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Zusammenfassung
Der Morbus Parkinson ist eine der bedeutendsten Erkrankungen unserer heutigen, vom
demografischen Wandel gepragten Zeit. Bis zu 4% der 80-Jahrigen sind betroffen, sie

stellt eine der haufigsten neurodegenerativen Erkrankungen dar.

Bereits 1817 wurden die Symptome von James Parkinson, dem Erstbeschreiber und
Namensgeber, festgehalten. Die Kardinalsymptome der Erkrankung sind Tremor, Rigor,
Bradykinese und posturale Instabilitit, jedoch gehoren auch viele weitere
nichtmotorische Symptome zum Beschwerdebild. So klagen einige Patienten auch tliber
vegetative Symptome wie Obstipation oder Kreislaufinstabilitit und iiber psychische
Symptome wie Depressionen. Das Kommunikationsvermoégen ist durch Mikrografie,
Hypomimie und Sprachstérungen zusatzlich eingeschrankt, sodass die Patienten einen

hohen Leidensdruck aufweisen.

Obwohl die Erkrankung mittlerweile fast 200 Jahre bekannt ist, konnte bis heute fiir die
liberwiegende Zahl der Erkrankungen noch keine ursdchliche Noxe gefunden und
deshalb keine kausale Therapie etabliert werden. Alle Therapiemafinahmen
beschranken sich auf symptomatische Ansatze. Sicher ist nur, dass das Alter einen
Risikofaktor darstellt und es histologisch zu einem Untergang dopaminerger Neurone in
der Substantia nigra pars compacta kommt. Ziel heutiger pharmakologischer Therapien
ist daher die Steigerung dopaminerger Restfunktion oder Hemmung des durch das
Ungleichgewicht entstehenden Hypercholinismus. Die dopaminerge Wirkung kann zum
Beispiel durch L-Dopa oder Dopaminrezeptoragonisten erzielt werden, wahrend der
Hypercholinismus mittels systemischer Anticholinergika oder Inhibitoren der

Acetylcholinfreisetzung therapiert werden kann.

Zu den Acetylcholinfreisetzungsinhibitoren gehoren auch die Botulinum-Neurotoxine,
die durch Storung des SNARE-Komplexes die Fusion Acetylcholin-haltiger Vesikel mit
der prasynaptischen Membran und somit die Exozytose hemmen. Die Toxine werden
von verschiedenen gramnegativen, anaeroben Clostridien-Arten produziert und gehoren
zu den giftigsten natiirlichen Substanzen. Schon heute ist die Therapie mit Botulinum-
Neurotoxinen bei vielen Krankheiten mit cholinerger Symptomatik etabliert, so zum

Beispiel bei Dystonien oder der iiberaktiven Blase. Daher liegt es nahe, auch die
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intrastriatale Injektion von Botulinum-Neurotoxinen als Therapieoption in Betracht zu
ziehen, vor allem weil die klassische systemische anticholinerge Therapie mit vielen

Nebenwirkungen verbunden ist.

Vorteil intrastriataler Injektion von Botulinum-Neurotoxin-A ist jedoch nicht nur die
Reduktion generalisierter anticholinerger Nebenwirkungen, sondern auch eine
wesentliche Reduktion der Beschwerden bei unbeeinflussten kognitiven Fahigkeiten
und Verhalten. Konnten vorangegangene Veroffentlichungen zeigen, dass die
Botulinum-Neurotoxin-Injektion keinerlei zytotoxische Effekte auf striatale Neurone im
Tiermodell der Ratte aufweist, so wird hier erstmals mit dem Tiermodell der Maus die
experimentelle intrastriatale Botulinum-Neurotoxin-A-Injektion (BoNT-A) als
potentielle Parkinsontherapie durchgefiihrt. In dieser Arbeit wurden im Zuge von

Zahlungen der cholinergen Interneurone keine Anzeichen einer Zytotoxizitat gefunden.

Aufgrund des demografischen Wandels und der damit verbundenen steigenden Anzahl
an Parkinson-Patienten wird die Optimierung der Therapie des Morbus Parkinson an
Bedeutung gewinnen. Die vorliegende Arbeit stiitzt die Annahme, dass die intrastriatale
Injektion von BoNT-A nach Untersuchungen an Mausgehirnen eine nebenwirkungsarme

Komponente der kiinftigen Parkinsontherapie werden kann.
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1. Einleitung

1.1. Die Parkinson-Erkrankung

1.1.1. Die Epidemiologie der Parkinson-Erkrankung

Die Parkinson-Erkrankung stellt nach der Alzheimer-Demenz die zweithdufigste
neurodegenerative Erkrankung dar und betrifft 1-2 % der tiber 60-Jahrigen (Gerlach et
al., 2003). Das Alter scheint ein Hauptrisikofaktor der Erkrankung zu sein, da es zu
einem Anstieg der Pravalenz von 0,3 % bei den unter 60-Jahrigen auf 1-4 % in
zunehmendem Alter kommt. Gleichermafien verhalt es sich mit der Inzidenz, die von 8-
18 Neuerkrankungen / 100.000 Menschen bei den unter 50-Jdhrigen auf 700 / 100.000
Menschen im Alter von tber 80 Jahren steigt. Aufgrund des demographischen Wandels
und der zunehmenden Anzahl iber 80-Jahrigen wird die Anzahl an Parkinson-Patienten
auch weiter steigen und das Gesundheitssystem vor eine grofse Herausforderung stellen
(Gerlach et al, 2003; Lau et al, 2006). Doch schon jetzt befinden sich allein in
Deutschland 250.000 - 400.000 Menschen in Therapie (Gerlach et al., 2007).

1.1.2. Die Symptomatik der Parkinson-Erkrankung
Schon im Jahr 1817 wurde der Symptomkomplex durch den Arzt James Parkinson

beschrieben. Die 4 Kardinalsymptome des Idiopathischen Parkinson-Syndroms (IPS)
sind Rigor, Tremor, Brady- bis Akinese und posturale Instabilitit (Jungnickel et al,,
2011). Typisch ist ein asymmetrisches Auftreten der Symptome. Es miissen nicht
zwangslaufig alle Symptome gleichzeitig auftreten und auch die Auspragung der
Symptome unterscheidet sich von Patient zu Patient. Fiir das Vorliegen eines Parkinson-
Syndroms miissen per definitionem das Symptom der Bradykinese und ein weiteres

Kardinalsymptom vorliegen (Eggert et al., 2012).

Daher kann man den Morbus Parkinson nach vorherrschender Symptomatik in drei
Gruppen einteilen. Es gibt den Tremordominanz-Typ, den akinetisch-rigiden Typ und
den Aquivalenz-Typ. Der Tremordominanz-Typ ist vor allem durch den Tremor
gekennzeichnet und tritt vor allem bei jiingeren Patienten auf. Beim akinetisch-rigiden
Typ ist der Tremor nur schwach ausgepragt und die fehlende Mobilitat beherrscht das

Bild. Beim Aquivalenz-Typ sind Tremor und Akinese ausgeglichen (Obeso et al., 2010).



Brady- bzw. Akinese ist eine Abnahme und Verlangsamung bis hin zum Ausbleiben der
Willkiirmotorik. Diese mit einer Starthemmung verbundene Abnahme betrifft jegliche
Muskulatur, sowohl die Extremitatenmuskulatur, als auch Gesichts- und
Kehlkopfmuskulatur. Folge ist neben dem typischen kleinschrittigen Gang mit erhéhter
Fallneigung auch eine Abnahme der Sprachbildung und Kommunikationsvermégen und

eingeschrankte Mimik, also eine Hypomimie (Mutch et al., 1986; Skodda, 2011).

Der Rigor ist definitionsgemafd eine nicht-spastische Tonuserh6hung der Muskulatur.
Diese ldsst sich anhand des typischen ,Zahnradphdnomens“ nachweisen, bei dem zum
Beispiel durch eine passive Extension des Unterarms ruckartig der Tonus nachlasst und
der Arm den vorgegebenen Bewegungen kurz nachgibt, sodass der Eindruck einer
Zahnradbewegung aufkommt.  Weiterhin kommen Muskelschmerzen und eine
eingeschrankte Feinmotorik, die zu Mikrographie fiihren kann, hinzu. Auch dies

beeinflusst das Kommunikationsvermoégen negativ.

Der Tremor ist ein langsamer Ruhetremor mit einer Frequenz von 4-6 Hz (Lang und
Lozano, 1998), welcher der Parkinson-Erkrankung auch den typischen Namen der
Schiittellahmung oder ,shaking palsy“ gibt. Schon James Parkinson verwendete diese

Bezeichnung, die auch umgangssprachlich gebraucht wird.

Die posturale Instabilitait bedeutet die Unfahigkeit des Patienten nach einem extern
einwirkenden Bewegungsimpuls das Gleichgewicht zu gewahrleisten. Diese bedingt die
hohe Fall- und Sturzneigung und kann vor allem in Kombination mit dem

kleinschrittigen Gang zu einer hohen Verletzungsrate fiihren.

Der Morbus Parkinson betrifft jedoch leider nicht nur das motorische Nervensystem,
sondern auch das vegetative Nervensystem. Zu den vegetativen Symptomen gehoren
neben Storungen des Geruchsempfindens und der Talgproduktion mit Salbengesicht
auch Obstipation, Kreislaufinstabilitiat aufgrund des Untergangs vegetativer Innervation
des Herzens, Schlafstérungen insbesondere des REM-Schlafes, Schmerzen und
Depressionen. Diese vegetative Symptomatik kann neben, aber auch vor der
motorischen Symptomatik auftreten, sodass Geruchsstorungen, Depressionen und
Obstipation zum Beispiel teilweise als Frithsymptom von Parkinson gewertet werden

(Langston, 2006; Obeso et al., 2010).



Klinisch kénnen sich auch weitere fakultative Begleitsymptome wie sensorische,

psychische oder auch kognitive Auffalligkeiten zeigen (Eggert et al., 2012).

1.1.3. Uberlegungen zur Atiologie des Morbus Parkinson
Die Erkrankung ldsst sich in zwei grofde Gruppen Kklassifizieren. So stellt man der

primdren Form, auch Idiopathisches Parkinson-Syndrom (IPS) genannt, die sekundare
bzw. symptomatische Form gegeniiber. Der Begriff ,Morbus Parkinson® ist mit dem IPS

und der Parkinson-Erkrankung gleichzusetzen und wird synonym verwendet.

Wie bereits der Name suggeriert, ist die Ursache des Idiopathischen Parkinson-

Syndroms bis heute ungeklart. Das IPS macht 75 % aller Parkinson-Erkrankungen aus.

Bei den sekundaren Formen kénnen Mutationen in den Genen PARK 1-13 (Brockmann
und Gasser, 2010), Traumata, Tumore und andere Raumforderungen, Entziindungen,
toxische Schadigungen, metabolische Stérungen wie Morbus Wilson oder
Hypoparathyreodismus (Eggert et al., 2012; Lau und Breteler, 2006) und Medikamente
wie die klassischen Neuroleptika zu denen z.B. Haloperidol gehort, aber auch Lithium,
Flunarizin, Valproat etc. ursachlich sein. Hinsichtlich der Symptomatik unterscheiden

sich die verschiedenen Subtypen jedoch kaum.

Auf zelluldrer Ebene ist das IPS durch den Untergang dopaminerger Neurone der
Substantia nigra pars compacta (SNc) gekennzeichnet. Weiterhin lassen sich Lewy-
Korperchen, intrazellulare Einschlusskorperchen hauptsichlich bestehend aus a-
Synuclein, in Neuronen der SNc und in anderen Bereichen des Nervensystems
nachweisen (Braak und Del Tredici, 2010; Ferrer et al, 2011; Takahashi und
Wakabayashi, 2001;). Warum diese Neurone untergehen ist weitgehend unbekannt,
man geht jedoch von einem Zusammenspiel mehrerer pathologischer Prozesse iiber
Jahre hinweg aus. Auffallig ist, dass sich die Lewy-Korperchen nicht gleichférmig im
zeitlichen Verlauf der Erkrankung verteilen, sondern verfriiht in verschiedenen Stadien
der Erkrankung an anderen Stellen des Nervensystems, z. T. lange vor symptomatischer
Manifestation der Erkrankung auftreten. So zeigen sich z. B. die Lewy-Koérperchen nicht
selten vor oder ohne motorische Symptomatik im Vegetativum (Braak et al., 2004; Braak
et al, 2008; Langston, 2006), was die Frihsymptomatik von Obstipation oder
Geruchsstorungen erklart. Anhand dieser unterschiedlichen Verteilung im

Nervensystem lasst sich die Erkrankung in 6 Stadien einteilen (Braak et al., 2004).



Da die Lewy-Korperchen zuerst im dorsalen motorischen Kern des Nervus (N.) vagus
und in vorderen Anteilen des Bulbus olfactorius anzutreffen sind, ist davon auszugehen,
dass vor allem Neurone mit schwach myelinisierten Axonen betroffen sind. Dies stellt

das Stadium 1 dar.

Im 2. Stadium erstrecken sich die Kérperchen auch auf den Locus coeruleus, den
medialen Raphe-Kern und den Nucleus gigantocellularis, von denen sich weitere
Projektionen in das ZNS ausbreiten. Das erste und zweite Stadium zdhlen noch zu den

prasymptomatischen Phasen.

Im 3. Stadium wird nun auch das limbische System mit einbezogen, da Hippocampus,
Amygdala und enthorhinaler Kortex befallen werden. Ebenso werden die SNc und das
basale Frontalhirn beeintrachtigt. Bei Befall der SNc kommt es zur motorischen

Manifestation der Erkrankung.

Wenn die pathologischen Prozesse Mesocortex, das ventrale Pallidum und das ventrale

Stiatum erreicht haben, befindet sich der Patient in Stadium 4.

Die Stadien 5 und 6 kennzeichnen sich durch Befall des primar sensorischen Cortex, des
prafrontalen Cortex, des primar motorischen Cortex, des pramotorischen Cortex und der

sensorischen Assoziationsfelder (Braak et al., 2004).

Eine mogliche Erklarung zur Entstehung der Erkrankung ist die ,dual hit“-Theorie. Der
Beginn der pathologischen Prozesse im Bulbus olfactorius und im N. vagus, welcher
lange zum Vegetativum weisende Verbindungen besitzt, und das Fehlen von Pathologien
anderenorts lassen vermuten, dass auf verschiedenen Wegen bisher unbekannte Noxen
aufgenommen werden konnen. So bestehe auf der einen Seite die Moglichkeit der
Aufnahme der Noxe direkt tiber den Darm oder direkt tiber die Nasenschleimhaut oder
auf der anderen Seite indirekt liber die Verbindung der Nase zur Mundhohle und damit
zum Gastrointestinaltrakt. Dort wird die toxische Substanz eventuell in die vegetativen
Neurone aufgenommen und zum Bulbus olfactorius und N. vagus geleitet. Die
Beobachtung frither Riechstérungen und gastrointestinaler Probleme wie Obstipation
auch vor Manifestation einer motorischen Symptomatik stiitzen diese Hypothese und
konnten den aufsteigenden Charakter der Symptomatik erklaren. Und auch die

Tatsache, dass die Axone betroffener Neurone schwach myelinisiert und damit schlecht



gegen daufdere Noxen isoliert sind, unterstiitzt die Hypothese einer von aufien

einwirkenden Noxe (Hawkes et al., 2007; Hawkes et al., 2009).

Ein weiterer Baustein der multifaktoriellen Genese der Erkrankung konnte die
besondere Stoffwechselsituation des ZNS mit verstiarkter Radikalbildung sein.

Verschiedene Mechanismen kdnnten zur Radikalanhdufung beitragen.

Auf der einen Seite verbraucht das ZNS wegen des hohen ATP-Bedarfs fiir ein optimales
Ionen-Gleichgewicht mehr als zwanzig Prozent des liber die Lungen aufgenommenen
Sauerstoffs, auf der anderen Seite nimmt es nur einen Bruchteil an der Gesamtmasse des
menschlichen Organismus ein (Halliwell, 2006). Das lonen-Gleichgewicht ist fiir die
neuronale Erregung und Signalweiterleitung essentiell. Beim Prozess der ATP-Bildung
durch die Mitochondrien entstehen bereits physiologisch geringe Mengen Radikale
(Turrens, 2003). Auf der anderen Seite fallen Radikale beim Metabolismus von
Neurotransmittern, vor allem Katecholamine wie Dopamin, an (Spencer et al., 1998).
Und zum letzten spielt Eisen bei der Entstehung von Radikalen eine wichtige Rolle,
welches in der SNc vermehrt vorkommt (Gutteridge, 1992; Olanow und Tatton, 1999).
Die gebildeten Radikale konnen durch direkte Reaktionen mit der DNA, durch
Reaktionen mit Proteinen oder durch Interaktionen mit Membranlipiden die jeweiligen
Zellen schadigen (Alvarez und Radi, 2003). Zum Schutz der Zelle vor Radikalen gibt es z.
B. die Glutathion-Peroxidase, die reaktives Wasserstoffperoxid abbauen kann, indem sie
Glutathion oxidiert. Der Spiegel eben dieser Peroxidase ist bei Parkinson-Patienten
erniedrigt, sodass der Untergang dopaminerger Neurone moglicherweise auf nicht mehr
kompensierten bzw. erhohten oxidativen Stress zurilickzufiihren ist (Brigelius-Flohé,

1999; Sofic et al., 1992).

Weitere Bedeutung bei der multifaktoriellen Genese der Erkrankung koénnte das a-
Synuclein als Teil aller Lewy-Korperchen besitzen (Goedert et al, 1998). Die
physiologische Funktion dieses prasynaptischen Proteins ist noch nicht geklart (Burré et
al,, 2010), es scheint jedoch eine wichtige Rolle bei der Interaktion mit Biomembranen
zu spielen. Wenn es an Lipidmembranen gebunden ist, weist es physiologischerweise
eine ao-helikale Struktur auf. Bei mutierten Formen, wie sie bei Familien mit genetisch
bedingtem Parkinson auftreten konnen (Polymeropoulos et al., 1997), und bei hoheren
Konzentrationen ist der Anteil an [-Faltblattstrukturen erhéht und es kann zur

Ausbildung von Aggregaten kommen (Angot und Brundin, 2009; Conway et al., 1998;
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Ferreon et al., 2009). Diese Aggregate sind nicht nur nicht mehr membrangebunden,
sondern koénnen auch schlecht proteasomal abgebaut werden, wodurch die
Proteasomen in ihrer Funktion gestort werden. Es kommt zu einem Anstieg der o-
Synuclein-Konzentration und damit zur Férderung der Aggregatbildung (McNaught et
al, 2003; Snyder et al,, 2003). Durch die ansteigende Konzentration dieses Proteins
konnte der Untergang dopaminerger Neurone induziert werden (Eslamboli et al., 2007).
Beim Untergang wird wiederum fehlgefaltetes Protein freigesetzt, es konnte jedoch auch
durch Exozytose noch vitaler Zellen nach aufien gelangen. Verwunderlich ist, dass die
Neurone die eigentlich wichtigen Signalsequenzen der Exozytose gar nicht besitzen und
auch zellulare Inhibitoren wirkungslos sind, was eine noch unbekannte Form der
Exozytose nahe legt (Eslamboli et al,, 2007). Das freigesetzte Protein konnte wiederum
iber einen langsamen nicht inhibierbaren noch unbekannten Rezeptor z. B.
endozytotisch aufgenommen werden oder gelangt moglicherweise schnell und passiv
iber noch unbekannte Wege in benachbarte Neurone. In den noch gesunden Neuronen
bewirkt das abnorme Protein eventuell eine Fehlfaltung des nativen Synucleins, was der
Parkinson-Erkrankung den Charakter einer Prionenerkrankung verleiht (Angot und
Brundin, 2009). Unterstiitzt wird diese Theorie von der Tatsache, dass auch gesunde
mesenzephale fetale Neurone nach Implantation in das Putamen von Parkinson-
Patienten nach Jahren im erkrankten Empfangerhirn Lewy-Korperchen aufweisen

(Kordower et al., 2008; Li et al., 1995).

Das anfangs nur bei wenigen Krankheiten wie Scrapie oder Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
anwendbare Konzept einer Prionen-Erkrankung konnte nun auch auf
neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Parkinson oder Alzheimer-Demenz
angewendet werden, da ahnliche Vorginge zu Anhdufungen von Proteinen fiihren

(Goedert, 2015).



1.2. Morbus Parkinson und die Basalganglien

1.2.1. Die Basalganglien und ihre Verschaltung

Die Basalganglien sind Teil des extrapyramidalmotorischen Systems und stellen
subkortikale Kerne des ZNS dar. Sie spielen eine Schliisselrolle bei der Ausfiihrung von
Bewegungen und integrativen Hirnfunktionen. Sie modulieren den von den motorischen
und assoziativen Kortexarealen stammenden Impuls, damit die Bewegung initiiert und
ausgefiihrt werden kann. Die Basalganglien spielen jedoch nicht nur in der Motorik eine
Rolle, sondern auch bei kognitiven Ablaufen wie Aufmerksamkeit, Gewohnheitsbildung,
Lernprozessen und der Ausbildung von Zeitgefiihl (Obeso et al, 2008a). Uber den
Nucleus accumbens stehen die Basalganglien mit dem limbischen System in Verbindung,
was fir Prozesse wie flexibles bzw. verandertes Verhalten in verschiedenen Situationen
wichtig ist (Grace et al., 2008). Fiir den Morbus Parkinson steht jedoch vor allem die
motorische Funktion der Basalganglien im Vordergrund und soll daher hauptsachlich

erklart werden.

