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1. Zusammenfassung  
 

Hintergrund und Rationale 

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Prof. Andreas Wree konnte gezeigt werden, dass motorische Defizite 

in einem Hemiparkinson-Modell der Ratte durch eine Injektion von Botulinumneurotoxin-A (BoNT-A) 

in den Caudatus-Putamen-Komplex (Striatum) gemildert werden können. In dem verwendeten Modell 

führt ein Dopaminmangel im Striatum zu einer Enthemmung striataler cholinerger Interneurone, 

verbunden mit einem striatalen Hypercholinismus. BoNT-A unterdrückt dort lokal, ohne systemische 

anticholinerge Nebenwirkungen, die präsynaptische Ausschüttung von Acetylcholin. Im Rahmen der 

vorgelegten Habilitationsarbeit wurde der mögliche therapeutische Einsatz intrazerebraler BoNT-A-

Injektionen in einem Maus- und Rattenmodell vergleichend untersucht.  

 

Zielstellung 

Folgende Fragen sollten beantwortet werden: 

Führt eine intrastriatale BoNT-A-Behandlung zu einem Verlust cholinerger Interneurone im Striatum? 

Hat eine intrastriatale BoNT-A-Behandlung über das pharmakainduzierte Rotationsverhalten hinaus 

einen positiven Einfluss auf die experimentell induzierten motorischen und sensomotorischen Defizite 

im hemiparkinsonoiden Tiermodell? Lässt sich das experimentelle Therapiekonzept der intrastriatalen 

Injektion von BoNT-A von der Ratte auf die Maus übertragen? Ist eine erneute Injektion von BoNT-A 

in das Striatum möglich, nachdem die Wirkung einer ersten Behandlung abgeklungen ist und tritt 

hierbei ein erneute Besserung motorischer Defizite im Hemiparkinsonmodell ein, ohne dass die 

wiederholte BoNT-A-Behandlung gesundheitliche Schäden bei den Versuchstieren auslöst? Lässt sich 

die therapeutische Zeitspanne durch eine zweite BoNT-A-Behandlung verlängern? Hat eine zweite 

BoNT-A-Behandlung degenerative Prozesse im Gehirn zur Folge? 

 

Methoden 

Mittels stereotaktischer Operationen wurde ein Hemiparkinsonmodell generiert und BoNT-A injiziert. 

Es wurden pharmakainduzierte Rotationstests angewendet, die durch Tests der forcierten als auch der 

spontanen Motorik und der sensomotorischen Integration der Versuchstiere ergänzt wurden. Diese 

Testungen wurden zu definierten Zeitpunkten bis zu einem Jahr nach den jeweils letzten Behandlungen 

durchgeführt. 
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Im Anschluss an die Verhaltenstests wurden die Gehirne der Versuchstiere histologisch, 

immunhistochemisch, stereologisch und volumetrisch aufgearbeitet. Die striatalen Volumina und die 

Anzahl der darin enthaltenen cholinergen Interneurone sowie deren Dendritenbäume beider 

Hemisphären wurden nach unterschiedlicher Überlebenszeit aus den Gruppen der schein- und BoNT-

A-behandelten Tiere gegenübergestellt. Axonale Anschwellungen, die im Striatum nach BoNT-A-

Behandlung auftreten, wurden nach demselben Aufarbeitungsprinzip einschließlich hinsichtlich der 

Dosisabhängigkeit des applizierten BoNT-A untersucht.  

 

Ergebnisse 

Eine ipsilaterale BoNT-A-Behandlung führt im Hemiparkinsonmodell der Ratte über drei Monate 

hinweg zu einer signifikanten Reduktion des apomorphininduzierten Rotationsverhaltens. Eine 

kontralaterale BoNT-A-Injektion führt zu einer signifikanten Aufhebung eines einseitigen Neglects der 

Umwelt und zu einem wieder vermehrten Gebrauch der zuvor beeinträchtigten Vorderpfote. Eine 

wiederholte intrastriatale Injektion von BoNT-A wird von Ratten toleriert. Die zuvor abgeklungene 

dämpfende BoNT-A-Wirkung auf ein pathologisches Rotationsverhalten tritt nach erneuter 

Behandlung ausgeprägter und langanhaltender wieder ein. Vergleichende Studien mit Mäusen und 

Ratten zeigten, dass BoNT-A in beiden Spezies keine neurodegenerativen Prozesse auslöst. Nach 

striataler BoNT-A-Behandlung wurde kein Verlust striataler cholinerger Interneurone festgestellt. 

Befunde histologischer und motorischen Verhaltensstudien deuten darüber hinaus auf eine 

antidopaminerge BoNT-A -Wirkung hin. 

 

Schlussfolgerungen 

Der Nachweis positiver Effekte von intrastriatalen BoNT-A-Injektionen im murinen Parkinsonmodell, 

sowie deren gute Verträglichkeit in Ratte und Maus sprechen dafür, diese experimentelle 

Therapieoption in weiteren Studien zu untersuchen. Es sollen Messungen extrazellulärer 

Transmitterkonzentrationsänderungen durch intrastriatale BoNT-A-Behandlung mittels 

Hochleistungsflüssigkeitschromatographie zerebraler Mikrodialysate erfolgen. Hinweise auf eine 

mögliche antidopaminerge Wirkung von BoNT-A machen seinen hypothetischen Einsatz bei 

neuropsychiatrischen Erkrankungen zumindest theoretisch interessant. 
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2. Abkürzungsverzeichnis 
 

  

Abkürzung Bedeutung 

6-OHDA 6-Hydroxydopamin (OH = Hydroxygruppe) 

ACh Acetylcholin 

AChE Acetylcholinesterase 

BiVs Botulinum Neurotoxin induzierte Varikositäten 

BoNT Botulinum Neurotoxin 

ChAT Cholinacetyltransferase 

CPu Caudatus-Putamen-Komplex (Striatum eines Nagetiers) 

GABA γ-Aminobuttersäure 

GP Globus pallidus 

Gpe Globus pallidus externus 

Gpi Globus pallidus internus 

HDB horizontaler Schenkel des Diagonalen Bandes nach Broca 

HPLC high performance liquid chromatography 

IPS idiopathisches Parkinsonsyndrom 

KG Körpergewicht 

L-Dopa L-3,4-Dihydroxyphenylalanin 

LD50 mittlere letale Dosis 

LV Lateralventrikel 

MP Morbus Parkinson 

MPTP 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin 

MSN Medium spiny neuron 

MVB Mediales Vorderhirnbündel 

Ncl Nucleus 

REM rapid eye movement 

SN Substantia nigra 

SNAP-25 Synaptosomal-assoziiertes Protein-25  

SNARE soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment receptor 

SNpc Substantia nigra pars compacta 

SNpr Substantia nigra pars reticulata 

STN Subthalamic nucleus 

SV2 Synaptisches Vesikelprotein Typ 2 

TH Tyrosinhydroxylase 

U/min Umdrehungen in der Minute 

UCH-L1 Ubiquitin-Carboxy-terminale Hydrolase L1 

VAMP-2 Vesikel Assoziiertes Membranprotein-2  

VPL Nucleus ventralis posterolateralis 

ZNS Zentralnervensystem 
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4. Einleitung 
 

4.1 Parkinson 
 

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit detaillierten Untersuchungen zur Wirkung von 

intrastriatalen Applikationen von Botulinumneurotoxin-A (BoNT-A) zur experimentellen 

symptomatischen Behandlung in Tiermodellen des Morbus Parkinson (MP). 

Bei MP handelt es sich um eine neurologische Erkrankung des Zentralnervensystems, die stets 

mit Defiziten bei motorischen Fähigkeiten einhergeht (Dauer and Przedborski, 2003; Fahn and 

Sulzer, 2004). Ursächlich für den Großteil der motorischen Symptome beim MP ist die fehlende 

Wirkung von Dopamin im Striatum (CPu). Verantwortlich hierfür ist in den meisten Fällen ein 

Verlust dopaminerger Neurone in der Substantia nigra parc compacta (SNpc) (Abb.1) oder eine 

Blockade von Dopaminrezeptoren im CPu durch eine systemische Behandlung mit 

Neuroleptika (Dauer and Przedborski, 2003; Engelhardt et al., 2018; Musco et al., 2019; Wang 

et al., 2005). 

Im Vorfeld muss erwähnt werden, dass es verschiedene Formen von Parkinsonsyndromen gibt. 

