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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Das idiopathische Parkinson-Syndrom

1.1.1 Symptome

Morbus Parkinson (MP), auch als "Schiittellihmung" (shaking palsy nach James Parkinson)
oder die Parkinson-Krankheit (nach Marie Charcot) bekannt, ist keine seltene Krankheit.
Schitzungsweise 300.000 in Deutschland lebende Menschen leiden an MP. Dabei steigt die
Haufigkeit der Erkrankung mit dem Alter. 1-2% aller liber 50-Jdhrigen und 3% aller iiber 80-
Jéhrigen sind betroffen. Von allen Betroffenen ist aber schon jeder vierte vor dem 50.
Lebensjahr erkrankt und bis zu 10% haben noch nicht einmal das 40. Lebensjahr erreicht
(Gerlach et al., 2003; Trenkwalder et al., 2011).

Die hiufigste Form des MP ist der idiopathische (primére) Typ (75% aller Erkrankten).
Daneben gibt es weitere Untergruppen, wie den symptomatischen (sekundéren), den Toxin-
induzierten (meist durch Kohlenmonoxid ausgelosten), den familidr vererblichen ("Parkinson
mit Beginn vor dem 50. Lebensjahr") und den vaskuldren Typ. Weiterhin werden die
sogenannten atypischen Parkinson-Syndrome (diese entstehen durch neurodegenerative
Erkrankungen) von den normalen Syndromen (wie beim idiopathischen Typ) getrennt. Im
einzelnen handelt es sich dabei um: Multisystemathrophie, progressive Supranukledre
Blickparese, kortikobasalgangliondre Degeneration, Lewy-Korperchen-Demenz (LBD),
Normaldruck-Hydrocephalus und medikamenteninduzierte Syndrome (Trenkwalder et al.,

2011).

Friihe Anzeichen, die auf MP aufmerksam machen konnen und in den letzten Jahren bekannt
geworden sind, sind u.a. das verminderte Riechvermdgen, Traumschlaf-Verhaltensstorungen
(auch bekannt als "REM-Sleep-Behavior-Disorder"), Blutdruckregulationsstérungen
(tageszeitlich starke Schwankungen), Verdauungsstorungen (lingeres Verweilen von Speisen
und Medikamenten im Magen), Mundtrockenheit sowie Sehstérungen (z.B. verschwimmen
der Buchstaben beim Lesen). Der idiopathische MP ist neben den Frithsymptomen besonders
gekennzeichnet durch 4 Kardinalsymptome: den Rigor (Muskelsteifigkeit), den Tremor (das
typische Zittern, dem die Krankheit auch ihren Namen verdankt), der Bradykinese
(Bewegungsabldufe werden verlangsamt initiiert und ausgefiihrt) und der posturale Instabilitét

(Geh- und Haltungsstorung, Schluckstorungen). Auch wird hierbei eine vorn iibergebeugte
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Haltung des Oberkdrpers zu den wichtigen Symptomen der Krankheit gezdhlt (Oertel et al.,
2011; Trenkwalder et al., 2011).

Neben Computertomografie, MRT, Riechtest und dem Schlaflabor, gehort die Sonografie der
Substantia nigra (SN) zu den wichtigsten Methoden MP zu diagnostizieren. Grund dafiir ist
der auftretende Verlust von dopaminergen Nervenzellen in der SN bei MP, welcher
neuroanatomisch von zentraler Bedeutung ist. Der Untergang dieser Zellen sorgt dafiir, dass
die SN eines Erkrankten im Schnittbild keine charakteristische schwarze Linie mehr aufweist,
die bei Normalen durch den hohen Neuromelanin-Gehalt der dopaminergen Neurone entsteht.
Motorische Symptome bei MP treten erst dann in Erscheinung, wenn etwa 70-80% der dort
befindlichen Neurone zugrunde gegangen sind (Gerlach et al., 2003; Trenkwalder et al.,

2011).

Da die SN Bestandteil der Basalganglienschleife ist, wirkt sich der hier entstehende Dopamin-
Mangel auch auf weitere Neurone aus, wie die cholinergen Interneurone oder GABAergen
Neurone. Dies fiihrt zu weit reichenden Stérungen in den komplexen Schaltkreisen der
Basalganglien. Hier wird insbesondere durch den Mangel an Dopamin der Globus pallidus
(GP) medialis vermehrt aktiviert, der wiederum vom motorischen Kortex gesteuerte
Bewegungsablidufe hemmt und somit Grund fiir das Symptom der Bradykinese ist (Obeso et
al., 2008a, 2008D).

Weiterhin sind fiir die Diagnose des MP der Nachweis von Lewy-Korperchen in der SN von
Bedeutung, die u.a. flir das atypische Syndrom des MP, der Lewy-Korperchen-Demenz,
verantwortlich sind. Diese Proteinkonglomerate (bestehend u.a. aus a-Synuclein, Ubiquitin,
Neurofilamenten) sind ausschlieBlich in der SN bei MP Erkrankten zu finden. Sie helfen bei
Forschungen im post mortem Material der Ursache dieser Krankheit ndher zu kommen und
dienen auch dazu, die Stadien nach Braak fir MP zu differenzieren (Gerlach et al., 2003;

Jellinger, 2009).

1.1.2 Stadien des idiopathischen Parkinson-Syndroms

Um den Grad der Erkrankung bei MP zu klassifizieren, hat Heiko Braak die Krankheit in 6
Stadien eingeteilt, die sogenannten Braak-Stadien (Braak-Stages, 2003). Die frithen Stadien
beschreiben  nicht-motorische = Stoérungen,  wie  Geruchswahrnehmungsstérungen,
Schlafstérungen und Verdauungsprobleme. Motorische Symptome werden in den mittleren
Stadien aufgefiihrt und kognitive Stérungen betreffen erst die letzten Stadien der Krankheit.

Braak et al. stellen zudem mit der "Dual-Hit"-Theorie eine Hypothese zum Ursprung der

2
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Krankheit auf. Demnach soll ein potentieller Erreger den menschlichen Organismus iiber 2
Eintrittspforten betreten. Zum einen tiber die Nase (1. Pforte) und von dort kann er dann tiber
den Speichel in den Magen-Darm-Trakt (2. Pforte) gelangen. Vom enterischen System aus
gelangt die Noxe dann weiter in das vegetative Nervensystem und dringt via retrograden
Transport iiber den Nervus vagus zu den unteren Teilen des Hirnstamms vor. Zum anderen
kann der Erreger auch direkt tiber den Riechnerv das Riechzentrum des Gehirns befallen, was
zu einem multiplen Befall des Gehirns fiihrt. Beide Versionen dienen als Ausgangspunkt fiir

Stadium 1 (Braak et al., 2003; Hawkes et al., 2007, 2009; Trenkwalder et al., 2011).

Das erste Stadium beschreibt den Beginn der Krankheit im unteren Hirnstamm und dem
olfaktorischen System. Hier klagen Betroffene nur iiber oben benannte nicht-motorische
Storungen. Mittels eines Riechtest unter Verwendung des OEP (olfactory evoked response
potential) lassen sich friihe Anzeichen des MP identifizieren (Hawkes & Shephard, 1998). Im
zweiten Stadium dringt die Noxe weiter bis zu den Raphe-Kernen und den retikuldaren Kernen
der Medulla oblongata vor. Wiahrend im ersten Stadium noch Lewy-Neuriten iiberwogen,
wurden sie in diesem Stadium durch Lewy-Korperchen iibertroffen. Diese Lewy
Korperchen/-Neuriten liegen in Kerngebieten wie den Nucleus olfactorius anterior oder den
Nucleus vagalis anterior und sind mit an den Effekten des Parasymphatikus und Symphatikus
des menschlichen Organismus beteiligt. Zudem stellte Braak in seinen Studien fest, dass diese
Proteinkonglomerate auch im Auerbach-Plexus des Osophagus und Meissner-Plexus des
Magens zu finden sind und fiir die beim MP auftretenden Schluck- und Verdauungsprobleme

verantwortlich sind (Hawkes et al., 2007, 2009).

Zu Beginn des dritten Stadiums hat die Krankheit bereits die SN pars compacta (pc) erreicht,
jedoch ohne dopaminerge Neuronen zu zerstoren. Spater ist auch der Nucleus basalis Meynert

betroffen, eine Region mit vielen acetylcholinhaltigen Neuronen.

Ab Stadium 4 ist auch der Meso- und Allokortex beteiligt. Hier beginnt die Zerstorung
dopaminerger Neurone. Auch wird eine signifkante Zerstorung des Nucleus olfactorius

anterior verzeichnet. Es beginnen sich motorische Symptome zu manifestieren.

Im vorletzten Stadium werden schon Teile des Neokortex befallen, dies betrifft den

Temporal-, Parietal- und Frontallappen.
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Mit dem 6. Stadium erreicht die Krankheit ihre schwerste Stufe. Hier umfasst sie den
gesamten Neokortex mitsamt der motorischen und sensorischen Areale (Braak et al., 2003;

Hawkes et al., 2007, 2009, Obeso et al., 2008a, 2008b) (Braak-Stadien siche Abbildung 1).

Neocortex

Mesocortex,
allocortex

Basal mid- and forebrain,
hypothalamus, thalamus

Pontine tegmentum
Medulla oblongata

Peripheral & enteric nervous systems \

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Ausbreitung der Parkinson-Krankheit nach Braak

Die rosa und lila Region beschreibt die Stadien 1-2, die hellblaue Region die Stadien 3-4, die braune Region
Stadium 5 und die gelbe Region die Ausbreitung der Noxe iiber den gesamten Cortex und damit Stadium 6. Es
wird vermutet, dass die Krankheit in der Peripherie beginnt und durch retrograden Transport entlang von
Projektionsneuronen aus dem Gastrointestinal-Trakt Zugang zum ZNS erhilt. Wenn die Krankheit fortschreitet,

steigt die Schwere der Lésionen in den anfilligen Regionen (Visanji et al., 2013).

1.1.3 Therapie des Parkinson-Syndroms
Therapiemoglichkeiten, die bis heute bekannt sind, werden nach Pharmakotherapien sowie
nicht medikamentdsen Therapien unterteilt. Dabei gibt es Unterschiede in der Therapie der

frithen Phase der Erkrankung bis zur Spitphase.

Eine naheliegende medikamentdse Therapie ist die Substitution des fehlenden Dopamins.
Dies erfolgt liber Levodopa (L-Dopa), einer chemischen Vorstufe des menschlichen
Dopamins, welches die Blut-Hirn-Schranke passieren kann. Dieses Medikament wird in Form
von Tabletten oder iiber Infusionvorrichtungen (z.B. Magensonde) verabreicht. L-Dopa wird
im Gehirn zum wirksamen Dopamin umgewandelt. Es besteht bei Einnahme bereits nach 20-
30 Minuten eine deutliche Verbesserung der idiopathischen Symptome dieser Erkrankung. Da
aber MP nicht allein aus dem Untergang dopaminerger Neurone resultiert, sondern diese nur
die spiteren Symptome auslésen, wird damit letztendlich keine Heilung mehr erzielt. In der

ersten Zeit der Behandlung mit L-Dopa (der sogenannten Honeymoon-Phase) vertragen die

4
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Patienten das Medikament sehr gut und es wird bei vergleichsweise geringen
Nebenwirkungen eine hohe Wirksamkeit erzielt (Gerlach et al., 2003). Nach Jahren der
Behandlung mit L-Dopa kann es aber zu "Spitkomplikationen" kommen, da die
Bindungsstellen fiir Dopamin empfindlicher werden und das Gehirn weniger Dopamin
speichern kann (Problem von MP im Spétstadium - Wirkfluktuation). Es kommt vermehrt zu
Dyskinesen (kurzfristige Uberbeweglichkeit der Patienten) und teils auch zu Dystonien. Um
diese Spatfolgen zu verringern, sollte L-Dopa gerade zu Beginn in so geringen Dosen wie
moglich appliziert werden. Auch wurde in den letzten Jahren ein vermehrter Hinweis auf eine
eventuell neurotoxische Wirkung des L-Dopa gegeben, die bei Bestéitigung zu Problemen in

der Therapie des MP mit L-Dopa fiihren kann (Gerlach et al., 2003; Trenkwalder et al., 2011).

Eine weitere medikamentdse Therapiemoglichkeit, dhnlich des L-Dopa, ist die Gabe von
Dopamin-Agonisten, die ebenfalls an den Dopamin-Bindungsstellen im Gehirn binden und
eine dhnliche Wirksamkeit haben. Sie werden vermehrt bei jlingeren oder internistisch

behandelten Patienten verabreicht.

Weiterhin spielt bei der medikamentdosen Therapie die Verwendung von MAO
(Monoaminoxidase)-B-Hemmern, wie Selegilin oder Rasagilin, eine Rolle. Diese
Medikamente hemmen direkt den Abbau des Dopamins. MAO-B-Hemmer verbessern in
Kombination mit L-Dopa fast alle Symptome bei vergleichsweise geringen Nebenwirkungen
und werden auch vermehrt bei jlingeren MP-Patienten in Kombination mit L-Dopa

verwendet.

Auch COMT (Catechol-O-Methyltransferase)-Hemmer haben therapeutisches Potential. Sie
hemmen das Enzym, welches Dopamin abbaut und steigern wie MAO-B-Hemmer die
Dopaminkonzentration im Gehirn. Ein Priparat, welches im Gehirn wirkt, ist u.a. Tolcapon.

Auch die COMT-Hemmer miissen in Kombination mit L-Dopa verabreicht werden.

Eines der éltesten Medikamente der Parkinson-Therapie sind die Anticholinergika. Sie
werden heute nur noch zur Behandlung eines ausgeprigten Tremors verwendet, da sie bei
systemischer Applikation zahlreiche Nebenwirkungen, wie z.B. Mundtrockenheit,

Gedéchtnisstorungen oder Verwirrtheit verursachen.

Neben den medikamentdsen TherapiemaBnahmen gibt es auch diverse operative, somit nicht
medikamentose Therapieoptionen. Die bekannteste ist die tiefe Hirnstimulation. Dabei

werden operativ 2 diinne Kabel mit Elektroden, durch die spéter Strom flief3t, {iber ein kleines
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Bohrloch durch die Schédeldecke implantiert (je eine Elektrode pro Hirnseite). Die Operation
erfolgt am wachen Patienten, da das Gehirn ein schmerzunempfindliches Organ ist. Der Ort
der Stimulation ist meist der Nucleus subthalamicus (STN). Wie bei allen Operationen kann
es auch hier zu schwerwiegenden Komplikationen kommen, die in 0,5-3% letal enden. Es ist
bewiesen, dass ausgewdhlte Patienten, denen die tiefe Hirnstimulation erfolgreich unterzogen
wurde, eine stirkere Verbesserung der Symptome zeigten, als jene, die nur medikamentds

behandelt wurden (Weaver et al., 2009).

Neuere Forschungen beschiftigen sich mit dem Ersatz katecholaminerger Zellen im Gehirn,
welche die Funktion der untergegangenen dopaminergen Neurone ersetzen sollen. Allerdings
soll dies bisher zu keiner Verbesserung gefiihrt haben und die transplantierten Zellen
begannen sich bei MP-Erkrankten ebenfalls pathologisch zu verindern (Nachweis des a-

Synuclein in den transplantierten Zellen) (Olanow and Prusiner, 2009).

Anzumerken ist hier, dass alle bisher verwendeten Therapiemdglichkeiten des MP lediglich
die Symptome lindern, aber nicht die zentrale neuronale Degeneration dopaminerger Neurone
bekdmpfen. Zudem sind auch noch nicht alle Ursachen, die MP auslosen kénnen, bekannt,
insbesondere auf neuronaler Rezeptorebene (Obeso et al., 2010; Gerlach et al., 2003; Oertel et
al., 2011; Trenkwalder et al., 2011).

1.2 Extrapyramidalmotorisches System, Basalganglien und ihre Rolle beim Parkinson

Das Extrapyramidalmotorische System (EPMS) umfasst alle zum Riickenmark ziehenden
motorischen, nicht pyramidalen Bahnen. Es hat seinen Ursprung sowohl im motorischen
Kortex als auch in vielen anderen Kerngebieten des Gehirns, u.a. im Nucleus ruber und der
Formatio reticularis. Das EPMS dient der Verschaltung der Basalganglien mit dem
motorischen Kortex und dem Thalamus und damit der Vorbereitung von Bewegungen. Eine
scharfe Trennung des EPMS zum Pyramidensystem ist aufgrund gleicher kortikaler

Ursprungsneurone und gemeinsamer Aktivierung nicht sinnvoll.

Die Basalganglien beschreiben eine Ansammlung von Nervenzellkérpern innerhalb des ZNS,
die mit dem Kortex in Verbindung stehen. Sie haben 2 wesentliche Grundfunktionen. Zum
einen die Kontrolle des motorischen Kortex und zum anderen die Beeinflussung der spinalen
Motorik. Die Basalganglien umfassen den Nucleus caudatus, das Putamen, den GP sowie die

SN, den STN und den Nucleus accumbens (AcB).
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Die Substantia nigra ist der schwarze Kern im Mesencephalon und im Schnittpréparat eines
menschlichen Gehirns bereits makroskopisch gut sichtbar. Die schwarze Farbe hat ihren
Ursprung im Perikaryon der dopaminergen Neurone, welches viel Neuromelanin enthélt. Die
SN gliedert sich in eine Pars compacta (pc), welche viele melaninhaltige, dopminerge Zellen
enthdlt und eine Pars reticularis (pr), die melaninfreie Neurone enthilt. Sie dient besonders
der Bewegungsinitiation und-planung (Starterfunktion). Der SN iiberlappend ist das VTA
(ventrales tegmentales Areal). Dies ist ebenfalls eine Zellgruppe im Mesencephalon (Teil des
meso-limbischen-System = Belohnungszentrum), welche Efferenzen u.a. zum AcB hat.
Transmitter dieser Bahn ist Dopamin. Léisionierungen des meso-limbischen Systems fiihren

zu Fehlverhalten im Lern- und Belohnungssystem sowie zu Suchtverhalten.

Das Putamen des Menschen hat in Frontalschnitten die Form einer dicken ovalen Scheibe
und liegt lateral dem GP. Nucleus caudatus und Putamen zusammen ergeben das Striatum und
sind beim Menschen durch die Capsula interna getrennt, aber iiber Nervenzellbriicken
streifenformig miteinander verbunden. Bei anderen Sdugetieren, wie der Ratte, ist das
Striatum ein komplett zusammenhingender Kernkomplex, der Caudatus-Putamen-Komplex
(CPu). Bei den Ratten dhnelt dieser in Horizontalschnitten des Gehirns einen Tropfen, der

sich nach kaudal verjiingt.

Der Nucleus caudatus des Menschen wird aufgrund seiner bogenférmigen Ausdehnung in
Frontalschnitten zweimal angeschnitten und Schweifkern genannt. Er hat eine wichtige

Funktion in der Steuerung der willkiirlichen Motorik, wie auch das Putamen.

Der Globus pallidus (auch blasse Kugel genannt) ist ein schon makroskopisch hellerer Kern
als das Putamen. Die hellere Farbung entsteht aufgrund des Reichtums an bemarkten Fasern.

Beim Mensch ist er in GP medialis und lateralis eingeteilt.

Der Nucleus subthalamicus (STN) liegt unterhalb des Thalamus. Von unten und medial an
den Kern grenzt die SN und der Nucleus ruber. Der STN hat eine bikonvexe Form und enthalt

spontanaktive glutamerge Neurone. Er hat eine hemmende Funktion auf Bewegungsimpulse.

Der Nucleus accumbens (AcB) gliedert sich in Schale und Kern und liegt unterhalb des
Caput nuclei caudati. Er hat einen engen Bezug zum limbischen System, zum prifrontalen
Kortex und zum VTA. Er beinhaltet zahlreiche Dopamin D,-Rezeptoren. Somit spielt auch er

eine grofle Rolle beim Suchtverhalten.
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Uber das limbische System hat der AcB eine direkte Verbindung zum Gyrus cinguli (Pars
anterior), der ebenfalls eine =zentrale Bedeutung bei der Schmerzverarbeitung, der

Aufmerksamkeit sowie der emotionalen Motorik spielt.

Ebenfalls in Verbindung zum AcB (und somit den Basalganglien) stehen die Habenular-
kerne (insbesondere die lateralen Habenularkerne [LHB]), die mit dem Belohnungs- und
Motivationssystem verbunden sind. Die LHB hemmen die Dopaminfreisetzung. Bei einer
Belohnung steigt der Dopaminspiegel. Mit den Habenularkernen verkniipft ist der Fasciculus

retroflexus (fr) (Meynert-Biindel), der ein Teil der efferenten Riechbahn ist.

Zuletzt muss auch der Hippocampus als wichtige Station des limbischen Systems erwihnt
werden. Dieser gliedert sich in Gyrus dentatus (DG), Cornu ammonis (CA1-3) sowie dem
Subiculum. Afferenzen erhilt er u.a. aus der Area entorhinalis, dem Thalamus, dem Septum,
sowie dem Gyrus cinguli und Efferenzen gelangen vom Hippocampus z.B. zum Septum, zur
Amygdala, zum Hypothalamus, zum AcB oder zur SN. Der Hippocampus dient der
Gedichtnisbildung.

Die Basalganglienschleife teilt sich in einen direkten und einen indirekten Weg (Abb. 2). Der
direkte Weg (Hauptschleife) beginnt mit dem Kortex, der Efferenzen zum Striatum sendet
und dieses dann iiber den Transmitter Glutamat stimuliert. Das Striatum hemmt iiber GABA
den GP medialis, der somit eine verminderte hemmende Wirkung auf die motorischen
Thalamus-Kerne hat. Diese wiederum aktivieren den Kortex vermehrt. Aus diesem Grund
entsteht im direkten Weg eine Steigerung der motorischen Aktivitét iiber striatal hemmende
Efferenzen. Beim indirekten Weg (Nebenschleife) hemmen die striatalen Efferenzen den GP
lateralis, der daraus resultiecrend den STN vermindert hemmt. Dieser erhilt ebenfalls
erregende Afferenzen aus dem Kortex und kann den GP medialis nun vermehrt aktivieren.
Somit hemmt letzterer die Thalamus-Kerne und verhindert die motorische Aktivierung des

Kortex. Dieser Weg hemmt die Motorik (Abbildung 2).

Der Informationsfluss zum Kortex kann iiber die Neurone der SNpc beeinflusst werden.
Dopamin ist der Transmitter dieser nigrostriatalen Neurone. Der Dopamineffekt auf die
striatalen Projektionsneurone héngt von den beteiligten G-Protein gekoppelten Rezeptoren ab.
Dopamin-1-Rezeptoren (D;) erhhen die cAMP-Bildung und wirken erregend, D,-Rezeptoren
hingegen hemmend. Somit sind D;-Rezeptoren vorwiegend im direkten und D,-Rezeptoren
im indirekten Weg exprimiert. Die D,-Rezeptoren hemmen (mittels Enkephalin) die striatalen

Projektionsneurone der Nebenschleife, der GP lateralis wird daraus resultierend weniger
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gehemmt. Der GP lateralis hemmt den STN nun vermehrt und der STN kann wiederum den
GP medialis weniger aktivieren. Der GP medialis hemmt schlussendlich den Kortex weniger
und dieser ist damit motorisch vermehrt aktiviert. Der Zugang zum indirekten Weg und die
Hemmung thalamokortikaler Elemente wird iliber diesen Weg erschwert. Zum anderen
konnen die dopaminergen D;-Rezeptoren (iiber Substanz P) der SNpc die striatalen
Efferenzen in der Hauptschleife vermehrt aktivieren und verstirken die Hemmung auf den GP
medialis, der daraus resultierend die Thalamus-Kerne noch weniger hemmen kann. Dariiber
wird die motorische Aktivitit im Kortex weiter gesteigert. Somit fordern die Neurone der
SNpc die Disinhibition im direkten Weg. Aufgrund dieser Tatsache dient der Transmitter

Dopamin in der SNpc bei gesunden Menschen immer der Forderung der Motorik.

Die Rolle der Basalganglien beim MP erklért sich aus dem Untergang der dopaminergen
Neuronen der SNpc. Die SN blasst aus, was bereits makroskopisch beobachtet werden kann.
Durch den Untergang der dopaminergen Neurone kommt es im direkten Weg zu einer
verminderten Hemmung des GP medialis iiber die D;-Rezeptoren und damit zu einer
verminderten Aktivierung des Kortex. Ebenso kommt es im indirekten Weg aufgrund des
Dopaminverlust zur verringerten Hemmung des GP lateralis und somit auch zum
Aktivitdtsverlust im Kortex. Zusammengefasst bewirkt der Untergang dopaminerger Neurone
in der SNpc, dass der GP medialis die Hemmung auf die Thalamus-Kerne in beiden Wegen
verstirkt und damit der motorische Kortex in seiner Funktion gehemmt wird und die
Betroffenen an Hypokinese (Reduktion spontaner Bewegungen) und an weitere typische
Symptome des MP leiden (Aumiiller et al., 2017; Obeso et al., 2008b; Speckmann et al.,
2013).
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Abbildung 2: Darstellung des direkten und indirekten Weges der Basalganglienschleife

Das innere Pallidum entspricht dem GP medialis und das dufere Pallidum dem GP lateralis. Der Kortex aktiviert
in allen Fillen das Striatum. Im direkten Weg (links) hemmt das Striatum den GP medialis, der wiederum keine
hemmende Wirkung auf den Thalamus mehr hat. Somit wird die Motorik gesteigert. Im indirekten Weg (rechts)
hemmt das Striatum den GP lateralis, der somit nicht mehr den STN hemmen kann. Damit verstarkt der Kern die
hemmende Wirkung des GP medialis auf den Thalamus. Hier wird die Motorik gehemmt. Weiteres ist im

Kapitel 1.2 beschrieben (Hinghofer-Szalkay and Blumenfeld, 2002).

Ferner sei noch auf besondere Interneuronen im Striatum hingewiesen. Neben den
tiberwiegenden (ca. 97%) Projektionsneuronen, welche GABA als Transmitter verwenden
und somit immer hemmend auf ihre Zielprojektionen wirken, gibt es noch 1-2% cholinerge
Interneuronen, die erregend iiber den Transmitter Acetylcholin (Ach) wirken. Dieser ist im
Vergleich zu anderen Hirnarealen im Striatum in einer hohen Konzentration vorhanden (Lim
et al., 2014). Die cholinergen Interneurone sind spontan aktiv und senden ein fortlaufendes
Ach-Signal aus. Das Striatum verfiigt tiber eine hohe Konzentration an Acetycholinesterase,

die das Ach-Signal beendet. Unter allen muskarinen und nikotinischen striatalen
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Mechanismen verbessert die fortlaufende nikotinische Ach-Aktivitdt (nAch) am meisten die

potentielle Dopaminfreisetzung (Zhou et al., 2002b).

1.3 BoNT-A und seine bisherige Anwendung zur Therapie von Erkrankungen

Das Botulinum-Neurotoxin (BoNT) wird von einer speziellen Gruppe anaerober, gram-
positiver, stibchenférmiger Bakterien, den Clostridium botulinum, produziert. Es sind derzeit
8 Untergruppen des BoNT bekannt: A, B, C1, C2, D, E, F, G, die jeweils von den einzelnen
Stimmen des Clostridium botulinum synthetisiert werden. Dabei erkennen BoNT-B, -D, -F
und -G spezifisch VAMP/Synaptobrevin, ein Protein der synaptischen Vesikel im SNARE-
Komplex, das sich bei Bindung des Peptids spaltet. Die Art der Spaltung unterscheidet sich in
den einzelnen Neurotoxinen. BoNT-A und -E erkennen und spalten Snap25 im SNARE-
Komplex, ein Protein der prisynaptischen Membran. BoNT-C spaltet Syntaxin. VAMP,
Snap25 und Syntaxin spielen eine zentrale Rolle bei der Neuroexozytose. Diese wird durch

alle BONT-Untergruppen verhindert (Abbildung 3).

synaptischer Spalt

Acetylcholin
Angriffspunkt 0
fiir Typ C1 s °
L] L ]
(@
syntaxi b
Exocytcse

Angriffspunkte fir y

Typ A, C, E
SNAP-25

SNARE-Komplex

Angriffspunkte fur
TypB,D,F, G

Synaptobrevin
VAMP

Vesikel

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Angriffspunkte der verschiedenen Botulinum-Neurotoxin-

Untergruppen am SNARE-Komplex

Auf der rechten Seite der Abbildung wird die Exozytose des Ach in den synaptischen Spalt dargestellt. Die
durch den CA**-Einstrom induzierte Bildung des SNARE-Komplexes ermoglicht dabei die Verbindung der Ach-
Vesikel mit der prasynaptischen Membran und somit die Freisetzung des Transmitters in den Spalt. Die linke
Seite der Abbildung zeigt die BoNT-Arten und ihre Wirkung auf den SNARE-Komplex. BoNT-C greift an
Syntaxin an, BONT-A und -E an Snap 25 und BoNT-B, -D, -F und -G spalten VAMP. Somit wird von allen die
Transmitterfreisetzung in den synaptischen Spalt durch Verhinderung der Verschmelzung der Vesikel mit der

prasynaptischen Membran iiber den SNARE-Komplex gehemmt (Matthias, 2017).
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BoNT-A blockiert die periphere Ach-Freisetzung an den priasynaptischen Endigungen der
Nervenfasern und unterbricht somit die Impulsiibertragung vom Nerven auf den Muskel.
Daraus resultieren Lihmungen der quergestreiften und glatten Muskulatur. Die Hemmung
erfolgt iiber Zink-Endopeptidasen des BoNT. Diese verfiigen iiber spezielle Sequenzen und
konnen an Zink-Koordinaten binden sowie auf Mechanismen der Aktivierung und
Zielerkennung an der prisynaptischen Membran wirken. Im terminalen Axon cholinerger
Nerven spalten sie die Fusionskomplexe (SNARE-Komplex), die die Bindung und
Verschmelzung Ach-enthaltender Vesikel mit den prasynaptischen Membranen regulieren.
Sie verhindern somit die Entstehung eines Aktionspotentials an der motorischen Endplatte,
was zur Erschlaffung der Muskulatur fiihrt (Berg, 2013; Dickerson and Janda, 2006; Mehlan
et al., 2016; Montecucco and Schiavo, 1995).

BoNT besteht aus einer leichten und einer schweren Kette, die iiber eine Disulfidbriicke und
ionische Krifte miteinander verbunden sind. Es sind die schweren Ketten, die fiir die
Giftwirkung der jeweiligen Untergruppe verantwortlich sind. Nach Resorption docken diese
an spezifische Rezeptoren auf der Plasmamembran cholinerger Nervenendigungen an. Man
nimmt an, dass fiir jedes Serotyp-spezifische Neurotoxin unterschiedliche Rezeptoren
existieren (fiir BoNT-A z.B. ist dieser Rezeptor ein synaptisches Vesikelprotein, den
sogenannten Protein Typ 2 [SV2]), mit denen sie an die prdsynaptische Membran binden
konnen (Dong et al., 2006). Wurde das Neurotoxin durch Endozytose (iiber den N-terminalen
Teil der schweren Kette vermittelt) in die synaptische Endigung aufgenommen, so dndert es
im sauren Milieu seine Konformation (pH-abhidngig) und die leichte Kette wird in das Zytosol
des Neurons iiber eine von der schweren Kette gebildeten Pore eingeschleust. Die beiden
Ketten trennen sich durch zelleigene Reduktionsenzyme. Die leichte Kette wirkt als Protease,
da diese die zinkabhdngige Metallendopeptidase Region zur Spaltung des SNARE-
Komplexes enthilt (Berg, 2013; Mehlan et al., 2016; Naumann, 2003) (Abbildung 4).

BoNT-A, welches in dieser Arbeit eine Rolle spielt, spaltet Snap-25 des SNARE-Komplexes.
Das Neurotoxin dringt iiber SV2 (Vesikelprotein/Rezeptor) in die synaptische Endigung ein.
Der SV2-Rezeptor hat drei Isotypen: SV2A, SV2B und SV2C, die in der Membran der
synaptischen Vesikel verankert sind. SV2A und B kommen in allen Hirnregionen vor, wobei
das hochste Level an SV2B im Kortex und Hippocampus und das hochste Level an SV2A in
den subkortikalen Regionen ist. SV2C dhnelt stirker dem SV2A und kommt vermehrt im
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phylogenetisch alten Hirnregionen wie dem GP, der SN, dem Mittelhirn, dem Hirnstamm

sowie dem Bulbus olfactorius vor (Bajjalieh et al., 1993; Janz and Siidhof, 1999).

Die Féhigkeit des BoNT auch andere Transmitter-Systeme neben den cholinergen System zu
hemmen, hidngt bewiesener Mallen mallgeblich von der Konzentration ab (Bigalke et al.,
1985). Die Dosis macht das Gift. Die drei vorhandenen BoNT-A-Priparate, die zur Zeit beim
Menschen verwendet werden, sind in ihrer Wirksamkeit und im Nebenwirkungsprofil nicht
vergleichbar. Die Priparate diirfen fiir therapeutische Zwecke somit niemals dquivalent

dosiert werden, da es sonst zu schweren Nebenwirkungen kommen kann (Naumann, 2003).

Neuromuscular junction
FAxon terminal
Normal Action of
transmitter release botulinum neurotoxins
Neuron
Light chain Heavy chain
Muscie cell y ;

Synaptic
vesicle Acetylcholine

Bowlinum
neurstoxin
cleaves
SMNARE

proteins =

¥ receptor

Botulinum
neurstoxin

Musele cell recepior

Abbildung 4: Schematischer Ablauf der normalen Transmitterexozytose (links) sowie der Wirkung von

BoNT an der motorischen Endplatte (rechts)

BoNT (rechts) spaltet den SNARE- Komplex, sodass sich die synaptischen Vesikel mit Ach nicht mehr mit der
prasynaptischen Membran verbinden konnen und der Transmitter nicht mehr in den synaptischen Spalt
abgegeben werden kann. Somit erfolgt keine Entstehung eines Aktionspotentials an der motorischen Endplatte.
Der Muskel erschlafft. Um seine Wirkung auszufiihren muss BoNT mit seiner schweren Kette zunéchst an ein
synaptisches Vesikelprotein (fiir BoNT-A ist dies SV2) binden. Aufgrund der folgenden pH-Anderung im
Vesikel dndert die schwere Kette ihre Konformation, lagert sich in die Vesikelmembran ein und schafft einen
Kanal, durch den die leichte Kette in das Zytoplasma der synaptischen Endigung diffundieren kann. Dort spaltet
die leichte Kette das SNARE-Protein, was letztlich die Transmitterausschiittung verhindert. Die linke Abbildung
zeigt noch einmal die normale Exozytose des Ach an der motorischen Endplatte {iber den SNARE-Komplex

(Dickerson and Janda, 2006).
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Vergiftungen mit BONT werden als Botulismus bezeichnet. Erste Symptome treten in Form
von Kopf- und Magenschmerzen nach 12-14 Stunden auf und koénnen bei Nichtbehandlungen

nach 3-6 Tagen durch Lihmung der Atemmuskulatur zum Tode fiihren (Miiller et al., 2009).

Bisherige Therapieversuche mit BONT-A ergaben eine Verbesserung des Tremors und Rigors
bei MP (Mittal et al.,, 2017; Naumann, 2003), eine Verbesserungen der fehlerhaften
Spannungszustinde in FuB3 und Sprunggelenk (Gupta and Visvanathan, 2016) sowie eine
Verbesserung der chronischen Hypersektion der Speicheldriisen (Laing et al., 2008). BoNT-A
wurde insbesondere zur Behandlung von Dystonien im Halsbereich (Bledsoe and Comella,
2016), zur Behandlung von oromandibulidren Dystonien (Comella, 2018) oder fiir dsthetische
Behandlungen im Gesichtsbereich (hier Botox abgekiirzt) (Hsu and Frankel, 2017) verwendet.
Die behandelten Muskeln (oder auch Driisen) werden dabei {iber direkte Injektion des BONT
am Muskel oder indirekte Injektion (Umgebung des Muskel) ganz oder teilweise in ihrer
Funktion ausgeschaltet (Gupta and Visvanathan, 2016). Ergebnisse von Wree et. al kdnnen im
Sinne eine selektive Hemmung der Freisetzung von Ach durch lokal appliziertes BoNT-A
interpretiert werden. Die intrastriatale Anwendung speziell von BoNT-A kann hier
lokalisierte, relativ funktionelle, enthemmte hypercholinerge Aktivitit bei neurodegenerativen
Erkrankungen, wie MP, antagonisieren, wobei Nebenwirkungen der systemischen anti-
cholinergen Behandlung vermieden werden. Es kann somit die motorischen Symptome eines
experimentellen Hemiparkinsons der Ratte fiir einen Zeitraum von 3-6 Monaten unterdriicken

und vielleicht in Zukunft die Motorik MP Erkrankter verbessern (Wree et al., 2011)-
1.4 Acetylcholinerge Rezeptoren, ihre Bedeutung und die verwendeten Liganden

1.4.1 Nikotinischer Acetylcholin-Rezeptor

Der nikotinische Acetylcholin-Rezeptor (nAch-Rezeptor) gehort zu den am besten erforschten
ionotropen Rezeptoren mit Neurotransmitter-lonen-Kanilen. Sie dienen der Ubertragung von
Nervenimpulsen von den motorischer Nervenendigungen zu den Muskelfasern

(neuromuskulir) und der synaptischen Ubertragung in autonomen Ganglien (neuroneuronal).

Der nAch-Rezeptor ist prd- und postsynaptisch in der Zellmembran lokalisiert. Innerhalb des
Striatums wurde er prddominant in dopaminergen Neuronen und auf kortikostriatalen und
nigrostriatalen Terminalen (prdsynaptisch) sowie in den acetylcholinergen Interneuronen

(postsynaptisch) des Striatum beschrieben (Happe et al., 1994; Jones et al., 2001; Kaiser and
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Wonnacott, 2000; Pradhan et al., 2002; Schwartz et al., 1984) (Abbildung 5). Dort modulieren

sie insbesondere die Glutamat-bzw. Dopamin-Freisetzung (Zhou et al., 2003).