Zu den Basalganglien gehoren der Globus pallidus, bestehend aus Pallidum internum
und externum (GPe und GPi), und das Striatum, was wiederum aus Nucleus caudatus
und Putamen besteht. Der Nucleus caudatus und das Putamen entstammen
ontogenetisch einer gemeinsamen Anlage. Das ,streifige” Erscheinungsbild des Striatum
entsteht durch die entwicklungsbedingte, unvollstiandige Auseinandertreibung beider
Regionen durch die Capsula interna beim Menschen und war namensgebend fiir das
Striatum. Der Nucleus caudatus legt sich schweifférmig (lat. caudatus = schwanzférmig)
um das Putamen (lat. putamen = Schale). Das Pallidum liegt medial des Putamen.
Weiterhin kénnen aus funktionellen Gesichtspunkten der entwicklungsgeschichtlich
zum ventralen Thalamus gehérende Nucleus subthalamicus (STN) und die Substantia
nigra, bestehend aus einer Pars reticulata und einer Pars compacta (SNr und SNc), zu
den Basalganglien gezdhlt werden. Die schwarze Farbe des Neuromelanins der
Substantia nigra verursacht dessen grauliche Farbung und erklart den Namen. Es stellt

strukturell ein Polymer des Dopamins dar (Zecca et al., 2001).

Zu 95% Prozent besteht das Striatum aus GABAergen Projektionsneuronen (Pisani et
al, 2007). Diese sind afferent in einem Verhiltnis von 1000:1 mit kortikalen
glutamatergen Neuronen verbunden (Obeso et al, 2008a), sowie mit dem

intralamindren Teil des Thalamus und den Raphe-Kernen (Marsden, 1982). Auch von
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der SNc gelangen Afferenzen zum Striatum. Sie sind dopaminerg und bilden jeweils ca. 1
Millionen Verbindungen mit spezifischen Neuronen des Striatum und erreichen sowohl
cholinerge als auch GABAerge Interneurone (Grace et al., 2008). Efferenzen bildet das
Striatum sowohl direkt als auch indirekt iiber das Pallidum externum zum internum.
Afferenzen des Pallidum sind glutamaterg und kommen vom STN. Efferenzen bildet das
Pallidum GABAerg zum anteroventralen, ventrolateralen und dorsomedialen Kern des
Thalamus. Diese Kerne wiederum stehen glutamaterg mit motorischen und prafrontalen
Kortexarealen in Verbindung (Albin et al., 1989). Und schliefdlich sendet der Kortex

glutamaterge afferente Fasern zum STN.

Die wichtigsten Verkniipfungen sind aufgrund ihrer Komplexitit in Abbildung 1

schematisch dargestellt.

GESUND

Mot /sens. fassoziative Kortexareale

fam. v Glutamagr =™
GABA Dopamin
Striatum SMc
GABA
indirekt direkt
GPe GPi - Thalamus I
| .
I
hyperdirekt hyperdirekt hyperdirekt Bewezung
STN

Abbildung 1: Schema zur Vernetzung der Basalganglien beim Gesunden. Erregende Verbindungen sind griin und mit
Pfeilspitzen, hemmende Erregungen sind rot und ohne Pfeilspitzen, dopaminerge Verbindungen sind blau dargestellt.
Mot.= motorische, sens.= sensible, SNc= Substantia nigra pars compacta, GPe= Globus pallidus externus, GPi= Globus
pallidus internus, STN= Nucleus subthalamicus, Pfeil nach oben=gesteigerte Aktivitdt, Pfeil nach unter=verminderte
Aktivitat, gelb=direkter Weg, violett=indirekter Weg

1.2.2. Der Signalweg der Bewegung
Um eine Bewegung auszufiihren miissen glutamaterge Impulse von motorischen,

sensorischen und assoziativen Kortexarealen tiber NMDA- und AMPA- Rezeptoren an

das Striatum gesendet werden (Surmeier et al., 2007). Von dort senden GABAerge
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Projektionsneurone die Erregungen entweder direkt an den GPi oder indirekt an den
GPi iiber den GPe, welcher ebenfalls GABAerge Afferenzen erhalt (Obeso et al., 2008a).
Um die starke Erregung des Striatums zu modulieren und Motorik in einem adaquaten
Ausmafd zu gewahrleisten, wirken iiber dopaminerge Signale der Substantia nigra auch

weitere Impulse des Kortex auf das Striatum.

Die Neurone des Striatum unterscheiden sich im , direkten” und im ,indirekten Weg"“ auf
zweierlei Arten. Zum einen entstammen die auf sie projizierten Neurone des Kortex aus
unterschiedlichen Regionen, namlich Lamina IIl beim direkten Weg und Lamina V beim
indirekten. Zum anderen unterscheiden sich die Neurone hinsichtlich des exprimierten
Dopaminrezeptors, die beim direkten Weg D1- und beim indirekten Weg D2-
Rezeptoren aufweisen, welche eine entgegengesetzte Wirkung auf die Erregbarkeit des
Striatums nach sich ziehen (Obeso et al, 2008a). So erhéhen D1-Rezeptoren durch
stimulatorische G-Proteine die Erregbarkeit der striatalen Neurone gegeniiber
kortikalen Afferenzen durch Erhohung der Dichte der NMDA- und AMPA-Rezeptoren
und Aktivierung von Calcium-Kandlen. Die D2-Rezeptoren senken die Erregbarkeit mit
inhibitorischen G-Proteinen durch Verminderung der Dichte von Glutamat-Rezeptoren
und Inaktivierung von Natriumkanalen (Surmeier et al., 2007). Wenn das Striatum nun
beim direkten Weg ,sensibler” gegeniiber kortikalen Afferenzen ist, kann es das GPi
stairker hemmen und der Thalamus wiederum wird dadurch enthemmt. Wenn das
Striatum nicht gut erregt wird, dann ist der GPe aktiv und hemmt den GPi, sodass wieder
der Thalamus erregt wird. Bei diesem indirekten Weg wird also durch die Ausschiittung
von Dopamin aus der SNc liber D2-Rezeptoren im Striatum die Erregbarkeit des
Striatums gegeniiber kortikalen Afferenzen gesenkt, sodass dessen Aktivitat abnimmt.
Da das Striatum hemmende GABAerge Signale an den GPe senden wiirde, wird dieser
nun enthemmt und dessen Aktivitat steigt. Der GPe kann daher verstiarkt den GPi
hemmen, dessen Aktivitit und damit dessen hemmender Einfluss auf den Thalamus
sinkt. Schlussendlich wird also auch beim indirekten Weg die Aktivitit des Thalamus

gesteigert.

Ahnlich werden die kortikalen Afferenzen zum Striatum durch Dopamin gesteuert. So
steigert Dopamin in der Lamina III die Ausschiittung von Glutamat und in der Lamina V

hemmt es die Afferenzen (Obeso et al., 2008b).



Die verbleibenden Neurone des Striatums sind GABAerge und cholinerge Interneurone
(Pisani et al, 2007), die auch dopaminerg tber D2-Rezeptoren von kortikalen
Afferenzen moduliert werden (Surmeier et al, 2007). Auch wenn die GABAergen
Interneurone verschiedene Subtypen haben, wirken sie jedoch grofdtenteils inhibierend
auf die striatalen Projektionsneurone (Kawaguchi et al.,, 1995; Tepper et al., 2004). Die
cholinergen Interneurone wirken vor allem tiber M1 und M4-Acetylcholinrezeptoren im

Striatum (Pisani et al., 2007).

Neben dem direkten und indirekten Weg des Kortex tiber das Striatum zum Pallidum
gibt es noch einen weiteren, schnelleren, disynaptischen ,hyperdirekten” Weg des
Kortex tiber den Nucleus subthalamicus zum Pallidum. So fiihrt ein Signal vom Kortex
tiber den STN zur Aktivierung des GPi, welcher im Thalamus gewiinschte als auch

unerwiinschte Bewegungen hemmt.

Im Striatum folgt daraufhin eine Modulation und das Signal wird tiber den direkten Weg
zum GPi geleitet und sorgt im Thalamus fiir die gewiinschte Disinhibition der Bewegung,
damit wird das Signal des STN moduliert. Schlussendlich folgt der indirekte Weg,
welcher fiir eine weitere Modifikation der motorischen Impulse sorgt (Graybiel, 2000;

Nambu, 2005; Obeso et al., 2008b).

1.2.3. Dysfunktion der Basalganglien im Rahmen des Morbus Parkinson
Die Funktionalitit der Basalganglien wird erheblich durch den Verlust der

dopaminergen Projektionen der SNc und die absolute Abnahme des Dopamins im
Striatum gehemmt. Sowohl der direkte als auch der indirekte vom Striatum ausgehende
Weg wird gestort. Wenn die inhibitorische Modulation des Striatums beim indirekten
Weg wegfillt, dann wird der GPe vom Striatum gehemmt, dieser kann den GPi nicht
mehr hemmen, der GPi wird tiberaktiv und hemmt den Thalamus tiberschiefend. Und
auch wenn der direkte Weg eingeschrankt ablauft, wird die Aktivitat des GPi gesteigert
und der Thalamus gehemmt, womit die exzitatorische Beeinflussung der Motorik
wegfallt. Es fallen also die negative Beeinflussung des indirekten, inhibierenden Weges

und die positive Beeinflussung des direkten, exzitatorischen Weges weg.

Ahnlich scheint es sich auch mit den kortikostriatalen Verkniipfungen zu verhalten,

weshalb es generell zu einer Reduktion der kortikalen Afferenzen kommt (Mallet et al.,
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2006). Durch den Wegfall der durch D2-Rezeptoren auf Interneurone generierten
Impulsreduktion kommt es zu einem Uberwiegen der cholinergen Interneurone, die eine
Reduktion des kortikalen Inputs und eine Verschlechterung des gestdérten Zustandes
bedingen (Surmeier et al., 2007). Anfangs kann der Reduktion des Dopamins noch durch
eine Steigerung der D2-Rezeptoren-Dichte entgegengewirkt werden, spater reicht dieser
Mechanismus jedoch nicht mehr aus und es kommt zu einem funktionellen

Hypercholinismus (Duvoisin, 1967; Obeso et al., 2008b).

Und auch der STN wird in seiner Funktionalitat aufgrund seiner Verbindungen zum GPe
und GPi gestort. Anfangs kann er die verminderte Aktivitit des GPe durch seine
exzitatorische Funktion auf den GPe noch ausgleichen, doch spater versagt diese
Fahigkeit im Laufe der Erkrankung. Kompensatorisch steigert sich die Aktivitat des STN,
was zu einer Verstirkung des Ungleichgewichts in der Funktion des Basalganglien fiihrt

und die Bewegungsbildung weiter erschwert (Obeso et al., 2008b).

Summierend kommt es also zu einer Hemmung des direkten Weges und zu einer
Steigerung des indirekten Weges mit Verringerung des kortikalen Inputs, was ein
Ungleichgewicht in Richtung des indirekten Weges bezogen auf die Aktivitat des
Striatums nach sich zieht (Nambu, 2005). Dies erklart die Unfahigkeit der
Parkinsonpatienten, bewusst addquate Bewegungen auszufilhren bzw. in
fortgeschrittenem Stadium {berhaupt Bewegungen auszufiihren (Nambu, 2005;

Surmeier et al., 2007).

Die beschriebenen Verbindungen zum limbischen System erkldren ihrerseits die

Auswirkungen auf die kognitiven und psychischen Fahigkeiten (Grace, 2008).

Die Zusammenhange sind in der Abbildung 2 noch einmal schematisch dargestellt.
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Abbildung 2: Schema zur Vernetzung der Basalganglien beim Kranken. Erregende Verbindungen sind griin und mit
Pfeilspitzen, hemmende Erregungen sind rot und ohne Pfeilspitzen, dopaminerge Verbindungen sind blau und
nachlassender Einfluss durch gestrichelte Linien dargestellt. Mot.= motorische, sens.= sensible, SNc= Substantia nigra
pars compacta, GPe= Globus pallidus externus, GPi= Globus pallidus internus, STN= Nucleus subthalamicus. Pfeil nach
oben=gesteigerte Aktivitat, Pfeil nach unter=verminderte Aktivitit, gelb=direkter Weg, violett=indirekter Weg

1.3. Therapiemdglichkeiten des Morbus Parkinson
Es gibt verschiedene Moglichkeiten den Morbus Parkinson zu therapieren, doch da die

Ursache fiir den Untergang der dopaminergen Neurone noch nicht gefunden wurde,
kann dieser therapeutisch nicht aufgehalten werden und die Therapien beschrianken
sich letztendlich auf symptomatische Ansdtze. Therapeutisches Ziel miisste eigentlich
sein, die Dopamin-Wirkung zu steigern oder dem Hypercholinismus entgegenzuwirken.
Um die Dopamin-Wirkung zu verstdrken, gibt es die Moglichkeit der Gabe von der
Dopaminvorstufe L-Dopa, von Dopaminrezeptoragonisten oder den Abbau des
Dopamins zu verhindern. Den Hypercholinismus bzw. die Uberaktivitit bestimmter
Hirnregionen kann man mit operativ-ablativen Eingriffen an iiberaktiven Hirnarealen
therapieren, durch direkt platzierte Elektroden in das Pallidum oder den STN, durch
Glutamat-Rezeptor-Antagonisten, Acetylcholinrezeptor-Antagonisten (Anticholinergika)
oder in experimenteller Form mithilfe von intrastriatal injizierten Inhibitoren der

Acetylcholinfreisetzung wie Botulinum-Neurotoxine.

12



Neben den pharmakologischen und operativen Therapieoptionen spielen auch auch
allgemeine Mafdnahmen wie Krankengymnastik, Logopéadie oder didtetische Handlungen
eine grofde Rolle in der Therapie des Morbus Parkinson. Zu den diatetischen
Mafdnahmen gehort unter anderem eine Reduktion der neutralen Aminosauren, da diese
zum Beispiel mit L-Dopa um Transporter in der Blut-Hirn-Schranke konkurrieren

(Eggert et al,, 2012; Miiller, 2012).

1.3.1. Verwendung der Dopamin-Vorstufe L-Dopa
Bei einem Dopaminmangel scheint die Gabe von Dopamin naheliegend zu sein.

Dopamin passiert jedoch nicht die Blut-Hirn-Schranke. Daher muss auf die hirngangige
Vorstufe L-3,4-Dihydroxphenylalanin - kurz L-Dopa - zuriickgegriffen werden. Die
verbliebenden Neurone der SNc und Gliazellen kdnnen diese Vorstufe mit Hilfe der
Dopa-Decarboxylase in Dopamin umwandeln. Somit steigt zentral in den verbliebenden
Neuronen des Striatums die Menge an Dopamin und die motorische Symptomatik geht
zurlick (Calne und Sandler, 1970; Miiller, 2012). Jedoch gibt es auch aufderhalb des ZNS
Dopa-Decarboxylasen, die die im Striatum ankommende Menge an L-Dopa reduzieren,
sodass eine hohe Menge an L-Dopa gegeben werden muss. Zudem bedingt das peripher
durch die Decarboxylasen in Dopamin umgewandeltes L-Dopa eine Reihe von
vegetativen Nebenwirkungen wie Ubelkeit und Erbrechen (Clarke, 2002). Eine
zusatzliche Gabe von nicht hirngangigen Decarboxylasehemmern wie Carbidopa oder
Benserazid im Verhaltnis von 4:1 minimiert diese periphere Umwandlung und reduziert
die notwendige Menge an L-Dopa um das drei- bis vierfache. So kann die

Nebenwirkungsrate erheblich gesenkt werden (Eggert et al., 2012).

Am Anfang der Therapie steht die bis zu Jahre andauernde sogenannte ,Honeymoon-
Phase“, da das L-Dopa anfangs sehr gut vertraglich ist und die Symptomatik fast
ganzlich verschwindet. Spater treten jedoch leider sogenannte ,wearing off effects” auf,
also eine immer kiirzer werdende Wirkdauer des Medikaments, gepaart mit
motorischen Anomalien wie Dyskinesien, Dystonien und Wirkfluktuationen. Diese
Wirkfluktuationen werden auch On/Off-Fluktuationen genannt, weil es zum
unvorhersehbaren Wechsel zwischen erhohter Mobilitit und gegenteiligem Effekt
kommt. Diese auftretenden Probleme nehmen mit der Dauer der Therapie mit L-Dopa

zu und haben schliefdlich dazu gefiihrt, dass es nur noch bei schweren Stadien oder sehr
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alten Patienten eingesetzt wird (Clark, 2002). Als Ursache fiir das Nachlassen der
Wirkung des L-Dopas wird die im Laufe der Erkrankung nachlassende Anzahl
funktionierender dopaminerger Neurone angenommen. Die weiteren motorischen
Anomalien werden mit der tonischen und unphysiologischen Bereitstellung von
Dopamin durch dauerhaften Einsatz von L-Dopa erkldrt, die das physiologische
Aktivierungsniveau der Basalganglien dndern (Grace, 2008). Weiterhin kann durch
verschiedene, zum Teil widerspriichliche Studien ein gewisses neurotoxisches Potenzial
bei dauerhafter L-Dopa-Therapie nicht ausgeschlossen werden, was die ohnehin schon

ablaufende Degeneration nigraler Neurone noch beschleunigen kénnte (Miiller, 2012).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Therapie des Parkinsons mit L-Dopa
anfangs zwar hervorragende Ergebnisse liefert, dauerhaft jedoch zu vielen

Nebenwirkungen fiihrt.

1.3.2. Verwendung von Dopaminrezeptoragonisten
Dopaminrezeptoragonisten sind chemisch synthetisierte Substanzen, die biochemisch

dem Dopamin dhneln und ohne vorherige Umwandlung an dessen postsynaptische
Rezeptoren andocken konnen. Vorteil ist, dass dieser Vorgang unabhangig von den
dopaminergen Neuronen des Striatums geschieht, also nicht auf funktionierende
Neurone angewiesen ist (Miiller, 2012). Es gibt Ergot-Derivate und Non-Ergot-Derivate.
Die Wirkung entspricht ungefahr der des L-Dopa, jedoch mit wesentlich geringerer
Effektivitat. Daher muss im Laufe der Erkrankung nach 2-5 Jahren meist doch auf L-
Dopa zuriick gegriffen werden, um die Symptome auch weiterhin zufriedenstellend
kontrollieren zu kénnen (Antonini et al., 2009). Und auch die Nebenwirkungen wie
Schwindel, Ubelkeit und Erbrechen lassen nur eine langsame Steigerung der Dosis zum
Optimum zu (Miiller, 2012). Geflirchtete Nebenwirkungen, vor allem der Ergot-artigen
Dopaminrezeptoragonisten wie Lisurid und Pergolid, sind zudem die Ausbildung von
Herzklappen-, Lungen- oder Retroperitonealfibrosen und Entzugserscheinungen nach
Abbruch der Therapie (Oertel et al,, 2011; Rabinak und Nirenberg, 2010; Tintner et al,,
2005). Diese Entzugserscheinungen konnen sich in Schmerzen, Angstzustdnden,
erhohtes Suchtverhalten und anderen Verhaltensauffailligkeiten dufdern. Ergot-artige

Dopaminrezeptoragonisten stellen daher nur Mittel der 2. Wahl dar, bevorzugt werden
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neuere, Non-Ergot-artige Substanzen wie Pramipexol oder Ropinirol verwendet (Oertel

et al., 2011). Ziel ist dabei vor allem die Wirkung am D2-Rezeptor.

Restimierend stellen also auch die bisher bekannten Dopaminrezeptoragonisten keine

optimale Therapiealternative dar.

1.3.3. Verwendung von Inhibitoren des Dopaminabbaus
Es gibt zwei wichtige Abbauenzyme des Dopamins, die Catechol-O-Methyltransferase

(COMT) und die Monoaminooxidasen (MAO). Die gleichzeitige Gabe von L-Dopa und
COMT-Inhibitoren wie Tolcapon und das nur peripher wirksame Entacapon verringert
die notwendige Dosis des L-Dopas und kann so die Nebenwirkungsrate effektiv senken
(Miiller, 2012; Oertel et al., 2011). Bei den Monoaminooxidasen gibt es zwei Typen, den
zentral vorkommenden Typ B und den peripher vorkommenden Typ A. Die selektive
Hemmung des Typ B durch Selegilin oder Rasagilin erhéht die im synaptischen Spalt der
striatalen Neurone zur Verfiigung stehende Menge an Dopamin (Oertel et al., 2011).
Jedoch nimmt mit steigender Dosis die Selektivitit ab, wodurch auch der Typ A
gehemmt wird und vegetative Nebenwirkungen wie Blutdruckstérungen auftreten
konnen (Miiller, 2012). Theoretisch gesehen existieren auch selektive Inhibitoren der

MAO-A, diese spielen in der Therapie des Morbus Parkinson jedoch keine Rolle.

1.3.4. Therapie des Morbus Parkinson mittels Ablation
Vor Aufkommen der Therapie mit L-Dopa versuchte man in den 1940ern bis 1950ern

Jahren den Morbus Parkinson durch ablative Verfahren zu therapieren. Bei dieser
Therapie unterscheidet man Pallidotomien von Thalamotomien. Mit Aufkommen von L-
Dopa gerieten diese Therapien aufgrund des hohen Operationsrisikos in den
Hintergrund, jedoch treten sie seit den 1980ern durch die Etablierung stereotaktischer
Operationsverfahren und der hohen Nebenwirkungsrate der Pharmakotherapie wieder
mehr ins Interesse der Offentlichkeit (Chao et al., 2007). Ziel der Pallidotomie ist die
chirurgische Entfernung des iiberaktiven GPi, was vor allem zur Besserung der Akinese
und der Rigiditdat fiihrt (Lozano et al, 1995). Postoperativ konnen jedoch eine
Verschlechterung einer bestehenden Demenz, Depressionen oder

Personlichkeitsveranderungen auftreten (Lang et al., 1997). Ziel der Thalamotomie ist

15



die effektive Therapie des Tremors, jedoch bleiben die weiteren motorischen Symptome
unbeeinflusst. Postoperativ kdnnen Sprach- oder kognitive Storungen auftreten (Chao et

al,, 2007).

Operative Verfahren verfiigen also iiber nicht zu unterschitzende Risiken, kénnten
jedoch in naher Zukunft bei weiter verbesserten stereotaktischen Verfahren eine

Renaissance erfahren.