Von besonders herausragender Bedeutung ist das idiopathische Parkinsonsyndrom, bei dem es 

sich um die zweithäufigste neurodegenerative Erkrankung handelt. Daneben gibt es Formen die 

familiär vererblich sind (Klein and Westenberger, 2012) sowie Parkinsonsyndrome, die durch 

die Exposition neurotoxischer Stoffe wie z.B. Rotenone, 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-

tetrahydropyridin (MPTP) oder Manganionen hervorgerufen werden (Cai et al., 2007; Dauer 

and Przedborski, 2003; Fahn and Sulzer, 2004; Kalinderi et al., 2016; Morais et al., 2009; 

Przedborski, 2017; Schober, 2004; Wang et al., 2005). Parkinsonsymptome können auch 

temporär als Nebenwirkung spezifischer medikamentöser Therapien, meist der Applikation von 

Neuroleptika, auftreten (Engelhardt et al., 2018; Musco et al., 2019; Sykes et al., 2017). 

Leitsymptome sind Tremor, Rigor, Bradykinese bzw. Akinese und posturale Instabilität. Der 

Tremor bezeichnet das Zittern distaler Extremitäten mit 4 bis zu 9 Hz. Meist tritt bei 

Parkinsonpatienten der Tremor in Ruhe auf, kann sich aber durchaus auch als Halte- und/ oder 

Aktionstremor äußern. Rigor bezeichnet Muskelsteifheit – diese betrifft bei Parkinsonpatienten 

auch die mimische Muskulatur, wodurch die Patienten durch ein ausdrucksloses Gesicht 

auffallen. Unter einer Bradykinese versteht man die Verlangsamung von Bewegungen und 
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unter einer Akinese, die vollständige Unfähigkeit, Bewegungen initiieren zu können. Besonders 

diese beiden Symptome stellen für die Patienten häufig einen großen Leidensdruck dar. Die 

posturale Instabilität bezeichnet die Beeinträchtigung der Patienten in der Aufrechten zu 

verbleiben, nachdem sie im Stand einen äußeren Bewegungsimpuls, z.B. einen Stoß, erfahren 

haben. Dieser Aspekt der parkinsonschen Erkrankung birgt eine der größten Gefahren und 

Problematiken für die Patienten, da hierdurch, im Vergleich zu Gesunden, ein erhöhtes 

Sturzrisiko besteht. Die benannten Leitsymptome müssen nicht alle auftreten und können in 

ihrer Schwere variieren (Kalia and Lang, 2015; Obeso et al., 2017; Reich and Savitt, 2019). 

Neben den vier Kardinalsymptomen gibt es eine Reihe weiterer Symptome unter denen 

Parkinson-Patienten leiden, bzw. die sie während der oder bereits vor der klinischen 

Manifestation herausbilden. Hierzu zählen unter anderem Riechstörungen, Depressionen, 

Angststörungen, Apathie, kognitive Beeinträchtigungen, Psychosen, Halluzinationen, 

Störungen des Farbsehens, Schmerzen, Schlafstörungen, Störungen des vegetativen 

Nervensystems und der Blasenfunktion (Bodis-Wollner, 2009; Herting et al., 2008; Huisman 

et al., 2004; Müller et al., 2002; Postuma et al., 2012; Schapira et al., 2017; Schrag et al., 2015). 

 

4.2 Idiopathisches Parkinsonsyndrom 

 

Die häufigste Form des MP ist das idiopathische Parkinsonsyndrom (IPS). Hier kommt es zu 

einem fortschreitenden Verlust diverser Neuronentypen innerhalb des ZNS, wobei der 

degenerative Prozess von kaudal, vom Hirnstamm ausgehend, sowie von rostral, vom Bulbus 

olfactorius ausgehend, im Gehirn voranschreitet (Braak et al., 2006; Braak and Del Tredici, 

2017; Hawkes et al., 2009). Eine besonders vulnerable Hirnregion ist hier die SNpc, wo es im 

Zuge der Erkrankung zu einem fast gänzlichen Verlust dopaminerger Neurone kommt (Abb. 

1). Sobald in der SNpc 60 – 80 % der dopaminergen Neurone untergegangen sind, treten die 

klinisch relevanten motorischen Symptome des MP zu Tage (Dauer and Przedborski, 2003; 

Marsden, 1992). 

Bei den meisten Varianten des MP ist die eigentliche Ursache unbekannt, so liegen keine klar 

abgrenzbaren Intoxikationen, pharmakologische Interventionen, mechanische Traumata, 

vaskuläre Störungen oder genetische Prädispositionen als Krankheitsursache vor. Diese 

Formen unbekannter Ursache werden als idiopathische Parkinsonsyndrom bezeichnet. Nichts 

desto trotz verdichten sich in den letzten 20 Jahren in der Fachwelt die Hinweise darauf, dass 
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eine fehlgefaltete Version des synaptischen Proteins α-Synuclein an der Pathologie des MP 

beteiligt oder gar ursächlich ist. Neuropathologisch imponieren bei verstorbenen 

Parkinsonpatienten verschiedene Neurone  in der SNpc, in der Amygdala, im Hypothalamus, 

im Cingulum, im Hippocampus und im frontotemporalen Kortex durch das Vorhandensein von 

eosinophilen Einschlusskörperchen im Zytoplasma des Somas. Diese werden als Lewy-

Körperchen bezeichnet. Ähnliche Einschlüsse befinden sich auch in deren Axonen, die dann 

als Lewy-Neuriten bezeichnet werden  (Ferrer, 2011; Ferrer et al., 2012). Die Bestandteile der 

Lewy-Körperchen und der Lewy-Neuriten sind fibrillär akkumuliertes α-Synuclein sowie 

Parkin, Ubiquitin-Carboxy-terminale Hydrolase L1 (UCH-L1), Ubiquitin, Neurofilament 

sowie eine Reihe anderer nitrierter Proteine. 

Auf Professor Braak geht die sogenannten „Dual Hit Theorie“ zurück. Diese postuliert, dass 

die Pathologie des IPS zunächst in der Peripherie beginnt und zwar im Speziellen in der 

Nasenschleimhaut sowie dem Gastrointestinaltrakt. Anschließend soll die noch unbekannte 

Noxe von der Nasenschleimhaut entlang der Fila olfactoria in den Bulbus olfactorius gelangen 

und zur Herausbildung erster Lewy-Körperchen führen. Durch Herunterschlucken von Mucus, 

der das Pathogen enthält, sollen auch Plexus myentericus und Meissner Plexus infiziert werden, 

was sich im Vorhandensein von Lewy-Körperchen im Zytoplasma der dortigen Neurone äußert. 

Vom Gastrointestinaltrakt soll sich die Pathologie über den Nervus vagus bis zum dorsalen 

Vaguskern im Hirnstamm ausbreiten und dann in einem kaskadierten Prozess in folgender 

Reihenfolge voranschreiten: zunächst in den Locus coeruleus, dann in die Substantia nigra, das 

ventrale tegementale Areal, die Amygdala, den Mesocortex und schließlich dem 

Assoziationskortex. Parallel zum Progress der histologisch nachweisbaren Neuropathologie im 

Gehirn kann man nach Braak et al. (2003, 2006) sechs Stadien der Krankheit unterscheiden: 

zwei Prodromalstadien in denen Lewy-Körperchen zunächst nur im Bulbus olfactorius, dem 

dorsalen Vaguskern und dem Locus coeruleus nachweisbar sind, in denen es aber schon zu 

prämorbiden Beeinträchtigungen, vor allem Defiziten der Olfaktion (Hyposmie), Depressionen 

und Störungen des Schlafes in der Phase des „rapid-eye-movement“ (REM-Schlafes) kommen 

kann. Ab dem dritten Stadium sind Lewy-Körperchen auch in der SNpc nachweisbar und die 

Patienten zeigen erste motorische Beeinträchtigungen. Im Zuge der darauffolgenden Stadien 

breiten sich die neuropathologischen Veränderungen nach dem oben beschrieben Muster immer 

weiter im Gehirn aus und die Symptome verstärken sich zunehmend und werden später auf von 

demenziellen Beeinträchtigungen begleitet  (Braak et al., 2006, 2003; Braak and Del Tredici, 

2017; Hawkes et al., 2009, 2007; Lebouvier et al., 2009). 
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Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang die Erkenntnis der letzten Jahre, dass große 

Mengen an aggregiertem α-Synuclein im Appendix vermiformis sowohl bei Parkinsonpatienten 

als auch bei gesunden Personen zu finden sind und dass vollzogene Appendectomien mit einem 

verringerten Risiko an Parkinson zu erkranken einhergehen sollen (Killinger and Labrie, 2019; 

Killinger et al., 2018). 