ChAT-ir
interneuron

'<: Cortex
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medium spiny neuron

Raphe nucl. > < Thalamus

(expression of GABA, Substance
P and Dynorphin A)

Locus Subst. nigra
coeruleus p. compacta

medium spiny neuron

_ Subst. nigra, p. reticulata
(GABA, Enkephalin)

ChAT-ir interneuron Globus pallidus, pars interna

Abbildung 5: Lokalisation des nAch-Rezeptors im Striatum

Die grauen Pfeile markieren die Lokalisation des Rezeptors. Innerhalb des Striatums ist der nAch-Rezeptor
pridominant in dopaminergen Neuronen und auf Kkortikostriatalen und nigrostriatalen Terminalen
(prasynaptisch) sowie in den acetylcholinerge Interneurone (postsynaptisch) beschrieben (eigene Darstellung

anhand im Text benannter Quellen).

Nikotinrezeptoren sind Oligomere und bestehen aus einen Ring von 5 Untereinheiten, die
einen zentralen Tunnel fiir ein Ion bilden (Pore). Sie werden in a-, B-, y-, 6-Untereinheit
unterteilt. Der muskuldre nAch-Rezeptor ist ein Glykoprotein, welches aus 5 Untereinheiten
besteht, die um eine Membranspannungspore angeordnet sind. Die Untereinheiten bestehen
wiederum aus Aminosduresequenzen und enthalten eine grofle extrazellulire Amino-(N)-
terminale Domine. Alle Untereinheiten zeigen eine hohe Ahnlichkeit zu den jeweils anderen
Untereinheiten. In embryonalen und denervierten Muskeln weist der muskuldre Typ des

Rezeptors die Zusammensetzung 2(al), B, y und d-Untereinheiten auf, dabei wird im adulten
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Typ des Rezeptors die y-Untereinheit gegen € ausgetauscht. Der adulte Typ des muskulére
nAch-Rezeptor befindet sich vorwiegend in der Endplatten-Region der Muskelfasern,
wiéhrend der embryonale Typ iiber die gesamte Muskelfaser verteilt ist (Colquhoun et al.,

2003; Hamouda et al., 2009; Jensen et al., 2005).

Im Gegensatz zu den muskuldren nAch-Rezeptor hat der neuronale Typ wesentlich mehr
Gene, die mehr Untereinheiten (Subtypen) kodieren, davon 9a- und 3p-Untereinheiten. Die
Untereinheiten 7 und 9 konnen als einzige allein funktionsfihige homomere Rezeptoren
bilden. Die a-Untereinheiten 2, 3, 4 und 6 haben diese Féhigkeit nicht. Sie bendtigen eine
passende B-Untereinheit. Das sind heteromere Kombinationen, die funktionelle Rezeptoren
bilden konnen. Die Stochiometrie dieser Rezeptor-Kombination liegt bei 2a zu 38 (Boorman
et al., 2000; Cooper et al., 1991) und in Analogie zum muskulidren Typ des Rezeptors bei
einer Topologie von afafP. Die alO-Untereinheit kann eine funktionelle Form nur in
Kombination mit a9 ausbilden. Die Untereinheiten a5 und B3 kdnnen nur einen Rezeptor in
Verbindung mit einem Paar einer klassischen a und B-Untereinheit bilden (z.B. a2-04 + B2

oder 4) (Ramirez-Latorre et al., 1996; Sgard et al., 2002).

Die in-situ-Hybridisierung zeigt, dass der Subtyp ouf, die im ZNS am weitesten verbreitete
Kombination zweier unterschiedlicher Untereinheiten ist. Die Subtypen o3 und B4 sind
dagegen die hdufigsten Untereinheiten in autonomen Ganglien und chromaffinen Zellen.

Diese Verteilung ist aber nicht absolut (Sargent, 2000).

Der hier verwendete Ligand [*H]-Epibatidin (Alkaloid/ Hautsekret des Pfeilgiftfrosches) hat
eine starke schmerzstillende Wirkung und denselben Effekt wie Nikotin am nAch-Rezeptor
(Agonist). Da das reine Epibatidin zu toxisch war, wurde die umgewandelte Form ABT-594
verwendet, welche dieselbe analgetische, aber eine geringere toxische Wirkung hat.
Epibatidin bindet mit einer hohen Affinitit an heteromere neuronale nAch-Rezeptoren und
mit wesentlich geringerer Affinitdt an homomere neuronale und muskulédre nAch-Rezeptoren.
[*H]-Epibatidin bindet bevorzugter an B2- als an p4-beinhaltenden Rezeptoren, was anhand
von Tiermodellen bewiesen werden konnte (Parker et al., 1998; Xiao and Kellar, 2004). Der
Agonist [*H]-Epibatidin wurde hier verwendet, da er zu den meisten nAch-Rezeptor-
Untereinheiten eine hohe Bindungsaffinitdt im zentralen und peripheren Nervensystem zeigt.
Studien haben zudem gezeigt, dass dieser Agonist im Ratten-Gehirn genauso Nikotin-

Rezeptoren bindet wie im menschlichen Gehirn (Houghtling et al., 1995; Marks et al., 1998).
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1.4.2 Muskarin-Rezeptor 1

Der M;-Rezeptor, auch Muskarin-Rezeptor 1 genannt, wird ebenfalls durch den
Neurotransmitter Ach aktiviert. Alle M-Rezeptoren kommen sowohl in der Korperperipherie
als auch im ZNS vor. Der M;-Rezeptor liegt vermehrt in vegetativen Ganglien, im ZNS
(Hippocampus, Striatum und Cortex) und in exokrinen Driisenzellen vor und ist an Lern- und
Erinnerungsprozessen (Hippocampus und Cortex) beteiligt (Levey, 1993). Der Subtyp ist
postsynaptisch im CPu vorrangig auf den mittelgrolen bedornten Neuronen (MSN = medium
spiny neuron; 78%), insbesondere auf deren Perikarya und Dendriten lokalisiert (Bauer et al.,
2005; Haghir et al., 2009; Hersch et al., 1994; Levey et al., 1991; Yan et al., 2001). Er
inhibiert bevorzugt die GABA-Freisetzung (mit der Folge einer erhohten Erregbarkeit der
Neurone) sowie in geringeren Ausmal} die Glutamat-Freisetzung an glutamergen Prasynapsen
durch die Aktivierung anderer priasynaptischer M-Rezeptoren (Sugita et al., 1991). Die In-
situ-Hybridisierungshistochemie zeigte eine Privalenz von M;-mRNA in unterschiedlichen
kortikalen und subkortikalen Regionen, wie der pyramidalen Zellschicht des Hippocampus,
der Kornerzellschicht des DG, des Bulbus olfactorius, der Amygdala, des Tuberculum
olfactorium und des piriformen Kortex. Das CPu und der zerebrale Cortex zeigten dabei

méiBige Markierungsgrade (Buckley et al., 1988; Weiner et al., 1990) (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Lokalisation des M;-Rezeptors im Striatum

Die grauen Pfeile markieren die Lokalisation des Rezeptors. Der Subtyp M, ist prasynaptisch im CPu vorrangig
auf den mittelgrolen bedornten Neuronen (78%) (auf Perikarya und Dendriten) lokalisiert (eigene Darstellung

anhand im Text benannter Quellen).

Anders als der nAch-Rezeptor bildet der M-Rezeptor keine lonenkanidle, durch welche
Anionen oder Kationen diffundieren kdnnen. Er ist ein metabotroper Rezeptor. Die Bindung
des Ach findet nicht an demselben Membranprotein statt, welches auch die
Ionenkanaldffnung bewirkt, sondern zunichst an einem assoziierten G-Protein. Uber das hier
aktivierte Gg-Protein wird die Phospholipase Cp aktiviert. Diese aktiviert wiederum
Inositoltrisphosphat und Diaglycerin als second messenger, die einen Kalzium-Einstrom

(Ca”") bewirken und somit ein spites exzitatorisches postsynaptisches Potential erzeugen.

Agonisten erregen die M-Rezeptoren direkt und ahmen in der Pheripherie die
Parasymphatikuswirkung nach, weshalb sie auch als Parasympathikomimetika bezeichnet
werden. Beispiele fiir Agonisten sind Acetylcholin oder Muskarin (Gift des Fliegenpilzes).
M-Rezeptor Antagonisten wirken nicht direkt auf den Rezeptor, sondern nur dort, wo M-

Rezeptor Agonisten vorhanden sind, die diese dann verdringen konnen. Andernfalls sind die
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Antagonisten unwirksam. Je Untergruppe des M-Rezeptors gibt es verschiedene selektive
Antagonisten. Sie hemmen die Wirkung des Parasympathikus in der Peripherie und werden
somit als Parasympathikolytika bezeichnet. Sie werden auch direkt zur Behandlung von MP

eingesetzt.

Der Ligand [*H]-Pirenzipin ist ein spezifischer Antagonist des M,-Rezeptors, der zu M, eine
100-fach hohere Affinitét als zu M,;3-Rezeptoren aufweist (Aktories et al., 2013; Fryer et al.,
2012).

1.4.3 Muskarin-Rezeptor 2

Der M;-Rezeptor kommt typischerweise im Herzen vor, wo er eine negativ chrono-, dromo-
und ionotrope Wirkung hat, aber auch im ZNS/Hirnstamm ist er zu finden (Levey, 1993).
Dort ist er im basalen Vorderhirn, Striatum, meso-pontinalem Tegmentum und motorischen
Kernen reichlich vorhanden. Die M,-Rezeptoren sind ebenfalls vorrangig auf MSN (2,5%)
und Ach-Interneuronen im Striatum lokalisiert (Bauer et al., 2005; Haghir et al., 2009; Hersch
et al., 1994; Mash and Potter, 1986; Zhou et al., 2003) (Abbildung 7). M,-mRNA, welche in
den groflen, ovalen und selten vorhandenen Neuronen vorkommt, war im medialen Septum,
dem Riechkolben und den pontinen Kernen nachweisbar (Buckley et al., 1988; Weiner et al.,
1990). Dabei ist die Verteilung von M,-Rezeptor dhnlich der von cholinergen Neuronen und
legt nahe, dass der M;-Rezeptor ein Autorezeptor ist. Allerdings ist dieser Rezeptor auch in
nicht-cholinergen kortikalen und subkortikalen Strukturen vorhanden, was beweist, dass er
die Freisetzung anderer Neurotransmitter prasynaptisch modulieren kann und/oder
postsynaptisch funktioniert (Levey et al., 1991). Im Kortex regulieren die Rezeptorsubtypen
M; und M3 beide die glutamerge Freisetzung von kortikalen Nervenenden (Calabresi et al.,
1998; Pakhotin and Bracci, 2007). Prasynaptische M- (und auch Ms-) Rezeptoren regulieren
die Glutamat-Freisetzung aus kortikostriatalen Afferenzen und die GABA-Freisetzung aus

GABAergen Interneuronen (Benarroch, 2012).
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Abbildung 7: Lokalisation des M,-Rezeptors im Striatum

Die grauen Pfeile markieren die Lokalisation des Rezeptors. Die M,-Rezeptoren sind vorrangig postsynaptisch
auf MSN (2,5%) und Ach-Interneuronen im Striatum lokalisiert (eigene Darstellung anhand der Quellen aus dem

Text).

Der M,-Rezeptor selber wirkt liber das Gj-Protein, welches eine Ausschiittung von Ca®' iiber
die Hemmung der Adenylatzyklase verhindert. Die selektiven M2-Antagonisten erhdhen den
cholinergen Uberfluss durch Reduzierung der Autorezeptorfunktion im ZNS und in der
Peripherie. Im ZNS, besonders im CPu, wirken die M;-Rezeptoren als inhibitorische

Heterorezeptoren auf dopaminerge Kanéle.

Oxotremorin, ein parasympathikomimetisch wirksames Alkaloid, ist ein Agonist des M;-
Rezeptors. Oxotremorin induziert einen biphasischen Effekt auf die spontane Feuerung in den
Neuronen des Gehirns. Es handelt sich dabei um eine frithe kurze Erhohung der
Feuerungsrate, gefolgt von einer Hemmung der Spontanaktivitidt. Dieser Prozess kann durch
nicht-selektive M-Rezeptor-Antagonisten (wie Atropin) oder selektive Antagonisten wie
Pirenzipin geblockt werden. Oxotremorin-M hat zudem eine depressive Wirkung auf die

neuronalen Entladungen, die durch Glutamat oder Ach ausgelost werden. Eine
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Langzeitverbesserung der durch Glutamat und Ach ausgeloste Antworten wurde dabei auch
festgestellt (Lin and Phillis, 1991). Oxotremorin hat keine Effekte auf nikotinische Bereiche
sowie Acetylcholinesterasen oder Cholinacetyltransferasen. Seine agonistische Wirkung wird
auch nicht durch Acetylcholinesterasen verstérkt. Sowohl zentrale, als auch periphere Effekte
des Oxotremorins konnen durch Antagonisten gehemmt werden und durch andere
Muskarinagonisten, welche tertiire Amine besitzen, nachgeahmt werden (z.B. Arecoline,
Aceclidine). Experimente haben auch gezeigt, dass ["H]-Oxotremorin die spezifische Bindung
von [*H]-Antagonisten des M-Rezeptors in verschiedenen Geweben hemmen kann (Ringdahl

and Jenden, 1983).

Dagegen ist ["H]-AF-DX 384 ein selektiver Antagonist der M-Rezeptoren 2 und 4 und wird u.
a. fiir die Darstellung der Rezeptorverteilung im Gehirn zur Erforschung von MP verwendet.
Die Affinitit des ["H]-AF-DX 384 zu humanen M,-Rezeptoren ist doppelt so hoch wie zu My-
Rezeptoren, 15mal so hoch wie zu M3-Rezeptoren und 55mal so hoch wie zu M;-Rezeptoren

(Miller et al., 1991).

1.4.4 Muskarin-Rezeptor 3

Der M3-Rezeptor kommt typischerweise an glatten Muskelzellen und Driisenzellen vor, wo er
Kontraktion und Sekretion vermittelt. Aber auch im ZNS ist dieser Rezeptor vertreten,
allerdings in hoherer Konzentration als die iibrigen M-Rezeptoren (Levey, 1993).
Forschungen ergaben, dass das Ms-Protein im ZNS in limbischen kortikalen Regionen, wie
Hippocampus und anterioren Thalamus-Kernen, Riechkolben, Striatum sowie in geringen
Mengen im DG, in superioren Colliculus- und pontinen-Kernen lokalisiert ist (Buckley et al.,
1988; Levey et al., 1994). Die Ms-Rezeptoren sind ebenfalls auf MSN lokalisiert, sowie auf
Terminale der kortikalen und thalamischen Afferenzen (Haghir et al., 2009; Levey et al.,
1994; Yan et al., 2001; Zubieta and Frey, 1993) (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Lokalisation des M;-Rezeptors im Striatum

Die grauen Pfeile markieren die Lokalisation des Rezeptors. Die M3-Rezeptoren sind auf MSN lokalisiert, sowie
auf Terminale der kortikalen und thalamischen Afferenzen (eigene Darstellung anhand der Quellen aus dem

Text).

Ahnlich wie der M;-Rezeptor ist M3 iiber G, gekoppelt und stimuliert so die intrazellulére
IP3 Signaltransduktion, die zum Einstrom von Ca®" und somit zur Kontraktion der glatten
Muskelzellen fiihrt. Auch wird die NO-Synthase (im Endothel) aktiviert, die eine Relaxation
der Muskelzellen bewirkt. Ms-Rezeptoren spielen im Gehirn eine zentrale Rolle bei der

Nahrungsaufnahme (Shi et al., 2010).

Ein Beispiel fiir einen selektiven Ms-Rezeptorantagonist ist das 4-Damp. 4-Damp ist ein 4-
Diphenyl-Acetoxy-N-methyl-Piperidin-Methiodid, welches auch ein Antagonist des M-
Rezeptors ist, bevorzugt aber an M3 bindet. Es bindet vollstandig an der Ach-Bindungsseite
des mAch-Rezeptors. 4-Damp hat die Fihigkeit, die Frequenz der spontanen erregenden
postsynaptischen Stréme in zahlreichen Zellen zu blocken (Zhang et al., 2007). Dabei wird

suggeriert, dass M3 die Glutamat-Freisetzung in Interneuronen moduliert. Der Oxotremorin-
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Effekt auf diese Zellen wird komplett durch 4-Damp gehemmt (Aktories et al., 2013; Fryer et
al., 2012).

AbschlieBend ist den acetylcholinergen Rezeptoren noch beizufiigen, dass die genauen
Funktionen der nACh und der mACh-Rezeptor-Subtypen weiterhin Gegenstand laufender
Forschung sind, auch im Bezug des therapeutischen Potentials ihrer zahlreichen Agonisten

und Antagonisten.
1.5 Glutamerge Rezeptoren, ihre Bedeutung und die verwendeten Liganden

1.5.1 NMDA-Rezeptor

Der N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor (NMDA) gehort zu der Kategorie der ionotropen
Rezeptoren, die durch den Agonisten N-Methyl-D-Aspartat, nach dem sie benannt wurden,
aktiviert werden. Sie kommen vor allem im ZNS vor, besonders auf dendritischen Schiften
exzitatorischer Synapsen (Postsynapse) des Hippocampus und Kortex. Sie spielen eine
wesentliche Rolle bei der synaptischen Plastizitét, die der Bildung von Gedéichtnisinhalten
tiber Langzeitpotentierung (LTP) im Gehirn dient. Auch werden sie fiir exzitotoxische

Prozesse verwendet. Der NMDA-Rezeptor wird in 3 Untergruppen eingeteilt: GluN 1-3.

NMDA-Liganden-Bindungsstellen sind in den Strukturen der Basalganglien reichlich
vorhanden und NMDA-Rezeptoren konnten in diesen Regionen mit neuronaler Erregbarkeit,
Neuropeptid-Genexpression und Regulation der Dopaminfreisetzung verbunden werden.
Standaert et al. haben mit der in-situ-Hybridisierung die Expression dieser Gene in den
Ratten-Basalganglien untersucht. NMDA -Rezeptor-Untereinheiten werden iiberall in den
Basalganglien sowie im Rest des Gehirns exprimiert. NMDA,-Rezeptor-Untereinheiten
weisen eine differentielle Expression auf. So ist die NMDA;g-Rezeptor-Untereinheit im
Striatum reichlich vorhanden, die NMDA,-Rezeptor-Untereinheiten jedoch nur in geringen
Mengen. NMDA,c-Rezeptor-Untereinheiten sind nur in der SNpc vorhanden, wihrend
NMDA;p-Rezeptor-Untereinheiten vermehrt in der SNpc, dem STN, dem GP und dem
ventralen Pallidum vorkommen (Standaert et al., 1994). Ergebnisse von Tarazi et al. zeigen
weiterhin, dass die meisten NMDA-Rezeptoren im Ratten-CPu und AcB auf intrinsischen
postsynaptischen Neuronen vorkommen. Einige NMDA-Rezeptoren wurden auch auf
kortikostriatalen Projektionen in Verbindung mit Dopaming-Rezeptoren gefunden. Diese
konnen jeweils exzitatorische prasynaptische NMDA-Autorezeptoren und inhibitorische Ds-
Heterozeptoren darstellen, die die Gutamat-Freisetzung aus kortikostriatalen Axonen in

medialem CPu und AcB regulieren (Tarazi et al., 1998) (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Lokalisation des NMDA-Rezeptors im Striatum

Die grauen Pfeile markieren die Lokalisation des Rezeptors. Einige der NMDA-Rezeptoren wurden auch auf
kortikostriatalen Projektionen sowie in der SNpc gefunden. Weiterhin sind diese Rezeptoren auch auf den Ach-

Interneuronen zu finden (eigene Darstellung anhand der Quellen aus dem Text).

Funktionelle NMDA-Rezeptoren sind Heterotetramere, die aus 2 GluN1 Untereinheiten und
je 2 GluN2 oder GluN3 Untereinheiten bestehen (Monyer et al., 1992). Eine extrazellulire
Amino-terminale Domine ist mit einer extrazelluldren Ligandenbindungsdoméne verkniipft,
die wiederum mit einer Transmembran-Domédne verknilipft ist, die den -eigentlichen
Ionenkanal formt. Diese Transmembranhelix kommuniziert mit einer intrazellularen Carboxy-
terminalen Doméne (fiir weitere Information siehe: Traynelis et al., 2010). Fiir die
Aktivierung des NMDA-Rezeptors, der sich aus GIluN1/GluN2 Untereinheiten
zusammensetzt, werden 2 Molekiile des Koagonisten Glycin und 2 Molekiile des Agonisten
Glutamat bendtigt. Rezeptoren, die aus GIuN1/GluN3 Untereinheiten bestehen, bendtigen nur
Glycin zur Aktivierung. Glycine sind in der cerebrospinalen Fliissigkeit des Gehirns zu
finden. Kiirzlich wurden auch D-Serine als Koagonisten des Rezeptors an Synapsen

beschrieben, wahrend Glycin vorrangig in extrasynaptischen NMDA-Rezeptoren vorkommt.
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Nachdem ein Agonist/Koagonist an dem Rezeptor gebunden hat, 6ffnet sich der nicht
selektive Tonenkanal (besonders fiir Ca*"-Einstrom). Damit steigt die intrazellulire Ca*" -
Konzentration (im Neuron) signifikant an. Kalzium ist der Schliissel fiir die LTP

(Neuroplastizitit), aber auch fiir den exzitotoxischen Zelltod.

Besonders anzumerken ist die Tatsache, dass NMDA-Rezeptoren als sogenannte
Koinzidenzdetektoren wirken. Das heiflt, dass die Kalziumleitfahigkeit {iber den Ionenkanal
nur dann gegeben ist, wenn eine gleichzeitige prd- und postsynaptische Depolarisation
vorliegt. Diese Depolarisation ist notig, da der Kanal des NMDA-Rezeptors zwischen den
beiden Untereinheiten durch ein Magnesiumion blockiert ist, das sich bei der entstehenden
Depolarisation 16st und die Passage durch den Kanal freigibt. Das Auftreten einer beidseitigen
Depolarisation und damit der Einstrom von Ca®" ist allerdings nicht der Regelfall und
bedeutet, dass eine Synapse hiufig genutzt wird. Sie wird somit plastiziert. Das entspricht

unserem Lern- und Gedachtnismechanismus (LTP) (Norenberg et al., 1999).

NMDA-Rezeptoren spielen eine besondere Bedeutung in der Neurologie u.a. bei der Therapie
von MP. Ein Antagonist des NMDA-Rezeptors ist MK-801 (hohe Affinitéit). Fiir diesen
Antagonisten hat der Rezeptor eine weitere Bindungsstelle, die im Inneren des Ionenkanals
liegt. MK-801 ist ein Dizolipin und ein nicht-kompetitiver, spannungsabhéngiger Hemmstoff
des NMDA-Rezeptors, wie es neurophysiologische Experimente im Ratten-Gehirn ergaben
(Wong et al., 1986). Es verursacht eine Blockade des Stromflusses, der durch NMDA
ausgeldst wird. Ahnlich wie die M-Rezeptor-Antagonisten wirkt auch MK-801 nur in
Verbindung mit NMDA (Agonist). Dabei wird die Blockade durch einen kontinuierlichen
Zufluss von NMDA verstédrkt. Die Bindung und Entfernung des Antagonisten ist nur dann
moglich, wenn sich der NMDA-Kanal im Transmitter-aktivierten Stadium befindet. Das
Magnesiumion, welches die Aktivierung des NMDA-Ionenkanals hemmt, hemmt auch die
Blockade des MK-801 bei einem negativen Membranpotential (Huettner and Bean, 1988).
Somit verhindert MK-801 bei Applikation des NMDA (oder andere Agonisten) die
Kanalaktivitdt maB3geblich (McBain and Mayer, 1994; Vyklicky et al., 2014).

1.5.2 mGlu 2/3-Rezeptor

Der mGlu 2/3-Rezeptor ist ein metabotroper Glutamat-Rezeptor (mGlu-Rezeptor), der
ebenfalls durch Liganden wie L-Glutamat oder N-Acetylaspartylglutamat aktiviert wird. Er ist
G-Protein gekoppelt und kommt in Gliazellen und an pri- und postsynaptischen Membranen

glutamerger Neuronen vor. Der mGlu 2/3 Rezeptor ist im préfrontalen Kortex und auch in
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dopaminergen Zellgruppen exprimiert (Ghose et al., 2008). Um die Funktion dieser
Rezeptoren aufzukldren, haben Testa et al. in-situ-Hybridisierungen verwendet, um die
Expressionsmuster von mGluR1 und mGIuR5 in den Basalganglien erwachsener Ratten zu
untersuchen. Im Striatum waren alle diese mGlu-Rezeptoren in stark variierenden relativen
Dichten vorhanden. MGlu 2-Rezeptoren wurden in einer kleinen Population von grof3en
polygonalen striatalen Neuronen exprimiert. Der STN war die einzige andere
Basalganglienstruktur, die diesen Subtyp exprimiert. Deutliche zelluldre Verteilungen der
mGlu-Rezeptor-Expression wurden auch innerhalb des AcB, des GP, des ventralen Pallidums
und der SN beobachtet. Der mGlu 3-Rezeptor wird auch in der Glia aller
Basalganglienstrukturen exprimiert. Er wurde auch in Neuronen im Striatum, SN, und sehr
schwach im STN beobachtet. Ein Vergleich der eingeschrinkten mGlu 2/3-mRNA-
Verteilungen mit der Verteilung von metabotropen Liganden-Bindungsstellen unterstiitzt den
Verdacht einer moglichen priasynaptischen Lokalisierung fiir diese Rezeptoren in den

Basalganglien (Testa et al., 1994) (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Lokalisation des mGlu 2/3-Rezeptors im Striatum
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Die grauen Pfeile markieren die Lokalisation des Rezeptors. Besonders stark exprimiert ist dieser in striatalen

Neuronen, SNpc und auch in kortikalen Arealen (eigene Darstellung anhand der Quellen aus dem Text).

Die Erregung prasynaptischer mGlu-Rezeptoren verhindert die exzitatorische als auch
inhibitorische Beeinflussung der Ca’’-Kanile. Dagegen modulieren die postsynaptischen
Rezeptoren die Aktivitdt vieler liganden- und spannungsgesteuerten lonenkanile. Die
Aktivierung des mGlu-Rezeptors kann die Effekte des NMDA-Rezeptors in den
Pyramidenzellen des Hippocampus verstdrken sowie die Erhdhung der Kalziumkonzentration
durch die NMDA-Rezeptoren in den Kdrnerzellen des Cerebellums hemmen (Gerlach et al.,
2016). Er wird in mehrere Untergruppen eingeteilt. Dabei wirken die Rezeptor-Subtypen
mGlu 2/3 iiber das Gi-Protein. Sie hemmen die Adenylatcyclase und dariiber die Ca®'-
Freisetzung. Die mGlu 2/3-Rezeptoren gehdren zu den Rezeptoren der langsamen
synaptischen Ubertragung mit einer Latenzzeit von 10 ms, ausgehend von der Bindung des
Transmitters bis zum Einsetzen des Effekts. Bei diesen Rezeptoren sind, anders als bei den
ionotropen Rezeptoren, die Bindungsstellen fiir den Transmitter und zelluldre Effektoren
getrennte Einheiten. Die Verbindung zwischen Rezeptor und zytoplasmatischen Effektoren

stellen die G-Proteine her (Norenberg et al., 1999).

Hier verwendeten wir einen niedrig-nanomolaren potenten, selektiven Rezeptor-Antagonisten
des mGlu 2/3 Rezeptors: [’H]-LY 341/495. Dieser Radioligand wurde zur Markierung von
mGlu 2-Rezeptoren in Rattenhirnen entwickelt (Ornstein et al., 1998). Bei hdoherer
Konzentration des Antagonisten vermag dieser auch andere Untergruppen des mGlu-
Rezeptors zu hemmen. LY 341/495 wurde in diversen Arbeiten verwendet und zeigt
antidepressive Effekte in Tiermodellen. Auch haben Studien bewiesen, dass dieser Antagonist
an menschlichen Membranen, die mGlu 2/3-Rezeptoren ausbilden, mit einer reversiblen,
sattigbaren und hohen Affinitét bindet, was fiir die Forschung mit Tiermodelle im Vergleich

zum Menschen von Bedeutung ist (Johnson et al., 1999; Wright et al., 2001).

1.5.3 Kainat-Rezeptor

Der Kainat-Rezeptor ist wie der NMDA-Rezeptor ein ionotroper Glutamat-Rezeptor und
besitzt einen tetrameren Ligandenkanal sowie eine gro3e transmembranidre Pore, die selektiv
fir Kationen (Na', K, Ca*" und Cs"), aber nicht fiir Anionen ist. Die Funktion dieses
Rezeptors ist bisher wenig erforscht und es gibt nur Hinweise, dass der Kainat-Rezeptor in
den Synapsen des Hippocampus und Riickenmark lokalisiert ist. In autoradiografischen

Rezeptor-Bindungsstudien hat man herausgefunden, dass die ionotropen exzitatorischen
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Glutamat-Rezeptoren vorrangig postsynaptisch lokalisiert sind und die Dichte in den
menschlichen Hirnarealen variiert. So findet man den Kainat-Rezeptor vorrangig in der CA3
Region des Hippocampus, im Kortex und im lateralen Septum (Gerlach et al., 2016). Unter
Kainat-Rezeptoren wurden KA, in etwa 50-60% mittelgroBer Neuronen des Striatum
nachgewiesen, wihrend KA; auf 20-30% dieser Neuronen beschrinkt waren (Bernard et al.,

1996) (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Lokalisation des Kainat-Rezeptors im Sriatum

Die grauen Pfeile markieren die Lokalisation des Rezeptors. 50-60% des Kainat-Rezeptors wurden auf
mittelgrofer bedornten Neuronen nachgewiesen. Weitere sind in der SNpc und den Ach-Interneuronen zu finden

(eigene Darstellung anhand der Quellen aus dem Text).

Als Teil der Glutamat-Rezeptorfamilie spielt auch er eine Rolle bei Lern- und
Gedidchtnisvorgidngen iiber die Erschaffung exzitatorischer synaptischer Transmission im
ZNS (Traynelis et al., 2010). Das heiB3t, dass auch hier eine iiberméfige Stimulation durch
neurotoxische Effekte zum Untergang der Neuronen fiihrt, welche mit diesen Rezeptoren

ausgestattet sind (Exzitotoxizitdt). Aufbau und Funktion dhneln dem NMDA-Rezeptor.
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Ein Agonist des Kainat-Rezeptors, nach dem dieser auch benannt wurde, ist Kainat
(Kainsdure). Kainat ist ein pflanzliches Strukturanalogon zur Glutaminsdure und wirkt wie
dieses exzitatorisch und exzitotoxisch. Er wird wie auch andere selektive Agonisten und
Antagonisten zur Erforschung der physiologischen Rolle des Rezeptors und des moglichen

therapeutischen Potentials fiir diverse Erkrankungen wie MP genutzt (Bleakman et al., 2002).

1.6 Tiermodell

Tiermodelle werden bendtigt, um neuropathologische Verdnderungen, pathologische
Mechanismen- und mogliche Therapieansétze fiir MP zu erforschen. Das meist verbreitete
Modell fiir MP ist das Toxin-induzierte Rattenmodell, welches Aspekte der Erkrankung des
MP iiber die Zerstorung nigrostriataler Bahnen im Ratten-Kortex wiedergibt. In diesem
Hemiparkinson-Modell der Ratte spielt die Verwendung des Katecholamin-Neurotoxin 6-
Hydroxydopamin (6-OHDA) eine herausragende Bedeutung. Alternativ ist auch MPTP
(Neurotoxin) fiir die Simulation von Parkinsonsyndromen in Tiermodellen bekannt.
Systemisch verabreicht kann das 6-OHDA die Bluthirnschranke nicht iiberwinden, daher wird
dieses direkt injiziert, z.B. in die SNpc (Lokalisation dopaminerger Zellkdrper), ins Striatum
oder dem medialen Vorderhirnbiindel (MVB; aufsteigende Bahn des dopaminergen,
nigrostriatalen Traktes) (Ungerstedt, 1968). Histologisch wird dabei ein Verlust
katecholaminer (Adrenalin, Noradrenalin, Dopamin) Neurone im nigrostriatalen Trakt
sichtbar, wobei Neurone mit Ach, GABA oder 5-HT als Transmitter nicht zerstort werden.
Das bedeutet, dass mit diesem Modell eine isolierte Lasion der SN dargestellt wird, die
wiederum mogliche Folgen des MP auf andere Areale nicht beschreibt. Bei dem Tiermodell
wird das Neurotoxin unilateral appliziert, dabei weist bei einer unilateralen Lédsion die nicht
lasionierte (Kontrollseite) keine Verdnderungen vor, da dopaminerge Neuronen der SNpc sehr
wenige (bis keine) Verbindungen zur kontralateralen Hirnhélfte ausbilden (Schwarting and
Huston, 1996a, 1996b). Je nach Konzentration des 6-OHDA konnen verschiedene Stadien des
MP dargestellt werden (Gubellini and Kachidian, 2015).

Um eine Lasion durch 6-OHDA im ZNS zu erzielen, wird dieses zundchst iiber Dopamin-
Transporter (DAT) in die dopaminergen Zellen (Neurone) aufgenommen. Auch zeigt das 6-
OHDA eine hohe Affinitit zu Noradrenalin-Transportern. 6-OHDA sowie MPP" (aus MPTP
in Gliazellen gebildet) haben die Féhigkeit die Bildung des ROS (Reaktive Sauerstoff
Spezies) direkt im Zytoplasma der Zielzelle zu veranlassen und die ATP Produktion zu
senken. Dies fiithrt zum apoptotischen Zelltod. Der Untergang dopaminerger Neurone kann

neben 6-OHDA auch durch viele weitere Mechanismen hervorgerufen werden. So z.B. iiber
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Maneb Rotenon (giftiges Pflanzenschutzmittel), das den Komplex 3 des mitochondrialen
Respirationstrakts hemmt, widhrend weitere mitochondriale Toxine den Komplex 1 hemmen.
Auch kann die Apoptose Tiber LPS, welches Mikrogliazellen zur Freisetzung
inflammatorischer Mediatoren aktiviert, die wiederum RNS (reaktive Stickstoff-Spezies)
bilden, ausgelost werden. Letzteres, die Hemmung von Proteasomen durch z.B. Lactacystin
oder PSI, fithrt zur Bildung von Zerstdrungsproteinen, die die DNA zerstoren und somit

ebenfalls zum Zelluntergang fiihren (Abbildung 12) (Zigmond et al., 1989).

Die motorischen Symtome, welche durch eine Lision mit 6-OHDA ausgeldst werden, sind
nur in den Ratten sichtbar, die eine Zerstorung des nigrostriatalen Traktes grofer 95%
erfahren haben. Dabei entwickeln sich die Verluste von Funktionen kurze Zeit nach Injektion
des 6-OHDA (Blandini and Armentero, 2012; Duty and Jenner, 2011; Gerlach et al., 2003;
Gubellini and Kachidian, 2015; Mehlan et al., 2016).

Lactacystin
Epoximycin
PSI

Proteasome\
inhibition
A § ATP

COMPLEX I or il A“f ROS or
inhibition RNS

Dopaminergic
neurone

6-OHDA*
Inflammatory
—— mediators
rotenone Activated
microglial cell

paraquat ’
LPS*

Abbildung 12: Schematische Darstellung eines SNpc Neurons mit den Mechanismen verschiedener Neurotoxine, die

eine nigrostriatale Degeneration in Tiermodellen fiir MP auslésen konnen

Mit Sternchen markierte Faktoren miissen direkt in das Gehirn injiziert werden, alle anderen erreichen die
Zielzelle systemisch. Das im hier verwendeten Tiermodell genutzte 6-OHDA gelangt iber DAT-Transporter in
das dopaminerge Neuron und fiihrt zur Hemmung mitochondrialer Komplexe. Dem folgen ein Anstieg des ROS
und eine Abnahme des ATP, was zur Apoptose der Zelle fiihrt. Daraus erkldrt sich der Untergang dopaminerger
Neurone nach Injektion des 6-OHDA in spezielle Hirnareale (SN, Striatum, mediales Vorderhirnbiindel), die zur
Entstehung eines Hemiparkinsons in Ratten verwendet werden. Weitere Faktoren, die wie 6-OHDA den Zelltod

auslosen, werden im Kapitel 1.6 beschrieben (Duty and Jenner, 2011).

30



Einleitung

Zur Testung der erfolgreichen unilateralen Lésionierung der Ratten mit 6-OHDA wird ein
Dopamin-Rezeptor-Agonist verabreicht, wie z.B. das Apomorphin. Dieser fiihrt bei den
Ratten zu einer zur ldsionierten Seite hin gerichteten kontralateralen Rotation. Dabei héngt die
Anzahl der Drehungen vom Schidigungsgrad der dopaminergen Neurone (hier >90%) im

nigrostriatalen Trakt ab (Hefti et al., 1980).