1.3.5. Anwendung der tiefen Hirnstimulation
Die tiefe Hirnstimulation oder auch ,deep brain stimulation“ (DBS) ist ein spezielles,

operatives Verfahren in der Therapie des Morbus Parkinson, bei der kleine Elektroden
stereotaktisch ins Gehirn vor allem in den STN eingebracht werden. Ziel ist also im
Gegensatz zur ablativen Therapie nicht die direkte Schidigung der iiberaktiven
Regionen der Basalganglien, sondern eher eine Verminderung der Aktivitat durch
Stromimpulse. Diese Stromimpulse werden durch einen externen Generator erzeugt und
sind fein steuerbar, sodass eine individuelle Anpassung moglich ist. Daher ist die DBS
mit wesentlich weniger Nebenwirkungen verbunden als die Ablation und minimiert die
invasiven Schaden am Hirngewebe (Montgomery, 1999). Die DBS reduziert die
Parkinson-typische Symptomatik effektiv und ist bei einem selektierten
Patientenkollektiv der alleinigen Pharmakotherapie iiberlegen (Weaver et al.,, 2009).
Trotzdem bestehen wie bei allen invasiven Hirn-Operationen auch weiterhin die Risiken
einer subkortikalen Blutung, einer Lungenembolie oder von Infarkten, die mitunter

todlich enden konnen (Umemura et al., 2003).

1.3.6. Verwendung von NMDA-Antagonisten
NMDA-Antagonisten wie Amantadin sind nicht kompetitive Antagonisten an den

Rezeptoren des Glutamats und konnen so iiberaktive Hirnareale hemmen. Sie besitzen
dartiiber hinaus auch eine anticholinerge Wirkkomponente. Sowohl als Monotherapie als
auch in Kombination mit anderen Substanzen wurde eine Reduktion der motorischen
Kardinalsymptome bewiesen. In Frithstadien kann sogar die dopamimetische Therapie

hinausgezogert werden. Auch Bupidin hat NMDA-antagonistische Eigenschaften und
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wirkt sich positiv auf den Tremor aus, jedoch zahlt es wegen moglicher QT-Zeit-

Verlangerung als ,third line“-Therapie (Oertel et al., 2011).

1.3.7. Verwendung anticholinerg wirksamer Substanzen
Anticholinergika in der Parkinson-Therapie wie Biperiden oder Bornaprin sind

Antagonisten an muskarinischen Acetylcholinrezeptoren im Striatum. Ziel ihrer
Applikation ist die Reduktion des oben beschriebenen Hypercholinismus und Ausgleich
des Ungleichgewichts zwischen Dopamin und Acetylcholin. Anticholinergika stellen die
alteste Therapieoption dar. Im Tierversuch mit Atropin als Anticholinergikum konnte
eine Reduktion der Bewegungsarmut festgestellt werden. Anticholinergika konnen
systemisch sowohl als Monotherapie verwendet werden, um die Gabe von L-Dopa
hinauszuzégern, oder als Kombinationstherapie mit L-Dopa zur Reduktion der

Bewegungsarmut und des Tremors (Brocks, 1999; Oertel et al., 2011).

Allerdings ist Acetylcholin ein wichtiger Transmitter des Vegetativums, sodass vor allem
die systemische Gabe von Anticholinergika eine Vielzahl von vegetativen
Nebenwirkungen nach sich zieht. So kann es zu Mundtrockenheit, Obstipation,
Schluckstorungen, Harnverhalt, Tachykardien, Sehstérungen, Schwindel, Ubelkeit und
kognitiven Storungen kommen (Clarke, 2002). Durch Hemmung anderer cholinerger
Hirnstrukturen werden zudem Koordinationsprobleme verursacht und das
Beschwerdebild wird u. U. verschlechtert (Bohnen und Albin, 2011). Eine nur lokal
wirksame, anticholinerge Therapie ware viel besser, zum Beispiel durch die Applikation
des Inhibitors der Acetylcholinfreisetzung Botulinum-Neurotoxin-A (BoNT-A) ins
Striatum. Beim Parkinson-Modell der Ratte konnten auf diese Weise schon erste

vielversprechende Erfolge erzielt werden (Wree et al,, 2011).

17



1.4. Botulinum-Neurotoxine

1.4.1. Allgemeines, Aufbau und Funktionsweise von Botulinum-Neurotoxinen

,Botulismus“ ist eine heute eher selten gewordene Intoxikation v.a. durch verdorbene
Lebensmittel in Konservendosen, in denen sich Clostridien vermehren kénnen und in
der sauerstoffarmen Atmosphdre der Konserve Botulinum-Neurotoxine produzieren.
Der lateinische Begriff ,botulus“ bedeutet Wurst, da verdorbene Wurstkonserven die
haufigste Toxinquelle darstellten. Die verantwortlichen Exotoxine sind mit einer LD50
von 0,001 mg pro Kg KG die giftigsten bekannten, nattirlichen Substanzen (Schantz und
Johnson, 1992; Gill, 1982; Robert Koch Institut, 2007) und werden durch das
grampositive und obligat anaerobe Bakterium Clostridium botulinum, barati, butyricum

oder argentinense produziert (Chaddock und Marks, 2006 ; Schiavo et al., 2000).

Die akute Intoxikation &dufdert sich mit einer an den Extremititen beginnenden
Muskelschwache, Mattig- und Miidigkeit, gastrointestinalen Beschwerden wie
Schluckstoérungen, Sehstorungen, Schwindel, Hypotonie und gestorte

Speichelproduktion.

Da das Gift frith die kleinen Augenmuskeln angreift, fallen oft als erstes die
Sehstorungen auf. Bei Ausbreitung auf die Atemhilfsmuskulatur kann es zum
Atemstillstand und Tod kommen. Wenn man die sehr gefahrliche Intoxikation jedoch
iiberlebt, dann bilden sich alle Symptome vollstiandig zurtick (Critchley, 1991; Dickson,
1918).

Neben dieser nahrungsmittelinduzierten Form gibt es auch noch drei weitere Formen
des Botulismus, ndmlich den infantilen Botulismus durch Besiedlung des kindlichen
Darms mit Clostridien, den Wundbotulismus und den iatrogen verursachten Botulismus

bei Therapien mit dem Neurotoxin.

Die ursdchlichen Toxine kann man anhand der unterschiedlichen Wirkung auf Antiseren
in 9 Gruppen einteilen, BoNT-A, -B, -C1, -C2, -D, -E, -F, -G und H. Das Clostridium
produziert das Toxin als Vorstufe, die posttranslational am N-terminalen Ende in zwei
unterschiedlich grofie Ketten geteilt wird. Die N-terminale, mit 50 kDa leichte Kette
(light chain, LC) und die C-terminale mit 100 k Da schwere Kette (heavy chain, HC)
bleiben aber durch eine Disulfidbriicke miteinander verbunden. Bei oraler Aufnahme

wird das Toxin als Komplex mit nicht-toxischen Hamagglutininen und anderen
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Proteinen vor dem sauren Milieu des Magens geschiitzt. Erst im alkalischen Milieu des
Diinndarms lésen sie sich die Komplexe wieder und die Toxine werden durch Autolyse

freigesetzt (Oguma et al., 1995; Schiavo et al., 2000).

Der weitere Vorgang der Intoxikation kann nur durch die HC realisiert werden, ohne die
die LC nicht zu ihrer Zielstruktur gelangt. Solange die LC und die HC noch verbunden
sind, liegt das katalytische Zentrum der LC nicht frei und die LC ist inaktiv, erst nach
Trennung der beiden Ketten kann die LC aktiv werden. Das C-terminale Ende der HC
vermittelt die Bindung an die Zielstrukturen. So werden bei allen BoNT zum einen die
Ganglioside der prasynaptischen Zielmembran gebunden und zum anderen wird iiber
diese Domane eine fiir die verschiedenen BoNT spezifische Bindung an bestimmten
Rezeptoren ermoglicht (Breidenbach und Brunger, 2004; Chaddock und Marks, 2006;
Schiavo et al., 2000; Verderio et al, 2006). Diese Rezeptoren sind Proteine der
Vesikelmembran, die in besonders hoher Dichte in hoch aktiven Neuronen vorkommen,
sodass diese besonders gefahrdet sind. Hier unterscheiden sich die BoNT hinsichtlich
ihres bevorzugten Rezeptors. So binden BoNT-A, -D, -E, -F an SV2 (synaptisches
Vesikelprotein 2), wohingegen BoNT -B und -G an Synaptotagmin I und I binden (Dong
et al., 2006, 2008; Fu et al., 2009; Mahrhold et al., 2006; Nishiki et al., 1996; Peng et al,,
2011; Rummel et al, 2004, 2009). Nach Bindung an diesen Rezeptor folgt die
Endozytose und das Gift gelangt in die Nervenzelle. Nun wird das N-terminale Ende der
HC in die hydrophobe Ebene der Vesikelmembran eingelagert, sodass sich eine Pore
bilden kann, die LC das Vesikel verldsst und ins Zytosol gelangt. Wahrend dieser
Entfaltung wird durch Reduktion die verbindende Disulfidbriicke getrennt und das
katalytische Zentrum der LC wird frei, sodass endlich der SNARE-Komplex gespalten
werden kann (Rossetto et al.,, 2013; Schiavo et al., 2000).

Die LC funktioniert als Zink-Endoprotease, welche jeweils unterschiedliche Bestandteile
des SNARE-Komplexes an je einer Peptidbindung spaltet. Sie sind bei allen BoNT
strukturell grundsatzlich dhnlich aufgebaut. SNARE steht fiir ,soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor und besteht beim
Menschen u.a. aus den Proteinen Synaptobrevin 2 (Vesikel assoziiertes
Membranprotein-2, VAMP-2), Syntaxin und SNAP-25 (Synaptosom-assoziiertes Protein-
25 kDa). Diese Proteine sind jeweils die Angriffspunkte fiir die LC der verschiedenen

BoNT und spezifisch fiir bestimmte einzelne Toxine. So wird SNAP-25 nur von BoNT-A, -
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C und -E, Synaptobrevin nur von -B, -D, -E und -G und Syntaxin als einziges noch
zusatzlich von -C gespalten. Ein intakter SNARE-Komplex ist wichtig fiir die
Vesikelfusion bzw. Exozytose, also die Verschmelzung von Vesikeln mit prasynaptischen
Membranen zur Freisetzung von Transmittern in den synaptischen Spalt. Er stellt die
Verbindung zwischen Vesikel und postsynaptischer Membran dar. BoNT ist relativ
spezifisch fiir Motoneurone und hemmt auf diesem Weg die Freisetzung von
Acetylcholin, sodass die Muskelfunktion gestért wird und die oben beschriebene

Muskelschwache folgt.

Die toxische Eigenschaft der Toxine beruht dabei auf einer Hemmung der
Acetylcholinfreisetzung von Motorneuronen an den muskuldren Endplatten. Muskulare
Endplatten stellen Sonderformen von Synapsen im peripheren Nervensystem dar, an
denen eine cholinerge Signalweiterleitung von einem Motorneuron an eine Muskelfaser
erfolgt. Bei einer Vergiftung mit einem BoNT kommt es zum Ausfall der
Skelettmuskulatur und im schlimmsten Fall zum Tod durch Atemldahmung, da die
cholinerge Signaltransduktion in der Peripherie von den Motorneuronen zu den
Muskeln nicht mehr erfolgen kann. Die Funktionsweise des Gifts ist in Abbildung 3

schematisch dargestellt (Rossetto et al., 2013; Schiavo et al., 2000; Verderio et al., 2006).

In der Regel beschrankt sich die Wirkung der BoNT auf das periphere Nervensystem, da
sie die Blut-Hirn-Schranke nicht iiberwinden konnen. Jedoch lassen sich diese Toxine
auch direkt ins Gehirn injizieren und sind dann auch im ZNS wirksam (Luvisetto et al.,

2003; Verderio et al., 2006, Wree et al., 2011).

Die Wirkungen der BoNT sind vielfaltig. So wird nicht nur das cholinerge System
beeinflusst, sondern in hoheren Konzentrationen auch die Freisetzung anderer

Neurotransmitter (Bigalke et al,, 1981, 1985).
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Abbildung 3: Funktionsweise des BoONT. Normalerweise stellt bei der motorischen Endplatte der aus Synaptobrevin,
SNAP-25 und Syntaxin bestehende SNARE-Komplex die Verbindung des mit Acetylcholin gefiillten Vesikels zur
prasynaptischen Membran her, sodass der Transmitter ausgeschiittet wird und an den Rezeptoren der Muskelzelle zu
einer Bewegung fithren kann. Im Falle einer Vergiftung wird das aus einer leichten und einer schweren Kette
bestehende BoNT mithilfe von Synaptotagmin 1 und 2 und SV2 aus dem synaptischen Spalt in die Axonterminale
aufgenommen, die Ketten werden getrennt und das katalytische Zentrum der leichten Kette kann den SNARE-
Komplex zerstéren, sodass eine Fusion des Vesikels mit der prasynaptischen Membran und damit eine Bewegung
nicht mehr moglich ist.

1.4.2. Botulinum-Neurotoxine als Therapieoption

1.4.2.1. Therapie der Dystonie
Dystonien sind unfreiwillige, unregelmafdige oder anhaltenden {iberschiefende

Muskelkontraktionen. Zum Teil entstehen normale Bewegungsablaufe, zum Teil werden
aber auch antagonisierende Muskeln mit kontrahiert, was zu abnormen, verdrehten
Haltungen oder steifen, langsamen Bewegungen fiihrt. Die betroffenen Patienten sind in
ihrer muskuldren Funktionalitat eingeschrankt und von erheblichen Schmerzen geplagt.
Je nach beteiligten Muskeln variiert das Erkrankungsbild und man unterscheidet fokale
von segmentalen, multifokalen und generalisierten Dystonien. Fokale Dystonien
betreffen nur eine Kérperregion, vor allem den Hals (cervicale Dystonien, CD), wahrend
segmentale Dystonien mehrere benachbarte Korperregionen, multifokalen Dystonien
mehrere nicht benachbarte Kérperregionen und generalisierte Dystonien grofsflachige

Regionen betreffen (Neychev et al.,, 2011; Standaert, 2011).

Ahnlich wie beim Morbus Parkinson ist die genaue Ursache der Erkrankung unklar und
die Basalganglien werden als Ausgangspunkt der motorischen Symptome diskutiert.

Weiterhin stehen Schiden am Hirnstamm, Kleinhirn, zum Kleinhirn fihrende
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Afferenzen, Stoffwechselerkrankungen oder genetische Ursachen im Blickpunkt. Zu den
genetischen Ursachen zdhlen Mutationen von am Dopaminstoffwechsel beteiligten

Proteinen (Neychev et al,, 2011; Standaert, 2011).

Dementsprechend stellen die therapeutischen Interventionen der Dystonie wie beim
Morbus Parkinson meist nur symptomatische (und nicht kausale) Ansatze dar. Auch hier
werden therapeutisch sehr gut wirksame orale Anticholinergika eingesetzt, die jedoch
durch die systemische Wirkung erhebliche Nebenwirkungen mit sich bringen (siehe
1.3.7). Um diese zu verhindern, wurden schon in den 1980ern lokale Therapieformen
wie BoNT-Injektionen versucht, sodass die Bedeutung von oralen Anticholinergika

wesentlich abnahm (Jankovic, 2013).

Ziel der lokalen Therapie mit BoNT ist die Ausschaltung tiberaktiver Muskeln, die vorher
elektromyografisch aufgesucht wurden. Die lokale, individual- und muskelspezifische
BoNT-Therapie ist der klassischen Therapie mit Anticholinergika hinsichtlich
Symptomreduktion und Nebenwirkungsrate wesentlich tberlegen (Costa et al., 200543,
b). Trotzdem konnen auch bei lokaler BoNT-Injektion anticholinerge Nebenwirkungen
wie Schluckstérungen oder Schwache der Halsmuskulatur auftreten (Brashear et al,
2000). Sie sind dosis- und verteilungsabhdngig und konnen durch Gabe mehrerer

kleiner Dosen reduziert werden (Borodic et al., 1994).

1.4.2.2. Kosmetischer Einsatz von BoNT
Die Verwendung von BoNT, vor allem unter dem Handelsnamen ,Botox“ fiir

kosmetische, vor allem verjlingende Eingriffe am Gesicht, ist in den letzten zehn Jahren
gestiegen. Faziale Alterserscheinungen werden vor allem durch Falten und Altersflecke
verursacht. Falten entstehen, wenn aufgrund der Schwerkraft und nachlassender
Elastizitit des Gewebes im Alter eine relative Uberaktivitit der Muskulatur resultiert,
und verlaufen im rechten Winkel zu den Muskelfasern. Mittels lokaler Injektion von
BoNT konnen die tiberaktiven Muskeln gelahmt und der Faltenbildung entgegengewirkt
werden. Die Wirkung halt ungefahr vier Monate an, da das Gift langsam abtransportiert

und verstoffwechselt wird (Jaspers etal., 2011).
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1.4.2.3. Therapie der Epilepsie
Botulinum-Neurotoxine beeinflussen nicht nur das cholinerge, sondern auch andere

Transmittersysteme (siehe 1.4.1.). So zum Beispiel auch die Freisetzung von Glutamat,
was BoNT als mogliches Therapeutikum von Epilepsien attraktiv macht (Antonucci et
al, 2009). Im Tierversuch kann man mithilfe der Kainsdure das Bild einer
Temporallappenepilepsie histopathologisch und klinisch nachbilden. Die die
Temporallappenepilepsie kennzeichnenden hippocampalen Neuronenuntergiange
werden durch die Exzitotoxizitit der Kainsaure verursacht (Suzuki et al., 1995). Auch
die anfallstypischen Potenziale des ldsionierten Hippocampus lassen sich mit
Ableitungselektroden im Tiermodell nachweisen (Antonucci et al., 2008). Diese dndern
sich unter der Therapie mit intrahippocampal injiziertem BoNT-E wesentlich. So
nehmen sowohl die Anfallsfrequenz als auch die absolute Anzahl der Anfdlle und deren
Dauer ab. Zusatzlich werden die durch die Kainsaure induzierten neuronalen Schaden
am Hippocampus reduziert. Hierbei wird sich die der Exzitotoxizitit der Kainsdure
gegenteilige Wirkung des BoNT, die inhibitorische Funktion des Gifts auf Neurone,
zunutze gemacht. BoNT-E ist spezifisch fiir SNAP-25 und hemmt die Freisetzung des
exzitatorisch wirksamen Transmitters Glutamat. 21 Tage nach BoNT-Injektion ist dieser
Effekt am grofdten und auch nur auf der Seite der Injektion nachweisbar, sodass auf der
kontralateralen Seite keinerlei BoNT-Aktivitat zu finden ist. Die Botulinum-Neurotoxine
sind in der Epilepsietherapie hinsichtlich der Wirkung den klassischen Medikamenten
wie Phenytoin in experimentellen Tierversuchen tuberlegen. Die fiir diesen Effekt
benoétigte Dosis verursacht bei den Versuchstieren keine Intoxikationserscheinungen,
nur Lernschwierigkeiten kdnnen kurz nach der Applikation auftreten, sind jedoch wie
auch jede andere Wirkung des BoNT nur von kurzer Dauer (Antonucci et al.,, 2009;

Constantin et al., 2005).

1.4.2.4. Neuroprotektion bei ischdmischen Schlaganfillen
Bei Schlaganfillen kommt es in ischdmischen Regionen zu einer iiberschiefienden

Ausschiittung von Glutamat. Am Anfang eines jeden ischdmischen Schlaganfalls steht die
Reduktion der Blutversorgung eines Gehirnareals mit nachfolgender Hypoxie, sodass die
zellulare Energieversorgung und die Funktion aktiver lonentransporter gestort werden.
Bei Zusammenbruch dieser Ionenkandle kommt es zur Depolarisation der Zelle, die

spannungsabhadngige Ca2*-Kandle oOffnet und zu einer Freisetzung verschiedener
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Neurotransmitter v.a. Glutamat fiihrt. Das in den synaptischen Spalt freigesetzte
Glutamat akkumuliert dort und wird aufgrund des Energiemangels aktiv
abtransportierender Systeme auch nicht abgebaut. Zusitzlich werden weitere
Gewebeschdden hervorgerufen, da das intrazelluldre Calcium proteolytische und
Radikale-produzierende Systeme aktiviert. Das im synaptischen Spalt akkumulierende
Glutamat bindet an metabotrope Glutamatrezeptoren, sodass ein Einstrom von
Natrium-, Calcium- und Chloridionen folgt. Das einstromende Calcium fiihrt dazu, dass
das Kaliumgleichgewicht gestort wird, da der Einstrom von Natrium und Chlorid den
Ausstrom des Kaliums tbersteigt, sodass sowohl die depolarisierende Wirkung
vorangetrieben als auch das osmotische Milieu der Zelle gestort wird. Der resultierende
Wassereinstrom und das resultierende Gewebeddem komprimieren das umliegende
Gewebe, sodass auch dieses in seiner Funktion gestéort und der Gewebeschaden

verstarkt wird (Dirnagl et al., 1999).

Im Tiermodell ldsst sich der Zustand eines ischdmischen Schlaganfalls nachbilden. Durch
die intrazerebrale Injektion des vasokonstriktorisch wirkenden Endothelin-1 wird die
Blutversorgung eines Hirnareals reduziert und letztendlich ein Anstieg der
extrazellularen Glutamatkonzentration hervorgerufen (Bogaert et al.,, 2000). Durch die
Injektion von BoNT-E in die durch Endothelin-1 geschadigte Hirnregion konnte die
Glutamat-Freisetzung in diesem Tiermodell reduziert werden. Der oben beschriebene
Teufelskreis wird unterbrochen und das durch einen ischdmischen Schlaganfall

geschadigte Gewebe wird letztendlich reduziert (Antonucci et al., 2010).