 

 

Abbildung 1.: Substantia nigra pars compacta eines Gesunden und eines Parkinsonpatienten 

Teilabbildungen A und B zeigen eine Ansicht zweier Hirnstämme von kranial, die auf Höhe des Mittelhirns 

abgesetzt worden sind. Dorsal ist jeweils deutlich das mächtige Cerebellum zu erkennen. Ventral davon liegt das 

eigentliche Mittelhirn, mit dem Tectum, dem Tegmentum, beidseits der Substantia nigra und ganz ventral den 

Crura cerebri. Die orangen Ellipsen markieren jeweils die Substantia nigra der rechten Körperseite. Beim 

Gesunden imponiert die SNpc durch ihre deutliche schwärzliche Färbung aufgrund des Neuromelaningehaltes 

ihrer dopaminergen Neurone. Beim Parkinsonpatienten ist keine schwärzliche Färbung zu erkennen, da die 

dopaminergen Neurone untergegangen sind. 

Die Fotos der Teilabbildungen habe ich anhand von plastinierten Gehirnpräparaten erstellt, die von Herrn Dr. rer. 

nat. Stefan Jean-Pierre Haas und Herrn Dipl. Biol. Marko Schulze angefertigt worden sind. 

 

4.3 Basalganglienverschaltung 

Unter dem Begriff Basalganglien subsumiert man eine Reihe an subkortikalen Kerngebieten, 

die in der Modulierung und Initiierung von Bewegungen, aber auch bei emotionalen und 

kognitiven Vorgängen involviert sind. Welche Kerngebiete zu den Basalganglien gezählt 

werden, ist in der Literatur nicht einheitlich festgelegt. Ich beschränke mich zunächst auf die 



4. Einleitung 

 
5 

 

Beschreibung der für die vorliegenden Arbeiten relevantesten Kerngebiete: dem Striatum, der 

Substantia nigra, dem Pallidum, dem Nucleus subthalamicus (STN) und dem Thalamus. 

 

4.3.1 Striatum (CPu) 

Das CPu ist das größte Kerngebiet im Gehirn der  

Säugetiere. Beim Menschen handelt es sich hierbei um keine zusammenhängende Region, 

sondern es fand evolutionär durch ein Auseinanderdrängen durch die innere Kapsel eine 

unvollständige Trennung in den Nucleus caudatus und das Putamen statt. Daher resultiert sein 

weiterer Name Nucleus caudatus-putamen Komplex (CPu). Die wichtigsten Neuronentypen im 

CPu sind GABAerge Projektionsneurone – die Medium spiny neurons (MSNs), GABAerge 

Interneurone und eine kleine, aber sehr wichtige Population an großen cholinergen 

Interneuronen, welche exzitatorisch auf MSNs projizieren. Die MSNs können über Dopamin1 

(D1)- oder Dopamin2 (D2)-Rezeptoren verfügen. Tragen sie D1-Rezeptoren, sind sie Teil der 

direkten Basalganglienschleife. Verfügen sie über einen ausgeprägten D2-Rezeptorbesatz, sind 

sie der indirekten Basalganglienschleife zuzurechnen. 

 

4.3.2 Substantia nigra (SN) 

Die Substantia nigra (SN) ist im ventralen Tegmentum mesencephali lokalisiert und grenzt 

ventral an die Crura cerebri. Sie wird in eine Pars compacta (SNpc) und eine Pars reticulata 

(SNpr) unterunterteilt. Die SNpc enthält überwiegend dopaminerge Neurone und fällt an 

Schnittpräparaten von gesunden humanen Gehirnen bereits makroskopisch durch ihre deutlich 

schwärzliche Färbung auf (Abb.1). Das Schwarz ist Resultat des Vorhandenseins an 

Neuromelanin in den dopaminergen Neuronen. Die SNpr enthält GABAerge spontan-aktive 

Neurone. 

 

4.3.3 Globus pallidus (GP) 

Der GP ist Teil des Diencephalons und grenzt dem Putamen von medial und dem Thalamus 

von rostro-lateral an. Er wird unterteilt in ein mediales bzw. internes Pallidumsegment (Gpi) 

und ein laterales bzw. externes Pallidumsegment (Gpe). Der GP enthält GABAerge Neurone, 

die spontan Aktionspotentiale ausbilden. Afferent ist der GP mit dem CPu, dem STN und dem 

Thalamus verbunden. Der GP projiziert hemmend in den Nucleus ventralis anterolateralis des 

Thalamus und den Nucleus subthalamicus. Weiterhin projiziert der Gpe hemmend auf den Gpi. 
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4.3.4 Nucleus subthalamicus (STN) 

Der STN ist basal des Thalamus lokalisiert und enthält glutamaterge Neurone. Er projiziert 

erregend auf den Thalamus und den Gpi und wird selbst durch den Gpe gehemmt. 

 

4.3.5 Basalganglienschleifen 

Für das motorische Kardinalsymptom des MP, die Bradykinese bzw. Akinese, sind vor allem 

Fehlregulation in der sogenannten direkten und indirekten Basalganglienschleife (auch direkter 

und indirekter Weg der Basalganglienschleife(n) genannt) verantwortlich. Sehr vereinfacht 

lassen sich die Verschaltungen dieser Schaltkreise wie folgt erklären: 

Bei der direkten Basalganglienschleife projizieren dopaminerge Neurone aus der SNpc auf D1-

Rezeptor-tragende MSNs des CPu’s und werden so durch den dopaminergen Input erregt. 

Weiterhin projizieren hier exzitatorische Afferenzen aus dem Kortex und dem Thalamus in das 

CPu. Die striatalen MSNs des direkten Weges und Teile des Thalamus werden durch 

GABAerge Afferenzen aus der SNpr gehemmt. Die MSNs des direkten Weges projizieren 

hemmend auf den Gpi. Der Gpi wiederum hemmt den Nucleus ventralis anterolateralis. Dieser 

initiiert seinerseits durch seine Efferenzen eine erhöhte Aktivität des prämotorischen und 

motorischen Kortex (Abb.2). 

Bei dem indirekten Weg der Basalganglienschleife führen dopaminerge Afferenzen aus der 

SNpc an einer Subpopulation von striatalen D2-Rezeptort-ragenden MSNs und cholinergen 

Interneuronen zu einer Hyperpolarisation und somit zu einer Inhibition. Diese MSNs 

projizieren hemmend auf den Gpe, dieser hemmt mit seinen Efferenzen den Gpi und den STN. 

Der Gpi projiziert hemmend auf den Nucleus ventralis anterolateralis und dieser erregend auf 

den motorischen und prämotorischen Kortex (Abb.2; 3). 

Auf die Darstellung des hyperdirekten Weges der Basalganglienschleife wird hier verzichtet. 
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Abbildung 2.: Schematische Darstellung der direkten und indirekten motorischen 

Basalganglienneuronenschleifen 

Rote Pfeile symbolisieren inhibitorische Bahnen. Grüne Pfeile stellen exzitatorische Faserbahnen und gelbe Pfeile 

modulatorische Bahnen dar. Die SNpc wirkt durch ihre dopaminergen Efferenzen sowohl inhibitorisch auf das 
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CPu, im Falle des indirekten Weges der motorischen Basalganglienschleife, als auch exzitatorisch, im Falle des 

direkten Weges. Dies ist allein durch den unterschiedlichen Besatz bestimmter Neuronentypen des CPu mit D1- 

oder D2-Rezeptoren zu erklären. Eine erhöhte Aktivität der SNpc führt immer zu einer verminderten Aktivität des 

Gpi, wodurch motorische Thalamuskerne vermehrt erregend auf motorische Kortexareale projizieren, die 

wiederum dann vermehrt erregend über die Bahnen der inneren Kapsel (Faserbahn zwischen Nucleus caudatus 

und Putamen sowie zwischen GP und Thalamus) und den Hirnschenkeln auf motorische Kerne des Hirnstamms 

und des Rückenmarks einwirken. 