1.7 Fragestellung
Ziel dieser Arbeit ist es, Verdnderung von Rezeptordichten (RD) ausgewihlter Rezeptoren in
ausgewdhlten Hirnbereichen von Hemiparkinson-Ratten weiter zu erforschen, um weitere
sowie vollstindigere Daten zu generieren. Ausschlaggebend dafiir war, dass die
Neurotransmitter und Transmitter-Rezeptoren wesentlicher Bestandteil der neuronalen
Informationsverarbeitung sind. Fiir viele Erkrankungen des ZNS, wie auch MP, ist bekannt,
dass die gestorte Neurotransmitter-Homdoostase und Abweichungen im Verteilungsmuster der
Transmitter-Rezeptoren zu einer Beeintrdchtigung der neuronalen Signaltransmission fiithren.
Neben der Ermittlung der Verdnderung der RD in diversen Hirnarealen der Hemiparkinson-
Ratten, konnte unsere Gruppe in den letzten Jahren mit einem neuartigen experimentellen
therapeutischen Ansatz an diesen Ratten ebenfalls zeigen, dass eine intrazerebrale BoNT-A-
Injektion (Botulinum-Neurotoxin-A) die 6-OHDA-induzierten motorischen Stérungen fiir
mindestens 3 Monate mindert oder ganz authebt (Antipova et al., 2013, 2017; Wree et al.,
2011). Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass BoONT-A entscheidend in die
bestehenden Verdnderungen durch 6-OHDA auf Rezeptor-Ebene eingreift und eine
regulierende Wirkung zu haben scheint.
Die vorliegende Dissertation untersucht die Verdnderungen der RD muskarinischer und
nikotinischer Acetylcholin-Rezeptoren sowie Glutamat-Rezeptoren in ausgewéhlten
Hirnarealen von 3 Tiergruppen:

1- Unbehandelten Kontrollratten

2- Hemiparkinson-Ratten + BoNT-A-Injektion

3- Hemiparkinson-Ratten + sham-Injektion (Vehikel-Injektion)
Die Auswertung autoradiographisch erfasster Areale im Rattenhirn erfolgt unter Verwendung
der  graphischen  Analysesoftware = MCIDw  Analysis.  Die  entsprechenden
Injektionsexperimente und die Erstellung der Autoradiogramme unter Nutzung der
Radioliganden [?*H]-Epibatidin (nACh), [*H]-Pirenzipin (Mi), [*H]-Oxotremorin (M,
Agonist), [*H]-AF-DX 384 (M2, Antagonist), [*H]-4-Damp (M3), [*H]-Kainat (Kainat), [*H]-
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LY 341/496 (mGlu 2/3) und [?*H]-MK 801 (NMDA) erfolgten dabei im Institut fiir Anatomie
der Universitdtsmedizin Rostock und durch Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des Institutes
fiir Neurowissenschaften und Medizin am Forschungszentrum Jiilich.

Ziel dieser Arbeit ist es, zu priifen, ob

1) die unilaterale Injektion von 6-OHDA in das rechte MVB der Ratte die autoradiographisch
gemessene ipsilaterale RD der acetylcholinergen- und glutamatergen-Rezeptoren verdndert
und ob eine anschlieBende intrazerebrale Applikation eines Puffers (sham-
BoNT/Vehikellosung) Auswirkungen auf die RD hat.

2) bei den Versuchen Verdnderungen in den gemessen RD in Abhidngigkeit von der
Uberlebenszeit nach Lision erkennbar sind.

3) die aufeinander folgende Injektion von 6-OHDA in das rechte MVB und BoNT-A

in das rechte Striatum die RD der nACh-, mACh- (vom Subtyp Mi, M2 und M3), Kainat-,
NMDA- und mGlu 2/3-Rezeptor moduliert und ob hierbei zeitliche Verdnderungen (iiber

einen Zeitraum von 9 Monate) erkennbar sind.

Diskutiert werden abschlieBend unter Berticksichtigung der bereits publizierten Literatur und
auf Grundlage der erhobenen Daten die Effekte von intrazerebral appliziertem 6-OHDA und
BoNT-A auf die Verteilung der Rezeptoren und dessen potentielle Wirkmechanismen. Dabei
stellt sich insbesondere die Frage, ob der bereits beschriebene motorisch positive Effekt von
BoNT-A durch Verdnderung der RD in den Hirnarealen der Hemiparkinson-Ratten erklart
werden kann? Und ob Rezeptor-assoziiert ein therapeutischer Ansatz in Hemiparkinson-
Ratten, insbesondere mit BONT-A erkennbar ist, der fiir eine Therapie des MP von Bedeutung

sein kann?
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2. Material und Methoden

Die tierexperimentellen stereotaktischen Injektionsversuche und die Entnahme der Hirne
wurden von Prof. Dr. med. A. Wree durchgefiihrt. Die Herstellung der Hirnschnitte wurde
von Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des Institutes fiir Neurowissenschaften und Medizin
am Forschungszentrum Jiilich und des Institutes fiir Anatomie der Universititsmedizin

Rostock durchgefiihrt.

2.1 Versuchstiere und Tierhaltung

Die Versuchstiere stammten aus der Charles River WIGA (Sulzfeld, Deutschland). Es
handelte sich um 124 drei Monate alte minnliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von ca.
250 Gramm. Diese Ratten wurden in Standardkdfigen unter den Bedingungen eines
kiinstlichen 12-Stunden-Hell-Dunkel-Rhythmus bei 22+2° C zu dritt gehalten. Die
Moglichkeit der Wasser- und Nahrungsaufnahme ad [libitum war 24 Stunden den Tag
gegeben. Alle Versuchstiere wurden gemdl3 den gesetzlichen Tierschutzbestimmungen und
den Auflagen der zustindigen Behorde behandelt und sdmtliche Experimente von der

zustidndigen Behorde genehmigt (LAFFL 7221.3-1-005/16).

Die Versuchstiere wurde fiir diese Arbeit in drei Hauptgruppen aufgeteilt: LB — Tiere mit 6-
OHDA- und BoNT-A-Injektion; LV — Tiere mit 6-OHDA- und Vehikel-Injektion (sham-
BoNT); K — unbehandelte Kontrollen. Einen Uberblick gibt hierzu Tabelle 1.

Tabelle 1: Details iiber die in der Arbeit verwendeten Gruppen mit den entsprechenden Uberlebenszeiten

Uberlebenszeit/Alter beschreibt die zeitliche Abfolge der Injektionen und den Zeitpunkt der Hirnentnahme; n =

Anzahl Tiere. Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis

Gruppe Charakteristiken Uberlebenszeit n
Kontrollgruppe (K) | unoperierte Ratten 300 g KG + 6 Wochen (K) 7
6-OHDA + BoNT- | erhielten 24pg 6- | 6 Wochen nach 6-OHDA + 1 Monat nach BoNT-A | 9
A OHDA + 1 ng BoNT- | (LB6W1M)
(LB) A 6 Wochen nach 6-OHDA + 3 Monate nach BoNT-A | 8
(LB6W3M)
6 Wochen nach 6-OHDA + 6 Monate nach BoNT-A | 8
(LB6W6M)
6 Wochen nach 6-OHDA + 9 Monate nach BoNT-A | 8
(LB6WOM)
6-OHDA + Vehikel | erhielten 24pug 6- | 6 Wochen nach 6-OHDA + 1 Monat nach Vehikel | 6
(LV) OHDA + | (LV6W1M)
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Vehikellsung 6 Wochen nach 6-OHDA + 3 Monate nach Vehikel | 8
(LV6W3M)

2.2 Unilaterale Injektion des 6-OHDA
Vor jeder Operation wurden die Versuchstiere mit einer Mischung aus Ketamin (50 mg/kg

KG) und Xylazin (4 mg/kg KG) narkotisiert. Dies wurde intraperitoneal injiziert.

Zur stereotaktischen Injektion wird der Kopf der Wistar-Ratte in einem stereotaktischen
Apparat (Kopf®, Tujunga CA, USA) in der "Flat Skull" Stellung fixiert. Dies geschah iiber 2
Stifte ("Ear-bars"), die in den Gehorgidngen eingefiihrt wurden und einer Klemme fiir den

Oberkiefer ("Tooth-bar"), in die die 2 Inzisivi des Oberkiefers eingehakt wurde.

Unter asepitischen Bedingungen wurden die Ratten zum ersten Mal bei einem Gewicht von
285-305 Gramm operiert. Bei einer einseitigen Lasion (rechts) wurden 4 pl einer 0,1 molaren
Zitratpufferlosung mit 24 pg 6-OHDA iiber 4 Minuten hinweg mit einer 5 pl Hamilton-
Spritze injiziert. Die Koordinaten mit Bregma als Referenzpunkt waren: anterior-posterior = -

2,3 mm, lateral = -1,5 mm und ventral = -9,0 mm (Paxinos and Watson, 2007).

2.3 Intrazerebrale Applikation von BoNT-A

Das verwendete BONT-A wurde in Pulverform von der Firma List Biological Laboratories,
INC iiber den Héndler Quadratech Diagnostics bezogen. 6 Wochen nach erfolgreicher 6-
OHDA-Lision wurde den Ratten, die zur Tiergruppe der 6-OHDA-lé4sionierten und BoNT-A
behandelten Ratten (Gruppe LB) gehdrten, BoONT-A in das rechte Striatum (ipsilateral der 6-
OHDA-Lésion) injiziert. Fiir die Injektion des BoNT-A wurden die Tiere wie oben
beschrieben narkotisiert. Den Ratten der Gruppe LB wurde insgesamt 1l BoNT-A-Losung
(BoNT-A gelost in PBS + 0,1 % BSA) an 2 Injektionsstellen des CPu mit einer Totaldosis
von 1 ng BoNT-A injiziert. Danach wurde die Injektionsnadel jeweils noch weitere 4 Minuten
an den Koordinaten belassen, um eine ausreichende Diffusion zu erreichen und einen

Riickfluss der Injektionslosung zu vermeiden.

Bei der Vehikel-Injektion wurde in beiden Injektionsstellen je 0,5 pl der Vehikellosung (PBS
+ 0,1 % BSA) injiziert. Die Koordinaten mit dem Referenzpunkt Bregma waren: anterior-
posterior = +1,3 mm/-0,4 mm, lateral = -2,6 mm/-3,6 mm und ventral = - 5,5 mm/-5,5 mm

(rechtes CPu) (Paxinos and Watson, 2007; Wree et al., 2011).
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2.4 Gewebeaufarbeitung

Die Tiere wurden zuniichst mittels einer Uberdosis Xylazin und Ketamin getotet, welches
intraperitoneal appliziert wurde. Fiir die spiteren Untersuchungen wurden die Gehirne
entnommen, in Isopentan tiefgefroren (- 50 °C) und bei - 80 °C gelagert. Die Hirne wurde
dann mittels Kryostaten/ Gefriermikrotom (Leica Mikrosysteme, Wetzlar, Deutschland) in 20
um dicke, frontale Parallelschnitte geschnitten. Dafiir wurden die Gehirne mit der Medulla
oblongata auf einen speziellen Aluminiumstempel mittels Tissue Freezing Medium® (Jung,
Deutschland) ausgerichtet und aufgefroren. Dieser Stempel wurde dann auf den
Schneidemechanismus des Kryostaten gespannt. Die Schnitte wurden auf die mit Gelatine
beschichteten und vortemperierten (-20°C) Glas-Objekttragern {ibertragen, getrocknet (20-30
min, +35°C) und anschliefend zum Lagern in evakuierten Plastikbeuteln tief gefroren und
gelagert. Hirnschnitte wurden aus 7 vordefinierter Regionen gewonnen, die das CPu und die
anderen fiir die Untersuchung interessant erscheinenden Areale und Kerngebiete enthielten.
Die Koordinaten mit dem Referenzpunkt Bregma fiir die Schnittebenen waren: Schnitt 1 =
+1,56 mm, Schnitt 2 = - 0,36 mm, Schnitt 3 = -0,84 mm, Schnitt 4 = -2,16 mm, Schnitt 5 = -
2,52 mm, Schnitt 6 = -3,60 mm und Schnitt 7 =-5,20 mm (Paxinos and Watson, 2007).

2.5 in vitro Rezeptorautoradiographie

Die autoradiographischen Untersuchungen wurden nach verdffentlichten Protokollen im
Hirnforschungszentrum Jilich am Institut fiir Neurowissenschaften und Medizin unter der
Leitung von Prof. Dr. med. Dr. med. h.c. Karl Zilles, von Markus Cremer und seinen
Mitarbeiterlnnen ausgefiihrt (Zilles et al. 1991a, 1991b, 1991c¢, 2002a, 2002b). Fiir die
glutamergen und acetylcholinergen Rezeptoren wurden folgende Liganden zur Bestimmung
der RD verwendet: M;-Rezeptor mit [3H]-Pirenzipin (M;-Antagonist), M,-Rezeptor mit [*H]-
Oxotremorin (M,-Agonist) und mit [*H]-AF-DX 384 (M;-Antagonist), M3-Rezeptor mit [*H]-
4-Damp (Ms-Antagonist), ayB, Nikotin-Rezeptor (nAch) mit [*H]-Epibatidin (ouf,-Agonist),
NMDA-Rezeptor mit [*H]-MK-801 (NMDA-Antagonist), mGlu 2/3-Rezeptor mit [*H]-LY
341/495 (mGlu 2/3- Agonist) und Kainat-Rezeptor mit [*H]-Kainat (Agonist). Alle Liganden
wurden von Perkin Elmer (Rodgau, Deutschland) erworben. Der Autoradiographieprozess der
einzelnen Hirnschnitte lief in 3 Hauptschritten ab: Rehydratation und Eliminierung von
endogenen Liganden, Inkubation des jeweils tritiumhaltigen Liganden in Abwesenheit (total
binding) oder Anwesenheit (nonspecific binding) eines spezifischen nicht radioaktiven
Liganden als Verdridnger und eine abschlieBende Spiilung, um nicht gebundene Liganden und

Puffersalze zu eliminieren. Die Schnitte wurden dann getrocknet und mit Plastik-Standards
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(definierte Radioaktivitit) gegen P-sensitive Filme (Kodak, PerkinElmer LAS GmbH,

Deutschland) fiir bis zu 15 Wochen exponiert. Die entstandenen Autoradiographien wurden

unter Verwendung eines Hyperprozessors (Amersham Biosciences, Amersham, UK; now: GE

Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) entwickelt und mit einer CCD-Kamera

(Zeiss, Carl Zeiss Mikrolmaging GmbH, Géttingen, Deutschland) digitalisiert. Details zum

Autoradiographieprozess jedes Rezeptors sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Liste der analysierten Rezeptoren mit den jeweils spezifischen Liganden, nicht radioaktiven

Verdringer, Wasch- und Inkubationsdetails

Rezeptor | Ligand Verdrin- | Inkubationspuffer Vorin- | Haupt- Schluss-
ger kuba- inkubation | spiilung
tion
M1 [*H]- Pirenzipin- | Modifizierter Krebs Puffer | 15 min | 60 min 4°C 1) 2 x 1 min
Piren- dehydrat (ph 7,4), (5,6 mM KCL, 30,6 | 4°C 4°C
zipin 2uM mM NaCl, 1,2 mM MgSOy,, 2) 1s in
10 nM 1,4 mM KH,POy; 5,6 mM p- destilliertes
Glukose, 5,2 mM NaHCO; Wasser, 22°C
2,5 mM CaCly)
M2 [*H]- Carbachol | 20mM HEPES-Tris (pH 7,5) | 20 min | 60 min 22°C | 1) 2 x 2 min
(Agonist) | Oxo- 10pm +10mM MgCl, 22°C 4°C
tremorin 2) Is in
1,7aM destilliertes
Wasser, 22°C
M2 (Anta- | ['HJ-AF- | Atropin- Modifizierter Krebs Puffer | 15 min | 60 min 22°C | 1) 3 X 4 min
gonist) DX 384 | sulfat (ph 7.4), (4,7 mM KCL, 120 | 22°C 4°C
5nM 100 uM mM NaCl, 1,2 mM MgSO,, 2) 1s in
1,2 mM KH,PO,, 5,6 mM destilliertes
D-Glukose, 25 mM Wasser, 22°C
NaHCO;3, 2,5 mM CacCl,)
M3 [H]-4- Atropin- 50 mM Tris-HCI (pH 7,4) + | 15 min | 45 min 22°C | 1) 2 x 5 min
Damp sulfat 0, mM PMSF, 1 mM | 22°C 4°C
InM 10 pm EDTA 2) Is in
destilliertes
Wasser, 22°C
04B2 [*H]- Nikotin 15mM Hepes (pH 7,5) + 120 | 20 min | 90 min 4°C ) 1 x 5 min
Epiba- 100 pm mM NaCl, 5,4 mM KCl, 0,8 | 22°C 4°C
tidin mM MgCl,, 1,8 mM CaCl, 2) Is in
0,11nM destilliertes
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Wasser, 22°C
Kainat [*H]- SYM 2081 | 50 mM Tris-acetate (pH 7,1) | 3x 45min, 4°C 1) 3x 4s, 4°C
Kainat 100uM [+10 mM Ca**-acetate] 10min, 2) Glutarylal-
9,4 nM 4°C dehyde in
Aceton
(100ml/2,5ml)
2x 2s,22°C
mGlu 2/3 [H]-LY | L- Phosphatpuffer (pH 7,6) 137 | 2 x 5 | 60min, 4°C 1) 2x Smin,
341/495 Glutamat mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 | min, 4°C
InM ImM mM Na,HPO, x 2H,0, 1,4 | 22°C 2) 1s in
mM KH,PO,, 100 MM KBr destilliertes
Wasser, 22°C
NMDA [*H]- MK-801 50mM Tris-Acetat (pH 7,2), | 15 min, | 60 min, | 1) 2x 5 min,
MK-801 | 100 um é(i;‘i\fn %‘:ff/lmsa‘;’enifdmm 4C | 2°C 4°C
3,3nM 2) destilliertes
Wasser, 22°C

2.6 Daten- und Bildverarbeitung

Die densitometrische Bestimmung der RD aus den digitalisierten Hirnschnittbilder wurde mit
dem Programm MCID Analysis v7.0 (InterFocus imaging Ltd, Linton, UK)
(http://www.mcid.co.uk/)  durchgefiihrt. Die  Software bietet eine interaktive
Benutzeroberfliche, welche manuell durch Maus und Tastatureingaben zu bedienen ist. Dabei
prasentiert sich dem Anwender ein zweigeteiltes Interface. Auf der linken Seite kann der
Benutzer liber diverse Funktionen, graphischen Tools und Operationen in unterschiedlichen
Auswahlmentis verfligen. Ebenfalls bietet der linke Bereich der Benutzeroberfldche Platz fiir
die manuelle Vermessung ausgewihlter Einzelbilder. Auf der rechten Seite hingegen sind
benutzerdefiniert die einzelnen Channels aufgefiihrt, in welche die entsprechenden
Bilderserien geladen werden konnen. Die Aufteilung der rechten Interfaceseite kann dabei
manuelle unter der Option Settings und Display Format individuell verdndert werden. Vor
Beginn der Bestimmung der kalibrierten Dichte war dabei die Umstellung von MCIDrty in
den Modus Receptor Binding erforderlich. Dieser musste vor jeder neu beginnenden Sitzung
in der Meniileiste unter Settings und anschlieender Auswahl des Unterpunktes Study mit
einem Mausklick auf Receptor Binding ausgewihlt werden, was mit einem Haken hinter der
entsprechenden Funktion angezeigt wird. Um mit MCIDyy die kalibrierte Dichte aus den
autoradiographischen Schnittbildern berechnen zu konnen, musste zunéchst eine linear

interpolierte Kalibrierungskurve erstellt werden. Dafiir war das Calibration Icon in der linken

37




Material und Methoden

Meniileiste als Operation und anschlieBend die Option Cal stds (Calibration Standards)
auszuwéhlen. Die Standards unit wurde von [nCi/g] auf [fmol/mg] gedndert. Dabei beziehen
sich Rezeptorkonzentrationen in fmol immer auf mg Protein. Um einen Funktionsgraphen
generieren zu konnen, sind am Hirnforschungszentrum in Jiilich ermittelte standardisierte
Kalibrierungstabellen =~ verwendet worden. Diese Tabellenwerte wurden in die
Kalibrierungsfunktion iibernommen und anschlieend wurde mittels einer kubischen Spline
Funktion der Funktionsgraph erstellt. Dabei konnte nun jedem Grauwert eines Bildes, im
Bereich von 0 bis 255, ein entsprechender kalibrierter Dichtewert zugeordnet werden, wobei
im Bereich um 0 (dunkel bis schwarz) eine sehr hohe und im Bereich von 255 (hell bis weil3)
eine sehr niedrige Dichte erwartet werden kann. Die Kalibrierungskurve war nun auf alle
Kanile zu ibernehmen. Der nichste Schritt bestand in der Bestimmung des fiir jede Bildserie
individuellen Hintergrundwertes. Dazu wurde ein Total Binding Bild der entsprechenden
Bildserie in den Kanal 1 (im Programm mit Chl im Image View gekennzeichnet) durch den
Befehl Retrieve Image im Mentipunkt /mage der Standard Bar geladen, da nur in diesem
Kanal aufgrund programmspezifischer Standards, eine Anwendung von Messungen mdglich
ist. Allerdings musste an dieser Stelle darauf geachtet werden, den Dateityp in der Retrieve
Image Funktion von ,, TIFF 5 (*.tif)* auf ,,TIFF (*.tif) zu 4ndern, da die zu ladenden
Bilddateien im entsprechenden letztgenannten Format abgespeichert waren. Weiterhin war es
erforderlich innerhalb der Components (direkt unterhalb der Drop-down Auswahl des
Dateitypes) alle Haken, mit Ausnahme des I[Image-Hédkchens zu entfernen, um so
Interferenzen mit den bereits vorkalibrierten Kandlen zu vermeiden. Mit Hilfe der
Clickoutline Funktion aus der Image Tools Bar wurde anschlieBend ein Hintergrundbereich

auBlerhalb jeglicher anatomische Hirnstrukturen oder Praparationsartefakte manuell umfahren.

Das Programm errechnete nun fiir diesen Hintergrund eine mittlere kalibrierte Dichte, welche
im Folgenden stets von den ermittelten Messwerten aus den Hirnregionen subtrahiert wurde,
um Hintergrund-korrigierte Messwerte zu erhalten. Dieser Hintergrundwert wurde als
Bilddatei fiir den Rest der Messung einer Bildserie in den Kanal 2 (im Programm mit Ch2 im
Image View gekennzeichnet) dargestellt. Die restlichen Bilder einer Serie konnten nun in die
Kanile 3 bis 8 geladen werden. Um auch diese Schnittbilder einer nachfolgenden RD-
Messung zuginglich zu machen, erfolgte zunichst eine Ubertragung der Kalibrierung auf die
o0.g. Kanile bis zur Position 8 im Image View. Die jetzt kalibrierten Bilder einer Serie wurden
abschlielend im Format ,,*.im* gespeichert. Der zweite Schritt vor Beginn der eigentlichen

Messung umfasste die korrekte Erstellung der Ergebnistabelle in MCIDpy. Daflir wurde im
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Seitenmenii die Operation Sample ausgewihlt, worauf hin bereits voreingestellte
Standardtabelle mit vier Spalten angezeigt werden. Um die restlichen Spalten zu ergénzen,
wurde unter dem Meniipunkt Sample der Standard Bar der Unterpunkt Measures selecion
aufgerufen. In dem jetzt angezeigten Programmfenster wurden unter dem Drop-Down Menti
Basic Morphometry die Parameter Area und Perimeter mittels Doppelklick ausgewihlt und
mit dem OK-Button bestitigt. Die graphische Messung der einzelnen Schnittbilder erfolgte
nun jeweils flir das rechte und linke Hirnareal. Dazu ist ebenfalls mit der zuvor verwendeten
Funktion Click-outline aus der Sample Bar eine kontinuierliche Linie um die auszuwertende
Hirnstruktur (z.B. das CPu, der AcB, die CA1/3 usw. der rechten und/oder linken
Hemisphére) gezogen worden, sodass eine geschlossene Flache konstruiert wurde (Abbildung
13). Préparationsartefakte innerhalb des zu messenden Hirnareals sind hierbei unter
Abschitzung geeigneter Konturlinien bei den einzelnen Messungen ausgespart worden
(Abbildung 14). Das Programm errechnete aus dem graphischen abgegrenzten Areal eine
spezifische kalibrierte Dichte in absoluten und relativen Werten sowie die Pixel fiir Area und
Perimeter und verzeichnete diese in der Ergebnistabelle. Abwechselnd sind so das rechts- und
linksseitige Hirnareal von jedem Bild einer Serie vermessen worden. Um eine schliissige
Datenerhebung zu gewéhrleisten, war darauf zu achten, die vermessenen Bilder mit der
verwendeten Kalibrierung und den gesetzten Vermessungslinien zu speichern. Im Anschluss

wurde die Ergebnistabelle als ,,1g2 — Datei* gespeichert.
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Abbildung 13: Abgrenzung der Hirnareale in den Frontalschnitten fiir die linke und rechte Hemisphére

Der linke Schnitt entspricht Schnittebene 1: M ist der motorische Kortex, CG der cinguldre Kortex, S der
sensorische Kortex, AcB der Nucleus accumbens und CPu der Caudatus-Putamen Komplex. Der rechte Schnitt
zeigt Schnittebene 6: Hier steht CA1 und CA3 fiir die Cornu ammonis Regionen 1 und 3 und DG fiir den Gyrus
dentatus. Die dargestellten Beispiele fiir die Abgrenzungen der Hirnareale wurden fiir alle Rezeptoren, fiir jeden

Schnitt gleich beibehalten.
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e : S

Abbildung 14: Beispiele fiir Artefakte in Hirnschnitten, die fiir die Messung der RD ausgespart wurden

Im linken Schnitt erkennt man deutlich ein "Objekt" im Autoradiogramm, das im Bereich des sensorischen
Kortex rechts die gemessen RD-Werte stark erhohen wiirde. Der rechte Schnitt zeigt eine stark zerstorte linke

Hemisphére und macht die korrekte Abgrenzung einzelner Hirnareale in dieser Schnittebene unméoglich.

Die mit MCIDpy ermittelten Messwerte wurden nach vollstdndiger Erfassung in das

Tabellenkalkulationsprogramm LibreOffice Calc iibertragen.

Die gemessenen kalibrierten Dichten/Grauwerte (CG) wurden mit folgender Formel in RD

umgerechnet:

R

e ]x L[nM]

mmol

D fmol] B CG Kd[nM] + L[nM]
mg - S

Die RD (Rezeptordichte) wird ermittelt aus dem mittleren gemessenen kalibrierten Grauwert
(CG, der aus MCID in das Tabellenprogramm kopiert wurde), der spezifischen Aktivitét
(SA), der Dissoziationskonstante (Kd), und der Realkonzentration (L) des jeweiligen
Liganden. Die Werte fiir SA, Kd und L wurden der AUTO SCAL2C Datei entnommen. SA
beschreibt die Strahlungsaktivitit des Liganden. Kd gibt die halbmaximale
Sattigungskonzentration an und ist ein Richtwert der Ligandenkonzentration im
Inkubationsmedium sowie ein Mal} fiir die Affinitdt des Liganden an seinem Rezeptor. Je
kleiner Kd, desto hoher ist die Affinitdt. L beschreibt die tatsdchliche Konzentration des

Liganden im genutzten Inkubationsmedium.

Fiir jeden Schnitt einer Bilderserie wurde so die RD fiir das rechte und linke Hirnareals
bestimmt. Ein Mittelwert der 7 Schnitte fiir dieses Areal wurde gebildet, sodass jedem Tier je
eine RD fiir (z.B.) das rechte und linke CPu zugeordnet wurde. AnschlieBend wurden die
mittleren Dichte-Werte mit der durchschnittlich gemessenen Fliche verkniipft und in

Versuchsgruppen zusammengefasst. Das am Ende entstandene Ubersichtshistogramm bildet
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die mittleren flaichengewichteten RD einer Versuchsgruppe fiir ein Hirnareal mit ihrer

Standardabweichung ab.

Anhand der folgenden Formel wurde zusétzlich die relative Rezeptordichte berechnet:

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

Relative Rezeptordichte = 100 x

Die Berechnung der relativen RD dient der Darstellung von moglichen Seitendifferenzen

zwischen rechten und linken Hirnareal eines Versuchstiers.

2.7 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm IBM SPSS Statistics
Version 22.0. Die GauBBglocken-Verteilung der RD wurde mit dem Kolmogrov-Smirnov Test
getestet. Anschliefend wurden die Daten mit ANOVA (einfaktorielle Varianzanalyse)
analysiert. Die abhingige Variable war die RD und die Kovariable war die jeweilige
Therapiegruppe getrennt fiir die rechte und linke Hirnhélfte fiir jedes Hirnareal. Nach
Signifkanznachweis in der ANOVA folgte ein Post-Hoc-Test mit Bonferroni-Korrektur.
Dabei wurde ein Signifikanzniveau von 0,05 festgelegt, d.h. ab einen p-Wert <0,05 galten
Werte als signifikant.
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3. Ergebnisse

Die in vitro Rezeptorautoradiographie wurde zur Analyse der mittleren Dichte der Rezeptoren
verwendet. In dieser Arbeit wird die RD fiir die Versuchsgruppe LB und LV fiir glutamerge
und acetylcholinerge Rezeptoren gegeniiber gestellt. Alle Messwerte, die in den folgenden
Abschnitten benannt werden, sind in Tabelle 3 (Anhang) iibersichtlich aufgelistet. In den
Abbildungen zu jedem Rezeptor werden Seitendifferenzen der einzelnen Versuchsgruppen
(LB und LV) dargestellt. Weitere Diagramme der Rezeptoren mit zeitlichen Verldufen
innerhalb der Gruppen fiir die einzelnen Hirnareale sind im Anhang zu finden. Hirnareale, in
denen die RD unter 200 fmol/mg lag, wurden zunichst gemessen, aber auf Grund der
Ungenauigkeit der Werte hier nicht weiter berticksichtigt. Die Werte der Kontrollgruppe K fiir
die einzelnen Hirnareale (siche Diagramme im Anhang) wurden bereits von weiteren

Doktoranden des Institutes fiir Anatomie gemessen und fiir dieses Arbeit iibernommen.

3.1 Qualitative Betrachtung der Ergebnisse der Autoradiographie

Die Autoradiogramme eignen sich sehr gut fiir die Areal- und Lamina-spezifische
Darstellungen von Arealen und Kerngebieten des Rattenhirns. Wie in Abbildung 15 fiir die
Schnittebene 1 ersichtlich, lassen sich die einzelnen Areale wie z.B. das AcB, das CPu oder
der S sehr gut abgrenzen. Abbildung 15 stellt fiir jeden Rezeptor ein beispielhaftes
digitalisiertes Folienbild dar, um bereits makroskopisch sichtbare Differenzen zwischen
rechter und linker Hemisphire in Schnittebene 1der Versuchsgruppe LB aufzuzeigen. Es lésst
sich ein erster Eindruck zu den unterschiedlichen RD in Abhédngigkeit des Grauwertes (je
dunkler das "grau", desto hoher wird die RD sein) fiir die einzelnen Hirnareale der Rezeptoren
erkennen. So zeigt z.B. der nAch-Rezeptor eine schwichere Farbung im gesamten Hirnschnitt
als der M- oder der Ms-Rezeptor, was darauf schlieBen ldsst, das dieser Rezeptor eine
geringere RD vorweisen wird. Die glutamergen Rezeptoren weisen ebenfalls eine schwéchere
Féarbung auf, als die mAch-Rezeptoren. Somit kann man davon ausgehen, dass besonders fiir

den M;-Rezeptor im Rattenkortex hohe RD fiir eine Vielzahl von Hirnareale zu erwarten ist.

Die signifikantesten Abweichungen speziell zwischen rechter und linker Hemisphére lassen
sich bereits optisch beim nAch-Rezeptor besonders im CPu und AcB erkennen. Es zeigt sich
hier auf der mit 6-OHDA lédsionierten und anschlieBend mit BoNT-A therapierten Seite eine
deutlich schwichere grau Fiarbung als auf der unbehandelten linken Hirnhilfte. Die {ibrigen
Rezeptoren weisen keine derart ausgeprigten makroskopisch sichtbaren Abweichungen

zwischen rechter und linker Hemisphére auf.
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Abbildung 15: Autoradiogramme von Frontalschnitten fiir die einzelnen Rezeptoren in Hemiparkinson-
Ratten 3 Monate nach intrastriataler BONT-A-Injektion (Versuchsgruppe LB, Schnittebene 1)
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Der Schnitt A entspricht dem Rezeptor nAch. Man sieht deutliche Verdnderungen der Grauwerte im CPu und
AcB. Der Schnitt B steht fiir den M;-Rezeptor. Makroskopisch sind keine Abweichungen links zu rechts
erkennbar. Der Schnitt C steht fiir den Agonist des Rezeptor M,. Auch hier sind makroskopisch keine rechts-
links Differenzen sichtbar. Gleiches gilt fiir den Antagonist des M,-Rezeptors (Schnitt D). Der M;-Rezeptor
(Schnitt E) zeigt die stirkste Graufirbung und somit die grofite zu erwartende RD. Auch hier sind keine
Seitenabweichungen erkennbar. Gleiches gilt fiir die drei glutamergen Rezeptoren NMDA (Schnitt F), Kainat
(Schnitt G) sowie mGlu 2/3 (Schnitt H). Ihr Grauwert liegt im Mittel zwischen nAch- und mAch-Rezeptor.

3.2 Quantitative Betrachtung der Rezeptordichten fiir acetylcholinerge Rezeptoren

3.2.1 nAch-Rezeptor ([3 H]-Epibatidin)

Epibatidin
B Area-Mittelwert links M Area-Mittelwert rechts
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Abbildung 16: Darstellung der mittleren RD fiir den Ligand [*H]-Epibatidin des nAch-Rezeptors
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Die mittlere RD in fmol/mg Protein ist hier fiir die Versuchsgruppen LV und LB im Vergleich, jeweils fiir die
linke und rechte Hemisphére je Hirnareal, dargestellt. Die Tiere der Gruppe LB sind dabei 6-OHDA lésioniert
und mit BoNT-A therapiert. Tiere der Gruppe LV sind ldsioniert und mit einer Vehikellosung scheinbehandelt.
Alle Daten stellen den Mittelwert £ SD dar. Die statistische Analyse erfolgte mit post hoc ANOVA. Mit
Sternchen markierte sind interhemisphérische Signifikanzen, dabei steht * fiir p<0,05, ** fiir p<0,01 und *** fiir

p=<0,001. Die einzelnen Werte sind im folgenden Text erldutert.

Wie in Abbildung 16 angedeutet, konnte nur fiir die Hirnareale CPu und AcB
interhemisphérisch signifikante Werte ermittelt werden, alle iibrigen Werte sind nicht
signifikant. Auch bei einem Vergleich der Werte LV rechts zu LB rechts je Hirnareal konnten

keine Signifikanzen ermittelt werden. Im einzelnen ergaben sich folgende Werte:

CPU: Im Hirnareal CPu liegt die mittlere RD der Gruppe K bei 382 + 25 fmol/mg (Mittelwert
+ Standardabweichung [SD]) (Abb. 24 Anhang). Hier ist keine signifikante rechts-links
Differenz zu verzeichnen (-2,3%). In der Gruppe LV betrigt die Abweichung signifikante -
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58,9% (Abb. 16) und ist in Abhingigkeit der Uberlebenszeit nur leicht gestiegen: 1 Monat
(M) =-54,1% und 3M = -63,8% (Abb. 24 Anhang). Die rechts-links Differenz der Gruppe LB
betrigt -51,8% (Abb. 16) und ist somit im Verhéltnis zur LV um 7,1% gesunken, aber
dennoch signifikant. Die Dichtewerte bei lingerer Uberlebenszeit betragen: 1M = -41,2%, 3M
= -53,7%, 6M = -51,4% und 9IM = -52,5% (Abb. 24 Anhang). Zu Beginn ist eine grofere
Wirkung des BoNT-A auf die RD zu verzeichnen.

M: Fiir das Hirnareal M ist die mittlere RD der Gruppe K 394 + 28 fmol/mg (Abb. 24
Anhang). Die rechts-links Differenz ist hier -5,4% und nicht signifikant. Die Abweichung in
der Versuchsgruppe LV betragen -12,9% (Abb. 16) und iiber die Uberlebenszeit der Ratten
betrachtet, ergaben sich folgende konstante Werte: 1M = -12,1% und 3M = -13,7% (Abb. 24
Anhang). Die Differenz der Gruppe LB betrigt dagegen -10,7% (Abb. 16) und ist damit etwas
geringer als bei den LV-Ratten. In Abhingigkeit des Alters wurden folgende Abweichungen
in den Dichtewerten ermittelt: 1M = -9,8%, 3M = -11,5%, 6M = -7,9% und IM = -9,5%
(Abb. 24 Anhang). Damit bleiben die Werte nach BoNT-Injektion konstant.

AcB: Die mittlere RD pro Fléache fiir den Rezeptor nAch im AcB der Versuchsgruppe K liegt
bei 377 + 35 fmol/mg (Abb. 24 Anhang). Dabei wurden keine rechts-links Differenzen
festgestellt (-0,5%). Eine signifikante Abweichung zwischen rechter und linker Hemisphire
von -53,6% der mittleren RD wurde erst in der Versuchsgruppe LV festgestellt (Abb. 16). Die
Dichtewerte bei lingerer Uberlebenszeit blieben konstant bei: 1M = -52,9% Abweichung und
3M = -45,5% (Abb. 24 Anhang). Die Differenz zwischen rechter und linker Hemisphére bei
LB-Ratten ist mit -46,6% um 7% geringer als bei den LV-Ratten (Abb. 16). Das heif}t, dass
die RD nach BoNT-A-Injektion um 7% gestiegen ist im Vergleich zu den LV-Ratte. Hier
sieht man Verinderungen der Dichtewerte bei lingerer Uberlebenszeit. Es ist festzustellen,
dass mit dem Alter der Ratten die 6-OHDA induzierten Abweichungen zur kontralateralen
Seite durch BoNT-A-Injektion anfangs sinken, dann wieder steigen und nach 9 Monaten sich
wieder reduzieren: 1M = -35,7%, 3M = -48,3%, 6M = -49,4% und IM = -42,2% (Abb. 24
Anhang). Insgesamt ist eine Reduzierung der Differenz nach BoNT-A-Injektion zur Gruppe

LV zu verzeichnen. Die Vehikel-Injektion beeinflusst die nAch RD nicht.

CG: In der CG-Region betrigt die mittlere RD fiir nAch in Kontrollen 469 + 40,5 fmol/mg
(Abb. 24 Anhang), bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (-2,1%). In der Gruppe LV
ist eine Differenz zur 6-OHDA lasionierten Seite von -16,2% zu verzeichnen (Abb. 16). Im

Bezug auf die Uberlebenszeit ergaben sich folgende Abweichungen: 1M = -17,3% und 3M =
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-15,1% (Abb. 24 Anhang). Dagegen sinkt die Differenz in der Gruppe LB leicht auf -14,4%
(Abb. 16). Das heif}t, dass die RD dort gerade um 1,8% zur Gruppe LV gestiegen ist. Im
einzelnen betrdgt dies: 1M = -11,4%, 3M = -17,0%, 6M = -9,7% und 9M = -16,6% (Abb. 24
Anhang). Es ist eine leichte Verbesserung der RD durch BoNT-A-Injektion zu erkennen, die

bei lingerer Uberlebenszeit sinkt.

