striatum um 10 % eine Woche nach Lasion, der drei Monate nach
Lasion jedoch nicht mehr nachweisbar war. Erganzend dazu postulierten Zavitsanou et
al. einen Abfall der Rezeptordichte um 21% eine Woche, sowie vier Wochen nach Lasion
(vgl. Tabelle 1). Tarazi et al. beschrieben in Studien eine Woche nach Lasion einen Abfall
der Rezeptordichte um 11% im medialen und 12% im lateralen Striatum (Tarazi et al.
1998b; Zavitsanou et al. 1996; Willner et al. 1994). Weitere Studien konnten keinen
Effekt einer 6-OHDA-Lasion auf die Dichte von AMPA-Rezeptoren im Striatum
nachweisen (Tarazi et al. 2000; Porter et al. 1994). Auch in postmortem-Studien an
Gehirnen von Parkinson-Patienten, lielen sich keine Veranderungen der AMPA-

Rezeptordichte im Striatum nachweisen (Ulas et al. 1994).

In unserer Arbeit zeigten sich keine signifikanten Veranderungen der AMPA-
Rezeptordichte nach 6-OHDA-Lasion. Somit kénnen wir einen Sitz von AMPA-
Rezeptoren auf dopaminergen Enden nicht bestatigen. Méglicherweise erklaren sich die
Unterschiede zwischen den einzelnen Studien durch die verschiedenen Zeitpunkte der
Messung. Ein friher Abfall der Rezeptordichte direkt nach Lasion, als Korrelat flr einen
kleinen Anteil der AMPA-Rezeptoren auf dopaminergen Enden, der zu einem spateren
Zeitpunkt nach entsprechender Gegenregulation nicht mehr nachweisbar ist, ware
denkbar. Dagegen sprechen jedoch die Ergebnisse von Zavitsanou et al., wonach sich

die Rezeptordichten eine Woche und vier Wochen nach Lasion nicht unterscheiden.

In den letzten Jahren wurde die Auswirkung einer 6-OHDA-L&sion auf die einzelnen
Rezeptor-Untereinheiten untersucht. Bis heute herrscht Uneinigkeit Uber eine mdgliche
Veranderung der GluR1-Untereinheit (Gardoni und Di Luca 2015). So wurde eine
Hochregulation der mRNA fir GIuR1 zwei Wochen nach 6-OHDA-L&sion beschrieben
(Tremblay et al. 1995). Ahnliche Veranderungen zeigten sich im MPTP-Modell des
Primaten (Betarbet et al. 2000). Im Gegensatz dazu wurde in Einklang mit einer
moglichen Adaptation an gesteigerte Glutamatkonzentrationen eine Reduktion der
GIuR1-mRNA zwei Wochen nach Lasion beschrieben. Es zeigten sich keine
Anderungen der GIuR2-, GIuR3- und GluR4-mRNA (Lai et al. 2003). Weitere Studien
konnten keine Veranderung der GIuR1-mRNA nachweisen (Kobylecki et al. 2013;
Bernard et al. 1996). Ba et al. untersuchten die Dichte der GIluR1-Untereinheit
immunhistochemisch  getrennt an  striatalem  Gesamtgewebe, sowie an
Membranfraktionen. Dabei zeigte sich, bei ausbleibender Veranderung der
Gesamtmenge des GluR1-Proteins, eine reduzierte Dichte an Membranen. Zusatzlich

beschrieben sie eine reduzierte Phosphorylierung der GluR1-Untereinheit.
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Eine 6-OHDA-Lasion konnte somit eine Umverteilung von Untereinheiten ohne
Auswirkung auf die Gesamtzahl bewirken (Ba et al. 2006). Unterstitzend dazu
postulierten Xue et al. einen dopaminergen Einfluss auf die Phosphorylierung der GluR1-
Untereinheiten (Xue et al. 2017). Unter Annahme einer Umverteilung der
Rezeptoruntereinheiten als Reaktion auf 6-OHDA-Lasion, ware eine Kkurzfristige
Anderung der Affinitdt des Rezeptors zu seinem Liganden und somit Abnahme von

Bindungsstellen in rezeptorautoradiographischen Studien denkbar.

Erstmals untersuchten wir in unserer Arbeit die Auswirkung einer intrastriatalen BoNT/A-
Injektion auf die Dichte von AMPA-Rezeptoren. Dabei zeigten sich keine signifikanten
Veranderungen. Somit bot sich kein Hinweis auf veranderte Glutamatkonzentrationen im
synaptischen Spalt. Ein Einfluss des BoNT/A auf die Glutamat-Ausschittung im Striatum

ist demnach fraglich (vgl. Kapitel 4.3).

4.2.2 Veranderungen der Kainat-Rezeptoren

Die héchsten Konzentrationen von Kainat-Rezeptoren findet man im Telenzephalon.
Hohe Konzentrationen dabei zum Beispiel im Neokortex, Cingulum, Bulbus olfactorius
und der CA3-Region des Hippocampus (Bauer et al. 2005; Unnerstall und Wamsley
1983; Monaghan und Cotman 1982). Mehrere Studien beschreiben die hdchsten
Konzentrationen der Kainat-Rezeptoren fir das Striatum (Bauer et al. 2005; London und
Coyle 1979).

Im Vergleich zu AMPA- und NMDA-Rezeptoren finden sich in der Literatur weniger
Studien mit genauen Angaben zur Rezeptordichte der Kainat-Rezeptoren im Striatum.
Unsere gemessene Rezeptordichte ordnet sich zwischen zwei weiteren Studien ein
(siehe Tabelle 2). Dabei beschreiben Bauer et al. eine deutlich hdhere Rezeptordichte
von 2805 fmol/mg Protein. Mit [PH]SYM 2081 wurde ein anderer Ligand verwendet.
Dabei handelt es sich um einen selektiven Agonisten, der im Gegensatz zu [*H]Kainat
keine Affinitdt zu AMPA-Rezeptoren besitzt (Donevan et al. 1998). Jedoch wurde eine
Bindung an gliale Glutamat-Transporter beschrieben, was den im Vergleich zu unserer
Studie groferen Wert erklaren kdnnte (Aprico et al. 2001). Allerdings kann auch bei dem
von uns verwendeten Liganden [*H]Kainat nicht von einer reinen Kainat-Rezeptor-
Bindung ausgegangen werden. Moéglicherweise sind trotz geringerer Affinitdt auch
AMPA-Rezeptoren markiert worden (Donevan et al. 1998; Zhou et al. 1997). Wichtig
sind des Weiteren die Ligandenkonzentrationen im Puffer-Medium. So wurden fiir den
Liganden Kainat Unterschiede im Bindungsverhalten an hoch-affine und niedrige-affine
Rezeptoren beschrieben. Mdglicherweise werden je nach Inkubationsbedingungen
unterschiedliche Populationen markiert (Zavitsanou et al. 1996). Der unterschiedliche

Versuchsaufbau der Studien erschwert somit einen direkten Vergleich der Werte.
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In einer weiteren Studie wurde eine mittlere Rezeptordichte von 965 fmol/mg Protein
beschrieben (Albin et al. 1992). Trotz des Einsatzes einer wesentlich hdheren
Ligandenkonzentration, zeigte sich ein geringeres Bindungsverhalten als in unserer
Studie. Albin et al. untersuchten die Rezeptordichte in einzelnen Anteilen des Striatums.
Dabei fanden sich die héchsten Dichten im lateralen Striatum, die niedrigsten Werte
zeigten sich im dorsalen Striatum. Zum direkten Vergleich fassten wir die einzelnen
Werte zu einem Mittelwert zusammen, ohne Berlcksichtigung eines mdglichen
Einflusses unterschiedlich groRer Messflachen. Im Gegensatz dazu, versuchten wir in
unserer Studie den Einfluss der unterschiedlichen Messorte und -flachen durch
Ermittlung einer flachengewichteten Dichte zu minimieren. Dies kdnnte somit eine

mdgliche Ursache flr die differierenden Werte sein.