1.4.2.5. Schmerztherapie und weitere Einsatzmoéglichkeiten
Durch Beeinflussung des SNARE-Komplexes sind BoNT auch zur Therapie von

Schmerzen auf spinaler Ebene geeignet (Chaddock et al, 2004). Eine Vielzahl von
Mediatoren ist an der Schmerzverarbeitung beteiligt, so auch die durch einen SNARE-
vermittelten Sekretionsprozess freigesetzte Substanz P. Durch BoNT-Injektion in die
entsprechenden nozizeptiven Afferenzen kann so die Schmerzweiterleitung zum Teil
unterbunden werden (Dray et al, 1994; Welch et al, 2000). Um jedoch nur die
nozizeptiven und keine anderen Afferenzen zu blockieren, muss die Endoprotease-
Untereinheit der BoNT mit einem speziellen Rezeptor verbunden werden. Diese

Struktur bindet die Galaktose-reichen Kohlenhydrate der nozizeptiven Afferenzen
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selektiv. Ziel ist eine langanhaltende, bis zu einigen Monaten andauernde
Schmerzunterdriickung (Chaddock et al, 2004), die heute schon in Therapie der
Fibromyalgie, beim temporomandibuldren Schmerzsyndrom, bei Epikondylitis oder
dem Thoracic-Outlet-Syndrom Verwendung findet (Benecke et al., 2003) und bei
Migrane und Spannungskopfschmerz erprobt wird (Naumann et al,, 2008). So reduziert
BoNT-A die Anzahl an Tagen mit Kopfschmerzen pro Monat bei Patienten mit
chronischer Migrane und tédglichen Kopfschmerzen im Vergleich zu Placebo (Jackson et
al., 2012). Der grofde Vorteil der Verwendung von BoNT im Vergleich zu klassischen
Analgetika ist ihre einzigartige, wesentlich linger andauernde Wirkung von 3-6
Monaten nach einmaliger peripherer Applikation, was gerade bei chronischen
Schmerzen Bedeutung hat. Zusatzlich wiirden durch klassische Analgetika induzierte
Nebenwirkungen entfallen (wie zum Beispiel Obstipation bei  Opioiden oder
gastrointestinale Blutungen bei NSARs) ebenso wie Toleranzentwicklung (Matak et al,

2014).

Weiterhin kann das BoNT-A zur Therapie von vegetativen Stérungen wie Sialorrhoe,
palmare oder axillare Hyperhidrosis oder Detrusorhyperaktivitit der Blase verwendet

werden (Naumann et al., 2008).

1.4.2.6. Das 6-OHDA-Modell des Morbus Parkinson
Die systemische Therapie des Morbus Parkinson mit Anticholinergika zur Bekdmpfung

des Hypercholinismus bringt eine Vielzahl unerwiinschter Nebenwirkungen wie
Mundtrockenheit oder Harnverhalt mit sich (siehe 1.3.7.). Die direkte Injektion
anticholinerg wirksamer Substanzen wie BoNT in erkrankte Hirnareale und damit nur

lokale Wirkung des Gifts konnte hier Abhilfe schaffen.

Ahnlich wie die Temporallappenepilepsie oder der ischimische Schlaganfall lisst sich
auch beim Morbus Parkinson das Schiadigungsmuster im Tiermodell nachbilden. Dazu
wird das dem Dopamin in der Struktur ahnliche 6-OHDA (6-Hydroxydopamin) in das
mediale Vorderhirnbiindel, ins Striatum oder in die Substantia nigra injiziert. Hier wird
es durch Re-Uptakemechanismen von katecholaminergen Neuronen aufgenommen.
Intrazellulir angelangt wird es oxidiert, wobei die sehr stark toxischen
Reaktionsprodukte Wasserstoffperoxid, Superoxid- und Hydroxylradikale sowie

Parachinon anfallen und zu einem Untergang dopaminerger Neurone fiihren. Aufierdem
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gibt es Hinweise darauf, dass auch 6-OHDA selbst direkt den Komplex [ der
mitochondrialen Atmungskette stort (Glinka et al., 1996 und 1998; Gerlach et al., 2003).
Vor allem mit der Injektion in das mediale Vorherhirnbiindel lasst sich ein
parkinsondhnliches motorisches Schadigungsmuster imitieren (Meredith et al., 2008).
Wahrend sich das Schiadigungsmuster des Morbus Parkinson bei dem natiirlichen
Verlauf iiber Jahre und Jahrzehnte entwickelt, wird es hier innerhalb weniger Stunden

und Tage generiert.

Um zu {Uberprifen, ob die erwiinschte Lasion entstanden ist, wird der
Dopaminrezeptoragonist Apomorphin subcutan injiziert. Dieser bindet hauptsachlich an
postsynaptischen, ipsilateralen D2-Dopaminrezeptoren striataler Neurone, welche
durch den Untergang der dopaminergen Afferenzen auf der ldsionierten Seite
kompensatorisch hochreguliert sind. Generell bindet Apomorphin an allen D2-
Rezeptoren des Gehirns, doch durch die Up-Regulation der D2-Rezeptoren auf der
lasionierten Seite im Striatum kann es bei systemisch applizierter Gabe starker auf der
lasionierten Seite wirken. Auf der lasionierten Seite aktiviert das Apomorphin mehr
Dopaminrezeptoren, sodass die erkrankten Tiere eine Art Drehbewegung vollziehen, die
als ,Rotation” bezeichnet wird. Diese Rotationen zeigen von der lasionierten Seite weg,
sodass bei einer rechtsseitigen Lasion die Drehbewegung nach links erfolgt (Ungerstedt

et al.,, 1969; Wree et al., 2011).

1.4.2.7. Der Einsatz von Botulinumtoxinen beim 6-OHDA-Modell
In den letzten Jahren konnte die Arbeitsgruppe um Prof. Wree vom Institut fiir Anatomie

Rostock im Zusammenarbeit mit der Klinik fiir Neurologie Rostock zeigen, dass sich die
Rate an apomorphininduzierten Rotationen pro Zeiteinheit in Hemiparkinsonratten
durch die intrastriatale Injektion von BoNT in die durch 6-OHDA ladsionierte (rechte)
Hemisphare reduzieren lasst. Bei Versuchsratten ist dazu eine Dosis von 1-2 ng BoNT-A
notig, hohere Dosen haben sich als toxisch erwiesen, geringere als wirkungslos. Die
zentrale Wirkung des Gifts, also die Reduktion der Rotationen, halt mit bis zu 6 Monaten
wesentlich ldnger an als bei der peripheren Anwendung. In dieser Zeit treten keine
strukturellen Veranderungen auf, was die Zellzahl cholinerger Neurone und das striatale

Volumens betrifft.

26



Dementsprechend finden sich in Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen im
Tierversuch keinerlei Storungen kognitiver Leistungen oder vegetativer Funktionen
durch die Injektion von BoNT. Es kommt zu keiner wesentlichen Anderung des
Referenzgedachtnisses im Vergleich zu unbehandelten Tieren und auch das rdumliche
Lernvermoégen bleibt unbeeinflusst. Nur ein gering vermindertes Angstverhalten kann
nach BoNT-Injektion nachgewiesen werden, was fiir die Therapie der Erkrankung sogar
von Vorteil sein kdnnte, da viele Patienten an Depressionen und Angststorungen leiden.

(Antipova et al., 2013; Hawlitschka, 2012; Holzmann et al., 2012).

In vorangegangenen Experimenten der Arbeitsgruppe um Prof. Wree zur intrastriatalen
BoNT-A-Applikation wurde stets mit Wistar Ratten gearbeitet. Da aber bekannt ist, dass
sich Rattenstimme untereinander als auch Ratten und Mause in vielerlei Hinsicht
physiologisch unterscheiden, wurde in dieser Arbeit die Wirkung von intrastriatal
injiziertem BoNT-A auf C57BL/6 -Mause untersucht. Fraglich ist, ob auch hier die
Injektion des BoNT keinerlei Toxizitat hinsichtlich der Anzahl striataler Neurone mit
sich bringt. Nur wenn die Integritit der Neurone ungestort bleibt, kann die
intrazerebrale Injektion von BoNT z.B. zur Therapie des Parkinsons in verschiedenen

Maus-Modellen in Betracht gezogen werden.

1.5. Fragestellung dieser Arbeit
Morbus Parkinson stellt nach der Alzheimer-Demenz die zweithdufigste

neurodegenerative Erkrankung dar. Allein in Deutschland sind 250.000 - 400.000
Menschen erkrankt und leiden an den vielfaltigen motorischen und vegetativen
Symptomen (Gerlach et al., 2007). Trotz der vielen Therapieansatze gibt es bis heute
keine kausal ansetzende Therapie. Die Pharmaka haben alle eine grofie Vielzahl an
Lebensqualitadt einschrankenden Nebenwirkungen oder verlieren im Laufe der Zeit ihre
Wirksamkeit. Durch intrazerebrale Injektion des BoNT-A konnten diese
Nebenwirkungen bei ausgezeichneter Reduktion Parkinson-typischer Beschwerden
umgangen werden. Obwohl Botulinum-Neurotoxine mit einer LD50 von 0,001 mg/ kg
KG die giftigsten nattirlichen Substanzen darstellen, konnten sie als neue Therapieoption
des Morbus Parkinson von Bedeutung sein. Aktuelle Forschungsarbeiten befassen sich

daher mit der zellularen Integritit striataler Neurone nach BoNT-Injektion.
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Ziel der vorliegenden Arbeit ist es hierbei, zu klaren, welche Auswirkungen die
einseitige striatale Injektion von BoNT-A auf die Anzahl der cholinergen Interneurone
des CPu am Tiermodell der Maus hat, um eine mdgliche Zytotoxizitit von BoNT fiir

diesen wichtigen Zelltyp auszuschlief3en.

Dazu wurden die cholinergen (ChAT-immunreaktiven) Neurone im Caudatus Putamen
von Mausen gezahlt, und zwar nach unterschiedlich langen Zeiten post injectionem und
unterschiedlichen BoNT-Dosen. Zum einen sollte der Langzeiteffekt einer intrastriatalen
25 pg-BoNT-Dosis bewertet werden, zum anderen nach 3-monatigem Post-injectionem-

Intervall der Effekt unterschiedlicher BoNT-Dosen.

Weitere Untersuchungen betreffen das Korpergewicht, das Gehirngewicht und das

Volumen des CPu.
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2. Material und Methoden

Alle Tierexperimente wurden vom Landesamt fir Landwirtschaft,
Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern genehmigt. Alle Tiere
wurden gemafd den aktuellen Bestimmungen des Tierschutzes und den Auflagen der

zustandigen Behorde gehalten und behandelt.

Eine ausfiihrliche Auflistung aller verwendeter Puffer, Materialien, Gerate, Kits und

Software sind in den Tabellen im Anhang zusammengefasst.

In dieser Arbeit wurden 44 mannliche C57 BL/6-Mduse verwendet, die jeweils
unilateral rechts eine Injektion von 25 pg BoNT-A erhalten haben, um die Auswirkungen
des Gifts auf die Anzahl cholinerger Neurone im Striatum zu untersuchen. Die Tiere
wurden je nach Alter in 4 verschiedene Gruppen unterteilt, die 1 Monat, 3 Monate, 6
Monate und 9 Monate post injectionem getétet und untersucht worden sind. Als
Kontrolle diente eine 5. Gruppe, die nur eine Vehikel-Substanz erhalten hat und 9
Monate alt wurde. So konnte die Anzahl der Neurone in Abhangigkeit von der Zeit nach

der Injektion untersucht werden.

Zusatzlich verwendeten wir 12 Tiere mit 50pg, 100pg und 200pg BoNT-Injektion, um
die dosisabhdngige Wirkung des BoNT auf die Anzahl der Neurone zu untersuchen und
eine Dosis-Wirkungs-Beziehung zu erstellen. Diese Tiere gehorten alle der 6-Monats-

Gruppe an.

So wurden insgesamt 56 Tiere untersucht. Eine tabellarische Zusammenfassung der

untersuchten Tiergruppen zeigt Tabelle 1.
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untersuchte Tiergruppen fiir Neuronenanzahl in Abhangigkeit von der Zeit post injectionem

Anzahl untersuchter Tiere Menge BoNT Alter der Tiere
10|25 pg 1 Mo
8125 pg 3 Mo
8|25 pg 6 Mo
8|25 pg 9 Mo
910 pg 9 Mo

untersuchte Tiergruppen fiir Neuronenanzahl in Abhdngigkeit von der BoNT-Dosis

Anzahl untersuchter Tiere Menge BoNT Alter der Tiere
5|50 pg 6 Mo
51100 pg 6 Mo
2200 pg 6 Mo
>56

Tabelle 1: tabellarische Zusammenfassung der untersuchten Tiergruppen

2.1. Verwendete Tiere
Es wurden fiir die Experimente ausschliefilich junge adulte mannliche C57 BL/6 Mause

verwendet, die von der Firma Charles River WIGA aus Sulzfeld, Deutschland, bezogen
wurden. Die Tiere wogen zum Zeitpunkt der Totung durchschnittlich 18-24 g. Die Tiere
wurden zu fiinft in Kunststoffkiafigen mit Metallgitteraufsetzen gehalten (720 cm?
Grundflache). Durch eine Zeitschaltuhr wurde die Beleuchtung in dem klimatisierten
Tierstall (22+2°C) so reguliert, dass ein kinstlicher Tag-Nacht-Rhythmus (12h - 12h)
geschaffen werden konnte. Der Zugang zu normalem Trinkwasser und Nahrung (Ssniff,

Soest, Deutschland) war fiir die Tiere uneingeschrankt.

2.2. Narkose der Tiere
Die Versuchstiere wurden vor allen Operationen wie den Botulinumtoxininjektionen

oder Scheinbotulinumtoxininjektionen mit einer Mischung aus Ketamin und Xylazin
narkotisiert. Diese Mischung wurde den Tieren intraperitoneal mit einer Konzentration
von 50mg/kg KG Ketamin und 4mg/kg KG Xylazin injiziert. Das Ketamin wurde von der

Firma bela-pharm Vechta, Deutschland und Xylazin als ,Rompun” von Bayer bezogen.
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Die gebrauchsfahige Losung bestand aus 2,5 ml Xylazin-Lésung mit 7,5 ml Ketamin-

Losung und 90 ml 0,9%iger NaCl-Losung.

2.3. Intrazerebrale Injektion von BoNT-A
Die Narkose der Tiere und die intrazerebrale Injektion des Gifts wurden von den Herren

Prof. Wree und Dr. Mix durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden fiir die zeitliche
Abhangigkeit der Neuronenanzahl 25 pg BoNT-A verwendet, wahrend fiir die Dosis-

Wirkungsbeziehung 50 pg, 100 pg und 200 pg genommen wurden.

Das verwendete BoNT-A entstammte der Firma List Biological Laboratories, INC. 10 pg
des pulverformigen lyophilisierten BoNT-A wurden zur Herstellung einer Stammlésung
in 200 pl Phosphatpuffer (PBS) mit 0,1% BSA gelost. Die hergestellte Losung wurde
tiefgefroren, am Injektionstag aufgelost und auf entsprechende Konzentration verdiinnt.
Dazu wurde eine Zwischenlosung mit einer Konzentration von 500 pg/ul im Verhéltnis
1:20, 1:10, 1:5 oder 1:2,5 mit PBS-BSA verdiinnt. Es wurde immer 1pl Fliissigkeit
injiziert, der entweder 25pg, 50pg, 100pg, 200pg BoNT-A oder nur Vehikel-Lésung
enthielt. Um den Kopf des Tieres fiir die Injektion zu fixieren, wurde dieser in einem
stereotaktischen Apparat in der sogenannten ,Flat skull“ Stellung mithilfe eines
Mausadapters verankert (Kopf©, Tujunga, CA, USA). Dazu wurden zwei Stifte in die
Gehorgange (Ear bars) eingefiihrt und eine Verankerung hinter die oberen zwei

Inzisiven eingehakt (Tooth bar).

Es gab eine Injektionsstelle am rechten Striatum, die bezogen auf Bregma (Paxinos und

Franklin, 2004) folgende Koordinaten aufwies:

Injektionsstelle: frontal (longitudinal) +0,65 (von Bregma aus)
Sagittal (trasversal) -1,6 (von Bregma aus)
Vertikal (horizonzal) D-3,0 (von Duraaufsatzpunkt

ausgehend)

Die Injektionen dauerten 4 Minuten, in Schritten von je 0,25 pl pro Minute. Nach
Injektion der gesamten Menge an BoNT wurde die Injektionskaniile noch weitere 4
Minuten an Ort und Stelle belassen, um noch verbleibende Reste des Gifts diffundieren

zu lassen und zu verhindern, dass durch den Riickzug der Nadel ein Reflux entsteht.

31



Um die rechte, BoNT-injizierte Seite an den frei flottierenden Parallelschnitten wieder
zu erkennen, wurde peripher am linken Cortex ein kleines Stiick weggeschnitten, so

konnte schon makroskopisch die jeweilige Seite des Schnitts zugeordnet werden.

2.4. Totung der Tiere und Fixierung ihrer Gehirne
Die Toétung der Tiere erfolgte durch Herrn Prof. Wree und Dr. Mix mit einer Uberdosis

an Ketamin und Xylazin intraperitoneal. Dann wurden der Thorax und das rechte
Herzohr eroffnet und liber eine in den linken Ventrikel des Herzens eingefiihrte Kaniile
nacheinander 10 ml einer 4°C kalten 0,9%igen Natriumchloridlésung zum Ausspiilen
des Blutes aus dem Gefafdsystem injiziert. Dann wurden 50 ml eines PBS (0,1 M, pH 7,4)-
Paraformaldehyd (3,7%)-Gemisches in die Aorta perfundiert, um das Tier zu fixieren.
Dann wurden die Gehirne entnommen und eine weitere Nacht bei 4°C in 3,7%
Paraformaldehyd nachfixiert. Nun wurden die Gehirne mithilfe eines PBS-Saccharose
(20%)-Gemisches fiir zwei Tage kryoprotektiert. Mit -50°C kaltem Isopentan wurden die
Hirne 5 Minuten lang schockgefroren und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

Die Totung der Tiere erfolgte je nach Gruppenzugehorigkeit nach unterschiedlichen
Zeitpunkten nach der Injektion von BoNT-A bzw. bei den Tieren der Untersuchung der

Dosis-Wirkungs-Beziehung nach 6 Monaten.

2.5. Anfertigung von histologischen Parallelschnitten der

Versuchstiergehirne mittels Gefriermikrotom
Mithilfe eines Gefriermikrotoms der Firma Leica wurden durch Juliane Spiewok, meiner

Mitdoktorandin, und durch mich histologische Parallelschnitte der Versuchstiergehirne
erzeugt, damit diese anschieflend der immunhistochemischen Farbung zugefiihrt
werden konnten. Dazu wurden die Hirne an der Medulla oblongata auf einem
Aluminium-Stempel des Mikrotoms mittels Tissue-Tek O.C.T. Compound von der Firma
SAKURA Fientek Europe B.V. fixiert. Dieser Stempel wurde in den Objekthalter des
Mikrotoms eingespannt und moglichst genau so positioniert, dass frontale
Parallelschnitte angefertigt werden konnten. Die so erworbenen Schnitte waren 30 um

dick. Es wurden 5 Serien angelegt, wobei bei der ersten Serie die Schnitte von der Klinge
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des Mikrotoms direkt auf einen Super Frost plus Objekttrager (Menzel) aufgebracht
wurden, wahrend alle anderen vier Serien mit einem Pinsel in mit
Kryoprotektionslosung befiillte Gewebekulturschalen der Firma Nunc tberfiihrt
wurden. Diese Kryoprotektionslésung bestand aus den Komponenten PBS, Glycerol
(85%) und Ethylenglykol (99%). In jedes Well passten 2 Parallelschnitte des Striatums.
So wurde letztendlich der 1. Schnitt und darauffolgend jeder 5. Schnitt auf den
Objekttrager aufgetan bzw. dquivalent bei den Well-Platten.

Die auf den Objekttragern befindlichen Schnitte wurden nach Nissl zu Kontrollzwecken

gefarbt (Kresylviolett-Farbung).

Von den anderen vier Serien wurde eine Serie gegen die Cholin-Acetyl-Transferase
(ChAT) gefarbt, um cholinerge Neurone darzustellen, und eine gegen die Tyrosin-
Hydroxylase (TH), um die katecholaminergen Neurone und deren Axone anzufarben. Die

restlichen beiden Serien wurden als Reserve aufbewahrt.

Nach dem Schneiden konnten die Parallelschnitte in den Well-Platten bei -20°C bis zur

Farbung in der Kryoprotektionslésung gelagert werden.

Eine schematische Ubersicht iiber das Gehirn der Maus und deren Kortex zeigt

Abbildung 4.
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Abbildung 4: Ubersicht eines Maushirns (A, Boma 335, auf Millimeterpapier) , Darstellung eines Frontalschnitts (B)
und Neurone des DS in der ChAT-Farbung (C), DS= dorsales Striatum, VS= ventrales Striatum, S= Septum.
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2.6. Immunhistochemische Fiarbung
Eine Auflistung aller verwendeter Primar- sowie Sekunddr und aller anderen

verwendeten Materialien befindet sich im Anhang. Die Farbungen erfolgten durch

Juliane Spiewok und durch mich.

2.6.1. Anfarbung ChAT-positiver Neurone

Die Cholin-Acetyl-Transferase (ChAT) befindet sich im Zytosol cholinerger Neurone und
stellt aus Cholin und Acetyl-CoA den Neurotransmitter Acetylcholin her.
Dementsprechend markieren Antikorper gegen dieses Enzym cholinerge Neurone.

Mithilfe verschiedener Antikorper wurde an insgesamt zwei Arbeitstagen gefarbt.
Tag1

Am 1. Tag wurden zuerst die angefertigten Schnitte mit einem feinen Pinsel aus der
Kryoprotektionslosung genommen und in 24-Well Gewebekulturplatten mit jeweils 2 ml
PBS pro Well (0,1 M, pH 7,4) fiir 10 Minuten gewaschen. Dann blockte man 15 Minuten
lang mithilfe einer 3%igen in PBS gelosten Wasserstoffperoxidlosung die endogenen
Peroxidasen, um falsch positive Anfarbungen zu reduzieren. Die Schnitte wusch man
daraufhin erneut zweimal zehn Minuten in PBS. Nun mussten 1 Stunde lang
unspezifische Bindungsdomanen geblockt werden, wieder um falsch positive
Anfarbungen zu reduzieren. Dazu verwendete man ein 5%iges NRS-PBS-Gemisch (NRS =
Normal Rabbit Serum, normales Kaninchenserum). BSA, also bovines Serum, durfte
aufgrund von Kreuzreaktionen gegen die Ziege nicht fiir die Minimierung hydrophober

Reaktionen verwendet werden.