S: In der S-Region betrdgt die mittlere RD der Gruppe K 341 + 31 fmol/mg (Abb. 24
Anhang), mit keiner erheblichen rechts-links Differenz (-0,9%). Bei der Gruppe LV ist eine
Differenz von -4,3% zu verzeichnen (Abb. 16). In den jeweiligen Altersgruppen betrachtet,
ergibt dies folgende konstante Abweichungen: 1M = -4,5% und 3M = -4,3% (Abb. 24
Anhang). Dagegen steigt die Differenz in der Gruppe LB leicht auf -7,8% (Abb. 16). Das
hei3it, dass die RD dort um schwache 3,5% gesunken ist. Im einzelnen betrigt dies: 1M = -
14,3%, 3M = -15,7%, 6M = -9,2% und 9M = +3,3% (Abb. 24 Anhang). Es ist eine leichte

Verbesserung der RD nach BoNT-A-Injektion nach 9 Monaten zu erkennen.

MHB: In der MHb-Region betrigt die mittlere RD der Gruppe K fiir nAch 3152 + 452
fmol/mg (Abb. 24 Anhang), bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (-1,7%). Bei der
Gruppe LV ist eine Differenz zur 6-OHDA lédsionierten Seite von -3,8% zu verzeichnen (Abb.
16). In den jeweiligen Altersgruppen betrachtet, ergibt dies folgende Abweichungen: 1M = -
1,7% und 3M = -6% (Abb. 24 Anhang). Die Differenz in der Gruppe LB betréigt -3,9% (Abb.
16). Das heif3t, dass die RD im Vergleich zur LV Gruppe konstant blieb. Im einzeln betriagt
dies: 1M = -3,1%, 3M = -3,9%, 6M = -6,6% und IM = -2,2% (Abb. 24 Anhang). Es ist eine
leichte Verbesserung der RD nach BoNT-A-Injektion zu erkennen, die bei lingerer

Uberlebenszeit zunichst sinkt. Im MHb ist die RD des nAch-Rezeptors am groften.

LHb: Im Hirnareal LHb liegt fiir die Gruppe K die mittlere RD bei 312 + 36 fmol/mg (Abb.
24 Anhang). Auch hier ist keine signifikante rechts-links Differenz zu verzeichnen (-3,8%). In
der Gruppe LV betridgt die Abweichung -9,5% (Abb. 16) und ist in Abhéngigkeit der
Uberlebenszeit nur sehr leicht gestiegen: 1M = -9% und 3M = -10,2% (Abb. 24 Anhang). Die
rechts-links Differenz der Gruppe LB betrigt -11% (Abb. 16). Die Dichtewerte schwanken
leicht in Abhingigkeit der Uberlebenszeit: 1M = -5,6%, 3M = -17,3%, 6M = -6,5% und OM =
-18,7% (Abb. 24 Anhang). Zu Beginn ist eine groflere Wirkung des BoNT-A auf die RD zu

verzeichnen.

Fr: Fiir das Hirnareal fr (Fasciculus retroflexus) ist die mittlere RD der Gruppe K 725 + 79
fmol/mg (Abb. 24 Anhang). Die rechts-links Differenz betrdgt hier -4,6% und ist damit nicht
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signifikant. Die Abweichung in der Versuchsgruppe LV betragen schwache -5,8% (Abb. 16)
und iiber die Uberlebenszeit der Ratten betrachtet, ergaben sich folgende Werte: 1M = +2,3%
und 3M = -14,5% (Abb. 24 Anhang). Die Differenz der Gruppe LB betrigt dagegen -1,5%
(Abb. 16) und ist damit geringer als bei den LV-Ratten. In Abhéngigkeit des Alters wurden
folgende Abweichungen bei den Dichtewerten ermittelt: 1M = +0,5%, 3M = -2,2%, 6M =
+3,8% und 9M = -4,6% (Abb. 24 Anhang). Hier ist festzustellen, dass die RD nach BoNT-A-
Applikation bis nach 6 Monaten iiber den Wert der linken Hemisphére ansteigt und sich nach

9 Monaten verringert, d.h. die BONT-A-Wirkung nachlésst.

3.2.2 M;-Rezeptor ([3 H]-Pirenzipin)
Pirenzipin
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Abbildung 17: Darstellung der mittleren RD fiir den Liganden [*H]-Pirenzipin des M;-Rezeptors

RD [fmolimg Protein]

Die mittlere RD in fmol/mg Protein ist hier fiir die Versuchsgruppen LB (6-OHDA und BoNT) und LV (6-
OHDA und Vehikellosung) im Vergleich dargestellt, jeweils fiir die linke und rechte Hemisphére, je Hirnareal.
Alle Daten stellen den Mittelwert + SD dar. Es wurden keine signifikanten Werte mittels post hoc ANOVA

ermittelt.

Wie in Abbildung 17 ersichtlich, konnten interhemisphirisch keine signifikanten Werte
ermittelt werden. Auch bei einem Vergleich der Werte LV rechts zu LB rechts je Hirnareal
wurden keine Signifikanzen gemessen. Im einzelnen konnten folgende Ergebnisse ermittelt

werden:

CPu: Fiir das Hirnareal CPu ist die mittlere RD in den Kontrollen 3059 + 1425 fmol/mg
(Abb. 25 Anhang). Die rechts-links Differenz ist -1,4% und damit nicht signifikant. Die
Abweichung in der Versuchsgruppe LV betriigt -7,8% (Abb. 17) und iiber die Uberlebenszeit
der Ratten betrachtet, ergaben sich folgende konstante Werte: 1M = -7% und 3M = -8,4%.
Die Differenz der Gruppe LB betrdgt dagegen -5,6% (Abb. 17) und ist damit geringer als bei
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den LV-Ratten. Die RD hat um 2,2% zugenommen. In Abhédngigkeit des Alters wurden
folgende Abweichungen bei den Dichtewerten ermittelt: 1M = -8,4%, 3M = -5,2%, 6M = -
3,6% und 9M = -2,6% (Abb. 25 Anhang). Damit steigen die RD-Werte nach BoNT-A-

Injektion leicht an, bis 9 Monate Uberlebenszeit.

M: Im Hirnareal M liegt die mittlere RD der Gruppe K bei 2658 + 1242 fmol/mg (Abb. 25
Anhang). Auch hier ist keine signifikante rechts-links Differenz zu verzeichnen (+5,2%). In
der Gruppe LV betriagt die Abweichung +7,4% (Abb. 17) und ist in Abhingigkeit der
Uberlebenszeit leicht gestiegen: 1M = -1,9% und 3M = +14,3% (Abb. 25 Anhang). Die
rechts-links Differenz der Gruppe LB betridgt +12,3% (Abb. 17) und ist somit im Verhéltnis
zur Gruppe LV gestiegen. Die Dichtewerte bei lingerer Uberlebenszeit sind: 1M = +13,9%,
3M =+17,7%, 6M = +16,3% und IM = +8,9% (Abb. 25 Anhang). Zu Beginn ist eine stirkere
Wirkung des BoNT-A auf die RD zu verzeichnen, die mit der Uberlebenszeit sinkt.

AcB: Fiir das Hirnareal AcB ist die mittlere RD der Gruppe K fiir den M;-Rezeptor 4403 +
2086 fmol/mg (Abb. 25 Anhang). Die rechts-links Differenz ist +3,5% und damit nicht
signifikant. Die Abweichung in der Versuchsgruppe LV betragen -0,9% (Abb. 17) und {iber
die Uberlebenszeit der Ratten betrachtet, ergaben sich folgende konstante Werte: 1M = -1%
und 3M = -0,8% (Abb. 25 Anhang). Die Differenz der Gruppe LB betrigt dagegen -0,9%
(Abb. 17). Damit ist die RD gleich der RD der LV-Ratten. In Abhingigkeit des Alters wurden
folgende Abweichungen bei den Dichtewerten ermittelt: 1M = -4,1%, 3M = +3,1%, 6M = -
4,7% und OM = +1,7% (Abb. 25 Anhang). Damit bleiben die Werte nach BoNT-A-Injektion
relativ konstant und haben nach 3 Monate ihren Hohepunkt.

CG: Fiir das Hirnareal CG ist die mittlere RD der Gruppe K 2448 + 1216 fmol/mg (Abb. 25
Anhang). Die rechts-links Differenz ist -1,6% und damit nicht signifikant. Die Abweichung in
der Versuchsgruppe LV betriigt +4,1% (Abb. 17) und in Abhiingigkeit der Uberlebenszeit
betrachtet, ergaben sich folgende konstante Werte: 1M = +3,5% und 3M = +4,5% (Abb. 25
Anhang). Die Differenz der Gruppe LB betrdgt dagegen +9,3% (Abb. 17) und ist damit héher
als bei den LV-Ratten. In Abhéngigkeit des Alters wurden folgende Abweichungen in den
Dichtewerten ermittelt: 1M = +11,6%, 3M = +15,6%, 6M = +11% und 9M = +7,9% (Abb. 25
Anhang). Hier ist festzustellen, dass die RD nach BoNT-A-Injektion zunéchst steigt, dann

abnimmt.

S: Die mittlere RD fiir das Areal S betrdgt 2134 + 973 fmol/mg in den Kontrollen (Abb. 25
Anhang), bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (+13%). Die Abweichung der
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Gruppe LV betriigt dabei +25,3% (Abb. 17). Die Dichtewerte bei lingerer Uberlebenszeit
betrugen: 1M = +15,8% und 3M = +34,6% (Abb. 25 Anhang). In der Gruppe LB wurde im
Mittel ebenfalls eine kleine Differenz (+14,9%) festgestellt (Abb. 17). Hier waren die
Dichtewerte in Abhédngigkeit des Alters der Ratten: IM = +10,8%, 3M = +11,7%, 6M =
+6,3% und OM = +15% (Abb. 25 Anhang). Nach BoNT-A-Injektion ist hier ein geringer

Anstieg iiber den Ausgangswert zu verzeichnen, der relativ konstant bleibt.

DG: Fiir das Hirnareal DG betrdgt die mittlere RD der Gruppe K 4303 + 2211 fmol/mg (Abb.
25 Anhang). Hier ist die rechts-links Differenz +0,3% (nicht signifikant). Es ist keine groBere
rechts-links Abweichung in der Gruppe LV feststellbar (+1,3%) (Abb. 17). Nach 1 Monat war
dabei der Unterschied bei +0,8% und nach 3 Monate bei +1,7% (Abb. 25 Anhang). Auch die
Differenz nach BoNT-A-Injektion ist im Mittel mit +2,4% (Abb. 17) nicht signifikant. Uber
langere Zeit gesehen, wurden folgende Abweichungen gemessen: 1M = +1,9%, 3M = +3,6%,
6M = +3,8% und OM = +2.2% (Abb. 25 Anhang). Es zeigt sich, dass nach BoONT-A-Injektion
die RD im Vergleich zur linken Hemisphédre iiber den Ausgangswert erhoht ist und in

Abhiingigkeit der Uberlebenszeit nach 9 Monate wieder sinkt.

CAT1: Die mittlere RD fiir das Areal CAl betrdgt in den Kontrollen 4526 + 2267 fmol/mg
(Abb. 25 Anhang) bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (+3,1%). Die Abweichung
der Gruppe LV betragt dabei geringe +0,9% (Abb. 17). Die Dichtewerte bei ldngerer
Uberlebenszeit waren konstant: 1M = +0,8% und 3M = +0,9% (Abb. 25 Anhang). Bei der
Gruppe LB hat man im Mittel eine hohere rechts-links Differenz ermittelt als in der Gruppe
LV (+2,2%) (Abb. 17). Hier waren die Dichtewerte in Abhingigkeit des Alters der Ratten:
IM = +4%, 3M = +3,3%, 6M = +4,9% und 9M = 0% (Abb. 25 Anhang). Nach BoNT-A-

Injektion ist hier ein leichter Anstieg der RD zu verzeichnen, der nach 9 Monate abnimmt.
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3.2.3 M;-Rezeptor (*H]-Oxotremorin-M)
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Abbildung 18: Darstellung der mittleren RD fiir den Agonist [’H]-Oxotremorin des M,-Rezeptors

RD [molimg Protein]
2 2 2

=1

Dargestellt ist die mittlere RD in fmol/mg Protein fiir die Versuchsgruppen LB (6-OHDA und BoNT) und LV
(6-OHDA und Vehikellosung) im Vergleich, jeweils fiir die linke und rechte Hemisphére, je Hirnareal. Alle
Daten stellen den Mittelwert = SD dar. Es wurden keine signifikanten Werte mittels post hoc ANOVA ermittelt.

Wie in Abbildung 18 ersichtlich, konnten interhemisphirisch keine signifikanten Werte
ermittelt werden. Auch bei einem Vergleich der Werte LV rechts zu LB rechts je Hirnareal
wurden keine Signifikanzen gemessen. Im einzelnen ergaben sich fiir den Agonisten des M,-

Rezeptors folgende Werte:

SN: Im Hirnareal SN betrigt die mittlere RD 301 + 43 fmol/mg in den Kontrollen (Abb. 26
Anhang). Die rechts-links Differenz ist +4,1% und damit nicht signifikant. Die Abweichung
in der Versuchsgruppe LV betriigt -7,9% (Abb.18) und iiber die Uberlebenszeit der Ratten
betrachtet, ergaben sich folgende konstante Werte: 1M = -10,3% und 3M = -5,4% (Abb. 26
Anhang). Die Differenz der Gruppe LB betrigt dagegen -3,9% (Abb. 18) und ist damit
geringer als bei den LV-Ratten und die RD hat um 4% zugenommen. In Abhéngigkeit des
Alters wurden folgende Abweichungen bei den Dichtewerten ermittelt: 1M = -8,3%, 3M = -
5,5%, 6M = -3,7% und 9M = +6,9% (Abb. 26 Anhang). Damit steigen die Werte nach BoNT-
A-Injektion iiber die 9 Monate. Die RD ist sehr gering.

CPu: Fiir das Hirnareal CPu ist die mittlere RD der Gruppe K 904 + 97 fmol/mg (Abb. 26
Anhang). Die rechts-links Differenz ist +6% und damit nicht signifikant. Die Abweichung in
der Versuchsgruppe LV betriigt -4,7% (Abb. 18) und iiber die Uberlebenszeit der Ratten
betrachtet, ergaben sich folgende Werte: 1M = -5% und 3M = -4,3% (Abb. 26 Anhang). Die
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Differenz der Gruppe LB betrigt dagegen -4,5% (Abb. 18) und ist damit dhnlich den LV-
Ratten. In Abhéngigkeit des Alters wurden folgende Abweichungen in den Dichtewerten
ermittelt: IM = -10,4%, 3M = -6,8%, 6M = +0,9% und 9M = -1,1% (Abb. 26 Anhang). Hier
ist festzustellen, dass die RD nach BoNT-A-Injektion steigt.

M: In der M-Region betrdgt die mittlere RD der Gruppe K 1225 + 125 fmol/mg (Abb. 26
Anhang), mit keiner signifikanten rechts-links Differenz (+3,1%). In der Gruppe LV ist eine
Differenz zur 6-OHDA ldsionierten Seite von +6,3% zu verzeichnen (Abb. 18). Fir die
jeweiligen Altersgruppen betrachtet, ergab dies folgende Abweichungen: 1M = +10,4% und
3M = +3% (Abb. 26 Anhang). Dagegen ist die Differenz in der Gruppe LB leicht auf +10,8%
iiber den linken Wert gestiegen (Abb. 18). Das heil}t, dass die RD dort gerade um 4,5%
gestiegen ist. Im Einzelnen betragt dies: 1M = +12,2%, 3M = +17,2%, 6M = +13,1% und 9M
=+9,2% (Abb. 26 Anhang). Es ist eine leichte Verbesserung der RD durch BoNT-A-Injektion

zu erkennen, die bei lingerer Uberlebenszeit konstant bleibt.

AcB: Fiir das Hirnareal AcB ist die mittlere RD fiir den Agonist des M,-Rezeptor 742 + 65
fmol/mg in den Kontrollen (Abb. 26 Anhang). Die rechts-links Differenz betrdgt hier +5,4%
und ist damit nicht signifikant. Die Abweichung in der Versuchsgruppe LV betrigt +1%
(Abb. 18) und iiber die Uberlebenszeit der Ratten betrachtet, ergaben sich folgende konstante
Werte: 1M = -1,3% und 3M = +3% (Abb. 26 Anhang). Die Differenz der Gruppe LB betrigt
dagegen +1,1% (Abb. 18). Damit ist die RD nahezu gleich der der LV-Ratten. In
Abhéngigkeit des Alters wurden folgende Abweichungen in den Dichtewerten ermittelt: 1M =
-0,6%, 3M = +2,9%, 6M = +1% und 9M = +2,4% (Abb. 26 Anhang). Damit bleiben die
Werte nach BoNT-A-Injektion relativ konstant um den Wert der linken Hemisphire. Die

allgemeine RD ist relativ gering.

CG: Die mittlere RD fiir das Areal CG betrdgt 1099 + 83 fmol/mg in den Kontrollen (Abb. 26
Anhang), bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (-0,6%). Die Abweichung der
Gruppe LV betriigt dabei +1,5% (Abb. 18). Die Dichtewerte bei lingerer Uberlebenszeit
betrugen: 1M = +3,2% und 3M = -0,1% (Abb. 26 Anhang). In der Gruppe LB hat man im
Mittel eine hohere rechts-links Differenz ermittelt als fiir die Gruppe LV (+5,7%) (Abb. 18).
Hier waren die Dichtewerte in Abhédngigkeit des Alters der Ratten: IM = + 8,7%, 3M =
+9,4%, 6M = +8% und IM = +3,9% (Abb. 26 Anhang). Nach BoNT-A-Injektion ist zunéchst

ein leichter Anstieg der RD zu verzeichnen, der mit der Zeit sinkt.
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S: Im Hirnareal S liegt die mittlere RD der Gruppe K bei 1297 + 139 fmol/mg (Abb. 26
Anhang). Auch hier ist keine starke rechts-links Differenz zu verzeichnen (+8,6%). In der
Gruppe LV betrigt die Abweichung +3,9% (Abb. 18) und ist in Abhéingigkeit der
Uberlebenszeit nur leicht gestiegen: 1M = +3,3% und 3M = +4,5% (Abb. 26 Anhang). Die
rechts-links Differenz der Gruppe LB betréigt +0,6% (Abb. 18) und ist somit im Verhiltnis zur
Gruppe LV gesunken. Die Dichtewerte bei lingerer Uberlebenszeit sind: 1M = +0,5%, 3M = -
4,6%, 6M = -1% und 9M = +1,1% (Abb. 26 Anhang). Zu Beginn ist eine geringere Wirkung
des BoNT-A auf die RD zu verzeichnen, die mit der Uberlebenszeit sehr leicht steigt.

DG: Die mittlere RD fiir das Areal DG betriagt 433 £ 61 fmol/mg in den Kontrollen (Abb. 26
Anhang), bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (-0.9%). Die Abweichung in der
Gruppe LV betrigt dabei -1,5% (Abb. 18). Die Dichtewerte bei lingerer Uberlebenszeit
betrugen: 1M = -2,6% und 3M = -0,6% (Abb. 26 Anhang). In der Gruppe LB hat man im
Mittel ebenfalls keine signifikante rechts-links Differenz (-1%) (Abb. 18). Hier waren die
Dichtewerte in Abhangigkeit des Alters der Ratten: 1M = +0,3%, 3M = -0,8%, 6M = -0,6%
und 9M = -1,6% (Abb. 26 Anhang). Nach BoNT-A-Injektion ist hier zundchst ein geringer

Anstieg zu verzeichnen, der dann unter den Wert der linken Hemisphire sinkt.

CAT1: Fiir das Hirnareal CA1 betrigt die mittlere RD der Gruppe K 670 + 88 fmol/mg (Abb.
26 Anhang). Hier ist die rechts-links Differenz 2% (nicht signifikant). Es ist keine groBere
Abweichung in der Gruppe LV festzustellen (1%) (Abb. 18). Nach 1 Monat war dabei der
Unterschied bei 1,4% und nach 3 Monate bei 0,7% (Abb. 26 Anhang). Auch die Differenz
nach BoNT-A-Injektion ist im Mittel mit 1,8% nicht signifikant (Abb. 18). Uber lingere Zeit
gesehen, wurden folgende Abweichungen gemessen: 1M = 3,8%, 3M = 4,1%, 6M = 1,5%
und OM = 0,2% (Abb. 26 Anhang). Es zeigt sich, dass nach BoNT-A-Injektion die RD im
Vergleich zur linken Hemisphire {iber den Wert der linken Hemisphdre erhoht ist und in

Abhiingigkeit der Uberlebenszeit sinkt.
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3.2.4 M-Rezeptor ([’H]-AF-DX 384)
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Abbildung 19: Darstellung der mittleren RD fiir den Antagonist [’H]-AF-DX 384 des M,-Rezeptors

RD [fmelmg Protein]

m
=1

Dargestellt ist die mittlere RD in fmol/mg Protein fiir die Versuchsgruppen LB (6-OHDA und BoNT-A) und LV
(6-OHDA und Vehikellosung) im Vergleich, jeweils fiir die linke und rechte Hemisphére, je Hirnareal. Alle
Daten stellen den Mittelwert = SD dar. Es wurden keine signifikanten Werte mittels post hoc ANOVA ermittelt.

Wie in Abbildung 19 ersichtlich, konnten interhemisphirisch keine signifikanten Werte
ermittelt werden. Auch bei einem Vergleich der Werte LV rechts zu LB rechts je Hirnareal
wurden keine Signifikanzen gemessen. Im einzelnen wurden fiir den Antagonisten des M,-

Rezeptors folgende Ergebnisse ermittelt:

SN: Im SN betrdgt die mittlere RD fiir M2 348 + 32 fmol/mg in den Kontrollen (Abb. 27
Anhang), bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (-1,7%). In der Gruppe LV ist eine
Differenz zur ldsionierten Seite von -19,5% zu verzeichnen (Abb. 19). In den jeweiligen
Altersgruppen betrachtet, ergibt dies folgende Abweichungen: IM = -21,8% und 3M = -
17,6% (Abb. 27 Anhang). Die Differenz in der Gruppe LB ist mit -14,3% dhnlich (Abb. 19).
Die RD ist im Vergleich zur Gruppe LV nur leicht gestiegen. Im Einzelnen betriagt dies: 1M =
-15,5%, 3M = -10,7%, 6M = -10,9% und 9M = -8,6% (Abb. 27 Anhang). Es ist eine leichte
Verbesserung der RD nach BoNT-A-Injektion zu erkennen, die bei lingerer Uberlebenszeit

sinkt. Im SN ist die RD sehr gering, was Schwankungen in den Ergebnissen verursacht.

CPu: Im Hirnareal CPu liegt die mittlere RD bei 3557 + 315 fmol/mg fiir die Gruppe K (Abb.
27 Anhang). Auch hier ist keine signifikante rechts-links Differenz zu verzeichnen (+1,6%).
In der Gruppe LV betrigt die Abweichung -14,3% (Abb. 19) und ist in Abhéingigkeit der
Uberlebenszeit nur leicht gestiegen: 1M = -13,5% und 3M = -15,1% (Abb. 27 Anhang). Die
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rechts-links Differenz der Gruppe LB betrigt -14,4% (Abb. 19) und ist somit im Verhéltnis
zur LV konstant geblieben. Die Dichtewerte bei lingerer Uberlebenszeit sind: 1M = -22,7%,
3M = -16,8%, 6M = -10,2% und OM = -6,8% (Abb. 27 Anhang). Zu Beginn ist eine geringere
Wirkung des BoNT-A auf die RD zu verzeichnen, die mit der Uberlebenszeit steigt.

M: Fiir das Hirnareal M ist die mittlere RD 1950 + 196 fmol/mg in der Gruppe K (Abb. 27
Anhang). Die rechts-links Differenz betrégt hier +6,8% und ist damit nicht signifikant. Die
Abweichung in der Versuchsgruppe LV betriigt +4,4% (Abb. 19) und iiber die Uberlebenszeit
der Ratten betrachtet, ergaben sich folgende konstante Werte: 1M = +2,1% und 3M = +4%
(Abb. 27 Anhang). Die Differenz der Gruppe LB betridgt dagegen +9% (Abb. 19). Damit ist
die RD hoher als bei den LV-Ratten. In Abhidngigkeit des Alters wurden folgende
Abweichungen bei den Dichtewerten ermittelt: 1M = +6,3%, 3M = +6,3%, 6M = +17,9% und
OM = +11,4% (Abb. 27 Anhang). Damit bleiben die Werte nach BoNT-A-Injektion relativ

konstant iiber den Wert der linken Hemisphére.

AcB: Die mittlere RD fiir den Antagonisten des M,-Rezeptors im AcB liegt bei 3443 + 275
fmol/mg in den Kontrollen (Abb. 27 Anhang), dabei wurden keine signifikanten rechts-links
Differenzen festgestellt (+5,7%). Eine leichte Abweichung von -6,6% der mittleren RD wurde
in der Versuchsgruppe LV festgestellt (Abb. 19). Die Dichtewerte nach léngerer
Uberlebenszeit blieben konstant bei: 1M = -7,7% Abweichung und 3M = -5,6% (Abb. 27
Anhang). Die Differenz zwischen rechter und linker Hemisphére bei LB-Ratten ist mit -9,9%
um schwache 3,3% im Mittel hoher als bei den LV-Ratten (Abb. 19). Auch hier sieht man
Verinderungen der Dichtewerte nach lingerer Uberlebenszeit. Es ist festzustellen, dass sich
die BoONT-A-Wirkung auf die RD erst nach 9 Monaten zeigt: 1M = -12,8%, 3M = 12,7%, 6M
=-17,1% und OM = -3,2% (Abb. 27 Anhang). Die Vehikel-Injektion beeinflusst die RD nicht.
Die RD im AcB ist allgemein hoch.

CG: In der CG-Region betrigt die mittlere RD der Gruppe K 1807 = 177 fmol/mg (Abb. 27
Anhang), bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (-3,3%). In der Gruppe LV ist eine
Differenz zur 6-OHDA lasionierten Seite von -0,9% zu verzeichnen (Abb. 19). Fiir die
jeweiligen Altersgruppen betrachtet, ergaben sich folgende Abweichungen: 1M = -2,4% und
3M = -0,4% (Abb. 27 Anhang). Dagegen ist die Differenz in der Gruppe LB leicht auf +5,6%
gestiegen (Abb. 19). Das heif3it, dass die RD dort gerade 6,5% gestiegen ist. Im einzelnen
betrdgt dies: IM = +10,7%, 3M = +10,2%, 6M = +8,3% und 9M = +6,1% (Abb. 27 Anhang).

Es ist eine leichte Verbesserung der RD durch BoNT-A-Injektion zu erkennen.
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S: In dem Areal S betrdgt die mittlere RD fiir die Gruppe K 1923 + 154 fmol/mg (Abb. 27
Anhang), mit einer erhohten, nicht signifikanten rechts-links Differenz (+21,3%). Bei der
Gruppe LV ist eine Differenz von +19,4% zu verzeichnen (Abb. 19). Fiir die jeweiligen
Altersgruppen betrachtet, ergaben sich folgende Abweichungen: 1M = +15,6% und 3M =
+23,5% (Abb. 27 Anhang). Dagegen sinkt die Differenz in der Gruppe LB leicht auf +12,7%
(Abb. 19). Das heift, dass die RD dort um schwache 6,7% gesunken ist. Im einzelnen betrigt
dies: IM = +6,4%, 3M = +10,2%, 6M = +11,1% und 9M = +11% (Abb. 27 Anhang). Es ist
eine leichte Verbesserung der RD durch BoNT-A-Injektion zu erkennen, die aber erst nach 6

Monaten eintritt.

DG: Die mittlere RD fiir das Areal DG betrédgt in den Kontrollen 1140 + 243 fmol/mg (Abb.
27 Anhang), bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (-3%). Die Abweichung der
Gruppe LV betrdgt dabei geringe +0,3% (Abb. 19). Die Dichtewerte bei lédngerer
Uberlebenszeit betrugen: 1M = -0,1% und 3M = +0,4% (Abb. 27 Anhang). In der Gruppe LB
hat man im Mittel ebenfalls keine signifikante rechts-links Differenz (+0,5%) (Abb. 19). Hier
waren die Dichtewerte in Abhéngigkeit des Alters der Ratten: 1M = +1,7%, 3M = -0,9%, 6M
=-0,2% und 9M = +1,1% (Abb. 27 Anhang). Nach BoNT-A-Injektion ist hier ein geringer

Anstieg iiber den Ausgangswert zu verzeichnen, der relativ konstant bleibt.

CA1: Fiir das Hirnareal CA1 betrdgt die mittlere RD der Gruppe K 1867 + 434 fmol/mg
(Abb. 27 Anhang). Hier ist keine signifikante rechts-links Differenz zu vermerken (-0,2%).
Auch ist keine groflere Abweichung in der Gruppe LV festzustellen (+1,9%) (Abb. 19). Nach
1 Monat war der Unterschied bei +2,6% und nach 3 Monaten bei +1,1% (Abb. 27 Anhang).
Auch die Differenz nach BoNT-A-Injektion ist im Mittel mit +2,7% nicht signifikant (Abb.
19). Uber lingere Zeit gesehen, wurden folgende Abweichungen gemessen: 1M = +5,5%, 3M
= +1,4%, 6M = +4% und 9M = +1,6% (Abb. 27 Anhang). Es zeigt sich, dass nach BoNT-A-
Injektion die RD im Vergleich zum Wert der linken Hemisphédre erhdht ist und iiber die 9
Monate wieder abgesunken ist. Allgemein ist die RD fiir den M;-Rezeptor in der CA1 Region
hoch.
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3.2.5 M;-Rezeptor ([*H]-4-Damp)
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Abbildung 20: Darstellung der mittleren RD fiir den Ligand [*H]-4-Damp des M;-Rezeptors
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Dargestellt ist die mittlere RD in fmol/mg Protein fiir die Versuchsgruppen LB (6-OHDA und BoNT-A) und LV
(6-OHDA und Vehikellosung) im Vergleich, jeweils fiir die linke und rechte Hemisphére, je Hirnareal. Alle
Daten stellen den Mittelwert = SD dar. Es wurden keine signifikanten Werte mittels post hoc ANOVA ermittelt.

Wie in Abbildung 20 ersichtlich, konnten interhemisphirisch keine signifikanten Werte
ermittelt werden. Auch bei einem Vergleich der Werte LV rechts zu LB rechts je Hirnareal

wurden keine Signifikanzen gemessen. Im einzelnen ergaben sich folgende Werte:

SN: Im Hirnareal SN liegt die mittlere RD in den Kontrollen bei 325 + 48 fmol/mg (Abb. 28
Anhang). Auch hier ist keine signifikante rechts-links Differenz zu verzeichnen (+0,9%). In
der Gruppe LV betrigt die Abweichung -20,5% (Abb. 20) und ist in Abhéngigkeit der
Uberlebenszeit konstant geblieben: 1M = -20,6% und 3M = -20,4% (Abb. 28 Anhang). Die
rechts-links Differenz der Gruppe LB betrigt -16,2% (Abb. 20) und ist somit im Verhiltnis
zur LV gesunken. Die Dichtewerte bei lingerer Uberlebenszeit: 1M = -20,5%, 3M = -14,9%,
6M = -17,5% und 9M = -2,8% (Abb. 28 Anhang). Zu Beginn ist eine geringere Wirkung des
BoNT-A auf die RD zu verzeichnen, die mit der Uberlebenszeit steigt.

GP: Fiir das Hirnareal GP ist die mittlere RD 623 + 63 fmol/mg in den Kontrollen (Abb. 28
Anhang). Die rechts-links Differenz betrdgt +1% und ist nicht signifikant. Die Abweichung in
der Versuchsgruppe LV betrigt +6,3% (Abb. 20) und iiber die Uberlebenszeit der Ratten
betrachtet, ergaben sich folgende Werte: 1M = +2,9% und 3M = +10,2% (Abb. 28 Anhang).
Die Differenz der Gruppe LB betrdgt dagegen +9,7% und ist damit hoher als bei den LV-
Ratten (Abb. 20). In Abhéangigkeit des Alters wurden folgende Abweichungen in den
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Dichtewerten ermittelt: 1M = +14,3%, 3M = +10,2%, 6M = +15,4% und OM = +16,8% (Abb.
28 Anhang). Es ist festzustellen, dass die RD nach BoNT-A-Injektion gestiegen ist, bei einer

allgemein hohen RD im Striatum.

CPu: Die mittlere RD fiir das Areal CPu betragt fiir die Gruppe K 6881 + 665 fmol/mg (Abb.
28 Anhang), bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (+0,9%). Die Abweichung der
Gruppe LV betrigt dabei geringe -1,5% (Abb. 20). Die Dichtewerte nach lidngerer
Uberlebenszeit betrugen: 1M = +0,4% und 3M = -3,2% (Abb. 28 Anhang). In der Gruppe LB
wurde ebenfalls keine signifikante rechts-links Differenz (-2,9%) festgestellt (Abb. 20). Hier
waren die Dichtewerte in Abhédngigkeit des Alters der Ratten: 1M = -6%, 3M = -6%, 6M = -
1,2% und 9M = -1,8% (Abb. 28 Anhang). Nach BoNT-A-Injektion blieb die RD konstant.

M: Im Hirnareal M liegt die mittlere RD fiir die Gruppe K bei 6437 = 1480 fmol/mg (Abb. 28
Anhang). Auch hier ist keine signifikante rechts-links Differenz zu verzeichnen (+4,3%). In
der Gruppe LV betriagt die Abweichung +2,2% (Abb. 20) und ist in Abhingigkeit der
Uberlebenszeit konstant geblieben: 1M = +2,2% und 3M = +2,3% (Abb. 28 Anhang). Die
rechts-links Differenz der Gruppe LB betrigt +7% (Abb. 20) und ist somit im Verhéltnis zur
LV gestiegen. Die Dichtewerte nach lingerer Uberlebenszeit sind: 1M = +9,8%, 3M =
+10,4%, 6M = +11,4% und 9M = +6,1% (Abb. 28 Anhang). Zu Beginn ist eine grofere
Wirkung des BoNT-A auf die RD zu verzeichnen, die mit der Uberlebenszeit sinkt.

AcB: Fiir das Hirnareal AcB ist die mittlere RD fiir den M3-Rezeptor 8015 + 1104 fmol/mg in
den Kontrollen (Abb. 28 Anhang). Die rechts-links Differenz ist +6,8% und damit nicht
signifikant. Die Abweichung in der Versuchsgruppe LV betrigt +0,9% (Abb. 20) und iiber die
Uberlebenszeit der Ratten betrachtet, ergaben sich folgende konstante Werte: 1M = +4,1 %
und 3M = -2 % (Abb. 28 Anhang). Die Differenz der Gruppe LB betrigt dagegen -0,1%
(Abb. 20). Damit ist die RD hoher als bei den LV-Ratten. In Abhédngigkeit des Alters wurden
folgende Abweichungen in den Dichtewerten ermittelt: 1M = -7,4 %, 3M = +1,7 %, 6M = -
3,5 % und 9M = +5,1 % (Abb. 28 Anhang). Damit bleiben die Werte nach BoONT-A-Injektion

relativ konstant tiber den Wert der linken Hemisphére.

CG: Fiir das Hirnareal CG ist die mittlere RD in den Kontrollen 5117 + 628 fmol/mg (Abb.
28 Anhang). Die rechts-links Differenz betragt hier +2,7% und ist damit nicht signifikant. Die
Abweichung in der Versuchsgruppe LV betriigt -0,7% (Abb. 20) und iiber die Uberlebenszeit
der Ratten betrachtet, ergaben sich folgende Werte: 1M = -1,3% und 3M = -0,8% (Abb. 28
Anhang). Die Differenz in der Gruppe LB betrigt dagegen +5,2% (Abb. 20) und ist damit
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hoher als bei den LV-Ratten. In Abhéngigkeit des Alters wurden folgende Abweichungen der
Dichtewerte ermittelt: 1M = +10,3%, 3M = +9,3%, 6M = +7% und IM = +6,8% (Abb. 28
Anhang). Die RD bleibt nach BoNT-A-Injektion konstant {iber den Wert der linken

Hemisphire.

S: Fiir das Hirnareal S ist die mittlere RD fiir die Kontrollen 5918 + 1272 fmol/mg (Abb. 28
Anhang). Die rechts-links Differenz betrégt hier +5,6% und ist damit nicht signifikant. Die
Abweichung in der Versuchsgruppe LV betrigt +10,2% (Abb. 20) und iiber die Uberlebenszeit
der Ratten betrachtet, ergaben sich folgende konstante Werte: 1M = +10,8% und 3M = +9,6%
(Abb. 28 Anhang). Die Differenz in der Gruppe LB betragt +10,3% und ist damit konstant zu
dem Wert der LV-Ratten (Abb. 20). In Abhédngigkeit des Alters wurden folgende
Abweichungen in den Dichtewerten ermittelt: 1M = +13,2%, 3M = +8,5%, 6M = +11,4% und
OM = +9% (Abb. 28 Anhang). Damit bleiben die Werte nach BoNT-A-Injektion relativ

konstant tiber den Normalwert links.

DG: In der DG-Region betrigt die mittlere RD fiir die Gruppe K 7373 + 1811 fmol/mg (Abb.
28 Anhang), bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (+2,4%). Fiir die Gruppe LV ist
eine Differenz zur 6-OHDA lésionierten Seite von +0,5% zu verzeichnen (Abb. 20). Fiir die
jeweiligen Altersgruppen betrachtet, ergaben sich folgende Abweichungen: 1M = +0,8% und
3M = +0,3% (Abb. 28 Anhang). Dagegen ist die Differenz in der Gruppe LB leicht auf +0,1%
gesunken (Abb. 20). Das heifit, dass die RD dort aber um 0,4% gesunken ist. Im einzelnen
betrdgt dies: 1M = +0,6%, 3M = +1%, 6M = -2,3% und 9M = -0,1% (Abb. 28 Anhang). Es ist
eine leichte Verbesserung der RD nach BoNT-A-Injektion iiber den kontralateralen Wert zu

erkennen, die bei lingerer Uberlebenszeit sinkt.