In allen Versuchsgruppen fallt eine beidseitige Abnahme der Rezeptordichte Uber die
Zeit auf, welche sich unabhangig von der unterschiedlichen Therapie der Gruppen
darstellt. Der gleichmafige Abfall spricht fir eine Abnahme der Kainat-Rezeptoren in
Folge des zunehmenden Alters der Ratten und gegen methodisch bedingte
Unterschiede. Dennoch kénnen diese nicht ausgeschlossen werden. Zur Uberpriifung
der hypothetischen Annahme eines Alterseffektes innerhalb der Gruppe der Kainat-
Rezeptoren, musste man mehrere Kontrollgruppen unterschiedlichen Alters mdglichst
bei gleichen Inkubationsbedingungen auf derselben Folie untersuchen, um einen
systematischen Fehler auszuschlieRen. In der Literatur finden sich nur wenige
rezeptorautoradiographische  Studien, die sich mit der Auswirkung des
Alterungsprozesses auf Rezeptordichten beschaftigen. Die meisten untersuchten dabei
hippocampale Strukturen, um mdgliche Korrelate fir die Verschlechterung der
kognitiven Leistung mit zunehmenden Alter zu finden (Wenk und Barnes 2000). Fur das
Striatum wurde eine Abnahme der Bindung an Kainat- und NMDA-Rezeptoren bei alten
Ratten (24 Monate) im Vergleich zu jungen Ratten (4 Monate) beschrieben. Fur AMPA-
Rezeptoren zeigten sich keine Veranderungen (Nicolle et al. 1996). Kito et al. zeigten
einen moglichen Alterseffekt fir NMDA-Rezeptoren. Bei Ratten unterschiedlichen Alters
(2, 5, 13 und 21 Monate), nahm die [*H]CPP- und [*H]Glycin-Bindung im Striatum mit
Verlauf der Zeit ab (Kito et al. 1990).
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Tabelle 2: Kainat-Rezeptordichten im Striatum

Zusammenfassung, der in der Literatur bekannten Kainat-Rezeptordichten im Vergleich zu unseren
Ergebnissen (fett gedruckt). Angabe der Werte in fmol/mg Protein; SD zur Vereinfachung nicht dargestellt.

a (Bauer et al. 2005) b (Albin et al. 1992) c (Tarazi et al. 1998b) d (Zavitsanou et al. 1996)

e (Tarazi et al. 2000)

Rezeptor Kontrolle 6-OHDA-Lasion 6-OHDA-Lasion
kontralateral ipsilateral
Kainat 1189 1117 1109
2805 a
966 b
893*c 794*c
3200d 2400d
1151%e 1382%e

Ausfiihrliche Darstellung der einzelnen Studien: siehe Anhang S. XI. Bei Messung mehrerer Striatumanteile
wurde ein Mittelwert berechnet; * fmol/mg Gewebe wurde mit Faktor 10 umgerechnet.

Die Auswirkung einer 6-OHDA-Lasion auf die Dichte von Kainat-Rezeptoren im Striatum
wurde mehrfach untersucht (vgl. Tabelle 2). Dabei beschrieben Tarazi et al. 1998 einen
Abfall der Kainat-Rezeptordichte eine Woche nach Lasion um 11 % im medialen und
14 % im lateralen Striatum. Wdllner et al. beschrieben in ihrer Arbeit eine Woche nach
Lasion ebenfalls einen Abfall der Rezeptordichte um 10 %. Dieser liel3 sich drei Monate
nach Lasion nicht mehr nachweisen. Weitere Arbeiten beschrieben eine Woche nach
Lasion einen Abfall um 26 %. Vier Wochen nach Lasion wurde derselbe Wert gemessen.
Erganzend zur oben genannten Studie, postulierten Tarazi et al. in einer Studie drei
Jahre spater einen Anstieg der Rezeptordichte finf Wochen nach Lasion um 20 %
(Tarazi et al. 2000). Aus dem Abfall der Rezeptordichte wurde auf einen prasynaptischen
Sitz von Kainat-Rezeptoren auf dopaminergen Neuronen geschlossen (Tarazi et al.
1998b; Zavitsanou et al. 1996; Willner et al. 1994). Dieser wurde in weiteren Studien
postuliert (Tallaksen-Greene et al. 1992). Bei Vergleich der Studien innerhalb der
Gruppe um Tarazi kénnen, bei gleichem Versuchsaufbau, Veranderungen aufgrund
methodischer Unterschiede weitestgehend ausgeschlossen werden. So kdnnten die
entgegengesetzten Veranderungen der Rezeptordichte zu spaterem Zeitpunkt eine
Anpassungsreaktion darstellen. Im Widerspruch dazu stehen allerdings fehlende
Unterschiede der Rezeptordichte zwischen den zwei Messpunkten in der Studie von

Zavitsanou et al.

In unserer Studie zeigten sich zu keinem Zeitpunkt Veranderungen der Kainat-
Rezeptordichte nach 6-OHDA-L&sion. Einen in vorherigen Studien postulierten Sitz auf
dopaminergen Enden koénnen wir somit nicht unterstiitzen. Die Ursache fir die
beschriebenen kontroversen Ergebnisse bleibt unklar. Neben den genannten
Unterschieden im Messzeitpunkt, kdnnte auch ein unterschiedlich grofdes Ausmalf} der

dopaminergen Degeneration nach Lasion einen Einfluss haben.
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Postmortem-Studien an Hirnen von Parkinson-Patienten ergaben keine Veranderungen

der Kainat-Rezeptoren im Striatum (Ulas et al. 1994).

Nach BoNT/A-Injektion in das Striatum stellte sich eine leichte Tendenz zur Reduktion
der Kainat-Rezeptordichte ipsilateral dar, die jedoch nicht signifikant war. Die Gruppen
der BoNT/A-therapierten Kontrolltiere und weniger auch die Gruppen der BoNT/A-
therapierten Hemiparkinsonratten, wiesen so eine Seitendifferenz zwischen dem linken
und rechten Striatum auf, die sich in den scheinbehandelten Gruppen nicht eindeutig
darstellte. Weiterhin fiel auf, dass die beschriebenen Veranderungen mit der Zeit
nachlieen. Dabei unterstiitzt die Abnahme im Verlauf der Zeit die Hypothese, dass
diese Veranderungen durch BoNT/A-Injektion induziert sein kdnnten, denn in Studien
unserer Gruppe wurde beschrieben, dass die BONT/A-Wirkung im Striatum nur fUr ca.
sechs Monate anhalt (Wree et al. 2011). Dass diese Veranderung Folge einer
prasynaptischen Hemmung der Transmitterausschuttung durch BoNT/A ist, scheint bei
fehlender Veranderungen der AMPA-Rezeptoren eher unwahrscheinlich. Denkbar ware
jedoch der Wegfall eines cholinergen Einflusses auf die Dichte von Kainat-Rezeptoren.
So wurde in einer Studie die Steigerung der Kainat-Rezeptor-Aktivitat nach Aktivierung
muskarinerger ACh-Rezeptoren gezeigt (Benveniste et al. 2010). Wie sich diese
Interaktion genau gestalten kénnte bleibt unklar. Méglich ware eine Beeinflussung der
Kainat-Rezeptoren Uber intrazellulare Signalproteine. So wurde in einer Studie die
Regulation der GluR5-Untereinheit durch PKC-induzierte Phosphorylierung gezeigt (Cho
et al. 2003). Aulierdem wurde gezeigt, dass SNAP-25 unabhangig von seiner Rolle im
SNARE-Komplex am Transport von Kainat-Rezeptoren beteiligt ist (Selak et al. 2009).
Ein direkter Eingriff des BONT/A in diesen Signalweg ware somit ebenfalls denkbar (vgl.
Abbildung 47). Ohne genaue Kenntnisse der Zusammenhange sind diese vermuteten

Einflissen jedoch rein hypothetisch.

4.2.3 Veranderungen der NMDA-Rezeptoren

Die Verteilung der NMDA-Rezeptoren im Rattenhirn wurde mehrfach im Rahmen
rezeptorautoradiographischer Studien untersucht. Entsprechend ihrer Bedeutung fir
Hirnfunktionen wie Lernen und Gedachtnis, findet man die héchsten Rezeptordichten
der NMDA-Rezeptoren in der CA1-Region des Hippocampus und im Gyrus dentatus.
Fur das Striatum wurde im Vergleich dazu eine moderte Expression beschrieben (Bauer
et al. 2005; Jarvis et al. 1987).