Man verwendete hierfiir die kleineren 48-Well Gewebekulturplatten, da nur eine
geringe Menge von 250 pl Flussigkeit pro Well gebraucht wurde, wahrend fiir
Waschschritte meist die grofden Platten vonnéten waren. Nun folgte die Inkubation des
Priméarantikorpers gegen die ChAT (aus der Ziege). Die Inkubation erfolgte tiber 3,5
Stunden bei Raumtemperatur in 48-Well Gewebekulturplatten mit einer Losung aus

PBS, 1% NRS, 0,2% Triton und dem Primar-Antikérper Anti-ChAT (1:200).

Nach weiteren zweimaligem Waschen in PBS folgte die Inkubation des
Sekunddrantikorpers in einer Losung aus PBS, 1% NRS, 0,2% Triton und dem

biotinylierten Sekundarantikérper Anti-Goat (1:250) bei 4°C liber Nacht (ca. 15 h).
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Durch einen Orbitalschiittler wurden dabei die Schnitte in stindiger Bewegung gehalten,

um eine bestmogliche Durchmischung der Komponenten zu gewahrleisten.
Tag 2

Nach erneuten Waschschritten in PBS folgte nun die Inkubation mit dem ABC-Komplex,
dessen Losung aus PBS, Losung A (1:50) und Lésung B (1:50) bestand. ABC steht fiir den
Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex und musste vor der 75-minttigen Inkubation der
Schnitte fir 30 Minuten reagieren, damit sich der Komplex aufbauen konnte. Avidin
sollte auf der einen Seite die biotinylierten Sekundarantikérper und auf der anderen
Seite mit weiteren Untereinheiten die biotinylierte Peroxidase binden. Nach der
Inkubation des ABC-Komplexes mussten die Schnitte wieder zweimal 10 Minuten
gewaschen werden, diesmal jedoch in einer Loésung aus PBS und 0,004%
Ammoniumnickelsulfat. Die Nickel-lonen dienten der Verstarkung des Kontrasts der
Farbung. Nun folgte die eigentliche Farbeprozedur. Die Farbelosung bestand aus PBS,
0,04% Ammoniumnickelsulfat, 0,004% Ammoniumchlorid, 10 mg DAB/100 ml PBS und
1 pl 35%iges Wasserstoffperoxid/100 ml PBS (DAB = Diaminobenzidin, der Farbstoff).
Durch die Peroxidase des ABC-Komplexes wurde es oxidiert und es bildete sich ein
braunes, wasserunldsliches Prazipitat. Dabei wurde durch den Ausfall von violett bis
schwarzlich erscheinenden Nickelionen der Kontrast verstiarkt. In dieser Farbelosung
inkubierten die Schnitte 13 Minuten lang (siehe Abbildung 5 links). Nach erneuter
Waschung in PBS mussten letztendlich die frei flottierenden Schnitte in einem
Wasserbad mit etwas Triton zur Reduktion der Oberflaichenspannung auf Objekttrager
aufgezogen werden (siehe Abbildung 5 rechts). Dann entwdsserte man nach der
Trocknung auf einer Heizflache die Schnitte noch in einer Propanolreihe aufsteigender
Konzentration (3 Minuten in 70%, 80% 90%,96%, 5 Minuten in 100% Propanol) und
durch zweimaliges, 10-mintitiges Bad in Xylol, damit sie schlussendlich mithilfe des
Eindeckmediums Depex mit einem Deckglaschen versehen und so haltbar gemacht

werden konnten.
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Abbildung 5: 24-Well-Platten mit jeweils 2 Schnitten pro Well beim Farbeprozess (links), das Aufziehen der frei
flottierenden Schnitte im Wasserbad auf den Objekttrager (rechts)

2.7. Stereologische Auswertung der CPu-Neurone

2.7.1. Zdhlung der cholinergen Neurone des CPu

Aus den gegen die ChAT angefarbten, parallelen Hirnschnitten, bei denen es sich jeweils
um jeden 5. Schnitt eines geschnittenen Mausehirns handelt, wurden je nach Grofde des
Gehirns je 20-28 Schnitte flir die Auszdahlung der Neurone verwendet. Fiir die Zahlung
der Neurone nutzte ich die Auswertungssoftware Stereolnvestigator (v8.0,
MicroBrightField Bioscience, Vermont, USA). Der entsprechende Computer war mit
einem digital ansteuerbaren 3-achsigen Objekttragertisch (MT12, Heidenhain,
Traunreut, Deutschland), einem Mikroskop (BX 51, Olympus, Tokyo, Japan) und einer
Digitalkamera (CX9000, MicroBrightField Bioscience, Vermont, USA) verbunden.

Vor Beginn der eigentlichen Zahlung wurde in jedem Schnitt ein Bereich (,region of
interest”, siehe Abbildung 6) festgelegt, in dem gezahlt werden sollte. Dazu wurde ein
2x Objektiv verwendet und das gesamte Striatum virtuell umfahren. Folgend wurde fiir
den markierten Bereich innerhalb des Programms ein Zahlraster definiert, in welchem
in horizontaler und vertikaler Richtung alle 230 pm ein 100 pm x 100 um grofes

Zahlfenster platziert wurde. Die Neuronenzahl wurde extrapoliert.
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Abbildung 6: Auszdhlung der cholinergen Neurone mittels Stereolnvestigator. Dargestellt ist eine Hemisphére eines
Mausehirns mit griin umrandetem Striatum (,Region of interest”) (Boma 325, 7.5)

Gezahlt wurden unter einem 40x Objektiv (UPlanApo) alle ChAT-immunreaktiven
Zellen, deren oberer Grenzpunkt innerhalb des Zahlfensters oder auf der oberen oder
rechten Begrenzung dessen liegt (griiner Rand). Zellen, derer oberer Grenzpunkt auf der
linken oder unteren Begrenzung des Zahlfensters lag (roter Rand des Zahlfensters),
wurden nicht mitgezahlt (siehe Abbildung 7). Die Zellen und ihre Dendriten waren
aufgrund ihrer guten Anfarbbarkeit leicht vom Hintergrund abzugrenzen und zu
markieren. Es wurden sowohl die linke als auch die rechte Hemisphare ausgewertet, um
einen Vergleich zwischen BoNT-injizierter und gesunder Seite herstellen zu kénnen. Bei

insgesamt 56 Tieren machte das 112 Hemispharen.

Abbildung 7: Auszdhlung der Neurone. Dargestellt ist eine ChAT-positive gut abgrenzbare Zelle; der obere und rechte
griine Rahmen des Zahlfensters gilt als Einschlusskriterium; der kleine griine Punkt ist die Markierung der Zelle, die
vom Programm stereologisch ausgewertet wurde (Boma 330 li 8.5)
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2.7.2. Statistik
Nach Einstellung der Zahlparameter ergab sich fiir den Fehlerkoeffizienten (CE) stets ein

Wert von p<0,05 (Gundersen und Jensen, 1987). Der Vergleich der Neuronenanzahl
zwischen linker und rechter Hemisphare bzw. die statistische Analyse des zeitlichen
Verlaufs innerhalb der Hemisphdren erfolgte durch den nichtparametrischen Mann-
Whitney-Test (SPSS 20). Fiir die zeitliche Analyse wurde jeder Zeitgruppe die Vehikel-

Gruppe der jeweiligen Hemisphare gegeniibergestellt.

Fir den Vergleich der Tiere mit unterschiedlichen Mengen an BoNT-Injektion nutzte
man aufgrund der geringen Gruppenstidrke eine nach Bonferroni korrigierte univariate
Varianzanalyse. Hier wurden die Dosen bei beiden Hemispharen mit allen hoheren und

niedrigeren verglichen und gleiche Dosen im Vergleich links zu rechts.
Ergebnisse mit p<0,05 waren hierbei als signifikant anzusehen.

Weiterhin verwendeten wir flir die Untersuchung der Korpergewichte, der
Gehirngewichte, der Volumina des CPu und z.T. fir die Anzahl an cholinergen
Interneurone die Varianzanalyse (ANOVA). Die Daten wurden mit dem Levene Median
Test auf gleiche Varianz iiberpriift und mit dem Kolmogotov-Test (mit Lilliefors-
Korrektur) auf Normalverteilung getestet, um sie dann der Verwendung parametrischer

statistischer Tests zuzufiihren.

Mit ein- oder zweifaktorieller ANOVA wurden normalverteilte Daten analysiert.
Mehrfach-Vergleiche (Post-hoc-Tests) nach Holm-Sidak dienten dazu, signifikante

Unterschiede zu isolieren.

Nicht normal-verteilte Daten wurden mittels Krustal-Wallis-Ein- oder Zwei-Wege-
ANOVA an Réngen untersucht. Hier wurden die Mehrfach-Vergleiche (Post hoc) nach
ANOVA an Rdngen mit Hilfe des Dunn-Tests untersucht.

Fliir die gesamte Studie wurden P-Werte < 0,05 als signifikant angesehen. Alle
diesbeziiglichen statistischen Tests wurden mit der SigmaPlot 11 Software

durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Zeitliche Verianderungen

3.1.1. Zeitliche Veridnderung der mittleren Gesamtzahl der ChAT-positiven
Neurone des CPu der rechten Hemisphire
Zur Beurteilung des zeitlichen Verlaufs der Verdnderung der numerischen Dichte der

ChAT-positiven Neurone wurden die rechten und linken Striata von insgesamt 44 Tieren
vermessen, die sich auf die 5 Gruppen aufteilten. Es gab Tiere, die 1 Monat, 3 Monate, 6
Monate und 9 Monate nach BoNT-Applikation oder nach Vehikel-Injektion (ohne BoNT)

untersucht wurden.

Den durch die BoNT-Injektion entstandenen Injektionskanal erkennt man an
kalziumsalzhaltigen Makrophagen, welche sich entlang der Ausdehnung des
Injektionskanals befanden (siehe Abbildung 8). Es wurde stets in die rechte

Hemisphare injiziert.
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Abbildung 8: OBEN: Ubersicht eines Frontalschnitts eines Mausgehirns, welches gegen ChAT gefirbt wurde, der
Stern kennzeichnet die Spitze des Injektionskanals im rechten Striatum, UNTEN: Abbildung des Stichkanals (Bild
links, der Pfeil deutet auf den Stichkanal, der von Makrophagen umgeben ist) und der Makrophagen (rechtes Bild, der

Pfeil deutet auf Makrophagen, die Kalziumsalze eingelagert haben, dadurch braun erscheinen und den Stichkanal
markieren)
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Die Ansicht von gegen ChAT gefarbten immunhistochemischen Frontalschnitten eines
Mausgehirns lasst keine offensichtlichen Veranderungen der Perikarya der BoNT-
injizierten Seite (Abbildung 8, Abbildung 9, A-D, F-H) im Vergleich zur unbehandelten
Seiten erkennen (Abbildung 8, Abbildung 9, E).

Abbildung 9: Gegen ChAT-gefiarbte immunhistochemische Schnitte von Striata der Mausgehirne: cholinerge
Interneurone sind durch schwarze Pfeile gekennzeichnet, ChAT-immunreaktive BiVs sind exemplarisch mit
Pfeilspitzen gekennzeichnet, A-D: Mause erhielten 25 pg BoNT-A, A: Mduse iiberlebten 1 Monat, B: 3 Monate, C: 6
Monate, D: 9 Monate, E: Mause erhielten Vehikelldsung, F-H: Mause tliberlebten 6 Monate, F: nach Injektion von 50 pg
BoNT-A, G: von 100 pg, H: 200 pg BoNT

1-Monats-Tiere, rechts

Die Gruppe der 1-Monats-Tiere beinhaltete 10 Tiere mit einer minimalen Anzahl an
ChAT-positiven Neuronen von 2700 und einem Maximum von 19686. Es ergaben sich
ein Mittelwert und eine Standardabweichung von 11645+ 5935. Wenn man das
Minimum als Ausreifder wertet und aus der Rechnung streicht, dann ergibt sich fiir den
Mittelwert und die Standardabweichung 12639+ 5340, was sich nicht stark von

ersterem unterscheidet.
3-Monats-Tiere, rechts

Bei den 3-Monats-Tieren umfasste die Gruppe 8 Tiere mit einem Minimum an
cholinergen Neuronen von 12142 und einem Maximum von 19356, was zu einem

Mittelwert von 15112+2941 fihrte.
6-Monats-Tiere, rechts

Auch bei den 6-Monatstieren gab es 8 Versuchstiere. Bei einem Minimum von 10323

und einem Maximum von 16776 kam es zu einem Mittelwert von 13677+ 1956.
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9-Monats-Tiere, rechts

8 Tiere wurden 9 Monate post injectionem untersucht. Das Minimum war 7686,

wahrend das Maximum bei 16951 lag. Der Mittelwert war 13174+2725.
Vehikel-Tiere, rechts

Die Vehikel-Tiere erhielten kein BoNT-A, sondern nur die Vehikelsubstanz und stellten
somit die Kontrollgruppe dar. Die minimale Anzahl der ChAT-positiven Neurone war

10744, die maximale 18406, was zu einem Mittelwert von 13540+ 2690 fiihrte.

Eine Ubersicht der wichtigsten Mafzahlen zeigt Tabelle 2.

Alter 1Mo re 3More 6Mo re 9Mo re Vehikel re
Anzahl 19686 17516 16776 14479 10760
ChAT-positiver 7723 12565 10323 12851 12265
Interneurone 4506 16798 15473 13059 14111
im 8822 12902 13177 16951 18406
Striatum 10451 12207 12234 11595 16282
rechts 12774 17408 13367 7686 15486
12891 19356 13963 13978 12068
17689 12142 14102 14794 10744
19210 11740
2700
Mittelwerte Neurone 11645 15112 13677 13174 13540
Standardabweichungen 5935 2941 1956 2725 2690
Anzahl Tiere 10 8 8 8 9
Min 2700 12142 10323 7686 10744
Max 19686 19356 16776 16951 18406
Mittelwert ohne AusreilSer 12639
Standardabweichungen
ohne Ausreiller 5340

Tabelle 2: Wichtige Mafdzahlen der Versuchstiere des zeitlichen Verlaufs (rechte Hemisphare)
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Signifikanz, rechts

Mithilfe des nicht-parametrischen Mann-Whitney-Tests haben wir alle Gruppen von
Monats-Tieren gegeniiber den Vehikeltieren verglichen und festgestellt, dass es zu

keiner statistisch signifikanten Anderung der Anzahl ChAT-positiver Neurone kommt.

So ldsst sich auf der rechten Seite eine von der Lebensdauer nach BoNT-Injektion
abhdngige Verdnderung der Anzahl an Neuronen ausschlief3en. Die Injektion von BoNT
fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der Neuronenanzahl. Eine maogliche
Zytotoxizitat nach intrastriataler Injektion von 25 pg BoNT-A auf das CPu der Maus ist
damit liber einen Zeitraum von 9 Monaten nicht nachweisbar. Die beschriebenen

Ergebnisse sind in der Abbildung 10 grafisch dargestellt.

Anzahl cholinerger Neurone nach 25 pg
BoNT-Injektion (rechtes Striatum/CPU)
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H1More HM3More m6More HM9More M Vehikelre

Abbildung 10: Mittelwerte und Standardabweichungen der Anzahl der ChAT-positiven Neurone verschiedener
Altersgruppen (rechte Striata). Verglichen wurden jeweils die Monatstiere mit den Vehikeltieren, wobei sich keine
statistisch signifikanten Veranderungen ergaben.
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3.1.2. Zeitliche Verinderung der mittleren Gesamtzahl der ChAT-positiven
Neurone des CPu der linken Hemisphire
Die linken Hemispharen der verschiedenen Altersgruppen und Vehikeltiere haben als

Kontrolle keine BoNT-Injektion erhalten. Da sie die intakte Seite darstellten, wurden
ihnen die BoNT-injizierten Hemispharen gegeniiber gestellt. Weiterhin wurde tiberpriift,

ob es innerhalb dieser Seite Abweichungen der Neuronenzahlen gibt.
1-Monats-Tiere, links

Die 10 Tiere dieser Gruppe hatten eine minimale Anzahl an Neuronen von 2164 und
eine maximale von 18552. Der Mittelwert lag bei 11339+ 4687. Auch hier war die
Standardabweichung der 1 Monats-Tiere sehr hoch. Wenn man das Minimum als
Ausreifder wertet und ihn aus der Rechnung nimmt, erhdlt man Werte von 12358+

3609. Damit ist die Standartabweichung geringer.
3-Monats-Tiere, links

Zu den 3-Monats-Tieren gehorten 8 Tiere. 3 Monate post injectionem ergaben sich
minimale Anzahlen von 12887 und maximale von 18526. Es ergaben sich somit ein

Mittelwert von 15749 und eine Standardabweichung von 1935.
6-Monats-Tiere, links

Die 8 Tiere, die 6 Monate nach der Injektion der Zahlung zugefiihrt wurden, hatten ein
Minimum der Neuronenanzahl von 13311 und ein Maximum von 19907. Damit lag der

Mittelwert bei 17224 + 2395.
9-Monats-Tiere, links

Der letzten Monats-Gruppe gehorten auch 8 Tiere an. Sie hatten minimal 6959 Neurone
und maximal 15898 Neurone. 12399 war der Mittelwert mit einer Standardabweichung

von 2824.
Vehikel-Tiere, links

9 Tiere gehorten zu dieser Gruppe. Sie hatten minimal 8099 und maximal 17222 Zellen.

Es liefd sich ein Mittelwert von 14067+ 2942 berechnen.

Eine Ubersicht der wichtigsten Maf3zahlen zeigt Tabelle 3.
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Tabelle 3: Wichtige Mafdzahlen der Versuchstiere des zeitlichen Verlaufs (linke Hemisphére)

Signifikanz, links

Auch hier haben wir den Monats-Tieren die Vehikeltiere gegentiber gestellt und
statistisch deren Neuronenanzahl mit dem Mann-Whitney-Test verglichen. Es gab nur
wenige, signifikante Unterschiede. Lediglich die 6-Monats-Tiere hatten im Vergleich zu
den Vehikeltieren signifikant mehr Neurone (p-Wert von 0,021). Jedoch gab es sowohl
bei den jlingeren (3-Monats-Tieren) als auch bei den dlteren (9-Monats-Tieren) keine

statistisch signifikanten Unterschiede mehr zu den Vehikel-Tieren (siehe Abbildung

11).
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Alter 1Mo li 3Mo li 6Mo li 9Mo li Vehikel li
Anzahl 11461 15493 19730 14228 16402
ChAT-positiver 9341 16951 13311 14470 12407
Interneurone 8239 12887 18636 10335 11835
im 11819 13264 14230 13528 17222
Striatum 8129 18526 19907 11498 8099
links 15824 16503 17429 6959 16761
15313 17099 17686 15898 15638
18552 15270 16859 12276 14736
12544 13501
2164
Mittelwerte Neurone 11339 15749 17224 12399 14067
Standardabweichungen 4687 1935 2395 2824 2942
Anzahl Tiere 10 8 8 8 9
Min 2164 12887 13311 6959 8099
Max 18552 18526 19907 15898 17222
Mittelwert ohne AusreilRer 12358
Standardabweichungen
ohne Ausreiller 3609




Anzahl cholinerger Neurone nach 25 pg BoNT-
Injektion (linkes Striatum/CPU)
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Abbildung 11: Mittelwerte und Standardabweichungen der Anzahl der ChAT-positiven Neurone verschiedener
Altersgruppen (linke Hemisphére). Verglichen wurden jeweils die Monatstiere mit den Vehikeltieren, wobei sich nur
bei den 6-Monats-Tieren ein signifikanter Unterschied ergab. (*)

3.1.3. Zeitliche Verinderung der mittleren Gesamtzahl der ChAT-positiven
Neurone im Vergleich der behandelten und unbehandelten CPu
Ahnlich dem Vergleich der Gruppen einer einzelnen Hemisphire ist auch die Signifikanz

beim Vergleich beider Hemispharen nicht ausschlaggebend. Lediglich bei den 6-Monats-
Tieren gab es auf der linken Hemisphire mit einem p=0,009 im Mann-Whitney-Test
signifikant mehr ChAT-positive Neurone als rechts. Bei den jiingeren (3-Monats-Tieren)
und alteren (9-Monats-Tieren) Gruppen gab es diesen signifikanten Unterschied nicht

(siehe Abbildung 12).
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Anzahl cholinerger Neurone nach 25 pg BoNT-Injektion im Seitenvergleich
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Abbildung 12: Mittelwerte und Standardabweichungen der Anzahl der ChAT-positiven Neurone verschiedener
Altersgruppen (linke und rechte Striata gegeniibergestellt). Verglichen wurden jeweils die Tiere gleichen Alters
untereinander, wobei sich nur bei den 6-Monats-Tieren ein signifikanter Unterschied ergab. (*)

Eine andere Untersuchungsmethode ist die Bestimmung des Standartfehlers. Unter
Berticksichtigung des Standartfehlers ergaben sich fiir die 1 Monats-Tiere rechts 11645+
1137 (Mittelwert+ Standartfehler) und links 11339+1137, fiir die 3 Monats-Tiere rechts
15112+ 1271 und links 15749+ 1271, fir die 6 Monats-Tiere rechts 13677+ 1271 und
links 17224+ 1271 und fiir die 9 Monats-Tiere rechts 13174+ 1271 und links
12399+1271, wahrend die Vehikel-Tiere rechts 13540+ 932 und links 14067+ 932
ergaben. Dargestellt sind diese Ergebnisse in Abbildung 13.
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Abbildung 13: Die Anzahl ChAT-positiver Neurone nach Injektion von 25 pg BoNT-A bzw. Vehikel-Lésung ins rechte
Striatum nach einem Untersuchungszeitraum von 1, 3,6 und 9 Monaten, unabhiangig vom Untersuchungszeitraum

blieben die Neuronenzahlen unverandert, dargestellt sind die Mittelwerte+ Standartfehler

Fligt man diese Ergebnisse weiteren Tests zu (siehe 2.7.2.), so erkennt man, dass iiber
den gesamten Untersuchungszeitraum von 9 Monaten zwischen der rechte und der

linken Hemisphare keine signifikanten Unterschiede aufgetreten sind.

