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Zusammenfassung

Bisherige Kenntnisse Uber den Morbus Parkin@di®) und die Wirkung vonBotulinum
Neuotoxin A (BoNT-A) lassen die Vermutung zu, dass eine intrastriatale Anwendung von
BoONT-A geeignet sein kanndem pathologischen Hypercholinismus inri&um bei MP
entgegenzuwirken und so eine potentielle neue Therapieform darstellen kann.

In der vorliegaden Arbeit sollteuntersuchtwerden inwieweit es moglich ist, BoNRA
intrastriatal in WistaiRatten zu injizierenohne die Tiere in ihreWitalitdt, Motorik und
kognitiven Leistungsfahigkeit wesentlichu beeintrachtigenZum einen war die Frage, ob
intrastriatale BoNTA-Applikation generell das motorische Verhalten und die kognitiven
Fahigkeiten veréandert. Dazu wurde BolTbilateral in das Striatum injiziertes konnte
festgestellt werden, dass diese Tiere eine verringerte spontane motorische Akit/igihe
verschlechterte motorische Koordination aufwiesen. Kognitionsdefizite konnten hier nicht
festgestellt werden. Desweiteren wiesen diese Tiere eine verminderte Angstlichkeit auf, was
sich bei eventuellen spateren therapeutischen Anwendungen vastridblen BoNT-A-
Applikationen positiv auf Depressionen und Angststorunderhaufig mit MP einhergehen
auswirken koénnte.

Zum anderen sollte untersucht werden, ob Ratten, bei denen einseitig ein Parkinsonsyndrom
ausgelost wurde, durch eine intreasttaie BoNTFA-Applikation profitieren.Im 6-OHDA-
induzierten Hemiparkinsonmoldeler Ratte konnte nach intrastriataler BeNiBehandlung

eine Aufhebung des pathologischen apomorphininduzierten Rotationsverhaltens festgestellt
werden. Die Zahl amphetaminirdarter Rotationen wurde nicht signifikant beeinflusst. Bei
Gabe hoher Dosen BONA konnte eine partielle Wiederangleichung des spontanen
linksseitigen und rechtsseitigen Vorderpfotengebrauchs nach vorheriger Rechtspraferenz
hemilasionierter Ratten gemessgerden.

In  weiteren nichtpharmakaabhangigen motorischen Verhaltenstests konnten Kkeine
Unterschiede zwischen-@HDA-hemilasionierten Ratterdie BoNT-A-behandelt wurden

und Tieren die lasioniert und scheinbehandeltaren festgestellt werden. Auch zu
scleinlasionierten und scheinbehandelten Tieren und génzlich unbehandelten Tieren gab es
hier keine Unterschiede.

Durch histologische, immunhistochemische und stereologische Analysen des Gehirngewebes
von Ratten denen nur einseitig BoNA intrastriatalinjiziert wurde, konnte nachgewiesen
werden, dass die BoNA-Applikation zu keinem Untergang von Nervenzellen flhrt.
Gleichzeitig konnten erstmals ChAdositive als auch Thbositive axonale Aufweitungen in

BoNT-A-behandelten Striata beobachtet werden.
IX



Die Ergelmisse dieser Arbeit erharten die These, dass eine intrastriatale Anwendung von
BoNT-A geeignet sein kann auch beim Menschen motorische und mentale Symptome des MP

zu therapieren.



Einleitung

1. Einleitung
1.1. Das idiopathische Parkinsonsyndrom

1.11. Die Symptomatik
An dem idopathischen Typus deParkinsoschen Erkrankung (auch idiopathisches
Parkinsonsyndror(iPS)) leiden weltweit ca. £ % des Teils der Gesamtbevdlkerung, der das
606ste Lebensj #dnhat(®edaclteet dl. s2@Reeat a.c2008Rik et al,
1997). Hieraus werden sofort zwei Dinge deutlich:
1. es handelt sich offensichtlich um eine altersabhangige Erkrankung
2. aufgrund der derzeitigen demografischen Entwicklung in den hehstionenist in
Zukunft mit einer massiven Steige der Erkrankungsfalle und mit einer einhergehenden
soziologischen und 6konomischen Belastung der Gesellschaft durch diese Erkrankung zu
rechnen. Schon jetzt gibt es in der Bundesrepublik Deutschland c&0@5Brkrankte
(Gerlach et al., 2().
Neben demdiopathischen Typus des Parkinsonsyndroms gibt es solche Typen, die famili&r
vererblich sind, vaskulare, traumatischetzéndliche oder toxische Ursachen haben oder die
auf Nebenwirkungen von Nedeptika beruhen, jedoch mit dmiben motorischen
Symptanatik einhergehen.
Der Morbus ParkinsonMP) stellt im Allgemeinen ein hypokinetisches Syndrom das$2n
Kardinalsymptome zeichnen sich durch Rigor, Tremor, Bradykirgse Akinese und
posturale Instabilitdt aus Muskelsteifheit, das Zittern distaler Esmitaten mit ca. 2 bis 3
Hertz bei Ruheposition, Bewegygsarmut und ein unsicherer Gangt der Neigung zu
Sturzenaufgrund des Verlustes der Fahigkdien Korper unwillktrlich in der Aufrechten zu
halten (Bikmayer und Danielczyk, 199Gerlach et al.2003; Obeso et al., 201®ohkamm,
2000. Die Symptomatik des Tremogab der Erkrankung auch ihren uwigpglichen
volkstimlichen NamenASch¢tt el | @2 hmungh i m Deut schen
Englischen, wobei zu sagen idgssdieses Symptorkeineswegébeiallen Parkinsonpatienten
auftritt, vor allem nicht in der Frihphaddanche Autoren reclem auch eine Kamptokormie,
einevornubergebugteHaltung des Oberkorpers beinelsenden oder gehenden Patierden
Symptomatik des B zu (Margraf et al., 2010; Oh at, 2011).
Neuroanatomisch am prominentesten und schon makroskopisch an entsprechenden
Quesschnitten/ Praparaten des Mittelhirns etkennen ist ein Verlust der Pigmentierung im
Bereich der Substantia nigra pars compactaNp3. Diese ist aufgrund des
Neuromelaningehaltes ihrer dopaminergen Neurone beim gesunden Erwachsenen deutlich
schwarzlich gefarbtDas Ausbleichen deSENpcbeim IPSist ein Resultat dedntergangser
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dopaminergen Nervenzellen in diesem Kerngeltiben dieser Insult ist verantworthidir
einen Groldteil der motorischen Symptomatik des MRerdings wrd diese erstmals
bemerkbarwennschon 70/ 80% der dopaminergen Neurone in &\pcabgestorben sind
(Marsden, 1992; Lozano et al., 1998; Gerlach et al., 2001).

Auch die mikroskopiscibeobachtbaren sogenannten Le@rperchen und LewyNeuriten

sind ein markantes neuropathologisches Merkmal, dBeimonender Substantia nigra (SN)
aber auch in anderen Hirnarealen zu beobachten ist (Ferrer, 2011)}Kbeperchen und
Lewy-Neuriten enta | t e n haupts?2chl i c h-Syhuwlelmr Ratkih (8imne ak k ur
UbiquitinligaseChung et al., 2001), UGH1 (ein Enzym das Ubiquitinpolymere in einzelne
Ubiquitinmolekuile spaltgt Ubiquitin, Neurofilament und nitrierte Proteine.

Der Verlust an dopainergen Neuronen in der SN fihrt zu einem Ruckgades striatalen
Dopamininputs, wodurch die Funktion sowohl GABAerger Projektionsl Interneurone als
auch cholinerger Interneurone gestort witde daaus resliierende Fehlsteuerung mehrerer
Schaltkrese im Basalgangliensystem hat eine vermehildivierung des medialen
Pallidumsegmentsowie diebeschriebene Bewegungsarmut und allgemeine Verlangsamung

von Bewegungsablauferur Folge(Obescet al., 20@).

1.1.2. Stadien degliopathischen Parkinsonsyndroms und Dual Hit Theory

Trotz derherausragenden Rolle der SN fur die Symptomatik des MP istdeh keinesfalls

das erste, einzige und letzte Kerngebiet des Gehirns, daslP8ibetroffen ist.Vielmehr

scheint es so zu sein, dasshje nach Stadiunder Krankheit ein neurodegenerativer Prozess

vom Hirnstamm bis hinauf in den Kortex ausbreitet und seinen Anfang schon im peripheren

Nervensystem nimmt. Auch hat sich in der letzten Dekade die Erkenntnis durchgkssstzt,

das IPS neben demmigrostriatal@, eine ganze Reihe darer Systeng im menschlichen

Gehirn schadigfLangston2006.

Es ist heute Ublich den Verlauf deliopathischa Parkinsonkrankhein Stadien einzuteilen,

die man als sanannte BraalStages bezeichn@Braak et al., 2003, 2004, @8; Hawkes et

al.,, 2007, 2009). So werden insgesamt sechs StademnI|PS unterschieden: zwei

prasymptomatische Phasem denen neuronalé&inschluskdrperchen erst im dorsalen

Vaguskern und dann auch im Locus coeruléksrngebiete die sich in der Medul

oblongatabzw. im pontinen Tegmentum befingesowie im Bulbus olfactorius nachzuweisen

sind. Darauf folgt die dritte Phase mit ersten wahrnehmbaren motorischen Defiziten, hier

beobachtet man Lewlo6rperchen auch in derNsund einigen anderen Kerngebiatedes

Telencephalonsvie z. B. der Amygdalaln der vierten, finften und sechsten Phase nehmen
2
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die motorischen Stérungen zu und werdanehmendguch von Demenz begleitetobeidie
Krankheit in ihr terminales Stadium ugeht und Lewy-Kérperchen nun auchm
Mesokortex, spaterim Assoziationskortex und schlie8lich im primaren und sekundéren
Neokortex zu beobachten sifd. h., der degenerative Prozess scheint formlich langsam im
Gehirn aufasteigen und sich auszubreiten.
Auf Braak geht auch die Hypothesariick, dass Noxen Uber zwei verschiedene Wege in das
zentrale Nervensystem gelangen und dort den sich bestandig ausbreitenden
neurodegeerativen Prozess initierendi e s o genannt e DembDachsdll Hi t
zum einen das enterische Nervensystem al€h die Nasenschleimhaut mit ihren
Riechsinneszellen und der Bulbus olfactorius Einfalldtor schadigende Einflisse sein
(Braak et al., 2003, 2002006,2008, Hawkes et al., 2007, 2009).
So umfasst das erste Stadium nach Braak eine pramorbide Phdeemotorisch&torungen
noch gar nicht zu beobachten sisdndern potentielle Patienten zunachst olfaktorische und
vegetative DefizitdDoty et al., 1995Hawkes und Shephard, 1994jiller et al., 2002hier
vor allem Verdauungsstorungen/ Beegightiggngen der Darmmotilitat, sowie
Schlafstérungen aufweisen (Obeso et al. 2010). Die Pathogenese im Gehirn nimmt hiernach
einen sequentielleNerlauf, von kaudlen Kerngebieten im Hirnstamaum Mittelhirn und
schlie3lich bis zu groRen Gebieten im Kort&Xeiterhin besagtdiese Theoriedass sich
wahrscheinlichNoxen aus der Luftim Schleim der Nasenschleimhaut sammeln und diese
zum Einen hier Uber die Riechsinneszelierden Bulbus olfactoriufinein gelangen. @m
Anderen erreichen die mdglichen Schadstoffeurch das Herunterschlucken des
kontaminierten Schleimsdas enterische Nervensystem des Danmd den Meissnerschen
Plexus des Magens und des Osophadpezintrachtign dieseund konnen gleichzeitig
transsynaptisch Uber den Nervus vagus und/ oder die Nsgplanchnici einen
neurodegenerativen Effekt bis in den Hirnstamm hinein vermitteln (Hawkes et al., 2007,
2009; Lebouvier et al. 2009; Obeso et al.,, 2008, 201®s wird postuliert, dass in der
pramotosymptomatischen Phase bereitsewy-Korperchen und LewNeuriten in
Nervenzellen einiger Kerngebiete nachzuweisen sind. Dies sindNageus olfactorius
anterior und/ oder Nervenzellen des enterischen Nervensystems als auch des dorsalen
motorischen Vaguskerns, der die praganglionaren viszeromotorischemaidiee fur die
parasympdtische Kontrolle der inneren Organe des Brustkorbes und des Abdomens
beinhaltet als auch cervikale Ganglien des Sympathikbenfalls konnten Braak et al.
Lewy-Kdrperchen und LewsNeuriten bzw.U-Synudein-positive Einschluskdrperchen im
Auerbachplexus des Osophagus und im Meissner Plexus des Magens von Patienten
3
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nachweisen. Meist sind Projektionsneurone mit einemgea dinnen Axon betroffen, das
entweder kaum oder gar nicht myelinsiert Bite Tatsache, dass man bei Parkinsonpatienten

oft Schluckbeschwerdefbelkeitund Verdauungsproblenibeobachtetspricht hier fiir einen
Zusammenhang zwischen diesen intrazellularen Veranderungen, den vegetativen Stérungen
und dem Ausbruch des M@awkes etal., 2007, 2009 So wird vermutetdassauch die
sogenannte Divertikulitis, eine chronische Verstopfungserkrankung des Dickdanesauf

der Schadigung des enterischen Nervensystems und MNleteus dorsalis n. vag
zurtckzufihrende Erkrankung sein karfbebouvieret al., 2009) Lewy-Kdrperchenwurden

auch im Plexus cardiacus gefunden. In anderen Studien konnte ein Verlust an

katecholaminergeNervenfasern im Herzen bei Parkinsonpatienten nachgewiesen werden.

1. 1. 3. Di Syn®eihslbamidibpathiscben Parkinsonsyndrom

Eine Schlusselrolle der Braak'schefheorie kommt falsch gefaltetem, aggregierten
USynudein zu, einem synaptischen Protemit Chaperonfunktion fiir présynaptische
MembranproteinedesserphysiologischeRolle abernach wie vor rght vollstéandig geklart ist
(Burré et al.,, 2010)Es ist ein Hauptbestandteitler LewyKorperchen,die man bei der
postmortalerAnalyse der Gehirne von IPBatienten in diverseerngebieterauffindet Die
Fehlfaltung diesedroteins zeichnet sich vor afte durch einen UbermafRigenntkil an
b-Faltblattstrukturen irseinerraumlichenOrganisatioraus(Angot und Brundin, 2009; Angot
et al., 2010; Ferrer, 2011; Olanow und Prusiner, 20D8}urch verliertJ-Synudein seine
Eigenschaft membrangebunden zu sein, wird schwerer Ioslichchietister abbaubauch
ist seit ca. 15 Jahren bekandgsses seltene familiar vererbliche Typen déP gibt, die
entwederauf eineDu- oder Triplikation des Wildtypproteingens oder auf andesttene
Mutationenim Gen fiir U-Synudein, die zu dessen REaltung fiihren, zuriickzufiihren sind
(Bekriset al., 2010)

1.1.3.1. Prioneneigenschaften bei fefdbet e t-Symmdeid?
Bel dem Grosder Patienten mit einem IP8sstsi ch f al s c-®ynudepim inadént et e s
Lewy-Korperchen nachweisen, auch ohne dass Mutation vorliegtSeit Kurzemschrebt
man f al s c h -Sgnedéira Prionereigemschiften zu, die es diesem ermdglichen
korrekt gSenfidain ebenfaksmiRzudalten(Olanow undPrusiner, 2009)Es ist
bekannt,dassPrionendurch ihreFeHfaltungenhdchst widerstarsfiihig gegentiber aul3eren
Einfliseen wie z.B. Hitze und Proteasen sinBies sprichtdafir, dassauch abnor mes
Synudein den Verdauungstrakt des Menschen unbeschadet iiberstehen kkByeidein
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kannin den Extrazellularraurgelangen und von hier aus von anderen Zellen aufgenommen
werden (Angot und Brundin, 2009; Frost und Diamahd) 1 0 ) . Fal s®hudempmef al t e
kann Uber den axonalen Transport innerhalb des Nervensystems in verschiedene Areale
gelangen. Die Tatsachdass Lewy-Korperchen im Auerbachplexus des Osophagus und im
Meissner Plexus des Magens sowie im Bulbus olfactorius gefunden wurden, spricht fur einen
Beginn der Pkinsonschen Erkrankung im enterischen Nervensystem und/ oder den
Riechsinneszelleindem he r zun?2 chst fSyrudeio bntstght bza. leindeirgte s U
(Olanowund Prusiner, 2009Fiir die Theoriedassfehlg e f a | -Syaudens/on@iner Zelle

in die anderevandert und dann ebenfalls détehlfaltungen von Proteinen auslést, spricht

auch die Beobachtungdassman in MP-Patienten denen man menschliche mesenzephale
Zellen in das Gehirn transplantiert hat der Hoffnung,dassdiese Zellen die Aufgabe der
untergegangenen SN tUbernehnaost mortemn diesentransplantierten Neuronen ebeidal
U-Synudein-positive Einschluskdrperchen aufgefunden habie fremden transplantierten

Zellen musseralso praktisch von dem umgebenen kranken Hirngewebe “infiziert" worden
sein (Angot et al., 2010; Frost und Diamond, 2010).

Es existiert ebenfallsine Theorie,dassMP durch Virusinfektionemnwie der sisonalen Grippe

ausgelost werden karfoovey et al., 2011)

1.2. Extrapyramidalmotorisches System Basalganglien und Morbus

Parkinson

Basalgangliersind Kerngebiete in der Tiefe des GroRRhimlie eine funktionell einheitliche
Ansammlung von Nervenzelldreherbergen

Unter dem Begriff Extrapyramidalotorisches System werden eine Reihe von neuronalen
Verschaltungsmustern zwischen den sogenannten Basalganglien und den motorischen Kortex
und Thalamusregioneverstanden, die der Bewegungsinitiation und Bewegungsmodulierung
dienen.Wie der Name vermuten lasgibt es neben dem Extrapyramidalmotorischen System
auch ein Pyramidales motorisches System. Auf die Beschreibung des Letzteren wird der
Ubersichtlichkeithalber verzichtet. Zudem sei darauf hingewiesgagseine funktionelle
Trennung beider Systeme in letzter Konsequenz nicht m@glr fir die Lehre und eine
Ubersichtliche anatomische Beschreibung der fir diese Arbeit relevanten Verschaltungen
durchaussinnvoll ist. Bei den Basalganglien werde ich mich in meiner Arbeit dief
Substantia nigra,a$ Striatum(CPu) dassich beim Menschen in den Nucleus caudatus und
das Putamen aufteilt, das Pallidum, den Nuclesubthabmicus und den Thalamus

beschréanken
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direkter Weg indirekter Weg

inhibitorische
Projektionen Projektionen Projektionen

Abbildung 1.: Schematische Darstellung der direkten und indirekten  motorischen
Basalganglienneuronenschleifen

Als rote Pfeile sind stets libitorische Bahnen dargestelitls griine Pfeile exzitatorische Faserbahnen und gelb
modulatorische Bahnen. Zue#chten ist, dass di&Npc durch ihre dopaminergen Efferenzen sowohl
inhibitorisch auf das CPu, im Falle des indirekten Weges der motorischen Basalganglienschleife, als auch
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exzitatorisch, im Falle des direkten Weges, einwirken kann. Dies ist allein dencbinterschiedlichen Besatz
bestimmter Kontingente von Neuronen @&3umit D1- oder D2Rezeptoren zu erklaren. Stets vermittelt eine
erhohte Aktivitat delSNpc eine verminderte Aktivitat des GPi, wodurch motorische Thalamuskerne vermehrt
erregend auf norische Kortexareale projizieren, die wiederum dann vermehrt erregend tUber die Bahnen der
inneren Kapsel (Faserbahn zwischen Nucleus caudatus und Putamen, als auch zwischen GP und Thalamus) und
den Hirnschenkeln auf motorische Kerne des Hirnstamms urididdg®nmarks einwirken.

Das genauere Verstandnis des Schemas ergibt sich aus den Darstellungen des Rapitels 1.

Die Hirnschnitte und deren Bilder, die dem Schema als Grundlage dignaten im Zuge des Préparierkurses

fur Medizinstudenten 2011 am Institfiir Anatomie Rostock durch Prof. Wree und mich angefertigt. Die obere
Teilabbildung zeigt eine gespiegelte Bildmontage aus zwei Frontalschnitten des Telencephalons, da die
abgebildeten Kerngebiete in dieser GrolRe nie auf nur einem Frontalschnitt zmeerksnd. Die untere
Teilabbildung zeigt einen Schnitt durch das Mittelhirn, wobei die ventrale Seite nach unten und die dorsale Seite
nach oben zeigt. Deutlich ist hier die schwérzliche Farbun§Neczu erkennen.

D1R: Dopaminrezeptortyp 1; D2R: Dopameaeptortyp 2; Gpe: Globus pallidus externus; Gpi: Globus pallidus
internus; HS: Hirnschenkel; Ncl. caud.: Nucleus caudatus; Put.: Put&iNpn; Substantia nigra pars compacta;

SNpr. Substantia nigra pars reticulata; STN: Nucleus subthalamicus

1.21. Stnatum (CPu)

Das Striatum ist bei Saugetieren ein zusammenhangender Kernkohgiesichaberbeim
Menscherevolutionérin einen Nucleus caudatus und das Putamen getwardus auch der
Name CaudatuButamerKomplex oder im Englischen caudate putamen memkurz CPu
resultiert. DerNucleus caudatust beim MenscherC-férmig wie ein sich nach hinten hin
verjingender Schweif (caudatus = schwanmmig) um das ovalinsenférmigePutamen(=
"Schale") geschwungenund durch Massen grauer Substanz mit ihm zueil Tioch
streifenartig (Striatum von lateinisch striatus = streiigfbunden Bei der Ratte ist dieser
noch zusammenhdngende Kernkomplex einem Tropfen &hléghsich von rostral nach
caudalhin verjingt.

Aus dem motorischen, sensorischen und dem qrtiflen Assoziationskortex erhalt das
Striatum glutamaterge exzitatorische Afferenzé&ie SN projiziert dopaminerg auf das
Striatum, wobei diese Projektionen zum Teil inhibitorischen Charakter aufgrund des D2
Rezeptorbesatzes eines Teils der striatalenrdie aber auch eztatorischen Charakter
aufgrund des D-Rezeptorbesatzes anderer striataler Neurone haben. Weiterhin wird das CPu
glutamaterg vom Thalamus innerviert (Gerfen et al., 19®®r Haupttransmitter der
Projekti onsneur ommino-ButgessdureC PGABA)] slieser airkt stets
inhibitorisch Das CPu wirkt also hemmend auf seine Efferenzgebiete ein. Diese sind die SN
und Teile des Globugallidus (GP). Daneben werden durch &isatum auch Neuropeptide/
Cotransmitter wie Enkephaline, Dynorphine und Substanz P ausgeschiittet (Obeso et al. 2008
a). Desweiteren verfigt das Striatum Uber cholinerge Interneurone die tonisch

Aktionspotentiale ausbilden.
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1.22. Globus pallidus (GP)

Der GP grenzt unmittelbar medial dem Striatum an und wird anatomisch wie auch funktionell
in ein medialesPallidumsegmentauch Globus pallidus internus (GRipd ein laterales
Pallidumsegmentauch Globus pallidus externus (GR@)terteilt. Der GP verfiigt her
spontan aktive Neurone, diese sind GABAerg. Im Allgemeinen spricht man dem lateralen
Pallidumsegment zu, bewegungsférdernde Impulse zu senden und dem medialen
Pallidumsegment eher hemmend auf die Bewegungsinitiation einzuwirken. Wie oben
erwahnt, erh@l der GP viele Afferenzen aus dem CPu jedoch auch aus dssieul
subthalamicus und dem Thalamus.

Efferent ist der GP mit dem Nc. ventralis anterolateralis des Thalamdsdem Nc.

subthalamicus verbunden. Mit letzterem ist der GP reziprok verschaltet.

1.2.3. Nucleus subthalamicugSTN)

Der STN ist sowohl efferent als auch afferent mit dem GP verbunden und er projiziert
ebenfalls in den Thalamus. Seine Neurone sind glutamaterg, wodurch er auf seine Zielregion
exzitatorisch einwirkt. Ihm ist auch eine ellmmende Wirkung in der Koordination der
Motorik zu Eigen, wobei sich diese eher auf die proximalen Extremitaten beschranken soll.
Der STN wird durch das laterale Pallidumsegment gehemmt, er selbst erregt jedoch das

mediale Pallidumsegment.

1.24. Substaria nigra (SN)

Die SN ist im ventrolateralen Mittelhirn lokalisiert und ventral von den Hirnschenkeln
begrenzt. Sie imponiert beim gesunden erwachsenen Menschen durch eine deutliche
schwarzliche Farbung. Die SN wird in eine Pars compadipgbund eine Ra reticulata

(SNpr) unterteilt. Die 8lpc enthalt hauptsachlich dopaminerge Neurone, die in das Striatum
projizieren. lhr ist auch eine deutliche Schwarzfarbungzu Eigen de auf den
Neuromelaningehalt der dortigen Neurone zuriickzufiuihren ist. Dieses iBlebenprodukt

des Dopaminstoffwechsels und stellt ein Polymer aus Dopaminmolekilen dar.

1.25. Verschaltungder Basalganglien und deren Rolldei demM orbus Parkinson
Vereinfaclendkann man sagemjassbeim MP zwei Gibergeordnete Schaltkreise gestort.sind
Man spricht hier allgemein von einem "direkten Weg" undreitiedirekten Weg"(Abb. 1;
Obeso et al.,, 2008 bper indirekte Weg zeichnet sich dadurch adassdie SNpc Uber
Dopaminbindung an DRezeptoren die Teile des CPu's hemmt, die den
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bewegungsfdternden Anteil des GP, namlich den externen Teil hemmen. Diésderum
hemmt denSTN und denGPi, die inhibitorisch auf die beweggsférdenden Teile des
Thalamus projizieren. In der Summe hemmt die Aktivitdt der SN also hier den inneren Teil
des Pallidms, gleichzeitig wird sie durch Rickkopplung v@iiN aktiviert und moduliert
ebenfalls dessen Aktivitéabb. 1).

Beim direktenWeg erred die Npc, vermittelt durch DiRezeptorbesatz der entsprechenden
Zielneurone, die Teile des Striatums, dieekt durch GABAerge Fasern deGPi, also den
bewegungshemmenden Teil des Pallidums hemmen. Dieser Teil des Striatums wird ebenfalls
Uber glutamaterge Fasern aus dem Kortex unad Tealamus aktiviertDesweiteren wird bei
diesem direkten Weg durch das CPu auctShipr durch GABAerge Projektionen gehemmt.