Unsere gemessene Rezeptordichte von 1208 fmol/mg Protein reiht sich gut in die bisher
veroffentlichten  Studien ein  (vgl. Tabelle 3). Unter vergleichbaren
Inkubationsbedingungen beschrieben Bauer et al. 2005 eine mittlere Rezeptordichte von

1149 fmol/mg Protein.
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Subramaniam und McGonigle verdffentlichten einen Wert von 1028 fmol/mg Protein.
Nach Umrechnung der von Jang et al. publizierten Ergebnisse mit Faktor 10, zeigten
sich im Vergleich zu unser ermittelten Rezeptordichte hohere Werte. Hierbei konnte die
héhere Konzentration des Liganden im Inkubationsmedium eine Rolle spielen (Jang et
al. 1999). Wesentlich niedrigere Rezeptordichten wurden von Albin et al. und Jarvis et
al. beschrieben (siehe Tabelle 3). Allerdings erklaren sich diese Unterschiede bei
Vergleich des Versuchsaufbaus. Der verwendete Ligand [*H]Glutamat bindet an die
regulare Bindungsstelle des Rezeptors und steht somit in direkter Konkurrenz zu
endogenem Glutamat. Da auch nach grindlicher Waschung ein Restverbleib von
Glutamat im Gewebe nicht ausgeschlossen werden kann, reduziert sich die Anzahl freier
Bindungsstellen fur den radioaktiv markierten Liganden (Subramaniam und McGonigle
1991). Im Gegensatz dazu, bindet MK801 als nicht-kompetetiver Antagonist mit hoher
Affinitat an die PCP-Bindungsstelle im Inneren des NMDA-Kanals (Sakurai et al. 1991).
MK801 bindet somit unabhangig von Glutamat, was zu einem hdéheren
Bindungspotential fuhrt. Die unterschiedlichen Ergebnisse von Sakurai et al. im
Vergleich zu unserer Arbeit, koénnten durch den fehlenden Zusatz von
bindungssteigernden Liganden verursacht sein. So wurde mehrfach beschrieben, dass
der Zusatz von Modulatoren wie Glycin, Glutamat sowie Spermin und Spermidin in der
Inkubationslosung das Bindungspotential des Antagonisten deutlich steigert

(Subramaniam und McGonigle 1991).

Tabelle 3: NMDA-Rezeptordichten im Striatum

Zusammenfassung, der in der Literatur bekannten NMDA-Rezeptordichten im Vergleich zu unseren
Ergebnissen (fett gedruckt). Angabe der Werte in fmol/mg Protein; SD zur Vereinfachung nicht dargestellt.

a (Bauer et al. 2005) b (Subramaniam und McGonigle 1991) ¢ (Jang et al. 1999) d (Albin et al. 1992)
e (Jarvis et al. 1987) f (Sakurai et al. 1991) g (Tarazi et al. 2000) h (Araki et al. 2000)
i (Porter et al. 1994) k (Tarazi et al. 1998b)

Rezeptor Kontrolle 6-OHDA-Lasion 6-OHDA-Lasion
kontralateral ipsilateral
NMDA 1208 1222 1282
1149 a
1028 b
1797*c
676 d
570%e
384 f
1719%g 1674*g
2250*h 2145*h
8287 778%i
1240%k 1029*k

Ausfiihrliche Darstellung der einzelnen Studien: siehe Anhang S. XllI. Bei Messung mehrerer Striatumanteile
wurde ein Mittelwert berechnet; * fmol/mg Gewebe wurde mit Faktor 10 umgerechnet.
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Die Auswirkung einer 6-OHDA-L&sion auf die Dichte von NMDA-Rezeptoren im Striatum
wurde mehrfach untersucht und wird kontrovers diskutiert (siehe Tabelle 3). Mehrere
Studien beschrieben eine Reduktion der Bindung an NMDA-Rezeptoren nach 6-OHDA-
Lasion (Wang et al. 2014; Yan et al. 2011; Tarazi et al. 1998b; Porter et al. 1994).
Aufgrund ihrer Ergebnisse postulierten sie einen prasynaptischen Sitz auf dopaminergen
Neuronen. Dabei wurde eine prasynaptische Regulation der Dopamin-Ausschittung
durch NMDA-Rezeptoren mehrfach vermutet (Tarazi et al. 2000; Morari et al. 1998;
Wheeler et al. 1995; Wheeler et al. 1995). Eine weitere Erklarungsmdglichkeit kdnnte
eine Reduktion der Dichte im Rahmen einer Adaptation an gesteigerte glutamaterge
Ubertragung im Striatum sein (Wang et al. 2014). Auffallig ist der Unterschied von
Ergebnissen zweier Studien innerhalb derselben Gruppe. Tarazi et al. konnten finf
Wochen nach Lasion keine Veranderungen der NMDA-Rezeptoren feststellen. In einer
vorausgehenden Studie beschrieben sie eine Woche nach Lasion hingegen eine
Reduktion um 16 %. Dabei unterschieden sich die Studien beziglich des
Versuchsaufbaus nicht. Die Autoren gingen davon aus, dass die Messungen eine Woche
nach Lasion durch den frihen Zeitpunkt unabhdngig von gegenregulatorischen
Prozessen waren. Die kontroversen Ergebnisse eine Woche und fliinf Wochen nach
Lasion, konnten tatsachlich durch Verlust einer kleinen Population von NMDA-
Rezeptoren auf dopaminergen Enden, der durch gegenregulatorische Mallnahmen
innerhalb weniger Wochen ausgeglichen wurde, verursacht sein (Tarazi et al. 2000;
Tarazi et al. 1998b). Passend dazu wiesen Wiillner et al. einen Abfall der Rezeptordichte
um 10 % eine Woche nach 6-OHDA-L&sion nach. Drei Monate nach 6-OHDA wurde in
der gleichen Studie ein Anstieg der Rezeptordichte um 13 % beschrieben (Willner et al.
1994).

In unserer Arbeit konnten wir keine signifikante Veranderung der NMDA-Rezeptordichte
nach 6-OHDA-Lasion im Striatum nachweisen. Weitere Studien mit vergleichbaren
Versuchsaufbau berichten ebenfalls keine Veranderung der Rezeptordichte nach 6-
OHDA-Lasion (Araki et al. 2000; Tarazi et al. 2000). So konnten wir den mehrfach
vermuteten prasynaptischen Sitz von NMDA-Rezeptoren auf nigrostriatalen Enden nicht
bestatigen. Allerdings erfolgten unsere ersten Messungen erst drei Wochen nach
Lasion, eine Veranderungen direkt nach Lasion kann somit nicht ausgeschlossen
werden. Unklar bleibt der Unterschied zu Studien mit vergleichbaren Versuchsaufbau,
die eine Reduktion der MK801-Bindung beschrieben (Wang et al. 2014; Yan et al. 2011).
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In den letzten Jahren wurden zuséatzlich Studien Uber Veranderungen der NMDA-
Rezeptor-Untereinheiten nach 6-OHDA-Lasion verdéffentlicht. Gan et al. berichteten drei
Wochen nach Lasion von einer Hochregulation der NR1/NR2B-Rezeptoren ohne
Veranderung von NR1/NR2A-Rezeptoren. Zusatzlich wurde in zwei weiteren Studien
eine gesteigerte Konzentration von NR1-mRNA nach Lasion beschrieben (Gan et al.
2014; Lai et al. 2003; Tremblay et al. 1995). Im Gegensatz dazu, zeigten mehrere
Arbeiten einen Verlust der Dichte von NR1- und NR2B-Untereinheiten nach 6-OHDA-
Lasion. Dies wurde als mdgliche Adaptation an gesteigerte Glutamat-Ausschittung der
kortikostriatalen Synapsen beurteilt. Dunah et al. zeigten zudem eine Abnahme der
Phosphorylierung an NR1- und NR2B-Untereinheiten (Fiorentini et al. 2006; Betarbet et
al. 2004; Dunah et al. 2000). Dabei wurde in den letzten Jahren mehrfach eine
Regulation der NMDA-Rezeptoren durch Phosphorylierung ihrer Untereinheiten
beschrieben, die mdglicherweise unter dopaminergen Einfluss steht (siehe Kap. 1.3.4).
Ein Wegfall des Dopamin-Einflusses koénnte somit zu Veradnderungen der
Zusammensetzung von NMDA-Rezeptoren fihren (Gardoni und Di Luca 2015; Fiorentini
et al. 2006). Diese Hypothese unterstitzend, zeigte eine Studie die Wiederherstellung
des ursprunglichen Phosphorylierungszustands nach Beginn einer L-DOPA-Therapie.
Wie diese Veranderungen genau aussehen bleibt unklar. Dabei scheint das Ausmalf} der
6-OHDA-Lasion Einfluss auf die unterschiedlichen Veranderungen der Untereinheiten
zu haben (Gardoni und Di Luca 2015; Gan et al. 2014). Trotz diverser Studien hat sich
so bisher keine eindeutige Meinung Uber die Wirkung von 6-OHDA auf die Dichte von
NMDA-Rezeptoren im Striatum der Ratte herauskristallisiert. Post-mortem Studien an
menschlichen Hirnen von Parkinson-Patienten berichten ebenfalls kontroverse
Ergebnisse. Holemans et al. konnten keine veranderte MK801-Bindung bei Parkinson-
Patienten feststellen, Ulas et al. beschrieben eine gesteigerte [°*H]Glutamat-Bindung an

NMDA-Rezeptoren bei Parkinson-Patienten.