Die Hirnschnitte und deren Bilder, die dem Schema als Grundlage dienen, wurden im Zuge des Präparierkurses 

für Medizinstudenten 2011 am Institut für Anatomie Rostock durch mich angefertigt. Die obere Teilabbildung 

zeigt eine gespiegelte Bildmontage aus zwei Frontalschnitten des Telencephalons. Die untere Teilabbildung zeigt 

einen Schnitt durch das Mittelhirn, wobei die ventrale Seite nach unten und die dorsale Seite nach oben zeigt. 

Deutlich ist hier die schwärzliche Färbung der SNpc zu erkennen. 

D1R: Dopaminrezeptortyp 1; D2R: Dopaminrezeptortyp 2; Gpe: Globus pallidus externus; Gpi: Globus pallidus 

internus; HS: Hirnschenkel; Ncl. caud.: Nucleus caudatus; Put.: Putamen; SNpc: Substantia nigra pars compacta; 

SNpr: Substantia nigra pars reticulata; STN: Nucleus subthalamicus 

Die Abbildung wurde meiner  Promotionsarbeit entnommen  (Hawlitschka, 2011). 

 

4.4 Verhältnisse beim Morbus Parkinson 
                  

Beim MP kommt es zu einem Verlust dopaminerger Neurone in der SNpc und dadurch zu 

einem Verlust dopaminerger Afferenzen im CPu (Bernheimer et al., 1973; Braak et al., 2006; 

Braak and Del Tredici, 2017; Burke and O’Malley, 2013; Cheng et al., 2010; Obeso et al., 

2014). Hierdurch werden die D1-Rezeptor-tragenden MSNs des direkten Weges weniger stark 

erregt und können nur noch unzureichenden den Gpi hemmen, welcher nun verstärkt den 

Nucleus ventralis anterolateralis hemmt. Dadurch kann dieser nur noch unzureichend den 

motorischen und prämotorischen Kortex erregen und die Initiierung von Bewegungen ist 

eingeschränkt. 

Die striatalen D2-Rezeptor-tragenden MSNs und cholinergen Interneurone des indirekten 

Weges der Basalganglienschleife werden durch den Dopaminmangel unzureichend gehemmt, 

wodurch diese überaktiv werden und vermehrt den Gpe hemmen. Der Gpe kann nun nicht oder 

nur unzureichend den Gpi und den STN hemmen, was wiederum zu einer überschießenden 

Hemmung des Nucleus ventralis anterolateralis führt, wodurch vermindert Bewegungen im 

motorischen und prämotorischen Kortex initiiert werden (Lanciego et al., 2012; Obeso et al., 

2008b, 2008a, 2017; Pisani et al., 2007; Plotkin and Goldberg, 2018). 
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4.5 Die Rolle der striatalen Acetylcholinkonzentration und der cholinergen 

Interneurone beim Morbus Parkinson 
 

Im CPu existiert eine Kohorte an großen cholinergen Interneuronen ohne dendritische Dornen, 

die ca. 1 – 2% der Gesamtpopulation der striatalen Nervenzellen ausmachen. Diese sind tonisch 

aktiv und projizieren auf die MSNs des CPu‘s. Ein großer Teil dieser Acetylcholin-

freisetzenden Neurone trägt D2-Rezeptoren und wird durch die dopaminergen Afferenzen aus 

der SNpc in der spontanen Aktivität gehemmt. Beim MP kommt es zu einem Verlust an 

dopaminergen Fasern im CPu und somit zu einer ausbleibenden Hemmung der tonisch aktiven 

cholinergen Interneurone im CPu. Diese schütten in Folge vermehrt Acetylcholin aus und 

erregen überschießend MSNs der indirekten Basalganglienschleife, was zu der Bradykinese 

bzw. Akinese beiträgt (Abb.3) (Antonucci et al., 2008; Bohnen and Albin, 2011; Goldberg and 

Reynolds, 2011; Lim et al., 2014; Obeso et al., 2008a, 2008b; Pisani et al., 2007; Quik et al., 

2019; Tanimura et al., 2018; S. Ztaou et al., 2016).  

 

4.6 Bisherige Therapieoptionen des MP 
 

Zur Behandlung der Symptomatik des MP existieren eine Reihe von etablierten und 

experimentellen Behandlungsstrategien. Allen ist jedoch zu eigen, dass sie keine kausalen 

Therapien darstellen und der neurodegenerative Prozess im ZNS zurzeit nicht aufgehalten, 

verlangsamt oder im Vorfeld verhindert werden kann. 

Der Goldstandard in der Parkinsontherapie stellt seit den 1960’er Jahren die Substitution des 

fehlenden Dopamins im CPu durch die systemische Gabe der Dopaminvorstufe L-DOPA (L-

3,4-Dihydroxyphenylalanin, auch Levodopa) dar (CARLSSON et al., 1957; Connolly and 

Lang, 2014; Olanow and Obeso, 2011). Um den vorzeitigen Abbau von L-DOPA in der 

Körperperipherie zu reduzieren und damit die Menge an verfügbaren L-DOPA, das durch die 

Blut-Hirn-Schranke in das ZNS gelangt, zu erhöhen, werden Catechol-O-Methyltransferase-

Inhibitoren wie Entacapon und Tolcapon sowie DOPA-Decarboxylaseinhibitoren wie 

Carbidopa und Benserazid zusätzlich verabreicht (Connolly and Lang, 2014; Fox et al., 2018). 

Um den Abbau von Dopamin im ZNS zu verlangsamen, erfolgt die Behandlung mit Blut-Hirn-

Schranke-gängigen Monoaminoxidase-B-Hemmern wie Rasagilin und Selegilin (Fowler et al., 

1996; Riederer and Müller, 2018; Youdim and Bakhle, 2006). 
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Tiefe Hirnstimulation 

Seit Anfang der 1990er Jahre greift man für die Behandlung der Bradykinese bzw. Akinese 

sowie des Tremors auf die Tiefe Hirnstimulation zurück. Hier wird bilateral, mittels einer 

stereotaktischen Operation, eine Elektrode meistens in den STN oder auch in den Gpi eingesetzt 

und überaktive Neurone mittels hochfrequenter Stimulation (bis zu 200 Hz) funktionell 

ausgeschaltet. Diese Therapieoption ist jedoch nur Patienten vorbehalten, die noch positiv auf 

eine L-DOPA-Therapie reagieren und es gibt weitere Ausschlusskriterien. 

Die Letalitätsrate ist zwar mit 0,4% relativ gering, jedoch gibt es bei 3,4 % der Fälle Probleme 

im Zusammenhang mit der intrakraniellen Operation, bei 2,4 % gibt es Probleme mit der 

Hardware und in 2,6 % der Fälle müssen die Elektroden ausgetauscht oder ihre intrazerebrale 

Position verändert werden (Engel et al., 2018). Des Weiteren kommt es aufgrund der 

heterogenen Funktionen des STN oft zu Beeinträchtigungen des limbischen Systems, die sich 

in Depressionen und/ oder Manien bis hin zu einer erhöhten Suizidrate bei Patienten äußert, die 

mittels Tiefer Hirnstimulation behandelt worden sind (Umemura et al., 2003; Weaver, 2009).  