Die SNpr selbstprojiziert ebenfalls GABAerg, also hemmend auf die bewegungsférdernden
Teile des Thalamu@\bb. 1).

Erwéahnt sei hier weiterhin der hyperdirekte Weg, der in Abbildumgcht mit aufgefihrt

wird. Hier projizieenmotorische Regionedes Kortex direktexzitatorischauf den STNder
dannTeile des Thalamusihibiert. Diesem Schaltkreis spricht man #berschieRende bzw.
ungewollte Bewegungen zu unterdriick@eso et al2008a, b.

Beim MP kommt esletzten Endes zu einer Enthemmung des inneren Pallidumteils, was
wiederum zu einer viel zu starken Hemmung von thalamokortikalen als auch von
hirnstammlokalisierten motorischen Systemen fihrt. Zuriickzuflhren ist dies diassder
direkte Schaltkreis @ehwaéacht ist, weil weniger DRezeptoitragende Neurone des
Striatums aktiviert werden und der indirekte Schaltkreis Uberaktiv wird, weil die tonisch
aktiven und DZRezeptoitragenden Neurone des Striatums aufgrund des Dopaminmangels
nicht ausreichend geimamt werdenObeso et al.20084).

1.26. Die Rolle des cholinergen Systems bei der Parkinsonschen Erkrankung
Im Striatum befindet sich eine relativ kleine Zellpopulation graffelinerge Interneurong
die 1-2 % der Gesamtzahl der Neurone in diesem kanplex ausmachen. Hierbei handelt
es sich um Neuroneéie spontan und tonisch Aktionspotentiale ausbilden und in regelmafigen
Abstanden Acetylcholin an ihren Eféeizgebieten ausschuttéRisani et al., 2007Abb. 2).
Dies sind luptsachlich die GABAergeRrojektimmsneurone des Striatunigbb. 1 und 2.
Bei MP-bedingten Verschaltungsstérungen des indirekten Regelkreises der Basalganglien
werden durch die fehlende dopaminerge Innervation des Striatums eben jene cholinergen
Interneurone UberaktiyObeso et la 2008 b) Diese sind mit D:Rezeptoren ausgestattet
(Gerfen et al., 199%Abb. 2). D2-Rezeptoren sind metabotrope Rezeptoren und vertiefen bei

9



Einleitung

einer Bindung von Dopamin durch eine -Reoteinvermittelte Signalkaskade das
Ruhepotential der jeweiligen Neamzelle, wirken also inhibitorisch. Geht die dopaminerge
Innervation im Zuge devIP schrittweise verloren, kompensieren dies zunachst diecatiéer
Neurone durch eine Uberexpression anA¥zeptorenSchreitet die Krankheivoran kann

der fehlende dopameérge Input auch durch Vermehrung des Rezeptorbesatzes nicht

ausgeglichen werden und die cholinergeterimeurone des Striatums werden funktionell
Uberaktiv(Duvoisin 1967).

Striatum Snpc

in A
m = Dopam oQ@(‘\\
ngDQ h . y
] : g o
«\a‘ r +B 8 __8;_- +
v : e
¥ﬁ r:ex Glutamat }+ ¢
alamus
é)?
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Abbildung 2.: Die Rolle cholinerger Interneurone im Striatum und die mdgliche Enflussnahme durch
intrastriatale Injektion von BONT -A

Dopaminwirkt auf ein bestimmte&ontingentder Neurone des CPu exzitatorisch. Diese Neurone tragen D1
Rezeptoren. Ein anderer Teil der striatalen Nervenzellen tragrez2ptoren, wird also durch Dapan inhibiert

und ist in den indirekten Weg der Basalganglienschleifen eingescliaéidtrregung der striatalen GABAergen
Projektionsneurone jedoch eldit nicht nurdurch Afferenzen aus anderen Gehirnbereichen sondern zu einem
grofRen Teil auch durch il@Pu befindliche cholinerge Interneurone. Diese similsch aktiv und werden durch
dopaminerge Afferenzen aus d&Kpcgehemmt. Da diese Hemmung beim MP wegféthmmt es durch die
cholinergen Interneurone zu einer tiberschiel3enden Erregung der st@A&dergenProjektionsneurone.
BoNT-A ist ein sehr potentetang wirkendeBlocker der Acetylcholinausschittung. Im Falle einer durch MP
verursachten Uberaktivitit der cholinergen Interneurone miisste intrastriatal appliziertesABeM&n
pathologisch erhtenAcetylcholinspiegel wieder auf ein moglichst physiologisches Mal3 erniedrigen kénnen.
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Ein moglicher therapeutischer Eingriff in diese pathogenetisobdeutsame Fehlfunktion
besehtin einer selektivemund lokal begrenztebnterdriickung der cholineeg Uberaktivitat

ohne Zerstorung der daflr verantwortlichen Interneurone. Der Eingriff sollte auf3erdem eine
Beeintrachtigung cholinerger Nerven, die beim MP eine Unterfunktion aufweisen, sowie
periphere anticholinerge Wirkungen vermeiden, wie sie mit dezeitigen anticholinergen
Therapie des MP vbunden sind (siehe Abschnitt 84. Fir diesen Zweck bieten sich

Botulinum Neurotoxing(BoNT) an.

1.3. Botulinum(Neuro)toxin (BoNT)
1.31. BoNT und SNARE-Komplex

Botulinum Neurotoxine (BoNTs) sind die bekaesten und starksten natdrlich
vorkommenderNeurotoxine Von ihnensind bis heute achfertreterbekannt (BoNT A, B,

C1, C2, D, E, F, G). Sie werden von den verschiedenen Stdmmen der Bakterienspezies
Clostridium botulinum synthetisiert. Es handelt sichrtbé& um Grarrpositive, anaerobe,
stabchenférmige BakterienMpntecucco und  Schiavo, 199%impson et al., 2008).
Clostridium botulinum ist aufgrund seiner Fahigkeit Sporen zu bilden besonders
widerstandsfahig, weshalb es speziell im Lebensmittelsektor umel der
Futtermittelherstellung (Silage) fur Vieh problembereitend sein kaniNTBosind der
Ausldser des sogenannten Botulismiosi dem es nach defenussvon durch Clostridium
botulinum verdorbenen, meist luftdicht verschlossenen Lebensmitteln vide konserven
oder Eingemachta zu lebensbedrohlichen Lahmungserscheinungen koniNutztiere,
vorzugsweise Rindegrkrankennach der Fitterung mit fehlgegorenen Silagen ebenfalls an
Lahmungen (Critchley, 1991).

Botulinumtoxine sind schon seit Langem als tgmde Blocker von peripheren
Nervenendigungen bekannt. Es handelt sich hierbei um-Metkllproteasen mit zum Teil
unterschiedlichen Zielsubstraten (Coffield und Yan, 2009). dfelen an verschiedenen
Strukturen der prasynaptischen Membran und greife madozytotischer Aufnahme und
Spaltung an unterschiedlichen Komponenten des sogenannten SNARE (soluble N
ethylmaleimidesensitive factor attachment receptB&gmplexes an, der essentiell fur die
kurzzeitige Rision der Transmittervesikelmembran mit de@gynaptischen Membramnd
somit der Transmitterausschuttung (Sbffield et al., 1994Fortin et al., 2006Ishida et al.,
2004; Verderio et al., 2006;Williamson et al., 1996 (Abb. 3). Das daras resultierende
Unvermdgen des Nerventerminaa der motoschen Endgltte Acetylcholin auszuschutten

fuhrt zu schlaffen Muskellahmungen.
11



Einleitung

Der SNAREKomplex setzt sich aus folgenden drei Proteinen zusammen: dem Synaptosomal
assoziierten Proteia5 (SNAR25), Syntaxin und Synaptobrevimass auch als Vesikel
Assoziertes Membranprotei@ (VAMP-2) bezeichnet wird. BoN‘RA und i E spalten SNAP

25, BoNT-B, -D, -G undi F spalten Synaptobrevin und BoMNT spaltet sowohl SNARS als

auch Syntaxin (Brunger et aRP09; Dolly et al., 2009; Williamson et al., 199@\bb. 3).

Durch Clostridium botulinumwird zunachst eine einkettige Vorlauferform des jeweiligen
BoNTs synthetisiert, die danach posttranslational in eine leichte Kette (~50 kDA) und eine
schwere Kette (~100 kDa) proteolytisch gespalten wird, wodurch das BoNThenadive

Form Ubergeht.Beide Ketten bleiben jedoch nackie vor durch eine Disulfidbriicke
miteinander verbunde®oNTSs verfiigen Uber spezifische Bindungsdomanen-ter@inalen

Teil ihrer schweren Kette, mit denen sie spezifisch an Ganglioside und &erepuf der
prasynaptischen Membran binden kénnen (Rummel et al., 20083e Rezeptoren sind
synaptische Vesikelproteine, fir BoMYist esdas Synaptische Vesikel Protein Typ 2 (SV2)

fur BONT-B und BoNTFG ist es Synaptotagmin | und Déng et al., 203, 2006;Jahn, 2006;
Mahrhold et al.2006; Nishiki et al., 1994, 1996J, 19966¢); Rummel et al., 20045tenmark

et al.,2008 (Abb. 3). Der Nterminale Teil der schweren Kette vermittelt durch Endozytose
die Translokation des jeweiligen gesamten BeMdlekuls in Vesikeln durch die
prasynaptische Membran. Im Intrazellularraum werden die aufgenommenen Vesikel
angesauert, hierdurch spaltet sich die leichte Kette des BoNTs ab. Die schwere Kette vollzieht
eine pHabhéngige Konformationsanderung und bildete Pore in der Vesikelmembran
durch die die leichte Kette in das Zytoplasma gelangen Kaienleichte Kette enthélt auch

die zinkabhangige metalloendopeptidaseaktive Region, die dann die spezifischen
Komponenten des SNAREKomplexes spaltetGoueshon et al, 2009; Fischer et al., 2008;
Humeau et al., 200@chiavo et al., 2000/erderioet al., 2005

In Experimenten fuhrte die Spaltung von SNAREBmponenten durch BoNTs nicht nur zu
einer Hemmung der Acetylcholinfreisetzung, auch war die Ausschittungereiarglerer
Neurotransmitter wie Glutamat, Noradrenalin, Glycin, Serotonin und Dopamin aus
Synaptosomen beeintrachtigt (Bozzi et al., 2006; Mahrhold et al., 2006). Die Fahigkeit der
BoNTs andere Transmittersysteme aufl3eemdcholinerge zu beeintrachtigen hangt
nachweislich von deren Konzentration (Bigalke et al., 1985) und hdchstwahrscheinlich flr

BoNT-A auch von der prasynaptischen Expression von SV2 ab (Dardou et 4)., 201

12
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1.3.2. Bisherige Anwendungen von BoNT

Botulinumtoxine finden seit ca. drei keden eine breite klinische Anwendung in der
Behandlung von Dystonien wie B. dem Torticollis, dem sogenannten Schiefhals, Spastiken
(Simpson et al. 2008), chronischer Hypersekretion der Speicheldrisen (Laing et al., 2008;
Reid et al., 2008), chronischelyperhidrose (Baumann et al., 2005; Naumann et al., 1998;
Heckmann et al., 1999, 2005; VadeBdyedi, 2004), Erkrankungen der Blase
(Detrusorhyperaktivitat) Ghancellor et al., 2008)nd fur kosmetische Zwecke, wob&ine
partielle und transiente Pareseestimmter Anteile der mimischen Gesichtsmuskulatur
ausgelost wird.

Der oder die hyperaktiven Muskeln oder Driisen werden hierbei in ihrer Funktion ganz oder
teilweise ausgeschaltet, indem man entweder direkt in den Muskel oder die Drlse oder in
deren direkt Umgebung geringe Mengen an Boljiziert und so die Ausschittung an
Acetylcholin durch die sie aktivierenden Nerven blockiert.

1.33 BONT-A
BoNT-A spaltet aufgrund seiner proteolytischen Eigenschaften SRBARvelches eine
Komponente des SNAREomplexes ist. Damit BONT-A in eine Nervenzelle, im Speziellen
in synaptische Endigungen eindringen kanm intrazellular wirksam werden zu kdnnen,
mussdieses an spezifische Rezeptoren bindgir. das BoNTA handelt es sich bei dem
Rezeptor um daSynaptische Vakel Proteine Typ 2 (SV2)Dong et al. 2006Jahn, 2006)
(Abb. 3). Von ihm sind dreilsotypenbekannt (SV2A, SV2B und SV2C) (Bajjalieh et al.,
1992, 1993feany et al., 1992Zlanz und Stdhof, 199%ie stellenGlykoproteinedar, die in
der Membran von syptischen Vesikeln verankert sind (Crowder et al., 1988z et al.,
1999). Die genaue Funktion von SV2 ist nicht vollstandig geklart, jedoch wird vermhasst,
es eine Rolle bei der Vesikelfusion mit der prasynaptischen Membran <$pihg und
Sudhof 2009 Lazzell et al., 2004 Saivell et al., 2005 Ihm wird eine modulieande
Funktion auf die Vesikelmorphologie nachggs(Crowder et al., 1999; Janz et al. 1999
und Bajjalieh, 2001), so dasiie Vesikelin der Lage sind unter Kalziumeinfis eine
Exozytose durchzufiihren (Chang und St¢dB609).
Aufgrund seiner lokal begrenzten Wirkung ist es naheliegend, BANAur Vermeidung
unerwinschter Effekte auf hypocholinerge Regionen des ZNS sowie auf das periphere
Nervensystem zu erproben. Damit wird zZmeifachen Sinne Neuland betreten:
1. eine bisher nicht beschriebene intrastriatale Bégplikation und
2. ein vollig neuer Therapieansatz tienMP.

13
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Die herkbmmlichen experimentellen und etablierten Therapieformen sind noch weit von einer

optimalen Bebrrschung des Krankheitsgescheh@&msbesondere seiner Progressoitfernt.

Presynaptic
nerve ending

-~

Synaptotagmin Synaptobrevin

‘\ﬁ

Syntaxm d§

B chain

X A chain .
Botulinum Botulinum

neurotoxin B neurotoxin A

Abbildung 3.: Schema der intrazellularen Aufnahme und Wirkung von BoNFA und BoNT-B

BoNT-A mussfir die endozytotische Aufnahme an der préagptischen Membran zunachst méner schweren

Kette an dem Synaptischen Vesikelprotein Typ 2 binden. Aufgrund einer intrazellularen Ansauerung des
aufgenommenen Vesikels, dBeNT-A enthalt, &ndert seine schwere Kette die Konformation, lagert sich in die
Vesikelmembran ein und schafft em Kanal durch den die leichte Kette des BoMTin das Zytoplasma der
Axonendigung gelangen kann. Hier spaltet sie katalytisch SRB\Reinen wichtigen Bestandteil des SNARE
Komplexes, der die Fusion von Vesikelmembran und prasynaptischer Membran VerDutteh den Wegfall

von intaktem SNAR25 ist der SNAREKomplex nicht mehr in der Lage eine Vesikelfusion zu vermitteln,
dadurch ist eine Transmitterausschittung an der betroffenen Synapse nicht mehr méglich.

Aus: Jahn et al. 2006

1.4. Bisherige Therapidormen des Morbus Parkinson
Alle bisherigen gelaufigen Therapiestrategégilenlediglich symptomatische Behandlungen

dar und greifen nicht an den Ursachen der zentralen neuronalen Degenerati(@laak,
2002; Obeso et al., 2008 b; Whitney, 2007)

1.4.1. Substitution des fehlenden Dopamins
Eine der altesten und bis heute meist angewandten Therapmisagenler Goldstandard in

der Behandlung der Symptomatik eines Parkinsonsyndrasnglie mit L-Dopa (L-3,4-
14



Einleitung

Dihydroxyphenylalaninauch LevodopaCarls®n et al., 1957Playfer, 1997) L-Dopa ist eine
Vorstufe des Dopamins passiert die Blut-Hirnschranke und wird durch die noch
verbleibenden dopaminergen Nervenzellen in ders8iNie durch Gliazellerzu Dopamin
umgewandeltDie wenigen noch Uberlebendenpdminergen Nervenzellen in der Siis
auch Gliazellen im gesamten Gehiwerden also in die Lage versetzhehr Dopamin
auszuschuitten. In den meisten Féallen wird diese Therapie anfangs gut vertragesisind
eine hohe Wirksamkeit in den ersten Jataef Diese Phase der Krankheit und der Therapie
wird oft auch als "HoneymoeRhag" bezeichnet, da hier eine Behandlung noch relativ
einfach, nebenwirkungsarm und erfolgreich maoglich ist. Im spateren Verlauf der Krankheit
entwickeln die Patienten beirDRopaBehandlung vermehrt Dyskinesien und teilweise auch
Dystonien Auch die Aufhebung der Parkinsonsymptomatik wird zunehmend geringer. Zum
Teil ist dies aufden fortschreitendenVerlust der dopaminergen Neurone in der SN
zuruickzufiihren, wodurch das Uberangebot LaDOPA nicht mehr zielgerichtet fiir eine
vermehrte Bereitstellung an Dopamin im Striatum genutzt werden kann.

In den letzten Jahren gibt es auch vermétinweise darauf, dass-DOPA selbst einen
neurotoxischen Charakter besitzt und demm MP ablaufeneh degenerativeRrozess von
dopaminergen Neuronen beschleunigt. Sollte sich diesera®®rdh Zukunft weiter erhéarten,

so steht man kitig bei der Therapie des MP vor dem Dilemma abwagen zu mussen,
Parkinsonpatientedie bis jetzt beste Mdglichkeitir eine lange Zeit eitbehinderungsfreies
Leben zuthren zukommen zu lassaber dadurch ihren Krankheitsverlauf zu beschleunigen
oder die Anwedung von LDOPA hinauszuzdgernzu reduzieren oder sie gar ganz zu
unterlassen und den Patienten zum Zwecke darggsameren Fortschreitens der Krankheit
mehr motorische Beeintrachtigungen aufzubir@@anow und Obes®011).

Eine ahnliche Wirkung wie dDopa bzw. Dopamin tben Dopaminagonisten aus, die ebenfalls
als Substitution fur die fehlenden dopaminergen InputStriatum aufzufassen sind und eine

bedeutende Rolle fir die medikamenttse Behandlung des MP spielen.

1.4.2. Gabe von Catecheb-methyltransferasehemmen

Das Enzym Catecholo-methyltransferase (COMT) methyliert nahezu im gesamten

Organismus Katecholame und tragt so zu deren Abbau bei, so auch bei Dopamin und L

Dopa. Aus diesem Grund erfolgt eineDlopaTherapie oft in Kombination mit einer COMT

Hemmergabe. So soll die vorzeitige Methylierung und Ausscheidung \wopha verringert

und dessen Verfugbaek fir die Passage durch die Bluthirnschranke gesteigert werden, so

dass der Dopaminspiegel im Gehirn moéglichst hoch gehalten werden kann (Pahwa, 2006).
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1.4.3. Behandlung mit MonoaminoxidaseB-Hemmern

Monoaminoxidasd&3 (MAO-B) ist vor Allem im Gehirn am Bbau von Katecholamen
beteiligt. Um den Verbleildes beiMP-Patienten verringerten Dopamins in den spezifischen
Hirngebieten zu verlangern, werden diese oft mit zentralgdngigen -B{@mmern wie

Selegilin und Rasagilin behandelt.

1.4.4.0perative Lasionbestimmter Kerngebiete

Es besteht auch die Moglichkeit die Uberaktivitat bestimmter Pallidumbereiche usd Nes
durch operative Zerstorung dieser Hirngebiete auszuschalten. Aufgrund des endgiltigen
Charakters dieser Therapiemethode ist diese wenig ¢lagdrbirgt das Riko andauernder

Folgeschaden.

1.4.5. Tiefe Hirnstimulation

Seit nahezu zwei Dekaden wird bei geeignetéP-Patienten auch die sogenannte Tiefe
Hirnstimulation als Therapie angewandt. Hierbei wird stereotaktisch beidseitig eine Elektrode
durch den punktuell eréffneten Schéadel in das Gehirn eingefiihrt, wobei mefSt Meder

ein bestimmtes Areal des GRlie zu stimulierende Region und somit das Zielgebiet
darstellen. Hier soll durch permanente hochfrequente elektrische Stimulation dieser
Kerngebiete ihre pathologische Uberaktivitat herabgesetzt werden. Die Erfolgsquote dieser
Behandlung ist sehr hoch.

Jedoch kommt eslurch die notwendigestereotaksche Operationin seltenen Fallerzu
schwerwiegenden Komplikationen bis hin zum Tod (Umemwt al., 2003). Die
Arbeitsgruppe von Weaver et al. (2009) konnte in einer Studie feststellen, dd4B- es
Patienten die einer Tiefen Hirnstimulation unterzogen wordbeeziglich der motoris@mn
Symptomatik besser giras solchendenen man eine optimaRharmakotherapie zukommen

lie3. Allerdings war die Zahl der Komplikationen bei den Patienten mit der Tiefen
Hirnstimulation weitaus héher. Mitunter kommties Zuge der Tiefen Hirnstimulatioauch

zu psychopathologischen Erscheinungen, wie Depressionem adch Manien und
Personlichkeitsveranderungen. Die Tiefe Hirnstimulakommtnur flir einen relativ kleinen

Teil derMP-Patienten in Frage, da es Higrsehrstrikte Ausschlusskriterien gibt.

1.4.6. Gentherapie

Gentherapeutisch¥ersuche zur Behandlgndes MP befindersich gegenwartig noch im

experimentellen Stadium. Mit verschiedenartigen Genkonstrukten wird versucht, an
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unterschiedlichen Zielpunkten in das Pathogenesegeschehen des MP einzugreifen. Am
vielversprechendstearscheinen derart Genkonsttelkaus der Glutaminsauiecarboxylase

und dem Adenassoziierten Virus, die durch GABBynthese im STN motorische
Funktionen verbessern konnen und deren Effizienz und Ungefahrlichkeit kirzlich in einer
randomisierten, klinischen Doppelblindstudie an 3ZigdAten mit fortgeschrittenem MP
nachgewiesen wurd@eWitt et al. 2011)Hingegen haben kausal orientierte Versuche zur
Verminderung der pathologischen Proteinaggregation das praklinische tierexperimentelle

Stadium noch nicht verlass€habelle 1).

Tabelle 1.: Experimentelle gentherapeutische Versuche beim MP

Ziel Gen Vektor Hirnregion Spezies Referenz

Reduktion PARK-2 (Parkin) Lentivirus Substantia Ratte Lo Bianco

pathologischer nigra etal.,

Proteinaggregate 2004

Neuroprotektion | Neuturin Adeno Putamen Mensch Marks et

und-restauration | (GDNFHomolog assoziierten Virus al., 2008

Erhdhung der Aromatische Adenc Putamen Mensch Eberling

Dopaminsynthesel Aminosauredecarbox assoziierten Virus etal.,

kapazitat ylase (AADC) 2008
AADC + TH + GTR | Lentivirus Putamen Primaten Jarraya et
Cyclohydrolag (Macaca al., 2009

fascicularis)

Reduktion der Glutaminsaure Adenc STN Mensch LeWitt et

Uberaktivitat Decarboxylase assoziierten Virus al., 2011

inhibitorischer

zum GPi/ SNpr

projiziererder

Neurone im STN

1.4.7. Transplantation von katecholaminergen Zellen/ Zellersatztherapie

Als mdgliche Therapieoption wird seit geraumer Zeit Bliéglichkeit erforscht fetale oder
korpereigene katecholaminerge Zellen in das Gehirn zu transplantieBen
Parkinsonpag¢nten sollerdiese Zellen dandie Funktion der untergangenen Neurone der SN
Ubernehmen. Schon seit ca. 20 Jahren werden in klinischen Versuchen katecholaminerge
Zellen in das Striatum transplantiert.

Tatsachlich scheinen in Tierversuchen mit Primaten und Nagerplaatisrte dopaminerge
Neurone im Striatum zu Uberleben, es zu innervieren und sogar die motorischen Fahigkeiten
in Parkinsontiermodellen zu verbessern. Aber in Doppelblindstudien konnten, bis auf

Einzelfalle, bei Patienterdenen fetale mesenzephale Zell@us dem Menschen oder dem
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Schwein bzw. Retinapigmentepithelzellen transplantiert wurdkeine Verbesserungen im
Vergleich zu Kontrollindividuen beobachtet werden.

Der Transplantationsprozess wird zwar gut vertragen, doch entwiekela 50% der
Patierien auch nach Stop derRopaGabe dyskinetische Stérungen.

Die postmortale Analyse von Gehirnatie man einer Transplantation unterzogigte, dass

es hier zu Immunreaktionen kommt (aktivierte MikrogliaZdllen und BZellen), was eine
andauerndémmunrsupression notwendig machim das Absterben des Transplantats und die
Schadigung des Gehirns durch die Entziindungsreaktion zu verhindern.

Ein weiteres potentielles Problem scheint zu sein, dass die transplantierten Zellen im Gehirn
von Parkinsonpatienteabenfalls beginnen sich pathologisch zu veréndern, im Speziellen
tauchen inden transplantierten Zellen ebenfalls Lek§rperchen auf. Aktuelle Arbeiten
deuten darauhin, dass in den Zelltransplantateime Fehlfaltungzon U-Synuwclein durch das
umgebende Gewebe induziarird (Angot et al., 2010Frost und Diamond, 201@lanow et

al. 2009).