Die Auswirkung einer BoNT/A-Injektion auf die NMDA-Rezeptordichte im Striatum wurde
in unserer Arbeit das erste Mal untersucht. Es konnten keine signifikanten
Veranderungen der NMDA-Rezeptordichte dargestellt werden. Anlass zur Diskussion
bietet eine leichte Tendenz zur Reduktion der Rezeptordichte ipsilateral nach BoNT/A-
Gabe. Diese konnte, wie im vorherigen Kapitel fir den Kainat-Rezeptor diskutiert, durch
Interaktionen zwischen cholinergen Rezeptoren und NMDA-Rezeptoren an der
Postsynapse bedingt sein. Dabei wirde es sich um einen reinen BoNT/A-Effekt
unabhangig von der 6-OHDA-Lasion handeln, denn die Tendenz zeigt sich in Gruppe
LB, nicht jedoch bei LV. Diese Annahme unterstitzend, beschrieben Marino et al. in ihrer
Arbeit eine Steigerung der Strdome durch NMDA-Rezeptoren nach Aktivierung

metabotroper ACh-Rezeptoren (Marino et al. 1998).



Diskussion 79

Weiterhin wurde auch fir mGlu-Rezeptoren eine Férderung der NMDA-Rezeptor-
Aktivitat postuliert (Cheng et al. 2013; Lan et al. 2001). Alle Studien gingen dabei von
einer Beteiligung der PKC aus. In den letzten Jahren wurde diese PKC-abhangige
Regulation mit einer Phosphorylierung von SNAP-25 verknlpft (Cheng et al. 2013; Lau
et al. 2010; Lan et al. 2001). Somit ware zusatzlich zur Annahme eines reduzierten
cholinergen Einflusses auch eine direkte Beeinflussung der Rezeptordichte durch
Hemmung von SNAP-25 als Ursache fur die beschriebenen Veranderungen denkbar
(vgl. Abbildung 47). Diese Uberlegungen sind aufgrund fehlender Signifikanz jedoch rein

hypothetisch und bedurfen weiterer Untersuchungen.

4.2.4 Veranderungen der mGlu2/3-Rezeptoren

Die Dichte der mGlu2/3-Rezeptoren im Striatum der Ratte wurde mehrfach untersucht.
Wright et al. fanden die hdchsten Rezeptordichten fur mGlu2/3-Rezeptoren im Striatum,
sowie Kortex, Nucleus accumbens, Bulbus olfaktorius und Gyrus dentatus. Petralia et
al. beschrieben eine leichte bis moderate Expression der mGlu2/3-Rezeptoren im
Striatum. Innerhalb der Gruppe der metabotropen Rezeptoren wurde fir die mGlu2/3-
Rezeptoren, im Vergleich zu mGlu5, eine niedrige bis moderate Expression beschrieben
(Ossowska et al. 2002; Wright et al. 2001; Petralia et al. 1996). In-situ-
Hybridisierungsstudien unterschieden im Vorkommen der mRNA fir die Untergruppen
mGlu2 und mGlu3. Dabei stellte sich im Striatum vor allem mGlu3-mRNA dar. mGluR2-
mRNA war dort im Vergleich zu anderen Regionen nur gering exprimiert (Rodriguez-
Puertas et al. 1999; Schaffhauser et al. 1998; Testa et al. 1994; Ohishi et al. 1993). Im
menschlichen Gehirn konnte eine weite Verbreitung von mGlu2-Rezeptoren
nachgewiesen werden, mit hoher Dichte in kortikalen Regionen, sowie in den

Basalganglien (Phillips et al. 2000).

In unserer Studie ermittelten wir eine Rezeptordichte von durchschnittlich 3472 fmol/mg
Protein im Striatum von unbehandelten Kontrolltieren. Wright et al. beschrieben eine
Rezeptordichte von 1026 fmol/mg Protein. Dabei wurde mit [*H]LY341,495 derselbe
Ligand unter vergleichbaren Inkubationsbedingungen eingesetzt. Im Gegensatz dazu,
wurde in weiteren Studien ein als mGlu2-Rezeptor-selektiv beschriebener Ligand
verwendet (Richards et al. 2005; Schaffhauser et al. 1998). Unsere Ergebnisse ordnen
sich in den Kontext dieser Studien ein (vgl. Tabelle 4). Ein direkter Vergleich der Werte
wird jedoch aufgrund der unterschiedlichen Affinitdt der verwendeten Liganden zu
mGlu2- oder mGlu3-Rezeptoren erschwert. Dabei kann auch fir den von uns
verwendeten  selektiven = mGlu2/3-Rezeptor-Antagonisten  [*H]LY341,495 eine
unterschiedliche Affinitat zu den beiden Untergruppen nicht ausgeschlossen werden
(Wright et al. 2001).
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Tabelle 4: mGlu2/3-Rezeptordichten im Striatum

Zusammenfassung, der in der Literatur bekannten mGlu2/3-Rezeptordichten im Vergleich zu unseren
Ergebnissen (fett gedruckt). Angabe der Werte in fmol/mg Protein; SD zur Vereinfachung nicht dargestellt.

a (Wright et al. 2001)b (Richards et al. 2005) c (Schaffhauser et al. 1998) d (Picconi et al. 2002)

Rezeptor Kontrolle 6-OHDA-Lasion 6-OHDA-Lasion
kontralateral ipsilateral
mGlu2/3 3472 3041 3095
1026 a
1407 d 2335d
mGlu2 6000 b
3180 c

Ausflhrliche Darstellung der einzelnen Studien: siehe Anhang, S. XV.

Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden nur wenige Studien zur Auswirkung einer 6-OHDA-
Lasion auf die mGlu2/3-Rezeptordichte im Striatum der Ratte verdffentlicht (siehe
Tabelle 4). Picconi et al. setzten ebenfalls die quantitative in-vitro-
Rezeptorautoradiographie ein. Sie beschrieben einen Anstieg der Dichte von mGlu2/3-
Rezeptoren im Striatum nach 6-OHDA-Lasion (Picconi et al. 2002). In-situ-
Hybridisierungsstudien zeigten eine Hochregulation der mRNA-Expression fur mGlu3-
Rezeptoren im ipsilateralen Striatum (Rodriguez-Puertas et al. 1999). Gegenteilige
Ergebnisse lieferten Messenger et al.. Sie wiesen nach 6-OHDA-La&sion eine Reduktion
der Expression von mGlu3-Rezeptor-mRNA im Striatum um 11,7 % nach (Messenger et
al. 2002).

Im Gegensatz zu den genannten Studien konnten wir keine Veranderung der mGlu2/3-
Rezeptordichte nach 6-OHDA-Lasion feststellen. Dabei sind unsere Ergebnisse
vereinbar mit einem prasynaptischen Sitz von mGlu2/3-Rezeptoren auf kortiko- und
thalamostrialalen Terminalen. Aufgrund ausbleibender Veranderung der Rezeptordichte
nach 6-OHDA-Lasion, konnten wir einen prasynaptischen Sitz auf dopaminergen Enden
nicht nachweisen. Ein Grund fir die kontroversen Ergebnisse kénnte der Einsatz
unterschiedlicher Methoden sein. Picconi et al. untersuchten in ihrer Studie, im
Gegensatz zu unserer Arbeit keine Hirnschnitte, sondern homogenisiertes Gewebe.
Maoglicherweise kam es im Rahmen der Materialverarbeitung zu Zellschaden, die einen
zusatzlichen Angriff an intrazellularen Rezeptorproteinen ermoglichten. Rodrigues-
Puertas et al. postulieren eine D1-vermittelte Regulation der Glutamat-Ausschuttung
Uber Beeinflussung von mGlu3-Rezeptoren an der Prasynapse. Hinweise flr eine
gesteigerte Dichte von mGlu3-Rezeptoren zeigten sich in unserer Studie nicht. Jedoch
ermoglicht die Methode der quantitativen Rezeptorautoradiographie keine Aussage uber
die Expression der Rezeptor-mRNA. Eine Veranderung koénnen wir somit nicht

ausschlielRen.
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Inwieweit eine 6-OHDA-Lasion die Proteinsynthese der mGlu2/3-Rezeptoren beeinflusst
und ob die Veranderungen in Neuronen oder Gliazellen stattfinden, bleibt somit unklar
(Messenger et al. 2002; Rodriguez-Puertas et al. 1999). Die Auswirkungen von 6-OHDA

auf die Dichte von mGlu2/3-Rezeptoren missen demnach weiter untersucht werden.