 

Anticholinerge Therapie 

Vor der Etablierung der L-DOPA-Therapie war eine Behandlung mit zentral wirksamen 

Anticholinergika die Methode der Wahl zur Behandlung eines MP und auch heutzutage stellen 

Anticholinergika eine wichtige Säule in der Parkinsontherapie dar (Clarke, 2002; Duvoisin, 

1967; Fox et al., 2018; Harry Kaplan, Solomon Machover, 1954; Jankovic, 2006; Quik et al., 

2019). Durch die Verabreichung von BHS-gängigen Anticholinergika, soll dem striatalen 

Hypercholinismus beim MP entgegengewirkt werden, der zu einer vermehrten Aktivierung von 

MSNs führt, die in den indirekten Weg der Basalganglienschleifen eingebettet sind. Eines der 

bekanntesten Präparate ist Biperiden (Akineton®). Die Therapie mit Anticholinergika weist 

zwar gute bis sehr gute antiparkinsonoide Effekte auf, doch da die jeweiligen Präparate 

systemisch appliziert werden, geht ihre Anwendung mit einer Vielzahl peripherer und 

zentralnervöser Nebenwirkungen einher. Genannt seien hier Mydriasis, 

Akkomodationsprobleme, Anstieg des Augeninnendrucks, Mundtrockenheit, Entzündungen 

der Speicheldrüsen, trockene Augen, Muskelschmerzen, Kraftminderung, Veränderungen der 

Stimme, Schluckstörungen (Dysphagie), eine verminderte Peristaltik der Speiseröhre und damit 

verbunden Regurgitation, Verstopfung, Harnverhalt, Prostataprobleme, Tachykardie, Fieber 
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bei warmer/ höherer Umgebungstemperatur, Müdigkeit, Schwindel, Halluzinationen, 

Erinnerungsstörungen und Verwirrtheit. Insbesondere die kognitiven Störungen, die mit MP oft 

einhergehen, können durch eine Therapie mit Anticholinergika verstärkt werden, da es im 

Gegensatz zum CPu beim MP im Nucleus basalis Meynert eher zu einem Hypocholinismus 

kommt. Auch können sich Störungen des Gangbildes verschlechtern, da auch im 

Pedunculopontinen Nukleus beim MP ein ACh-Mangel auftritt (Aarsland et al., 2017; Bohnen 

and Albin, 2011; Calabresi et al., 2006; Clarke, 2002; French and Muthusamy, 2018; 

Katzenschlager et al., 2002; Lim et al., 2014; Liu et al., 2015; Ray et al., 2018; Whitney, 2007; 

Yarnall et al., 2011).  

 

4.7 Botulinumneurotoxine 
 

Botulinumneurotoxine (BoNTs) sind bakterielle Exotoxine. Chemisch handelt es sich bei ihnen 

um Proteinkomplexe. Sie werden durch anaerobe Bakterien der Gattung Clostridium Art 

Clostridium botulinum produziert. BoNTs besitzen eine Domäne mit Metalloproteaseaktivität, 

die in der Lage ist spezifische Komponenten des Transmittervesikelfusionsapparates der 

präsynaptischen Membran von muskulären Endplatten, aber auch von zentralnervösen 

Synapsen zu spalten. Durch diese Eigenschaft verursachen BoNTs eine Disruption synaptischer 

Signalübertragungen. Für die ausgeprägte Toxizität ist die Unterbrechung der cholinergen 

Signalübertragung an den muskulären Endplatten verantwortlich, die im Vergiftungsfall zu 

schlaffen Lähmungen der Skelettmuskulatur führt. Der Tod tritt in der Regel durch eine 

Lähmung der Atemmuskulatur ein. Im Allgemeinen wird die Vergiftung durch BoNTs oder die 

Infektion mit Clostridien, die BoNTs produzieren und so zu einer Vergiftung führen, als 

Botulismus bezeichnet. Botulismus kann sowohl Menschen als auch Tiere betreffen. In der 

Landwirtschaft in Deutschland betrifft Botulismus in der jungen Vergangenheit hauptsächlich 

Rinder, die sich durch Verfütterung fehlgegorener Silagen oder aus noch unbekannter Ursache 

mit Clostridium botulinum infizieren. Menschen können an Botulismus erkranken, wenn sie 

sich mit Clostridium botulinum infizieren bzw. Lebensmittel zu sich nehmen, die meist unter 

Luftabschluss falsch gelagert und/ oder haltbar gemacht worden sind. So besteht bei Konserven 

und Wurstwaren, aber auch bei eingemachtem Gemüse die Gefahr, dass sich Clostridium 

botulinum vermehrt und sich BoNTs in diesen kontaminierten Lebensmitteln ansammeln. 

Säuglinge sind durch die Gabe von Honig gefährdet, da im Honig Sporen von Clostridium 

botulinum enthalten sein können, die sich im unreifen Magendarmtrakt der Neugeborenen 
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vermehren und dann BoNTs abgeben. (Critchley, 1991; Lam et al., 2015; Montecucco and 

Rasotto, 2015; Pirazzini et al., 2017; Rossetto et al., 2014, 2019). 

Gegenwärtig sind acht unterschiedliche BoNT-Serotypen bekannt: BoNT-A, -B, -C, -D, -E, -

F, -G und –H, wobei von den meisten Serotypen noch eine Reihe weiterer Subtypen existieren 

(Lam et al., 2015; Peck et al., 2017; Pirazzini et al., 2017; Rossetto et al., 2014; Rummel, 2015). 

 

4.7.1 Experimentelle Anwendungen Botulinumtoxin im ZNS 

In den vergangenen 50 Jahren haben nur wenige Arbeitsgruppen an der experimentellen 

Anwendung von BoNTs direkt im ZNS geforscht. Die Arbeitsgruppe um Hagenah et al. hat 

1977 den Einfluss von Applikationen von BoNT-A sowohl direkt in den Musculus triceps surae 

als auch in die Hinterwurzel und direkt in das Rückenmark auf die Aktivität von Ia 

inhibitorischen Interneuronen und Renshaw-Zellen des Rückenmarks beschrieben (Hagenah et 

al., 1977).  

Die Arbeitsgruppe um Luvisetto et al. (Luvisetto et al., 2003) hat die Effekte von BoNT-A und 

BoNT-B nach Injektion in den  Seitenventrikel von Mäusen untersucht und dabei die jeweilige 

LD50 extrapoliert sowie Veränderungen in verschiedenen kognitiven Fähigkeiten und 

Vitalparametern gemessen. Die LD50 wurde für beide Serotypen auf ca. 0,5–1,0 * 10-6 mg/kg 

KG geschätzt. Es wurde auch der Effekt der intrazerebroventrikulären Injektion von BoNT-A 

und BoNT-B auf kognitive und motorische Fähigkeiten untersucht (Luvisetto et al., 2004). So 

führte die intrazerbroventrikuläre Injektion von BoNT-A zu keinen Beeinträchtigungen des 

assoziativen Lernens, jedoch war die Diskriminierung neuer Objekte gestört. Weiterhin konnte 

diese Arbeitsgruppe einen antinozizeptiven Effekt von BoNT nach intrazerebraler als auch 

subkutaner Gabe nachweisen (Luvisetto et al., 2006). Chaddok et al. haben die antinozizeptive 

Wirkung von strukturell modifiziertem BoNT-A untersucht, bei dem das C-terminale Ende 

seiner schweren Kette mit Erythrina cristagalli lectin konjugiert worden ist. Dieses wurde 

experimentell in das Hinterhorn des Rückenmarks von Raten injiziert (Chaddock et al., 2004). 

Caleo et al. haben 2007 eine Arbeit veröffentlicht, in der sie die Reifung des visuellen Cortex 

durch Signalinhibition der Retina mittels Injektion von BoNT-E in die Area striata untersucht 

haben (Caleo et al., 2007). 

Antonucci et al. konnten 2008 nachweisen, dass BoNT-A im Gehirn sowohl anterograd als auch 

retrograd transportiert wird. Hier wurde BoNT-A unilateral in den Hippocampus injiziert. Das 
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Spaltprodukt von BoNT-A, gespaltenes SNAP-25, konnte beidseits nachgewiesen werden. 

Nach Injektion in den Colliculus superior konnte gespaltenes SNAP-25 sowohl in der 

kontralateralen Retina als auch im ipsilateralen visuellen Kortex nachgewiesen werden 

(Antonucci et al., 2008). Später konnten Antonucci et al. auch einen transsynaptischen 

anterograden Transport von BoNT-A nach intraokularer Injektion von BoNT-A nachweisen 

(Restani et al., 2011). Da bekannt ist, dass BoNTs auch dazu in der Lage sind, die Ausschüttung 

von Glutamat zu blockieren, wurden BoNT-E-Injektionen in den Hippocampus und BoNT-A- 

als auch BoNT-B-Injektionen in die Amygdala als potentielle Therapieoptionen der Epilepsie 

erforscht (Antonucci et al., 2009; Bozzi et al., 2006; Costantin et al., 2005; Gasior et al., 2013). 

Antonucci et al. untersuchten auch einen möglichen neuroprotektiven Effekt von BoNT-E im 

Schlaganfallmodell der Ratte (Antonucci et al., 2010). 

Die Arbeitsgruppe um Ando et al. publizierte 2002 eine Studie zur Etablierung eines 

Tiermodels der Demenz durch Injektion von BoNT-A in den entorhinalen Kortex (Ando et al., 

2002). 

De Leonibus et al. (2011) zeigten, dass eine Injektion von BoNT-A in das dorsomediale CPu 

räumliche Lernstrategien von Mäusen beeinträchtigen kann. 