3.1.4. Zeitliche Veranderung von Korpergewicht und Hirngewicht der Mause
Die zeitlichen Veranderungen von Korpergewicht und Hirngewicht der Mduse zeigt

Abbildung 14.

Das Korpergewicht wurde durch intrastriatale Applikation von 25 pg BoNT-A nicht
signifikant beeinflusst. In einem Zeitraum von 1 bis 9 Monaten nach Injektion stiegt das
Gewicht leicht jedoch nicht signifikant von 26,70+ 0,33g (Mittelwert+ Standartfehler)
bei 1 Monat auf 29,25+ 0,67 g bei 3 Monaten, weiter auf 32,46+ 0,54 g bei 6 Monaten
und 31,62+ 0,80 g bei 9 Monaten. Das Korpergewicht nach 9 Monaten nach BoNT-
Applikation unterschied sich nicht signifikant von der Vehikel-Gruppe nach 9 Monaten
(34,274 0,63g, Abbildung 14, A).

49



Ebenso das Gehirngewicht der Mause nach 1 bis 9 Monaten nach BoNT-A-Injektion blieb
anndhernd konstant bei 0,451+ 0,008 g bei 1 Monat, 0,465+ 0,008 g bei 3 Monaten,
0,478+ 0,005 bei 6 Monaten und 0,439+ 0,009 bei 9 Monaten. Lediglich das
Gehirngewicht nach 9 Monaten nach 25 pg BoNT-Injektion war signifikant niedriger als
nach 6 Monaten (Abbildung 14, B). Das Gehirngewicht nach 9 Monaten nach BoNT-
Injektion war dem Gewicht nach Vehikel-Injektion mit 0,455+ 0,007 g sehr ahnlich.
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Abbildung 14: Korpergewicht (A) und Gehirngewicht (B) nach Injektion von 25 pg BoNT-A bzw. Vehikellosung ins
rechte Striatum nach einem Untersuchungszeitraum von 1,3,6 und 9 Monaten, sowohl das Kérpergewicht als auch das
Gehirngewicht blieben anndhernd konstant, lediglich die 9 Monats-Tiere hatten ein signifikant reduziertes
Gehirngewicht im Vergleich zu den 6 Monats-Tieren, dargestellt sind Mittelwerte+ Standartfehler, Sternchen
kennzeichnen signifikante Unterschiede (*P<0,05, ** P<0, 01, *** P< 0, 0,01)

3.1.5. Zeitliche Veranderung vom Volumen des Striatums der Mause
Die zeitlichen Verdanderungen vom Volumen des Striatums der Maus zeigt Abbildung

15.

Man erkennt, dass das Volumen des rechten CPu und des linken CPu nach Injektion von
25 pg BoNT-A bzw. Vehikel-Losung in das rechte CPu sich in einem Zeitraum von 1- 9
Monaten post injectionem nicht signifikant zwischen den Hemisphadren unterschied.
Detailliert ergaben die Volumina einen Monat nach intrastriataler Injektion von 25 pg
BoNT-A fiir das linke CPu 9,959+ 0,200 mm?® (Mittelwert+ Standartfehler) und fiir die
rechte, BoNT-injizierte Seite 9,401+ 0,200 mm?. Nach drei Monaten ergaben sich fiir das
linke CPu 8,826+ 0,224 mm?3 und fiir das rechte 8,429+ 0,224 mm?3, nach 6 Monaten fiir
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das linke 8,934+ 0,224 und fiir das rechte CPu 8,499+ 0,224 mm? und nach 9 Monaten
fiir das linke CPu 8,422+ 0,224 mm? und fiir das rechte CPu 8,095+ 0,224 mm?3.
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Abbildung 15: Volumen des linken und rechten CPu nach Injektion von 25 pg BoNT-A bzw. Vehikellosung ins rechte
Striatum nach einem Untersuchungszeitraum von 1,3,6 und 9 Monaten, das Volumen zeigte wahrend des gesamten
Untersuchungszeitraums keine signifikanten Unterschiede zwischen den Hemispharen, dargestellt sind Mittelwerte+
Standartfehler, Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede (*P<0,05)
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3.2. Dosis-Wirkungs-Beziehung

Alle Tiere wurden 6 Monate nach BoNT-Injektion untersucht.

3.2.1. Dosis-Wirkungs-Beziehung der mittleren Gesamtzahl der ChAT-positiven
Neurone des CPu der rechten Hemisphare
50 pg, rechts

Die 50pg-Gruppe bestand aus 5 Tieren mit einer durchschnittlichen Neuronenanzahl
von 10617+ 3513. Das Maximum an ChAT-positiven Zellen lag bei 15901, wahrend das
Minimum bei 7917 lag.

100 pg, rechts

Bei dieser Gruppe gab es auch 5 Versuchstiere. Die maximale Neuronenanzahl lag bei

20308, die minimale bei 17391, was einen Mittelwert von 18498+ 1216 ergab.
200 pg, rechts

Die nur aus 2 Tieren bestehende letzte Gruppe hatte einen Mittelwert an Neuronen von

16369 und eine Standardabweichung von + 235.

Eine Ubersicht der wichtigsten Mafizahlen zeigt Tabelle 4.

Dosis BONT 50 pgre 100 pg re 200 pgre
Anzahl 12530 19049 16535
ChAT-positiver 7940 17391 16202
Interneurone 8796 17469

im 7917 18274

Striatum 15901 20308

rechts

Mittelwert Neurone 10617 18498 16369
Standardabweichung 3513 1216 235
Anzahl Tiere 5 5 2
min 7917 17391 16202
max 15901 20308 16535

Tabelle 4: Wichtige Maf3zahlen der Versuchstiere der Dosis-Wirkungs-Beziehung (rechte Hemisphare)
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Signifikanz, rechts

Mit Hilfe einer univariaten Varianzanalyse nach Bonferroni korrigiert haben wir alle
Gruppen gegeneinander verglichen. Beim Vergleich der rechten Hemispharen
untereinander fiel ein signifikanter Unterschied (p=0,007) zwischen den 50 pg-Tieren
und den 100 pg-Tieren auf, wobei die 100 pg-Tiere signifikant mehr Neurone hatten. Die
restlichen Vergleiche ergaben keine signifikanten Unterschiede beziiglich der Anzahl der

Neurone (siehe Abbildung 16).

Dosis-Wirkungs-Beziehung(rechtes
Striatum/CPU)
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Dosis BoMT

Abbildung 16: Mittelwerte und Standardabweichungen der Anzahl der ChAT-positiven Neurone nach Injektion
verschiedener Dosen von BoNT-A (rechte Striata). Verglichen wurden jeweils alle Dosen untereinander, wobei sich
zwischen den 50 pg-Tieren und 100 pg-Tieren ein signifikanter Unterschied ergab. (*)

3.2.2. Dosis-Wirkungs-Beziehung der mittleren Gesamtzahl der ChAT-positiven
Neurone des CPu der linken Hemisphire

50 pg, links

Die 5 linken Hemisphdren der 50 pg-Gruppe ergaben einen Mittelwert von 10474+
3290. Das Minimum lag bei 7256, das Maximum bei 14305.
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100 pg, links

In dieser Gruppe lief sich ein Mittelwert von 17309+ 2015 berechnen, bei minimalen

Zahlen von 14360 und maximalen von 19610.
200 pg, links

Diese Gruppe flihrte mit minimalen Zahlen von 13387 und maximalen von 15523 zu

einem Mittelwert von 14455+ 1510.

Eine Ubersicht der wichtigsten Mafzahlen zeigt Tabelle 5.

Dosis BONT 50 pg li 100 pg li 200pg li
Anzahl 9513 19610 13387
ChAT-positiver 7709 14360 15523
Interneurone 7256 17684

im 14305 16429

Striatum 13586 18463

links

Mittelwert Neurone 10474 17309 14455
Standardabweichung 3290 2015 1510
Anzahl Tiere 5 5 2
min 7256 14360 13387
max 14305 19610 15523

Tabelle 5: Wichtige Mafdzahlen der Versuchstiere der Dosis-Wirkungs-Beziehung (linke Hemisphare)

Signifikanz, links

Auch auf der linken Seite haben wir wieder alle Gruppen untereinander verglichen und
finden wie bei der rechten Hemisphare einen signifikanten Unterschied zwischen den 50
pg-Tieren und den 100 pg-Tieren (p=0,02). Die 100 pg-Gruppe hatte signifikant mehr
Neurone. Die restlichen Vergleiche zeigten keine signifikanten Unterschiede (siehe

Abbildung 17).
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Abbildung 17: Mittelwerte und Standardabweichungen der Anzahl der ChAT-positiven Neurone nach Injektion
verschiedener Dosen von BoNT-A (linke Hemisphare). Verglichen wurden jeweils alle Dosen untereinander, wobei
sich zwischen den 50pg-Tieren und 100pg-Tieren ein signifikanter Unterschied ergab. (*)

3.2.3. Dosis-Wirkungs-Beziehung im Vergleich der behandelten und
unbehandelten CPu
Beim Vergleich der rechten Hemisphéare mit der linken Hemisphare mit gleicher Dosis

an BoNT ergeben sich keine signifikanten Unterschiede (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 18: Mittelwerte und Standardfehler der Anzahl der ChAT-positiven Neurone nach Injektion verschiedener
Dosen von BoNT-A (linke und rechte Striata im Vergleich). Verglichen wurden jeweils gleiche Dosen miteinander
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3.2.4. Dosis-Wirkungs-Beziehung von Kérpergewicht und Hirngewicht der Mduse
Die Veranderungen von Korpergewicht und Hirngewicht der Mause in Abhangigkeit von

applizierter BoNT-A-Dosis zeigt Abbildung 19.

Zu sehen ist, dass sich das Korpergewicht der Mause nach 6 Monaten bei hoheren BoNT-
Dosen unterscheidet, so haben die Mause nach Injektion von 25 pg BoNT-A ein
Korpergewicht von 32,46+ 0,54 g (Mittelwert+ Standartfehler), wahrend bei 50 pg
BoNT-A ein Kérpergewicht von 32,73+ 1,10 g, bei 100 pg von 42,41+ 2,11 g und bei 200
pg von 45,44+ 0,22g vorliegt. Die Korpergewichte nach 100 und 200 pg BoNT-A waren
signifikant hoher als bei 25 pg oder 50 pg (Abbildung 19,A).

Ebenso das Gehirngewicht nach 6 Monaten nach BoNT-Injektion von 50 und 100 pg
BoNT-A war signifikant verdandert im Vergleich zur Injektion von 25 pg (Abbildung 19,
B). Verglichen mit 0,478+ 0,005 g bei 25 pg BoNT-A zeigten sich bei 50 pg 0,450+ 0,006
g, bei 100 pg 0,446+ 0,006 g und bei 200 pg 0,446+ 0,011 g.
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Abbildung 19: Kérpergewicht und Gehirngewicht der Mause nach 6 Monaten nach Injektion unterschiedlicher Dosen
an BoNT-A, A: das Korpergewicht der Mduse war nach Injektion von 100 pg oder 200 pg signifikant hoher als nach
Injektion von 25 pg oder 50 pg, B: das Gehirngewicht der Mduse war nach Injektion von 50 pg oder 100 pg signifikant
reduziert im Vergleich zur Injektion von 25 pg; dargestellt sind Mittelwerte+ Standartfehler, Sternchen kennzeichnen
signifikante Unterschiede (*P<0,05, ** P<0, 01, *** P< 0, 0,01)
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3.2.5. Dosis-Wirkungs-Beziehung von Volumen des Striatums der Mause
Die Verdanderungen des Volumens des CPu der Maus in Abhangigkeit von injizierter

BoNT-Dosis zeigt Abbildung 20.

Zu erkennen ist, dass sich das Volumen 6 Monate nach Injektion von héheren BoNT-
Dosen unterscheidet, so war das Volumen nach Injektion von 50 und 200 pg BoNT-A im
Vergleich zur nicht injizierten Gegenseite signifikant reduziert. 6 Monate nach
intrastriataler Injektion von 25 pg BoNT-A war das Volumen des linken CPu bei 8,934+
0,224 mm?® (Mittelwert+ Standartfehler) und der rechten Seite bei 8,499+ 0,224 mm?.
Nach Injektion von 50 pg BoNT-A lag das Volumen des linken CPu der Mausgehirne bei
10,751+ 0,583 mm? und des rechten CPu bei 8,039+ 0,583 mm?, wihrend nach Injektion
von 100 pg BoNT-A das Volumen des linken CPu bei 8,662+ 0,583 mm?, des rechten CPu
bei 8,023+ 0,583 mm?® und nach Injektion von 200 pg BoNT-A links bei 10,314+ 0,923
mm?® bzw. rechts bei 6,918+ 0,923 mm? lag. Diese letzen zwei Tiere der 200 pg

Tiergruppe hatten rechts ein signifikant reduziertes Volumen.

[T unbehandelt (links) CPu
12 1 B behandelt (rechts) CPu

b 1

10 A

CPu Volumen [mm3]
(o]

25 pg 50 pg 100 pg 200 pg
BoNT Dosis

Abbildung 20: das Volumen des CPu der Méduse nach 6 Monaten nach intrastriataler Injektion verschiedener BoNT-A-
Dosen; das CPu-Volumen nach Injektion von 50 und 200 pg BoNT-A war rechts im Vergleich zu links signifikant
reduziert; dargestellt sind Mittelwerte+ Standartfehler, Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede (*P<0,05,
** P<0, 01, ***P<0,0,01)
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3.3. Weitere Besonderheiten
Wahrend der Untersuchungen der cholinergen Interneurone sind Kkleine

Anschwellungen an cholinergen Nervenzellauslaufern aufgefallen, welche wir
,Botulinumtoxin induzierte Varikosititen“ (BiVs, siehe Abbildung 21, siehe auch
Abbildung 9) bezeichneten. Diese waren immunreaktiv und lief3en sich in der ChAT-
Farbung darstellen. Deren Auftreten und nummerische Veranderungen im Verlauf von 9
Monaten wurden in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Wree im Rahmen der

Dissertation von Juliane Spiewok untersucht.

Diese Anschwellungen treten bei Mausen nach intrastriataler Injektion von BoNT-A nur
bei ChAT-positiven Neuronen auf, wahrend sie bei Ratten sowohl bei ChAT- als auch bei

TH-positiven Neuronen auftraten (siehe Abbildung 22, TH= Tyrosinhydroxylase).

Abbildung 21: Botulinumtoxin induzierte Varikositaten
(Pfeile, Auftreibungen ChAT-postiviver Zellen)
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Maus 100pg BoNT - A

Abbildung 22: Immunhistochemische Farbung gegen CHAT (A und B) und TH (C und D) der Striata von Méusen (A
und C) und Ratten (B und D) nach intrastriataler Injektion von 100 pg BoNT-A nach 6 Monaten; schwarze Pfeile
kennzeichnen cholinerge Interneurone; schwarze Pfeilspitzen kennzeichnen exemplarisch cholinerge BiVs; weifle
Pfeilspitzen markieren exemplarisch TH-positive BiVs bei der Ratte, welche bei der Maus nicht vorkommen
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4. Auswertung und Diskussion

4.1. Auswertung der zeitlichen Analyse der Neuronenanzahlen

Da hinsichtlich der Anzahl ChAT-positiver Neurone der rechten Hemisphare keine und
bei der linken Hemisphdre nur bei den 6 Monatstieren signifikante Unterschiede
zwischen den Altersgruppen auftreten, ist davon auszugehen, dass die intrastriatale
Injektion von 25 pg BoNT-A nach einem Zeitraum von bis zu neun Monaten zu keiner
signifikanten Anderung der Neuronenanzahl fiihrt und eine zytotoxische Wirkung des

Toxins auf das cholinerge Transmittersystem unwahrscheinlich ist.

Die statistisch nur geringen Unterschiede beim Vergleich beider Hemisphéaren

untereinander bestatigen diese Vermutung.

Eine Normvariante finden wir bei Boma 325. Sowohl bei den linken als auch bei den
rechten Hemispharen der 1 Monatstiere gehoren die Minima zu Boma 325, womit man
dieses Gehirn ebenso als Ausreifier oder natiirliche Normvariante werten konnte.
Vermutlich aufgrund der geringen Grofde des Striatums liegt die Anzahl der
ausgewerteten Schnitte des Gehirnes mit der geringen Neuronenzahl mit 23 Schnitten
links bzw. 21 Schnitten rechts unter der durchschnittlichen Anzahl dieser Gruppe mit
24,6 Schnitten links bzw. 24,8 Schnitten rechts. Dies konnte den Ausreifder dieses Hirns

erklaren (siehe auch Zahlplan und -protokoll aus der Analyse des zeitlichen Verlaufs).

Das Striatum der Maus besteht zu 90 % aus Projektionsneuronen und zu 10 % aus
Interneuronen, bei denen man je nach Transmitterzusammensetzung 5 verschiedene
Gruppen unterteilt: 1. die cholinergen Interneurone, II. Interneurone mit GABA, NO-
Synthase und die Neuropeptide Somatostatin und Neuropeptid Y, III. Interneurone mit
GABA und Parvalbumin, IV. Interneurone mit GABA und Calretinin und V. Interneurone
mit GABA und Dopamin (Watson et al., 2012). Laut einer Studie von Rosen und Williams
(2001) gibt es im Striatum der Maus etwa 1.72 * 0.015 Mio. Neurone, von denen die

cholinergen Interneurone schatzungsweise 2% ausmachen (Guo etal., 2015).

Anhand der in meiner Arbeit erhobenen Daten lasst sich feststellen, dass die Anzahl
cholinerger Interneurone nach intrastriataler Injektion von 25 pg BoNT-A im Verlauf
von 9 Monaten und die Daten der Arbeitsgruppe um Guo et al. (2015) sich im Prinzip in
der Grofdenordnung dhneln, wenn auch bei der rechten lasionierten Seite als auch bei
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der linken nicht-lasionierten Seite leicht unter den in der Literatur angegebenen Daten
liegt. Und das obwohl sowohl in unserer Arbeitsgruppe als auch in der Arbeitsgruppe

um Guo C57 BL/6-Mause verwendet werden.

Diese Abweichung konnte mit den unterschiedlichen Farbemethoden zusammenhangen.
Wahrend in der Arbeitsgruppe um Prof. Wree der Primarantikorper iiber 3,5 Stunden
inkubierte und der Sekundarantikorper iiber Nacht, erfolgte bei Guo die Inkubation der
Primdrantikoérpers tiber Nacht und die Inkubation der Sekunddrantikorpers fiir eine

Stunde.

Ferner haben wir einen Sekunddrantikorper mit einer Konzentration von 1:250

verwendet, wihrend in Guos Arbeit eine Konzentration von 1:500 verwendet wurde.

Der wichtigste Unterschied liegt jedoch in der Verwendung von BSA (bovines Serum).
BSA kann verwendet werden, um hydrophobe Reaktionen wahrend des Farbevorgangs
zu minimieren. Jedoch kann es bei Verwendung von Antikérpern aus der Ziege zu
Kreuzreaktionen kommen, sodass es in der Arbeitsgruppe von Prof. Wree keine
Verwendung fand, in der Arbeitsgruppe von Guo jedoch schon. So ldsst sich
moglicherweise die erhohte Neuronenanzahl bei Guo durch vermeintliche

Kreuzreaktionen zwischen Ziegen-Antikorpern und Rinder-Serum erklaren.

Weiterhin verwendete Guos Arbeitskreis 50 um dicke Schnitte, wahrend wir in unserer
Arbeitsgruppe 30 pum dicke Schnitte verwendeten, was eine genauere Untersuchung

ermoglicht.

Die Anzahl ChAT-positiver Neurone zeigte auch eine betrachtliche Schwankungsbreite

von 11000 bis 15 000.

Unsere Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Studie an
BoNT-A injizierten Ratten (Antipova et al, 2013; Mehlan et al., 2016). Hier zeigte sich,
dass nach intrastriataler Injektion von 1ng BoNT-A sowohl die absolute Anzahl an
striatalen Neuronen als auch die Anzahl cholinerger Interneurone anniahernd konstant
blieb. Somit kann geschlussfolgert werden, dass die intrastriatale Injektion von BoNT-A
sowohl im Mausgehirn als auch im Rattengehirn zu keiner signifikanten Zytotoxizitat

fihrt.
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4.2. Auswertung der Dosis-Wirkungs-Beziehung der

Neuronenanzahlen
Die Auswertung der statistischen Tests der Dosis-Wirkungs-Beziehung gestaltete sich

als sehr komplex.

Da die mit 100 pg Toxin behandelten rechten Hemispharen signifikant mehr cholinerge
Interneurone als die mit nur 50 pg lasionierten rechten Hemisphdren haben, konnte
man annehmen, dass mit zunehmender Giftmenge die Bildung von Neuronen, also eine

Neurogenese induziert wird.

Im Vergleich mit den 200 pg Tieren bestatigt sich diese Hypothese jedoch nicht. Weder
die BoNT-injizierte Seite, noch die Kontrollseite zeigt einen signifikanten Anstieg der
Neuronenanzahl bei 200 pg. Moglicherweise ist aber auch mit zunehmender Dosis an

Gift die toxische Wirkung grof3er als die neurogeneseférdernde.

Weiterhin hat auch die zur Kontrolle dienende nicht lasionierte linke Seite im Striatum
bei den 100 pg Tieren signifikant mehr cholinerge Neurone als bei den 50 pg-Tieren,
sodass man entweder auch von einem kontralateralen Effekt ausgehen kann oder es
nicht auf den Inhalt der injizierten bzw. nicht injizierten Fliissigkeit ankommt, sondern
die 100 pg Tiergruppe unabhingig von der Behandlung aufgrund ihrer biologischen

Variabilitat mehr cholinerge Neurone besitzt als die 50 pg-Tiergruppe.