1.48. Behandlung des striatalen Hypercholinismus mit systemischer Gabe von
Anticholinergika
Schon lange, noch vor der Therapieoptiont L-Dopa, umfasst die symptomatische
Pharmakotherapiedes MP die Anwendung von zentralgangigen Anticholinergika. Im
Tierexperiment konnten Schallert et al. (1978) zeigen, dass intraperitoneal injiziertes Atropin
in 6-OHDA-lasionierten Ratten die flMP typische Bewegungsarmut aufheben konnte und in
Kombination mit l-DOPA zu einer Verringerung von Versteifungen und pathologischen
Rotationen im Rotationstest beitragen konnte. Und auch heute noch finden solche Substanzen
klinische Anwendung eine der bekartesten ist das Piperidinderivat Biperiden (Akineton®).
So kdénnen Muscarinrezeptorblocker bestimmte Symptom#&i&esie den Tremor besonders
effektiv lindern (Clarke, 2002). Problematisch bei diesen Prapastgten sichaber ihre teils
massiven periphen aber ach zentralen Nebenwirkungen dawie Mydriasis,
Akkomodationsprobleme, Anstieg des Augeninnendrucks, Mundtrockenheit, Entziindungen
der Speicheldriisen, trockene Augen, Muskelschmerzen, Kraftminderung, Veranderungen der
Stimme, Schluckstérungen (Bghagie), eine verminderte Peristaltik der Speiseréhre und
damit verbunden Regurgitation, Verstopfurtgarnverhalt, Prostataproblem&achykardie,
Fieber bei warmer/ héherer Umgebungstemperatur, Mudigkeit, Schwindel, Halluzinationen,
Erinnerungsstérungemd Verwirrtheit (Clarke, 2002; Dassinger et al., 200hitney et al.,
2007. Desweiteren wirkt eine systemische anticholinerge Therapie auch nachteilig auf
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Teilaspekte der PathogenasesMP ein, hervorgerufen durch eine weiteBeippressiorvon

bei MP hypocholinergen Hirnregionen wie demucleus basalis Meynert und Nucleus
pontinopendicularis was zu Gangstorungen (Bohnemnd Albin, 2011) und zu einer
Verschlechteung der kognitiven Fahigkeiten bis hin zur Deméinart (Emre et al., 2004)
Diese cholinergeUnterfunktion kann sogar den Einsatz von Cholinesterasehemmern zur
Demenzbehandlung (Emre et al., 2004) erfordern, was wiederw8yviptome wir Tremor,
Ubelkeit und Schwindel verstarkt. Das macht deutlich, dass eine lokale, nur im Striatum
angreifende antholinerge Intervention bedeutenderteile fir eine Therapieoptimierung mit
sich  bringen wirde. Um die sich fiur diesen Zweck anbietendeastriatale BONT-
Applikation zu erproben,sind préklinische Versuche in einem geeigneten Tiermodell

unabdingbar.

1.5. Tiermodelle des Myrbus Parkinson i Nutzen und Grenzen

Die derzeit verfugbaren Tiermodelle des N#éB8sensich in toxirinduzierte und genetische
unterteilen Hisahara und Shimohama, 2011), wobei méglicherweise eine Kombination von
beiden der Athiopathgenese der menschlichen Erkrankung am n&chsten kommt und am
besten typische pathologische und klinische Aspekte des IPS aljpidashkiret al., 2011).
Nager und nichthumane Primate werden am haufigsten verwesaket. den fir die MP
Induktion verbretetestenNeurotoxinen MPTP, -©HDA, Rotenon, Paraquat und Maneb
nimmt 60HDA eine dominierende Stellung ein:GHDA-behandelte Ratten stellen das
Modell der Wahl fir die Erprobung neuer symptomatischer Behandlungsverfahren dar,
wahrend sie fur krankheitsrdidizierende und neuroprotektive Therapieversuche weniger
geeignet sind (Meissner et al.,, 2011). Die groRen Hoffnungienin transgene Knockcut
Tiere gesetzt wurden, bei denen bekannte Kandidatengene hereditaFariéh entweder
Uberexprimiert, mutiertoder ausgeschaltet wurderhaben sich bisher nicht erfulit.
Insbesondere lassen sie diBIP-charakteristische Lewl{drpercherPathologie und
Krankheitsprogression vermissefus diesen Grunden wurde fiir die vorliegende Arbeit das
6-OHDA-induzierte MPModell der Ratte gewahlt.
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1.6. Intrazerebrale BoNT-Applikation
Die Applikation von BoNT in das ZNS wurde erstmals von Benecke et al. (18&5)er

Katze beschrieben. Nach einer langeren Unterbrechung gibt es seit 10 Jahren zunehmend
Mitteilungen Uber intrzerebrale Gaben verschiedener Bels®formen, Uberwiegend zu
therapeutischen Zwecken, ZB. bei nozizeptiven Schmerzzustédnden, Epilepsie und
Schlaganfall oder zu grundlegenden Fragestellungen der Rolle cholinerger Verschaltung im
Basalgangliennetzwerk (Ulsicht in Hawlitschka et al., 2011Qffen blieb dabei haufig die
Dosisabhéangigkeit von BoNEffekten. Insbesondere fur die in der vorliegenden Arbeit
untersuchte intrastriatale = BoMNApplikation lagen keine Angaben Uber die
Dosisvertraglichkeit vorerstkirzlich erschiereine erste Publikation, in der die Funktion von
striatalen Substrukturen fur das rdumliche Lernen bei Mausen mit inti@stmaBoNTA

untersucht wurdede Leonibus et al., 2011).

1.7. Fragestellung

Die bisherigen Therapieformattes MPzedchnen sich durclzahlreicheUnzulé&nglichkeiten

aus, wie zeitlich begrenzte Wirksamkeit bzw. Anwendbarkeit und teilweise starke
unerwinschtéNebenwirkungen. Die Symptomatik des MP beruht zu einem grof3en Teil auf
der Uberaktivitat von cholinergen Internemen im Striatum(Abb. 2). BoNT-A ist in der

Lage den Vesikelfusionsapparat von cholinergen Nervenendigungen zu zerstdren und damit
die Ausschittung von Acetylcholiriiber einen Zeitraum von mehreren Monaten
unterbrechen.

Es ist daher Ziel der vorliegden Arbeitin einem geeigneteni@rmodelldesMP zu klaren

ob und in welchem Dosisberei@oNT-A intrastriatalappliziet werden kannohne die Tiere

in ihrer Vitalitdt, Motorik und kognitivenLeistungsfahigkeit wesentlichu beeintrachtigen.

Fur die Uhtersuchung wurde das in der experimentellen Parkinsonforschung am weitesten
verbreitete toxische Tiermoldeler Ratte ausgewahlt, das durch Injektion veDHDA in das
mediale Vorderhirnbiindel ausgeldst wird. Désion erfolgte dabei einseitig, um eiaddirch
medikamentds ausldosbares pathologisches Rotationsverhalten der HemipaRdttsomach

Gabe von Apomorphin und Amphetamin als Malf3 fir die dopamiri@egdferezierung zu
verwenden. Der Rotationstest sollte gleichzeitig den erwarteten therapeatBeNT-Effekt
quantifizierbar macherDesweitererist zu klarenob und wie langesich auch die spontanen
motorischen Fahigkeiten der einseitig lasionierten Ratten nach BeR&handlungindern

Hierfir sind BoNT-behandelte lasionierte Tierenit lasionieten scheinbehandelten,

scheinlasionierten und scheinbehandelten und ganatibehandeltefierenzu vergleichen.
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Einleitung

Die Untersuchungen erfolgten in zunehmenden Zeitabstanden Uber einen Gesamtzeitraum von
einem Jahrmittelseiner Testpalette, die untersatiliehe motorische Fahigkeitequantitativ
erfasst (Zylindertest, Opdreld-Test und Accelercdest). Um zusatzlich den Einfluss der
beidseitigenintrastriatalenBoNT-A-Injektion auf das kognitiveLeistungsvermodgen und
emotionaleVerhalten beurteilen zu kien, sind gesunde Versuchstiere zu behandeln und die
motorischen undkognitiven Fahigkeiten mit einer erweiterten Testpalette bestehend aus
Acclerod, Open Field, Water Maze, Radial Maze und Elevated Plus Maze zu prtfen.

Mittels histochemischer, immunhagthemischer, stereologischer und
elektronenmikroskopischer Methoden salldemeruiert werden, ob es im Gehider Ratten
denen BoNTA intrastriatal injiziert wurde zu morphologischen Veranderungerit oder

ohne Zelluntergangen kommt.

Durch die genanntedntersuchungen soll die Arbeit Uber die Prifenges Therapieeffektes

von intrastratalem BoNTA fur den MP hinauszum bessereierstandnisder Rolle des
cholinergen Systems fir die Motorik und die KognitionZusammenspiel der Basalganglien

beitragen

21
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2. Material und Methoden

Eine Auflistung aker Puffer, Gerate, Materialien, Chemikalien, Kits und Programme die fur
diese Arbeit ben6tigt wurdefindet sich in deMabellen 1A 2A und3A des Anhangs.

2.1. Verwendete Tiere

Fur alle Experimentavurdenstets junge adulte mannliche Wistar Ratten (Rattus norvegicus)
mit einem Korpergewicht von ca. 300 g verwendet. Diese wurden von der Firma Charles
River WIGA GmbH (Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Die Tiere wurden zu dritt in
Kunststoffkafigen mit Metallgieraufsatzen gehalten. Die Beleuchtung in dem klimatisiertem
Tierstall (22°2° C) war durch eine Zeitschaltuhr so reguliert, dass ein kiinstlicheNael
Rhythmus geschaffen wurde. Die Ratten hatten uneingeschrankt Zugang zu Wasser und
Nahrung. Samtlich Versuchstiere wurden gemal den gesetzlichen Tierschutzbestimmungen

und den Auflagen der zustandigen Behérden behandelt.

2.2. Narkose der Tiere

Vor samtlichen Operationen (Lasionen, Scheinlasionen, Botulinumtoxininjektionen und
Scheinbotulinumtoxininjekbnen) wurden die Versuchstiere mittels einer Mischung aus
Ketamin und Xylazin narkotisiert. Hierfur wurden den Tieren eine Mischung aus Ketamin

(50mg/ kg KG) und Xylazin (Rompun®; 4mg/ kg KG) intraperitoneal injiziert.

2.3. Unilaterale Lasion der Substantia nigra

2.3.1. Prinzip der dopaminergen Deafferenzierungdurch 6-Hydroxydopamin

Es existierenverschiedea Moéglichkeitender Lasion der SN mittels-ldydroxydopamin (6
OHDA), jedoch ist allen Varianten gemein, dass ein Teil oder alle dopaminerge Neurone
der SNpc durch die intrazerebrale Applikation vorGHDA zugrunde gehen. Dies kann
entweder stereotaktisch direkt in dieN,Sin das Striatum oder in das mediale
Vorderhirnbiindel (MVB) injiziert werden. Im Rahmen unserer Experimente erfolgte die
Lasion dirch die Gabe in dagchteMVB. (Abb. 5)

Bei 660OHDA handeltes sich um ein Neurotoxin, ddem Dopamin strukturell stark &hnelt,
hierdurch wird es von Dopaminrezeptoren erkannt und dureblgRekemechanismen von
katecholaminergen Zellen aufgenommen (Gxrleet al., 2003). Hier wird bei dem
enzymatischen Abbau ein Hydroxylradikal abgespalten. Dies fuhrt zu einer Stérung des

Komplex 1 der mitochondrialen Atmungsketteas schliel3lich zu oxidativem Stress in den
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Axonen der dopaminergen Zellen der SN fiilir eine rasche (ca. 24 h), zunehmende
retrograde Degeneration zur Folge,hais hin zu einem nekrotischen und apoptotischen

Zelltod der dopaminergen Nervenzellen in diit S

2.3.2. Unilaterale Lasion bei WistarRatten durch Injektion von 6-OHDA in das rechte

Medial Vorderhirnbtindel

Die Lasionen mittels-©HDA wurden vorA. Wree durchgefuhrDer Kopf der Rattevurde

in einem stereotaktischeApparat (Kop®, Tujunga, CA, USA) in dr sogenannte AF | at
Skull A Stellung p@sbi4) iZamHknenr descham dles furckx zweir t
speziell e Shtairfstiie, dd eeringdrdnadfiihet wuEderhuhd zgrmderen

durch eine Klemme fur den Oberkiefern der en unt er éorar Tiei Id,i ed eorb ¢

zwei Inzisiven eingehakt wurden.

Incisor Bar

Interaural Line

Abbildung 4.: Stereotaxie

A) Aufbau einer Apparatur fur steredtische Operationen an Ratt&ie narkotisierte Ratte wird mittels eines

At olbahsfiA an den oberen-blamziisiamerdemnddhz wai dri xABart . Du
mit einer Rasierkling wird die Kopfschwarte eréffnet und das Periwsth Spaltung beiseite geschobglittels

eines Zahnarztbohrers wird an den entsprechenden Positionen ein Loch in den Schadel gebohrt und mittels einer
Hamiltonspritze wird entweder das@HDA oder das BoNTA an den entsprechenden Koordinaten im Gehirn
injiziert.

B) Rattenschadel aus dorsaler und lateraler Ansicht. Die Kreuzung von Kreuznaht und Pfeilnaht des Schéadels
wird als Bregma bezeichnet. Bregma wurde stets als Koordinatenursprung/ Nullpunkt berdetaldischen
Operationen definiert.

B) AbbildungausPaxinos und Watson (1998).

Bei einer einseitigen Lasion wurden 4 pul einer 0,1 molaren Zitratpo$ieng die 24 ug 6
OHDA enthielt Gber vier Minuten hinweg mittels einer 5 pHamilton-Spritze, wolei
Bregma als Referenzpunkt/ Nullpunkt definiert wyrda folgende Koordinaten injiziert

sagital/ anterioposterior =2,3 mm, lateral =1,5 mm und ventral 9,0 mm Vier Wochen
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nach Lasion wurde durch den Apomorphinrotationstest (siehe unten) ihesprdie Tiere
erfolgreich lasioniert wordewaren Wies ein Tier mindestenser Rotationen in der Minute
entgegender lasionierten Seitealso entgegen dem Uhrzeigersinn auf, so galt es als
erfolgreich lasioniert.

Wurden Tiere scheinlasioniert, saurdenihnen an die oben genannten Koordinatgu der

Vehikellbsung des-®HDA, 0,1 molarer Zitratpuffer, injiziert.

24. Intrazerebrale Applikation von BONT-A

Die BoNT-A-Behandlungen der Versuchstiere wurden vAn Wree und Dr. Mix
durchgefuhrt.

Das kompexproteinfreie B®T-A wurde in Pulverform von der Firma List Biological
Laboratories, INC uber den H&andler Quadratech Diagnostim=rogen 10 pg wurden
zunachst in 200 pl PBRlas0,1% Bovines Serumalbumin (BSA) als Proteinsclertthielt

um einen vorzéigen Zerfall des BoNJA zu verhindern gelést die so gewonnene
Stammldsung wurde aliquotiert und eingefroren bzw. weiterverarbeitet. Am Tag der
jeweiligen BONTFA-Injektion wurden ein oder mehrere Aliquote aufgetaut und weiter gelost.
Die so erstellte Imgktionslésung mit der jeweiligen Endkonzentration an BeéNwurde kuhl

und nie l&nger als einen Tag gelagert.

24.1. Unilaterale BONT-A-Injektion
Fur die unilateale intrastriatale Applikation des B -A wurde der Kopf der Versuchstiere
wie fur die 60HDA-L&sion beschrieben in einem stereotaktischen Apparat fixiert. Die
Injektion erfolgte an zwei hintereinander gelegeRenktenim rechten Striatum die folgende
Koordinaten in Bezug auf Bregma hat{ébb. 5):
Injektionsstelle 1: A +1,3 mm, £2,6 mm, V-5,5 mm
Injektionsstelle 2: A0,4 mm, L-3,6 mm, V-5,5 mm
Es wurde an beide Injektionsstellen jeweils 1 pl anoMBT-A-Ldsung injiziert, deren
Konzentratiorvon der jeweiligen zu applizierenden Menge amNBeA abhing. Hierzu wurde
die BANT-A-L6sung in jedetnjektionsstelle Gibevier Minuten hinweg in Schritten von 0,25
pl in der Minuteinjiziert. Danach wurde die Injektionskanile nocier Minuten an den
jeweiligen Koordinaten belassen, um eine ausreichende Diffusion Ldsung zu
gewahrleisten und einen Bkfluss durch den Injektionskanal zu nexiden
Bei ScheinBoNT-A-Injektionen wurde in die entsprechenden Koordinaten im Striatum
jeweils nur 1 ul der Vehikelldsung injiziert.
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2.4.2. unilaterale BONT-A-Injektion nach ipsilateraler 6OHDA-Lasion der SN

Secls Wochennach erfolgreiche6-OHDA-L&sionwurden den Rattemlie zu der Tiergruppe
der 60OHDA-lasionierten und botulinumtoxinbehandelten Ratten gehtBeNT-A in das
rechte Striatum (ipsilateral z6FOHDA-Lasion.

2.4.3. Bilaterale BoNT-A-Injektion

Die beidseitige Injektion von BoNRA erfolgte wie oben beschrieben, die Koordinaten der
Injektionsstellen fur das rechte Striatum entsprachen den @bnannten, die Koordinaten
fur das linke Striatum waren folgende:

Injektionsstelle 1: A +1,3 mm, L 2,6 mm,-8,5 mm

Injektionsstelle 2: A0,4 mm, L 3,6 mm, V5,5 mm

Abbildung 5.: Injektionen
von BONT-A in das CPU
sowie von 60HDA in das
MVB

A) zeigt die laterale Ansicht
eines transparenten
RattenhirnmodelsB) zeigt die
dorsale Ansicht. Mit einer
weilen Elipse ist die
Injektionsstelle fur 60OHDA
im medialen Vorderhirnblindel
gekennzeichnet. Mit gelben
Kreisen bzw. Ellipsen sind die
Injektionsstellen fur BoNTA
im Striatum markiert.

Legende: SNpc = Substantia
nigra pars compacta; CPu =
CaudatusPutamerKomplex/

Striatum

Abbildung zur Verfigung
gestellt vonProf. Schmitt, Inst.
fir Anatomie, UniRostock

2.5. Totung der Tiere und Fixierung der Gehirne

Die Tiere wurden mittels einer Uberdosis an Ketamin und Xylazin getitstlen Tieren
intraperitoneal veralkicht wurde.AnschlieBend wurdeeat Thorax er6ffnet und das rechte
Herzohr sowie der linke Ventrikel aufgeschnitten. Durch den linken Ventrikel wurde eine
stumpfe Glaskantle in die Aorta eingefuldanachwurde der Kdrperkreislauf zun&chst mit
50 ml kaler (ca. 4°C) 0,9%ger Kochsalzlosung perfundietim das gesaratBlut aus
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diesem zuspullen und unmittelbar hiernackvurde der Korperkreislauf mit 300 ml einer
kalten Losung aus PBS (pH 7,4) und 3,7 % Paraformaldgeyllindiert Die Gehirne
wurden entnoimen und in 3,7%ger Paraformaldehydlésung (PBS, pH 7,4) Gber Nacht bei
ca. 4°C nachfixiert. Anscld3end wurden die Gehirne 24 h bei 4°C in einer Lésung aus PBS
und 20% Saccharose entwassert und kryoprotektiert. Schliel3lich wurden die Gehirne
schockgefreen indem man sie fur 5 min ¥b0°C kaltes Isopentan (Roth) absinken liel3 und
bei-80°C gelagert.

2.6. Anfertigung von Gefriermikrotomschnitten der Gehirne

Fur dieimmunhistochemischend stereologische Untersuchung der Gehirne wurden von den
Gehirnenmittels einesCryostaten/ Gefriermikrotoms (Leica) fur die Immunhistochemie und
Histologie 30 pm dicke, fur die Elektronenmikroskopie #050 pm dicke, frontale
Parallelschnitte angefertigt. Hierfur wurden die Gehirne mit der Medulla oblongata auf einen
speziellen Aluminiumstempel mittels TissuereEzing Medium® (Jung Deutschland)
ausgerichtet undufgefroren. Der entsprechende Stempel wurde dann auf dem Objekthalter
des Schneidemechanismus dE€syostaten eingespannt und nachjustiefeder siebte
Hirnschntt wurde dabei direkt von der Klinge bzw. vom Praparateauffangtisch direkt auf
Super Frost Plus Objekttrager (Menzel) aufgenommen und anschlieRende¥ésbt. Die
restlichen Schnitte wurden mittels eines Pinsels in\Vl Gewebekulturschalen (Nunc)
Uberfuhrt, die mit Kryoprotektionsldsung befillt waren. Diese Gehirnschnitte wurden bis zur

weiteren Aufarbeitung beR0°C gelagert.

2.7. Histochemie

2.7.1. AChE-Farbung

Bei der AChEFarbung wird die enzymatische Aktivitat der Acetylcholinestrease chgéner
Bereiche im Gehirn visualisiert (Karnovskymd Roots, 1964). Die Acetylcholinesterase ist
essentiell bei der cholinergen neuronalen Signalweiterleitung, da dieses Hhurgm
Spaltung von Acetylcholin in Cholin und einen EssigséstAcetylcholin, rasch aus dem
synaptischen Spalt entfernt. Ohne sie wiirde es zu einer permanenten Ubererregung der
postsynaptischen Membranen kommen. Diese Farbungi igfditem nicht so hochauflosend

wie eine immunhistochemische Farbung gegen Cholinacetyltransferaskermman einzelne
Nervenfasern deutlich abgrenzen kann. Dies liegt grol3ten Teils daran, dass
Acetycholinesterase nicht nur in den cholinergen Neuronen lokalisiert ist, sondern auch von

anderen Zellpopulationen synthetisiert wird und sich auch im Inteladd@reich befindet.
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Fur die Farbung wurden die Objekttrager mit den darauf befindlichen Hirnschnitten 20 Mal in
eine 37°C warme 25%ge Natriumsulfatiosung (Merck) getaucht. Danach wurden die
Praparate in 50 mM Acetatpuffer (pH 5,der 10 mM Glycin (Mek), 1,28 mM Kupfetll -

sulfat (Merck) und 2 mM Acetylthiocholinjodid (Serva) enthielt und zu dem kurz vor der
Inkubation noch eine 10 mM Ethopropazinstammlosung gegeben wumndeauf eine
Endkonzentration vof,1mM Ethopropazireu kommengegeben. Hier wueh sie bei 37°C

fur 100 min inkubiert. Danach wurden die Schnitte vier Mal furgiésveine Minute in Aqua
bidest gewaschen. Sogleich wurden die Schnitte fir exakt eine Minute im Dunkeln zur

Stabilisation in einer 1%igen Silbernitratlésung inkubiert.

2.7.2. NisskFarbung

Um einen Uberblick tiber die Gehirnschnitte, speziell tiber die Nervenzellmorphologie, zu
gewinnen die Gesamtzahl der Nervenzellen bestimmen zu kéanérir die stereologische
Analyse der immunhistochemisch gefarbten Folgeschnitte emdewgige Zuweisung von
linker und rechter Hemisphare zu ermdglichen, wurde stets eine Schnittserie mittels
Objekttrager direkt vom Objekttisch desydstaten aufgenommen. Diese wurden einer Nissl
Farbung unterzogerum vitale Neurone anzufarben. Hier wundenittels des basischen
Farbstoffs Kresylviolettzetat die Zellkerne sowie die sogenannten Nisslschollen angeféarbt.
Nisslschollen sind nervenzelltypische Lagen aus mehreren Schichten rauen
endoplasmatischen Retikulums (ER). Das Prinzip, das der Farbungndadiegt, ist, dass
derbasischd-arbstoff an die sauren Nukleotide der ribosomalen RNA des ERs und der DNA
im Zellkern bindet.

Die Objekttragemit den anhaftenden Gehirnschnitten wurden zunéchst fur-c2.nin drei

Mal mit Aqua dest. gespult. Dattaliel3 man sie abtropfen und inkubierte die Praparate fir 30
min in einer Kresylviolettlésung (0,1%) bei 60°C, wobei alle 10 Minuten umgerihrt werden
musste. Anschlielend wurden die Objekttrager in Aqua dest. gewaschen, durch eine
aufsteigende Alkoholred (Propanol 70%, 80%, 90%, 96%, 100%) und schliel3lich vor dem
Eindeckeln durch Xylol geftihrt. Eingedeckelt wurde mit DEREXrva)

2.8. Immunhistochemieund Immunfluoreszerzfarbungen

Der Ablauf der immunhistochemischen Farbungen stellte sich im Allgemeire folgt dar:

Die Inkubations und Waschschritte bei den immunhistochemischen Farbungen erfolgten in
den Kavitaten von 24 Well bzw. 48 Well Gewebekulturschalen (Greineori@p wobei die

Gehirnschnitte mit eima Pinsel (da Vinci- Junior SyntheticsSerie 303, GrofRe 1 und 2)
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Uberfuhrt wurden. In eine Kavitat wurden ein bis drei Gehirnschnitte Uberfihrt, handelte es
sich um Anschnitte des Bulbus olfactorius so wurden bis zu 10 Anschnitte in eine Kavitét
Uberfuhrt. Waschschritte, das Abblocken endog@&wsroxidasen mit 3%ger HO,-Losung

und der Farbeschritt mit Diaminobenzidin erfolgten inVEZdll-Platten, wobei jede Kavitét

mit je 2 ml Waschlésung bzw. 1 ml 3iger Wasserstoffperoxidlosungder Farbelésung
befullt war. Inkubationsschritte mit Proteioblocklosungen, Antikérperldsungen oder dem
ABC-Komplex erfolgten in den 48/ell-Platten wobei jede Kavitat 200 pt 250 pl der
entsprechenden Lésung enthielt.

Am ersten Tag einer Farbung wurden die entsprechenden  Gehirnschnitte aus der
Cryoprotektionghsung entnommen und zwei Mal in PBS gewaschdm Falle von
immunhistochemischen Farbungen folgte hierauf ein Abblocken endogener Peroxidasen
durch eine Inkubation in einer 3igen Wasserstoffperoxidlosung (PBS) fir mindestens 15
min, gefolgt von zweimaligm Waschen. Daraufhin wurden unspezifische Bindungsstellen
abgeblockt und die Zellmembranen permeabilisiadem man die histologischen Schnitte

fir mindestens eine Stunde in einer Losung aus PBS, Triton und spezifischer Seren fur
mindestens eine Stundekubieren lie3. Die Gehirnschnitte Uberfihrte man nun in die
jeweilige Primarantikdrperinkubationslosyndje aus PBS, dem Primarantikérpg@rabelle

4A), Triton und Serum bestand. In der Regel erfolgte die Primarantikérperinkubation bei 4°C
Uber Nacht.

Am zweiten Tag der Farbungvurde zwei Mal gewaschen und die Schnitte in die
Sekundarantikérperinkubationslésur(@abelle 5A) Uberfuhrt. In dieser verblieben sie
ebenfallsbei 4°C Uber Nacht.