CA1: Die mittlere RD fiir das Areal CA1 betrdgt 8402 = 1771 fmol/mg fiir die Gruppe K
(Abb. 28 Anhang), bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (+1,3%). Die Abweichung
in der Gruppe LV betragt dabei geringe +0,9% (Abb. 20). Die Dichtewerte bei ldngerer
Uberlebenszeit betrugen: 1M = 0% und 3M = +1,8% (Abb. 28 Anhang). Fiir die Gruppe LB
hat man im Mittel eine stirkere rechts-links Differenz ermittelt als fiir die Gruppe LV
(+2,6%) (Abb. 20). Hier waren die Dichtewerte in Abhéngigkeit des Alters der Ratten: 1M =
+4,2%, 3M = +6,1%, 6M = +0,2% und 9M = 4,2% (Abb. 28 Anhang). Nach BoNT-A-

Injektion ist hier ein leichter Anstieg der RD zu verzeichnen, der konstant bleibt.
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3.3. Quantitative Betrachtung der Rezeptordichten fiir glutamerge Rezeptoren

3.3.1 Kainat-Rezeptor ([3 H]-Kainat)

Kainat
 Area-Mittelwert links m Area-Mittelwert rechts
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Abbildung 21: Darstellung der mittleren RD fiir den Agonist [*H]-Kainat des Kainat-Rezeptors

RD [fmolfimg Protein]
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s =
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Dargestellt ist die mittlere RD in fmol/mg Protein fiir die Versuchsgruppen LB (6-OHDA und BoNT-A) und LV
(6-OHDA und Vehikelldsung) im Vergleich, jeweils fiir die linke und rechte Hemisphére, je Hirnareal. Alle
Daten stellen den Mittelwert = SD dar. Es wurden keine signifikanten Werte mittels post hoc ANOVA ermittelt.

Wie in Abbildung 21 ersichtlich, konnten interhemisphirisch keine signifikanten Werte
ermittelt werden. Auch bei einem Vergleich der Werte LV rechts zu LB rechts je Hirnareal

wurden keine Signifikanzen gemessen. Im einzelnen ergaben sich folgende Ergebnisse:

GP: In der GP-Region betragt die mittlere RD fiir die Gruppe K 218 + 21 fmol/mg (Abb. 29
Anhang), bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (-1,2%). In der Gruppe LV ist eine
Differenz zur 6-OHDA lésionierten Seite von -7,4% zu verzeichnen (Abb. 21). Fiir die
jeweiligen Altersgruppen betrachtet, ergaben sich folgende Abweichungen: 1M = -13,3% und
3M = +0,7% (Abb. 29 Anhang). Dagegen ist die Differenz in der Gruppe LB auf -4,4% iiber
den linken Wert gesunken (Abb. 21). Das heif3t, dass die RD dort gerade um 3% gestiegen ist.
Im Einzelnen betrigt dies: 1M = +2,5%, 3M = -6,7%, 6M = -10,4% und 9M = +7,4% (Abb.
29 Anhang). Es ist eine Verbesserung der RD nach BoNT-A-Injektion zu erkennen, die bei

lingerer Uberlebenszeit sinkt. Die RD ist sehr niedrig.

CPu: Fiir das Hirnareal CPu ist die mittlere RD der Gruppe K 1196 £ 95 fmol/mg (Abb. 29
Anhang). Die rechts-links Differenz betrdgt hier 0% und ist damit nicht signifikant. Die
Abweichung in der Versuchsgruppe LV betriigt +0,6% (Abb. 21) und iiber die Uberlebenszeit
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der Ratten betrachtet, ergaben sich folgende konstante Werte: 1M = -2,4% und 3M = +4,3%
(Abb. 29 Anhang). Die Differenz der Gruppe LB betrigt dagegen -2,1% (Abb. 21). Die RD
hat um 2,7% abgenommen. In Abhingigkeit des Alters wurden folgende Abweichungen bei
den Dichtewerten ermittelt: 1M = -5,1%, 3M = -4,9%, 6M = -3,6% und 9M = -0,2% (Abb. 29
Anhang). Damit bleiben die Werte nach BoNT-A-Injektion relativ konstant.

M: Im Hirnareal M liegt die mittlere RD bei 1089 + 91 fmol/mg in den Kontrollen (Abb. 29
Anhang). Auch hier ist keine signifikante rechts-links Differenz zu verzeichnen (+2,7%). In
der Gruppe LV betridgt die Abweichung +10,1% (Abb. 21) und ist in Abhingigkeit der
Uberlebenszeit nur leicht gestiegen: 1M = +5,1% und 3M = +16,6% (Abb. 29 Anhang). Die
rechts-links Differenz der Gruppe LB betrdgt +6,2% und ist somit im Verhéltnis zur Gruppe
LV gesunken (Abb. 21). Die Dichtewerte bei lingerer Uberlebenszeit sind: 1M = -0,6%, 3M
= +4,9%, 6M = +6,3% und 9M = +6,9% (Abb. 29 Anhang). Zu Beginn ist eine geringere
Wirkung des BoNT-A auf die RD zu verzeichnen, die mit der Uberlebenszeit steigt.

AcB: Fiir die Hirnregion AcB ist die mittlere RD flir den Kainat-Rezeptor 1407 + 162
fmol/mg in den Kontrollen (Abb. 29 Anhang). Die rechts-links Differenz ist +3,1% und damit
nicht signifikant. Die Abweichung in der Versuchsgruppe LV betragt -1,9% (Abb. 21) und
iiber die Uberlebenszeit der Ratten betrachtet, ergaben sich folgende konstante Werte: 1M = -
1% und 3M = -3% (Abb. 29 Anhang). Die Differenz der Gruppe LB betrigt dagegen kaum
merkliche -0,1% (Abb. 21). Damit ist die RD hoher als bei den LV-Ratten. In Abhéngigkeit
des Alters wurden folgende Abweichungen in den Dichtewerten ermittelt: 1M = -0,8%, 3M =
-1%, 6M = +6% und 9M = -0,3% (Abb. 29 Anhang). Damit bleiben die Werte nach BoNT-A-

Injektion relativ konstant und haben nach 6 Monate ihren Hohepunkt erreicht.

CG: Fiir das Hirnareal CG ist die mittlere RD in den Kontrollen 1149 + 56 fmol/mg (Abb.
29 Anhang). Die rechts-links Differenz betrdgt hier -3,2% und ist nicht signifikant. Die
Abweichung in der Gruppe LV betrigt +1,9% (Abb. 21) und iiber die Uberlebenszeit
betrachtet, ergaben sich folgende Werte: 1M = +1,3% und 3M = +2,6% (Abb. 29 Anhang).
Die Differenz der Gruppe LB betrigt dagegen -0,3% und ist damit geringer als in den LV-
Ratten (Abb. 21). In Abhéngigkeit des Alters wurden folgende Abweichungen in den RD
ermittelt: 1M = -2,8%, 3M = +1,3%, 6M = +0,8% und OM = -1,3% (Abb. 29 Anhang). Es ist
festzustellen, dass die RD nach BoNT-A-Injektion zunichst sinkt und nach 6 Monaten ihren

Hohepunkt erreicht.
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S: Die mittlere RD fiir die Gruppe K fiir das Areal S betrdgt 825 =+ 80 fmol/mg (Abb. 29
Anhang), bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (-0,4%). Die Abweichung der
Gruppe LV betrdgt dabei geringe +4,8% (Abb. 21). Die Dichtewerte nach lidngerer
Uberlebenszeit betrugen: 1M = +5,8% und 3M = +12,4% (Abb. 29 Anhang). In der Gruppe
LB hat man im Mittel ebenfalls eine kleine rechts-links Differenz ermittelt (+6,9%) (Abb. 21).
Die Dichtewerte in Abhédngigkeit des Alters der Ratten sind: 1M = +2,4%, 3M = +4,9%, 6M
= 19,3% und OM = +7,8% (Abb. 29 Anhang). Nach BoNT-A-Injektion ist hier ein geringer

Anstieg iiber den Wert der linken Hemisphére zu verzeichnen, der relativ konstant bleibt.

DG: In dem Areal DG betrdgt die mittlere RD in den Kontrollen 781 + 95 fmol/mg (Abb. 29
Anhang), bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (-5,1%). In der Gruppe LV ist eine
schwache Differenz von +2,4% zu verzeichnen (Abb. 21). Fiir die jeweiligen Altersgruppen
ergaben sich folgende Abweichungen: 1M = +4,5% und 3M = +0,2% (Abb. 29 Anhang).
Dagegen steigt die Differenz in der Gruppe LB auf +4,2% (Abb. 21). Das heift, dass die RD
dort gerade aber um 1,8% gestiegen ist. Im einzelnen betrdgt dies: 1M = +5,4%, 3M = +6,3%,
6M = +5,3% und OM = +3,6% (Abb. 29 Anhang). Es ist eine leichte Steigerung der RD nach
BoNT-A-Injektion iiber den Wert der linken Hemisphére zu erkennen. Die allgemeine RD ist

im sensorischen Kortex fiir diesen Rezeptor relativ gering.

CA1: Die mittlere RD fiir das Areal CA1 Versuchsgruppe K betragt 446 + 59 fmol/mg (Abb.
29 Anhang), bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (-3,7%). Die Abweichung der
Gruppe LV betragt dabei geringe +2,8% tliber den Normalwert (Abb. 21). Die Dichtewerte bei
lingerer Uberlebenszeit betrugen: 1M = +4% und 3M = +1,2% (Abb. 29 Anhang). In der
Gruppe LB hat man im Mittel eine hohere rechts-links Differenz ermittelt als in der Gruppe
LV (+4%) (Abb. 21). Hier waren die Dichtewerte in Abhéngigkeit des Alters der Ratten: 1M
= +5,3%, 3M = +7,4%, 6M = +1,9% und IM = +3,4% (Abb. 29 Anhang). Nach BoNT-A-
Injektion ist hier ein leichter Anstieg der RD zu verzeichnen, der mit der Uberlebenszeit sinkt.

Die RD ist allgemein gering.

CA3: Fiir das Hirnareal CA3 betrégt die mittlere RD der Gruppe K 1166 + 109 fmol/mg
(Abb. 29 Anhang). Hier ist die rechts-links Differenz -10% und nicht signifikant. Es ist keine
groBBere Abweichung in der Gruppe LV festzustellen (+0,6%) (Abb. 21). Nach 1 Monat war
dabei der Unterschied bei +3% und nach 3 Monate bei -2% (Abb. 29 Anhang). Auch die
Differenz nach BoNT-A-Injektion ist im Mittel mit +0.9% nicht signifikant (Abb. 21). Uber

langere Zeit gesehen, wurden folgende Abweichungen gemessen: 1M = +0,1%, 3M = +2,5%,
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6M = +0,2% und OM = +1,2% (Abb. 29 Anhang). Es zeigt sich, dass nach BoONT-A-Injektion
die RD im Vergleich zur linken Hemisphdre erhoht ist und in Abhéngigkeit der

Uberlebenszeit relativ konstant bleibt.

3.3.2 mGlu 2/3-Rezeptor (["H]-LY 341/495)
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Abbildung 22: Darstellung der mittleren RD fiir den Ligand [*H|-LY 341/495 des mGlu 2/3-Rezeptors

RD [fmelimg Protein]

Dargestellt ist die mittlere RD in fmol/mg Protein fiir die Versuchsgruppen LB (6-OHDA und BoNT-A) und LV
(6-OHDA und Vehikellosung) im Vergleich, jeweils fiir die linke und rechte Hemisphére, je Hirnareal. Alle
Daten stellen den Mittelwert + SD dar. Es wurden keine signifikanten Werte mittels post hoc ANOVA ermittelt.

Wie in Abbildung 22 ersichtlich, konnten interhemisphirisch keine signifikanten Werte
ermittelt werden. Auch bei einem Vergleich der Werte LV rechts zu LB rechts je Hirnareal

wurden keine Signifikanzen gemessen. Im einzelnen wurden folgende Ergebnisse ermittelt:

GP: Fiir das Hirnareal GP ist die mittlere RD fiir die Gruppe K 1411 £ 285 fmol/mg (Abb. 30
Anhang). Die rechts-links Differenz betrdgt hier +8,8% und ist damit nicht signifikant. Die
Abweichung in der Versuchsgruppe LV betrigt -12,9% (Abb. 22) und iiber die
Uberlebenszeit der Ratten betrachtet, ergaben sich folgende Werte: 1M = -16,2% und 3M = -
8,9% (Abb. 30 Anhang). Die Differenz der Gruppe LB betrdgt dagegen -17,7% und ist damit
hoher als bei den LV-Ratten (Abb. 22). In Abhingigkeit des Alters wurden folgende
Abweichungen bei den Dichtewerten ermittelt: 1M = -19%, 3M = -15,5%, 6M = -21,1% und
OM = -23,9% (Abb. 30 Anhang). Hier ist festzustellen, dass die RD nach BoNT-A-Injektion

sinkt, betrachtet bei vergleichsweise kleinen Dichte-Werten.
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CPu: Im Hirnareal CPu liegt die mittlere RD in den Kontrollen bei 3400 + 517 fmol/mg
(Abb. 30 Anhang). Auch hier ist keine signifikante rechts-links Differenz zu verzeichnen
(+0,9%). In der Gruppe LV betriagt die Abweichung +3,3% (Abb. 22) und ist in Abhédngigkeit
der Uberlebenszeit nur leicht gestiegen: 1M = +1,2% und 3M = +5,2% (Abb. 30 Anhang).
Die rechts-links Differenz der Gruppe LB betrdgt +5,3% (Abb. 22) und somit ist die RD um
leichte 1,9% gestiegen. Die Dichtewerte nach lingerer Uberlebenszeit: 1M = +3,5%, 3M =
+6,1%, 6M = +6,7% und 9IM = +8,4% (Abb. 30 Anhang). Zu Beginn ist eine kleinere

Wirkung des BoNT-A auf die RD zu verzeichnen, die mit der Uberlebenszeit leicht zunimmt.

M: Fiir das Hirnareal M ist die mittlere RD in den Kontrollen 4984 + 600 fmol/mg (Abb. 30
Anhang). Die rechts-links Differenz betrdgt hier +5,5% und ist damit nicht signifikant. Die
Abweichung in der Versuchsgruppe LV betriigt +7% (Abb. 22) und iiber die Uberlebenszeit
der Ratten betrachtet, ergaben sich folgende konstante Werte: 1M = +12,5% und 3M = +1,5%
(Abb. 30 Anhang). Die Differenz der Gruppe LB betrdgt dagegen +3,9% und ist damit zwar
geringer als bei den LV-Ratten, allerdings hat die RD um 1,6% abgenommen (Abb. 22). In
Abhéngigkeit des Alters wurden folgende Abweichungen bei den Dichtewerten ermittelt: 1M
=+0,5%, 3M = +2,8%, 6M = +3,2% und IM = +3,6% (Abb. 30 Anhang). Damit bleiben die
Werte nach BoNT-A-Injektion relativ konstant iiber den kontralateralen Wert.

AcB: Die mittlere RD pro Fliche fiir die mGlu2/3-Rezeptoren im AcB der Versuchsgruppe K
liegt bei 3329 + 567 fmol/mg (Abb. 30 Anhang), dabei wurden keine signifikanten rechts-
links Differenzen festgestellt (+5,7%). Zwischen rechter und linker Hemisphire wurde fiir die
Gruppe LV keine Abweichung festgestellt (Abb. 22). Die Dichtewerte bei lidngerer
Uberlebenszeit blieben konstant bei: 1M = +4,9% und 3M = -4,2% (Abb. 30 Anhang). Die
Differenz zwischen rechter und linker Hemisphére bei LB-Ratten ist mit +3,3% groBer als bei
den LV-Ratten (Abb. 22). Das heif}t, dass die RD nach BoNT-A-Injektion um 3,3% gestiegen
ist im Vergleich zu den LV-Ratten. Auch hier sieht man Verdnderungen der RD bei ldngerer
Uberlebenszeit: 1M = -0,3%, 3M = +6,4%, 6M = +3,4% und 9M = +9,4% (Abb. 30 Anhang).
Resultierend ist eine Steigerung der RD nach BoNT-A-Injektion zu verzeichnen. Die Vehikel-

Injektion beeinflusst die RD nicht.

CG: In der CG-Region betrdgt die mittlere RD fiir die Gruppe K 4310 £ 388 fmol/mg (Abb.
30 Anhang), bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (+0,2%). Fiir die Gruppe LV ist
keine Differenz zur 6-OHDA ldsionierten Seite zu verzeichnen (Abb. 22). Fiir die jeweiligen

Altersgruppen ergaben sich folgende Abweichungen: 1M = -0,6% und 3M = +0,6% (Abb. 30
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Anhang). Dagegen steigt die Differenz in der Gruppe LB leicht auf +0,8% (Abb. 22). Das
heift, dass die RD dort gerade um 0,8% gestiegen ist. Im einzelnen betrdgt dies: 1M = +0,6%,
3M = -0,4%, 6M = +1,6% und 9M = +2.9% (Abb. 30 Anhang). Es ist eine leichte
Verbesserung der RD nach BoNT-A-Injektion zu erkennen.

S: In dem S Areal betrdgt die mittlere RD fiir die Gruppe K 5246 + 773 fmol/mg (Abb. 30
Anhang), bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (+1,7%). Fiir die Gruppe LV ist eine
Differenz von +34,4% zu verzeichnen (Abb. 22). Fiir die jeweiligen Altersgruppen ergaben
sich folgende konstante Abweichungen: 1M = +20,5% und 3M = +51,7% (Abb. 30 Anhang).
Dagegen sinkt die Differenz in der Gruppe LB auf +9,3% (Abb. 22). Das heifit, dass die RD
dort um 25,1% gesunken ist. Im einzelnen betrdgt dies: 1M = -3,9%, 3M = -2,8%, 6M =
+3,4% und OM = -0,1% (Abb. 30 Anhang). Es ist eine leichte Steigerung der RD nach BoNT-

A-Injektion zu erkennen.

DG: Die mittlere RD fiir das Areal DG betridgt 4207 + 574 fmol/mg in den Kontrollen (Abb.
30 Anhang), bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (+4,5%). Die Abweichung der
Gruppe LV betriigt geringe -3,2% (Abb. 22). Die Dichtewerte bei lingerer Uberlebenszeit
betrugen: 1M = -2,3% und 3M = -4,2% (Abb. 30 Anhang). In der Gruppe LB hat man im
Mittel eine geringere rechts-links Differenz ermittelt als bei LV (-2,6%) (Abb. 22). Hier war
die RD in Abhéngigkeit des Alters der Ratten: 1M = -0,2%, 3M = -4,7%, 6M = -0,7% und OM
= -3,4% (Abb. 30 Anhang). Nach BoNT-A-Injektion ist ein leichter Anstieg der RD und

damit eine Verringerung der Differenz zu verzeichnen.

CA1: Fiir das Hirnareal CA1 betrdgt die mittlere RD der Gruppe K 3631 + 425 fmol/mg
(Abb. 30 Anhang). Hier ist die rechts-links Differenz -0,8% und damit nicht signifikant. Es ist
keine groflere Abweichung bei der Gruppe LV festzustellen (-0,8%) (Abb. 22). Nach 1 Monat
war dabei der Unterschied bei -0,3% und nach 3 Monate bei -1,3% (Abb. 30 Anhang). Auch
die Differenz nach BoNT-A-Injektion ist im Mittel mit +1,7% nicht signifikant (Abb. 22).
Uber lingere Zeit gesehen, wurden folgende Abweichungen gemessen: 1M = +7%, 3M =
+3,9%, 6M = +0,3% und OM = +1,8% (Abb. 30 Anhang). Es zeigt sich, dass nach BoNT-A-
Injektion die RD im Vergleich zur linken Hemisphdre erhoht ist und in Abhéingigkeit der
Uberlebenszeit sinkt. Fiir diesen Liganden ist die RD des mGlu 2/3-Rezeptors sehr hoch.

CA3: In der CA3-Region betrdgt die mittlere RD fiir die Gruppe K 2809 + 451 fmol/mg
(Abb. 30 Anhang), bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (+1,9%). In der Gruppe LV

ist eine Differenz zur 6-OHDA lésionierten Seite von +1,9% zu verzeichnen (Abb. 22). Fiir
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die jeweiligen Altersgruppen ergaben sich folgende Abweichungen: 1M = +1,6% und 3M =
+2,2% (Abb. 30 Anhang). Dagegen ist Differenz in der Gruppe LB dhnlich mit +1% (Abb.
22). Das heif3t, dass die RD im Vergleich zur LV Gruppe konstant blieb. Im einzelnen betragt
dies: 1M =+2,8%, 3M = -0,5%, 6M = +0,6% und 9M = -0,5% (Abb. 30 Anhang). Es ist eine

leichte Verbesserung der RD nach BoNT-A-Injektion zu erkennen.

3.3.3 NMDA-Rezeptor ([*'H]-MK-801)

MK-801
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Abbildung 23: Darstellung der mittlere RD fiir den Ligand [’H]-MK-801 des NMDA-Rezeptors

RD [fmol/mg Protein]

n
=

Dargestellt ist die mittlere RD in fmol/mg Protein fiir die Versuchsgruppen LB (6-OHDA und BoNT-A) und LV
(6-OHDA und Vehikelldsung) im Vergleich, jeweils fiir die linke und rechte Hemisphére, je Hirnareal. Alle
Daten stellen den Mittelwert = SD dar. Es wurden keine signifikanten Werte mittels post hoc ANOVA ermittelt.

Wie in Abbildung 23 ersichtlich, konnten interhemisphirisch keine signifikanten Werte
ermittelt werden. Auch bei einem Vergleich der Werte LV rechts zu LB rechts je Hirnareal

wurden keine Signifikanzen gemessen. Im einzelnen wurden folgende Ergebnisse ermittelt:

CPu: Die mittlere RD fiir das Areal CPu betrigt in den Kontrollen 1190 + 66 fmol/mg (Abb.
31 Anhang), bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (+0,7%). Die Abweichung der
Gruppe LV betrigt dabei geringe -0,8% (Abb. 23). Die Dichtewerte bei lidngerer
Uberlebenszeit betrugen: 1M = -0,2% und 3M = -1,4% (Abb. 31 Anhang). In der Gruppe LB
wurde keine signifikante rechts-links Differenz (-4,2%) gefunden (Abb. 23). Hier waren die
Dichtewerte in Abhéngigkeit des Alters der Ratten: 1M = -7%, 3M = -7,3%, 6M = -9,8% und
OM = -0,9% (Abb. 31 Anhang). Nach BoNT-A-Injektion ist hier ein geringer Anstieg der RD

zu verzeichnen, der mit der Uberlebenszeit sinkt.
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M: Im Hirnareal M liegt die mittlere RD der Kontrollen bei 1925 + 161 fmol/mg (Abb. 31
Anhang). Auch hier ist keine signifikante rechts-links Differenz zu verzeichnen (+3,7%). In
der Gruppe LV betragt die Abweichung +4,6% (Abb. 23) und ist in Abhéngigkeit der
Uberlebenszeit nur leicht gestiegen: 1M = +4,3% und 3M = +5% (Abb. 31 Anhang). Die
rechts-links Differenz der Gruppe LB betrigt +0,7% und ist somit im Verhéltnis zur Gruppe
LV gesunken (Abb. 23). Die Dichtewerte nach lingerer Uberlebenszeit sind: 1M = -5%, 3M =
+0,6%, 6M = -3,6% und 9M = +2,1% (Abb. 31 Anhang). Zu Beginn ist eine geringere
Wirkung des BoNT-A auf die RD zu verzeichnen, die mit der Uberlebenszeit sinkt.

AcB: Fiir das Hirnareal AcB ist die mittlere RD fiir den M-Rezeptor der Gruppe K 1581 + 93
fmol/mg (Abb. 31 Anhang). Die rechts-links Differenz betrigt hier +2% und ist damit nicht
signifikant. Die Abweichung in der Versuchsgruppe LV betrigt +2,3% (Abb. 23) und iiber die
Uberlebenszeit der Ratten betrachtet, ergaben sich folgende konstante Werte: 1M = +2,8%
und 3M = +1,8% (Abb. 31 Anhang). Die Differenz der Gruppe LB betragt +2,2% (Abb. 23).
Damit ist die RD identisch der RD der LV-Ratten. In Abhingigkeit des Alters wurden
folgende Abweichungen in den Dichtewerten ermittelt: 1M = +0,1%, 3M = +1,8%, 6M = -
1,8% und 9M = +8,7% (Abb. 31 Anhang). Damit bleiben die Werte nach BoNT-A-Injektion

relativ konstant und steigen bis {iber den Wert der linken Hemisphire nach 9 Monate.

CG: Fiir das Hirnareal CG ist die mittlere RD 1943 + 125 fmol/mg fiir die Gruppe K (Abb.
31 Anhang). Die rechts-links Differenz betrdgt hier -2,6% und ist damit nicht signifikant. Die
Abweichung in der Versuchsgruppe LV betriigt +4,8% (Abb. 23) und iiber die Uberlebenszeit
der Ratten betrachtet, ergaben sich folgende Werte: 1M = +2,4% und 3M = +1,2% (Abb. 31
Anhang). Die Differenz der Gruppe LB betridgt dagegen +1,9% und ist damit geringer als bei
den LV-Ratten (Abb. 23). In Abhéngigkeit des Alters wurden folgende Abweichungen in den
Dichtewerten ermittelt: 1M = -0,6%, 3M = -1%, 6M = -0,9% und 9M = +3,8% (Abb. 31
Anhang). Hier ist festzustellen, dass die RD nach BoNT-A-Injektion sinkt.

S: Fiir das Hirnareal S ist die mittlere RD 1724 + 136 fmol/mg fiir die Gruppe K (Abb. 31
Anhang). Die rechts-links Differenz betrégt hier +5,5% und ist damit nicht signifikant. Die
Abweichung in der Versuchsgruppe LV betragt +17,5% (Abb. 23) und iiber die
Uberlebenszeit der Ratten betrachtet, ergaben sich folgende konstante Werte: 1M = +12,8%
und 3M = +22,9% (Abb. 31 Anhang). Die Differenz der Gruppe LB betrigt dagegen +9,4%
und ist damit geringer als bei den LV-Ratten (Abb. 23). Die RD hat um 8,1% abgenommen.

In Abhéngigkeit des Alters wurden folgende Abweichungen in den Dichtewerten ermittelt:
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IM = +4,5%, 3M = +3,7%, 6M = +4,5% und 9M = +7,3% (Abb. 31 Anhang). Damit bleiben
die Werte nach BoNT-A-Injektion relativ konstant iiber den Wert der linken Hemisphére.

DG: Fiir das Hirnareal DG ist die mittlere RD fiir Gruppe K 2773 + 107 fmol/mg (Abb. 31
Anhang). Die rechts-links Differenz betrdgt +0,9% und ist damit nicht signifikant. Die
Abweichung in der Versuchsgruppe LV betriigt -0,3% (Abb. 23) und iiber die Uberlebenszeit
der Ratten betrachtet, ergaben sich folgende konstante Werte: 1M und 3M = -0,3% (Abb. 31
Anhang). Die Differenz der Gruppe LB betrdgt dagegen -0,4% (Abb. 23) und ist damit fast
identisch den LV-Ratten. In Abhéingigkeit des Alters wurden folgende Abweichungen in den
Dichtewerten ermittelt: 1M = -3,2%, 3M = +0,4%, 6M = -0,7% und 9M = +1,4% (Abb. 31
Anhang). Damit bleiben die Werte nach BONT-A-Injektion relativ konstant.

CA1: Fiir das Hirnareal CA1 betrdgt die mittlere RD der Gruppe K 3208 + 137 fmol/mg
(Abb. 31 Anhang). Hier ist die rechts-links Differenz +0,8%, was nicht signifikant ist. Es ist
keine groBBere Abweichung fiir die Gruppe LV festzustellen (+0,1%) (Abb. 23). Nach 1 Monat
war dabei der Unterschied 0% und nach 3 Monate +0,2% (Abb. 31 Anhang). Auch die
Differenz nach BoNT-A-Injektion ist im Mittel mit +0,1% nicht signifikant (Abb. 23). Nach
lingerer Uberlebenszeit wurden folgende Abweichungen gemessen: 1M = -0,9%, 3M =
+0,3%, 6M = -0,3% und 9M = +1,5% (Abb. 31 Anhang). Es zeigt sich das nach BoNT-A-

Injektion die RD im Vergleich zur linken Hemisphére teils {iber diesen Wert erhdht ist.

CA3: Die mittlere RD fiir das Areal CA3 betrdgt 1869 + 92 fmol/mg in den Kontrollen (Abb.
31 Anhang), bei keiner signifikanten rechts-links Differenz (+2,6%). Die Abweichung der
Gruppe LV betriigt dabei +1,8% (Abb. 23). Die Dichtewerte nach lingerer Uberlebenszeit
waren: 1M = +2,4% und 3M = +1,2% (Abb. 31 Anhang). Fiir die Gruppe LB hat man im
Mittel eine geringere rechts-links Differenz ermittelt als fiir die Gruppe LV (+1,9%) (Abb.
23). Hier waren die Dichtewerte in Abhéngigkeit des Alters der Ratten: 1M = +0,5%, 3M =
+3,9%, 6M = +0,2% und 9M = +2.7% (Abb. 31 Anhang). Nach BoNT-A-Injektion ist hier ein

leichter Anstieg der RD zu verzeichnen, der mit der Uberlebenszeit wieder sinkt.

67



Diskussion

4. Diskussion

4.1 Beurteilung des Nutzens des Tiermodells

Grundlage dieser Arbeit ist das Hemiparkinson-Modell der Ratte. Das hier verwendete
Neurotoxin-basierte Modell ist eines von mehreren moglichen Tiermodellen, wobei keines es
schafft die Krankheit, dessen Pathologie und Symptome vollstindig wiederzugeben. Jedes
Modell basiert darauf, einen oder mehrere wesentliche Prozesse der Erkrankung darzustellen.
Bei dem 6-OHDA-Modell beruht dies maBgeblich auf der Zerstérung dopaminerger Neurone
im nigrostriatalen Trakt durch Apoptose (Gubellini and Kachidian, 2015; Hernandez-Baltazar
et al., 2017). Somit hat dieses Modell seine Vorteile und auch Grenzen, die bei der
Interpretation der Ergebnisse berlicksichtigt werden miissen. Vorteile der Neurotoxin-
basierten Modelle sind dabei: 1. Verschiedene Stadien des MP kénnen im Seitenvergleich, in
Abhingigkeit der injizierten Dosis 6-OHDA, dargestellt werden. Weiterhin liegen auch nicht
therapierte Vergleichstiere vor. 2. Auch die Verdnderung in den RD konnen gezeigt werden.
Somit konnte eine signifikante Erhdhung der glutamergen Ubertragung in Basalganglien bei
massiver 6-OHDA-Injektion nachgewiesen werden (Schwarting and Huston, 1996a). 3. Nicht
zuletzt wird es zur Wirkungsforschung mdglicher Parkinsontherapien verwendet: L-Dopa,
Tiefenhirnstimulation, "targeting" von metabotropen Glutamat-Rezeptoren (Amalric, 2015)
sowie dem von uns verwendeten BONT-A (Mehlan et al., 2016). Grenzen des Modells sind
besonders im Bezug auf MP das Fehlen der Lewy-Korperchen und vor allem die
Progressivitdt. Mit der Progressivitidt wird ausgedriickt, dass Neurotoxin-induzierte Modelle
zur Forschung des MP zwar offensichtliche Regionen wie die SNpc und das Striatum (=
nigrostriataler Trakt) beriicksichtigen, jedoch andere neuronale Systeme des Rattenhirn nicht
(VTA, rostrale Region, primir motorische und somatosensorische Kortex sowie nicht
dopaminerge Neurone der SNpc). Grund dafiir ist die begrenzte Fahigkeit des 6-OHDA im
Gehirn nur dopaminerge und noradrenerge Neurone zu degenerieren (Ungerstedt, 1968).
Diese Arten von Neurone sind besonders anfillig fir 6-OHDA, da ihre
Plasmamembrantransporter, die dopaminergen- bzw. noradrenergen Transporter, eine hohe
Affinitdt fiir dieses Molekiil aufweisen (Luthman et al., 1989). Dementsprechend ist die
nigrostriatale Region sehr empfindlich gegeniiber dem Neurotoxin. Um auf spezifische
Neurone zu zielen und die Blut-Hirn-Schranke zu umgehen, wird 6-OHDA deshalb
stereotaktisch injiziert. Areale wie SN und auch das VTA koénnen in Tiermodellen, die z.B.

den irreversiblen Ubiquitin-Proteasom-Inhibitor Laktacystin verwenden, erforscht werden
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(Harrison et al., 2016; Luk et al., 2012; Pienaar et al., 2015). Die Ausbreitung der aSyn-
Pathologie im Gehirn und die Ndhe des SNpc zum VTA weist darauf hin, dass diese
Regionen ebenfalls von MP betroffen ist, somit sind VTA-Neuronenzahlen in MP-Gehirnen
im Vergleich zur Kontrolle reduziert, was aber mit dem hier verwendeten Modell nicht
nachgewiesen werden kann (Rinne et al., 1990). Gleiches gilt auch fiir den Zusammenhang
zwischen Ach (-Rezeptoren) im frontalen Kortex und dem Lisionsbereich im Nucleus basalis
Meynert (cholinerger Signalweg fiir Aufmerksamkeit und Gedichtnis; Kern mit hochster
Konzentration nAch-Rezeptoren), dessen Ausfall bei MP eine wesentliche Rolle spielt (Ach-
Mangel). Der Kern wird durch 6-OHDA-Lésion nicht erreicht, sodass es zu keinem direkten
Eingriff in das cholinerge System kommt (nur indirekt {iber Dopamin). Andere Forscher
verwenden z.B. Ibotensdure zur bilateralen Lision der Substantia innominata, einschliefSlich
des Nucleus basalis Meynert bei Ratten, um genau diesen Effekt dort beurteilen zu konnen

(Kato et al., 1999).

Vergleiche in Forschungsarbeiten haben gezeigt, dass der Aufbau und die Physiologie des
Rattengehirns dem des Menschen bereits in den Entwicklungsphasen dhnelt. Auch wenn
GroBe, Form und Aufbau verschieden sind, haben sie dhnliche Hirnregionen, Nervenbahnen

und dieselben Neurotransmitter mit entsprechenden Rezeptoren (Bayer et al., 1993).

Somit kann hier abschlieBend gesagt werden, dass in unserem Modell der Hemiparkinson-
Ratte eine isolierte Lasion der SNpc dargestellt wird, die mit den nétigen Abstrichen auch auf
dem Menschen iibertragen werden konnte. So ist es moglich, die isolierten Auswirkungen des
Dopamin-Mangels auf die SN sowie eine gezielte Beschreibung der Verdnderung der RD in
den unterschiedlichen Hirnarealen bezogen auf eine mogliche Ursache zu zeigen. Effekte auf
andere neuronale Systeme werden nicht untersucht und sollten Bestandteil weiterer

Forschungen sein.

4.2 Rezeptordichten der LV Ratten fiir acetylcholinerge Rezeptoren
nAch-Rezeptor

Vergleicht man die im Rahmen der Promotionsarbeit ermittelten RD des nAch-Rezeptor mit
bisherigen Angaben aus der Literatur, ist festzustellen, dass dieser im Rattenhirn generell eine
sehr kleine mittlere RD hat, mit Ausnahme des medialen Habenularkerns (MHB). Dies
betrifft unbehandelte, wie auch therapierte oder scheintherapierte Ratten. Die hohe Dichte des
nAch-Rezeptors speziell in dem Kern wurde bereits in anderen Forschungen mittels

Autoradiographie nachgewiesen, wihrend z.B. die M-Rezeptoren dort nicht vertreten sind
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(Martin and Aceto, 1981; McCormick and Prince, 1987; Rotter et al., 1979). Fiir die Hohe der
RD z.B. im CPu gibt es unterschiedliche Ergebnisse. So fanden Haghir et al. eine RD von 125
fmol/mg, Bauer et al. eine RD von 457 fmol/mg, Cremer et al. eine RD von 558 fmol/mg und
Palomero-Gallagher et al. nur ein RD von 94 fmol/mg, im Vergleich zu unserer RD fiir die
Kontrolltiere von 387 fmol/mg (Bauer et al., 2005; Cremer et al., 2015; Haghir et al., 2009;
Palomero-Gallagher et al., 2008). Die RD fiir andere Areale im Vergleich zu publizierten
Literaturen sind in Tabelle 4 (Anhang) zusammengetragen. So ist festzustellen, dass die in
dieser Arbeit erhaltenen Werte weitgehend mit den Kontrollwerten von Bauer et al.
tibereinstimmen, wéhrend Palomero-Gallagher et. al. wesentlich niedrigere RD erzielte.
Griinde fiir die Differenzen in den gemittelten RD konnen unterschiedliche Ansétze in der
Versuchsplanung und -durchfiihrung der jeweiligen Autoren sein. So wurden beispielsweise
bei den in Tabelle 4 (Anhang) aufgefiihrten Arbeiten bereits verschiedene Versuchstiere, u.a.
Wistar-Ratten (Haghir et al., 2009), Sprague-Dawley-Ratten (Bauer et al., 2005), Long-
Evans-Ratten (Palomero-Gallagher et al., 2008) und Pitxak Méause (Cremer et al., 2015)
verwendet. Fiir unsere Rezeptor-Bindungsstudie kamen ménnliche Wistar-Ratten zum

Einsatz.