 

4.7.2 Dosis-Findung im Vorfeld der vorliegenden Arbeiten 

Bereits im Jahr 2011 wurden erstmals durch unsere Arbeitsgruppe Ergebnisse der intrastriatalen 

BoNT-A-Injektion zur experimentellen Behandlung des MP publiziert. Als optimale Dosis zur 

experimentellen Behandlung eines Parkinsonmodells bei Ratten hat sich eine Dosis von 1 ng 

BoNT-A je CPu erwiesen. Auch 2 ng BoNT-A je CPu wurden von den Tieren toleriert, wobei 

5 ng BoNT-A je CPu zu einer erhöhten Mortalität führte. Für die Dosisfindung wurden 

Informationen über die LD50 bei Ratten und Mäusen aus Publikationen herangezogen als auch 

Informationen aus Veröffentlichungen, die sich ebenfalls mit der intrazerebralen Applikation 

von BoNTs befasst haben (Antonucci et al., 2008; Caleo et al., 2007; Lacković et al., 2009; 

Luvisetto et al., 2004, 2003; Williamson et al., 1996). 
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Abbildung 3.: Arbeitshypothese 

Die Abbildung zeigt ein vereinfachtes Schema der indirekten Basalganglienschleife. Die Pfeile symbolisieren direkte Verbindungen. Dickere Pfeile deuten auf eine pathologisch 

erhöhte Aktivität, dünner Pfeile auf eine verminderte Aktivität hin. Die jeweils wichtigsten Transmitter der einzelnen Verbindungen sind in den jeweiligen Pfeilen vermerkt. Ein 

„+“ steht für eine Exzitation“, ein „-„ für eine Inhibition im jeweiligen Hirngebiet. Stilisierte rote Neurone im Striatum (CPu) symbolisieren cholinerge Interneurone, blaue Neurone 

stellen GABAerge Projektionsneurone (MSNs) dar, die auf den Gpe projizieren. 

(A) Die indirekte Basalganglienschleife unter normalen Bedingungen: dopaminerge Fasern der SNpc die in das Cpu gerichtet sind, inhibieren tonisch aktive cholinerge Interneurone. 

Diese inhibieren ihrerseits MSNs, welche den Gpe funktionell mittels GABA hemmen. Der Gpe inhibiert den STN. Der STN erregt Gpi und SNpr, welche wiederum den VPL 

hemmen. Der VPL sendet aktivierende Impulse an den prämotorischen und motorischen Kortex, welche nun bewegungsfördernde Signale über die Pyramidenbahn an die α-

Motorneurone der kontralateralen Seite des Rückenmarks senden. 

(B) Zeigt vereinfacht die Veränderungen der Verschaltung der indirekten Basalganglienschleife beim MP und bei einem 6-OHDA-induzierten Parkinsonmodell. Hier ist der Großteil 

der dopaminergen Neurone der SNpc untergegangen, was zu einem Mangel an Dopamin im CPu führt. Dies hat zur Folge, dass cholinerge Interneurone überaktiv werden und 

vermehrt Acetylcholin ausschütten. Durch dieses werden MSNs übermäßig erregt und inhibieren verstärkt den Gpe. Dies führt zu einer verminderten Hemmung des STN und somit 
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zu einer verstärkten Aktivität GABAerger Projektionsneurone des Gpi und der SNpr. In der Folge, werden durch den motorischen und prämotorischen Kortex zu wenig 

bewegungsinitiierende Signale generiert. 

(C) Arbeitshypothese der experimentellen intrastriatalen BoNT-A-Applikation beim Modell des MP: BoNT-A unterbricht die Signalübertragung zwischen cholinergen 

Interneuronen und MSNs im CPu. Hierdurch soll die Aktivität der MSNs, die der indirekten Basalganglienschleife zuzurechnen sind, normalisiert werden. Die nachfolgenden 

parkinsonbedingten Störungen der indirekten Basalganglienschleife sollten sich hierdurch ebenfalls verbessern und der motorische und prämotorische Kortex sollten wieder 

vermehrt Impulse für die Bewegungsinitiation generieren. 
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5. Fragestellung 
 

Im Zuge des MP führt der Verlust dopaminerger Neurone in der SNpc zu einem Ausbleiben 

eines inhibitorischen Einflusses auf die spontane Aktivität cholinerger Interneurone im CPu. 

Der resultierende Hypercholinismus im Nucleus caudatus und Putamen ist ursächlich für eine 

Reihe von motorischen Defiziten. In der Vergangenheit konnte durch unsere Arbeitsgruppe 

nachgewiesen werden, dass eine Injektion von BoNT-A direkt in das dopaminerg 

deafferentierte CPu von hemiparkinsonoiden Ratten zu einer Verbesserung einer Reihe 

motorischer Symptome führt. Weiterhin wurden Aufweitungen cholinerger und 

katecholaminerger Nervenfasern in CPus aufgefunden, die mit BoNT-A behandelt worden sind. 

Die Injektion von BoNT-A in das CPu wurde auf ihr Potential als experimentelle neue 

Behandlungsmöglichkeit des MP hin erforscht. 

Um mögliche Risiken einer solchen neuartige Therapieform beurteilen zu können, war es 

wichtig zu bestimmen, inwieweit BoNT-A im Gehirn zytotoxisch wirkt. 

In den folgenden Arbeiten wurde untersucht, inwiefern einmalige und mehrmalige BoNT-A-

Injektionen direkt in das CPu von Ratten und Mäusen zu einer zytotoxischen Schädigung 

cholinerger Neurone führen. Die Entwicklung der erstmals beobachteten BoNT-A-induzierten 

Aufweitungen an cholinergen und katecholaminergen Nervenfasern hinsichtlich ihrer 

Häufigkeit und Größe sollte im temporalen Verlauf untersucht werden. Bisher durchgeführte 

Verhaltenstests bei BoNT-A-behandelten Tieren sollten durch weitere sensitivere Tests der 

spontanen Motorik als auch der sensormotorischen Integration ergänzt werden. Es sollte eruiert 

werden, inwiefern bereits auf der Ebene der Murinae Interspeziesunterschiede in der Wirkung 

von intrastriatal appliziertem BoNT-A auf histologischer als auch auf Verhaltensebene 

existieren. 
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6. Originalarbeiten 
 

6.1 Intrastriatal injection of botulinum neurotoxin-A is not cytotoxic in rat brain - A 

histological and stereological analysis. 

  

Im Zuge der Arbeiten, die der Publikation von Mehlan et al. (2016) vorausgingen, wurde 

untersucht, inwiefern die intrastriatale Injektion von BoNT-A in das CPu von Wistar-Ratten zu 

zytotoxischen Effekten auf striatale Neurone führt. Weiterhin wurde bereits im Vorfeld von 

unserer Arbeitsgruppe beschrieben, dass sich im BoNT-A-behandelten CPu von Ratten einen 

Monat nach BoNT-A-Injektion Aufweitungen von cholinergen als auch katecholaminergen 

Nervenfasern auffinden lassen. Diese weisen im mikroskopischen Bild eine Fläche von bis zu 

10 µm² auf. Diese Aufweitungen wurden als Botulinum Neurotoxin induzierte Varikositäten, 

kurz BiVs, bezeichnet. Für Rattus norvegicus wurde zuvor von uns nachgewiesen, dass deren 

numerische Dichte als auch deren Größe dosisabhängig ist. 

 

Fragestellung 

 

Wirkt eine intrastriatale Injektion von BoNT-A innerhalb eines Jahrs nach Applikation 

zytotoxisch auf cholinerge Interneurone des CPu? Wie entwickeln sich die zuvor beobachteten 

BiVs in Zeitabhängigkeit hinsichtlich ihrer Größe und Menge bzw. ihrer numerischen Dichte? 