Am  dritten Tag wurde zwei Mal gewaschen und im Falle einer
Fluoreszenzimmunhistochemie wurden nun die Schnitte auf Objekttrager aufgezogen, auf
diesen bei knapp 40°C getrocknet und mit Fluoreszenzeinbettmedium eingedBekelt.
immunhistochemischen Farbungen erfolgte die Inkubation in einem Komplex aus Avidin und
Biotin, an dem Meerrettichperoxidase gekoppelt war, dem KAB8plex aus den jeweiligen
Vector®-Kits fur ca. 90 min. Hiernach wurde wieder zwei Mal gewaschen, woraufhin die
eigentliche Visualisierung in einer Losung aus PBS, Diaminobenzidin (10 mgil0@nd
Wasserstoffperoxid (1 upl 35%g/ 100 ml) erfolgte. In den meisten Féllen wurde noch
Ammoniumnickelsulfat (0,04%) und Ammoniumchlorid (0,004%) zu der Farbeldsung
hinzugegebenum durch das Ausféllen von Nickelionen an den Diaminobenzidinpolymeren

einen hohererKontrast zu erzielenEs wurde wieder gewaschen, die Schnitte wurden auf
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Objekttrager aufgezogen, auf einer Heizplatte bei ca. 40°C getrocknet, in einer aufsteigenden

Alkoholreihe entwassert und mit DePeX (Serva) eingedeckelt.

2.8.1. Verwendete Antikorpe
Eine Auflistung aller verwendeter Primamd Sekundarantikorper, deren Verdinnungen und

Bezugsquellen findet sich in d&abellen 4Aund5A des Anhangs.

Tyrosinhydroxylase (TH)

Zur immunhistochemischen Darstellung dopaminerger Neurone und Ausléufde ein
Antikorper gegen Tyrosinhydroxylase gewahlt. Tyrosinhydroxylase ist streng genommen
jedach nicht nur ein Marker fir deminerge Strukturen sondern fir alle katecholaminergen
Strukturen, denn es ist ein Schlisselenzym der Kaf@timsyntheseTH fligt an die
Aminosaure ETyrosin eine weitere Hydroxylgruppe an, so dasBilbhydroxyphenylalanin
(L-DOPA) entstenht. Durch eine Dekarboxylierung vofDQPA, vermittelt durch das
Enzym DOPADekarboxylase entsteht der erste Transmitter des Katecholaminmsiabé,

das Dopamin. Aus diesem kann im Folgenden durch Hydroxylierung Noradrenalin und aus

diesem durch Methylierung Adrenalin entstehen.

Cholin-Acetyltransferase (ChAT)
Cholinerge Strukturemurdenimmunhistochemisch durch Antikérper markiert, sigezifsch
gegen Acetylcholinransferase gerichtet warenAcetylcholirtransferase verestert im

Zytoplasma Cholin mit einem Essigsaurerest, wodurch der Transdtgylcholinentsteht.

Immunhistochemische Anfarbung gegen Zytoskelletproteine

Aufgrund der beobadeten Auftreibungen an Chatind THpositiven axonalen Strukturen
waren eventuelle Veranderungen der neuronalen Zytoskellettarchitektur ebenfalls von
Il nteresse, di e mi t-T @ b s | -llAMbHufind undi n eurofllangeet n b

nachgewiesen werdenlken.

Immunhistochemische Farbungen gegen prasynaptische Proteine
Da wir im Zuge der Analyse der gegen ChAT und TH angefarbten histologischen Praparate
von BoNT-A behandelten Striata aspezifischangefarbte axonale Aufweitungen gestol3en

sind, war es nwwendig zu eruieren, ob es sich bei diesen Strukturen um verénderte
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prasynaptische Strukturen handelt, da BeNTie Vesikelfusion an der prasynaptischen

Membran blockiert.

Bassoon

Bei Basson handelt es Bicum ein Zinkfingerprotein, dasbenfalls in derPrasynapse
lokalisiert ist Es vermittelt dieFaltung der prasynaptischen Membran udiént der
Bereitstellung vorsynaptischen Vesikeln

PACSIN 1

PACSIN 1, auch als Syndapin 1 bezeichseheint beim Membrantransport beteiligt zu sein
und mitActinfilament zu ineragieren.

SNAP-25
SNAP-25 ist dasSubstratdes BotulinumtoxiprA und ist Bestandteil des SNARKomplexes
der die Fusion von synaptischen Vesikeln mit der prasynaptischen Membran bei einem

Aktionspotentiavermittelt

Synapsinl

Synapsinl istein Protein, dass an der Membran wynaptischen Vesikeln lokalisiert ist und
gleichzeitig an Zytoskellettkomponenten deégynagtischenMembran verankert ist. Es soll
die Lokalisation von synaptischen Vesikeln an der prggisgoen Membran sicherstet,
gleichzeitig soll ein aktionspotentialvermittelter “Génflux eine Lésung des Synapsin
bewirken, wodurch ein Nachriicken neuer geflllter synaptischer Vesdah beendeter

synaptischer i§naltbertragung maoglich ist.

Synaptophysin
Bei Synaptophysindndelt es sich um ein Glykoprotein, das ebenfalls an der Membran von

synaptischen Vesikeln lokalisiert ist und mit Synaptobrevin interagieren soll.
Synaptotagmin 1

Synaptotagmin ktellt einen Kalziumsensor an synaptischen Vesikeln dar, der mit SXAP

interagiert und beteiligt ist an der Regulation der Transmitterfreisetzung.
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Syntaxine
Syntaxine sind neben SNAES und Synaptobrevin Bestandteile des sogenannten SNARE
Komplexes, der eine Fusion der Vesikelmembran mit der prasynaptischen Membran

vermittdt.

USynulein

U-Synudein ist ein Protein, das vornehmlich an Synapsen lokalisiertiist das bei der
Organisation des SNAREKomplexes eine gro3e Rolle zu spielen scheint (Burré et al., 2010).
Die vollstandige Funktion dieses Proteins ist noch nicht hirgdinh geklart Es ist
Hauptbestandteil der sogenannten Letdyperchen und LewyNeuriten, die sich beim IPS in
Nervenzellen des ZNS beobachten lassen.

VesikularerAcetylcholirtransporter (VAChT)

Nachdem Acetylcholinim Zytoplasma cholinerger Nervenzellsynthetisiert wurde, wird es

durch die vesikularen @etylcholintransporter in die synaptischen Vesikel transportiert.
VAChTdés sind an der synaptischen Vesi kel memt

Zellen lokalisiert.

VMAT -2
VMAT -2 (Vesikularer Moonamintransporter 2)lient dem Transport von Monoamen wie
den Transmittern Dopamin, Noradréna Adrenalin und Serotonin v Zytoplasma in die

prasynaptischen Vesikel.

Glutamic acid decarboylase 67 (Glutamatdecarboxylase 67 -&/AD

GABAerge Nervenzedn wurden durch die immunhistochemische Markierung des Enzyms
Glutamatd&arboxylase 67 dargestellt. Dies vermittelt die Spaltung von Glutamat in
Kohl enstoffdi oxi dAminobdtterdéare. Tr ansmi tter 2

ZnT3

Ist ein Transmembranprotein in synaptischen Vesikeln, das denspbranvon Zinkionen

dient (Zinkransporter 3).
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Darstellung von axonalen Wadhsskegeln
Um eine eventuelle Neuaussprossung vAmonen in BoNTA-behandelten Striata
nachweisen zu konnen wurdeinige Praparate mit einem kommerziellen Antikdrper gegen

axonale Wachstumskegedris Antibodies Gmbh markiert.

2.9. Elektronenmikroskopie/ Immunoelektronenmikroskopie
Fur die Utrastrukturanalyseder BoNT-A infiltrierten Gehirne und hier vaalem der von uns
aufgefundenen &\T-A induzierten Varikositatenvurden Gefriermikrotomschnitte, &hnlich
wie oben beschrieben immunhistochemisch ge@kel und ChAT angefarbt. Die Gehirne
wurden hierfur teilweise 50 um dick frontal geschnitten. Fir einen mdglichst guten Erhalt der
Ultrastrukturen wurde wéahrend der immunhistochemischen Farbungen auf Detergenzien wie
Triton X-100 verzichtet, dafir wurdedech die Inkubationszeit fir den Primarantikbrper auf
zwei Tage bei 4°C verlangert. Wahrend der Farbung verblieben die Gehirnschnitte in den
Kavitaten der Gewebekulturschalen und lediglich die verschiedenen Lésungen und Puffer
wurden vorsichtig abpipettiebzw. hinzugegeben. Die Visualisierung erfolgte W& einer
Standardimmunhistochemimittels des ABC-Komplexes aus den jeweiligen Vector&lits
und der Polymerisierung von DAB, jedoch erfolgte keine Verstarkung mittels Nickelionen.
Nach der Farbung wurdedie Schnitte in PBS gewaschen und in Cacodylatpuffer (pH 7,6)
der 2,5% Glutaraldehyd enthigltiber Nacht fixiert und danach in einer 48én
Osmiumtetroxidldsung fir 30 Minuten nachfixiert. Unter lichtmikroskopischer Kontrolle
wurden kleine Bereiche dédirnschnitte resgert, die weiter analysiert werden sollteiie
nun folgenden Schritte wurden von Prof. Witt ausgefiiDie Préparate wurden in einer
aufsteigenden Ethan®eihe entwéassert und in einer Mischung aus ¥t Ethanol und
Epon812Harzund darauf folgend in reinem Eponharz tber Nacht durchtrankt. Anschliel3end
wurden die Schnitte zwischen zwei Lagen ACLAR® Film (Ted Pella, Redding, CA, USA)
und von auf3en zwischen zwei Glasplattchen eingebettet. Das Harz lield man fur 24 h bei 60°C
auspolynerisieren. Der ACLAR® Film wurde entfernt, ein Stlick des ausgeharteten Harzes
mit einem darin enthaltenen Teil des Préparates wurde ausgeschnitten und eauf ein
Eponzylinder aufgeklebt. Nun wurden Ultradinnschnitte des Praparats angefietiguf
Formva-beschichteteKupfergids fur die Elektronenmikroskopie aufgenommen wurden.
Mittels einer wassrigen 2%gen Uranylacetatlosungin der die Praparatdir 8 min
inkubierten und einer Bleizitratldsungdie manflr 2 min einwirken liel3, erfolgte eine
weitere Kontrastierung Die Begutachtung und Dokumentation der Praparate erfolgte dann
mit einem Zeiss EM 906 Transmissionselektonenmikroskop (Zeiss, Oberkochen, Germany).
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2.10. Pharmakainduzierte motorischeVer haltenstests

2.10.1. Apomorphinrotationstest

Die enseitige Zerstorung der dopaminergen Neurone in der rechten SN, die den Verlust der
dopaminergen Afferenzen des rechten Striatums bedeutet, hailgar &ass an den dortigen
GABAergen und cholinergen Zielzellen der -B2zeptorbesatz hochreguliert wird.
Verabreicht man einem solch hemilasionierten Tier systemisch einé&tedgpbtorgonisten

so wird das Striatum auf der lasionierten Seite aufgrund des héheren Rezeptorbesatzes starker
beeinflusst, als auf der gesunden Seite. Genauer gesagt, komuhireds ene D2
Rezeptoragonistgalzif der Iasionierten Seite zu einer starkdrarktionellenHemmung des
Striatums, was aufgrund oben beschriebener Basalganglienverschaltung zu einer erhdhten
motorischen Aktivitat auf der kontralateralen (der linken) Seite fidtartdie Hirnareale fur
Somatomotorik auf die kontralaterale Seite des Korpers projizieren. Ein s8lthedirn-
Schrankegéngige D2-Rezeptoragonist ist Apomorphin (in schwéacherem Ausmal} aktiviert er
auch D1Rezeptoren). Die Applikation dieses Stoffeshiemilasionierte Ratten fuhrt dazu,

dass diese eine Drehbewegung des gesamten Korpers kontralateral zur Seite der Lasion hin
ausfuhrenUngerstedt et al., 1969

Im Zuge eines sogenannten Apomorphinrotationstestsdem einer Ratte 250 ug
Apomorphin welches i n einer 0, 9%6i gen MWart jeikg mc hl or
Kdrpergewicht intraperitoneal injiziert. Den Tieren wurde ein Gurt umgelegidurch einen

Draht mit einem Zahlmechanismus verbunden war, durch dessen Hilfe man die Umdrehungen
desVersuclstieresin beide Richtungen bestimmen konribee Tiere befanden sich wahrend

der Messung in einem runden undurchsichtiBehéltnismit einem Durchmesser von ca. 25

cm, dessen Seitenwédnde grolRer waren als die Ratten in aufgerichteter Position. Die
Gesamtheit €r Messapparatur bezeichnet man als Rotometer. Diese wurde im Auftrag von
Dr. SJP Haas nach den Planen voRrof. G. Nikkhah angefertigt. Der
Apomorphinrotationstest erfolgte Uber einen Zeitraum von 40 Minuten hinweg, wobei sich
die Tiere in hierfur geeignen Behaltnissen befanddAbb. 6)
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~ach Benutrung der Ratometer bt

Abbildung 6.: Messapparatur zur Registrierungdes pharmakanduzierten Rotationsverhalters bei Ratten

nach Verabreichung von Apomorphin oder Amphetamin

Im dargestellten Bild handelt es sich um rechtssei@HDA-lasionierte Tiere, denen kurz zuvor Apomorphin
intraperitonealnjiziert wurde. Als Folge fiihren die Tiere Drehbewegungen entgegen der lasionierten Seite, also
entgegen dem Uhrzeigersinn aus. Im oberen Bildrand ist die Zahleinheit zu erkennen, deren olsye Displ
gemessene 60'stel Umdrehungen im Uhrzeigersinn anzeigen und deren untere Displays registrierte 60'stel
Umdrehungen entgegen dem Uhrzeigersinn anzeigen.

2.10.2. Amphetaminrotationstest

Bei dem sogenannten Amphetaminrotationstest macht man sich eberdall
Ungleichgewicht katecholaminerger Innervation des linken und rechten Striatums
hemilasionierter Ratten zu Nutze. Dem Versuchstier werden hierbei 25 kong
KorpergewichtA mp het amin gel °st in 0, 9%6i ger Natriur
ml) intraperitoneal injiziert. Die Wirkung des Amphetamins besteht in einer vermehrten
Ausschittung von Katecholaminen aus der prasynaptischen Membran hinein in den
synaptischen SpalKahlig et al., 2005Sulzer et al., 2005PDa in einem hemilasionierten Tier

der Grol3teil der katecholaminergen Afferenzen des Striatums aus der SN einseitig nicht mehr
vorhanden ist, kann auf der lasionierten Seite aufgrund des Fehlens dopaminerger
Axonendigungen kein Dopamin ausgeschuttet werden. Auf der gestied@sphérast dies

jedoch nach wie vor mdglich. Die systemische Applikation von Amphetamin fiihrt also im
Gegensatz zu Apomorphin zu einegrmehrtenAktivierung von Dopaminrezeptoredes
gesunden Striatums (auf der linken Seite) durch UberschieRende Dopaminausschigtung, da
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Tier fangt darauf hin an im Uhrzeigersinn, also in Richtung der Lasion, zu rotieren. Mit Hilfe
dieses Tests werden andere Bestandteile der Basalganglienverschaltung (ftgetstedt
und Arbuthnott, 1970 Die Messung der Rotationen erfolgte analogder Messung beim
Apomorphinrotationstest, allerdings wurde durch die langere Anflutungsphase und

Halbwertszeit des Amphetamins ein Zeitraum von einer Stunde ausgewertet.

2.11. Nichtpharmakainduzierte motorische Verhaltenstests
2.11.1. Zylindertest
Da be dem Hemiparkinsonmodel die motorischen Fahigkeiten der Versuchstiere auf der
kontralateralen Seite beeintrachtigt werden, stem was die Initiation von Bewegungen
betrifft, hat dies auch einen Einfluss auf die Haufigkééts Gebrauchs devorderen
Extremitaten bei verschiedenen Tatigkeiten, Bz. dem Tasten, dem Greifen und dem
Abstltzenbeim Aufrichten Man kann anhand des Verhaltnssem Gebrauch der linken
und der rechten Vorderpfote vor einer einseitigen Lasion Nen&ch einer Lasion und nach
einem TherapieversuchiBkschlisse auf die Effektivitat einer potentiellen Therapieoption
auf freiwilligen spontanen Gebrauch der vordererrdiritaten zieherlJm dieses Verhaltnis
zu ermitteln,wurde der sogenanntgylindertestangavandt, bei dem die Rattin einen
Glaszylindergesetztwird, der hoher ist als sie selbst in aufgerichtetem Zustdred.fangen
die Ratte an, die fur sie neue Umgebung zu erkunden und sich auch rasathicén
(Connor et al., 199%challertund Lindner, 1999 Cohen et al.2003. Dabei nutzen sie dann
ihre Vorderpfoten, um siclmach dem Aufrichteran dem Glaszylindeabzustiitzen Bei
diesem Tesmussund soll die Ratte auch nicht pharmakologisch oder anderweitig durch den
Experimentatorbeeinflusstwerden. Aus dem jeweiliga Gebrauch von linker und rechter
Vorderpfote bei den aufeinanderfolgenden Abstitzvorgangérd dann ein Verhaltnis
gebildet. Hier wurden die Ergebnisse fir jedes Tier als Quotient dargekteiftig I/r-
Quotient genanntwobei die Summe der Beruhrungeter Glaswand mit der linken
Vorderpfote den Dividenden und die Summe der rechten Vorderpfoteniegénr den
Divisor darstellteninsgesamt lie3 man jedes Tier 30 Mal die Wand des Zylinders mit den
Vorderpfotenflachen berthren. Wirde also der I/r Quoti@nbetragn so hatte das
entsprechende Tier ausschlie3lich mit der rechten Pfote die Wand des Zylinders berihrt,
wirde sich der 1A/Quotient30 annahern, so hatte das Tier nahezu ausschlie3lich die linke
Pfote verwendet.
Wie erwahnt, wurdeine Ratte fudiesen Test in einen Glaszylinder gesetzt, dessen Boden
ein wenig mit Einstreu bedeckt ist. Die Rattarde wahrend der gesamten Dauer des Tests
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durch eine Videokamel@&estplattencamcorder @4G255E, JVC, Japgraufgenommeyum

eine spatere Auswertung nliatp zu machen. Um samtliche Wandberthrungen erkennen zu
konnen, auch wenn sich die Ratte von der Kamegawbandt hgtwurden zwei Spiegel im
rechten Winkel zueinander hinter dem Glaszylinder angeb¢abht 7). Jedes Tier wurde so
lange in dem Zylinder belassen, bis sie 30 Mal die Zylinderwand mit den
Vorderpfotenflachen berthrt haben. Die Anzahl der linksseitigen Vorderpfotenbertihrungen
wurde durch die Anzahl der rechtsseitigen Vorderpfotenberthrungen dividiert

Abbildung 7.: Durchfihrung und Auswertung des Zylindertestes

Hier wird die Ratte in einen Glaszylinder tberfuihrt, der grof3er ist als sie selbst. Die Ratte wird gefilmt und das
erhaltene Videomaterial wird dahingehemdsgewertetwie oft ein Tier mit der rechten (rote Markierungen) und

mit derlinken (grine Markierung) Vorderpfote die Wand des Zylinders beriihrt hat. Um alle Wandberihrungen
erkennen zu konnen, sirffpiegel hinter dem Zylinder aufgestellB0 Wandberuhrungenverdeninsgesamt
ausgewertetindein Quotient aus linkem und rechten Werpfotengebrauch gebildet.

2.11.2. Accelerod-Test (forcierter motorischer Test)

Die AccelerodTests wurdervon Frau Dr. Antipova, Herrn Dr. Holzmann und Frau Drager
durchgefuhrt.

In diesem nichtpharmakaduzierten Verhaltenstest wird die motorische Bkéit der Ratten
getestet sich auf einerbeschleunigendenrotierenden Walze durch eigeasdige
Gehbewegungen zu haltemobei hauptséchlich motorische Koordination, Gleichgewicht und

eventuelle Ataxieriberpruftbzw. detektiert werden sollddonesund Roberts 1968).
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Der Name des so genanmteAdcelerodT e st s i |aasi dere englischen hVort fiir
beschleunigen- Aac c e | uad demesig| i schen Wor t fer -ASt anc
ARodh ab. Das Versuchsgerat wurde diesem Fall von defFirma TSESystems(Bad
Homburg,Deutschlandpezogen. Dieses stellt eine Versuchseinheit dar, die Gber eine Walze
mit einem Durchmesser von 60 nverfligt, die in einer Hohe von ca. 280 cm angebracht

ist und die sich Uber einen Elektromotor in unterschiedlichen Geschwaiigig drehen kann.

Vier Bereicle auf dieser Walze sind durch undurchsichtige Kunststoffwénde eingéateilt
denen man vier Versuchstiere getrennt voneinander testen(kdnmn 8) Die Ratten werden

auf die sich rotierende Walze gesetzt und sollen auedsalbststandig geheam sich so

lange wie moglich auf dieser zu halten. Am Boden verfugt das Gerat viber
Lichtschranken, so dass das Gerat das Hinunterfallen eines Versuchstieres sofort registrieren
kann. Des Weiteren setzt sich die Versagmaratu aus einer Steuerungseinheit und einem
Computer samt Bildschirm, Tastatur und entsprechender Steuerungssoftware zusammen.

Die Testung der motorischen Fahigkeiten der Tiere auf Aecelerodsetzte sich aus einer
jeweils dreitagigen Training®zw. Lernphae und einer eintdgigen Messphase zusammen. Im
Zuge der Trainingsphase sollten die Tiere erlernen selbststandig auf der sich drehenden Walze
zu laufen. Gleichzeitig wurde diese Phase genutatdas motorische Lernverhalten der Tiere

zu ermitteln. In der &rnphase wurde das Tier vier Mal taglich auf die sich schon mit vier
Umdrehungen in der Minute drehende Walze gesetzt. Sobald das Tier auf der Walze war
wurde die Drehgeschwindigkeit auf 12 Umdrehungen in der Minute erhdht. Bei dieser
Geschwindigkeit salé das Tier es moglichst schaffen 120 Sekunden auf der Walze zu gehen.
Fiel es vorher heruntewurde es zigig wieder auf die Walze gesetzt bis die 120 Sekunden
voruber waren. Die Anzahl der Sturze innerhalb der 120 Sekunden wurde notiert und floss in
die Auswertung des motorischen Lernverhaltens ein. Am Ende der Trainingsphase wurden
solche Tiere ausgesondert, die in den drei Tagen keine Lernerfolge Zeitigeso genannten
AVer weigererf.

Am Tag der eigentlichen Messung erfolgten je Ratte zwei Messuigenjeweils Beste
Ergebnis wurde als relevant erachtet und floss in die Auswertung ein. Hier wurde die
Versuclsratte auf die schon mit 4 U/min rotierende Walze gesetatauf der Messmodus
gestartet wurdebei dem die Walze innerhalb von 300 Sekundenstom auf eine
Geschwindigkeit von 40 U/min beschleunigte. Stirzte das, Warden automatisch die
verbrachte Zeit auf der Walze, die zuriickgelegte Strecke und die Geschwindigkeit der Walze

zum Zeitpunkides Sturzes registriert.
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Abbildung 8.: Accelerod-Apparatur der Firma TSE -Systems (Bad
Homburg, Deutschland)

Bis zu vier Ratten gleichzeitig kdnnen auf der rotierenden Walze der
AccelerodApparatur getestet bzw. trainiert werdddie Zeithahme
wird mittels Druck auf die jeweiligegriinen Knépfe an der wen
Front des GerategestartetAm Boden derApparaturbefinden sich

vier Lichtschranken, die einen Sturz eines Tieres registrieren. Dies
wird sofort an die Auswerteund Steuerungssoftwardie auf einem
angeschlossenen Window&-Systeminstalliert ist weitergeleitet.

aemiem neE e | B
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2.11.3. Open-Field-Test

Der OpenField-Test wurdevon Frau Drager und Herrn Dr. Holzmann durchgefuhrt.

Um die spontane motorische Aktivitat der Versuchstiere zu messeden die Tiere einem
S0 genanntFieldT eAsQ pie nennDiee Testungy erfolgte in einer Opdield
Anordnung von TSHTSE, Bad Homburg, Germanypas Prinzip des Opelfield-Testes
bestinddarin, dass man die Tiere in eine durch Wamie grél3er als das Tier selbst sind,
abgegrenzte quadratische Testar@tacm x 50 cm)gah, die fur das Tier vollkommen neu
und grof3er als der Heimkafig des Tievemen Fur das Tier gbes aufgrund der vollkommen
freien Flache keine weiteren Versteckmdglichémejtaul3er die unmittelbare Nader Wande
und deren Ecken. Gleichiig war die gesamte ApparatTestarena, Kamera, Beleuchtung)
in einer reizfreien/ reizarmen Umgebung positioniert, in diesem Fallhéaniir angefertigte
Box, die dem Tier keine Mdglichkeit gab, hinaus zu schauen uadiahtundurchlassig war
(Isolaionsbox,Abb. 9 A, B). So konnteim Open Field einggenau definierte Beleuchtung
realisiert werdenAn der Decke der Box war eine leistungsstarke Kamera angefmathier
die Arenasamt Tierauch bei geringer Beleuchtumgfilmt werden konnte(Abb. 9 C) Es
wurde wahrend der Experimente auf Gerduschfreiheit/ Gerauscharmut geachtet. Vor jeder
Testung wurde die Arena gereinigiufgrund der Reizarmutdieses Versuchskonzepss das
OpenField eine attraktive Variante zur einfachen Untersuchung der mdtensc
Spontanaktivitat und Leistung.

Des Weiteren gehorten zu dieser Versuchseinheit ein-B€Ebrder und ein RSystem mit
der Steuerungsund Auswert esof t vDarchaliesd Sdftwasdomte tdie 2 fi .