Bisherige Forschungen, welche die striatalen Verdnderungen des MP am Menschen post
mortem analysierten, ergaben recht widerspriichliche Ergebnisse. So beschreiben u.a. Aubert
et al. unter Verwendung der in vitro-Rezeptor-Autoradiographie (mit dem selektiven
Radioliganden [*H]-Methylcarbamylcholin) eine Verringerung der RD um 74% im Striatum,
von 65% im temporalen Kortex, von 39% im Hippocampus und von 55% im frontalen Kortex
(Aubert et al., 1992) von Patienten mit Morbus Parkinson. Meyer et al. fanden mittels PET-
Analyse mit 2-["®F] FA-85380 (Radiotracer mit hoher Affinitit zum nAch-Rezeptor) eine
Reduktion von 20% im CPu, von ~30% im Nucleus caudatus, zwischen 20-40% im CG, von
30% im Frontal-, 50% im Parietal-, 30% im Temporallapen und von ~20% im Hippocampus
(Meyer et al., 2009). Auch Durany et al. erforschten eine Abnahme der striatalen RD im
Menschen um 25%, die sie aber als nicht signifikant beschrieben (Durany et al., 2000).
Andere Ergebnisse fanden Lang et al, die Verdnderungen mittels in-vitro-
Rezeptorbindungsstudien  analysierten, aber keine Verdnderungen der Cholin-
Acetyltransferase-Aktivitdt im CPu im post mortem Material fanden (Lange et al., 1993). Die
maximale [3H]-Nik0tinbindung war dabei im Kortex und Hippocampus reduziert. Kas et al.
fanden in vivo mit PET, entsprechend Meyer et al., auch mit 2-["*F] Fluor-A-85380 eine
Abnahme im Striatum (10%) und SN (14,9%) von MP-Patienten (Kas et al., 2009). Somit
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zeigen viele post mortem Studien am Menschen eine allgemeine Abnahme der Dichte der

zerebralen nAch-Rezeptoren bei MP.

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde eine signifikante Abnahme der RD in der Gruppe
LV von iiber 50% im AcB gemessen, die iiber die hier bestimmte Uberlebenszeit konstant
blieb. Auch im CPu wurde eine signifikante konstante Reduktion iiber 55% gemessen. In den
ibrigen Hirnarealen wurde ebenfalls eine Verringerung der RD festgestellt (u.a. CG = 16%,

M = 12%), diese waren aber nicht signifikant.

Vergleicht man diese Werte mit denen aus der Literatur, so finden sich hier Gemeinsamkeiten
wie auch Unterschiede in den Werten. So wird im CPu von MPTP behandelten
Totenkopféffchen mit den Liganden [H]-Epibatidin beobachtet, dass die nAch-RD ebenfalls
um 40% bis 50% bei méBiger Lisionierung und um 55-60% bei starker Lédsionierung des
Striatums zuriickging (Kulak et al., 2002), was auch den Werten dieser Arbeit entspricht. Zoli
et al. stellten ebenfalls eine Abnahme von 50% der RD 2 Wochen nach 6-OHDA-Lésion in
MVB von Ratten mit dem Liganden [*H]-Epibatidin im Striatum fest (Zoli et al., 2002).
Clarke & Pert konnten mit einer unilateralen Injektion von 6-OHDA in das MVB von
miénnlichen Wistar-Ratten autoradiographisch eine Reduktion der [*H]-Nikotin-Bindung im
Striatum von 25-33% und im AcB um ~40% feststellen (Clarke and Pert, 1985). Studien von
Paterson und Nordberg ergaben, dass die Ligandenspezifitit fiir den nAch-Rezeptor fiir [*H]-
Nikotin #hnlich der des Liganden [*H]-Epibatidin (beides sind Agonisten) ist, was die
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zwischen den beiden Liganden ermdglicht (Paterson and
Nordberg, 2000). Perez et al. beobachteten eine Abnahme von 47% im ipsilateralen Striatum
nach unilateraler Injektion des Neurotoxins in das MVB von Ratten mit spezifischer
Ligandenbindung durch [*H]-Epibatidin (Perez et al., 2010). Pradhan et al. berichteten von
einem Riickgang von etwa 36% im Striatum und 25% im AcB mit ['%
3 Wochen nach Injektion des 6-OHDA. Sie beobachteten auch, dass die Vehikel-Injektion
keine Anderungen in der nAch-RD im CPu verursachte (Pradhan et al., 2002). Schwartz et. al.

I]-Epibatidin-Bindung

zeigten  mittels  einer  intraventrikuliren  Injektion von < 6-OHDA  mittels
Rezeptorautoradiographie eine signifikante Abnahme von 29% im ldsionierten Striatum mit
Bindung des Liganden [*H]-Acetylcholin. Auch im Hypothalamus der Ratten wurde von
ihnen eine Verringerung der RD verzeichnet (Schwartz et al., 1984). Dieser Wert entspricht
rund die Hélfte des RD-Wertes, der im Rahmen dieser Arbeit gemessen wurde. Grund dafiir
kann der verwendete Ligand sein sowie der Ort der Injektion des 6-OHDA. Das von uns

gefundene Ergebnis bei Hemiparkinson-Ratten entspricht weitgehend den Befunden der
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Pitx3ak Maus, wo die striatale nAch-RD ebenfalls massiv reduziert war (47% im Vergleich
zu Kontrolltieren). Widerspriichlich wurde aber im M und S eine leichte Steigerung von ~3%
beobachtet. In der Region CAl sank die RD um 9% und im DG um 16% (Cremer et al.,
2015). Harfstrand et al. fanden nach 6-OHDA Lision mittels [°H]-Nikotin Differenzen von -
30% im AcB und im CPu sowie eine Verringerung von 40% im VTA und SNpc (Ubersicht
der Forschungsergebnisse in Tabelle 6 Anhang) (Harfstrand et al., 1987).

Alle o.g. Autoren untersuchen die Rattenhirne zwischen 1-5 Wochen nach Lésionierung
durch 6-OHDA. In der vorliegenden Arbeit wird der Lasionseffekt iiber 3 Monate (LV) nach
Lasionierung beobachtet. Dabei wurden in einigen Arealen Reduktionen von bis zu 55% im
Vergleich zu den Kontrollratten erzielt. Diese Ergebnisse (fiir AcB und CPu) blieben iiber den
gesamten Untersuchungszeitraum Abb. 24 (Anhang) fiir die Gruppe LV, nahezu konstant,
was liber die Linge des Beobachtungszeitraumes dafiir spricht, dass es zu einer dauerhaften
und irreversiblen Verminderung der nAch-RD durch das Neurotoxin kam. Auch in den
anderen Hirnarealen wurden keine Schwankungen der RD iiber den Untersuchungszeitraum
ermittelt, was auch hier fiir eine leichtere irreversible Reduktion der RD spricht. Somit lésst
sich, wie bereits von einigen Autoren (Schwartz et al.) beschrieben, auch kein Einfluss der
Injektion der Vehikellosung (bzw. der stereotaktischen Operation) auf die RD aller Hirnareale
finden (LV). Aus diesem Grund kann man darauf schlieen, dass die operative Injektion eines
Wirkstoffes kaum bis keine Auswirkungen auf die RD hat. Dabei muss hier aber darauf
hingewiesen werden, dass fiir die Gruppe LV nur Daten in einem Zeitraum bis 3 Monate nach
Vehikel-Injektion vorliegen. Dies ist den limitierten Ressourcen dieser umfangreichen
Untersuchungsreihe geschuldet. Da weiterhin ausschlieflich ipsilateral zur Lision eine
signifikante Reduktion in den RD gemessen wurde, ist ein auf die kontralaterale Hemisphire

tibergreifender Effekt des 6-OHDA unwahrscheinlich.

Erklart werden kann der massive Verlust der nAch-Rezeptoren nach Zerstorung dopaminerger
SNpc-Neuronen durch eine vorherrschende Lokalisation von nAch-Rezeptoren auf
nigrostriatalen dopaminergen Axon-Terminalen, die nach 6-OHDA-Lédsion vermindert sind
(Jones et al., 2001; Kaiser and Wonnacott, 2000; Pradhan et al., 2002). Zudem sind rund 50%
der striatalen nAch-Rezeptoren an kortikalen Afferenzen oder den striatalen Interneuronen
lokalisiert (Zoli et al., 2002). Damit erkldrten Zoli et al., woher die verbliebende striatale
[3H]-Epibatidin Bindung nach 6-OHDA-Lision kommt, da es nAch-Rezeptor-Untereinheiten

gibt, die spezifisch an dopaminerge Terminale exprimiert sind, ebenso wie solche, die auch an
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nicht-dopaminergen Terminalen lokalisiert sind und somit nicht von der 6-OHDA-Lésion
betroffen sind. Zur Unterscheidung der Subtypen die durch dopaminerge und nicht-
dopaminerge Strukturen exprimiert werden, fiihrten Zoli et al. eine striatale Dopamin-
Denervierung unter Verwendung von 6-OHDA durch. Diese Technik erlaubte eine selektive
Zerstorung von Dopamin-Terminalen. Das Ausmal} der Denervierung betrug 50%, welche
den Rest an mdglichen Bindungen durch [*H]-Epibatidin an nicht dopaminergen Strukturen
entspricht (Zoli et al., 2002). Auch in unseren Ergebnissen wurde nach 6-OHDA-Lision
(Gruppe LV, Abb. 9) eine rund 50%ige Reduktion der RD mit diesem Liganden im CPu und
AcB festgestellt. Simultan liee sich das auch fiir die iibrigen Hirnareale darstellen, fiir die
nach aktueller Kenntnis kaum Vergleichswerte vorliegen. Zudem fanden abschlieBend Zolles
et al den endgiltigen Nachweis fiir die weitere Lokalisation des Rezeptors auf

Pyramidenzellen der Schicht 5 des Neocortex (Zolles et al., 2009).

Weiterhin wére zu kléren, wie durch den nAch-Rezeptor die nigrostriatale Dopaminfunktion
moduliert werden kann. Verschiedene Autoren gaben an, dass die Dopamin-
Neurotransmission durch tonisch aktive cholinerge Interneurone reguliert wird (Uberlappung
striataler dopaminerger Neurone durch cholinerge Fasern), die als gepulste Ach-Quelle
wirken, um die Dopaminfreisetzung iiber prd- und postsynaptische nACh-Rezeptoren (hoch
Ca®" permeabel) zu modulieren. Die Anzahl der auffillig groBen Neurone im Striatum (2-3%)
ist klein. Wichtig ist dabei, dass ihre dendritischen Verzweigungen ein dichtes Netzwerk im
Striatum bilden, dessen Verteilung der der dopaminergen Enden sehr dhnlich ist. Cholinerge
Interneurone sekretieren tonisch Ach, das die Freisetzung von Neurotransmittern aus
striatalen dopaminergen Neuronen und auch in geringerem Mafle aus kortikalen
glutamatergen Terminalen moduliert (Gotti et al., 2009; Quik et al., 2011; Zoli et al., 2002).
Das heif3t, dass eine fortlaufende Rezeptor-Aktivitit die Dopaminfreisetzung stark beeinflusst
(Dajas-Bailador and Wonnacott, 2004; Zhou et al., 2002a). Somit reduziert die nigrostriatale
Lésion die nAch-Rezeptor-vermittelte Dopaminfreisetzung an MP-Mausen, Ratten und Affen.
Studien zeigen, dass besonders die striatalen nAch-Rezeptor-Subtypen bei striataler
dopaminerger Denervierung erniedrigt sind. Nigrostriatale Degeneration fiithrt zu
differentiellem Rezeptor-Subtypverlust in Abhingigkeit vom Ausmall der Schiadigung, was
bedeutet, dass eine Abnahme des hier beschriebenen a4p2-Subtyps nur bei sehr starker
Degeneration dopaminerger Neurone stattfindet (Bordia et al., 2007; Gotti et al., 2009; Quik
et al., 2011). Dieser degenerationsabhingige Rezeptor-Subtypverlust fiihrte zu der Hypothese,

dass die verschiedenen Subtypen des nAch-Rezeptors auf verschiedenen neuronalen
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Populationen vorhanden sind, von denen einige anfilliger fiir neurodegenerative Prozesse

sind als andere (Quik et al., 2011).
mAch-Rezeptoren (M;-M3)

Betrachtet man nun die Verteilung der RD der Muskarinrezeptoren im Rattenhirn, so haben
alle 3 Muskarinrezeptoren eine hohere RD als die nAch-Rezeptoren im ZNS. Der M;-
Rezeptor weist besonders im AcB, im DG und in der CA1 Region eine sehr hohe RD auf.
Interhemisphérische Differenzen innerhalb der Kontrollgruppe lagen in allen Hirnarealen im
nicht signifikanten Bereich. Vergleicht man die Kontrollwerte mit anderen Arbeiten so sieht
man in den Werten der RD von Bauer et al. Anndherungen, die aber im Vergleich zu den
Arbeiten von Palomero-Gallagher et al. oder Haghir et al. ein vielfaches der Dichtewerte
darstellen (Bauer et al.,, 2005; Haghir et al., 2009; Palomero-Gallagher et al., 2008).
Ubertroffen werden alle Werte von Cremer et al. (Tabelle 5 Anhang) (Cremer et al., 2015).
Der M,-Rezeptor hat fiir seinen Agonisten [*H]-Oxotremorin im Schnitt eine 4-5 fach
geringere RD als mit den Antagonisten des M-Rezeptors erzielt wurde. Seine hochste RD
liegt im CG. Die Vergleichswerte der Arbeit von Cremer et al. kommen den hier ermittelten
Werten am néchsten, die Werte der iibrigen Arbeiten liegen unter den ermittelten RD-Werten
(Tabelle 5 Anhang). Der M,-Antagonist [*H]-AF-DX 384 weist eine 4-5fach hohere RD als
mit dem Agonisten desselben Rezeptors ermittelt wurde. Die hochste Dichte ist im Striatum
verzeichnet. Vergleiche mit anderen Arbeiten fiihren zu denselben Ergebnissen, wie mit den
Agonisten des Rezeptors ermittelt wurde (Tabelle 5 Anhang). Der Mj3-Rezeptor hat mit
Abstand die hochste RD im ZNS, besonders im Hippocampus und Striatum. Vergleiche mit
anderen Arbeiten zeigen auch hier Ahnlichkeiten in den Werten der Arbeit von Cremer et al.
und Abweichungen im Vergleich zu den iibrigen Arbeiten (Tabelle 5 Anhang). Griinde fiir

uneinheitliche Literaturangaben wurden bereits fiir den nAch-Rezeptor benannt.

Bisherige Forschungen, welche die striatalen Verdnderungen im post mortem MP-Gehirn am
Menschen analysierten, ergaben nachfolgende Ergebnisse. So war die spezifische [*H]-
Pirenzipin-Bindung (M;) im frontalen Kortex MP-Erkrankter unverandert, im Hippocampus,
erh6ht und im CPu vermindert. Die Werte fiir die spezifische [°H]-Oxotremorin-M-Bindung
(M) waren dabei im Kortex reduziert und im Hippocampus und Striatum im Vergleich zu
den Kontrollen unverdndert (Lange et al., 1993). Dagegen fanden McOmish et al. kiirzlich
keine striatalen Verdnderungen der M- ([3H]-Pirenzipin) und M,-RD ([3H]-AF-DX 384),
aber eine erhdhte M3-RD ([*H]-4-Damp) im CPu und dem Broadmanareal 9 von MP-Patienten
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(McOmish et al., 2017). Piggott et al. haben mit den in vivo Liganden [3H]-Pirenzipin fiir M,
mittels Autoradiographie im CG eine leichte Reduktion der RD im Vergleich zu den
Kontrollen (30%, nicht signifikant) sowie im CPu und GP keine Verdnderungen festgestellt.
Fiir [’H]-AF-DX 384 (M) wurde von ihnen im CPu eine leichte Reduktion (11%), im CG
eine leichte Erhohung (12%) und im GP keine Abweichungen gefunden (Piggott et al.,
2003). Auch Aubert et al. untersuchten Verédnderungen im menschlichen post mortem MP-
Kortex und fanden fiir M, mit [’H]-Pirenzipin keine Verinderungen in der RD. Fiir den M,-
Rezeptor mit [H]-AF-DX 116 stellten sie eine signifikante Abnahme von 67% im
Hippocampus, von 55% im frontalen Kortex und von 39% im temporalen Kortex, jedoch
keine signifikante Verdnderung der RD im Thalamus und CPu fest (Aubert et al., 1992).
Gemeinsamkeiten und Unterschiede zu den gemessenen Werten am Rattenkortex ergeben
sich unter anderem aus der Spezifitit der verwendeten Liganden, sowie dem Stadium der

Erkrankung, in dem sich der Patient zum Zeitpunkt des Todes befand.

Die hier verwendeten Subtypen haben jeweils spezifische Liganden, fiir welche sie eine hohe
bzw. niedrige Affinitdt haben. M,-Rezeptoren enthalten dabei immer eine Bindungsstelle mit
hoher und niedriger Affinitdt (Birdsall et al., 1978; Giraldo et al., 1987). Fiir diese
Experimente wurde fiir die hochaffine Bindungsstelle fiir M, der Agonist [°H]-Oxotremorin
und fiir die Bindungsstelle mit hoher und niedriger Affinitit der Antagonist ['H]-AF-DX 384
verwendet. Dabei muss beriicksichtigt werden, dass ['H]-AF-DX 384 ecbenfalls an die
antagonistische Stelle des M4-Rezeptors bindet, wobei rund 80% der markierten Stellen dieses
Liganden (besonders AcB, CPu und Tuberculum olfactorium) im Mausstriatum dem My- und
nicht dem M,-Rezeptor entsprechen (Hersch et al., 1994; Levey et al., 1991; Valuskova et al.,
2018). Auch Studien am humanen ZNS zeigen eine erhohte Konzentration von Markierungen
von ["H]-AF-DX 384 an M, (Piggott et al., 2002). Dieser Aspekt erklirt die Tatsache, dass in
den Experimenten eine ungefihr drei bis vier Mal héhere mittlere RD mit [’H]-AF-DX 384
als mit dem insgesamt mehr M,-Subtyp-spezifisches [*H]-Oxotremorin ermittelt wurde. Dies
wird auch in einer Studie von Svensson et al. benannt, die besagt, dass die Bindungsstellen
mit hoher Affinitit von ["H]-AF-DX 384 etwa 27% ausmachen und die Niederaffinititsstelle
etwa 73%, dagegen aber die Bindung mit hoher Affinitit von [*H]-Pirenzipin ~76%
ausmachten (Svensson et al., 1992). In Versuchen iiber [*’H]-AF-DX 384 im Vergleich zu
einen unspezifischen Antagonist [*H]-N-Methylscopolamin haben Trédnkle et al. zudem
folgendes festgestellt, dass [’H]-AF-DX 384 bei seiner Bindung an freie M,-Rezeptoren nicht

nur die orthosterische Bindungsstelle, sondern zusitzlich auch Haftstellen an der
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allosterischen Bindungsstelle (niedrige Affinitét) besetzt. Sie spekulierten weiter, dass [*H]-
AF-DX 384 seine M,-Selektivitit moglicherweise aus Haftpunkten des allosterischen
Bindungsareals bezieht (Trinkle et al., 1998).

Auffillig in den Ergebnissen dieser Arbeit war weiterhin, dass nur die [’H]-AF-DX 384-
Bindung nach 6-OHDA-Lésion stirker abnahm und sich nach BoNT-A-Injektion langsam
den Kontrollwerten wieder annéherte, wihrend man bei der [3H]-Oxotremorin-Bindung kaum
auffillige Verdnderungen nach Lésion und Therapie feststellen konnte. Nach aktuellen
Kenntnissen ist aber nicht bestitigt, ob dieser Effekt aufgrund der vermehrten Bindung an My-

Rezeptoren entstanden ist.

Vergleicht man nun die hier ermittelten Ergebnisse fiir die einzelnen Subtypen des mAch-
Rezeptors mit Werten anderer Forschungsarbeiten, so stellt man auch hier Unterschiede und
Gemeinsamkeiten fest (Tabelle 6 Anhang). Fiir den Subtyp M, zeigten Araki et al., dass sich
8 Wochen nach unilateraler 6-OHDA-Injektion in den MVB die striatale Bindung von [*H]-
QNB (M) um 12-17% verringerte. Gegenteilig fanden die Autoren auch im kontralateralen
Striatum eine signifikante Steigerung der [*H]-QNB-Bindung, mit einer iiber 8 Wochen
ansteigende Tendenz (Araki et al., 2000). Ahnliche Experimente fiihrten zu einer striatalen
Abnahme der M;-RD von 26% unter Verwendung des auch hier verwendeten selektiven
Antagonisten [*H]-Pirenzipin etwa 1 Jahr nach Lisionierung (Dawson et al., 1991). Ebenfalls
eine Abnahme der [*H]-Pirenzipin-Bindung von 15% bis 29% 3 Wochen nach intra-nigraler
6-OHDA-Injektion fanden Joyce et al. im ipsilateralen Striatum. Der Verlust von Dopamin
fiihrte auch dort zu einer Verringerung der M,-RD (24-30%), die mit dem Anstieg der Ach-
Aufnahme-Stellen korrelierte. Im Gegensatz dazu zeigte M, ([°H]-Pirenzipin) eine geringere
Reduktion der RD nach dem Verlust von Dopamin (Joyce, 1991). Widerspriichliche
Ergebnisse ergaben Forschungen von Wang et al., die keine Anderungen im CPu 3 Wochen
nach 6-OHDA-Lision im MVB mit [*H]-Pirenzipin-Bindung gefunden haben, aber eine
Reduktion von M;u-Rezeptoren im Hippocampus, der medialen Amygdala, dem
posteromedialen kortikalen und dem piriformen Kortex (Wang et al., 2014b). Knol et al.
fanden ebenfalls mit der ['**I]-loddexetimid-SPECT-Methode keine Verianderung im CPu fiir
M, aber eine Abnahme der neokortikalen M;-Rezeptoren (Knol et al., 2014). Cremer et. al.
fanden leichte Reduktionen der RD mit [3H]-Pirenzipin im CPu (17%), im Hippocampus (5-
9%) und im Kortex (DG 12%, S 8%). In den Hirnarealen dieser Promotionsarbeit ist fiir die
kortikalen Regionen (M, S, CG) des M,-Rezeptors eine nicht signifikante Steigerung der RD
von 6-15% sichtbar, wihrend im Hippocampus die RD unveridndert bleibt (+2%). Nur im
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Striatum verringert sich die RD (CPu = 6% und AcB 1%), was den ermittelten Werten von

Cremer et al. dhnelt, trotz verschiedener Versuchstiere, -planung und -durchfiihrung.

Fiir die autoradiographische Untersuchungen des mAch-Rezeptor-Subtyps M, nutzen wir
[*H]-Oxotremorin als selektiven Agonisten an den hochaffinen Bindungsstellen. In der
vorliegenden Arbeit war fiir diesen M,-Liganden nur im DG, CPu und der SN eine leichte
Verringerung (2-7%) der RD erkennbar, wihrend die RD bis auf der Region M (+10%)
konstant blieb. Verglichen mit anderen Forschungsarbeiten haben u.a. Joyce et al. die RD von
M, unter Verwendung von [*H]-NMS in Gegenwart von unmarkiertem Pirenzipin gemessen.
Dabei sank die RD um 24-30% im CPu nach intranigraler 6-OHDA-Injektion (Joyce, 1991).
Gemeinsamkeiten sind auch hier in Pitx3ak-Maiuse sichtbar, die einen starken Verlust an
dopaminergen Zellen in der SNpc aufwiesen, wo die M,-RD (fiir [*H]-Oxotremorin) in der
CPu signifikant um 19% reduziert war. In anderen Arealen wurde teils eine Reduktion (S
12%, SN 7% und M 3%) wie auch eine Steigerung (DG 5% und Hippocampus 2%)
beobachtet (Cremer et al., 2015). Andere Studien zeigen mittels Mikrodialyse, dass 3 Wochen
nach 6-OHDA-Lésionierung eine Normalisierung der Anzahl von M;-Rezeptoren und ein
Verlust von M,-Rezeptoren auf der denervierten Seite vorlagen. Die basale Freisetzung von
neu synthetisiertem Dopamin in striatalen Abschnitten durch Ach wird durch mAch-
Rezeptoren verstirkt. Ach stimuliert die Freisetzung von [*H]-Dopamin und kann durch
Muscarin-Antagonisten blockiert werden. (de Klippel et al., 1993). Belleroche et al.
beschrieben 7-14 Tage nach Injektion des 6-OHDA in das VTA ménnlicher Wistar-Ratten
eine signifikante Reduktion der [*H]-Oxotremorin-Bindung im ipsilateralen AcB von 9-15%.
Die Autoren schliefen eine Verinderung der Bindungsaffinitit von [*H]-Oxotremorin als
Ursache der Reduktion der RD aus und vermuten die Lokalisation der mAch-Rezeptoren auf
dopaminerge Terminale im AcB, die wie beim nAch-Rezeptor die Reduktion der RD erkléren
konnte (Belleroche et al., 1982). Letzteres zeigten auch Liskowsky et. al., die Ratten 4
Wochen nach Léasionierung des VTA mit 6-OHDA untersuchten und eine Reduktion der RD
im frontalen Kortex von 13% mit [*H]-Oxotremorin feststellten (Liskowsky and Potter,
1985). Wie auch bei M; kann die Reduktion der RD durch eine kompensatorische
Herunterregulierung  von  Rezeptoren auf der  Zelloberfliche infolge  des

Hyperacetylcholinismus ausgelost sein.

Die Ergebnisse dieser Arbeit fiir den Antagonist [*’H]-AF-DX 384 des M,-Rezeptors zeigen
eine nicht signifikante Verringerung der RD im CPu sowie im AcB und der SN (10-14%). In
den iibrigen Arealen stieg die RD zwischen 3 -13% an (besonders M, S, CG). Auch hier ist
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ein direkter zytotoxischer Effekt des Neurotoxins 6-OHDA aufgrund der spezifischen
Lokalisation der Subtypen unwahrscheinlich. Cremer et al. fanden in ihrer Arbeit fiir nahezu
alle Hirnareale an Pitx3ak-Maiusen eine Steigerung der M,-RD fiir diesen Liganden (Kortex
3-13%, Hippocampus 2-4% und SN 12%). Nur im CPu wurde keine Verdnderung der M,-RD
beobachtet (Cremer et al., 2015).

Ahnlich war auch das Bindungsverhalten fiir den Liganden des M;-Rezeptors. In der SN war
die stirkste nicht signifikante Reduktion (16%). Auch im CPu (3%) und AcB war eine leichte
Reduktion zu verzeichnen. In den iibrigen Arealen, besonders Kortex und Hippocampus,
wurde eine Steigerung der RD (2-10%) beobachtet. Es wurde keine signifikante Verdnderung
der RD gemessen. Abweichend waren die Ergebnisse im CPu von Pitx3ak-Méuse, bei denen
Cremer et al. zwar ebenfalls keine signifikante Anderungen der M3-RD gefunden hatten, aber
die RD u.a. im Kortex (13-21%), dem CPu (3%) und der SN (15%) gestiegen ist (Cremer et
al., 2015).

Bei der Induzierung von Hemiparkinson durch 6-OHDA-Injektion haben wir auf die Gabe
von Desipramin (trizyklisches Antidepressivum) verzichtet (Mailman, 1983; Nash and
Brotchie, 2002), um die Vergleichbarkeit dieser Studie mit bisherigen FErgebnissen
einschlielich BoONT-A-Behandlung zu gewihrleisten (Antipova et al., 2013; Mehlan et al.,
2016; Wree et al., 2011).

Da es bisher keine konkreten Beweise in der neueren Literatur fiir die Lokalisierung von
mAch-Rezeptor-Subtypen auf dopaminergen Axon-Terminalen gibt (Jones et al., 2001; Zhou
et al., 2002a), kann die Reduktion der mAch-RD nicht sicher durch eine 6-OHDA-induzierte
axonale Degeneration erkldrt werden. Daher wére ein durch den Dopaminverlust im Striatum
induzierter Hypercholinismus vielmehr eine mogliche Ursache fiir die Herunterregulation der
RD auf der Zelloberfliche, ohne die Zahl der Zellen zu vermindern (DeBoer et al., 1993;
Rakovska et al., 2003). Aufgrund der Zerstorung dopaminerger Axon-Terminale sinkt der
hemmende Einfluss des Dopamins auf die tonisch aktiven zelluldren Interneurone und es
kommt mit Steigerung der Konzentration natiirlicher Agonisten zu einer konsekutiven
Rezeptordesensitisierung und zu einem Abbau der mAch-Rezeptor auf der Zelloberfldche
(Dawson et al., 1991). Die Annahme stimmt weiterhin mit den Ergebnissen aus der Studie
iberein, die chronisch Acetylcholinesterase injiziert, welches ebenfalls zu einer erhéhten
Ach-Konzentrationen fiihrt und somit zu einer signifikanten Abnahme von ca. 20% der

mAch-RD (mit ["H]-QNB-Bindung) (Sivam et al., 1983; Yamada et al., 1983).

78



Diskussion

Die im Vergleich zu den nAch-Rezeptoren eher milde Reduktion der RD bestétigt weiterhin
die Vermutung, dass die Rezeptorsubtypen nicht auf den gleichen neuronalen Subtypen
lokalisiert sind, wie der nAch-Rezeptoren und somit kein direkter neurotoxischer Effekt
(Dopaminverlust) durch 6-OHDA fiir die Reduktion der RD verantwortlich ist (Darstellung
der Lokalisation in Kapitel 1.4.2-1.4.4). Wie bei dem nAch-Rezeptor wurden auch hier alle
Ergebnisse iiber einen Zeitraum von bis zu 3 Monaten (LV) ermittelt. Fiir den Liganden des
M;-Rezeptor [*H]-Pirenzipin sind keine zeitlichen Schwankungen der Gruppe LV in allen
Hirnarealen gefunden worden. Fiir die Liganden [°H]-Oxotremorin, ["H]-AF-DX 348 des M-
Rezeptors und [3H]-4-Damp (M3) wurden dhnliche Ergebnisse ermittelt. Es konnte somit
keine Auswirkung der Vehikel-Injektion bei allen drei Rezeptor-Subtypen festgestellt werden,
was bedeutet, dass die Verdnderung der RD lediglich auf die Auswirkung der Lésionierung

mit 6-OHDA zuriickzufiihren ist.

4.3 Rezeptordichten der LV Ratten fiir glutamerge Rezeptoren

Glutamat ist ein wichtiger Rezeptor in der Verschaltung der Basalganglien. Die Glutamat-
Neurotransmission macht etwa 70% der synaptischen Transmission im ZNS aus, was
Glutamat zum am hdufigsten vorkommenden exzitatorischen Neurotransmitter macht. Die SN
ist die einzige exzitatorische Struktur, die den Basalganglien eigen ist, und es wird
angenommen, dass ihre Lédsionierung auch Verdnderungen in der Aktivitdt und Dichte der

Glutamat-Rezeptoren bewirkt (Platt, 2007).

Die Existenz glutamaterger Nervenendigungen an nAch-Rezeptoren, die eine Verstirkung der
Glutamat-Freisetzung vermitteln, wurde oft vorgeschlagen, aber nicht direkt bewiesen.
Glutamerge Axonendigungen im humanen Neokortex und im Rattenstriatum weisen o7
nikotinische Heterorezeptoren auf, die eine Verstirkung der Glutamat-Freisetzung vermitteln.
Freisetzungsfordernde cholinerge Autorezeptoren im humanen Neokortex sind nAch-
Rezeptoren mit einem pharmakologischen Profil, dass mit der o4p2-Untereinheits-
Kombination kompatibel ist (Marchi et al., 2002). Auch Kaiser et al. beschrieben, dass die
nAch-Rezeptor-Aktivierung die Glutamat-Freisetzung beeinflusssen kann (Kaiser and
Wonnacott, 2000). Es gibt zudem Hinweise darauf, dass speziell NMDA-Rezeptoren auch an
striatalen dopaminergen Enden vorliegen und die Dopaminfreisetzung verstirken konnen
bzw. bei dopaminergen Lésionen Verdnderungen in der RD zeigen konnen (Desce et al.,

1992).
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Als exzitatorischer Neurotransmitter spielt Glutamat eine zentrale Rolle in der normalen
Schaltung der Basalganglien. Bei nigrostriataler dopaminerger Depletion werden die
glutamergen Projektionen vom STN zu den Ausgangskernen der Basalganglien liberaktiv und
in diesen Regionen kommt es dann zu regulatorische Verdnderungen der Glutamat-
Rezeptoren. Es gibt auch Hinweise auf eine erhdhte glutamerge Aktivitdt im Striatum. In
Tiermodellen verbessert die Blockade von Glutamat-Rezeptoren die motorischen
Manifestierungen von MP. Daher scheint es, dass abnormale Muster der glutamergen
Neurotransmission bei den MP-Symptomen von Bedeutung sind. Die Beteiligung des
glutamergen Systems in der Pathogenese und Symptomatologie von MP bietet potentielle

neue Ziele fiir die Therapie dieser Erkrankung (Blandini et al., 1996).
Kainat-Rezeptor

Vergleicht man in dieser Arbeit ermittelte RD-Werte mit bereits publizierter Literatur, so
sieht man auch hier Ahnlichkeiten in Werten von Cremer et al. und Abweichungen in den
iibrigen Publikationen (Tabelle 7 Anhang) (Cremer et al., 2015). Griinde dafiir sind u.a.
abweichende Versuchsplanungen und -durchfiihrungen, wie sie oben bereits benannt wurden.
Der Kainat-Rezeptor weifit besonders im Striatum und der CA3- sowie der CG-Region eine

hohe RD auf.

Vergleichbare Werte aus der Literatur von post mortem Gehirnen menschlicher MP
Erkrankter sind nach aktuellem Kenntnisstand nicht vorhanden, da der Rezeptor selber bis

zum heutigen Zeitpunkt noch weitgehend unerforscht ist.

Die RD war nahezu konstant. In kortikalen Arealen konnte eine schwache Steigerung von 8-
10% festgestellt werden. Im GP und AcB wurde dagegen eine leichte Reduktion von 2-7%
ermittelt. Uber die Uberlebenszeit der Ratten betrachtet, konnte fiir den Liganden [*H]-Kainat
des Kainat-Rezeptors keine groeren Schwankungen der RD in den verschiedenen
Hirnarealen nach Vehikel-Injektion ermittelt werden (Abb. 22 Anhang). Somit hat auch hier
die Injektion der Vehikellosung keine Auswirkung auf die RD.

Verglichen mit Angaben andere Autoren, die Verdnderungen der Bindung selektiver
Radioliganden an Kainat (’H]-Kainat) w.a. im CPu und AcB mittels quantitativer
Autoradiographie von Ratten untersuchten (nach nigraler 6-OHDA-Lésion), ergaben kleinere,
aber signifikante Verluste in der RD von Kainat (-11%) im CPu. Das Ergebnis zeigt zudem,

dass die meisten Kainat-Rezeptoren im CPu und AcB auf intrinsischen postsynaptischen
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Neuronen vorkommen (Tarazi et al., 1998). In einer weiteren Arbeit beschreiben Tarazi et al.
ebenfalls Veridnderungen der ionotropen Kainat-Rezeptor-Bindung im Ratten CPu. 5 Wochen
nach der Lasionierung der SN (unilateral) mit 6-OHDA wurde dort die RD mit in vitro
Rezeptorautoradiographie untersucht. Es erhohte sich die RD im CPu (mit ["H]-Kainat) um
signifikante 20% (Tarazi et al., 2000).Wiillner et al. untersuchten [*H]-Kainat (Kainat)
Bindungsstellen in Neostriatum und SNpr bei Ratten nach einseitiger 6-OHDA-Lésionierung
im MVB. Eine Woche nach der Lésion war der Kainat-Rezeptor im ipsilateralen Neostriatum
um 10% verringert, wihrend nach 3 Monaten keine Verdnderung mehr vorhanden war. In der
SNpr waren drei Monate nach der Lésion ebenfalls die Kainat-Bindungsstellen verringert
(Wiillner et al., 1994). Auch Zavitsanou et al. haben die [3H]-Kainat-Bindung im CPu und
AcB des Ratten-Striatums nach unilateralen Lasionen des rechten MVB unter Verwendung
von in vitro Rezeptorautoradiographie untersucht. Die Lasion der dopaminergen Fasern mit 6-
OHDA fiihrte nach einer und vier Wochen dazu, dass die maximale Anzahl von [*H]-Kainat-
Bindungsstellen im CPu und AcB der lisionierten Seite des Gehirns signifikant verringert
war. Dieser Riickgang lag zwischen 17% und 26%. All diese Ergebnisse legen nahe, dass
mindestens ein Viertel bis ein Fiinftel der Kainat-Rezeptoren im Cpu und AcB an den
prasynaptischen Enden von Dopamin-Fasern lokalisiert sind, die dem MVB folgen. Somit
spielen diese nicht-NMDA-Glutamat-Rezeptoren eine Rolle bei der priasynaptischen
Regulation der Dopamin-Freisetzung im Striatum. Die Ergebnisse zeigen auch, dass die
nigrostriatale Dopamindenervierung selektiv den Kainat-Rezeptor-Spiegel in Basalganglien
der Ratte erhohen kann, was auch fiir einige Hirnareale dieser Arbeit zutrifft. Das deutet
darauf hin, dass diese Rezeptoren zur Pathophysiologie des MP beitragen kdnnen (Zavitsanou
et al., 1996). Fiir die weiteren hier bestimmten Hirnareale liegen zum derzeitigen Zeitpunkt
keine vergleichbaren Werte in der Literatur vor. Eine Ubersicht zu den derzeitigen

Forschungsergebnissen befindet sich in Tabelle 10 (Anhang).
mGlu2/3-Rezeptor

Metabotrope Glutamat-Rezeptoren regulieren die striatale exzitatorische synaptische
Ubertragung. Der mGlu-Rezeptor hat sein Hauptvorkommen in den kortikalen Arealen.
Vergleiche mit der Literatur zeigen dhnliche Werte von Wright et al. in ihren Versuchen mit
Sprague-Dawley Ratte, wo sie fiir die Regionen Kortex, Striatum und Hippocampus Werte
von 2477, 2126 bzw. 1940 fmol/mg Protein erzielten (Wright et al., 2001). Cremer et al.

fanden fiir jedes Hirnareal nahezu doppelt so hohe RD bei identischen Liganden in anderen
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Versuchstieren (Tabelle 8 Anhang) (Cremer et al., 2015). Auch hier sind die Griinde fiir die

unterschiedlichen Literaturangaben in den RD-Werten wie bereits oben beschrieben.

In Vergleichen mit post mortem Studien aus der Literatur fanden Samadi et al. mittels des
[*H]-LY 341/495 Liganden und Autoradiographie eine Reduktion der RD im Nucleus
caudatus und GP (-22% Caudatus, -30% GP), verglichen mit Kontrollen. Unter MP-Patienten

mit oder ohne Dyskinesien fanden sie keine Unterschiede (Samadi et al., 2009).