 

Material und Methoden 

 

Für diese Arbeit wurden initial junge gesunde adulte Wistar-Ratten mit einem Körpergewicht 

von 270 – 320 g verwendet. Den Ratten wurde in das rechte CPu, an zwei hintereinander 

gelegene Koordinaten insgesamt 1 ng BoNT-A bzw. Vehikelsubstanz injiziert. Anschließend 

wurden die Tiere in 7 Gruppen eingeteilt. Jede Gruppe rekrutierte sich aus 8 Ratten. Sechs 

Gruppen wurde 1 ng BoNT-A in das rechte CPu injiziert, der siebten Gruppe wurde lediglich 

die Vehikelsubstanz intrastriatal injiziert. Anschließend ließ man die Tiergruppen gestaffelt 

überleben. Die erste Gruppe wurde nach 2 Wochen finalisiert. Die Tiere wurden transkardial 

mit eiskalter 0,9%‘iger Kochsalzlösung und anschließend mit 3,7%‘iger 

Paraformaldehydlösung perfundiert. Die Gehirne wurden entnommen, über Nacht bei 4°C in 

3,7%‘iger Paraformaldehydlösung nachfixiert und danach in 20%‘iger Succroselösung 

kryoprotektiert. Anschließend wurden die Gehirne in -50°C kaltem Isopentan schockgefroren 
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und bei -80°C bis zur weiteren Aufarbeitung gelagert. Von den Gehirnen wurden mittels eines 

Gefriermikrotoms (Leica) 30 µm dicke Frontalschnitte angefertigt. Es wurden sieben 

Schnittserien angefertigt. Jeder siebte Schnitt wurde im Gefriermikrotom direkt von der Klinge 

auf einen Glasobjektträger aufgenommen – diese Gehirnschnitte wurden einer Nissl-Färbung 

zugeführt. Die anderen Schnitte wurden alternierend in 6 verschiedene 48 Well-Platten 

überführt, die mit je 500 µl Kryoprotektionslösung je Well befüllt waren. Die Präparate in 

Kryoprotektionslösung wurden bei -20°C gelagert bis zu dem Zeitpunkt, an dem sie für 

immunhistochemische Färbungen genutzt worden sind. Für jede immunhistochemische 

Färbung wurde demnach eine Serie genutzt, die jeden siebten Anschnitt eines Gehirnes enthielt. 

Neben einer Nissl-Färbung, wurden an den Gehirnen immunhistochemische Markierungen von 

Cholinacetyltransferase (ChAT) durchgeführt. ChAT vermittelt die Veresterung von Cholin mit 

einem Essigsäurerest und somit die Acetylcholinbiosynthese. Die Anfärbung von ChAT diente 

der Detektion cholinerger Strukturen. An einer weiteren Serie wurde eine 

immunhistochemische Färbung gegen Tyrosinhydroxylase (TH) durchgeführt. TH katalysiert 

die Bildung von L-DOPA aus Tyrosin und stellt damit das Startenzym der 

Katecholaminsynthese dar. Durch Markierung von TH wurden katecholaminerge Strukturen 

markiert.   

Die gefärbten mikroskopischen Präparate der Gehirne wurden mit einem semiautomatischen 

Stereologiesystem untersucht. Das System bestand aus einem Mikroskop der Firma Olympus, 

einer digitalen Mikroskopkamera, einem Computer, einem Steuermodul für den automatischen 

Objektträgertisch sowie der Steuer- und Auswertesoftware Stereo Investigator 8.0. 

Die gewonnen stereologischen Daten wurden mittels Einweg-Varianzanalysen (one-way 

ANOVA) mit den post hoc Tests nach Bonferroni und dem Student-Newman-Keuls Test auf 

signifikante Unterschiede hin überprüft. P-Werte von <0,05 wurden als signifikant betrachtet. 

 

Ergebnisse 

 

Zählung der Anzahl cholinerger Interneurone 

Es wurden im Verlauf von einem Jahr nach einer Injektion von 1 ng BoNT-A in das rechte CPu 

von gesunden Ratten keine signifikanten Veränderungen in der Zahl cholinerger Interneurone 

detektiert. Dies deutet darauf hin, dass BoNT-A in der angewandten Konzentration nicht 

zytotoxisch für cholinerge Interneurone ist. 
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BiVs 

Wie in den Projekten zuvor, konnten BiVs stets nur im BoNT-A behandelten CPu 

nachgewiesen werden und nie im kontralateralen CPu oder im Vehikel-behandelten Striatum. 

Im Zuge qualitativer mikroskopischer Analysen der immunhistochemisch angefärbten 

Präparate fiel auf, dass BiVs oft perlschnurrartig an Nervenfasern aufgereiht waren. 

 

Temporale Volumenentwicklung von BiVs  

Im Verlauf eines Jahres hat sich das durchschnittliche Volumen eines einzelnen ChAT-

immunreaktiven BiVs stätig vergrößert. So betrug das durchschnittliche Volumen eines ChAT-

positiven BiVs zwei Wochen nach BoNT-A-Behandlung 18,96 ± 1,29 µm³ und nach einem 

Jahr 51,49 ± 2,51 µm³. Bei TH-positiven BiVs nahm das durchschnittliche Volumen eines BiVs 

über die Zeit ebenfalls zu, jedoch schien das maximale Volumen einzelner BiVs bereits nach 3 

Monaten erreicht worden zu sein. Das durchschnittliche Volumen eines TH-positiven BiVs 

betrug zwei Wochen nach BoNT-A-Behandlung 15,35 ± 0,98 µm³, drei Monate nach 

Behandlung 36,41 ± 4,19 µm³ und nach einem Jahr 35,97 ± 4,28 µm³. 

 

Temporale Entwicklung der numerischen Dichte von BiVs  

Die numerische Dichte ChAT-positiver BiVs erreichte einen Monat nach BoNT-A-Injektion 

ein Maximum mit 14767 ± 2047 BiVs/mm³ und sank dann innerhalb der nächsten 8 Monate 

auf 8449 ± 395 BiVs/mm³ ab. 

Das Maximum der numerischen Dichte TH-positiver BiVs war bereits 2 Wochen nach BoNT-

A-Behandlung mit 47125 ± 2015 BiVs/mm³ erreicht und sank innerhalb eines Jahres 

kontinuierlich auf 21445 ± 2939 BiVs/mm³ ab. 

 

Schlussfolgerungen 

 

In stereologischen Analysen der Gehirne aller Versuchsgruppen wurde zu keinem Zeitpunkt 

nach BoNT-A-Injektion ein Verlust cholinerger Interneurone im CPu beobachtet. Auch stimmt 

das hier ermittelte Verhältnis aus Anzahl striataler cholinerger Interneurone und der 

Gesamtzahl der Nervenzellen im CPu (ermittelte Gesamtzahl aus Antipova et al., 2013 



6. Originalarbeiten 

 
20 

 

Antipova et al., 2013) mit den Angaben aus der Literatur überein, die besagen, dass es sich bei  

1 – 3 % der Nervenzellen im CPu um cholinerge Interneurone handelt (Bertran-Gonzalez et al., 

2012; Goldberg and Reynolds, 2011; Oorschot, 1996). Dies deutet darauf hin, dass BoNT-A 

nicht zytotoxisch auf cholinerge Interneurone wirkt. 

Es wird festgestellt, dass unsere Arbeitsgruppe die erste ist, die Auftreibungen an Nervenfasern 

cholinerger und katecholaminerger Neurone im CPu nach BoNT-A-Injektion beschreibt. 

Ähnliche Beobachtungen wurden bis dahin nur in der Zellkultur nach BoNT-C-Exposition 

gemacht (Berliocchi et al., 2005). Die Zunahme des Volumens einzelner BiVs über die Zeit 

kann evtl. durch die langandauernde Störung des SNARE-Komplexes und damit durch die 

Blockade der Transmittervesikelfusion mit der präsynaptischen Membran erklärt werden. Dies 

kann zu einer Anhäufung von Transmittervesikeln im Axon und damit zu einer fokalen Weitung 

des Axons führen. Es besteht auch die Möglichkeit, dass über die Zeit eine Vielzahl kleiner 

BiVs zu wenigen großen BiVs fusionieren. Dies würde zum einen die wachsenden 

Einzelvolumina von BiVs über die Zeit erklären, zum anderen die Abnahme deren Gesamtzahl. 

Die Tatsache, dass TH-positive BiVs aufgefunden worden sind lässt vermuten, dass ebenfalls 

katecholaminerge Axonendigungen durch BoNT-A im CPu beeinflusst wurden. 

 

6.2 Botulinum Neurotoxin A Injected Ipsilaterally or Contralaterally into the Striatum in the 

Rat 6-OHDA Model of Unilateral Parkinson's Disease Differently Affects Behavior. 

 

Das Projekt hatte zum Ziel ein tieferes Verständnis über die Mechanismen und Veränderungen 

der Basalganglienverschaltung zu erlangen, die durch intrastriatale Injektion von BoNT-A im 

Hemiparkinsonmodell der Ratte ausgelöst werden. 