Testflachevirtuell in verschedene Quadranten eiegpilt werden. Versuchsratte wurden
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durch "VideoMot 2" automatisclrkanntund ihre Bewegungen verfdlgowie bestimm wie
lange sich eine Ratte in welchem QuadranterTdstarenaufhielt, also ob sie sich vermehrt
in den Ecken und an den Wandarthielt oder sie sich vermehrt in der Mitte dBestflache
bewegte(Abb. 9 C,D)

Abbildung 9.: Open-Field-Apparatur

Zu erkennen ist ir{A) die lichtdicht verschlieRbare schrankahnliche Box, die sich durch eine an der Decke
angebrachte Illluminationseinriclitg definiert beleuchten Iasst, in der die eigentliche Testarena platziert ist. In
(B) ist die quadratische Testareft#® cm * 50 cm)dargestellt, die bereits mit einem Tier beschickt wurde. Ihre
Begrenzung besteht aus Wanddie groRer als die Versuchsteim aufgerichteten Zustand sin@) Hier ist

ein Ausschnitt der Echtzeit Videoanalyse durch das Programm "VideoMot 2" abgebildet. Das Programm erkennt
das Tier automatisiert und markiert es durch ein grines Kreuz. Die Testarena wird zuvor virtuell in 16
Quadranten untertei{C) und das Programm "VideoMot 2" misst in Echtzeit, mit welcher Geschwindigkeit sich
die Ratte bewegt und wie viel Zeit sie in den einzelnen Quadranten ve(i)ngt

Weiterhin wurden durch die Software auch Defakationen erkarohtgemdhlt.Neben der
Analyse der zurlickgelegten Strecke im Open Field in einen definigeimaumvon zehn
Minuten und der Préferenz der Aufenthaltsorte der Ratten wurde ebenfalls eine Untersuchung
der Haufigkeit des Putzverhaltens ("Grooming™) durchigefiiHierzu wurde die Ratte
wahrend der Versuchsphase im Open Field auf einem Bildschirm beobachtet und bei jedem
Putzvorgang den die Ratte durchfuhrte, signalisierte dies der Experimentator der
Auswertungssoftware durch einen spezifischen Tastendruath das Erkundungsverhalten

der Tiere, dass sich durch Aufrichten aul3entarde analysiert. Richtete sich ein Tier im
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Open Field auf, so wurde dies der Oggeald-Software ebenfalls durch einen spezifischen
Tastendruck Ubermittelt.

Das spontane motorischéerhalten der verschiedenen Versuchstiergruppen (unbehandelte
Ratten, scheinlasionierte und schBoNT-A-behandelte Ratten, BoNA-behandelte Ratten,
lasionierte scheHBONT-A-behandelte Ratten und lasionierte BeNibehandelte Ratten)
wurde so zu verscadenen Zeitpunktemach den Operationen gemessen

Im Open Field fanden zwei gro®ersuchsreihestatt:

In der ersten Versuchsreihe wurden Tjelee einseitig mit BOHDA striatal dopaminerg
deafferentiert wurden und danach ipsilateral initg oder 2 ndBoNT-A behandelt wurden
getestet. Zusatzlich zu dies&ruppenr wurden Tiere getestadenen anstatt BoNA lediglich

die Vehikelsubstanz in das Striatum injiziert wyrdewieTiere denen in das rechi4VB

die Vehikellosung fur @OHDA injiziert wurde und ¢ vier Wochen danach ebenfalls nur die
VehikellésungdesBoNT-A intrastriatal appliziert bekaem Bei diesem ersten Versuchsblock
wurde eine moglichsschwacheBeleuchtung gewahlt, die erfahrungsgemal von den Tieren
nicht als bedrohlich und unangenehm @&mpen wird. Hier sollten vornehmlich die
motorischen Fahigkeiten und das Vermdgen der Tiere sich frei zu bewegen getestet werden.
An jedem Zeitpunkt einer Messung erfolgte fir jedes Tier eine zweimalige Testung im Open
Field innerhalb von 24.iAus den g&onnen Werten fur die Laufstrecken wurde anschlieend
der Mittelwert gebilet. Dies geschalim die Tiere amlas Operfield zu habituierennd den
anxiogenen Faktor der Versuchsapparatur zu minimies@mass vornehmlich das spontane
motorische Verhaltegemessen werden konnte

In der zweiten Versuchsreihe wurden Tiere im Opa&id getestetdenen beidseitig in das
Striatum je 1 ng BoN7A appliziert wurde. Eine ®©HDA-L&sion bei den Tieren fand nicht
statt. Auch hier gab es zusatzlich zwei Kontrolltieggren. Der ersten Kontrolltiergruppe
wurde die Vehikelsubstanz des BoMTinjiziert und die zweite Kontrolltiergruppe blieb
ganzlich unbehandeltn dem zweiten Versuchsblock lag die Gewichtung des Tests auf der
Ermittlung der Angstlichkeit der Tiere. Augedem Grund wurde eine starke Beleuchtung von
400 Lux gewahltFunf Wochen nach Behandlung fand die Tiagtder Ratteim Open Field

statt. Dieses Mal wurde jede Ratte nur ein einziges Mal in die Gpeid-Apparatur
verbracht und getestetum eine Habitugon auszuschlieen und eine Messung der
Angstlichkeit zu gewahrleisten. Die Neuartigkeit des Umfeldes und die helle Beleuchtung

sollten den Tieren namlich als anxiogene Eigenschaften dienen.
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2.11.4. Water Maze

Fir die Durchfuhrung des Watktaze Testesbedanke ich mich bei Frau Drager und Herrn

Dr. Holzmann.

In dieser Versuchsanordnung soll hauptsachlich das raumliche Lernvermégen der Tiere
getestet und eruiert werden, ob die Tiere durch die intrastriatale BoeNgplikation
kognitive Defizite davontrage

Die Versuchsanordnung bestand ausreinedenWWannemit einem Durchmesse&on ca. 105

cm und eine Wandhdhe von ca. 60 ¢reiner KameraEneo VK-1316 S) die die Wanne
senkrechtvon oben kompletterfassenkonnte und einem angeschlossenen Rechner samt
AuswertesoftwareA Vi d e o Mla tder Wdinne selbst kmid sich eine fest installierte
Platform, die ca. 28 cm aufragEur die Experimente wde die Wanne mit Wasser, das
milchig trib eingefarbt wurde, auf.c80 cmHo6heaufgeflllt so dasdas Versuchstr nicht

die Plattform die nun nur leicht mit Wasser bedeck#r, sehen knnte. Das Wasser hatte
wahrend des Experiments eine Temperatur von 26f@em Raum in dem sich das Water
Maze befand herrschte wahrend des Umgangs mit den Versuchstieren seimeache
indirekte Beleuchtung von ca. 3]8ix, um den Stress fir die Tiere moglichst gering zu
halten.Die Tiere wurden vorsichtig mit den Hinterlaufgaranin das Wasser gegeheso
dassStressvermieden wurdeAn der Kante des Beckens befanden sich iht8ieite einer zu
testenden R&e undim Abstand von jeweils 90° des kreisrunden Beckens zueinasmeier
unterschiedliche Symbaglanhand derer sich die Ratte im Becken orientieren konnte.

Jedem Tier wurde die Moglichkeit gegeben, sich an das Water Magew&ihnen. Hierzu

lie? man jedes Tier fur 90 s in der Wanne schwimmen und fuhrte es, falls es innerhalb dieser
Zeit nicht selbst geschafft hat die Plattform zu finden, zu der Plattform. Hierdurch wurde dem
Tier signalisiert, dss in dem Becken des Water Mane solche Plattform vorhanden ist, auf

die sich das Tier zuriickziehen kann, denn Schwimmen stellt im Allgemeinen einen Stress flr
die Ratte dar. Im Anschluss wurde jede Ratte einem dreitdgigen Training unterzogen. An den
ersten kiden Tagen lie3 mande Ratteacht Malam Tagje 60 s in dem Water Maze
schwimmen. Am letzten Tag lieR man diettea weitere vier Mal im Water Maze
schwimmen. Es wurde die Latenz fur dadfinden der Plattform ermigtt.

Die Analyse und Auswertung der Parftance der einzeém Ratten inlWater Maze geschah
durch die Softaware AV i d e o Mdi¢rzu @irde die Flache des WabazeBeckens
virtuell in mehrere Quadranten eingeteilt. Schon wahrend der Trainingsphase wurde
ausgewertetwie schnell die Tiere der einzelnen Tiergruppemer Lage warenm Verlauf

der Testphasen die Plattform zu finden.

41



Material und Methoden

Nach derTraininggphasewurden die Ratten im Water Maze getestet, nun wurde jedoch die
versteckte Plattform, deren Position die Ratten erlernt haben sollten, entfernt. Es wurde nun
gezdlt, wie oft der Quadrant mit der ehemaligen Position der Plattform gekreuzt wurde. Eine

erhohte Zahl der Kreuzungen wies auf besseres raumliches Lernen hin.

2.11.5. Radial Maze

Der RadialMaze Test wurde freundlicher Weise von Herrn Dr. Holzmann durctge

Der Versuchsaufbau bestdausachtim 45°-Winkel zueinandeangeordnete&angen auch
Arme genanntdie seitlich durch Wandéegrenzt oben aber offen und aginem Ende
verschlossenvaren Die Lange der Gange batg 550 mm, die Breite 50 mm und de HOhe
der Auf3enwénde 225 mr(Abb. 10) Am Ende der Arme wurdge nachVersuchsprofil fir
die Ratten schmackhaftes Futter (nach Frichten schmeckende Cornfidte®rt Eine

Kamera(Eneo VK-1316 S)flmte senkrecht von oben die Apparatur.

Abbildung 10.: Aufbau einer
Radial-Maze-Apparatur

Die hier abgebildeten Wénde
zum Zentrum der
Versuchseinheit hin, wurden
fur die vorliegenden Versuche
nicht bendtigt.

Abbildung entnommen von
www.tsesystems.com

Auch hier sollten die kognitiven FahigkeiterdRatten untersucht werdeim Speziellen
wurde mit diesenTest das Arbeitsgedéachtnis der Tigeprift Es wurde die Fahigkeit der
Tiere getestet sich auf Dauer zu merken, welche der acht Arme mit Futter befillt sind und
welche nicht, sowie sich zu merkevelche der Armesie bei dem jeweiligen Testdurchlauf
bereitsbesucht und das Futteort entnommen haben und welcAeme noch zu besuchen
waren

Die offenen Endeder Gange mindeten im Zentrwes durch sie gebildeten Sterns, in dieses

wurden die jeweifen Tiere beim Start eines Experimentes gesetzt.
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Wahrend der Testung mit dem Radial Maze herrschte in dem entsprechenden Raum eine
schwache indirekte Beleuchtung voni285 Lux. Die Analyse des Verhaltens der Tiere im
Radial Maze geschah wieder compuéstijtzt. DieSignale der Kamera, die dadiatMaze
Apparaturfilmte, wurden voneiner entsprechenden Softwa@®@V i d e o Vaudgewertet,

dabei wurde jedem Arm ein bestimmter virtueller Quadrant zugewiesen. Das entsprechende
Tier wurde automatisch erkann

Das Versuchsprotokoll dieser Arbestellt eine Malifikation der Arbeit vonHolscherund
Schmidt (1994) dar und wurde in @hnlichen Formen auch in anderen Studien eingesetzt
(Nguyen et al., 2006; von Héten, 2003)

Fur die korrekte Durchfihrung diesesogfitionstestes und um sich die Motivation der
Versuchstiere zu sichern, war es notwendig, die Tiere schon drei Tage vorher einer
Futterdeprivation auszusetzefunachst wurde den Tieren einmalig die Mdglichkeit gegeben
die RadialMaze Apparatur zu erkunaeund sich an diese zu gewdhnen. Hierzu setzte man
jedes Tier fir 10 min in die Apparatur, wobei aber noch keiner der Arme mit Fustshidle

war. An einem darauffolgenden Tag wurden alle Arme am Ende mit fur die Tiere
schmackhaften Futterpellets befiline Rattewurde in die Versuchsapparatur verbracht und
damit das Experiment gestartet. Der Versuch endete sobald das Tier saRiticdkeaus

allen Armen verspeist hatte bzw. nach spatestens 5 Minuten. Hier wurde vornehmlich gezahlt,
wie oft das Tier weder (falschlicher Weise) in einen bereits besuchten Arm zuriickgekehrt ist,
aus dem es bereits das Futter gefresserDies. sollte der Detektion mdglicher Defizite im
Arbeitsgedachtnis der Tiere dienen.

In den darauf folgendefiinf Tagen wurden nur nochier der acht Arme mit Futter befullt.
Welche der Arme mit Futter beschickt waren und welche nicat, haerbeifiinf Tage lang
konstant. In diesem dritten Experiment wurde zum Einen gezahlt wie oft das Tier
Afal schlicher Wei sef nechmalgaufgesaahteatt veitethie dasi c ht e n
Arbeitsgedéachtnis zu untersuchemm Anderen wurde gezahlt, wie oft ein Tier falschlicher
Weise Arme besucht hat, in denen innerhalb digsdrTage noch nie Futtgiatziertworden

ist. Dies geschah um das Redezgedachtnis zu testeNach diesen funf Versuchstagen
wurden die jeweils anderen Arme mit Futter beschickt und Admevorher Futter enthielten
blieben nun leer. Auch hier endete der Versuch nach 5 Minuten, oder wenn das Tier samtliche
Futterpelletsgefressen hat. Diese Anordnung wurde Uber funf Tage beibehalten. So sollte
ermittelt werden, wie schnell die Ratten in der Lage waren sich auf die neuen Gegebenheiten

einzustellen.
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2.11.6. Elevated Plus Maze

Der ElevateePlusMaze Test wurde durch Dr. Homann durchgefuhrt.

Durch die Testungm Elevated Ris Maze solleeruiert werden, inwieweiteine bilaterale
BoNT-A-Injektion in das Striatum bé&attenzu ener Alteration des Angstverhaltefishrt.

Die ElevatedPlusMazeApparatur besteht aus vier Gang@25 mm x 145 mm)die in

einem 90°Winkel zueinander angeordnet sind und sich in einem zentralen Bereich
vereinigen. Zwei gegenuberliegende Géange verfligen lber hohe Seiter(@2sdem)und

werden als "geschlossene Arme" bezeichnet, die anderen beidlege besitzen keine
Seitenwande und werden als "offene Arme" bezeicHdiet.Apparatur ist in ungefahr 1 m

Hohe angebracht, so dass eine Ratte, befindet sie sich auf einem offenen Arm, keinen
benachbarten Untergrund erkennen kgab. 11) Die "offenen Ame" werden vorRatten
normalerweise als bedrohlich empfunden und gemieden. Ein vermehrter Besuch dieser Arme

wirde auf eine vermilerte Angstlichkeit dieser Tiere hinweisd@ruz et al., 1994;

Fernandesund File, 1996; File, 1987Montgomeryund Monkman 1955; Pellow et al.,
1985)

Abbildung 11.: Versuchsaufbau des Elevated Plus Maze

Fir die Testung wurden die Tiere fur finf Minuten in die Versuchsanordnung gesetzt und ihre
Aktivitat mit demselben Videotackingsystem erfasst und ausgewertet wie eslddrRadial

Maze beschrieben idDie Tiere wurden dabei mit dem Kopf in Richtung eines offenen Arms
auf die Plattform im Zentrum der Anordnung gesetzt. In dem Raum mit der
Versuchsapparatur herrschte eine gedampfte Beleuchtung von 3,Briasst wurdemeben

den Totalbesuchen der einzelnen Arme uedhd/erhéltnis der Besuche von offenen zu

geschlossenen Armen auch die zurtickgel&gisamtstreckeowiedie Defékation.
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2.12. Stereologie
Die Zellzahlungen wurden von Frau Dr. Antipova durchgefiildie theoetische und

praktische Betreuung der Stereologie erfolgte durch Prof. Oliver Schmitt

2.12.1. Zahung samtlicher Neurone im Stratum

Fur die Zahlung samtlicher Neurone in den Striata von BANJehandelten Tieren wurde
Parallelschnitte der Gehirne hegezogendie mittels Cresylviolett Nissjefarbt wurden.
Hierbei handelte es sich um jeden siebten Schnitt eines komplett geschnitten Gehirns.
Ausgezahlt wurde mittels einer speziellen Zahleinhig aus einem Mikroskops (BX 51,
Olympus, Tokyo, Japan)elstand, das mit einem digital ansteuerbaren Objekttragertisch
(MT12; Heidenhain, Traunreut, Germany)einer digitalen Kamera (CX9000,
MicroBrightField Biogience, Vermont, USA) und einem agiher 64Bit WindowsXP®-
Version basierenden P8ystem, das Uberdas Steuer und Auswerteprogramm
Stereolnvestigator (v8.0, MicroBrightField Bioscience, Vermont, USA) verflkgtebiniert

war. Fur die Zahlung der Neurone wurde ein UPlanApo-@bBjektiv verwandt. Neurone
wurden in der Zahlung daran erkannt, dass iHik&e Uber einen deutlich erkennbaren
Nucleolus verfiigte und dass die Zellkerne von einem deutlichen und grof3en Zytoplasmasaum
umgeben waren. Dies war bei Gliazellen nicht der Fall. Das CPu wurde virtuell als Region
des Interesses markiert, woraufhin dudas Programm ein vorher definiertes Zahlraster tber
die Region gelegt wrde bei dem sich alle 30Am * 300 umein Zahlrahmen befand, der 60

pm * 60 ummal. Es wurden nur Neurone gezatié sich in einem Zahlkastchen befanden
und die nicht mit ihrem Spa die linke und/ oder untere Kante des Zahlkastchens berthrten.
Wurde die rechte und/ oder obere Kante eines Zahlkéstchens durch ein Neuron berthrt, so
wurde es mitgezahl(Abb. 12)

Gezahlt wurde an zwei Gehirnen von Tieren, shkehsMonate und anfinf Gehirnen von
Tieren die zwolf Monate nacheiner intrastriatalen Injektion von 1 ng BoM Uberlebt
haben Es wurde jeweils im Striatum gezahlt, in das BeATnjiziert wurde, als auch im

kontralateralen, unbehandelten Striatum.

2.12.2. Zahlung cholinemger Interneurone im Striatum

Von den Gehirnen der BoNA-behandelten Ratten wurde jeder siebte Parallelschnitt
immunhistochemisch gegen ChAT angefarbt. Diese Préparate wurden gemmtziie
cholinergen Nervenzellen in den BoMTbehandelten Striata als@uin den kontralateralen

unbehandelten Striata auszuzahlbre Auszahlung geschah analog zu der Auszéhlung der
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Gesamtzahl der Neurone. Cholinerge Nervenzellen konnte man nun durch ihre spezifische
Anfarbung eindeutig erkennen. Lediglich die Architektws dZahlrasters wurde fur diese
Zweckemodifiziert (Abb. 12)

An den Gehirnen von drei Tieren die sechs Monate nach einer unilateralen Behandlung mit 1

ng BoNT-A Uberlebt haben, erfolgte eine Auszahlung der striatalen cholinergen Interneurone.

{
o I
| e N

Abbildung 12. Semiautomatisierte Auszahlung cholinerger Interneurone in den Striata der
Versuchsratten

(A) Die zZaht und Auswertesoftwartegt virtuell in ein umrandetes (blau) und somit als "Region of Interest”
markiertes CPu eines gegen ChAT angefarbten Gehmittes ein Zahlrastevorher definierter Rastergrofle

Jedes Zahlkastchen des Rasters setzt sich aus einer linken roten, einer unteren roten, einer rechten grinen und
einer oberen grinen Begrenzung zusamniBh Gezahlt wurden cholinerge Zellerderen Somaim
Zahlkastchen liegt oder die die griine Begrenzung schneidet. Zdllemit einem Teil ihres Somake rote
Begrenzung eines Zahlkastchens beruhrten, wurden von der Zahlung ausgeschlossen. Gezahlt wurde in einer
héheren VergroRerung in dem die entshesrle Zelle angeklickt wurde und somit durch ein spezifisches
Symbol, in diesem Fall ein gelber Kreis, markiert wu(@g

2.12.3. Volumenbestimmung des Striatums

Bei der Z&hlung der Gesamtzahl der Neurone sowie der cholinergen Nervenzellen musste das
Strnatum virtuell umfahren bzw. markiert werden. Hieraus konnte durch das Programm
Stereolnvestigatordie Flache des Striatums im jeweiligen Anschnitt ermittelt und im
Weiteren durch didultiplikation mit Schnittdicke und Schnittzahl d&esamtvolumen des

Striatums bestimmt werden.
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2.12.4. Digitale Analyse der Dichte von BoN7A induzierten Varikositaten im Striatum

Im Zuge der mikoskopischen Analyse der immustochemisch gegen TH und ChAT
angefarbten Geinschnitte wurdenin den BONT-A-behandelten Stria sowolh TH- als auch
ChAT-positive Varikositaten agefundenUm die Verteilung dieser Strukturen im Striatum
untersuchen zu konnen, wurden exemplarisch-HBrtgefarbte Gehirnschnitte von zwei
Ratten mittels eineblirax Virtual Slide Sannes (Zeiss, Jaa, Deutschlanyidigitalisiert. Die

so gewonnen Bilder wurden fir jedes Tier zu einem hochauflosenden Bildstapel konvertiert.
Hieran wurdeinteraktiv das Striatum als Region des Interesses markiert und durch einen
speziell entwickelten RechenalgorithmusPmogramm Matlab (Mathworksuf einem 64Bit
Linux-basiertem PESystem wurdemutomatisiert anhand der Graustufen in dddeésn und
anhand der Form der Varikositaten eben diese erkannt und gezahlt, sowie deren
Dichteverteilung in den einzelnen Bereichags Striatum®rmittelt (Abb. 21 und 22 Die
Verteilungsichte derBotulinumtoxinA-induzierten VarikositateiiBiVs) wurde hier durch

Farben kodiert.

2.13. Statistik

Die statistische Analyse des zeitlichen Verlaufs der apomorphininduzierten Rotatineen ei
Gruppe erfolgte durch einen gepaarteif ést. Zum Vergleich des Rotationsverhaltens von
BoNT-A-behandelten Tieren und Vehikdeéhandelten Tieren wurde ein zemtiger

St ud e fTesb f6ir uAgepaarte Beobachtungen angewandt. Auch bei der quantitativen
Analyse der immunhistochemischen Farbungen wurde eirseitige r St u-destnfirés T
ungepaarte Beobachtungen verwendet.

Trainingsdurchlaufen des Accelerodtestes, des RdthabTestes und des Watbtaze
Testes der beidseitig BoNA-behandelten Tiergvurde durch eine Einwegarianzanalyse
(ANOVA) untersucht Die Messwerte wurden zunachst mit dem KolmogeBovirnov Test

auf Normalverteilung getestet. Bei normalverteilten Messwerten wurde eirHBosTest

nach HolmSidak durchgefiihrt, wenn die Varianzbsa signifikante Unterschiede (P < 0,05)
feststellte. Bei nicht normalverteilten Messwerten wurde der nichtparametrische Kruskal
Wallis Test benutzt, der statt der Origiddésswerte die Rangwerte der Daten vergleicht. Bei
signifikanten Unterschieden wwed multipe Vergleichstests durchgefihBynn Test).

Der HolmSidak oder StudenNewmanKeul'sTest wurden fir post hoc Vergleiche

angewandtAls signifikant wurden stets Ergebnisse mit einem We® 05 angesehen.
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3. Ergebnisse
3.1. BoNT-A Dosisfindung bei Ratten

Fur die Ermittlung der optimalen therapeutischen Dosis von BANJei Injektion in das
Striatum vonRatten wurderVorexperimente durchgefihrivistar-Ratten erhieltenin die
oben genarten Zielpunkte BONT-A in einem Dosidereichvon 100 pg bis 5 ngDieser
Bereichorientiertesich an der Arbeit vo\ntonucciet al. (2008), in dedie intrazerebrale
Applikation von BoNT-A bei Ratten und Mausepeschrieben wurdéviengen von 100 pg
und 1 ngBoNT-A wurden von derRattengut ks sehr gut vertrager2 ngjedoch fuhrterbei
einigen Tieren ca. 5 Tagpostoperativzu einer Verschlechterundes Zustames mit
Gewichtsabahme, struppigem Fell, verklebten Augen und der Entwicklumgese
Brillenhamatorns sowie Apathie und torkelndem Gargei der Halfte der hiervon betroffenen
Tierebesserte sich im Verlauf der darauffolgenden ein bis zwei Wochen der Zustand deutlich,
die andere Halfte musste aufgrund der Schwere der Komplikateingeschlafert werden
Von zwei Tieren, denen 5 ng BoN-A injiziert wurden, verstarb eins rasch an einem
Atemstillstand.

Fur die weiteran Experimentewurden deshalb badinseitiger BONTA-Injektion Dosen von

100 pg, 1 ng und 2 ng gewghhliei Versuchen mibeidseitigerinjektion 1 ngin jedes
Striatum

Nach einer BoNJA-Injektion zeigten die entsprechenden Ratten in lhren Heimké&figen keine

erkennbaren Unterschiede in IhrepontanetVerhalten zu scheinbehandelten Tieren.

3.2. Pharmakanduzierte motorischeVer haltenstests

Bei da nachfolgenden Darstellung der Ergebnisse der Rotationstests werden Umdrehungen
der Tiere im Uhrzeigersinn, also zur rechten Seite hin, immer mit einem negativen
Vorzeichen {) versehen, die Umdrehungen entgegen dem Uhrzeigersinn werden als positive
Werte dargestellt. Angegeben werden hierbei stets Umdrehungen/ Rotationen in der Minute
(U/min).

3.2.1. Apomorphinrotationstest

3.2.1.1.Nur-BoNT-A-behandelte Ratten

Wurde gesunden jungen adult¢oa. drei Monate atin) WistarRatten 1 ng BoN7A in das
rechteCPuinjiziert, so konnten bei einer Applikation von 25 pg Apomorphin je kg K& ein

leichte apomorphininduzierte Rotationsneigung zu der injizierten Seitebéaiachtet
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werden. Dieser Effekt war jedoch nach zwei Monaten schon wieder verschwumalgn
wahrem der nachfolgenden Messungen neigten die Ratten dater Apomorphirentgegen
dem Uhrzeigersinn zu rotieren, jedoch waren die durchschnittlichen Ergebnisse nie signifikant
(Diagramm 1; Tabelle 6A).

Die unilaterale intrastriatale Applikation von 100 pg BoNT-A zog im
Apomorphinrotationstestbenso wie Scheinbehandlukgn signifikantes Rotationsverhalten
nach sich.

Tiere, denen 2 ng BoN-A in das rechte Striatuminjiziert wurden, zeigten im
Apomorphintest einen Trend zu Rotationen im Uhrzeigersinn, tdiasestarker ausgepragt
waren (nach einem Monatl,78 £2,47 U/mir) als die von Tieren, die mit 1 ng BoNA
behandelt wurderAuch hier warnach zwei Monaten keisignifikantesRotationsverhalten
mehr zu beobachtgabelle 6A).

Apomorphininduzierte Rotationen
2,00 -

1,50 s
1,00
0’50 | ﬁ i | .