Mit einer Gruppengréfle von 5 bzw. 2 Versuchstieren pro Tiergruppe ist diese
biologische Variabilitdat nicht auszuschliefden, sodass man aus den gesammelten Daten
keine Hypothese zur Wirkung des BoNT-A auf die Anzahl der cholinergen Interneurone

hinsichtlich einer Dosis-Wirkungs-Beziehung ableiten kann.

Um den genauen Einfluss der Giftmenge zu beschreiben, miissten weitere Forschungen
betrieben werden mit vermutlich gréfieren Versuchstiergruppen, um den Einfluss
biologischer Variabilitdt moglichst gering zu halten. Sollte dies der Fall sein, miisste das

auch fiir die Therapie berticksichtigt werden.

Dass mit zunehmender Giftmenge die Anzahl an cholinergen Neuronen nicht sinkt, ist

ein positiver Hinweis auf die geringe oder nicht vorhandene Zytotoxizitat von BoNT.
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4.3. Auswertung der Korpergewichte und Hirngewichte

Insgesamt war das Korpergewicht in einem Untersuchungszeitraum von 9 Monaten
nach BoNT-Injektion von 25 pg BoNT anndhernd konstant, wahrend das Korpergewicht
nach Injektion von 100 pg oder 200 pg BoNT-A im Vergleich zur Injektion von 25 oder
50 pg nach 6 Monaten signifikant hoher war. Moglicherweise ist bei hoheren Dosen das
injizierte BoNT in die Region des Hippocampus diffundiert, wo es das SNAP-25
gespalten haben konnte, welches essentiell ist fiir die Exozytose von Leptin (Mora und
Pessin, 2002, Stuber und Wise, 2016). Folglich entwickelten die Mduse aufgrund eines
erniedrigten Leptin-Spiegels Adipositas.

Dieses Phdnomen eines veranderten Kérpergewichts zeigte sich bei Ratten, die mit 1ng
BoNT-A intrastriatal behandelt wurden, nicht. Méglichweise weil das Rattengehirn ein
Flinftel grofier ist als ein Mausegehirn und daher eine moégliche BoNT-A-Diffusion den
Hippocampus nicht erreichte. Andererseits kénnte das Mausegehirn auch sensibler
gegeniiber einer BoNT-Injektion sein als ein Rattengehirn (Hanna et al, 1999; Lamanna
et al, 1955; Lindstrom und Korkeala, 2006; ,Sesardic und Das, 2008; Wheeler et al,
2009).

Das Gehirngewicht der Mause nach 1 bis 9 Monaten nach 25 pg BoNT-A-Injektion blieb
anndhernd konstant &dhnlich den Vehikel-injizierten Tieren. Die geringe, jedoch
signifikante Reduktion von 6 % des Gehirngewichts bei den 50 bis 200 pg BoNT-
injizierten Tieren im Vergleich zu den 25 pg Tieren spricht fiir einen geringen
degenerativen Prozess. Eventuell konnte dies dadurch begiinstigt worden sein, dass der
laterale Ventrikel auf der injizierten Seite etwas erweitert erscheint, wie man in

Abbildung 8 sieht.

4.4. Auswertung der Volumenveranderungen des Striatums

Die Volumina des rechten CPu und des linken CPu nach Injektion von 25 pg BoNT-A in
das rechte Striatum blieben innerhalb eines Zeitraums von 9 Monaten nach Injektion
von BoNT-A bzw. Vehikellosung anndhernd konstant, sodass es keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Hemisphéaren gab.

Analog zum Gehirngewicht hat sich das Volumen des CPu nach Injektion von 50 pg und

200 pg BoNT-A im Vergleich zur Gegenseite reduziert. Daher kénnte man spekulieren,
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dass die Reduktion des Gehirngewichts sich zum Teil in der Reduktion des Volumens
des CPu begriindet. Bis jetzt wurde das Gehirngewicht von Mausen nach Injektion
verschiedener BoNT-Subklassen nicht bestimmt (Antonucci et al., 2009, 2008a, 2008b;
Luvisetto et al., 2003), sodass nur unsere retrospektiv gemessenen quantitativen Daten
von Ratten zur Diskussion herbei gezogen werden kdnnen (Antipova et al,, 2013). Das
Volumen des Striatums von Ratten dnderte sich nach Injektion von 1 ng BoNT-A nicht
signifikant im Gegensatz zur Anfilligkeit der Mause gegeniiber BoNT-A-Applikation
(Antipova et al., 2013).

4.5. Ausblick: BoNT-A als zukiinftige Therapieoption
Bereits 2011/2012 wurden Arbeiten veroffentlicht, die die intrazerebrale Injektion von

Botulinumneurotoxin-A zur Therapie des experimentellen Hemiparkinson der Ratte

untersucht haben (Wree et al,, 2011, Hawlitschka, 2012).

Botulinumtoxine sind auch heute schon ein etablierter Bestandteil der Medizin, zum
Beispiel zur Therapie der cervicalen Dystonie, als Teil der plastischen und dsthetischen
Chirurgie zur Faltenstraffung oder bei hypercholinergen Erregungszustanden der Blase
(siehe 1.4.2.). Auch bei diesen Therapieoptionen wird das Gift lokal injiziert, sodass

Botulinumtoxine grundsatzlich zur lokalen Therapie geeignet erscheinen.

Ziel einer intrastriatalen BoNT-A-Injektion ware es, den beim Morbus Parkinson
vorherrschenden Hypercholinismus im Striatum zu antagonisieren. Durch die
Interaktion des BoNT-A am SNARE-Komplex cholinerger Interneurone kénnen diese das
Acetylcholin nicht mehr vesikuldr an die postsynaptische Membran freigeben, sodass

dort eine anticholinerge Wirkung entsteht (siehe 1.4.1.).

Die lokale Injektion anticholinerg wirksamer Substanzen scheint deshalb so
vielversprechend, da die klassische systemisch wirksame Therapie eine Vielzahl an
Nebenwirkungen mit sich bringt, die die Lebensqualitdt der betroffenen Patienten stark
einschranken. So miissen sich die Betroffenen nicht nur mit vegetativen Symptomen wie
Mundtrockenheit, Ubelkeit oder Erbrechen auseinandersetzen, sondern z.T. auch mit
kognitiven Storungen. Bei einer der altesten Therapiemoglichkeiten (L-Dopa) lasst auf

Dauer die Wirksamkeit nach und bei den neuesten Methoden (invasive Verfahren)
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konnen lebensbedrohliche Nebenwirkungen wie Lungenembolien auftreten, sodass

noch immer nach besser vertraglichen Therapieoptionen gesucht wird.
Eine lokale Injektion von BoNT-A scheint deshalb immer attraktiver.

Am Tiermodell der Ratte wurden schon erste Erfolge in der Arbeitsgruppe um Prof.
Wree verzeichnet. So lasst sich im 6-OHDA-Modell (Hemiparkinson-Modell) mit Hilfe
lokaler Injektion von BoNT-A parkinsonmodelltypisches apomorphininduziertes

Rotationsverhalten reduzieren (Wree et al., 2011).

Ein weiterer Schritt, der uns der Therapie des Menschen ndher bringen soll, ist die
Verwendung des Maus-Modells, welches Grundlage dieser Dissertationsarbeit ist.
Voraussetzung fiir Versuche am Menschen ist die fehlende Zytotoxizitit des BoNT-A,

welche aufgrund dieser Studie wahrscheinlich erscheint.

Sowohl in meinen Untersuchen zur Anzahl von cholinergen Neuronen im Verlauf von bis
zu 9 Monaten post injectionem von 25 pg BoNT-A als auch nach unterschiedlichen
Dosen an BoNT-A kommt es zu keinem signifikanten Verlust an Neuronen, was gegen
eine Zytotoxizitdt spricht. Diese sogenannte Unbedenklichkeit ist notwendige

Voraussetzung eines jeden Arzneimittels.

Mogliche weitere Voraussetzungen waren eine konstante bzw. steuerbare Dosis an
BoNT-A, was durch intrastriatale Katheter realisiert werden konnte, dhnlich den

Insulinpumpen beim Diabetes mellitus.

Ebenso konnte durch Weiterentwicklung der stereotaktischen Verfahren der mogliche

Schaden am Hirngewebe minimiert werden.

Weitere Moglichkeiten den Kenntnisstand zur Parkinsontherapie zu erweitern, waren

Untersuchungen an anderen Tiermodellen durchzufiihren, zum Beispiel an Primaten.

Mit Hilfe dieser Schritte koénnte die intrastriatale Injektion von BoNT-A als

Therapieoption des Morbus Parkinson des Menschen immer wahrscheinlicher werden.
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6. Anhang

6.1. Tabellenanhang

Menge Beginn CPU-Ende CPU--
Name |Botox, Alter |>Schnittzahl li

Beginn CPU- Ende CPU-->
Schnittzahl re

Bemerkungen

223(50pg, 6 Mo  |5.5(5.6spr.)-10.3-->25

5.5 (5.6 spr.)-10.2-->24

7.4re heller, 7.5 re Falte, ab 8.2 wenig Zellen?

236(50pg, 6 Mo |6.1-11.2-->28 5.5 (5.6 spr.)-(10.3 spr.) 11.1--> 25 [6.3 re Riss, Falte, generell wenig Zellen
237|50pg, 6 Mo  [6.1-11.1-->25 6.1-11.1--> 25 ersten Kappchen felht, recht wenig Zellen (8.2)
5.5(6.1+10.5spr.)- 11.1--
240|50pg, 6 Mo |>25 6.2-11.1-->25 Beginn Kadppchen fehlt
241(50pg, 6 Mo |6.2-10.4-->23 6.2-10.4-->23 Beginn Kappchen fehlt+ Ende
NM, 4.6 Auffalligkeiten (Verschmutzungen?), 5.4
17|100pg 4.3-8.3-->23 4.3-8.4-->24 Bleistiftverunreinigungen
18|100pg 5.3 (6.3 spr.)-9.2-->21 5.3 (6.3 spr.)-9.4--> 23 NM, OT 7 neu Eindeckeln, 7.5 re Blasen
241100pg 5.3-(7.1.spr.)8.5-->23 [5.3-9.4-->27 NM
NM, viele Falten, Risse, Qualitat |/, 6.6 Falte, re
25(100pg 5.3(5.5spr.)-8.3-->22 5.3(5.5spr.)-8.3-->22 Uberschlagen, li: 5.3 Anfang fehlt, 1 Riss, 5.4 Falte
26(100pg 5.5-(8.6spr.) 9.1-->23 |5.5-9.1-->24 NM
30[200pg 5.3-9.2-->22 5.3-9.2-->22 NM
36(200pg 5.7-8.5-->21 5.7 (5.8 spr.)-8.5--> 20 NM

Tabelle 6: Zahlplan und -protokoll der Analyse der Dosis-Wirkungs-Beziehung
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Menge Botox, |Beginn CPU- Ende CPU --> Beginn CPU- Ende CPU -->

Name [Alter Schnittzahl links Schnittzahl rechts Bemerkungen
BM 279 |Vehikel, 9 Mo [5.4-10.2 --> 25 5.4-10.2-->25
BM 280 [Vehikel, 9 Mo [6.2-11.3--> 26 6.1-11.1-->25 Systemfehler
BM 281 |Vehikel, 9 Mo [5.3 (5.4 spr.)-10.3 -->25 5.3 (5.4 spr.)-10.3--> 25 spr.= springen/auslassen
BM 283 [Vehikel, 9 Mo [5.6-10.4--> 25 5.6-10.4-->25
BM 284 |Vehikel, 9 Mo |5.5 (6.1 spr.)-11.2--> 26 5.5(6.1spr.)-11.1-->25 7.1Riss i, 9.4 hell li, insgesamt wenig Zellen OT8/9
BM 285 |Vehikel, 9 Mo [6.2-11.3-->26 6.1-10.4-->24
BM 287 |Vehikel, 9 Mo [6.1- (11.2 spr.)11.3 -->25 6.1-11.1-->24 10.2/3 hell
BM 288 |Vehikel, 9 Mo |6.1-11.3--> 26 5.4(5.5spr.)-11.1-->25 7.2 hell
BM 289 |Vehikel, 9 Mo [6.2-11.2-->26 6.2-10.5-->24 8.5li hell, 9.5 Programm stiirzt ab, 10.3 i hell

5.5 re +5.6 Riss, 6.1+6.4 Stichkanal, 7.2re+7.4 li Risse, 7.2 li
BM290 |25pg, 9Mo  [5.6-11.1-->25 5.4-10.5-->26 Verfdrbungen, 9.2+9.4 kaputt
BM 291 [25pg, 9Mo  [5.3-9.3-->22 5.3-(9.2 spr.) 9.4-->22 7.2+3 re hell

letztes Kappchen rostral fehlt re, 6.2 re+6.3 Stichkanal, 6.4
BM 292 [25pg, 9Mo  [5.1-10.2-->27 5.1-9.4-->24 Rissre, 7.11i hell
BM 293 |25 pg, 9 Mo 5.1- 9.3-->23 5.1-9.3-->23 6.2 re Stichkanal, 7.1li +7.3re hell, 0.05/0.07 li
BM 294 |25pg, 9Mo  [5.3-10.3-->26 5.3-10.3-->26 5.3re Bivs extrastriatal, Bivs mehr li?, 6.3+7.2 re Stichkanal
BM 297 |25pg, 9Mo  [5.4-(10.1spr.) 10.2-->23 5.4-10.2-->24 6.5 re zerteilt,6.5 li verfarbt, 7.2 re wenig Zellen?, 0,07/0.08
BM 298 |25 pg, 9Mo  [5.1(5.2spr.)- 9.4-->24 5.1-9.1-->22 5.2 re Riss, 6.2 bds. Orange, 8.3 Grenze Kortex i

5.4 (5.5spr.)- (8.3 spr.) 10.3--
BM 299 |25pg, 9Mo  [>23 5.3- (9.3 spr.) 9.4-->21 6.5re +7.3re Risse, 8.3 li kaputt, 9.2 li hell
7.6 normal-(9.3 spr.) 9.4-->9 Atrophie Striatum--> nicht ausgezahlt!, re Cortex fehlt, 6.1

BM 311 |[25pg, 9Mo  [5.2-9.1-->22 (Beginn fehlt) re orange
BM318 |25pg, 1Mo  [5.6(6.1spr.) -9.2-->24 5.6-9.2-->25 durcheinander, 7.6 wenig Zellen, 0.06/0.07
BM 319 |[25pg, 1Mo  [5.5(5.6spr.)- 9.6-->27 5.7 (6.1, 10.1spr.)-10.2 -->26 0.07=m1re, OT7 wenig Zellen, 8.3 li hell, 0.06=m1 li
BM 320 |25 pg, 1 Mo 6.2-11.2-->25 6.3-11.4-->26 0.09=m1re, 0.06li
BM 321 |[25pg, 1Mo  [5.7(5.8, 9.2 spr.)- 9.3-->24 5.7 (5.8, 9.4 spr.)-9.5-->26 6.3 li Falte, 6.5 Falte, 7.6 kaputt, recht kleines Gehirn li
BM 322 |25pg, 1Mo  [5.10- (9.1spr.) -9.2-->26 5.8(5.9, 8.5 spr.)-8.6-->25 7.2li hell
BM 323 [25pg, 1Mo [6.2-10.1-->24 6.3- (10.2 spr. )10.3-->25 6.2 verfarbt/Falte, 9.11i Falte, 9.2 li Riss
BM 324 (25 pg, 1 Mo 6.2-10.1--> 26 6.2 (6.3, 9.5spr.)-10.2-->25 6.31i +6.41i Riss

0.12/0.11 m1/m0 fast keine Neurone, siehe Screenshot!, 6.7
BM 325 |25pg, 1Mo [6.1-9.2-->23 6.1(8.5spr.)-9.1-->21 li+7,1liRiss, 0.13/0.13 li
BM 326 [25pg, 1Mo [5.7(5.8, 8.6 spr.)- 8.7 -->23 5.7(5.8,8.6spr.)- 8.7-->23

Bldschen re, 5.12 li kaputt--> Anfang fehlt i, 6.4 kaputt, 6.5
BM 327 |25pg, 1Mo  [5.13-8.6-->24 5.11-8.6--> 26 Systemabsturz, 7.1/2+ 7.4 i Risse
BM 328 [25pg, 3Mo  [5.5-10.3-->23 5.4-10.3-->25 durcheinander, 5.5 GefiRe, re hell, 6.1 GefiRe, 10.2/3. hell
BM 329 |25pg,3Mo  [5.4-10.1-->23 5.4-10.2-->24 5.6 unregelmaRig gefarbt
BM 330 |[25pg, 3 Mo  [5.5-10.5-->26 5.4 (10.2 spr.)-10.3-->24 10.2 Geféle, siehe Screenshot
BM 331 |[25pg,3Mo  [5.5(6.1spr.)-10.4 -->23 5.5(6.1spr.)-10.4-->23 9.2 Blasen, wenig Zellen, GefdRe
BM 333 |25 pg, 3 Mo 6.1- (10.4 spr.)-10.5 -->24 6.1-10.5 -->25
BM 334 |25pg,3Mo  [5.5-11.1-->25 5.6-11.1-->24 6.2 unregelmaRig gefarbt
BM 335 |25pg,3Mo  [5.5(5.6 spr.)-10.1-->23 6.1(10.2 spr.)- 10.3-->23 re 8.2 hell
BM 336 |25pg, 3Mo  [5.5(6.1spr.)-10.4 -->24 5.5(6.1spr.)-10.3-->23
BM 337 |25 pg, 6 Mo 6.1-11.1-->26 5.5-10.4-->25
BM 338 (25 pg, 6 Mo 5.5-11.2-->27 5.5-11.2-->27
BM 340 (25 pg, 6 Mo 5.5-11.3-->28 5.5-11.1-->26
BM 341 [25pg, 6 Mo  [5.4- 12.2-->25 5.4-12.1-->24 7.1,9.4,11.1 springen re+li
BM 342 (25 pg, 6 Mo 6.1.2-11.4--> 26 6.3-10.4-->20
BM 343 |25 pg, 6 Mo 5.5-11.3-->27 5.3(5.4,11.1spr.)-11.2-->26
BM 344 |25pg, 6 Mo  [5.5-10.5-->26 5.5-11.1-->27 6.1+ 6.5 re Stichkanal, 7.2 hell li
BM 346 |25 pg, 6 Mo 5.5-10.4-->26 5.5-10.4-->26

Tabelle 7: Zdhlplan und -protokoll der Analyse des zeitlichen Verlaufs

* re (Botox-Seite)
grin=schon gezahlt
S 44 Hirne/ 88 Hemisphiren

Stand: 17.12.13
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Data File |Marker Total Number of [Region  |Number of [User [Measured i i i i Coeffici ient [1st 2nd Counting [Sampling
Markers  [Sections Sampling |Defined  [Defined pulati pulati pulati pulation [of Eror |of Error i i Frame Area|Grid Area
Counted Sites Mounted  [Mounted |using User [using Mean |using Mean [using CE cE (XY) (m?)  [(XY) (um?)
Thickness |Thickness [Defined  [Section  [Section  |Number [), m=0 ), m=1 (Schmitz-  |(Schmitz-
Section  [Thickness |Thickness |Weighted Hof) Hof)
Thickness with Counts|Section
[ Thickness

oma 223 re [Neuro 50 pg re 277 ayel X 7.1[n/a 1253040 12667.67] _12797.12 .06 10000,0] __ 52900.0

oma 236 re [Neuro 50 pgre 163 25Granule Laye| X n/a ,09) 10000,0] _ 52900.0

oma 237 re [Neuro 50 pgre 197 25|Granule Laye| X X1 _{ ,08| 10000,0)

oma 240 re [All Markers |50 pg re 166, 25Granule Laye| X .0[n/a .01 08| 10000,0)

oma 241 re [Neuro 50 pgre 305 23|Granule Laye| X .7|n/a 15901,19] _15935,28] _ 16095,02] 06) 0,057] __10000,0] __52900.0]
Boma 17 re NNeuro 100 pg re 409| 24|Granu\e Laye| 0,0 17.6[n/a 19048,56 19093,10] 19012,44 0,06 10000,0 52900,0]
Boma 18 re NNeuro 100 pg re 429| QIGranu\e Laye| 0,0 15,3[n/a 17391,17] 17400,92] 17338,24, 0,06
Boma 24 re NNeuro 100 pg re 402 27|Granule Laye| 0,0 16,4|n/a 17469,44 17541,13] 17574,87, 0,06
[Boma 25 re NNeuro 100 pg re 411 23|Granu\e Laye] 0.0 16.8|n/a 18273,73| _18325,03 _ 18272,12] 0,05
[Boma 26 re NNeuro 100 pg re 462 24|Granu\e Laye] 0.0 16,6|n/a 20307.91 20412,54| 20505,32) 0,06 10000,0)
[Boma 30 re NNeuro 1200 pg re 417 22|Granule Laye| 1050 0.0 15,0|n/a 16534,75] _16546,49] _ 16664,84 0,06 0,049] __10000,0] __52900.0)
[Boma 36 re NNeuro 200 pg re 410 20|Granule Laye| 1013 0| 14,9|n/a 16202.05] _16235,25] 1638193 0,05 0,049 52900

I

oma 223 Ii {Neuro 50 pg 240 25|Granule Laye| 264 15[n/a 9513,03] 948861  9544,09 ,06]

oma 236 Ii |Neuro 50 pg 180) 28Granule Laye| 209 16.2|n/a 7708,54 7668,6 7641@1 ,08|

oma 237 Ii |Neuro 50 pg 163 25|Granule Laye| 343 16.8|n/a 7256,27| __ 7361,69] 727743 ,08|

oma 240 Ii Neuro 50 pg 289 25|Granule Laye| 301 18,7|n/a 1430479 14369,53] __ 14536,83] ,06]

oma 241 1i Neuro 50 pg 301 23|Granule Laye| 227 1714|n/a 13586,43) 13521,51| 13635331J 07|
[Boma 17 Ii N{Neuro 100 pg I 413 zgleranu\e Layel 1229 0| 18[n/a 19609,88] _ 19661,35] 1961652 0,06

oma leuro 100 pg 379 21[Granule Laye| 251 4,3|n/a 14360,47| 0,051

oma leuro 100 pg 382 23[Granule Laye| 302) 7.5[n/a 17683,95] 52900

oma leuro 100 pg 359 22[Granule Laye| 311 7,3[n/a 16429,11 16478,7|

oma leuro 100 pg 400 23[Granule Laye| 304 7,5[n/a 1846312 18469,03] 0,05 _ 10000]
Boma 30 Ii N{Neuro 200 pg i 301] zgleranu\e Laye| 1120| 0| 16,8[n/a 13387,21]  13369,71]  13206,04] 0,07] 0,06[ 0,08] 0,058] 10000} 52900
Boma 36 i N{Neuro 200 pg Ii 409] 21|Granule Layel 1175) 0,0] 14,3[n/a 15623,47|  15523,47|  15594,72| 0,05] 0,05] 0,052] 0,049]  10000,0]  52900,0]

Tabelle 8: ,results”, Zahlresultate der Dosis-Wirkungsbeziehung

Data File Marker  |Total Number of [Region  |Number of |User [Measured |Estimated |Estimated |Estimated |Estimated fent [Coeffici 2nd Counting [Sampling

Markers  [Sections Sampling |Defined  |Defined pulati P pulati pulation [of Error |of Error Estimated |Frame Area|Grid Area

Counted Sites Mounted  [Mounted |using User |using Mean |using Mean |using CE (XY) (um?)  [(XY) (um?)