In unserer Studie beschaftigten wir uns erstmalig mit der Auswirkung einer intrastriatalen
BoNT/A-Injektion auf die Dichte von mGlu2/3-Rezeptoren. Es zeigten sich keine
signifikanten Veranderungen der Rezeptordichte im Striatum der gesunden Ratte. In der
Gruppe der BoNT/A-therapierten Hemiparkinsonratten zeigte sich jedoch eine Tendenz
zu groleren Rezeptordichten der Striata ipsilateral zur Lasion. Die Ursachen dafir
bleiben unklar. Bei fehlendem Korrelat der beschriebenen Veranderung in den Gruppen
der rein 6-OHDA-lasionierten sowie rein BoNT/A-therapierten Tiere, ware sie nur durch
das Zusammenspiel von dopaminerger Denervierung und BoNT/A-Injektion erklarbar.
Eine weitere Ursache konnte die zweite stereotaktische Operation sein, denn die
scheintherapierten Gruppen zeigten ebenfalls leicht hohere ipsilaterale Werte. Die
tatsachliche Existenz eines Anstiegs der ipsilateralen Rezeptordichte nach 6-OHDA-
Lasion und BoNT/A-Therapie, ist unter Einbezug der in den Scatterplots dargestellten

breiten Streuung der Werten jedoch kritisch zu sehen.
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4.3 Zusammenfassung und Ausblick

Eine intrastriatale BoNT/A-Injektion scheint das glutamaterge Transmittersystem nicht
wesentlich zu beeinflussen. Dabei wurde die Existenz von SNAP-25 in glutamatergen
Enden durch mehrere Studien nachgewiesen und auch eine Hemmung der
Transmitterfreisetzung aus glutamatergen Synaptosomen durch BoNT/A wurde in-vitro
gezeigt (Verderio et al. 2007; Bozzi et al. 2006). Zudem wurde von einer Reduktion der
Glutamat-Ausschittung im Hippocampus der Ratte nach lokaler BoNT/E-Injektion
berichtet (Antonucci et al. 2010; Costantin et al. 2005). Bezuglich einer moglichen
Auswirkung von reduzierten Transmitterkonzentrationen auf die Rezeptordichte, wurde
im Rahmen weiterer rezeptorautoradiographischen Studien unserer Gruppe fir ACh-
und Dopamin-Rezeptoren eine Hochregulation der Rezeptoren gezeigt. Die Existenz
von Veranderungen, die durch unsere Methode nicht erkannt wurden, ist deswegen eher
unwahrscheinlich. Zwar wurden die Vorgange an der Prasynapse in unserer Studie nicht
untersucht, jedoch kénnte man aufgrund unserer Ergebnisse und unter Beriicksichtigung
der oben genannten Literatur vermuten, dass BoNT/A die Glutamat-Freisetzung im
Striatum nicht wesentlich beeinflusst. Somit stellt sich die Frage, warum sich die

Ergebnisse unserer Studie von anderen unterscheiden.

Dabei ist einerseits zu berlcksichtigen, dass Costantin et al. in ihrer Studie BoNT/E
verwendeten. Obwohl es mit SNAP-25 am gleichen Zielprotein wie BoNT/A angreift,
unterscheidet es sich moglicherweise in seiner Wirkung auf glutamaterge Synapsen.
Des Weiteren wurde eine konzentrationsabhangige Selektivitdt von BoNT gezeigt
(Verderio et al. 2007). Moglicherweise ist die in unserer Studie verwendete
Konzentration von 2x0,5ng BoNT/A nicht ausreichend um auch die
Transmitterausschittung des glutamatergen Systems zu beeinflussen. Zudem koénnte
der Injektionsort eine Rolle spielen. Neurone des Hippocampus exprimieren
madglicherweise andere Oberflachenrezeptoren fir die Aufnahme der BoNT als Neurone

des Striatums.

Die leichte Tendenz zur Reduktion der Kainat- und geringer auch NMDA-Rezeptordichte
nach intrastriataler BoNT/A-Injektion wurde in den vorherigen Kapiteln beschrieben (vgl.
Kapitel 4.2.2, 4.2.3) Sollten diese Veranderungen durch Wegfall eines cholinergen
Einflusses auf die Regulation der Rezeptoren verursacht sein, so wirde daraus keine
Einschrankung fur den therapeutischen Einsatz entstehen. Denn BoNT/A wirde im
Rahmen der Erkrankungen an einem System mit gesteigerten ACh-Konzentrationen

angreifen und somit der Wiederherstellung der naturlichen Konzentration dienen.
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Eine direkte Beeinflussung intrazellularer Signalwege durch Spaltung von SNAP-25
kénnte jedoch unerwiinschte Folgen haben. Uber die Regulation der Rezeptordichte an
der Postsynapse wurden in den letzten Jahren, insbesondere fur den NMDA-Rezeptor,
mehrere Arbeiten publiziert. Unter Zusammenfassung dieser Literatur ware folgender
Signalweg denkbar (siehe Abbildung 47).

NMDAR

mAChR i ‘ I mGluR

SNAP 25

Abbildung 47: Steuerung des NMDA-Rezeptor-Transport durch SNAP-25?

Die PKC beeinflusst die Funktion des NMDA-Rezeptors (NMDAR) Uber Phosphorylierung seiner
Untereinheiten (Dunah et al. 2000). Des Weiteren reguliert sie seine Dichte durch Angriff an Rezeptor-
assoziierten Proteinen wie z.B. SNAP-25. Phosphoryliertes SNAP-25 vermittelt den Transport von NMDA-
Rezeptor-tragenden Vesikeln zur Plasmamembran (Lau et al. 2010). Uber Aktivierung der PKC haben auch
mMACh- und mGlu-Rezeptoren (MAChR, mGIuR) Einfluss auf den Signalweg (Cheng et al. 2013; Benveniste
et al. 2010).

Auf Grundlage des dargestellten Signalweges kénnte sowohl eine Abnahme der
cholinergen Transmitterausschittung, als auch eine direkte Hemmung von SNAP-25
durch BoNT/A, zu einer Reduktion der Rezeptordichte flihren. Unter Annahme der
Beteiligung von SNAP-25, wiirde sich auch erklaren warum die Veranderungen nicht bei
AMPA-Rezeptoren auftraten, denn fir den Transport der AMPA-Rezeptoren konnte
bisher keine Verbindung zu SNAP-25 nachgewiesen werden (Lau et al. 2010). Der
fehlende Einfluss auf mGlu2/3-Rezeptoren erklart sich mdglicherweise durch ihren
primar prasynaptischen Sitz. Eine Regulation durch PKC und metabotrope ACh-
Rezeptoren wurde auch fir den Transport des Kainat-Rezeptors postuliert (Benveniste
et al. 2010; Selak et al. 2009; Cho et al. 2003). Selak et al. beschrieben jedoch im
Gegensatz zu NMDA-Rezeptoren, fir Kainat-Rezeptoren eine Regulation der
Internalisierung durch SNAP-25. Diese Annahme widerspricht unser Hypothese eines
direkten Angriffs des BoNT/A am SNAP-25-regulierten Rezeptortransport, denn nach
Proteinspaltung kdme es zu einer reduzierten Internalisierung der Rezeptoren und somit

eher zu einer Zunahme der Kainat-Rezeptordichte.
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Abgesehen von dieser Diskrepanz stellt sich zusatzlich die Frage, warum sich die
intrastriatale BoNT/A-Injektion auf SNAP-25 der Postsynapsen, nicht jedoch auf die
durch SNAP-25 gesteuerte Transmitterausschittung an Prasynapsen (siehe S.82)
auswirken sollte. Folglich bedarf es weiterer Untersuchungen zur Aufklarung der
BoNT/A-Wirkung an unterschiedlichen Neuronen und vor allem auch einem Vergleich
der Wirkung an Dendriten und prasynaptischen Membranen. Dass die Aufnahme des
Toxins die Existenz bestimmter Oberflachenrezeptoren voraussetzt, wurde gezeigt
(Verderio et al. 2007). Méglicherweise unterscheiden sich die Rezeptoren flir BONT/A an
prasynaptischen und postsynaptischen Membranen der glutamatergen Synapsen im
Striatum. Zudem scheint ein umfassendes Verstandnis der Signalwege des Rezeptor-
Transportes an der postsynaptischen Membran wesentlich fir die weitere Entwicklung

einer intrastriatalen BoNT/A-Therapie zu sein.

Mit den Glutamatrezeptoren wurde in dieser Arbeit ein wichtiges System fur die
Funktionen des ZNS untersucht. Intrastriatale BoNT/A-Injektion scheint unter unseren
Versuchsbedingungen das glutamaterge System nicht signifikant zu beeinflussen. Somit
verbleibt die intrastriatale BoNT/A-Injektion als eine potentielle Therapieoption des

Morbus Parkinson bestehen.
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5 Zusammenfassung

Aus vorherigen Studien unserer Arbeitsgruppe geht hervor, dass einseitige BoNT/A-
Injektion in das Striatum von Hemiparkinsonratten (6-OHDA-Modell) die motorischen
Symptome der Erkrankung verbessert. Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Auswirkung
einer intrastriatalen BoNT/A-Injektion auf die Dichte von Glutamatrezeptoren im
Striatum. Dabei wurden die vier verschiedenen Rezeptorgruppen AMPA-, Kainat-,
NMDA- und mGlu2/3-Rezeptoren einzeln untersucht.