’

o
[=}
S

[}
o

Rotationen U/min
w
o
|

E

-1,50 +

200 — =41t n=34 n=27 n=27 n=20 n=12 n=7
¥ 1ng BoNT-A

Diagramm 1.: Entwicklung des apomorphininduzierten Rotationsverhaltenstber die Zeit von Wistar
Ratten, denen 1 ng BoN7A in das rechte Striatum injiziert wurde

Angegeben ist jeweils die durchschnittliche Zahl der Rotationen in der Midutezeitig nach der BoNRA-
Injektion beseht ein Trend zu einem leichten apomorphininduziertem Rotationsverhalten zur Injektionsseite (im
Uhrzeigersinn) hinDie Fehlerindikatoregeben die mittleren Standardfehler an.

3.2.1.2.BoNT-A bei 6OHDA-hemiasionierten Ratten

Nach einseitiger Lasion ddiere mittels BOHDA-Injektion in das rechte MB wurden die
Ratten in drei Gruppeaingeteilt deren mittlereapomorphininduziert®otationsahlen (und
Standardabweichunggrsich glichen, so dass es keine signifikanten Unterschiede in den
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Rotationsergehbiasen der Gruppen gdlhabelle 7A). Jeeine Gruppe erhielt 1 ng bzw. 2 ng
BoONT-A in das rechte StriatumEine dritte diente als Kontrollgruppe, der die
Vehikelsubstanz in das reehStriatum injiziertewurde Die Gruppedie nach Lasion 1 ng
BoNT-A erhalten hatte rotierte im Schnitt 9,75%3,16 Mal in der Minute, die2 ngGruppe
10,13 +4,74U/min und dieKontrollgruppemit 9,91+3,16 U/min. Diese Tiere unterzog man
einen, drei, sechs und teilweise bis zu neun und zwo6lf Monate nach-Bdd€handlung
demapanorphininduzierterRotationstest.

Desweiteren wurdein einem ahnliche Experimentl4 Ratten ebenfalls ittels 6OHDA
einseitig lasioniert. Diesen wurdetier Wochen nach Lasiof00 pg BoNTA injiziert. Die
Rotaionsergebnisse dieser Tiere wurdaer Wochen nach Lasion, sowie &n Monat und
zwei Monate nach BoN-A-Applikation ermittelt.

Einefunfte Versuchstiergruppe, bestehend aaktWistarRatten, diente als Doppelkontrolle,
d.h. dassei diesen Tieren zunachst ohne jeglictoeherigeBehandlung dieApomorphin
induzierten Rotationen gemessen wurden, danach wurdeTa#an zun&chst nur die
Vehikelsubstanz des®HDA in das rechtéVB injiziert, vier Wochen danach unterzog man
diese Tierewieder einem Apomorphinrotationstest usghlieBlichinjizierte man ihnen die
Vehikelsubstanz des BoNA in das rechte CPu und ermittelte nun die
apomorphininduzierterRotationswerte nach einem Monat, zwei Monaten, drei Monaten,
sechs Monaten und zwo6lf Monatdbiese Tiergruppebensowie die Gruppedie einseitig
lasoniert wordenwar, jedoch nur scheiBoNT-A-behandelt wurdeadiente der Ermittlung des
Einflusses der operationsbedingtenmechanischen Irritationen im Gehirn auf die
Rotationsergebnisse.

Aus den Gruppe, die mit 1 ng BoNTA behamelt wurden, wurden in Alb&nden voreinem
Monat, zwei Monaten, drei Monaten, sechs Monaten und zwo6lf Mojeatesils 6- 8 Tiere
entnommen und einer histologischen Untersuchung zugefuhrt, so dasgiesiéhhl der
Individuen (N; Diagramm 3; Tabelle 7A) stetig verringerte. Die Indiduen fur diese
jeweiligen Tierentnahmen wurden vor derNBGA-Behandlung in Untergruppegingeteilt
und nach ihrer mittlereapomorphininduzierteRotatiorsrategeordnet, so dass es auch in
diesen sechs Untergruppen keine signifikanten Unterschieder imittleren Rotationszahl
zueinander undu den anderen beiden Grupmgah Einen Monat nach Applikation von 1 ng
BONT-A sank die mittlere Zahl der Umdrehungen in der Minehsignifikantvon 975
+3,16 auf-1,44+3,41. Die Tiere neigtenunalso sogadazu, etwas in dientgegengsetzte
Richtung, also im Uhrzeigersinn zu rotierém den darauffolgenden Rotationsmessungen der
nachsten Monate stieg die Zahl der Rotationen in der Minute wieder stetig an und erreichte
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nach einem Jahr wieder einen Wert vBi¥3 £3,72 U/min, lag jedoch immer noch
hochsignifikant unter dem Ausgangswert Oiagramm 2, Tabelle 7A). Die
Rotationsergebnisse fur lasionierte Ratten, die 2 ng BANeThielten stellten sich &hnlich
dar (Diagramm 3, Tabelle 7A). Lasionierte Ratten, diéediglich mit einer intrastriatalen
Infusion von 100 pg BON7JA behandelt wurden, zeigtemebenfalls ein verringertes
Rotationsverhaltenjedoch waren didbeobachteten Veranderungen nur gering und nicht
signifikant(Tabelle 7A) und unterschieden sich kaumnvder Scheinbehandlung

Die Tiere deren SN einseitig mit -©@HDA lasioniert wurde die jedoch nur mit der
Vehikelsubstan des BoNTA intrastriatal behandelt wurdemwiesen nach der L&sion ein
deutliches apomorphininduziertes Ratagverhalten von 9,91 % U/minauf, dassich nach
ScheinBoNT-A-Gabe signifikant um ca. 3 U/min verringef@iagramm 4, Tabelle 7A).
Dieser Ruckgang der apomorphininduziefatationenwar jedoch nicht setark ausgepragt,
wie der beiBoNT-A-behandelten Tieren. So untersd@a sich dieRotationsergebnissger
BoNT-A-behandelten Ratten und der schBoNT-A-behandelten Ratten drei Monate nach
Behandlung teils hochsignifikambneinande(Diagramm 5).

Tiere der DoppeKontrollgruppe wiesen weder nach Scheinlasion, noch nalcbirsBoNT-

A-Behandlung signifikantespomorphininduzierteRotationsverhalten aifrabelle 7A).

6-OHDA + 1 ng BoNT-A

12,00 ek dkdk Kk dedede *kk
i p=3,656-13| |p=522E-10| |p=3,62E-08| |p=0,00012] p=0,00024 |
£ 8,00 -
E 6,00

T
=

garm_ - l
o

‘52,00—

Al DR T BN B
oy

-4,00 -

vor BoNT-A 1mo 3 mo 6 mo 9mo 12 mo

n= 26 n=25 n=25 n=17 n=8 n=28

Diagramm 2.. Apomorphininduzierte Rotationen (0,25mg/kg Apomorphin, 40 min) 60OHDA.-
hemilasionierter Ratten vor und nach Behandlung mit 1 ng BoN7A

Der ersteWert stellt den Durchschnitt der Ergebnisse einer Messung vier Wochen nach L&sion und kurz vor der
BoNT-A-Behandlung dar. Auf diesen Wert beziehen sich auch die Signifikanzwerte, die mittels eines gepaarten

T-Testes nach Student ermittelt wurden und imthernn angegeben wurden, Odenn
des Unterschiedes zu dem jeweiligen darauffolgendenH3chnittswert gegeben war.
Eine Applikation von 80HDA in das rechte mediale Vorderhirnbtndel (MVB) fuhrte zu einem deutlichen

Rotationsverhalte von acht bis zehn Umdrehungen in der Minute unter Apomorphineinfluss in die
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kontralaterale Richtungur Injektionsseite (entgegen dem Uhrzeigersinn). Bei Rattenenvier Wochen nach
Lasion 1 ngBoNT-A in das rechte Striatum injiziert wurde, gingen dgomorphininduzierten Rotationen flr

mindestendrei Monate komplett zurtickum sich im Verlauf von zwolf Monaten dem Ausgangswert wieder

anzunahernjedoch nach wie vor hoch signifikant unter diesem zu bleildmr Fehlerindikator gibt den

mittleren Stadardfehler anAlle Werte sind inTabelle 7A angegebert * * = hoch signi fikant

6-OHDA + 2 ng BoNT-A

12,00 -

p=4,186-08] 4 18E 08 [p=6,84E-09] 6 345 09 [p=0,00013 | o 00013

10,00 +

8

8

Rotationen/ min
Noos
8 8

0,00 - T |
200 1 or BoNT-A _'1_"r'r"-o 3mo 6mo
-4,00

n=16 n=15 n=15 n=7

Diagramm 3.. Apomorphininduzierte Rotationen (0,25mg/kg Apomorphin, 40 min) 60HDA-
hemilésionierter Ratten vor und nach Behandlung mit 2 ng BoNTA

Die intrastriale Infusionvon hemilasionierterRatten mit 2 ng BoN7A ipsilateral zur Lasion, fuhrt Gber
mindestens sech&onate hinweg zu einem hochsignifikanteimd nahezu vollstdndigem Riickgang der
apomorphininduzierteRotationen. Der Fehlerindikator gibt den ndtti Standardfehler aiie Werte sind in
Tabelle 7A angegeben.

*** = hoch signifikant (p O 0,001)
Vehikel Gruppe
12,00 - * % *%k * *
[ p=0,009 ] p=0,006 | | p=0011 | | p=0,025
10,00
=
E 800
e
o
c 6,00
1o
T
g 400 -
o
2,00
0,00
vor Vehikel 1mo 3mo 6mo 9mo 12mo
n=8 n=7 n=7 n=7 n=7 n=7

Diagramm 4.: Apomorphininduzierte Rotationen (0,25mg/kg Apomorphin, 40 min) 60HDA-
hemilasionierter Ratten vor und nach ScheirBoNT-A-Behandlung

Die Lasion der SN durch-@HDA fiihrt zu einem starken apomorphininduzeriRotationsverhalten. Deutlich
wird, dass auch eine Sche&NT-A-Behandlung zu einer sigriinten Verringerung der Rotationsrate
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hemilasionierter Ratten fulhrt. Diesarreichtjedochbei Weitem nicht das Ausmal? dBoNT-A-Behandlung

(Diagramm 5). Alle Werte sind inTabelle 7A angegeben.

Der Fehlerindikator gibt den mittleren Standardfehl er
(0,001 < p O 0,01)

Vergleich Apomorphinrotationen

*k%k k&
12,00 1 fp=0,00012 | | p=0,0035
1 i *k K ok %
e p=0,00012 | [p=0,00059 |
c 800 - T
= T [ T T I
~. 6,00 1 —
| =
e 4,00
.0
® 200 -
°
@ 0,00 : - . . .
-2,00 4
4,00 1-vor BoNT-A 1meo 3 mo & mo 9mo 12 mo
=-6-0HDA + 1ng BoNT-A ~#=5-0HDA + 2 ng BoNT-A 6-0HDA + Vehikel

Diagramm 5.: Vergleich des apomorphininduzierten Rotationsverhaltensler Versuchstiergruppen

Die Signifikanzwerte mit i@er roten Schriftfarbe beziehen sich auf die Ermittlung eines Unterschdedels
einenungepaarten JTest zwischen deMesaverten der Tieredenen nach -®HDA-L&sion 1 ng BoN7TA je

CPu injiziert wurde und den Tiererdenen nur die Vehikelsubstanz des BeN injiziert wurde zu den
jeweiligen Zeitpunktén Die blau markierterSignifikanzwertebeziehen sich auf den Vergleich deO6IDA-
lasionierten Tieredie mit 2 ng BONTA behandelten wurdemit den lasionierten Tiereuie nur scheirBoNT-

A behandelt wrden. Ist kein Signifikanzwert angegeben, so waren die Unterscheide der
Rotationsgeschwindigkeiten der Tiergruppen auch nicht signifikant.

Eine Applikation von 8OHDA in das rechteMVB filhrte zu einem deutlichen Rotationsverhalten von acht bis
zehn Umdrehugen in der Minute unter Apomorphineinfluss in die kontralaterale Richtung zur Injektionsseite
(entgegen dem Uhrzeigersinn) bei allen Tiergrupfutlich ist zu erkennen, dass bis zu drei Monate nach
intrastriataler Applikation von 1 ng oder 2 ng BoMTdie Rotationsgeschwindigkeiter entsprechenden Tiere
sehr signifikant bzw. sogdoch signifikant geringer istls die der lasionierten Tiere, die nur scHBoONT-A-
behandelt wurderAuch danach bleibt ein Trend bestehen, dass Tiere die BoN&handelt wrden, langsamer
unter Apomorphin rotieren.

Der Fehlerindikatorzeigt den jeweiligen mittleren Standardfehlerart = sehr signi fi kant (O
*** = hoch signifikant (p O 0,001)

3.2.2. Amphetaminrotationstest

3.2.2.1. Nur BoN7A behandelte Ratten

Im Amphetaminrotationstest wiesgasundaVistarRatten denen man in das rechte Striatum
entweder 100 pgyder 1 ng BoNT-A injiziert hat kein Rotationsverhalten aufediglich bei

der Injektion von 2 ng BoN7TA zeigten die Tiere teilweise ein Rotationsverhalten von ein bis
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zwei Umdrehungen ipsilateral zur Injektionsseite, also im Uhrzeigersinn. DiesecBaoiy

war jedoch nicht immer reproduziert{@abelle 8A).

3.2.2.2.BoNT-A bei 6OHDA-hemiasionierten Ratten

Eine intraperitoneale Injektion von 2,5 mg Amphetamin jeKKg fihrte bei Wistar Ratten
deren rechtes Striatum durchG3HDA dopaminerg deafferentieswworden ist zu ca. acht
Drehbewegungen in der Minute mit dem Uhrzeigersinn, also zu der |asionierten Seite hin.
Weder eine intrastriatale Applikation von 100 pg, noch 1 ng oder 2 ng BoNihrte zu

einem Rickgang amphetamininduzierter Rotatiorigei. Tieren, die mit 2 ng BoNTA
behandelt wurdgnstieg diese sogar umier U/min. Die Anderungen waren bis zzwei
Monate nach Behandlung stark signifika(@iagramm 6; 7; 8; Tabelle 9A). Ein
signifikanterUnterschied zu hemilasioniert und scheinbehandelten fEe bestand aber zu

keinem Zeitpunk{Diagramm 9).

6-OHDA + 1 ng BoNT-A
2,00 -
n= 26 n=25 n=25 n=17 n=28 n=8
0,00 T T T T T 1
Vo -A
c -2,00 4
E
T -4,00 -
a
&
= -6,00
®
°
o 8,00
-10,00
iE 1 1 -
-12,00

Diagramm 6.: Amphetamininduzierte Rotationen (2,5 mg/ kg, 60 min6-OHDA -hemilasionierter Ratten
vor und nach intrastriataler Behandlung mit 1 ng BONT-A

Die intrastriatale Applikation von 1 ng BoNA flihrte zu keiner Beeinflussung demmphetamininduzierten
Rotationen hemilésionierter Rattdder Fehlerindikator gibt den mittleren Standardfehler an.
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6-OHDA + 2 ng BoNT-A
200 *% *%k
= p=0,0017 p=0,0020
o n=15 n=15 n=7
_2'00 2l
£
E -4,00 -
H
8 -6,00 4
g -8,00
o
-10,00 -
-12,00 1 1 J
-14,00

Diagramm 7.: Amphetamininduzierte Rotationen (2,5 mg/ kg, 60 minp-OHDA -hemilésionierter Ratten

vor und nach intrastriataler Behandlung mit 2 ng BoNT-A

Die angegebenen Signifikanzen Uber den jeweiligen Werten beziehen sich jeweils immer auf eine
Signifikanztestung nach Student mit dem Wert, der vor der BANMjektion gemessen wurde.

Die Injektion von 2 g BoNT-A in das rechte CPu von MfarRatten, deren rechte SN mittelsO&#DA
lasioniert worden ist, fihetzu einersehrsignifikant erhéhten Rotati@mate in den erstedrei Monaten nach der
BehandlungAuch ein halbes Jahr nach BoMFApplikation blieb en Trend zu vermehrten Rotationen in der

Minute nach Amphetamingabe besteh&n* = sehr signi fi kant (0,001 < p
6-OHDA + Vehikel
2,00
n=8 n=7 n=7 n=7 n="7 n=7
D,W T T T T T
VO |
| =4
E -200
Y
@
c -4,00
9
®
® -600
o
-8,00
'r J- l J
-10,00

Diagramm 8.: Amphetamininduzierte Rotationen (2,5 mg/ kg, 60 ming-OHDA -hemilasionierter Ratten

vor und nach ScheinBoNT-A-Behandlung

Nach einer BOHDA-L&sion der rechten SN zeigen die Tiere nach Gabe von Amphetamin ein dsutlich
Rotationsverhalten in ipsilaterale Richtung zur L&sion (im Uhrzeigersinn). Diesele durch eine schein
BoNT-A-Behandlung nicht beeinfluf3t. Der Fehlerindiwagibt den mittleren Standardfehler an.
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Vergleich Amphetaminrotationen

0,00 T T T T T 1
200 vor BoNTA 1 mo 3 mo 6 mo 9mo 12 mo

E -4,00

% -6,00 T T I I 1[

S . AN T . 1

2 -8,00 -

I 7+

o ’ ‘* } J- T

-12,00 1 J

-14,00
—4&—6-OHDA + 1 ng BoNY=#-6-OHDA + Vehike-e—6-OHDA + 2 ng BoNY'

Diagramm 9.: Vergleich der amphetamininduziertenRotationen derverschiedenernversuchstiergruppen
Dargestellt sindm Vergleich die mittlerenamphetamininduzierten Rotationen, der Tiergruppen, die nach 6
OHDA-Lasion entweder intrastriatal mit 1 ng BoMT 2 ng BoNTA oder scheinbehandelt wurden. Zu keinem
Zeitpunkt gab es zwischen d¥ersuchstiergruppesignifikante Unterschiede.

3.3. Nichtpharmakainduzierte motorische Verhaltenstests

3.3.1. Zylindertest

3.31.1. Scheinlasionierteind schein BoNJA-behandelte Ratten

Aus den Zylindertestwertener doppeltscheinoperierten Tieredie zu einem Zeitpunkt
getestet wurden, an dem sie noch keiner Operation unterzogen ywttedeutlich, das
gesunde WistaRatten dazu neigereherihre linke Pfote bei spontanem ungezwungenem
Gebrauch zu benutzemm Mittel ergab sich hier ein Quotient von linkem urechtem
Vorderpfotengebrauchl/(-Quotien) von 1,54 +0,86. Auch nach Scheinlasion bleibteein
Praferenz zum Gebraudter linken Vorderpfote bestehen, was sich in einer@llotienten

von 2,12 £2,36 ul3elEine Injektion der Vehikelsubstanz von BoMTin das Striatum fuhrt

zu einertendenzielle’/erminderung der Linkspraferenz tber eine langere Zeitspanne hinweg
(Diagramm 10). Die operatimsbedingte Irritation des rechten CPu's, scheint also einen
Effekt auf die Handigkeit der Tiere zu hab&tichts desto trotzntwickeln die Tiere keine
(klare) Rechtspraferenz.

Deutlich istin Diagramm 11 zu sehen, dass diechtsseitig 6-OHDA-L&sion bei den Tieren
einesignifikantePraferenz des Gebrauchs der rechten Vorderpfote befpirkd, 0099) Im
Schnitt verwenden die Tiere nach L&sion ihre rechte Vorderpfote doppelt so haufig wie ihre
linke Vorderpfotdl/r-Quotient ca. bei 0)5
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Durch eine intrastriatale BoNA-Behandlung scheint diese Rechtspraferenz abzunehmen,

jedoch geschieht dies nur zeitlich begrenzt und nicht signifikant. Bei der Behandlunggnit 2

BONT-A reduziert sich die Rechtspraferenz nach 3 Monaterk signifikant (Diagramm

12). Wichtig ist es hierbei zu erwdhnen, dass auch bei lasionierten Tcheemur einer

ScheinBoNT-A-Behandlung

unterzogen wordenein

Trend

zur Reduktion der

Rechspraferenz zu erkennen ist (maximal 0,86 nach 3 Monatsn) I/-Quotient mch 9

Monaten aber wieder auf einen Wert von 0,61 zurickKEmagramm 13).

Zylindertest Schein-6-OHDA + Schein-BoNT-A
3,50

Diagramm 10.

Zylinder testergebnisse

[p=10,051 ] [p=0,051 | e
- S T [p=0s | [p=0061 ] scheirlasionierter  Ratten,
] 2,50 . . .
o roo die einer ScheirBoNT-A-
. 5
< 150 Behandlung unterzogen
£ 10 wurden (I/r -Quotienten von
;g; e I ] ' - insgesamt 30
0,00 - . . . -
Wandberuhrungen)
O < o (] ]
~¢ w‘x‘ '»‘} & 0‘} . .
o Ein  Quotiet wvon O
& entsprache also 30
n=8 n=8 =8 n=38 n=7 rechtsseitigen

Wandberihrungen bei keiner

linksseitigen Wandberihrung, ein Quotient der sich 30 annakértle fir eine nahezu alleinige Vervaemg
der linken Pfote sprechefts fallt auf dassganzlich unbehandelté/istar Raten vermehrt die linke Pfote
verwenden. Nach einer SchédoNT-A-Behandlung stellt sich ein deutlicher Tre(m: 0,051zwei Monate
nachScheinBoNT-A-Injektion) zu einer Angleichung des Linksind Rechtspfotengebrauchs ein, teilweise wird
nun sogar vermehrie rechte Pfote verwendéir-Qu o t i e .nie Fé€hlerihdikatoren reprasentieren den
mittleren Standardfehler.

Quotient links/rechts

Zylindertest 6-OHDA + 1 ng BoNT-A

1,20

— p= 0,057

1,00

0,80

0,60

T
1 T 1

0,40

0,20

0,00 - T T T T T

vor BoNT-A
n= 32

1Mo
n= 31

3Mo
n= 30

6Mo
n=23

9Mo
n=8

12Mo
n=8

Diagramm 11:
Zylindertestergebnisse 6-
OHDA -hemilasionierter
Ratten, die einer
intrastriatalen
Behandlung mit 1 ng
BoNT-A unterzogen
wurden
Dargestellt sind die
mittleren  l/r-Quotienen
von Versuchstieren die
zunachstmittels 6-OHDA
heimlasioniert und spater
intrastriatal mit 1 ng
BoONT-A behandelt

wurden. Die Applikation von 1 ng hat keinen signifikanten Einflas$ die Handigkeit der Versuchstiere.
Lediglich bei demVergleich derneun Monate und zw6lf Monate nach BoM¥fBehandlungermittelten|/r-
Quotienten besteht ein deutlicher Trend zu einer Angleichunyaekerfotengebrauch®ie Fehlerindikatoren
reprasentieren den mittleren Standardfehler.
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Zylindertest 6-OHDA + 2 ng BoNT-A

1,20
w 1001 [p=10,006 ] o oos
=
o
2 0,80
~
2
£ 0,60
=
]
g 040 oy
g

0,20

0,00

vor BoNT-A
n=16 n=15 n=15 n—7

12.:

Zylindertestergebnisse

Diagramm

(mittlere I/r-Quotienten) 6-

OHDA -hemilasionierter

Ratten, die einer
intrastriatalen Behandlung
mit 2 ng BoNT-A

unterzogen wurden

Drei Monate nach BoNWRA-
Behandlung gleichen sich
Links- und
Rechtspfotengebrauch wieder

stark signifikantan. Die Fehlerindikatoren reprasentieren den mittleren Standardféhler.sehr signifikant

(0,001 < p ©0,01)
: A . Diagramm 13:
Zylindertest 6-OHDA-Lasion + Schein BoNT-A ) .
1.40 - Zylindertestergebnisse
2 1,20 6-OHDA -
L
¢ 100 hemilasionierter Ratten,
S~
g 0,80 die einen Monat nach
Té 0,60 - Lasion einer Schein
:‘:; 0,40 - BoNT-A-Behandlung
0,20 - unterzogen wurden
0,00 - Die I/r-Quotient blieb von
vor Schein 12Mo der BoNT-A-Injektion
n=8 n=7 n=7 n=7 n==6 n=7 Ul’lbeelnﬂUSSt D|e
Fehlerindikatoren

reprasentiereden mittleren Standardfehler.

3.3.2.Accelerod Test (forcierter motorischer Test)
3.3.2.1. 60HDA-lasionierte + BoNTA-behandelte Ratten

Hier ist sowohl den @OHDA-lasionierten und BoN-R-behandelten Tieren als auch den 6

OHDA-lasionierten und ScheiBoNT-A-behandelten Tieren und detheirasionierten

scheinBoNT-A-behandeltenTieren zu Eigen, das die Performance der Tierauf dem

Accelerodmit steigendem Alter abnimmbDiese Entwicklung ist fur lasionierte BoNA-

behandelte und ScheBcheinTiere hochgnifikant. Bei lasionierten scheinbehandelten
Tieren zeigt sich ein gleichartiger Trend. Jedoch gibt es zu keinem Zeitpunkt signifikante
Unterschiede in der durchschnittlichen verstrichenen Zeit, in dem zuriickgelegten Weg der
Tiere oder der Geschwindigkaler Walzen beim Sturz zwischen den einzelnen Tiergruppen
(Tabellen 10A - 12A).
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Aus den gewonnen Daten lasst sich schlieRen, dass lasionierte Ratten durch intrastriatale
Applikation von BoNTA keine Verbesserunghrer Fahigkeit elangen aufgezwungene
Bewegungsablaufe dauerhaft durchzufihren. Deutlich ist m Béagramm 14 und den
Tabellen 10A- 21A zu erkennen, dass es einen Monat nach BANMmjektion zu keinem
Abfall, jedoch auch zu keiner Verbesserung der Leistungyeischiedenen Tiergruppeuf
demAccelerodkommt.Zu diesem Zeitpunkedoch ist die Wirkung des BoNA im Striatum

auf das extrapyramidale motorische System sénksten, was wir durch die dramatische
Abnahme an Rotationen im apomorphininduzierten Rotationstest deutlich zeigen konnten
(Diagramm 5).