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurden keine signifikanten Verdnderungen der RD nach
6-OHDA-Lésion gefunden. Im GP war eine Abnahme von 12% zu erkennen. In allen anderen
Arealen war die RD konstant, bis auf dem S, wo sie um ~35% anstieg. Auch in Abhingigkeit
der Uberlebenszeit der Ratten wurde fir den Liganden [PH]-LY 341/495 fiir die
verschiedenen Hirnareale ebenfalls keine Schwankungen der RD nach Vehikel-Injektion
verzeichnet (Abb. 23 Anhang). Somit hat auch hier die Applikation eines Wirkstoffs keine
Auswirkungen auf die RD.

Verglichen mit Angaben aus anderen Tiermodelle fanden u.a. Picconi et al. in Ratten-Striata,
die einseitig mit 6-OHDA lasioniert wurden mit Hilfe des selektiven Agonisten [*H]-LY
379/268 folgendes: Die Expression von mGlu2/3-Rezeptoren wurde im denervierten Striatum
der Ratten hochreguliert. Im kontralateralen Striatum wurden keine Verdnderungen im
Vergleich zu den Kontrollratten beobachtet (Picconi et al., 2002). Auch Jourdain et al. haben
mittels Autoradiographie die RD an MPTP-Affen fiir den mGlu2/3-Rezeptor (Ligand [*H]-LY
341/495) bestimmt. Das MPTP bewirkte eine Zunahme der Bindung von striatalen [’H]-LY
341/495 im medialen Teilen des Nucleus caudatus und ventromedialen Putamen und blieb
unverdndert in den lateralen Teilregionen des Striatums (Jourdain et al., 2015). Auch Wiillner
et al. untersuchten die metabotrope [*H]-Glutamat Bindungsstellen in Neostriatum und SNpr
bei Ratten nach einseitigen 6-OHDA-Lésionierung im MVB. Eine Woche nach der Lasion
waren die metabotropen Rezeptoren im ipsilateralen Neostriatum verringert (10%). Auch in
der SNpr waren diese nach einer Woche signifikant verringert. Die frithe Abnahme der
exzitatorischen Aminosdurerezeptoren im Striatum kann auch hier wie beim Kainat-Rezeptor
die Degeneration von dopaminergen Fasern widerspiegeln, was bedeutet, dass spezifische
Subpopulationen von exzitatorischen ~Aminosdurebindungsstellen an dopaminergen
Terminalen lokalisiert sein konnen (Wiillner et al., 1994). Fiir die weiteren Areale liegen auch
hier derzeit keine Vergleichswerte aus der publizierten Literatur vor. Eine Ubersicht zu den

derzeitigen Forschungsergebnissen befindet sich in Tabelle 10 (Anhang).
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NMDA-Rezeptor

Das NMDA-System interagiert eng mit dem dopaminergen System und ist stark an den
pathophysiologischen Mechanismen und therapeutischen Paradigmen des MP beteiligt.
Vergleicht man die hier gemessenen RD mit Werten aus der Literatur, so sieht man in den
Arbeiten von Bauer und Cremer et al. sehr dhnliche Werte (Bauer et al., 2005; Cremer et al.,
2015). Die Angaben der iibrigen Arbeiten zeigen im Schnitt eine 2-5 fach geringere RD
(Tabelle 9 Anhang). Griinde fiir solche Schwankung der RD wurden bereits oben erwéhnt.

Verglichen mit Werten aus der Literatur, fanden Gerlach et al. eine Reduktion der RD fiir die
Bindung von [*H]-MK-801 im post mortem menschlichen Hirngewebe von -42% fiir dem
Nucleus caudatus (Gerlach et al., 1996).

In dieser Arbeit wurde die hochste RD im Hippocampus gemessen. Die Verdnderungen der
RD belaufen sich auf eine nicht signifikante schwache Reduktion der RD im CPu und DG, die
stairkste Erhohung war im S, bei einer nahezu konstante RD in den restlichen Arealen. Auch
zeitliche Schwankungen in der Versuchsgruppe LV konnten nicht ermittelt werden, was einen

Effekt der Applikation eines Wirkstoffs auf die RD ausschlie3t (Abb. 24 Anhang).

Vergleiche mit Angaben aus der Literatur von Qing Wang et al. zeigen die Verdnderungen
von NMDA-Rezeptoren in einer Vielzahl von Hirnstrukturen 3 Wochen nach der einseitigen
MVB-Lisionierung durch 6-OHDA (mit [*H]-MK-801, Autoradiographie). Im 6-OHDA-
induzierten Parkinson-Rattenmodell ermittelten sie iiber den nigrostriatalen dopaminergen
Neuronen-Verlust eine signifikante Verminderung der [*H]-MK-801-Bindung, vorwiegend
im Hippocampus (-22,4%, p <0,001) CPu (-14,1%, p <0,01), AcB (-13,8%, p <0,05), CG (-
13,4%, p <0,001), posteromediale kortikale Amygdala (-14,5%, p <0,01) und piriformer
Kortex (-9% , p <0,05), verglichen mit den Kontrollen. Die [3H]-MK-801-Bindung in
spezifischen Gehirnregionen, die mit kognitiven Funktionen in Zusammenhang stehen,
konnten anzeigen, dass kognitive Storungen, die durch 6-OHDA-Léasion verursacht wurden,
iiber das NMDA-System erfolgten. Die Herunterregulierung der NMDA-Rezeptorbindung in
ihrer Forschung liefert somit einen indirekten Nachweis fiir die Plastizitit des NMDA-
Systems im Rattengehirn. Die hochste Dichte fanden auch sie im Hippocampus, prifrontalen
Kortex und der Amygdala. Die Destruktion des dopaminergen nigrostriatalen Weges durch
die MVB-Lision vermittelte eine offensichtliche Herunterregulierung der NMDA-
Rezeptorbindung, was bedeuten kann, dass der Verlust dopaminerger Afferenzen die

Expression des NMDA-Rezeptors im nigrostriatalen Signalweg verringerte. Diese

83



Diskussion

Hypofunktion des NMDA-Rezeptors im nigrostriatalen Signalweg konnte entweder auf die
glutamergen Hypo-Innervationen oder die reduzierte Anzahl an glutamergen Terminalen nach
MVB-Liasion zuriickzufithren sein. Zudem kann die Herunterregulierung des NMDA-
Rezeptors im 6-OHDA-geschidigten Rattenhirn eine kompensatorische Reaktion auf die
iberaktiven glutamergen Inputs nach nigrostriataler Dopamindenervierung sein. Weiterhin ist
zu beachten, dass dopaminerge Neurone im mesokortikalen Pfad vom VTA und dem
medialen SNpc zum Frontallappen projizieren. Die dopaminerge Stérung bei MP beeinflusst
nicht nur den nigrostriatalen Trakt, sondern auch den mesokortikalen Pfad. So beschreiben
Wang et al., dass das NMDA-glutamerge System und die Herunterregulation der NMDA-
Rezeptoren in mesokortikalen Regionen eng miteinander verkniipft sind und eine
entscheidende Rolle bei der Gedéachtnisdepression spielen (Wang et al., 2014a). Verglichen
mit Angaben weiterer Autoren, die die Verdnderungen der Bindung des selektiven
Radioliganden von NMDA ([’H]-MK-801) im CPu und AcB mittels Autoradiographie von
Ratten untersuchten (nach nigraler 6-OHDA-Lision), ergaben kleinere, aber signifikante
Verluste in der RD von NMDA (17%) im CPu. Die Ergebnisse zeigen zudem, dass die
meisten NMDA-Rezeptoren in Ratten-CPu und AcB auf intrinsischen postsynaptischen
Neuronen vorkommen. FEinige NMDA-Rezeptoren wurden auch auf kortikostriatalen
Projektionen in Verbindung mit Dopamins-Rezeptoren gefunden. Diese konnen jeweils
exzitatorische prasynaptische NMDA-Autorezeptoren und inhibitorische Ds-Heterozeptoren
darstellen, die die Gutamat-Freisetzung aus kortikostriatalen Axonen des medialen CPu und
AcB regulieren (Tarazi et al., 1998). In einer weiteren Arbeit beschreiben Tarazi et al.
ebenfalls Verdnderungen der NMDA-Rezeptor-Bindung in Ratten CPu. 5 Wochen nach der
Lasionierung der SN (unilateral) mit 6-OHDA wurde die RD mit quantitative in vitro
Rezeptorautoradiographie untersucht. In diesem Tiermodell verdnderte sich die RD der
NMDA-Rezeptoren (mit [*’H]-MK 801) (-3%) kaum (Tarazi et al., 2000). Auch Jourdain et al.
haben mittels Autoradiographie die RD an MPTP-Affen fiir den NMDA-Ligand [*H]-RO 25
6981 bestimmt. Das MPTP hatte keine Verdnderung der NMDA-RD bewirkt (Jourdain et al.,
2015). Wiillner et al. untersuchten mit dem NMDA-sensitive Liganden [*H]-Glutamat in
Neostriatum und SNpr bei Ratten nach einseitigen 6-OHDA-Léasionierung im MVB die RD.
Eine Woche nach der Lésion war der NMDA Rezeptoren im ipsilateralen Neostriatum
verringert (10%), wéhrend dieser nach drei Monaten dann erhéht (13%) war. In der SNpr
waren drei Monate nach der Lision die NMDA-Bindungsstellen verringert. Die frithe
Abnahme der exzitatorischen Aminosdure-Rezeptoren im Striatum spiegelt moglicherweise

auch hier die Degeneration von dopaminergen Fasern wieder (Wiillner et al., 1994).
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Interessanterweise wurden auch einige widerspriichliche Ergebnisse beobachtet. He et al.
beobachteten eine Verteilung von ['*’I]-MK-801-Bindungsstellen mit der stirksten
Expression in der duBeren Kortex, Hippocampus, Tuberculum olfactorius und CPu. Hohe
Werte wurden auch im Thalamus, AcB und im Kortex beobachtet. Thre Studien mit
Totenkopfiffchen zeigten, dass in MPTP-induziertem Affen die [3H]-MK-801-Bindung im
CPu unverédndert verglichen mit normalen Kontrollen war. Das kann auf folgenden Griinde
zuriickzufiihren sein: (1) Sie verwendeten das MPTP-ldsionierte Affen-PD-Modell und wir
das 6-OHDA-lasionierte Ratten-PD-Modell. (2) Wir haben die NMDA-Rezeptor-Bindung
bereits 3 Monate nach der 6-OHDA-Lésion gemessen (LV). Sie fiihrten die Messung erst 4
Monate nach der MPTP-Lésion durch. Diese Griinde kdnnen u.a. Ursache der Abweichungen
sein, was auch fiir die Abweichungen der Angaben aus den anderen publizierten Literaturen
gilt. Das Toxin flihrte bei ihnen zu keiner Verdnderungen der RD (He et al., 2000). Auch
Betarbet et al. beschrieben in ihrer Studie nach Lisionierung des MVB mit 6-OHDA
unilateral eine offensichtliche Herunterregulierung der NMDA -Rezeptor-Bindung (37%), was
ebenfalls darauf hinweist, dass der Verlust der induzierten dopaminergen Afferenzen die
Expression des NMDA-Rezeptors im nigrostriatalen Signalweg verringerte. 3 Wochen nach
der MVB-Lidsion war die NMDA-Rezeptor-Bindung auch in einigen mesokortikalen
Regionen, wie dem CG, dem piriformen Kortex und der posteromediokortikalen Amygdala
vermindert. Interessanterweise fanden sie auch einen signifikanten bilateralen Riickgang der
striatalen MK-801-Bindung bei den einseitig ldsionierten Ratten im Vergleich zu den
Kontrollratten (Betarbet et al., 2004). Exzitatorische Aminosdure-Rezeptor-Bindungsstellen
der SN, des Striatum, des GP und des Kortex waren 2 Wochen nach Injektion von MPTP in
C57bl6-Miuse verringertet. Auch der NMDA-sensitive [*H]-Glutamat Gehalt sank auf 57%
im Vergleich zu den Kontrollen im Striatum (Wiillner et al., 1994). Auch Dunah et al. haben
die Haufigkeit von NMDA-Rezeptor-Untereinheiten im 6-OHDA-Modell nach Lasion des
linken MVB untersucht. Im l4sionierten Striatum war die Héufigkeit im Vergleich zu dem
nicht-ldsionierten Striatum auf 68% bzw. 62% verringert (Dunah et al., 2000). Zuletzt haben
auch Gan et al. an Hemiparkinson-Ratten, denen 6-OHDA selektiv in das MVB injiziert
wurde, die Oberflichenexpression von NMDA -Rezeptor-Untereinheiten durch Western Blot
nachgewiesen. Diese waren im Striatum erhoht. Auch die NMDA,-Rezeptor-Untereinheit war

dort erhoht (Gan et al., 2014).

4.4 Rezeptordichten der LB Ratten fiir acetylcholinerge Rezeptoren
nAch-Rezeptor
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Mit dieser Versuchsgruppe wurde untersucht, welche Auswirkungen die BONT-A Applikation
auf die RD der verschiedenen Hirnareale der ldsionierten Ratten hat. In der Literatur ist bisher
wenig zu der genauen Interaktionen von BoNT-A mit dem nAch-Rezeptor bekannt. So wird
in Versuchen von Frick et al. und Shen et al. bei Applikation von BONT-A im Muskelgewebe
eine Steigerung der nAch-RD ohne vorherige Lésionierung ermittelt (Frick et al., 2007; Shen
et al.,, 2005). Fiir die Anwendung im ZNS gibt Antipova et al. eine zusammenfassende
Ubersicht, allerdings ohne die Auswirkungen des BoNT-A auf neuronale Transmitter-

Rezeptoren in den einzelnen Hirnarealen zu beschreiben (Antipova et al., 2013).

In dieser Arbeit wurde eine signifikante Verbesserung der RD nach BoNT-A-Injektion im
CPu und AcB des nAch-Rezeptors dokumentiert. Auch in den anderen Hirnarealen ist eine
leichte nicht signifikante Steigerung der RD zu verzeichnen, was bedeutet, das BoONT-A den
6-OHDA bedingten Verlust der nACh-Rezeptoren im CPu und AcB zumindest teilweise
kompensiert. Ausnahmen davon sind der Habenularkern und der S. Hier sank die RD im
Vergleich zur Gruppe LV weiter ab, was bedeutet, dass dort eine Vergro3erung der Differenz
im Vergleich zu der nicht-ldsionierten Hemisphére entstanden ist. Auffdllig ist daneben eine
sichtbare bilaterale Reduktion der RD nach 3, 6 und 9 Monaten nach BoNT-A-Injektion,
besonders fiir den AcB und das CPu, aber auch in abgeschwéchter Form fiir die anderen
Hirnareale (Abb. 17). Die Bilateralitdt dieses Effekts konnte mit der Fahigkeit des BoNT-A
zur neuronalen und axonalen Migration auch weit iiber den urspriinglichen Injektionsort

hinaus zusammenhéngen (Antonucci et al., 2008).

Im CPu und AcB war die nAch-RD einen Monat nach BoNT-A-Injektion leicht ipsilateral
erhoht. Es wurde auch eine Zeitabhingigkeit festgestellt: Dieser anfanglichen Zunahme nach
3 Monaten in Richtung der Werte der linken Hemisphére, folgte eine Abnahme der RD {iber 9
Monate. In Hemiparkinson-Ratten mit BoNT-A (LB) war die interhemisphérische Differenz
von nAch-RD im Vergleich zu der Gruppe LV um rund 10% im CPu und AcB verringert, was
eine Verbesserung postuliert und eine Erhéhung der durch 6-OHDA stark reduzierten RD
bedeutet (Abb. 17 Anhang). Dies bedeutet weiterhin, dass BONT-A den 6-OHDA bedingten
Verlust der nAch-Rezeptoren zumindest anfangs teilweise authebt. Scheinbar fiihrte BONT-A
damit zu einem Anstieg von nAch-Rezeptoren in nicht-dopaminergen Strukturen, da
dopaminerge Terminale im Hemiparkinson nicht mehr existieren, weil eine Lésionierung
durch 6-OHDA die dort lokalisierten Rezeptoren irreversibel zerstort. Denkbar wiare demnach
eine Erhohung des nAch-Rezeptors aus nicht dopaminergen intrastriatalen Neuronen, die

ihren Rezeptorbesatz hoch reguliert haben. Potentiell dafiir infrage kommen wiirden
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kortikostriatale Afferenzen (Garcia-Munoz et al., 1996) sowie cholinerge (Sandor et al., 1991)
und GABAerge (Rover et al., 2002; Koos und Tepper, 2002; McClure-Begle et al., 2009)
Interneurone innerhalb des Striatums. Eine anfénglich erh6hte nAch-RD im Vergleich zu
Kontrollen und Vehikel-injizierte Hemiparkinson-Ratten kann somit durch die Reduktion von
striatalen Ach und einer gleichzeitigen Hochregulierung von nAch-Rezeptoren aus anderen
zerebraler Strukturen erkldrt werden. Dieser Effekt, verschwindet jedoch nach 6-9 Monaten
nach BoNT-A-Injektion, wie es auch in Abbildung 17 (Anhang) sichtbar wird. In den
Hirnarealen CPu und AcB war nach BoNT-A-Injektion dieser Effekt der abnehmenden
BoNT-A Wirkung iiber die Zeit am deutlichsten sichtbar (Abb. 17 Anhang). Einzig im
Habenularkern und dem sensorischen Kortex stieg in den ersten 3-6 Monaten nach BoONT-A
Applikation die Differenz der RD zwischen rechter und linker Hemisphére (im Vergleich zu
LV) und schaffte erst nach 9 Monaten Uberlebenszeit der Ratten wieder eine Anniherung der
RD-Werte an die Werte der linken Hemisphédre. Ein moglicher Grund kann der durch das
BoNT-A unterbundene Hypercholinismus sein. So wird der Transmitter Ach reduziert, was
schlussendlich die Dichte der nAch-Rezeptoren in den nicht dopaminergen verhéltnismaBig
Rezeptor-reichen Arealen beeinflusst, wie es u.a. Hefco et al. beschrieben (Hefco et al., 2004;

Sivam et al., 1983).

In bisherigen Forschungen unseres Instituts wurde ebenfalls bei BONT-A-Verabreichung ein
geringfiigig verringerter interhemisphérischer Unterschied der nAch- und mAch-RD im CPu
in Hemiparkinson-Ratten ermittelt. Der BoNT-A-Effekt war fiir den nAch-Rezeptoren
signifikant (Mann et al., 2018). Ahnliche Ergebnisse konnten auch in anderen Tiermodellen
mit weiblichen Mausen gefunden werden, wo die striatale [°H]-Nikotin-Bindung nach
chronischer Infusion mit Physostigmin, einem reversiblen Acetylcholinesterase-Hemmer,

signifikant um rund 12% wieder anstieg (Bhat et al., 1990).
mAch-Rezeptoren

Die Verdnderung der RD nach BoNT-A-Injektion in Hemiparkinson-Ratten war fiir alle
Liganden der M-Rezeptoren nicht signifikant. Unter Beriicksichtigung des zeitlichen Verlaufs
der BoNT-A Wirkung in Hemiparkinson-Ratten, nahmen die interhemisphérischen
Unterschiede der mAch-RD erst mit zunehmender Uberlebenszeit ab. Im einzelnen bedeutet
dies fiir den M;-Rezeptor bei nahezu allen Hirnregionen (Ausnahme CG, S und M) eine
konstante Steigerung der RD {iber 9 Monate, die wie in Abbildung 18 (Anhang) sichtbar, des

Ofteren auch die RD-Werte der linken unlésionierten Hemisphire iiberschreitet. Dieser Effekt
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war in den Arealen CG, S und M besonders ausgeprigt. Allgemein erhoht die BoNT-A-
Injektion in allen Hirnarealen des M;-Rezeptors die RD. Ahnlich verhielt sich dieser Effekt
auch fiir den Liganden [*H]-Oxotremorin des M,-Rezeptors. Auch hier ist eine leichte
Zunahme der RD uber einen Zeitraum von 9 Monaten sichtbar. Wie bei M; wird auch hier ein
Anstieg der RD {iber den Werten der linken Hemisphére fiir die Regionen CG und M sichtbar.
Im Allgemeinen sind aber fiir den M,-Rezeptor die Auswirkungen der BoNT-A-Injektion
deutlich geringer als fiir den M,-Rezeptor (Abb. 19 Anhang). Der Antagonist [*H]-AF-DX
384 des Rezeptors zeigt ebenfalls eine zeitlich abhéngige Zunahme der RD iiber 9 Monate in
allen Hirnarealen, die auch hier in den kortikalen Arealen die Werte der linken Hemisphére
ibersteigen (Abb. 20 Anhang). Der Ms-Rezeptor zeigt dhnliche Ergebnisse wie der Agonist
von M,. Fir die meisten Areale sind leichte Zunahmen der RD zu verzeichnen. Besonders
ausgepragte Steigerungen der RD, die auch hier die kontralateralen Werte iibersteigen, sind in
M, S, SN, CG und GP zu verzeichnen (Abb. 21 Anhang). Demnach hebt eine Injektion von

BoNT-A den Lisionseffekt im Striatum fiir alle M-Rezeptoren zumindest teilweise auf.

In diesem Zusammenhang muss diskutiert werden, wie der neurodestruktiver Effekt infolge
BoNT-A-Applikation mit dem hier festgestellten Wiederanstieg der RD im Zusammenhang
steht. Eine zentrale Bedeutung in der Aufklidrung dieser Ergebnisse kommt dabei den bereits
beschriebenen pathophysiologischen Verdnderungen im Striatum mit Entwicklung eines
hypercholinergen = Ungleichgewichts infolge dopaminerger Deafferenzierung auf
Transmitterebene zu. In einem Hirnareal, fiir das nach neuronaler Deafferenzierung und
dopaminerger Entkopplung eine enthemmte und {ibermiBige Freisetzung von ACh
beschrieben ist, kann eine antagonisten-/agonisteninduzierte Rezeptor-Downregulation
angenommen werden, zumal dieser pharmakodynamische Mechanismus weithin beschrieben
ist (DeBoer et al., 1993; Rakovska et al., 2003; Spehlmann and Stahl, 1976). Fryer et al.
postulieren dazu eine mogliche Interaktion von BoNT-A mit diversen Proteinen und
Signalwegen der mAch-Rezeptorsubtypen, die einen Anstieg der RD bewirken kénnen (Fryer
et al., 2012). BoNT-A konnte hier iiber eine Hemmung der Freisetzung von Ach aus
neuronalen Strukturen des Striatums ansetzen und unter konsekutiver Abnahme der Ach-

Konzentration einer Rezeptor-Downregulation entgegenwirken.

Ein besonderes Augenmerk gilt auch den striatalen Interneuronen, die trotz ihres geringen
Anteils von nur 1-2% der Gesamtneuronenzahl im Striatum, mafBgeblich an der hohen
striatalen Ach-Konzentration beteiligt sind. Wie bereits erwdhnt, nutzt BONT-A das Protein

SV2, welches zur Aufnahme des Toxins in die Nervenzelle bendtigt wird. Der Subtyp C
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dieses Proteins soll nach Brosig im Striatum u.a. auf CIN, nicht aber auf GABAergen
Interneuronen exprimiert sein. Demnach stellt das Vorhandensein von SV2C auf den
malgeblich an der Acetylcholinhomoostase beteiligten CIN des Striatums einen idealen
Angriffspunkt fiir BoONT-A dar (Brosig, 2014). Die Vorstellung einer damit verbundenen
Abnahme der Ach-Konzentration und konsekutiver Hochregulation von mACh-Rezeptoren
erscheint demnach eine plausible Erklarung. Bestédtigung konnte diese Annahme in einer von
unserer Arbeitsgruppe bereits publizierten Untersuchung an ebenfalls mit BoNT-A -

hemildsionierten Ratten finden (Antipova et al., 2017; Wree et al., 2011).

Weiterhin zeigen Autoren in Versuchen mit BONT-A zur Interaktion mit mAch-Rezeptoren
Schwellungen in Bereich der synaptischen Terminale, die als Verlust zytoskelettaler Integritit
gesehen wurden (Berliocchi et al.,, 2005). Derartige Auftreibungen in den Nervenzellen
konnten auch von Antipova et al. beschrieben werden, allerdings ohne Hinweise auf
neuronale Schiden oder einen Zelltod infolge von BoNT-A, die zudem spiter mit weiteren
Ergebnissen von Antipova und Mehlan et al. widerlegt wurden (Antipova et al., 2013; Mehlan
et al.,, 2016). Das in diesem komplexen Zusammenhang neben mAch-Rezeptor auch
Rezeptoren anderer Transmittersysteme wie z.B. Dlund D2 involviert sind, zeigt auch eine
kiirzlich publizierte Arbeit. So fiihrt BoNT-A iiber die Reduktion pathologisch erhohter
Rezeptoren vom Subtyp D2 im Hemiparkinson-Modell der Ratte zur Normalisierung der RD
auf Kontrollniveau und damit zu einer Verbesserung der motorischen Eigenschaften der

Versuchstiere in Verhaltensuntersuchungen (Wedekind et al., 2018).

Das differentielle Ergebnis von striataler BONT-A Anwendung auf Ach-RD kann interpretiert
werden als weiterer Hinweis darauf, dass die Dichten von mAch-Rezeptoren durch die
Verfiigbarkeit ihrer Transmitter reguliert werden (Hefco et al., 2004; Sivam et al., 1983).
Quantifizierung der RD von mAch- und nAch-Rezeptoren liefern Hinweise darauf, dass die
cholinerge Ubertragung eine signifikante Auswirkung auf die klinischen Symptome, die mit
der Dopamin-Depletion verbunden sind, hat (Lindefors and Ungerstedt, 1990). Mit Blick auf
eine zukiinftige weiterfiihrende Erprobung ist zudem hervorzuheben, dass bisher keine
zentralen oder peripheren Nebenwirkungen bei der intrazerebralen Anwendung von BoNT-A

beobachtet werden konnten (Antipova et al., 2017; Wedekind et al., 2018; Wree et al., 2011).

4.5 Rezeptordichten der LB Ratten fiir glutamerge Rezeptoren

Fiir alle drei Rezeptoren wurden keine signifikanten Verdnderungen festgestellt.
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Kainat-Rezeptor

Auf die einzelnen Hirnareale bezogen fand man fiir den Kainat-Rezeptor flir nahezu alle
Hirnareale einen Anstieg der RD, der sich nach 9 Monaten wieder den kontralateralen Werten
anndhert. Ausnahmen waren die Areale S und M, in denen der positive Effekt des BONT-A zu
Beginn (3Monate) stirker sichtbar war und sich iiber 9 Monate Uberlebenszeit der Ratten
wieder reduzierte (Abb. 22 Anhang). Es zeigt sich, dass BoONT-A den 6-OHDA bedingten
leichten Anstieg der Kainat-Rezeptoren mit der Zeit teilweise authebt. Scheinbar fiihrte
BoNT-A damit zu einer Normalisierung der RD in nicht-dopaminergen Strukturen, da die
dopaminergen Terminale im Hemiparkinson nicht mehr existieren. Zudem kann die
Herunterregulierung des Rezeptors durch BONT-A im 6-OHDA-geschédigten Rattenhirn eine
kompensatorische Reaktion auf iiberaktive glutamerge Inputs nach nigrostriataler Dopamin-
Denervierung sein. Genaue Ursachen fiir die Interaktion des BoNT-A mit Kainat sind bislang
in der Literatur nicht beschrieben. Diese Arbeit zeigt lediglich, dass BONT-A einen positiven
Effekt auf die RD hat, der sich mdglicherweise auch auf motorische Symptome MP-

Erkrankter (Lern- und Gedéchtnisprozesse) duflern kann.

Fiir diesen Rezeptor liegen nach aktuellem Kenntnisstand keine vergleichbaren Arbeiten vor,
die sich mit therapeutisch bedingten Verdnderungen, durch L-Dopa, BoNT-A,

Acetylcholinesterasehemmer oder dhnlichem beschéftigen.
mGlu 2/3-Rezeptor

Fiir den mGlu 2/3-Rezeptor sind Unterschiede in der Reaktion der einzelnen Hirnareale auf
die Applikation von BoNT-A erkennbar. So sieht man fiir die Regionen S, CA1 und CA3 eine
anhaltende Verbesserung der RD in Richtung Kontrollwerte iiber die gesamten 9 Monate.
Dagegen sinken die positiven Auswirkungen des BoNT-A iiber die Zeit von 9 Monaten in

allen anderen Arealen (Abb. 23 Anhang).

Wie genau BoNT-A nun die Verdnderung der RD bewirkt, ldsst sich auch hier nach aktuellem
Wissenstand nicht genau sagen. In dieser Arbeit wird lediglich gezeigt, dass BoNT-A
unterschiedliche positive Wirkungen auf die einzelnen Hirnareale hat, die insgesamt auch hier
das Krankheitsbild des MP positiv beeinflussen konnen. Es besteht auch hier der Verdacht,
dass BoNT-A im 6-OHDA-geschidigten Rattenhirn den Rezeptor als eine kompensatorische
Reaktion auf die iiberaktiven glutamergen Inputs nach nigrostriataler Dopamin-Denervierung

herunterreguliert.
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Einen therapeutischen Ansatz filir die metabotropen Rezeptor beschreiben u.a. Johnson et al.
(Johnson et al., 2009). Sie postulieren, dass die aktivierten, prasynaptisch exprimierten mGlu
2-Rezeptoren an kortikostriatalen Synapsen die Aktivitit des indirekten Signalweges
reduzieren und dadurch mdoglicherweise die motorischen Defizite umkehren koénnen.
Interessanterweise ist die Wirksamkeit von LY 379/268 (Antagonist) bei der Verringerung
der kortikostriatalen Ubertragung in 6-OHDA-lisionierten Ratten erhoht und dieser Effekt
wird durch eine chronische L-Dopa-Verabreichung aufgehoben. MGlu 3-Rezeptoren werden
prasynaptisch an mehreren Synapsen innerhalb der Basalganglien exprimiert, was darauf
hindeutet, dass ihre Aktivierung die Ubertragung an diesen Synapsen modulieren kann.
Befunde legen nahe, dass die Aktivierung eines oder mehrerer mGlu 3-Rezeptoren die
motorischen Symptome von MP lindern kann, indem entweder die Gesamtaktivitidt des

indirekten Wegs oder die STN-Aktivitét direkt reduziert wird (Johnson et al., 2009).
NMDA-Rezeptor

Der NMDA-Rezeptor zeigt unterschiedliche Reaktionen des BoNT-A auf die RD fiir die
einzelnen Hirnareale. In allen Regionen ist eine positive Verdnderung der RD in Richtung der
Werte der linken Hemisphére erkennbar. So ist fiir die Areale CPu, S und M eine konstante
Verbesserung iiber 9 Monate festzustellen. In den {ibrigen Arealen sicht man in den ersten 6

Monaten eine anhaltende Verbesserung der RD. Ab dem 9. Monat verliert sich dann dort die

Wirkung des BONT-A (Abb. 24 Anhang).

Wie genau BoNT-A nun die Verdnderung der RD bewirkt, ldsst sich auch hier nach aktuellem
Wissenstand nicht genau sagen. Johnson et al. beschrieben, dass Antagonisten des Rezeptors
Antiparkinson-Wirkungen iiber die Reduktion der Ach-Freisetzung aus striatalen cholinergen
Interneuronen, die wiederum die Glutamat-Freisetzung regulieren, zeigen konnen. Da auch
BoNT-A dem striatalen Hypercholinismus entgegenwirkt, wire der Effekt d&hnlich und die RD
konnte iiber die Regulierung der Transmitter-Freisetzung des Ach bestimmt werden (Johnson

et al., 2009).

Vergleichende Therapien mit z.B. L-Dopa-Behandlung erhéhte die spezifische Bindung von
NMDA-Rezeptoren in den Basalganglien (mittels Autoradiographie an MPTP Affen mit den
NMDA-Ligand RO 25 6981 und den mGlu 2/3-Ligand LY 341495) (Jourdain et al., 2015).

Dass speziell auch die NMDA-Rezeptor-Antagonisten ebenfalls Antiparkinson Wirkung

haben, wird nach Direktstelleninfusionen in mehrere Basalganglienkerne von Nagern
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einschlieBlich des Striatum und SNpr beobachtet. So wird darauf hingedeutet, dass die
Blockierung der NMDA-Rezeptor-Aktivitit im Striatum, im indirekten Signalweg und in den
Ausgangskernen der Basalganglien alle zu den Antiparkinsonwirkungen bei MP beitragen

konnen (Johnson et al., 2009).

He et al. fanden in seinen Studien des MP-Tiermodell mit MPTP heraus, dass das Toxin zu
keiner Verdnderungen fiihrte, aber die Verabreichung von L-Dopa entweder an nicht-
lasionierte oder 1-MPTP-behandelte Affen zu einer signifikanten Abnahme der [*H]-MK-
801-Bindung im CPu fiihrte. Die Daten zeigen, dass auch das Therapeutikum L-Dopa eine
modulatorische Wirkung auf das striatale glutamerge System ausiibt (He et al., 2000).

Auch Dunah et al. haben die Haufigkeit von NMDA-Rezeptor-Untereinheiten im 6-OHDA-
Lasionsmodell (MVB) des MP untersucht. Im l4sionierten Striatum war die RD im Vergleich
zum nicht-ldsionierten Striatum auf 68% bzw. 62% verringert. Die chronische Behandlung
von ldsionierten Ratten mit L-Dopa normalisierte die Verdnderungen in der Haufigkeit und

Untereinheitszusammensetzung der NMDA-Rezeptoren in striatalen Membranen (Dunah et

al., 2000).

4.6 Therapeutisches Potential der intrastriatalen BoONT-A-Injektion

Mit dieser Arbeit konnte das therapeutische Potential einer BoONT-A Applikation weiter
erforscht werden. Neben den Effekten im CPu, wie sie u.a. von Antipova, Mehlan und Wree
et al. im Apomorphin-induzierten Rotationstest beschrieben wurden, konnten auch
Verdanderungen nach BoNT-A Applikation in weiteren Hirnarealen der Ratte mittels
Rezeptorautoradiographie erforscht werden (Antipova et al., 2013; Mehlan et al., 2016; Wree
et al., 2011). Trotz der erkennbaren Verbesserung der RD nach BoNT-A-Injektion (siehe
Kapitel 4.4 und 4.5) kann man nur sagen, dass BoNT-A auf die RD in den einzelnen Arealen
wirkt. Wie Komplex die Wirkung ist, insbesondere auf andere Rezeptoren des ZNS bezogen,
lasst diese Promotionsarbeit nur in gewisser Weise erahnen. Auch iiber dessen genauen

molekularen Mechanismen kann zum derzeitigen Zeitpunkt nur spekuliert werden.

Zudem beschreibt Wree et al. (Wree et al., 2011), dass das BoNT-A zur rein symptomatischen
Behandlung des MP geeignet ist, aber nicht die Probleme der Demenz und

Wesensveranderung, die mit dieser Krankheit in spiteren Stadien einhergehen aufhalten kann.
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4.7 Evaluierung der Methode

Das 6-OHDA-Hemiparkinson-Modell der Ratte ist eines der am hdufigsten verwendeten
Tiermodelle zur Veranschaulichung der Parkinson-Symptome. Allerdings lassen sich in
diesem Modell nur rein striatale Verdnderungen nach 6-OHDA-Injektion sowie BoNT-A-
Applikation darstellen. Dies ist der Progressivitit zu verschulden, welche besagt, dass
Neurotoxin-induzierte Modelle nur offensichtliche Regionen wie die SNpc und das Striatum
beriicksichtigen, jedoch andere neuronale Systeme des Rattenhirn nicht (VTA, rostrale
Region, primir motorische und somatosensorische Kortex sowie nicht dopaminerge Neuronen
SNpc). Grund dafiir ist die begrenzte Fihigkeit des 6-OHDA nur dopaminerge und
noradrenerge Neurone zu degenerieren (Ungerstedt, 1968). Diese Arten von Neurone sind
besonders anfillig fiir 6-OHDA, da ihre Plasmamembrantransporter eine hohe Affinitét fiir
dieses Molekiil aufweisen (Luthman et al., 1989). Fiir diese Arbeit war dieses isolierte
Betrachten der Verdanderung der RD allerdings vom Vorteil, da man so zunéchst die rein
Dopamin-induzierte Verdnderungen ermitteln und auswerten konnte. Mochte man in weiteren
Forschungen auch Auswirkungen auf andere (nicht dopaminerge, aber vom MP betroffene)
Areale wie den Nucleus basalis Meynert erhalten, so kann man z.B. das Verfahren mit
Ibotensdure verwenden (Kato et al., 1999). Eine weitere Grenze des Modells, besonders im
Bezug auf MP, ist das Fehlen der Lewy-Korperchen, die beim menschlichen MP-Erkrankten

eine entscheidende Rolle besitzen.

Fiir die gesamte Forschung wurden 124 Versuchstiere vermessen. Fiir die Kontrollgruppe
wurden fiir jeden Rezeptor 7 Tiere a 7 Hirnschnitte vermessen. Fiir die Gruppe LB waren es
33 Tiere a 7 Schnitte und fiir die Gruppe LV 14 Tiere a 7 Schnitte je Rezeptor. In dieser
Arbeit wurden insgesamt 8 verschiedene Rezeptoren ausgewertet. Das ergibt somit 378
Schnittbilder fiir jeden der 8 Rezeptoren, was fiir eine angemessene Aussagekraft und
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse ausreichend war, da die Zahl der Versuchstiere fiir eben
diese Forderungen durch standardisierte Tierversuche reduziert werden konnte (einheitlich

endo- und exogene Faktoren in der Haltung).