Zur Darstellung der Rezeptordichte im Striatum wurde die Methode der quantitativen
Rezeptorautoradiographie eingesetzt. Untersucht wurden die Gehirne von adulten
Wistar-Ratten aus finf verschiedenen Versuchsgruppen: Gruppe B (gesunde Tiere mit
BoNT/A-Injektion in das rechte Striatum), Gruppe LB (rechtsseitig 6-OHDA-lasionierte
Tiere mit BoNT/A-Injektion in das rechte Striatum), Gruppe L (rechtsseitig 6-OHDA-
Iasionierte Tiere), Gruppe LV (rechtsseitig 6-OHDA-Iasionierte Tiere mit Injektion einer
Plazebo-LAsung), sowie Gruppe K (gesunde Tiere ohne Therapie). Nach Entnahme und
Aufarbeitung der Gehirne wurden koronare Schnitte angefertigt, welche in einem
Puffermedium mit Tritium-markierten, spezifischen Rezeptorliganden inkubiert wurden.
Zur Darstellung der rezeptorgebundenen Liganden, wurden R-strahlenempfindliche
Filme mit den radioaktiv markierten Schnitten exponiert. Die Messung der digitalisierten
Rezeptorautoradiogramme erfolgte mithilfe des Programms MCID Analysis v7.0.
Anhand von aus Standards erstellten Kalibrierungswerten, konnte aus den Grauwerten
eine  Liganden-Konzentrationen berechnet werden. Unter Bericksichtigung
ligandenspezifischer Konstanten, wurden die gemessenen Werte der einzelnen
Schnittebenen des Striatums zu einer flachengewichteten, mittleren Rezeptordichte in
fmol/mg Protein zusammengefasst.

Die grofiten Rezeptordichten zeigten mGlu2/3-Rezeptoren und AMPA-Rezeptoren mit
einer mittleren Rezeptordichte von 3472 fmol/mg Protein und 2390 fmol/mg Protein.
Deutlich geringere Werte ergaben sich fir die Kainat-Rezeptoren mit
1189 fmol/mg Protein und NMDA-Rezeptoren mit 1208 fmol/mg Protein. Eine 6-OHDA-
Lasion des rechten medialen Vorderhirnblndels flhrte zu keiner Veranderung der Dichte
von AMPA-, Kainat-, NMDA- oder mGlu2/3-Rezeptoren. Es ergab sich somit kein
Hinweis flr einen Sitz der Glutamatrezeptoren auf Enden von dopaminergen
Projektionsneuronen der Substantia nigra pars compacta. Die Gruppen B und LB zeigten
eine nicht signifikante Tendenz zur Reduktion der Kainat- und NMDA-Rezeptordichte
nach BoNT/A-Injektion. Weder bei gesunden Tieren, noch bei Hemiparkinsonratten,
wirkte sich eine intrastriatale BoNT/A-Injektion auf die Dichte von AMPA- oder mGlu2/3-
Rezeptoren aus.

Zusammengefasst flihrte eine intrastriatale BoNT/A-Injektion in unserer Studie zu keinen
signifikanten Veranderungen der Dichte von Glutamatrezeptoren. Die intrastriatale
BoNT/A-Injektion bleibt somit als potentielle Therapieoption des Morbus Parkinson
bestehen.
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6 Thesen

1. Im Rahmen des Morbus Parkinson kommt es zu einer Uberaktivitat der
cholinergen Interneurone im Striatum.

2. BoONT/A ist ein potentes Neurotoxin und hemmt die Transmitterauschittung an
cholinergen Synapsen Uber Spaltung von SNAP-25.

3. Intrastriatale =~ BoNT/A-Injektion hebt im 6-OHDA-Modell der Ratte
(Hemiparkinsonmodell) die apomorphininduzierten Rotationen fir einen
Zeitraum von drei Monaten auf.

4. Die Verteilung der Glutamatrezeptoren im Striatum wurde mithilfe der
quantitativen Rezeptorautoradiographie untersucht.

5. AMPA-, Kainat-, NMDA- und mGlu2/3-Rezeptoren werden im Striatum
exprimiert.

6. Die groften Rezeptordichten zeigen mGlu2/3-Rezeptoren mit einer mittleren
Rezeptordichte von 3472 fmol/mg Protein.

7. Die mittlere Rezeptordichte der AMPA-Rezeptoren im Striatum betragt
2390 fmol/mg Protein.

8. Kainat- und NMDA-Rezeptoren weisen mit 1189 fmol/mg Protein und
1208 fmol/mg Protein deutlich kleinere Werte auf.

9. Moglicherweise kommt es mit zunehmendem Alter zu einer Abnahme der Dichte
von Kainat-Rezeptoren im Striatum.

10. Eine dopaminerge Denervierung des Striatums durch 6-OHDA-Lasion des
medialen Vorderhirnbindels hat keinen Einfluss auf die Dichte von
Glutamatrezeptoren im Striatum.

11. Unsere Studie ergab keinen Hinweis flr einen Sitz der Glutamatrezeptoren auf
prasynaptischen Enden von dopaminergen Projektionsneuronen der Substantia
nigra pars compacta.

12. SNAP-25 spielt auch bei vesikularen Transportvorgdngen an der Postsynapse
eine wichtige Rolle.

13. Intrastriatale BoNT/A-Injektion beeinflusst Uber Spaltung von SNAP-25
maoglicherweise den postsynaptischen Transport von NMDA- und Kainat-
Rezeptoren im Striatum.

14. Intrastriatale BoNT/A-Injektion wirkt sich nicht auf die Dichte von AMPA- oder
mGlu2/3-Rezeptoren im Striatum aus.

15. Intrastriatale BoNT/A-Injektion kénnte in Zukunft eine weitere Option firr die

Therapie des Morbus Parkinson darstellen.
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Anhang Vi
Anhang
Tabelle 5: Tierplan der fiinf Versuchsgruppen
Gruppe | Verfahren Toétungszeitpunkt Anzahl
der
Tiere
L 6-OHDA
nach 3 Wochen (L3W) 7
nach 6 Wochen (L6W) 7
nach 6 Wochen + 1 Monat (L6W1M) 7
nach 6 Wochen + 3 Monate (L6W3M) 7
nach 6 Wochen + 6 Monate (L6W6M) 7
nach 6 Wochen + 9 Monate (L6W9M) 6
LB 6-OHDA + BoNT/A
(1ng 6 Wochen n. 6-OHDA)
nach 6 Wochen + 1 Monat (LB6W1M) 9
nach 6 Wochen + 3 Monate (LB6W3M) 9
nach 6 Wochen + 6 Monate (LB6W6M) 8
nach 6 Wochen + 9 Monate (LB6W9M) 8
LV 6-OHDA + Plazebo
(6 Wochen n. 6-OHDA)
nach 6 Wochen + 1 Monat (LV6W1M) 6
nach 6 Wochen + 3 Monate (LV6W3M) 6
B BoNT/A (1ng)
nach 2 Wochen (B2W) 7
nach 1 Monat (B1M) 6
nach 3 Monaten (B3M) 6
nach 6 Monaten (B6M) 7
nach 9 Monaten (BOM) 7
K unbehandelte Kontrolle nach 6 Wochen (K) 7




Anhang

Tabelle 6: Rezeptor-spezifische Inkubationsbedingungen

VI

AMPA Rezeptoren Puffer Zeit Temperatur
Vorinkubation 50 mM Tris-Citrat (pH: 7,2) 3x10min [ 4°C
Hauptinkubation 50 mM Tris-Citrat (pH: 7,2) 45 min 4°C

+ 100 nM KSCN

10 nM [BH]JAMPA (Agonist)

10 uM Quisqualat (Kompetitor)
Waschen 50 mM Tris-Citrat (pH: 7,2) 4 x 4 sec 4°C
Waschen 2,5% Glutaraldehyd in Aceton | 2x2 sec Raumtemperatur
Kainat Rezeptoren Puffer Zeit Temperatur
Vorinkubation 50 mM Tris-Citrat (pH: 7,1) 3x10min | 4°C
Hauptinkubation 50 mM Tris-Citrat (pH: 7,1) 45 min 4°C

+ 10 mM Calciumacetat

9,4 nM [®H]Kainat (Agonist)

100 uM SYM 2081 (Kompetitor)
Waschen 50 mM Tris-Citrat (pH: 7,1) 3 x4 sec 4°C
Waschen 2,5% Glutaraldehyd in Aceton | 2 x 2 sec Raumtemperatur
NMDA Rezeptoren Puffer Zeit Temperatur
Vorinkubation 50 mM Tris-HCL (pH: 7,2) 15 min 4°C
Hauptinkubation 50 mM Tris-HCL (pH: 7,2) 60 min Raumtemperatur