Schon zwei Monate spater lasst die Leistung dieser Tiere auAdeeherodsogarsignifikant

nach jedoch unterscheiden sich die BolTbehandelten Tiere nichton den Tieren der
Kontrollgruppen, denn auch hier nehmen die Leistungen dee aig demAccelerod wenn

awch nicht immer signifikant, abEs besteht also keine Korrelation zwischen BeNT
Applikation und Performanceabnahme auf dé&wcelerod jedoch besteht ein deutlicher
Zusammenhang mit dem steigenden Alter der Tiere. Auch a@@QidDA-Lasion ist dieser
stetige Leistungsabfall nicht zurtickzufihreslenn scheinlasionierte Tiere zeigen genau

dieselbe EntwicklungDiagramm 14).

Zurickgelegte Strecken auf dem Accelerod im Vergle
8
7 6-OHDA
+ Schein
6 BoNTA
E£5 ®
% 4 —m—6-OHDA
O 5 +1ng
e} BoNTA
N,
1 = SCheir6-
0 T T T T T T OHDA +
Schein
BoNT
Vor Bonr Mo 2Mo 3Mo 6Mo Mo 12p,

Diagramm 14. Altersabhéngige Leistungsabnahme im Accelerod est bei allen Tiergruppen

Exemplarischsind hier diemittlerenzuriickgelegten Strecken auf dem Accelerod d&HbDA-Iasionierten und
BoNT-A-behandelten Tiergruppe und der scheinbehandelten Tiergruppe als auch der scheinlasionierten und
scheinbehandelten Tiergruppe zu allen Testzeitpunkten aufgefiile Tiergruppennehmenmit steigendem

Alter an Leistung auf dem Accelerod ab uatlen zunehmends friiher von der sich beschleunigend rotierenden
Walze. Zu keinem Zeitpunkt gab es signifikante Unterschiede zwischen den Tiergruppen. Die Fehleendikator
geben die mittleren Standardfehler an.
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3.3.2.1 Bilateral BoNT-A-behandelte Ratten

In einer zweiten Versuchsreihe wurndéersuchsratten getestet, die in drei Gruppen unterteilt
wurden. Hier wurde einer Gruppe sowohl in das rechte, als auch in dasStmktum jeweils

1 ng BoONTFA injiziert. Einer weiteren Gruppe wurde lediglich beidseitig die Vehikellésung
injiziert und eine dritte Grupplieb ganzlich unbehandelt.

Das Prozedere des Trainings und des Testes war analog zAabeterodTest der oben
beschrieben wurdend begann sieben Wochen nach der Operaban Testung erfolgte hier
allerdings nicht nur an einem Tag, sondern Uber vier Tage hinweg. Der Ablauf der
Testlurchgéangevar jedochderselbavie oben und erfolgte zwei Mal am Tag.

Wahrend deJrainingsfielen die beidseitig mit BON-A behandelten Tiere signifikant friher
von der Walze als ganzlich unbehandelt Tiere. Auch war wéhrend des Trainings die Zahl der
Stirze von der Walze bei BoNA-behandelten Tieren signifikant hoher als bei
unbehandéen Kontrolltieren (Diagramm 15A + B; Tabelle 22A). Auch scheinbehandelte
Tiere schneller und 6fter von der Walze als unbehandelte Tiere, diese Unterscheidewwaren
zum Teilund nicht fur alle Trainingstageignifikant. Im direkten Vergleich von beidgig
BoNT-A-behandelten Tieren und beidseitig scheinbehandelten Tieegten BONTA
behandelte Tiere ebenfalls zum Teil eine sehr signifikant schwachere Leistung auf dem
Accelerod, was sich in vermehrten und friheren Stirzen wahrend des Traininge aul3er
(Diagramm 15A + B; Tabelle22A).

Alle Tiere konnten ihre Leistungen durch Training auf der Walze verbessern.

Wahrend der eigentlichen Testung hielten sich BeéNbehandelte Tiere signifikant kirzer

auf demAccelerodund dies sowohl beztglich der unbeti@iten Kontrolltiere als auch der

schenbehandelten Tier@Diagramm 16).
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A Verweildauer auf dem Accelerod
140 —@— BoNT-A
|| =@ Schein-
120 BONT-A S .
—a&— unbeh.
100 Kontrolle
@ 80 -
3 60 -
40 4
20 A
0

1 2 3 4 5 6 7 8
Trainingsdurchlaufe

9

oy}
N
o

Stiirze [n]
N w N 6] [o)] ~ (o] ©

o P

Zahl der Stirze wahrend der
Trainingseinheiten

—@— BONT-A

B Schein-
BoNT-A
~—&— unbeh.
Kontrolle

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Trainingsdurchlaufe

Diagramm 15.: Trainingsverlaufe auf dem Accelerodfir bilateral BoNT -A-behandelte Ratten bzw.

Kontrollen

Aufgefihrt sind die Lernkurveder beidseitigBoNT-A-behandelten Ratteder scheinbehandelten Ratten und

der unbehandelten Kontrollen auf descelerodApparatur

Diagramm A fuhrt die durchschnittlich auf der Wakz verbrachten Zeiten bis zum ersten Sturz fir jeden

Trainingstag auf

DiagrammB fihrt die durchschnitticheAnzaH der Stirze von der Walze fir jeddmainingstagauf * =
signifikant (0,01 < p 00,05); ** = sehr signifikant (0,01 < p O0,01); *** = hochsignifikanty ©0,001)

- Testdurchlauf Accelerod
] **
1 *
) T
1 1
=20
£ ]
=)
ﬁ 4
< 15 ]
=
@
-c 4
©10 -
[=)
'.6 4
£ ,
E ]
c 5 A
(%] i
O
V]
0 T T
BoNT-A Scheinbehandlung unbeh. Kontrolle
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Diagramm 16.. Testung bilateral BONT-A-

behandelter (unlasionierter) Tiere auf dem

Accelerod

Dargestellt sid hier die mittleren
Umdrehungsgeschwindigkeiten  der  sich
beschleunigend drehenden Walze des

Accelerod bei dem es zum Sturz der
jeweiligen Tiere wahrend des eigentlichen
Testdurchlaufes kamEs wird deutlich, dass
bilateralBoNT-A-behandelte Tiere gegeniber
scheinbehandelten Ratteei signifikant,
gegeniiber unbehandelten Kontrollen sogar
sehr signifikant niedrigeren
Geschwindigkeiten von der Walze fallen. Der
Fehlerindikator dit den mitleren
Standardfehler art. = signifikant (0,01< p O
0,05); ** = sehr

signifika
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3.3.3. Testung der spontanen motorischen Aktivitat, des Explorationsverhaltens und der
Angst mittels des Open Field

3.3.3.1. OperField-Test beie-OHDA Iasionierten und BoNA-behandelten Ratten

Im Open Field liel3 sich bei einseitig lasionierten Ratten, einen Monat nach Applikation von
sowohl 1ng als auch 2 ng BoNA in das rechte Striatumine signifikante/erringerungder
spontan zurtckgelegten Strecke im Vergleich zuTkstungervor der BONFA-Behandlung
konstatierenDieseVerringeung der Laufstreckesetzte sictbis drei Monatenach BoNTFA-
Gabestetigfort und blieb dann konstaiiTabelle 23A und 24A). Ahnlich verhielt es sich mit

den Kontrolltieren die lasioniert wurden und denen nur die Kelsubstanz des BoNA
injiziert wurde, auch baehnen nahm di&treckedes in zehn Minuten zuriickgelegten Weges
ab, jedoch kam es innerhalb von sechs Monateder zu einer leichtenZunahmedes
Bewegungsstreckélabelle 5A). Auch bei scheinlasionierieRatten nahm die Laufstrecke
erst ab, nahm jedoch nach SchBwNT-A-Behandlung wieder leicht ZiTabelle 26A).

Bezlglich der zuriickgelegten Strecke innerhalb von zehn Minuten galzwischen
scheinlasionierten, scheBoNT-A-behandelten Tieren unidsionierten,1 ngBoNT-A- als

auch 2 ngBoNT-A-behandelten Tieren zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede.
Zwischen der Gruppe der lasionierten und sciBaiNT-A-behandelten Tiere und den
l&sionierten 1 ngBoNT-A- und 2 ngBoNT-A behandelten Tieregabes lediglich nach der
Lasion und vor der eigentlichen BoMY-Behandlung leichte signifikante Unterschiede, nach
BoNT-A bzw. scheirBoNT-A-Behandlung zeigten die Tiere keine signifikanten
Unterschiede mehr in der zurlickgelegten StréBkagramm 17; Tabelle 27A). Hier besteht

eine starke Ahnlichkeit zu den Ergebnissen MeselerodTestes. Offensichtlich nimmt mit
steigendem Alter der Ratten auch die spontane Bereitschaft und/oder Fahigkeit sich in
ungewohnter Umgebung zu bewegen und diese zu erkunden ab.

Hinsichtlich des Angstverhaltens konnten ebenfalls keine Unterschiede zwischen einseitig
l&sionierten, einseitig BoNA-behandelten Ratten und Kontrollraten festgestellt werden,
denn im Schnitt vermieden es alle Tiere gleichermal3en sich in der dés Opetrield
aufzuhalten(Daten nicht gezeiyt Eine einseitige intrastriatale Applikation von BoMT
verandert alsallemAnschein nach nicht die Bewertung von bestimmten Gefahrensituationen

bei Ratten.
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Zuriickgelegte Strecke im Open Field

35 §

30 ~ 6-OHDA
+ Schein-
25 | BoNT
—4=—6-OHDA
+2ng
BoNT

20 4

15 4

Streckeinm

——-6-OHDA

10 A +1ng
BoNT

5 —==Schein6-
OHDA +
0 ‘ i : : ; . Schein-
vorBoNT- 1Mo 2Mo 3Mo 6Mo 9Mo 12Mo BoNT
A

Diagramm 17.: Spontan zurlickgelegte Strecken(in m) innerhalb von 10 min im Open-Field-Test der
Versuchstiergruppen

Lediglich einen Monat nach-@HDA-L&sion, jedoch noch vor ddoNT-A-Behardlung bewegten sich die
beiden Tiergruppendenen spater entweder 1 ng oder 2 ng Ba@WNintrastriatal injiziert werden sbten,
signifikant weniger weit fortals die Tiergruppedie ebenfalls mit @HDA l|asioniert worden war, der jedoch
spater nur die Vehikelsubstanz des BeNTnjiziert werden sollteZu allen anderen Testzeitpunkten gab es
keine signifikanten Unterschiedewischen denVersuchstiergrupperbeziglich der spontanen motorischen
Aktivitat im Open Field.

Die Fehlerindikatoren geben den mittleren Standardfehler an.

* = signifikant (p O 0,05)

3.3.32. OpenField-Test bei bilateral intrastriatal BoNA-behandelten WistaRatten

Wie bereits im Methodenteil erwdhnkag die Pramisse bei der Testung von beidseitig
intrastriatal BONFA-behandelten WistaRatten in der Anlgse eventueller Alterationen des
Angstverhaltens gegentber unbehandelten Ratten oder Kontrollratten. Hierflr wurde der Test
dahingehend adaptiert, dass die anxiogenen Eigenschaften der Versuchsapparatur fur die
Tiere dadurch verstarkt wundedassman dieLichtstarke von vormal2 Lux auf 450 Lux

erhohteund die Tiere nur ein einziges Mal in die Versuchsapparatur gab

3.3.32.1. Analyse des Angstverhaltens

Die Gesamtlaufstreckan der Versuchsarenavar beibilateral BONT-A-behandelten Ratten
signifikant geringer als beibilateral scheirBoNT-A-behandelten Ratten und ganzlich
unbehandelten Rattemlies konnte widerum sowohl ein Zeichen vermehrter Angstlichkeit
sein, als auch ein Zeichen von eingeaokten motorischen Fahigkeitebiggramm 18).

Wie in der Beschreibung de®penField-Testes dargelegt, fand eine interaktive Unterteilung

der OperField-Arena in mehrere Quadranten statt. Eine Ratte mit normalem Anggtear
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wird sich vermehrt in den Quadranten aufhglie direkt an den Wanden bzw. Ecken des
Open Field positioniert sindAls MaR fur die Angstlichkeitdiente ein Quotient aus
zurlickgelegter Streckien Zentrum der Opefrield-Arena und der gesamten zurlickgelegten
Strecke. Je hoher der Wert dieses Quotienten umaso geringer muss die Angstlichkei
dieser Tiere gewesen seln.nachfolgendemiagrammen und abellen wird dieser Quotient
als AAngstquotientin bezeichnet

Die BoNT-A behandelten Ratten verbrachten signifikant mehr Zeit im Zentrum des Open
Field als die beiden Kontrolltiergruppeffilateral scheirBoNT-A-behandelte Tier und
ganzlich unbehandelte Tieraljes spricht im Allgemeinen fiir weniger Angstlichkeit der
Tiere (Diagramm 19). Allerdings zeigten die BoNRA Tiere im Open Field auch eine
signifikant vermehrtdefakation im Vergleichzu den Kontrolltiergruppen, wasndererseits
auf eine hohere Angstlichkeit hindeu(&abelle 2).

Gesamtstrecke im Open Field Diagramm  18.  Zurickgelegte
ks % sk Gesamtstrecke im Open Field von
bilateral BoNT-A-behandelten

I Ratten und Kontrollratten

?

£ P BOoNT-A  behandelte  Ratten
£ 4000 - bewegen sich inder OperField-
! - — Arena signifikant wenigeweit fort
§ als scheirBoNT-A-behandelte

2000 - Ratten und sehr signifikant weit

— weniger als géanzlich unbehandelte
N= 20 Ratten. Die Fehlerbalken

0 ' entsprechen dem mittleren

BoNT-A schein-BoNT-A unbehandelt Standardfehler.

*= signifikant (G,ighi<igka®to, M5)0;01** spehd 0, 01)

0.35 Diagramm 19. Verteilung der Angstquotienten der
. verschiedenerversuchstiergruppen
0.30 - Aufgefiihrt sind Quotienten aus derzurtickgelegten

Strecke im Zentrum der Opédfield-Arena (Dividend)
und der Gesamtstrecke die durch eineatt®
zuriickgelegt wurde (Divisor). Je hoher der Wert
diesessogenannteAngstquotienten isumsogeringer
sollte die Angstlichkeit des jeweiligen Tesr =in. Es
ist der Median der Angstquotienten einer jeweiligen

o

]

(3
|

o

)

o
I

o

t

(4]
1
b

Zentrum/ Gesamtstrecke
(Angstquotient)

0.10 , .
Gruppe aufgefiihrtsowiedas obere und ter Quartil,
0.05 + ‘ * ’_;*L‘ das zehnte und neunzigste Perzentil, die hier einem
’ o > Fehlerbalken ahneln und Werte, dilas zehnte oder
0.00 -

neunzigste Perzentil unterbzw. Uberschreiten (hier

‘ durch Kreise dargestelltBoNT-A behandelte Ratten
Schein- | chandelt bewegen sichverhaltnismafiig hauder im Zentrum
BoNT-A der OperField-Arena als scheinoperierte Ratten und
ganzlich unbehandelte Ratteh.= si gni fi kant (p O 0, 5)
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Tabelle 2.: Defékationsereignisse im Open Field

Gruppe N | Mittlere Standardabweichung| Mittlerer p versusBoNT-A
Defékationen Standardfehler

BONT-A 17 |4,529 2,718 0,659

ScheirnBoNT-A |20 | 3,450 2,724 0,609 0,204

Kontrolle 18 |2,333 2,142 0,505 0,014

3.3.32.2. Grooming/ Putzen

Die Haufigkeit von beobachteten Putzverhaltensweisen im Open Field wurde ebenfalls
analysiert. Putzverhalterstellt im Allgemeinen ein MalR fur Angstlosigkeit dar. Die
verschiedenen Versuchstiergruppen zeigten im Open Field keine signifikanten Unterschiede

im Putzverhalten.

3.3.32.3. Rearing/ Aufrichten
Es konnten ebenfallseine signifikanten Unterschiede inrddaufigkeit des Aufrichtens der
Ratten zwischen den drei Versuchsgruppen festgestellt werden. Das Aufrichten dient dem

Tier zur Erkundung neuer Umgebungen.

3.3.4. Testung der Angst und des spontanen motorischen Verhaltemsitels des Elevated

Plus Maze

In dem ElevatedPlusMazeTest konnte festgestellt werden, dass die Ratten aller drei
Versuchsgruppeneth Aufenthalin dengeschlossenen Armegegentber dem in den offenen
Armenbevorzugen. Tieredie die offenen Arme nie betreten hapemrden von der Argse
ausgeschlossen. Dies traf auf vier Tiere zu, die sich auf alle drei Versuchstiergruppen
verteilten.

Bei der durchschnittlichen Gestzahl der Besuche von Testarmgeib es zwischen den drei
Versuchstiergruppen keine signifikanten Unterschigd@@agramm 20A). Auch die
durchschnittlichen  zuriickgelegten Strecken der Tiergruppen in Versuchsapparatur
unterschieden sich nicht signifikant voneinander.

Der Anteil der offenen Arme an der Gesamtzahl der Besuche von ArmBlugMaze war

bei BoNT-A-behandelten Ran sehrsignifikant hoher als der von ganzlich unbehandelten
Ratten.Der Unterschied zu scheinoperierten Ratten ala@nfallssignifikant (Diagramm

20B). Dies deutet auf eine verminderte Angstlichkeit der Tiere dii@ bilateral mit 1 ng
BoNT-A intrastriatal behandelt wurden. In der Defékationsrate waren zwischen den
Tiergruppen keine signifikanten Unterschiede zu beobachten.
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ATD BO‘BO

60 0.25

. 50
0.20 - |

40

-
(=

——

30

0.10
20

0.05 -

Besuche der Arme (n)
et
offene Arme/ geschlossene Arme

10

0.00

BoNT-A Schein- unbehandelt BoNT-A Schein- unbehandelt
BoNT-A BoNT-A

Diagramm 20. Verhalten im Plus Maze

Diagramm A) ist zu entnehmen, dass sich die durchschnittliche Gesamtzahl der Besuchenvem der
ElevatedPlusMaze Apparatur zwischen den Versuchstiergruppen nicht signifikant voneinander unterschieden
hat.

In B) sind fur die dreiVersuchstiergruppedie mittleren Quotienteraufgefiihrt, die sich bei der Division der
Anzahl der Besuche derfehen Arme durch die Zahl der Besuche der geschlossenen ArmererGegeniber
scheinoperierten Tierebhesucken BoNT-A-behandelte Ratten signifikant haufiger offene Arme, gegenlber
unbehandelten Ratteaténsie dies sogar stark signifikant haufiger.

Die Fehlerbalken geben den mittleren Standardfehler wieder.

*= signifikant (0,01 < p O 0)O05); ** sehr signifikant

3.4. Kognitionstests
3.4.1. WaterMaze

Wie in der Beschreibung der Methodik des Waaze Testes erwahnt, gab es insgesamt
funf Trainingsblocke innerhalb von drei Tagen fir jedes zu testende Tier. Zu jedem dieser
Trainingsblocke wurde die Jyeeilige Ratte vier Mal im WatekMazeBecken schwimmen
gelassen. Schon wahrend der Trainingsphase wurde digital erfasst, wie lange die Ratte
benotigten um die Plattform aufzufinden. Hier haben wéhrend der ersten drei Trainingsblocke
die mit BoNTA behandelten Ratten signifikant langsamer die Plattform gefunden als
scheinbehandelte Tiere und ganzlich unbehandelte Tiere. Bei den letzten beiden
Trainingsblécken unterschieden sich die bendétigten durchschnittlichen Zeiten der Tiergruppen
zum Auffinden der Plattform nicht mehr signifikant voneinan@@agramm 21).

Wahrend des eigentlichen Testdurchlaufes, bei dem die Plattform aus dem Water Maze
entfernt wurde, zeigten die drei Tiergruppen keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl
der Kreuzungen des Quadranten, in dem sich ehemals die Plattform befand, auch

unterscieden sich die Zeiterdie dort insgesamt durchschnittlich verbracht wurden died
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Schwimmgeschwindigkeitenicht signifikant voneinandeD{agramme 227 23; Tabellen

28A- 30A).

Durch die anfangs signifikarttbhere Latenzum Auffinden der Plattform wé&hrend der
Trainingsphase durch die BoNA-behandelten Ratten im Vergleich zu scheimaneélten
Ratten und Kontrollrattegibt es Indizien, die fir eine leichte Einschrankung der rdumlichen
Lernfahigkeit durch bilaterale intrastriatale Gabe von BoONA sprechen. In spateren
Trainingsphasen und in der Testphase lassen sich keine Bedigtrdghn der BoN7A-
behandelten Tiere mehr beobachten. Jedoch ist kritisch zu bemerken, dass man aufgrund der
raumlichen Gegebenheiten gezwungen war ein Becken zu bendézssen Durchmesser mit
1,05 m unter den in der Literatur beschriebenen Beckendessemvon 1,207 1,80 mflr
Kognitionstests mit Ratten lagFirst et al.,, 2011, Garthe et al., 2009; Morris, 1984;
Rockensteiret al., 2011) Es ist denkbar, dass hierdurch der Test an Schwierigkeit eingebuif3t
hat und eventuelle kognitive Defizite nichtimgensitiv genug erfassbar waren.

Die Geschwindigkejt mit der sich die Ratten schwimmend im WeléaszeBecken
fortbewegten unterscled sich zavischen den ¥rsuchstiergruppen nicht sigmhidint

voneinander.

30000 Training
=¢==BONTA
25000 Sham
== Control
*kk
o ; \
£ 15000
kg
N
el =
5000 A
**
0 . . .
1 2 Tag 3 4 5

Diagramm 21. Latenzen zum Auffinden der Platform im Water Maze

Aufgetragen sind die wichschnittlichen Zeiten in ms die die Ratten der verschiedenen Versuchsgruppen
benétigtenum an den jeweiligen Trainingstagen die Plattform in der Wdteze Apparatur zu findenEs wird
deutlich, dass die bilatak BONT-A-behandelten Ratten zunéchst hochsignifikant langer benptigendie
Plattform zu erreichen, sich aber im Verlauf des TrainttigsLatenzzeiten der Tiergruppen zum Erreichen der
Plattform stark angendhert haben, so dass deren Unterschiedenalahsignifikant warenAlle Tiergruppen
haben vom Training profitiert, was sich in einem deutlich schnelleren Erreichen der Plattform &bigerte.
Fehlerbalken geben den mittleren Standardfehler an.

Die Signifikanzmarkierungen (*) beziehen sich auf einégergleich von BoNTA-behandelten Tieren mit
scheinoperierten Tieren und auf einen Vergleich von BéNdehandelten Ratten mit génzlich unbehandelten
Ratten**= sehr signifikant (0,01< p O *0=,h6chs)gnifikan(pO 0, 00 1)
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Geschwindigkeit

30

25 A

BONT-A Schein-BoNT-A Kontrolle

n=17 n=20 n=18

Diagramm 22.: Durchsdnittliche Schwimmgeschwindigeiten der Verswchstiergruppen in der Water-
Maze-Apparatur

Dargestellt sind die mittleren Geschwindigkeiten in ¢mig der die Ratten der dr&ersuchstiergruppeim
WaterMaze Becken geschwommen sind. Signifikante Untersidiewschen den Gruppegeb es hierbei nicht.
Der Fehlerindikator giblen mittleren Standardfehler wieder.

Haufigkeit der Plattformpositionskreuzungen im Water - Diagramm 23: Water-
7 Maze-Test Maze-Test -
6 T Kreuzungen der
Plattformposition
_ 5 Waéhrend des eigentlien
% 4 WaterMaze
é’a Testdurchlaufes wurde
231 die Plattform aus dem
§ WaterMazeBecken
X 27 entfernt und gemessen,
1] wie oft die Ratten die
ehemalige Position dieser
0 - kreuzen. Es ist erkennbar,
BONT-A Schein-BoNT-A Kontrolle dass dies die Tiere aller
n=17 n=20 n=18 Gruppen nahezu gleich
haufig taten. Der

Fehlerindikator gibt den mittleren Standardfehler wieder.
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Latenzzeit zum Erreichen der Plattformposition

Diagramm 24.

Latenzzeit zum
erstmaligen

Erreichen der

BONT-A

n=17

Plattformposition

im Water-Maze-
Test

Schein-BoNT-A

n=20

Kontrolle
n=18

Aufgefiihrt sind die
durchschnittlichen
Latenzzeiten der
Tiergruppen
zwischen der
Uberfiihrung in das
WaterMazeBecken
und dem erstmaligem

Durchschwimmen

der ehemaligen Plattforposition.Die Unterschiedewischenden Versuchstiergruppen waren nicht signifikant.

Der Fehlerbalkergibt den mittleren Standardfehlen

3.4.2. RadialMaze

Im RadiatMaze bewegten sich die Tiere aller drei Gruppen mit annéhernd gleicher

Geschwindigkdidurch die Versuchsapparat@ab man die Tiere zum ersten Mal fur zehn

Minuten in die Apparatur, so iggen alle Tiere ein vergleichbares Erkundungsverhaksn.

gab einen Trend dafiir, dass BoATbehandelte Ratten etwas langer benotigten alle

Pelles zu finden und dass sie hierfir auch eine groRere Strecke zurlicklegen mussten,

allerdings waren entsprechende Unterschiede nicht signifiRéangramm 25).

BoNT-A-behandelte Tierbetraten im Verlauf eines Testes im Vergleich zu unbehandelten

Kontrolltieren signifikant 6fter bereits besuchte Arme, aus denen sie bereits das Futter

gefressen haben, was auf Einschrankungen

im Arbeitsgedachtnis hinweisen koénnte

(Diagramm 26). Auch scheinbehandelt€iere neigten dazu vermehrt bereits besuchte Arme

zu betretenallerdingsweniger haufigals BONT-A-Tiere und nicht signifikant. BoN3A- und

scheinbehandelte Tieteenoétigtenzum Auffinden des gesamten Futters in den Arresvas

mehr Zeitals Kontrolltiere Diese Untersdbkde waren zwischen BoNA behandelten Tieren

und unbehandelten Kontrollratten hochsignifikant und lassen sich zum Teil durch das

haufigere Aufsuchen bereits betretener Arme erkl§@agramm 27). Es konnten keine

Unt er schei

de

Z Wi

schen

den

Ti ergruppenhif est ge

besuchten Armen in dem Experimentalteil angeht, bei dem sich die Tiere tber funf Tage

hinweg einpragen solltem welchen vier der acht Arme Futter versteckt war und in welchen
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nicht. Die Testung des Referenzgedachtnisses brachte also keine DefizifBagrau
(Diagramm 28).