Wie weiterhin in den Ergebnissen ersichtlich ist, waren die meisten interhemisphérischen
Differenzen nicht signifikant. Die dortigen Differenzen (interhemisphérisch und zwischen den
Versuchsgruppen) lagen zumeist um 1-3% was fiir eine gleichméBige, reproduzierbare Arbeit
spricht. Die Methode ist damit valide. Die Erwartungen an den Ergebnissen wurden erfiillt. Es
wurde kein signifikanter Einfluss der Injektion einer Vehikellosung gefunden und die

Applikation des BONT-A hatte in den aller meisten Arealen einen positiven Effekt.
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4.8 Ausblick

Mit dieser Arbeit konnte ein weitere Grundstein in der Erforschung der Ursache des MP auf
neuronaler Rezeptorebene gelegt werden. So wurde gezeigt, dass die Injektion des 6-OHDA
malgeblich die RD der nAch-Rezeptoren beeinflusst. Auch in den {ibrigen acetylcholinergen
und glutamergen Rezeptoren konnte eine kleine Differenz festgestellt werden, die im direkten
und indirekten Zusammenhang mit dem Untergang dopaminerger Neurone steht. Dass die
Applikation einer Vehikellosung keine Auswirkungen auf die RD hat, konnte mit der
Versuchsgruppe LV bestitigt werden. Weiterhin konnte ein positiver Effekt des BONT-A auf
die RD der ldsionierten Hemisphire ausgemacht werden, der sich auch hier besonders stark
fiir den nAch-Rezeptor zeigte. Somit kann der von den Autoren vermutete positive Effekt des
BoNT-A auf die motorischen Verhaltensdnderungen der Versuchstiere auf Grund einer

Verdnderung des Rezeptorbesatzes im Ratten-Kortex als mogliche Ursache bestétigt werden.

Es ist vorgesehen, die Versuche auch an weiteren Versuchstieren, u.a. Mausen fortzufiihren,
um artspezifische RD-Verdnderungen auszuschlieBen und die Ergebnisse spidter auf dem
Menschen iibertragen zu konnen. Zudem ist es auch sinnvoll, andere Tiermodelle zu
verwenden, die sich nicht ausschlieBlich auf dem Untergang dopaminerger Neurone im
nigrostriatalen Trakt beschridnken. In diesem Zusammenhang wire auch eine Applikation
eines Blut-Hirn-Schranke-géngigen Acetylcholinesteraseblockers denkbar (wie von einigen
Autoren verwendet), der auch den cholinergen Mechanismus im Zusammenhang mit BoNT-A
weiter beschreiben konnte. Daran sollte sich dann eine Forschungsreihe mit dem

Primatenmodell fir MP anschlieB3en.

Ebenfalls von Interesse sind andere Neurotransmitter-Rezeptoren. Um die Rezeptor-
vermittelte BoNT-A Wirkung umfassend zu charakterisieren, benotigt man neben den
Verdnderungen von Glutamat- und Ach-Rezeptoren auch die Verdnderungen in den RD
weiterer Rezeptoren, wie z.B. Dopamin, Noradrenalin und Serotonin und GABA-Rezeptoren.
Auch die Untersuchung der intrastriatalen BoNT-A-Behandlung in genetisch modifizierten
Mauselinien, welche spontan ein parkinsondhnliches Syndrom aufgrund fortschreitender

Neurodegeneration ausbilden, wire von Interesse.
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5. Zusammenfassung
Bisher sind wenig Kenntnisse iiber die Entstehung des idiopathischen Morbus Parkinson,

besonders auf neurologischer Rezeptor-Ebene, bekannt. Mit einer Inzidenz von bis zu
100.000 Neuerkrankungen pro Jahr ist Morbus Parkinson eine der hdufigsten neurologischen
Erkrankungen unserer Zivilisation. Fiir die hdufigste Therapie mit Levodopa besteht immer
noch die Problematik schwerwiegender langfristiger Nebenwirkungen mit der Entwicklung
von Wirkungsfluktuationen und Levodopa induzierten Dyskinesen. Auch andere Therapien
behandeln lediglich die Symptome. Ein von uns experimentell entwickelter Therapieansatz
mit Botulinum-Neurotoxin-A stellt die Frage, ob dieses Neurotoxin den pathologischen
Hypercholinismus bei Morbus Parkinson entgegenwirken kann und so eine potentielle neue
Therapieform darstellt. Dafiir ist es aber zundchst duBlert wichtig, weitere Fortschritte im
Verstindnis der pathophysiologischen Mechanismen der Erkrankung zu erzielen und die

Ursachen der Erkrankung auf neurologischer Rezeptorebene zu untersuchen.

Mit der vorliegende Arbeit sollen die Verdnderungen der Rezeptordichten fiir Acetylcholin
und Glutamat-Rezeptoren nach intrazerebral applizierten BoNT-A und sham-BoNT im
Hemiparkinson-Modell der Ratte untersucht werden. Dazu erfolgt unter Verwendung der
graphischen Analysesoftware MCIDm Analysis die Auswertung autoradiographisch erfasster
Hirnareale im Rattenhirn. Die entsprechenden Injektionsexperimente und die Erstellung der
Autoradiogramme unter Nutzung der Radioliganden [*H]-Epibatidin (nAch), [*H]-Pirenzipin
(Mh), [*H]-Oxotremorin (M2, Agonist), [*H]-AF-DX 384 (M2, Antagonist), [*H]-4-Damp (M),
[*H]-Kainat (Kainat), [*H]-LY 341/496 (mGlu 2/3) und [*H]-MK 801 (NMDA) erfolgten
dabei im Vorfeld dieser Promotionsarbeit von den Mitarbeiter/Innen des Institutes fiir
Neurowissenschaften und Medizin am Forschungszentrum Jilich und am Institut fiir

Anatomie der Universitatsmedizin Rostock.

Mit dieser Dissertation sollte explizit ermittelt werden, ob eine unilaterale Injektion von 6-
Hydroxydopamin in das rechte mediale Vorderhinbiindel der Ratte die autoradiographisch mit
entsprechenden Liganden gemessene ipsilaterale Rezeptordichte striataler Acetylcholin- und
Glutamat-Rezeptoren verdndert. Dazu sollte untersucht werden, ob die operative,
intrazerebrale Applikation einer Vehikellosung (sham-Botulinum-Neurotoxin) Auswirkungen
auf die Verdnderung der Rezeptordichte der Hemiparkinson-Ratten hat. Zuletzt, im Hinblick
auf eine mogliche Therapieoption muss geklart werden, ob die aufeinander folgende Injektion

von 6-Hydroxydopamin in das rechte mediale Vorderhirnbiindel und Botulinum-Neurotoxin-
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A in das rechte Striatum die Rezeptordichte der striatalen Rezeptoren moduliert und ob

hierbei zeitliche Verdanderungen (iiber einen Zeitraum von 9 Monate) erkennbar sind.

Die Injektion der Vehikellosung ergab fiir alle hier verwendeten Rezeptoren keine
Auswirkungen auf die Dichtewerte. Somit konnte davon ausgegangen werden, dass alle
Verianderungen auf Rezeptor-Ebene auf die Wirkung des Toxins zuriickzufiihren sind. Die
Injektion des Toxins bewirkte fiir die nikotinischen Acetylcholin-Rezeptoren eine signifikante
Verringerung der Dichte, insbesondere im Caudatus-Putamen-Komplex und im Nucleus
accumbens. Fiir die Muskarin-Rezeptoren wurden &hnliche, nicht signifikante Ergebnisse
ermittelt. Im Kainat-Rezeptor wurde nur fiir die kortikalen Arealen eine nicht signifikante
Steigerung der Rezeptordichten gefunden. Ahnlich verhielt sich dies auch fiir die
metabotropen Glutamat-Rezeptor 2 und 3 und fiir den NMDA-Rezeptor.

Im Hemiparkinson-Modell konnte nach Therapie mit Botulinum-Neurotoxin-A eine teils
signifikante Verbesserung der Rezeptordichten fiir die Acetylcholin-Rezeptoren ermittelt
werden. Das betrifft hier besonders den Caudatus-Putamen-Komplex und den Nucleus
accumbens des nikotinischen Acetylcholin-Rezeptors. Dabei ist fiir alle Areale beim
nikotinischen Acetylcholin-Rezeptor direkt zu Beginn ein starker Effekt des Botulinum-
Neurotoxin-A zu verzeichnen, wihrend bei den Muskarin-Rezeptoren ein zeitlich abhéngiger
Anstieg in den Regionen ermittelt wurde. Die Auswirkungen auf die Glutamat-Rezeptoren
waren in den Hirnarealen unterschiedlich. So kann man zwar fiir diese Rezeptoren
zusammenfassend sagen, dass Botulinum-Neurotoxin-A immer eine leichte Verbesserung der

Rezeptordichte zeigte, diese jedoch teils auch erst nach 9 Monaten auftrat.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestitigen und vervollstindigen die Auswirkungen
dopaminerger Depletion infolge der Parkinson-Erkrankung auf die Rezeptordichte in den
verschiedenen Hirnarealen des Rattenkortex fiir unterschiedliche Rezeptoren. Des weiteren
verstarken sie die bestehende These, dass eine intrastriatale Applikation von Botulinum-
Neurotoxin-A geeignet sein kann, neurologische Verdnderungen auf Rezeptor-Ebene
abzuschwichen und somit moglicherweise auch die motorischen Symptome des Morbus
Parkinson beim Menschen zu therapieren. Eine Wiederholung der Experimente fiir weitere
Rezeptoren und Versuchstiere ist notwendig, um weitere Hinweise auf die komplexen
pathophysiologischen Mechanismen auf neurologischer Rezeptorebene zu bekommen und um
weiterhin aus den Ergebnissen dieser Arbeiten entscheidende klinisch-therapeutische

Konsequenzen mit Folgen fiir die Therapie des Morbus Parkinson ziehen zu konnen.
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7. Anhang

7.1 Tabellenanhang

Anhang

Tabelle 3: Zusammenfassung der mittleren RD (MW) pro Fliche der einzelnen Hirnareale fiir alle

analysierten Rezeptoren

Angabe in fmol/mg Protein + SD (Standardabweichung) fiir die Versuchsgruppen: Kontrollgruppe (K),

Hemiparkinson-Ratte mit BONT-A (LB) und Hemiparkinson-Ratte mit Vehikel (LV) jeweils fiir die rechte und

linke Hemisphére. Mit Sternchen markiert sind die Werte der Areale, die unter 200 fmol/mg liegen und in dieser

Arbeit aufgrund starker Abweichungen nicht weiter beschrieben werden.

Rezeptor Hirn- | MW K | MW K 'MW LB MW LB|MW LV MW LV
areal | rechts links rechts links rechts links
nAch  ([’H]- | AcB | 376+29 378+41 176+37 329447 140443 301+36
Epibatidin) CAl* | 67£10 7149 17+8.4 18+8,3 18+8,6 19,9+10
CG 464+41 474+40 348+51 406+52 323444 386146
CPu | 378+19 389+31 158+24 328430 129422 314424
DG* | 129412 135+16 174+24 174425 179426 176+26
Fr 708+82 742+77 845+154 858+170 813+172 863+213
GP* 152425 139+31 70420 94+21 69+17 1004£21
LHB | 306+25 318+48 263+53 296+49 276+62 305+48
M 383425 405+31 311+46 348+44 28635 328+36
MHB | 3125+380 31794524 | 21474314 22344349 | 21354258 2218+317
S 340+36 343+26 271+38 294434 272428 285+22
M, (PHJ- | AcB | 4478+2153 | 4328+2020 | 45611397 | 4604+1404 | 4340+1607 | 4379+1659
Pirenzipin) CAl | 459442366 | 445842168 | 5253+1509 | 5139+143 5063+1644 | 5020+1507
CG 2429+1196 | 2468+1237 | 28394827 | 2688+745 2388+701 22944700
CPu | 3037+1431 | 3081+1420 | 2899+827 30714891 24284837 2633£913
DG 430942236 | 4298+2187 | 4902+1465 | 4787+1424 | 4807+1616 | 4743+1570
GP* | 240478 231483 215456 198+74 194447 130441
M 2726+1313 | 2591+1171 | 30214854 | 2690+698 | 2279+784 | 2121+642
S 2265+1084 | 2004+863 2661£776 | 2316+561 24304722 1939+460
M, (PH]- | AcB | 762+72 723+59 787£79 778+67 720+46 713448
Oxotremorin- | CAl | 677494 664+83 864+148 849+123 798+154 789+140
M) CG 1096+83 1103+83 1265+112 1197+115 1064+98 1048+112
CPu | 931+108 878+77 88684 928+84 817+86 857+89
DG 431+63 435+59 461445 465+41 450+45 457+46
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GP* 71+8 64+4 78425 76+30 73+25 70+30
M 1244+129 1207+121 1458+155 1316x143 1246+153 1172150
S 1351162 1244+117 1349+154 1341£129 1259+127 1212+144
SN 307+48 295+39 387+65 402+49 339+50 368+36
M, ([3H]-AF AcB 3539+264 3347+287 2376+456 2636519 2686+236 2876166
DX 384) CAl 1869+430 1865+438 19234260 1873+£230 1859+229 1825+139
CG 1777191 1838+164 1808+196 1712166 1711157 1727+163
CPu 3586+333 3528+297 24204243 2827+160 25234227 2945+138
DG 11234235 1158+251 1059+141 1054+141 10804163 1077£149
GP* 135+22 148+26 114+19 124+19 136+22 138+17
M 2014+197 1886+195 1867+224 1712157 1702+182 1629+144
S 2108+178 1738+130 1799+192 1596+139 17924157 1501+140
SN 345425 351£39 286+39 334446 263+37 327449
M; ([3H]-4- AcB 82911182 | 77391026 | 5450+£1004 | 5458+935 61531081 | 6101£862
Damp) CAl 8456+1858 | 8349+1685 | 6796+983 66211011 | 6899+984 6837+982
CG 5185+600 5049+656 5079+833 4828+180 48794851 4913+882
CPu 6912+672 6850+659 4713+£587 4861+596 5101+£656 5178671
DG 7460+£1860 | 72861763 | 5808+923 5805+985 62544951 6220+£1037
GP 626+62 620+64 398+71 363+588 410492 386477
M 6573+£1584 | 63021377 | 5682+935 5310+846 53264908 5211901
S 6081+1310 | 57561235 | 4753+800 4307+623 4931+732 4475+574
SN 327+£50 324447 367+83 437+118 390+77 490+123
(’H]-Kainat) | CA1 | 438+68 455451 437455 420+53 435+43 424144
CG 1131+44 1168+68 988+144 985+140 1012+105 994+107
CPu 1196489 1196+102 1091£111 1114£111 1140482 1134+64
DG 761104 802+87 810+100 777+92 802+75 783456
GP 216+24 229+19 223447 233443 226439 244433
M 1104+95 1074+89 1081150 1018+123 1066102 968482
S 824+80 827+80 921+£103 861+123 902+83 829+141
CA3 1105107 1227+112 1110£109 1101£111 1145+94 1138+84
mGlu2/3 ([*H]- | AcB 3422+740 32364393 3276+854 31724622 31734531 3172+£582
LY 341/495) CAl 3617+418 3645+432 3065+403 3013+412 3121+£385 3145+513
CG 43144441 4301£330 4556+507 4518+477 43514406 4353+487
CPu 3415+£516 3386+519 3213+£370 39514293 3105+£295 3007290
DG 4300+622 4115+526 3812+412 39134482 3956+496 4088+646
GP 1471£321 13524250 978+145 11894223 1053491 1209+183
M 5081+497 4815+£704 4208+535 4048+417 4008+392 3746+£326
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S 5290+620 52034927 4404+573 4029+672 4619+460 34364516
CA3 | 28354495 2783+408 2408+298 23844280 2507+288 2461£337
INMDA | AcB | 15976132 | 1565£55 | 15465142 | 1513140 | 166A+161 | 16265177 |
(PH]-MK-801) | CAl | 3222+131 31954143 3341+199 33374202 3488+183 34854251
CG 19184106 1968+145 1933+161 18984158 20994196 2002+171
CPu 1194485 1186+48 1025+61 1071+62 1159471 1169473
DG 2786+88 2761+127 27424151 2754+143 2938+125 2946+146
GP* 231435 228428 151441 159432 212431 209422
M 1960+127 1890+196 1759+140 1747107 1899+178 1815+120
S 1770+£118 1678+155 1839+155 1680+143 2092+233 1781£177
CA3 1893+92 1845+92 1975+123 1938+131 2112493 2075+130

Tabelle 4: Autoradiographisch bestimmte RD fiir den nAch-Rezeptor aus publizierter Literatur und den

eigenen Ergebnissen im Vergleich und Uberblick fiir die Versuchsgruppe K

Hirnareal | Gruppe K | (Bauer et al., | (Palomero- (Haghir et al., | (Cremer et al.,
in 2005) Gallagher et al., | 2009) 2015)
fmol/mg Kontrolle in | 2008) Kontrolle in | Kontrolle in | Kontrolle in

fmol/mg fmol/mg fmol/mg fmol/mg

CPu 378 457 94 125 558

CAl 67 45 - 39 229

DG 129 208 - 59 273

CG 464 578 - - -

Fr 708 460 - - -

AcB 376 398 86 - -

GP 152 - 32 - -

Tabelle S: Autoradiographisch bestimmte RD fiir die mAch-Rezeptoren aus publizierter Literatur und

den eigenen Ergebnissen im Vergleich und Uberblick fiir die Versuchsgruppe K

Rezeptor Hirnareal | Gruppe | (Bauer et | (Palomero- (Haghir et | (Cremer et
K in | al., 2005) | Gallagher et | al., 2009) | al., 2015)
fmol/mg | Kontrolle al., 2008) | Kontrolle Kontrolle

in fmol/mg | Kontrolle in | in fmol/mg | in fmol/mg
fmol/mg

M, (*H]- | CPu 3037 4121 432 506 7105

Pirenzipin) CAl 4594 6923 - 448 7136
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DG 4309 7628 - 518 7279
CG 2429 4754 - - -
Fr - 4666 - - -
AcB 4478 6510 546 - -
GP 240 - 45 - -
Oxotremorin) | CAl 677 - - 93 602
DG 431 - - 60 402
AcB 762 - 80 - -
GP 71 - 23 - -
M, ([’HJ-AF- | CPu 3586 4105 - - 4932
DX 384) CAl 1869 2494 - - 1100
DG 1123 1715 - - 705
CG 1777 3233 - - -
Fr - 3260 - - -
AcB 3539 4453 - - -
Damp) CA1 8456 - - 221 7518
DG 7460 - - 253 6336
AcB 8291 - 1046 - -
GP 626 - 209 - -

Tabelle 6: Ubersicht der Ergebnisse aus der publizierten Literatur fiir Verinderungen der

acetylcholinergen RD aus verschiedene Tiermodelle mit MP und menschlichen MP-Erkrankten

39% Hippocampus,
55% frontalen
Kortex)

Rezeptor- | Spezies/Modell | Uberle- | Detektions- | Ligand Effekt Quelle
Subtyp benszeit | methode
nAch menschlicher - post mortem | [*H]-Nikotin | Reduktion (Kortex, (Lange et
MP-Patient (Homo- Hippocampus), al., 1993)
genate) Unverandert (CPu)
nAch menschlicher - post mortem | ["H]- Reduktion (74% (Aubert et
MP-Patient (Scheiben) Methylcar- Striatum, 65% al., 1992)
bamylcholin | temporalen Kortex,
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nAch Menschlicher | - PET 2-[""F]-FA- | Reduktion (20% (Meyer et
MP-Patient 85380 CPU, AcB 20-40%, al., 2009)
Hippocampus 25%,
Parietallappen 50%,
Occipitallappen 25%,
Temporallappen
35%)
nAch menschlicher - post mortem | [’H]-Cytisin | Reduktion (25% (Durany et
MP-Patient Striatum) al., 2000)
nAch menschlicher - PET 2-["F] Reduktion (10% (Kas et al.,
MP-Patient Fluor-A- Striatum, 14,9% SN) | 2009)
85380
nAch Lésionierung 2Woche | Liganden- [*H]- Reduktion (50%) (Zoli et al.,
im MVB n bindungs- Epibatidin 2002)
technik
nAch Lésionierung 3 Autoradio- ["1]- Reduktion (36% (Pradhan et
im MVB Wochen | graphie Epibatidin Striatum, 25% AcB) | al., 2002)
nAch Lésionierung Unbe- Autoradio- [’H]- Reduktion (29% (Schwartz et
im MVB kannt graphie Acetylcholin | Striatum, al., 1984)
Hypothalamus)
nAch Lésionierung 3 Autoradio- [’H]- Reduktion (25-33% (Clarke and
im MVB Wochen | graphie Nikotin- Striatum, ~40% Pert, 1985)
AcB)
nAch Lésionierung 4-5 Autoradio- [1]- Reduktion (47% (Perez et al.,
im MVB Wochen | graphie Epibatidin Striatum) 2010)
nAch Lésionierung 19 Tage | Autoradio- [*H]-Nikotin | Reduktion (30% CPu | (Harfstrand
Dimesencephal graphie und AcB, 40% VTA | etal., 1987)
on-Kreuzung und SNpc)
nAch Lésionierung 4- Autoradio- ["1]- Reduktion (40-50% (Kulak et
mit MPTP Wochen | graphie Epibatidin Striatum) al., 2002)
nAch Pitx3ak Maus 4- Autoradio- [’H]- Reduktion (CPu 47%, | (Cremer et
6Monate | graphie Epibatidin Hippocampus 9-15%, | al., 2015)
DG 16%, M und S
+1-3%)
MP-Patient (Homo- Pirenzipin al., 1993)
genate)
M, menschlicher - post mortem | [*H]- Unverédndert (McOmish
MP-Patient (Scheiben) Pirenzipin etal., 2017)
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DG 12% und S 8%)

M, menschlicher - post mortem | [*H]- Reduktion (CG 30%), | (Piggott et

MP-Patient Pirenzipin Unverandert (CPu al., 2003)
und GP)

M, menschlicher - post mortem | [*H]- Unverandert (Aubert et
MP-Patient Pirenzipin al., 1992)

M, Lésionierung 1 Jahr Autoradio- [*H]- Reduktion (26% (Dawson et
im MVB graphie Pirenzipin Striatum) al., 1991)

M, Lésionierung 1 Jahr Autoradio- ['H]-QNB Reduktion (33% (Dawson et
im MVB graphie Striatum) al., 1991)

M, Lésionierung 3 Autoradio- [’H]- Unverédndert (Wang et
im MVB Wochen | graphie Pirenzipin al., 2014a)

M, Lésionierung 10-13 SPECT [*1]Iodo- Unverédndert (Knol et al.,
im MVB Tage dexetimide 2014)

M, Lésionierung 8 Autoradio- [’H]-QNB Reduktion (12-17% (Araki et al.,
im MVB Wochen | graphie Striatum) 2000)

M, Lésionierung 3 Autoradio- [*H]- Reduktion (15-29%) | (Joyce,
SN (6-OHDA) | Wochen | graphie Pirenzipin 1991)

M, Pitx3ak Maus 4-6 Autoradio- [*H]- Reduktion (CPu 17%, | (Cremer et

Monate | graphie Pirezipin Hippocampus 5-9%, al., 2015)

#

M, Menschlicher - post mortem | ["H]- Unverandert (Lange et
MP-Patient (Homo- Oxotrmero- al., 1993)
genate) rin
M, Menschlicher - post mortem | ['H]-AF-DX | Unveréndert (McOmish
MP-Patient (Scheiben) 384 etal., 2017)
M, menschlicher - post mortem | [*'H]-AF-DX | Reduktion ( 11% (Piggott et
MP-Patient 384 CPu, 12% CQG), al., 2003)
Unverindert (GP)
M, Menschlicher - post mortem | ["H]-AF-DX | Reduktion (67% (Aubert et
MP-Patient 116 Hippocampus, 55% al., 1992)
frontalen Kortex ,
39% temporalen
Kortex), Unverandert
(Thalamus und CPu)
M, Lésionierung 7-14 Autoradio- °H]- signifikante (Belleroche
der VTA (6- | Tage graphie Oxotremorin | Reduktion (AcB 9- et al., 1982)
OHDA) 15%)
M, Lésionierung 4 Autoradio- [*H]- Reduktion (frontalen | (Liskowsky
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der VTA (6- | Wochen | graphie Oxotremorin | Kortex 13%) and Potter,
OHDA) 1985)
M, Lisionierung 3 Autoradio- [’H]-NMS Reduktion (24-30% (Joyce,
SN (6-OHDA) | Wochen | graphie CPu) 1991)
M, Pitx3ak Maus 4- Autoradio- [*H]- Reduktion (CPu 19%, | (Cremer et
6Monate | graphie Oxotremorin | S 12%, SN 7% und al., 2015)
M 3%), Steigerung
(DG 5%,
Hippocampus 2%)
M, Pitx3ak Maus 4- Autoradio- [3H]-AF-DX | Steigerung (Kortex 3- | (Cremer et
6Monate | graphie 384 13%, Hippocampus al., 2015)

2-4% und SN 12%),
Unverandert (CPu)

M; Menschlicher - post mortem | [3H]-4- Zunahme (CPu und (McOmish
MP-Patient (Scheiben) Damp Broadman-Areal 9) etal., 2017)
M; Pitx3ak Maus 4- Autoradio- [3H]-4- Steigerung (Kortex (Cremer et
6Monate | graphie Damp 13-21%, CPu3% und | al., 2015)
SN 15%)
M, Lésionierung 8 Autoradio- [3H]-QNB Reduktion (12-17%) | (Araki et al.,
im MVB Wochen | graphie 2000)

Tabelle 7: Autoradiographisch bestimmte RD fiir den Kainat-Rezeptor aus publizierter Literatur und den

eigenen Ergebnissen im Vergleich und Uberblick fiir die Versuchsgruppe K

Hirnareal | Gruppe K | (Bauer et al., | (Palomero- (Haghir et al., | (Cremer et al.,
in 2005) Gallagher et al., | 2009) 2015)
fmol/mg Kontrolle in | 2008) Kontrolle in | Kontrolle in | Kontrolle in

fmol/mg fmol/mg fmol/mg fmol/mg

CPu 1196 2805 245 713 2254

CAl 438 1307 - 229 1076

DG 761 3079 - 459 1924

CG 1131 3761 - - -

CA3 1105 2534 - 469 1842

AcB 1429 3663 279 - -

GP 216 - 115 - -
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Tabelle 8: Autoradiographisch bestimmte RD fiir den mGlu 2/3-Rezeptor aus publizierter Literatur und

den eigenen Ergebnissen im Vergleich und Uberblick fiir die Versuchsgruppe K

Hirnareal | Gruppe K in | (Cremer et al., 2015) Kontrolle | (Wright et al., 2001) Kontrolle
fmol/mg in fmol/mg in fmol/mg

CPu 3415 8956 2126

CA1l 3617 4896 1940 (mit CA3)

DG 4300 8689 -

CA3 2835 3145 -

M 5081 10692 24717

S 5290 11239 -

Tabelle 9: Autoradiographisch bestimmte RD fiir den NMDA-Rezeptor aus publizierter Literatur und

den eigenen Ergebnissen im Vergleich und Uberblick fiir die Versuchsgruppe K

Hirnareal | Gruppe K | (Bauer et al., | (Palomero- (Haghir et al., | (Cremer et al.,
in 2005) Gallagher et al., | 2009) 2015)
fmol/mg Kontrolle in | 2008) Kontrolle in | Kontrolle in | Kontrolle in

fmol/mg fmol/mg fmol/mg fmol/mg

CPu 1194 1149 245 862 1493

CAl 3222 4084 - 1683 4751

DG 2786 4879 - 1682 3713

CG 1918 2783 - - -

CA3 1893 2704 - 1243

AcB 1597 2014 801 - -

GP 231 - 196 - -

Tabelle 10: Ubersicht der aus Forschungsergebnissen ermittelten striatalen Verinderungen der

glutamergen RD fiir verschiedene Tiermodelle mit MP und menschliche MP-Erkrankten

Rezeptor- Spezies/Modell | Uberle- | Detektions- Ligand Effekt Quelle

Subtyp benszeit | methode

Kainat Lasionierung 1 Woche | Autoradio- [’H]- Reduktion (11% CPu) (Tarazi et
SN (6-OHDA) graphie Kainat al., 1998)

Kainat Lasionierung 5 Autoradio- [*H]- Steigerung (20% CPu) | (Tarazi et
SN (6-OHDA) | Wochen | graphie Kainat al., 2000)

Kainat Lasionierung 1 Woche | Autoradio- [*H]- Reduktion (Striatum (Wiillner
im MVB - 3 | graphie Kainat 10%, SNpr) etal.,
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Monate 1994)
Kainat Lasionierung 4 Autoradio- [*H]- Reduktion (CPu und (Zavitsano
im MVB Wochen | graphie Kainat AcB 17%- 26%) uetal,
1996)

%

mGlu2/3 Menschlicher - post mortem [H]-LY | Reduktion (22% (Samadi et
MP-Patient 341/495 Caudatus, 30% GP), al., 2009)
mGlu2/3 Lésionierung 3 Autoradio- ['H]-LY | Steigerung (Striatum) (Picconi et
im MVB Wochen | graphie; 379/268 al., 2002)
Western Blot
mGlu2/3 Lasionierung in | 24 h | Autoradio- [’H]-LY | Zunahme (Nucleus (Jourdain
STN mit MPTP | nach graphie 341/495 caudatus und CPu), etal.,
(Affen) letzter Unverandert (lateraler 2015)
Behand- Teil Striatum)
lung
mGlu2/3 Lasionierung 1 Woche | Autoradio- [’H]- Reduktion (Wiillner
im MVB - 3 | graphie Glutamat | (Neostriatum 10%, et al.,
Monate SNpr) 1994)

#

NMDA Menschlicher - post mortem ["H]- Reduktion (Nucleus (Gerlach
MP-Patient MK-801 | Caudatus Kopf -42% et al.,
und Koérper -38%) 1996)
NMDA Lisionierung 3 Autoradio- [*H]- Reduktion (Wang et
im MVB Wochen | graphie MK-801 | (Hippocampus 22,4%, | al.,2014a)
CPu 14,1%, AcB
13,8%, CG 13,4%,
Amygdala 14,5%,
piriformer Kortex 9%)
NMDA Lisionierung 3 Autoradio- [*H]- Reduktion (37%: CG, (Betarbet
im MVB Wochen | graphie MK-801 | piriformen Kortex und | et al.,
Amygdala) 2004)
NMDA Lasionierung 48h nach | Autoradio- [’H]- Reduktion (68% bzw. (Dunah et
im MVB Verhal- | graphie DCG-IV 62% Striatum) al., 2000)
tenstest
NMDA Lasionierung 1 Woche | Autoradio- [’H]- Reduktion (Wiillner
im MVB - 3 | graphie Glutamat | (Neostriatum 10% - 13 | etal.,
Monate %, SNpr) 1994)
NMDA Lisionierung 1 Woche | Autoradio- [*H]- Reduktion (17% CPu) (Tarazi et
SN (6-OHDA) graphie MK-801 al., 1998)
NMDA Lisionierung 5 Autoradio- [*H]- Reduktion (3% CPu) (Tarazi et
SN (6-OHDA) | Wochen | graphie MK-801 al., 2000)
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NMDA Lésionierung 3 Western Blot Steigerung (Striatum) (Gan et
im MVB Wochen al., 2014)
NMDA Lasionierung in | 24 h | Autoradio- [’H]-RO | Unverindert (Jourdain
STN mit MPTP | nach graphie 25 6981 et al.,
(Affen) letzter 2015)
Behand-
lung
NMDA Lasionierung 4 Autoradio- ["1]- Unverédndert (CPu) (He et al.,
mit MPTP Monate | graphie MK-801 2000)
NMDA MPTP in |2 Autoradio- [’H]- Reduktion (57% (Wiillner
C57bl6-Méuse | Wochen | graphie Glutamat | Striatum) et al.,
1994)
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7.2 Abbildungsanhang
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Abbildung 24: Darstellung der zeitlichen Verinderung der mittleren RD fiir den Ligand [3H]-Epibatidin
des nAch-Rezeptors

Zeitraum tiber 3-9 Monate fiir die Versuchsgruppen LB und LV an Hemiparkinson-Ratten fiir alle Hirnregion

mit RD > 200 fmol/mg. Die orangen Balken repridsentieren den MW der RD der rechten (ldsionierten)

Hemisphére pro Flache und die blauen Balken stellen den MW pro Flédche fiir die RD der linken Hemisphére dar.
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Abbildung 25: Darstellung der zeitlichen Verinderung der mittleren RD fiir den Ligand [*H]-Pirenzipin
des M;-Rezeptors

Zeitraum tiber 3-9 Monate fiir die Versuchsgruppen LB und LV an Hemiparkinson-Ratten fiir alle Hirnregion
mit RD > 200 fmol/mg. Die orangen Balken repridsentieren den MW der RD der rechten (ldsionierten)

Hemisphére pro Fliche und die blauen Balken stellen den MW pro Flache fiir die RD der linken Hemisphére da.
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Abbildung 26: Darstellung der zeitlichen Verinderung der mittleren RD fiir den Ligand [‘H]-

Oxotremorin des M,-Rezeptors

Zeitraum tiber 3-9 Monate fiir die Versuchsgruppen LB und LV an Hemiparkinson-Ratten fiir alle Hirnregion
mit RD > 200 fmol/mg. Die orangen Balken repridsentieren den MW der RD der rechten (ldsionierten)

Hemisphére pro Flache und die blauen Balken stellen den MW pro Flache fiir die RD der linken Hemisphére da.
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Abbildung 27: Darstellung der zeitlichen Verinderung der mittleren RD fiir den Ligand ['H]-AF-DX-384
des M,-Rezeptors

Zeitraum tber 3-9 Monate fiir die Versuchsgruppen LB und LV an Hemiparkinson-Ratten fiir alle Hirnregion
mit RD > 200 fmol/mg. Die orangen Balken repridsentieren den MW der RD der rechten (ldsionierten)

Hemisphére pro Flache und die blauen Balken stellen den MW pro Flache fiir die RD der linken Hemisphére da.
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Abbildung 28: Darstellung der zeitlichen Veriinderung der mittleren RD fiir den Ligand [*H]-4-Damp des
M;-Rezeptors

Zeitraum tiber 3-9 Monate fiir die Versuchsgruppen LB und LV an Hemiparkinson-Ratten fiir alle Hirnregion
mit RD > 200 fmol/mg. Die orangen Balken repridsentieren den MW der RD der rechten (ldsionierten)
Hemisphére pro Flache und die blauen Balken stellen den MW pro Flédche fiir die RD der linken Hemisphére da.
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Abbildung 29: Darstellung der zeitlichen Verinderung der mittleren RD fiir den Ligand [*H]-Kainat des

Kainat-Rezeptors

Zeitraum tiber 3-9 Monate fiir die Versuchsgruppen LB und LV an Hemiparkinson-Ratten fiir alle Hirnregion
mit RD > 200 fmol/mg. Die orangen Balken repridsentieren den MW der RD der rechten (ldsionierten)

Hemisphére pro Fldche und die blauen Balken stellen den MW pro Flache fiir die RD der linken Hemisphére da.
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Abbildung 30: Darstellung der zeitlichen Verinderung der mittleren RD fiir den Ligand [*H]-LY-341/495
des mGlu2/3-Rezeptors

Zeitraum iiber 36-9 Monate fiir die Versuchsgruppen LB und LV an Hemiparkinson-Ratten fiir alle Hirnregion

mit RD > 200 fmol/mg. Die orangen Balken repridsentieren den MW der RD der rechten (ldsionierten)

Hemisphére pro Flache und die blauen Balken stellen den MW pro Fléche fiir die RD der linken Hemisphére da.
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Abbildung 31: Darstellung der zeitlichen Verinderung der mittleren RD fiir den Ligand [*’H]-MK-801 des
NMDA-Rezeptors

Zeitraum iiber 3-9 Monate fiir die Versuchsgruppen LB und LV an Hemiparkinson -Ratten fiir alle Hirnregion
mit RD > 200 fmol/mg. Die orangen Balken repridsentieren den MW der RD der rechten (ldsionierten)

Hemisphére pro Flache und die blauen Balken stellen den MW pro Fléche fiir die RD der linken Hemisphére da.
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Thesen
1.

10.

Thesen

Der idiopathische Morbus Parkinson (MP) ist eine hdufige Erkrankung des
Zentralnervensystems.

Ursachen fiir die motorischen und nicht-motorischen Stérungen sind im
Wesentlichen der ausgeprigte Verlust dopaminerger Neurone in der Substantia
nigra pars compacta und der Hypercholinismus im Striatum.

Das 6-OHDA-Hemiparkinson-Modell ~der Ratte hat sich in der
Grundlagenforschung beziiglich MP-bedingter Verdnderungen bewéhrt.
Verdnderungen der Transmitter und ihrer Rezeptoren in umschriebenen
Hirnarealen sind noch nicht abschlieend geklart.

Die Bestimmung der Dichten acetylcholinerger und glutamerger Rezeptoren in
den unterschiedlichen Regionen der Basalganglienschleife und weiteren
Hirnarealen mittels der in vitro Rezeptorautoradiographie sind Gegenstand
dieser Studie.

Uber einen mdglichen Therapieansatz mit Botulinum-Neurotoxin-A
(BoNT-A) bei intrastriataler Anwendung und dessen Effekt auf die
verschiedenen Rezeptoren in unterschiedlichen Hirnarealen ist bisher wenig
bekannt.

Fiir den nikotinischen Acetylcholinrezeptor wurde eine signifikante Reduktion
der Rezeptordichte sowohl fiir die sham-BoNT (-50%) als auch fiir die BoNT-
A (-45%) behandelten Hemiparkinson-Ratten im lédsionierten Caudatus-
Putamen-Komplex und Nucleus accumbens gefunden.

Fir die Dichte des Muskarin-1-Rezeptors wurden keine signifikanten
Verdanderungen sowohl fiir die sham-BoNT als auch fiir die BoNT-A
behandelten Hemiparkinson-Ratten gefunden.

Fir die Bindung des agonistischen und antagonistischen Liganden des
Muskarin-2-Rezeptors wurden keine signifikanten Dichteverdnderungen
sowohl fiir die sham-BoNT als auch fiir die BoNT-A behandelten
Hemiparkinson-Ratten gefunden.

Fir die Dichte des Muskarin-3-Rezeptor wurden keine signifikanten
Veridnderungen sowohl fiir die sham-BoNT als auch fiir die BoNT-A
behandelten Hemiparkinson-Ratten gefunden.

Fiir die Dichten der Glutamat-Rezeptoren (NMDA, Kainat und mGlu2/3)
wurden keine signifikanten Verdnderungen sowohl fiir die sham-BoNT als
auch fiir die BONT-A behandelten Hemiparkinson-Ratten gefunden.
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