+ 50 uM Glutamat

+ 30 uM Glycin

+ 50 yM Spermidin

3.3 nM [*H]MK 801 (Agonist)

100 uM MK 801 (Kompetitor)
Waschen 50 mM Tris-HCL (pH: 7,2) 2 x5 min 4°C

+ 50 uM Glutamat
Waschen Destilliertes Wasser 1 x Dippen | 4°C




Anhang IX
mGlu2/3- Puffer Zeit Temperatur
Rezeptoren
Vorinkubation 10 mM Phosphat Puffer 2 x5 min Raumtemperatur
(pH: 7,6)

Hauptinkubation 10 mM Phosphat Puffer 60 min 4°C
(pH: 7,6)
+ 100 mM Kaliumbromid
1 nM [PHILY 341,495 (Agonist)
1 mM L-Glutamat

Waschen 10 mM Phosphat Puffer 2 x5 min 4°C
(pH: 7,6)

Waschen Destilliertes Wasser 1 x Dippen | 4°C

Tabelle 7: Expositionszeiten der verschiedenen Liganden
[*H]Kainat 12 Wochen
[*H]MK 801 12 Wochen
[BHILY 341,495 10 Wochen
[FHIAMPA 15 Wochen

Tabelle 8: Liganden-spezifische Konstanten
Ligand Abk. Spezifische Dissoziations- | Real- Rezeptor

Aktivitat konstante konzentration

(Ci/mmol) = SA (nM) = Kd (nM) =L
AMPA ampa | 45,8 10 10,17 AMPA
KAINAT kain 49,9 9,4 9,54 KAINAT
MK 801 mk801 | 22,5 3,3 3,3 NMDA
LY 341,459 | ly34 40 1 1,01 mGlu2/3




Anhang X
AMPA

Normales Striatum der Ratte

Bauer et al. 2005: Regional and subtype selective changes of neurotransmitter receptor density
in a rat transgenic for the Huntington's disease mutation

Rezeptordichte Caudatus-Putamen Komplex Kontrollgruppe
1469 (107) fmol/mg Protein (SD)

Ligand: 10 nmol/L [FBHJAMPA

Kompetitor: 10 yuM/L Quisqualat

Puffer: 50 mM/L Tris-HCL, 100 mM/L KSCN

Albin et al. 1992: Excitatory amino acid binding sites in the basal ganglia of the rat: a quantitative
autoradiographic study

Rezeptordichte laterales/mediales/dorsales Striatum
2,417(0,031)/2,559(0,082)/2,287(0,105) pmol/mg Protein (SEM)
Ligand: 34 nM [BH]JAMPA

Kompetitor: 1mM Glutamat

Puffer: 50mM Tris-HCL, 30 mM KSCN, 2,5 mM CacCl:

Monaghan, 1984: Distribution of [BHJAMPA binding sites in rat brain as determined by quantitative
autoradiography

Rezeptordichte anteriores/posteriores/mediales/laterales Striatum
112(5); 82(10); 85(11); 86(4) fmol/mg Protein (SEM)

Ligand: 50 nmol [BH]JAMPA

Kompetitor: 100 uM AMPA

Puffer: 50 mM Tris-Acetat

Rainbow et al 1984: Quantitative autoradiography of binding sites for [*(HJAMPA, a structural
analogue of glutamic acid

Rezeptordichte Nucleus Caudatus Putamen
236(27) fmol/mg Protein (SEM)

Ligand: 300 nM [*H]JAMPA

Kompetitor: 1mM Glutamat

Puffer: 50 mM Tris-HCL

Striatum der Ratte nach 6-OHDA Lasion

Tarazi et al 2000: Effects of nigrostriatal dopamine denervation on ionotropic glutamate receptors
in rat caudate-putamen

Rezeptordichte medialer/lateraler Caudatus-Putamen, 5 W post 6-OHDA
Ipsilateral: 342,9(18,3)/337,0(15,6) fmol/mg Gewebe (SEM)
Kontralateral: 344,5(19,9)/331,9(18,2) fmol/mg Gewebe (SEM)

Ligand: 20 nM [BH]CNQX

Kompetitor: 20 yM CNQX

Puffer: 50 mM Tris-HCL
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Zavitsanou et al 1996: Changes in [BHJAMPA and [H]kainate binding in rat caudate-putamen
and nucleus accumbens after 6-hydroxydopamine lesions of the medial forebrain bundle: an
autoradiographic study

Rezeptordichte Nucleus caudatus/Putamen, 1/4 W post 6-OHDA
Ipsilateral: 8,7(0,2) pmol/mg Protein (SEM)

Kontralateral: 11(0,3) pmol/mg Protein (SEM)

Ligand: 150 nM [BH]JAMPA (Sattigungskonzentration)
Kompetitor: 1mM Glutamat

Puffer: 50 mM Tris-HCL, 2,5 mM CaClz, 100 mM KSCN

Porter et al 1994: Polysynaptic Regulation of Glutamate Receptors and Mitochondrial Enzyme
Activities in the Basal Ganglia of Rats with Unilateral Dopamine Depletion

Rezeptordichte anteriores Striatum, 6M post 6-OHDA
Ipsilateral: 167,5(10,6) fmol/mg Gewebe (SEM)
Kontralateral: 175,7(12.3) fmol/mg Gewebe (SEM)
Ligand: 5 nM [*HJAMPA

Kompetitor: 1mM Glutamat

Puffer: 50 mM Tris-Chlorid, 100 mM KSCN, 2,5 mM CaClz

Tarazi, Campbell et al. 1998: Localization of lonotropic Glutamate Receptors in Caudate-
Putamen and Nucleus Accumbens Septi of Rat Brain: Comparison of NMDA, AMPA, and Kainate
Receptors

Rezeptordichte medialer/lateraler Caudatus Putamen, 1 W post 6-OHDA
Ipsilateral: 232.6(7,5)/230.2(6,7) fmol/mg Gewebe (SEM)

Kontralateral: 261,9(8,5)/261,7(9,3) fmol/mg Gewebe (SEM)

Ligand: 20 nM [3H]CNQX

Kompetitor: 20 yM CNQX

Puffer: 50 mM Tris-HCL

Kainat
Normales Striatum der Ratte

Bauer et al. 2005: Regional and subtype selective changes of neurotransmitter receptor density
in a rat transgenic for the Huntington's disease mutation

Rezeptordichte Caudatus-Putamen Komplex Kontrollgruppe
2805 (378) fmol/mg Protein (SD)

Ligand: 17 nmol/L [*H] SYM2081

Kompetitor: 100 ymol/l Kainat

Puffer: 50mmol/L Tris-citrat; pH 7,1

Albin et al. 1992: Excitatory amino acid binding sites in the basal ganglia of the rat: a quantitative
autoradiographic study

Rezeptordichte laterales/mediales/dorsales Striatum
1,044(0,172)/0,958(0,179)/0,895(0,091) pmol/mg Protein (SEM)
Ligand: 60 nM [3H]Kainat

Kompetitor: 100 uM Kainat

Puffer: 50 mM Tris-Acetat; pH 7,2
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Striatum der Ratte nach 6-OHDA Lasion

Tarazi et al. 2000: Effects of nigrostriatal dopamine denervation on ionotropic glutamate
receptors in rat caudate-putamen

Rezeptordichte medialer/lateraler Caudatus-Putamen, 5 W post 6-OHDA
Ipsilateral: 128(5,6)/148,4(6,7) fmol/mg Gewebe (SEM)

Kontralateral: 106,5(5,5)123,7(4,7) fmol/mg Gewebe (SEM)

Ligand: 20 nM [*H]Kainat

Kompetitor: 20 uM Kainat

Puffer: 50 mM Tris-HCL

Zavitsanou et al. 1996: Changes in [*HJAMPA and [3H]kainate binding in rat caudate-putamen
and nucleus accumbens after 6-hydroxydopamine lesions of the medial forebrain bundle: an
autoradiographic study

Rezeptordichte Nucleus caudatus/Putamen, 1/4 W post 6-OHDA
Ipsilateral: 2,4(0,3) pmol/mg Protein (SEM)

Kontralateral: 3,2(0,3) pmol/mg Protein (SEM)

Ligand: 150 nM [3H]Kainat

Kompetitor: 50 uM Kainat

Puffer: 50 mM Tris-Citrat

Tarazi, Campbell et al. 1998: Localization of lonotropic Glutamate Receptors in Caudate-
Putamen and Nucleus Accumbens Septi of Rat Brain: Comparison of NMDA, AMPA, and Kainate
Receptors

Rezeptordichte medialer/lateraler Caudatus Putamen, 1 W post 6-OHDA
Ipsilateral: 76,7(1,2)/82,0(1,3) fmol/mg Gewebe (SEM)