Durch den Radial Maze Test liel3 sich nicht nachweisen, dass eine beidseitige intrastriatale
Gabe von BoNJA zu einer Einschrankung der Lernfahigkeibezlglich des

Langzeitgedachtnisse®sn Ratten fuhrt.

i . Diagramm 25:
Totalstrecke im Radial Maze .
Durchschnittlich
4000 )
T zurlickgelegte Strecke in
3500 T I ]
1 der Radial-Maze-
£ 3000 1
o Apparatur der
£ 2500 A ) )
9 Versuchstiergruppen,  bei
© 2000 -
= Beschickung aller acht
» 1500 A
Arme mit Futter
1000 -
Wird den Tieren aller drei
500 Versuchstiergruppen die
0 Mdoglichkeit gegeben die
BONT-A Schein-BoNT-A Kontrolle RadiatMaze Apparatur zehn
n=17 n=20 n=18 Minuten lang zu erkunden,

wobei dle acht Arme mit Futter beschickt sind, so wird bei allen drei Tiergruppen ein &ahnlich starkes
Erkundungsverhalten an den Tag gelegt und annahernd die gleiche Strecke zurickigel&itre waren
demnach auch von ihren motorischen Fahigkeiten her ihalpe die nachfolgenden Tests zu absolviebsr.
Fehlerindikator gibtlen mittleren Standardfehler an.

Arbeitsgedachtnistestung - Fehlbesuche

14
==@==BOoNT-A

12 —
=== Kontrolle

10 -+ Schein-BoNT-A —|

Fehler [n]

1 2 3 4

6 7 8 9 10

S Tag

Diagramm 26.: Testung des Arbeitsgedachtnisses

Dargestellt sind die Ergebnisse der Arbeitsgedéchtnistestungen im Radial Maze. Es wurde ermittetlisvie o

Tiere falschlicher Weise Arme noch mal betreten haben, aus denen sie das Futter bereits gefressen haben.
Doppelseitig BoNFA-behandelte Ratten begehen zum Teil hochsignifikant mehr Fehler, als unbehandelte
Kontrollratten. Auch die Fehlerhaufigkeiedscheinoperierten Tiere ist erhdht. Die Fehlerindikatoren geben die
mittleren Standardfehler wieder. ** = sehr signifikan

70



Ergebnisse

300.000

250.000

200.000

150.000

Zeit [ms]

100.000

50.000

Globalzeit zum Auffinden des Futters

==@==BONT-A

=== Kontrolle 1
T Schein-BoNT-A
™ T

10

Diagramm 27.. Globalzeit zum Auffinden des gesamten Futters im Radial Mazevahrend der einzelnen

Testtage

BoNT-A-behandelte Ratten benétigen im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltaifigaise hochsignifikant
mehr Zeit, bis sie das gesamte Futter aufgefunden haben. Zumésktdich diesaus der erhéhten Rate von

Fehbesuten bereits betretener Arraeklaren Die Fehlerindikatoren geben die mittleren Standardfehler wieder.

** = sehr

signifikant (0,001 < p O 0,01);

5,0

Referenzgedachtnistestung im Radial Maze

4,0

FS

3,0

2,0

Fehler (n)

====BOoNT-A

=== Kontrolle

Schein-
BonT-A

1,0

0,0

3 4 5 6 7 8 9 10
Tag

Diagramm 28. Testung des Referenzgedachtnisséa Radial Maze
Das erste Betreten von Armen der Radli@ze Apparatur die nie mit Futter befullt waren, wurde als Fehler
gewertet. Nach sechs Tagen wurden die anderen Arme mit Futter beflillt. Der erste Test nach dem Wechsel des

Befullungsmusters ging nicht inied Auswertung ein, da die Tieerst mit diesemWechselvertraut gemacht

werden mussten.Die Tiergruppen zeigten bei diesem Test keine signifikanten Unterschiede.

Fehlerindikatoren geben die mittleren Standardfehler wieder.
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3.5. Histologi€ Stereologie

3.5.1. Histochemie

3.5.11. NisstFarbung

Von allenaufgearbeiteten Gehirnen wurde an jedem siebten Parallelschnitt eine Nisslfarbung
durchgefuhrt. Hier konnten in den BoMY-behandelten Gehirnen keine Auffalligkeiten wie
z.B. eine Gliose festgestellt werdékbb. 13).

Abbildung 13. Keine
Auffalligkeiten in  Nissk
gefarbten  (Kresylviolett-
Farbung)
Rattenhirnpraparaten nach
BoNT-A-Behandlung

Dargestellt sind Aufnahme
eines Nissigefarbten30 pm
dicken Frontalghnittes, der
von einem Rattenhirn
stammt dessen rechtes CPu
mit 1 ng BoNTA infundiert
wurde Drei Monate spater
fand die Perfusion stat{A)
Ubersichtsaufnahme  des

entsprechenden
histologischen Praparats. Die
Pfeile markieren die

Injektionsstelle, das Rechteck
den Ausschnittder in(C) in
héherer VergroRerung zu
sehen ist. Makroskopisch
lassen sio in dem Praparat
keine Seitenunterschiede in
der KresylviolettFarbung
erkennen. An der linken
Hemisphare  wurde  vor
Beginn der  Anfertigung
histologischer Schnitte am
Kryostaten, auf der gesamten
Lange der rostrokaudalen
Achse des Telencephalons
'Y, W ein Teil ces Kortex entfernt
um spater eine eindeutige Link&chtsZuordnung durchfihren zu kénneDer Mal3stabsbalken entspricht 1
mm. (B) und (C) mikroskopische Aufnahnrevon Ausschnitten des linkéB) und rechter{C) C P u Aweh bei
mikroskopischer Begutachtgnvon BoNTA-behandelten Striata lassen sich in der Nisbung keine
Auffalligkeiten wie Zelluntergang oder vermehrte Gliose und keine Unterschiede zu unbehandelten Striata
feststellen. Die Pfeile deuten auf durctKalziumsalzeitagerung bréunlich gefa® Makrophagen im
InjektionskanalDer MaRstabsbalken entspricht 100 um.
Ca: Commissura anterior; CC: Corpus callosum; Cho: Chiasma opticum; Co: Kortex; CPu: CRudatesn
Komplex/ Striatum; LV: Lateralventrikel
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3.5.1.2. AChE-Farbung

In der AChEFarbungdie das Acetylcholinesterasevorkommen in Geweben widerspiegelt
konnte in Gehirnschnitten von Tieren die mit 100 pg, 1 ng und 2 ng Bolilrastriatal
behandelt wurden keine Auffalligkeiten beobachtet werden. Lediglich in direkter
Nachbarschaft des IjBonskanals erschien die Anfarbung ein wenig schwéachie.(14).

Dies deutet auf einen verminderten Gehalt an Acetylcholinesterase in diesem durch das
BoNT-A und das Trauma des Injektionsprozesses beeinflusste Areal hin.

Abbildung 14.: AChE-Féarbung an einem 30 um dicken Frontalschnitt eines Rattenhirns, dessen rechtes
CPu mit 2 ng BoNT-A infundiert wurde

Die Abbildung zeigt das mittels eines Hochleistungsscanners aufgenommene Bild einegyef&bken
Praparats eines Rattengehirns, dem 2 ng BANM das rechte CPu injiziert wurden und das einen Monat nach
der Operation entnommen wurde. Die Pfeile markieren die Injektionsstelle. |Eicket verminderte
Acetylcholinesteraseaktivitat lasst sich aufgrund verringerter Anfarbung um die Injektionsstelte ineru
rechten CPu erkennen.

Der Mal3stabsbalken entspricht 1 mm.

Ca: Commissura anterior; CC: Corpus callosum; Cho: Chiasma opticum; Co: Kortex; CPu: CRudktusn
Komplex/ Striatum; LV: Lateralventrikel; Tu: Tuberculum olfactorium
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3.52. Immunhistochemie

3.52.1. Immunhistochemische Farbungen gegen ChAT

Im Zuge der Analyse der immunhistochemischen Anfarbung acetylcholinerger Strukturen in
Parallelschnitten der Gehirne intrastriatal BeRNdbehandelter Rattenkonnte eine
Veranderung der Anzahl und Morghgie der cholinergen Interneurone des Striatums nicht
festgestellt werden.

Im Striatum der BoNT-A-behandelten Hemisplare fielen lichtmikroskopisch an
cholinacetyltransferasepositiven Fasspharischéufweitungenauf, die eine variable @Gf¥e

im Mikrometabereich ht&ten (Abb. 15). Besonders hoctwar die Konzentration dieser
Strukturen im Bereich um die Injektionsstellen. Zahij&rund Radiusles Vorkommensm

die Injektionsstellen heruwar bei einer bheren Dosisq ng,1 ng) deutlich gil¥er als bei
einer geringeren Dosierung (100 pgyolche Strukturenwaren in der kontralateralen
Hemisphare nicht zu beobachtegbenso wenig wie in den Striata gleichartig angefarbter
Gehirne von scheiBoNT-A-behandelten oder ganzlich unbehandelten Ratémliche
Erstheinungen wurden in der Literatur im ZusammenhamigBotulinumtoxin, auch in der
peripheren Anwendung, noch nicht beschrieli@iese Strukturen wurden alhAT-positive
Botulinumtoxininduzierte Varikositaten (BiVs) bezeichnet.

Bei einer weiteren Analysder gegen ChAT angefarbten Préparate konnten auch BiVs im
piriformen Kortex sowie im Tuberculum olfactorium aufgefunden werden.

ChAT-positive BiVs wurden auch in Praparaten aufgefundenvon Tieren stammedenen

vier Wochen vor BoNJA-Injektion in dasStriatum diesesnittels Injektion von 60HDA in
dasMVB dopaminerg deafferentiert wurde.

Diese ChATpositiven BiVs konnten an Gehirnen nachgewiesen werderen BoNTA-
Injektion bis zu der Perfusion zwei Wochen zuriick lag, als auch an Gehirnen, beddenen
entsprechende Operation éitonat, zwei Monate, drei Monate, sechs Monate, neun Monate
und sogar zwolf Monate zurtick lag. Die Haufigkeit des Vorkommens dieser BiVs schien mit
zunehmendemzeitlichan Abstand von BoN7JA-Injektion und Perfusion abzunehmen,

allerding schien sich das Volumen der einzelnen BiVs zu erhdhen.
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Abbildung 15: Immunhistochemische Farbung gegen ChAT aneinem histologischen Schnitt eines
unilateral BoNT-A-behandelten Rattengehirrs

In (A) ist eine Ubersicht des gesamten Frontaldtémizu sehen. DischwarzerPfeilspitzen deuten auf die
Injektionsstelle.

(B) und (C) sind mikroskopische Bilder des linken (unbehandelten) Striat(@)sentspricht dem ir(B) mit
einem Rechteck markierten Ausschnitt. Hier sind cholinerge Nervenzellerennen, die ifC) mit schwarzen
Pfeilen markiert wurderAuffalligkeiten sind hier nicht zu beobachten.

In (D) und (E) sind mikroskopische Aufnahmen des rechten (BoNbehandelten) CPu zu sehen, wo{iE)
dem vergroRBerten Ausschnitt a(i3) entspricly, der hierebenfallsmit einem Rechteck markiert worden ibt.
(D) ist am rechterunteren Bildrandauch eincholinerges Neuron zu erkennen. Sowoh(0) als auch in(E)
erkennt man deutlich ChApositive Auftreibungen acholinergen Fasern, die als BVWezeichnet wurden. In
(E) deuten weilRe Pfeile auf die BiVs

Der Mal3stabsbalken D) entspricht 100 pm und ist auch f(B) gultig. Der Mal3stabsbalken {i&) entspricht
50 pum und ist ebenfalls fi§C) gultig.

3.52.2. Immunhistochemische Farbung gegéh T

Interessanter Weise konnten die oben beschrabéufweitungen an Nervenfasern bei
Tieren die intrastriatal mit BoNJA behandelt wurdemicht nur in der AniChAT-Farbung
nachgewiesen werden, sondern sie wurden ebenfalls in Gehirnschnitten aufgetliaden
gegen TH angefarbt wurdeBiese THpositiven Varikositaten erschienen im Vergleich zu
ChAT-positiven BiVs von antChAT-geféarbten Parallelschnitten derselben Gehirne sogar ein
wenig grol3erPrinzipiell variierte die Grol3e aller BiVs zwischen 2 urkdim.

An Gehirnschnittendie immurhistochemisch gegen TH angefarbt wurden und die von Tieren
stammen bei denen vor BoNJA-Applikation ipsilateral durch ®©HDA-L&sion die
dopaminergen Neurone der SN zerstért worden ,skwohnten solche THbositiven

Varikositaten nicht aufgefunden werden. Dies spricht dafur, dass dipoSitiven BiVs
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Strukturen sein mussen, die auf eine Alteration der Morphologie der Axone gséasiNgen

dopaminergen Neurone sein missen.

Abbildung 16.: Immunhistochemische Féarbung ggen TH an einem histologischen Schnitt eines unilateral
BoNT-A-behandelten Rattengehirns

In TeilabbildungA) ist ein gegen TH angefarbter Frontalschnitt eines Telencephalons einer Ratte zu sehen, in
dessen rechtes Striatum 1 ng BoNTinjiziert wurden. Makiert sind hier die Positionenin denen
TeilabbildungerB) und C) aufgenommen wurden.

TeilabbildungB) stammt aus dem linken, unbehandelten Striatum, hier sind keine Auffalligkeiten an den TH
positiven Fasern zu erkennen.

Teilabbildung C) wurde im rechtenmit 1 ng BoNTFA-behandelten Striatum aufgenommen. Ein Teil des
Injektionskanals wurde mit dieser Aufnahme erfasst. Zu erkennen ist dies an dem mit einem schwarzen Pfeil
markierten gelbraunlichen Makrophagen. Gleichzeitig sind eine Reihepoitiver BVs zu erkennerdie mit

weilRen Pfeilspitzen markierten wurden.

Der Mafl3stabsbalken i) entsprichtl mm und der Maf3stabsbalken Byund C) entspricht 100 um.
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Abbildung 17.:
Immunhistochemische
Farbung gegen TH an
histologischen Frontalschnitten
eines 6-OHDA -
hemildsionierten Rattengehirns
Abgebildet sindTH angeférbte
histologische  Schnitte  eines
Gehirns  einer  WistaRatte
deren rechteSN mittels einer 6
OHDA-Injektion in das rechte
mediale Vorderhirnbiindel
l&sioniert worden ist.
In A) ist ein Prapeat aus dem
Telencephalon mitsamt CPu
abgebildet. Deutlich ist zu
erkennen, dass es auf lasionierter
Seite im Striatum zu einem
Verlust samtlicher
katecholaminerger  Afferenzen
gekommen ist, worauf eine
spezifische Anfarbung des
Striatums ausbleibt.
B) zeig einen Frontalschnitt
durch das Mittelhirn eines mit6
OHDA hemilasionierten Tieres.
Auf der intakten (linken) Seite ist
mit  Pfeilen die deutlich
angefarbte SNpc markiert. Zur
Mitte hin grenzt das ebenfalls
katecholaminerge Ventrale
Tegmentale Areal an. W der
kontralateralen Seite ist die
Position derSNpcmarkiert. Hier
kam es zu einem massiven Verlust der dopaminergen Neurone. Auch das VTA war betroffen.
Die Mal3stabsbalken entsprechen in beiden Teilabbildungen 1 mm
3N: Dritter Hirnnerv/ Nervus oculometius; Aq: Aquaeductus mesencephali; Co: Kortex; CPu: Caudatus
PutamerKomplex/ Striatum; LV: Lateralventrikel; VTA: Ventrales Tegmentales Areal

3.52.3. Doppéilluoreszenzfarbung gegen TH und ChAT

Um in letzter Konsequenz nachweisen zu konnen, das3H-Immunreaktivitat unddie
ChAT-Immunreaktivitat der BiVs nicht kolokalisiert ist, die BiVs also nicht von ein und
demselben Neuronentyp abstamm&uarde eine Doppelimmunfluoreszenzfarbung gegen TH
und ChAT durchgefuhrtim Zuge dieser Farbung konnte nachgsen werden, dass TH
Immunreaktivitdt und ChATmmunreaktivitat nicht kolokalisiert ist und dass es sich folglich
um getrennte Strukturen handedbeutlich ist in Abbildung 18, dass die mit einem Cy2

Sekundarantikdrper markierten, also grin fluoreszaenTHpositiven BiVs und die mit
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einem Cy3konjugierten, also rot fluoreszierenddiVs zwei verschiedene Strukturen

darstellen, da die beiden Fluoreszenzen nicht kolokalisiert sind.

Abbildung 18.: Doppelimmunfluoreszenzfarbung gegedH und ChAT

Abgebidet ist ein gegen TH (griin) und ChAT (rot) angefarbtes Praparat eines mit 2 ngMbBRHandelten
Striatums, das mit fuoreszentkonjugierten Zweitantikdrpern gefarbt wurde. Deutlich sind die rot markierten
grol3en cholinergen Interneurone des Striatums eohten unteren Bildabschnitt zu erkennen. Mit weil3en
Pfeilspitzen sind ChAPositive BiVs markiert und mit weiRen Pfeilen die -pdsitiven BiVs. Niemals waren

BiVs doppelmarkiert. Es fallt auf, das Tpbsitive BiVs groRBer sind als ChAgositive BiVs. Der
Mafstabsbalken entspricht 200 um

3.5.2.4. Immunhistochemische Farbung gegen NeuN

Fir eine erste Begutachtung eines mdglichen Nervenzelluntergangs nachABol¢ktion

wurde immunhistochemisch gegen neuronales nukleares Protein (NeuN) angefarbt. Hier
konrnten keine Unterschiede in der Neuronendichtesghendem BoNT-A-behandelte und

dem kontralateralen unbehandeit&triatum, sowie zu Striata génzlich unbehandelter Tiere

festgestellt werden.

3.5.2.5.Ibal- und GFAR Farbung /Anfarbung gegen Mikroglia uAdtrozyten

Um Hinweise auf einen eventuellen entzindlichen Prozess im Gehirn nach intrazerebraler
BoNT-A-Injektion bekommen zu kdnnen, wurden Hirnschnittserien von exemplarisch
ausgewahlten BoNA-behandelten Tieren mit unterschiedlichen Uberlebenszegjezen

Astroglia (GFAP) und Mikroglia (Ibal) immunhistochemisch angefarb
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Bei Tieren, lei denen die BoNAA-Injektion zwei Wochen oder einen Monat zurlck lag,
konnte man eine leicht vermehrte Immunreaktivitdt in direkter Nachbarschaft des
Injektionskanals dststellen Abb. 19). Lagdie BoNT-A-Applikation drei Monate und langer
zurtick so konnte man in den Gehirnen keine vermehrte Immunreaktivitat gegeniiber GFAP

oder Ibal festsllen.

i o Abbildung 19.:
A e (R Ny Immunhistochemische  Anfarbung

i / q Fimy gegen Ibal (Mikroglia)
/’-/. | | / : Abgelildet ist ein 30 pm dicker
s s, /’ Frontalschnitt eines Rattengehirns,
(ﬂ’r\_— [ » dessen rechtes CPu mit 1 ng BoWT
d / 1 behandelt wurde. Einen Monat nach
( ' | | 9/ ) BoNT-A-Injektion,  wurde  das
i | .I entsprechende Tier getdtet und das
\ : . / Gehirn enthommen und fixie[t.
} ‘{ . f TeilabbildungA) zeigt eine Ubesicht
; | i | des entsprechenden Praparats. Im
— " i!. N // rechten Striatum ist der Injektionskanal
i 4 aufgrund der braunlich gefarbten
<.~ wmsm Makrophagen zu eeknen. Der
MafRstabbaken entspricht 1 mmDas
Rechteck markiert den Ausschnitt, der
in Teilakbildung C) dargestellt ist.
TeilabbildungB) und C) wurden in der
selben VergréflRerung aufgenommen.
B) ist ein Ausschnitt aus dem linken,
. unbehandelten  Striatum, C) ein
Ausschnitt aus dem reeht, BoNT-A-
~ behandelten Striatunm Bereich des
Injektionskanals. Sowohl iB) und C)
| wurden Mkroglia angefarbt, jedoch
war die Immunreaktivitat irC), nahe
dem Injektionskanal hoher. Der
Malstabsbalkerin C) entspricht 100
pm.

3.5.2.6. GAD67-Farbung Immunhistochemische Farbung geg@ABAerge Strukturen
In der immunhistochemischen Anfarbunggagen GABAerge Strukturen lieRen sich an
Préaparaten des Striatums von exemplarisch ausgewahlten Tieren denen 100 pg, 1 ng und 2 ng

BoNT-A intrastriatal injiziert wurdemikroskopischkeine Auffalligkeiten beobachten.
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3.5.2.7. Immunhistochemische Farbangyegen Zytoskelettproteine

I n den Anf 2r dwrbagé-Al-Tupdidhend Nebrofilament lieBen sich keine
BoNT-A-induzierten VeranderungemachweisenDie Immunreaktivitat fur Neurofilament
schien in der direkten Nachbarschaft diegktionskaals starker ausgepragt zu seis im

restlichen Hirnparenchym.

3.5.2.8.Axonale Wachstumskegel
In Praparatendie gegen axonale Wachstumskegel immunhistochemisch angefarbt wurden,

erschien die Anfarbung in delmgebungles Injektionskanals etwas intensiver.

3.5.29. Immunhistochemis@hFarbungegegen prasynaptische Proteine

In den immunhistochemischen Anfarbungen gegen die meisten prasynaptischen Proteine
(Bassoon, SNARS, Synapsifl, Sy napt op hy s i BynudSiy WACARTx VMAE-2, U
ZnT3)liel3en sich keie BONT-A-induziertenvVeranderungen nachweisen.

Jedoch konnte man bei der Anfarbung gegen Synaptotagminirekter Nachbarschaft des
Injektionskanals einige groRe immunreaktiveriKasitaten erkennen. Diese erreichten eine
GroRe von bis zu 10 unSie waren aber in Zahl und Atad von Injektionsstelle weit
weniger haufig vorhandesls die TH und ChATpositivenBiVs. Interessanter Weide3en

sich dieseStrukturenhauptsachlich in€orpus callosum auffindgibb. 20).
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Abbildung 20. Immunhistochemische Anfarbung gegen Synaptotagmit

In A) ist die Ubersicht des angefarbten Frontalschnittes eines Rattengehirns zursdbssen rechtes Striatum

ein Monat vor der Perfusion 1n @RT-A injiziert wurde. Die schwarzen Pfeile markieren die Injektionsstelle.
Mit schwarzen Rechtecken und dentsprechendeBuchstaben sind die Ausschnitte markiert, die in den
TeilabbildungerB) undC) zu sehen sind. Der Mal3stabsbalken entspricht 1 mm.

In Teilabbildung B) ist ein Ausschnittaus dem rechten @Pmitsamt Injektionsstelle zu erkennen. Einige
immunreaktiveAuftreibungen die sich nur in der direkten Nachbarschaft des Injektionskanals befinden, sind mit
weilRen Pfeilen markiert. Mit schwarzen Pdpitzen sind Makrophagen im Injektionskanal markiert, die durch
Kalziumsalzinlagerungen eine goldbraeiFarbung angenommen haben. Maf3stabsbalken entspricht hier 50
pm.

In Teilabbildung C) ist ein Ausschnitt aus dem rechten Balken mitsamt Injektenmak abgebildet.
Synaptotagminpositivéuftreibungen scheinen hier haufiger vorzukommen als im CPu. Auch hier sind diese
wieder mit weil3en Pfeilen markiert, wohingegen Makrophagen mit schwarzen Pfeilspitzen markiert sind. Der
Maf3stabsbalken entspricht 75p
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3.5.3. Digitale Analyse der Verteilung von TH-positiven und CbhAT-positiven
Varikositaten

Tiere, die 2 ng BoNTA erhielten wiesen im Schnitt 11836 ChApositive Varikositaten je

mm?3 bei einer mittleren Standardabweichung von 2404 auf, diese hattditieh im
(mikroskopischen) Bild eine Flache von 6,34 um2 +0,34. Ein Tier, das 100 pg-BoNT
erhielt wies durchschnittlich 7989 ChApositive Varikositaten je mms3 bei einer mittleren
Standardabweichung von 1488 auf, diese hatteMittel eine Flache 6,7@m? +0,29.

Die durchschnittliche Dichte an TFpositiven BiVs im Striatum eines mit 2 ng BoMT
behandelten Tieres betrug 15188 n/mm?3 +3157, die durchschnittliche Flache einer solchen
Varikositat betrug 6,95 pm?2 +1,02. Bei einem Tidem nur 100 pg BoNR appliziert
wurden fanden sich auf einen mm?3 durchschnittlich 4607-pdsitive BiVs bei einer
mittleren Standardabweichung von 1409. Die durchschnittliche Flache eines BiVs betrug hier
8,82 pnf bei einer mittleren Standardabweichung von @Ats. 21).

Abbildung 21. Computerisierte Analyse der Anzahl von ChATpositiven Zellen und Varikositaten in
digitalen Bildern von immunhistochemischgefarbten Gehirnschnitten

A) Ausschnitt aus einem gegen ChAT angefarbten 30 um dicken Schnitt eines rechten Stimatlass? ng
BoNT-A injiziert wurden. Deutlich sind die cholinergen Interneurone zu erkennen. Mit Pfeilen sind die ChAT
positiven BiVs markiert. B) und C) Automatische Erkennung und Markierung von Nervenzellkdrpern (rot) und
Nervenfasern (blau). Die Mafddsbalken entsprechen in A) 30 um, in B) 20 pm und jn1@ pm. D)
Quantitative Analyse der BiVs. Dies geschah zum Einen in einem Gehirn, das mit 100 pgABmtiandelt
wurde und zum Anderen mit einem Gehirn in das 2 ng B&NM das rechte Striaturmjiziert wurden Die

Dichte (n/mni) der Varikositaten im Striatum wurde sowohl in Hirnschnitten gemesiéeigegen TH als auch

in Praparatendie gegen ChAT angefarbt worden sind. Deutlich ist eine Konzentrationsabhéngigkeit sowohl fir
TH- als auch ChATpositive BiVs zu erkennen. Der Student'sTést ergab, dass diesdiangigkeit signifikant

ist (p ©0,05). E) DieBoNT-A-Dosishat keinen signifikante Einfluss auf die mittlere projizierteFlache der

BiVs in Schnitten von BoNJA behandelten Striata. Der IMerbalken gibt immer die Standardabweichung an.
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