Thickness |Thickness |Defined Section Section Number ), m=0 ), m=1 (Schmitz-
Section Thickness [Thickness (Weighted Hof)
Thickness with Counts|Section
 Thickness

oma 318 leurone Maus chat.DA’ lo leuro le Laye] n/a 11460.51 11465,71 11502,39 52900,
oma 319 li Neurone Maus chat.DA” lo leuro le Laye] n/a 52900,
oma 320 li Neurone Maus chat.DA” o leuro le Laye] n/a 52900,
Joma 321 leurone Maus chat.DA’ lo leuro le Laye] n/a 11819.01 52900,
Joma 322 leurone Maus chat.DA’ lo leuro le Laye] n/a 8129.21 52900,
Joma 323 leurone Maus chat.DA’ lo leuro le Laye] n/a 1582449 52900,
Joma 324 leurone Maus chat.DA’ lo leuro le Laye] n/a 15312,73] 52900,
Joma 325 |i Neurone Maus chat. DA’ lo leuro le Laye] n/a 52900,
oma 326 li Neurone Maus chat DA o leuro le Laye] wa 52900
oma 327 li Neurone Maus chat DA o leuro le Laye] wa 52900
oma 328 li Neurone Maus chat.DA" o leuro le Laye] n/a 9 52900,
oma 329 li Neurone Maus chat.DA” o leuro le Laye] na 5 .C 52900,
oma 330 li Neurone Maus chat DA o leuro e Laye] va 13007.79|__13114,28] 52900,
oma 331 li Neurone Maus chat. DA o leuro e Laye] va 13306,12]_13401,00] 1000 52900
oma 333 li Neurone Maus chat.DA" o leuro le Laye] n/a 8525,73 ,047] 1000 52900,
oma 334 li Neurone Maus chat.DA" o leuro le Laye] n/a 047 1000¢ 52900,
oma 335 li Neurone Maus chat.DA" o leuro le Laye] n/a 1 046 1000 52900,
oma 336 li Neurone Maus chat.DA’ o leuro le Laye] n/a 15269,84|  15263,79]  15331,65| ,049)] 1000 52900,
oma 337 li Neurone Maus chat.DA' o leuro e Laye] 284] 6|n/a 729,63 04 100000 52900.C
oma 338 li Neurone Maus chat.DA’ o leuro le Laye] 391 2[va 310,6° .053] 1001 X
oma 340 li Neurone Maus chat.DA o leuro le Laye] 367 7|va 6363 .046] 1001 X
oma 34 leurone Maus chat.DA o leuro le Laye] 211 .8[n/a 1230,0( 51| X
oma 34 leurone Maus chat.DA o leuro le Laye] 2%{ 4[n/a 199066 048] X
oma 343 li Neurone Maus chat,DA o leuro le Laye] 367] 4,0[n/a 7429,4 .046|
oma 344 li Neurone Maus chat.DA’ o leuro le Laye] 1438 3,7|n/a 7685,6: .XAEI
oma 346 li Neurone Maus chat.DA’ o leuro le Laye] 258| 4,2|n/a 6858, 047}
oma leurone Maus chat. DA o leuro e Laye] 61 5.4/a 1422643 14223,60] 14337 ,06) 053] 1
oma leurone Maus chat. DA o leuro le Laye] 8 X 5,5[n/a 14469,55] 1451317 14699, ,06] 0531 X
oma leurone Maus chat. DA o leuro le Laye] 8 X 4,32 1033461 10344,04] 10416, ,06) 60 1 X
oma leurone Maus chat, DA o leuro le Laye] 64 X 3.9/a 13507,72] 1355796 13588, ,07] @I 1 X
Joma 294 li Neurone Maus chat.DA’ lo li leuro 6|Granule Laye] 5] X 15, a 11498.45) 11542,68| 1579,7: ,06 059 1 X 5 X
Joma 297 li Neurone Maus chat.DA’ lo li leuro 3| Granule Laye| 1 14.7|n/a 6959.46 7019,54) 7074,87| ,08 075 1 X 5: X
Joma li Neurone Maus chat.DA lo li leuro 4|Granule Laye] 48| 16,8[n/a 15898,30] 15937, 86| 15948, 16| ,07] 053 1 X 5: X
oma 299 li Neurone Maus chat.DA’ o i leuro 308 3[Granule Layel 22 15,1[n/a 1227632 1232323 12349.52] ,06] .057] 10000, 52900,

Tabelle 9: ,results”, Zdhlresultate der zeitlichen Analyse (linke Hemispharen)
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Tabelle 10: ,results, Zahlresultate der zeitlichen Analyse (rechte Hemisphéaren, Fortsetzung der Tabelle 9)
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joma 279 li Neurone Maus chat.DA’ Vehikel li leuro 440 5|Granule Laye| 298 14,1n/a 16401,53] 16450, 16460,27| ,05) 1 ),

oma li Neurone Maus chat.DA Vehikel |i leuro 6|Granule Laye| 1474 14.1|n/a 12407,32] 12450, 12635,62| ,05) 1 A

joma 281 li Neurone Maus chat.DA’ Vehikel li leuro 5|Granule Laye| 293 14.5|n/a 1183461 12136, 2153, 16| ,06 1 A

Joma 283 li Neurone Maus chat.DA’ Vehikel |i leuro 5|Granule Layel 1413 12,6[n/a 17221,79] 17248, 7346,46)| ,05) 1 A

Joma 284 leurone Maus chat.DA’ Vehikel leuro 6 le Laye] 1444 .4[n/a 812 7| 1

oma 285 leurone Maus chat.DA’ Vehikel leuro le Laye] 1350 .7|n/a

oma 287 leurone Maus chat.DA’ Vehikel leuro le Laye] 314] ,3[n/a

Joma 288 leurone Maus chat.DA’ Vehikel leuro le Laye] 1354) .2[n/a

Joma 289 leurone Maus chat.DA’ Vehikel leuro le Laye] 395 . 1{n/a

Joma 318 re Neurone Maus chat.DA lo re leuro le Laye] . 1{n/a

Joma 319 re Neurone Maus chat.DA lo re leuro le Laye] ,0[n/a

Joma 320 re Neurone Maus chat. DA lo re leuro le Laye] .8[n/a

Joma 321 re Neurone Maus chat. DA lo re leuro le Laye] .4[n/a

Joma 322 re Neurone Maus chat.DA lo re leuro le Laye] ,0[n/a

oma 323 re Neurone Maus chat.DAT _|1Mo re Neuro le Laye] [/ 51

oma 324 re Neurone Maus chat.DA o re leuro le Laye] ,8|n/a

oma 325 re Neurone Maus chat.DA o re leuro le Laye] 4|n/a

Joma 326 re Neurone Maus chat. DA’ lo re leuro le Laye] ,8|n/a 17688,67|

Joma 327 re Neurone Maus chat.DA lo re leuro le Laye] 4|n/a 19210.41

oma 328 re Neurone Maus chat. DA o re leuro le Laye] 147¢ .0[n/a 7515 17575,05] _ 17699,90|

oma 329 re Neurone Maus chat.DA o re leuro le Laye] 127¢ 3[n/a 256-

oma 330 re Neurone Maus chat.DA lo re leuro le Laye] 124 .4[n/a 679 16821,91

oma 331 re Neurone Maus chat.DA lo re leuro le Laye] 122 ,7|n/a 290

oma 333 re Neurone Maus chat.DA o re leuro le Laye] 1200} .8[n/a 221 12220,98]  12302,83]

oma 334 re Neurone Maus chat. DA o re leuro le Laye] 1168 .0[n/a 7407,78] _ 17395,35]  17487,31|

oma 335 re Neurone Maus chat.DA o re leuro le Laye] 1233] 6|n/a 9355,82

oma 336 re Neurone Maus chat.DA o re leuro le Laye] 1170‘ n/a 2142,21 12079,65]  12245,53

oma 337 re Neurone Maus chat. DA ore leuro e Laye] 248 2[va 775.68] _ 16775,68]  16974.59| 100 52900
oma 338 re Neurone Maus chat. DA ore leuro le Laye] 340) 6|n/a 323,35]__10313,13] 10000, X
oma 340 re Neurone Maus chat. DA ore leuro le Laye] 322] 3[n/a 47 546774 10000, X
oma 341 re Neurone Maus chat. DA ore leuro le Laye] 163 3[n/a 17 10000, X
oma 342 re DAT ore leuro le Laye] 072] A[va 2 10000, X
oma 343 re Maus chat Neurone.DAT _[6Mo re leuro le Laye] 315] 0[n/a 3¢ 10000, X
oma 344 re Neurone Maus chat.DAT _[6Mo re All Markers le Laye] 1436 A[n/a o 10000, X
oma 346 re Neurone Maus chat.DAT _[6Mo re leuro le Laye] 169 8[n/a 41017 10000, X
oma 290 re Neurone Maus chat. DA ore leuro 359] 6|Granule Laye] 348| 52[n/a 1447915 1448437 14544,84 5! 053] 10000,

oma 291 re Neurone Maus chat. DA’ o re leuro 343 22| Granule Laye] 33 4,2[n/a 1285121 12860,75] 1292594 ,06) 5| ,057 .054] 10000,

oma 292 re Neurone Maus chat. DA’ o re leuro 366) 4[Granule Laye] sj 3,5[n/a 13056,65] _ 13036,48] _ 13134,71 05 5| ,057 .052] 10000,

Joma re Neurone Maus chat. DA’ lo re leuro 471 3| Granule Laye| 26| 3, a 16951,46| 16925,27| 6928, 7 ,05) 5] X 046 1 A

Joma 294 re Neurone Maus chat. DA’ lo re leuro 2, 6|Granule Laye| 58| 3, a 11594,72] 11601,27| 1662, 0¢ ,06 6| ,05¢ 055 1 A

Joma 297 re Neurone Maus chat. DA lo re leuro 4| 4|Granule Laye| 148| 14, a 7686.43 7722,67) 7777.7: ,08 7] ,07¢ 070 1 A

oma 298 re Neurone Maus chat. DA’ o re leuro 9! 22| Granule Laye] 174 13,6[n/a 13978,13]__13939,22 _ 14000,6: ,06) 5| ,05: .051] 10000,

Joma 299 re Neurone Maus chat.DA lo re leuro 8| 1|Granule Laye| 177 14.1|n/a 14794,22] 14763,24| 14788, 4¢ ,05) 5] ,05: 50| 1 A

Joma 279 re Neurone Maus chat.DA Vehikel re leuro Laye| ,3[n/a 10760.40] 10762,37]

Joma 280 re Neurone Maus chat.DA ‘ehikel re leuro Laye| . 1{n/a 2265.37, 12265,37

Joma 281 re Neurone Maus chat.DA ‘ehikel re leuro Laye| .2[n/a

Joma 283 re Neurone Maus chat.DA ‘ehikel re leuro Laye| .8[n/a

Joma 284 re Neurone Maus chat.DA ‘ehikel re leuro Laye| .9[n/a

oma 285 re Neurone Maus chat.DA ‘ehikel re leuro Laye] .4|n/a

oma 287 re Neurone Maus chat.DA ‘ehikel re leuro Laye] 1|n/a 12068,22] __12064,75| 10000,

oma 288 re Neurone Maus chat.DA ‘ehikel re leuro Laye] ,7|n/a 10744,16] __10744,16] 10000,

oma 289 re Neurone Maus chat.DA ‘ehikel re leuro Laye| ,2|n/a 11739.60]  11764,68|




Univariat

[DatenSet(]
Einfaktorielle ANOV A
VARQOOOE
Cuadratsumm Mittel der
[ df Quadrate F Slgnifikanz
Zwischen den Gruppen 282TE+12 5 5653E+11 8,688 000
Innerhalb der Gruppen 1171E+12 18 65071877238
Gesamt 3.998E412 23
Post-Hoc-Tests
Mehrfachvergleiche
Abhdngige Variable: VARDDODS
Bonferroni
Mittlere Standardfehle F i
(1l VARDDOO4  {J) VARODDDg | Ditterenz (I-J) r Signifikanz | Untergrenze
S0pa L 100pg L -788131,000 161334 283 002 | -1333495.31
200pg L -575154,800 213425 195 222 | -1296609,26
S0pa A 14304 ,000 161334 283 1,000 -531064,31
100pg R 668245400 | 161334283 009 | -1214613,71
200pg R -383648 800 213425, 185 1,000 | -1105303,26
100pg L S0pa L 788131,000 161334 283 002 242762 .69
200pg L 212676,200 213425 185 1,000 -508478 26
B0pa R 802435.1300‘ 161334 283 0 257066,60
100pg R 118885600 161334,283 1,000 -426482.T1
200pa R 404282200 213425 185 1,000 -317172.26
200pg L S0pg L 575154,800 213425,195 222 -146209 66
100pg L -2120976,200 213425,185 1,000 -5934430 66
50pg A 589458 800 213425 195 193 -131905 66
100pg A -84080, 600 213425,195 1,000 -B15545,06
200pa R 191306,000 255081 ,900 1,000 -B70957 .01
50pa R 50pa L -14304,000 161334 283 1,000 -559672,31
100pq L --5302&1.35.000- 161334 283 001 | -1347803,31
200pg L -588458,800 213425, 185 193 | -1310813,28
100pg A -683548,400 |  161334,283 007 | -1228917,71
200pa R -398152,800 213425 185 1,000 | 1118607 26
100pa R S0pa L @69245.400L 161334, 283 009 123877,00
100pg L -118885,600 161334283 1,000 -664253,91
200pg L 24080 600 213425 195 1,000 -627363,86
S0pg A 683549,400 161334 283 007 138181,00
200pg R 2B5396,600 213425,185 1,000 -436057 BB
200pg A 50pg L 383848800 213425 195 1,000 -337605 66
100pg L -404282,200 213425,195 1,000 | -1125736,66

80

Seite 1



Abhéngige Variable: VARIOC03

Mehrtachvergleiche

Banferroni
5%,
il VARDDDO4 () WARDODODS | Obergrenze
50pg L 100pg L 242762 88
200pg L 146239,66
50pg R 559672,3
100pg A 12387709
200pg R 33760566
100pg L S0pg L 1333499,31
200pg L 534430 66
50pg R 1347803,31
100pg R 864253,
200pg A 1125736,66
200pg L 50pg L 1206609 ,26
100pg L 5084 78,26
S0pg R 1310913,26
100pg R 62736386
200pg R 1053609,01
50pg R S0pg L 531064,31
100pg L -257066,69
200pg L 13199566
100pg A -138181,09
200pg R 323301 66
100pg A S0pg L 1214613,71
100pg L 426482, 71
200pg L 815545,06
50pg R 1228817,71
200pg A 1006851,06
200pg R 50pg L 1105303 26
100pg L ATIT2 26
Mehrfachvergleiche
Abhangige Variable: VARD0003
Banferroni
Mittlere Standardfehle ki
WVARDDONA L WARDnond | Differenz (1) r Signifikanz | Untergrenze
200pg L 191306000 255091,900 1,000 | -1053609,01
S0pg R 398152,800 213425195 1,000 -323301 66
100pg R -285396,600 213425195 1,000 | -1006851,06
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Mehrfachvergleiche
Abhéngige Variable: VARIOC03

Bonferroni
95%e...
(MVARMMNA LI VARONG | Obergrenze
200pg L B70997,01
50pg R 111960726
100pg R 436057 86

. Die Differenz der Mittelwerte ist auf dem Niveau 0,05 signifikant,

Saite 3

Tabelle 11: Statistische Tests zur Untersuchung der Dosis-Wirkungs-Beziehung
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Gerate Hersteller

Cryostat Jung CM300 Leica, Bensheim/ Jung, Deutschland
Digital ansteuerbarer Objekttragertisch, MT12 | Heidenhain, Traunreut, Deutschland
Digitalkamera CX9000 fiir | MicroBrightField Bioscience, Vermont, USA
Durchlichtmikroskopie

Mikroskop BX 51 Olympus, Tokyo, Japan

Schiittler Standard Analog Shaker

VWR, Darmstadt

Stereotaktischer Apparat

David Kopf Instruments,

Tujunga, CA, USA

Tabelle 12: Gerate und Hersteller

Chemikalien und Verbrauchsmaterial Hersteller

ABC Elite Kits Anti goat, Anti mouse, standard | Vector Laboratories, Camon, Wiesbaden,
(biotynilierter Sekundarantikérper, Avidin, | Deutschland

Biotin)

Ammoniumchlorid Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ammonium-nickelsulfat Hexahydrat

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Botulinumtoxin-A

Quadratech Diagnostics

Deckgliaser Menzel Gldser 24 mm x 60 mm

in vitro diagnostic/ Apothekencharge

DePeX

Serva, Heidelberg, Deutschland

Diaminobenzidin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Ethylenglykol 99% Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Glycerol 85% Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Hamilton-Mikroliterspritze

Carl Roth, Karlsruhe

Normal Rabbit Serum

Vector Laboratories, Southfield, MI, USA

Objekttrager Menzel-Glaser Superfrost© Plus

Thermo Scientific

Pinsel Junior Synthetics, Serie 303, Grofde 1 | da Vinci
und 2
Propanol Apothekencharge

Rinderserumalbumin Albumin Fraktion V

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Saccharose

Handelsublicher Zucker

Tissue Freezing Medium®©

Tissue Freezing Medium®©

Triton X-100

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

24-Well- und 48-Well-Gewebekulturschalen | Greiner bio-one
Multidish
Xylazin (Rompun®©) Bayer, Deutschland
Xylol ] T Baker, Greisheim, Deutschland
Tabelle 13: Chemikalien und Verbrauchmaterial, Hersteller
Verdiinnung Hersteller
Primérer ChAT (Ziege) 1:200 Chemicon (Millipore)
Antikérper
Sekundirer Anti-Ziege 1:250 Vector
Antikorper (Kaninchen)
Tabelle 14: Primar- und Sekundéarantikorper
Software Hersteller
Excel Microsoft
Steuer- und Auswerteprogramm | MicroBrightField Bioscience, Vermont, USA

Stereolnvestigator, v8.0

Tabelle 15: verwendete Software

8
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7.

10.

11.

12.

Thesenblatt

Botulinum-Neurotoxin-A ist ein potentes Neurotoxin, welches von Bakterien
produziert wird. Wie jedoch schon Paracelsus postulierte ,Sola dosis facit venenum®,
die Dosis macht das Gift. Daher ist davon auszugehen, dass geringe Dosen nicht
toxisch sind.

Der Morbus Parkinson ist eine der haufigsten neurodegenerative Erkrankungen.

Der Risikofaktor ,Alter” spielt fiir die Entstehung der Erkrankung vermutlich eine
Rolle. Es ist aufgrund des demografischen Wandels mit einer Zunahme der Inzidenz
zurechnen.

Der Morbus Parkinson beruht auf einem Untergang dopaminerger Neurone in der
Substantia nigra.

Die intrastriatale Injektion von Botulinum-Neurotoxin-A hatte hatte vermutlich eine
geringere Nebenwirkungsrate als die systemische Applikation von Anticholinergika
und stellt somit eine attraktive Therapieoption dar.

Die striatale Applikation von BoNT-A kann durch die Antagonisierung des
Parkinson-bedingten Hypercholinismus als mégliche Therapie des Morbus
Parkinson erwogen werden.

Als lokale operative Mafdnahmen kommen die Implantation von
Tiefenhirnstimulatoren oder eine Thermokoagulation im Thalamus in Betracht.

Die cholinergen Interneurone machen 1-3% an der Gesamtneuronenzahl im
Striatum der Maus aus.

Nach der Injektion lassen sich morphologische Substrate in Form von multiplen
vermutlich axonalen ChAT-positiven Schwellungen identifizieren. Diese konnen als
Botulinumtoxin induzierte Varikositaten (BiVs) bezeichnet werden.

Durch die unilaterale Injektion von BoNT-A dndert sich die Zahl der cholinergen
Neurone im Striatum der Maus nicht signifikant in unterschiedlichen Altersstufen im
Vergleich zur jeweils kontralateralen Seite des CPu.

Das Korpergewicht und das Gehirngewicht der untersuchten Tiere dndern sich nach
intrastriataler Injektion von BoNT-A im zeitlichen Verlauf und nach
unterschiedlichen BoNT-Dosen nicht signifikant.

Das Volumen des CPu der untersuchten Tiere andert sich nach intrastriataler
Injektion von BoNT-A im zeitlichen Verlauf und nach unterschiedlichen BoNT-Dosen
nicht signifikant.
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