Kontralateral: 86,2(2,2)/92,3(2,4) fmol/mg Gewebe (SEM)

Ligand: 20 nM [®H]Kainat

Kompetitor: 25 yM Kainat

Puffer: 50 mM Tris-HCL

NMDA
Normales Striatum der Ratte

Bauer et al. 2005: Regional and subtype selective changes of neurotransmitter receptor density
in a rat transgenic for the Huntington's disease mutation

Rezeptordichte Caudatus-Putamen Komplex Kontrollgruppe

1149 (178) fmol/mg Protein (SD)

Ligand: 3,3 nmol/L [*H]MK801

Kompetitor: 100 uM /L MK801

Puffer: 50 mmol/L Tris-HCL, + 50 ymol/L Glutamat, 30 uM Glycin, 50 yM Spermidin

Jang et al. 1999: Autoradiographic study of NMDA-displaceable [*H]Glutamate and [*H]MK801
binding during butorphanol withdrawal in the rat brain

Rezeptordichte Nucleus caudatus/Putamen

179,7 (2,6) fmol/mg Gewebe (SEM)

Ligand: 10 nM [*H]MK801

Kompetitor: 50 yM MK801

Puffer: 50 mM Tris-HCL, 30 yM Glutamat, 10 uM Glycin
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Albin et al. 1992: Excitatory amino acid binding sites in the basal ganglia of the rat: a quantitative
autoradiographic study

Rezeptordichten laterales/mediales/dorsales Striatum
0,673(0,016)/0,676(0,06)/0,68(0,016) pmol/mg Protein (SEM)
Ligand: 60 nM [3H] Glutamat

Kompetitor: 1 mM NMDA

Puffer: 50mM Tris-Acetat

Subramaniam et al. 1991: Quantitative Autoradiographic Characterization of the Binding of (+)-
5-Methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cycloheptene-5,10-imine ([*H]MK-801) in Rat Brain:
Regional Effects of Polyamines

Rezeptordichte Nucleus caudatus/Putamen

1028 (104) fmol/mg Protein (SE)

Ligand: 25 nM [*H]MK801

Kompetitor: 200 uM Ketamin

Puffer: 30mM N-[2-hydroxyethyl]piperazine-N’-[3-propanesulfonic acid], +100 yM Glutamat, 100
pMM Glycin, 1 mM EDTA

Sakurai et al. 1991: Regional distribution and properties of [*(H]MK-801 binding sites determined
by quantitative autoradiography in rat brain

Rezeptordichte medialer/lateraler/anteriorer/posteriorer Caudatus Putamen
0,284 (0,011)/0,227(0,017)/0,450(0,037)/0,574(0,048) pmol/mg Protein (SEM)
Ligand: 5 nM [3H]MK®801

Kompetitor: 5 yM MK801

Puffer: 50 mM Tris-Acetat; pH 7,4

Jarvis et al. 1987: Quantitative autoradiographic localization of NMDA receptors in rat brain using
[3H]CPP: comparison with [3H]TCP binding sites

Rezeptordichte Striatum

57 (10) fmol/mg Gewebe (SEM)
Ligand: 50 nM [3H]CPP
Kompetitor: 1 mM L-Glutamat
Puffer: 50 mM Tris-HCL; pH 7,6

6 (2) fmol/mg Gewebe (SEM)

Ligand: 20 nM [3H]TCP

Kompetitor: 25 yM PCP

Puffer: 50 mM Tris-Acetat, 1 mM MgCl2
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Striatum der Ratte nach 6-OHDA Lasion

Tarazi et al. 2000: Effects of nigrostriatal dopamine denervation on ionotropic glutamate
receptors in rat caudate-putamen

Rezeptordichte medialer/lateraler Caudatus-Putamen, 5 Wochen nach 6-OHDA
Ipsilateral: 163,3(6)/171,4(5,2) fmol/mg Gewebe (SEM)

Kontralateral: 167,3(6,4)/176,4(5,6) fmol/mg Gewebe (SEM)

Ligand: 10 nM [BH]MK801

Kompetitor: 20 uM Ketamin

Puffer: 50 mM Tris-HCL, 100 uyM Glutamat, 100 uM Glycin, 1 mM EDTA, 75 uM Spermin

Araki et al. 2000: Temporal changes of dopaminergic and glutamatergic receptors in 6-
hydroxydopamine-treated rat brain

Rezeptordichte mediales/laterales Striatum, 1/2/4/8 Wochen nach 6-OHDA

Ipsilateral: ~ 1W 201(40)/214(28) fmol/mg Gewebe (SD)
2W 213(35)/227(34) fmol/mg Gewebe (SD)
4w 204(18)/228(22) fmol/mg Gewebe (SD)
8W 210(20)/219(24) fmol/mg Gewebe (SD)

Kontralateral: 1W 209(43)/212(36) fmol/mg Gewebe (SD)
2W 231(26)/252(33) fmol/mg Gewebe (SD)
4w 229(34)/241(25) fmol/mg Gewebe (SD)
8w 209(26)/217(20) fmol/mg Gewebe (SD)

Ligand: 30 nM [3H]MK801
Kompetitor: 100 uM MK801
Puffer: 50 mM Tris-HCL

Porter et al. 1994: Polysynaptic Regulation of Glutamate Receptors and Mitochondrial Enzyme
Activities in the Basal Ganglia of Rats with Unilateral Dopamine Depletion

Rezeptordichte anteriores Striatum, 6 Monate nach 6-OHDA
Ipsilateral  77,8(2,8) fmol/mg Gewebe (SEM)
Kontralateral82,8(2,7) fmol/mg Gewebe (SEM)

Ligand: 5nM [3H]MK801

Kompetitor: 5 yM MK801

Puffer: 50 mM Tris-Acetat, 30um Glutamat, 10um Glycin

Tarazi, Campbell et al. 1998: Localization of lonotropic Glutamate Receptors in Caudate-
Putamen and Nucleus Accumbens Septi of Rat Brain: Comparison of NMDA, AMPA, and Kainate
Receptors

Rezeptordichte medialer/lateraler Caudatus Putamen, 1W nach 6-OHDA

Ipsilateral: 101,9(3,8)/103,9(4,9) fmol/mg Gewebe (SEM)

Kontralateral: 121,8(6,2)/126,1(5,0) fmol/mg Gewebe (SEM)

Ligand: 10 nM [BH]MK801

Kompetitor: 20 uM Ketamin

Puffer: 50 mM Tris-HCL, 100 uyM Glutamat, 100 uM Glycin, 1 mM EDTA, 75 uM Spermin
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mGlu2/3
Normales Striatum der Ratte

Richards et al. 2005: Distribution and abundance of metabotropic glutamate receptor subtype 2
in rat brain revealed by [?H]LY354740 binding in vitro and quantitative radioautography

Rezeptordichte Nucleus caudatus/Putamen
6 pmol/mg Protein

Ligand: 50 nM [3H]LY354740 (Agonist)
Kompetitor: 10 yM DCG-IV

Puffer: 50 mM Tris-HCL, 2mM CaClz, MgClz

Wright et al. 2001: [3H]LY341495 Binding to Group Il Metabotropic Glutamate Receptors in Rat
Brain

Rezeptordichte Nucleus caudatus/Putamen

1025,6 (34) fmol/mg Protein (SEM)

Ligand: 5 nM [3H]LY341495 (Antagonist)

Kompetitor: 1 mM L-Glutamat

Puffer: 10 mM Kalium-Phosphat Puffer mit 100 mM Kaliumbromid; pH 7 ,6
Expositionszeit: 2 Wochen

Schaffhauser et al. 1998: In Vitro Binding Characteristics of a New Selective Group I
Metabotropic Glutamate Receptor Radioligand, [3H] LY354740, in Rat Brain

Rezeptordichte Nucleus caudatus/Putamen
3180 (347) fmol/mg Protein (SD)

Ligand: 50 nM [3H] LY354740 (Agonist)
Kompetitor:10 uM DCG-IV

Puffer: 50 mM Tris-HCL, 2mM CaClz, MgClz,

Striatum der Ratte nach 6-OHDA

Picconi, 2002: Striatal metabotropic glutamate receptor function following experimental
parkinsonism and chronic levodopa treatment

Rezeptordichte homogenisiertes Striatum
Ipsilateral: 2335 (323) fmol/mg Protein (SEM)
Kontralateral: 1407 (215) fmol/mg Protein (SEM)
Sham: 1043 (182) fmol/mg Protein (SEM)
Ligand: [*H]DCG IV (Agonist)

Kompetitor:10 uM LY379268

Puffer: 50 mM Tris-HCL mit 2 mM MgClz, pH 7,4
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