Erstmals wurden hier hemipakinsonoide Ratten im kontralateral zur lädierten SNpc gelegenen 

CPu mit 1 ng BoNT-A behandelt. Das heißt, das rechte CPu war dopaminerg deafferentiert. 

Hier wurde das linke und eigentlich unbeeinträchtigt dopaminerg innervierte CPu mit 1 ng 

BoNT-A behandelt. Durch dieses Experimentaldesign sollte eruiert werden, ob eine solche 

Behandlung einfach einen gegenteiligen Effekt einer ipsilateralen BoNT-A-Behandlung 

hervorruft. Drehen sich also hemiläsionierte Ratten im apomorphininduzierten Rotationstest 

nach Injektion von BoNT-A in das gesunde CPu nicht weniger häufig, sondern sogar schneller, 

oder werde gänzlich andere Änderungen der Motorik registriert, wie z.B. eine gleichbleibende 

oder sinkende Rotationsrate. Dies würde für weitaus komplexere Veränderungen in der 
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Verschaltung der Basalganglien nach einer BoNT-A-Behandlung sprechen, als sie ursprünglich 

bei der Etablierung der experimentellen intrastriatalen BoNT-A-Therapie des 

Parkinsonsyndroms zugrunde gelegt worden sind. Ein solcher Fall wäre ein Indiz für weitere 

kompensatorische Prozesse auf anderen Ebenen, z.B. dem Rezeptorbesatz verschiedener 

Neuronentypen des CPu’s. 

 

Fragestellung 

 

Zeigen hemiparkinsonoide Ratten die im CPu, das kontralateral zu einer 6-OHDA-Läsion 

gelegen ist, mit 1 ng BoNT-A behandelt worden sind, in pharmakainduzierten Rotationstests 

sowie in Versuchen zur Testung der spontanen und forcierten motorischen Fähigkeiten, ein 

gegenteiliges motorisches Verhalten zu Tieren, die ipsilateral mit BoNT-A behandelt worden 

sind? Hat eine ispi- oder kontralaterale intrastriatale BoNT-A-Injektion einen Einfluss auf einen 

einseitigen Neglect der im Modell der Ratte durch eine unilaterale Läsion der SNpc mittels 6-

OHDA ausgelöst worden ist? 

 

Material und Methoden 

 

Für dieses Projekt wurden Wistar-Ratten verwendet, bei denen zunächst einseitig die rechte 

SNpc durch Injektion von 6-OHDA in das rechte mediale Vorderhirnbündel (MVB) läsioniert 

worden ist. Das MVB stellt eine wichtige bemarkte Faserbahn auf- und absteigender Bahnen 

dar, die kortikale Regionen, Amygdala, verschiedene Basalganglien, hypothalamische Kerne, 

mesencephale Regionen und einige mehr miteinander verbindet. Unter anderem verbindet das 

MVB das CPu als auch die SNpc afferent und efferent miteinander und beinhaltet Axone 

dopaminerger Neurone der SNpc. Der Erfolg der Läsion wurde einen Monat nach der 6-OHDA-

Injektion durch einen Apomorphin-induzierten Rotationstest verifiziert. Tiere, die eine 

Rotationrate von mindestens 4 Umdrehungen in der Minute kontralateral zu Läsion zeigten, 

wurden als erfolgreich läsioniert betrachtet. 

Sechs Wochen nach der Läsion erhielt eine Gruppe dieser Tiere eine Injektion von 1 ng BoNT-

A in das rechte, ipsilateral zur Läsion gelegene CPu. Der anderen Gruppe wurde 1 ng BoNT-A 

in das linke, kontralateral zur Läsion gelegene CPu, injiziert. Die Versuchstiere durchliefen vor 

Läsion, nach Läsion und nach der BoNT-A Behandlung zu definierten Zeitpunkten motorische 
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Verhaltenstests. Dies waren sowohl Versuche zur Ermittlung der spontanen motorischen 

Fähigkeiten (Zylindertest und open Field Test), forcierte motorische Tests (Stepping-Test) als 

auch pharmakainduzierte Tests (apomorphininduzierter und amphetamininduzierte 

Rotationstest). Darüber hinaus wurden die Tiere mittels des Corridor-Tasks auf einen Neglect 

einer Seite hin überprüft. 

 

Ergebnisse 

 

Apomorphininduzierter Rotationstest 

Die einseitige 6-OHDA-Läsion führte bei beiden Tiergruppen zu einem deutlichen 

Apomorphin-induzierten Rotationsverhalten von 6 bis 10 Rotationen pro Minute. Nach 

ipsilateraler Injektion von BoNT-A in das CPu (rechts) kam es zu einer signifikanten 

Verringerung dieser apomorphininduzierten Rotationsrate. Diese Reduktion der Rotationrate 

war bis zu drei Monate nach BoNT-A-Injektion signifikant, danach kehrte die Rotationsrate auf 

ihr Ausgangsniveau zurück. 

Ratten, bei denen eine Injektion von 1 ng BoNT-A in das linke CPu, das der Läsionsseite 

gegenüber lag, erfolgte, zeigten zwei Wochen nach dieser Behandlung eine signifikante 

Erhöhung der apomorphininduzierten Rotationsrate. Bei diesen Tieren verringerte sich die 

apomorphininduzierte Rotationsrate zwei weitere Wochen später signifikant. Die Rotationsrate 

vier Wochen nach der kontralateralen BoNT-A-Injektion lag sogar unter der Rate, die noch vor 

der BoNT-A Injektion gemessen worden ist und war auch geringer als die Rotationsrate von 

kontralateral Vehikel-behandelten Ratten. 

 

Amphetamininduzierter Rotationstest 

Auch beim amphetamininduzierten Rotationstest konnte zwei Wochen nach der kontralateralen 

BoNT-A-Behandlung ein deutlicher Trend zur Reduktion der Rotationsrate beobachtet werden, 

wohingegen die ipsilaterale BoNT-A-Injektion zu einer signifikanten Erhöhung der 

amphetamininduzierten Rotationsrate führte. 

 

Test des spontanes Vorderpfotengebrauchs (Zylindertest) 

Bemerkenswerterweise führte die Injektion von 1ng BoNT-A in das zur Läsionsseite 

kontralateral gelegene CPu zu einer hochsignifikanten Wiederangleichung des Links- und 
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Rechtspfotengebrauchs nach zuvor deutlicher Rechtspräferenz infolge der rechtsseitigen 6-

OHDA-Läsion. Auch dieser Effekt verschwand in den darauffolgenden Wochen wieder. Die 

ipsilaterale Injektion von BoNT-A in das dopaminerg deafferentierte CPu hatte keinen Effekt 

auf die Händigkeit der Versuchstiere. 

 

Test der forcierten Vorderpfotengebrauchs (Stepping Test) 

Die Injektion von 1 ng BoNT-A in das linke CPu von rechtsseitig läsionierten Tieren führte zu 

signifikant häufigeren Auftritten (Steps) beider Vorderpfoten, im Vergleich zu Vehikel-

behandelten Tieren.  

Die ipsilateral zu einer 6-OHDA-Lösion durchgeführte Injektion von 1 ng BoNT-A in das CPu 

hatte im Gegensatz dazu keinen Effekt auf die Anzahl der Auftritte mit der linken Vorderpfote 

und führte bei der rechten Vorderpfote einen Monat und 6 Monate nach BoNT-A-Injektion 

sogar zu einer signifikanten Verringerung der Steps, verglichen mit der Vehikel-behandelten 

Kontrollgruppe. 

 

Testung auf einen Neglect mittels „Corridor Task“ 

Die Läsion der rechten SNpc mittels Injektion von 6-OHDA in das rechte MVB führte zu einer 

Herausbildung eines deutlichen Neglects der linken Seite der Umwelt der jeweiligen Ratten. 

Dies äußerte sich dadurch, dass diese Tiere nach der 6-OHDA Läsion zu über 90 % 

Suchbewegungen nach Futter zu ihrer rechten Seite hin ausführten. Eine Injektion von 1 ng 

BoNT-A in das linke CPu hob diese Präferenz der rechten Seite hochsignifikant und fast über 

ein halbes Jahr hinweg wieder auf. Futter wurde nach einer solchen Behandlung wieder nahezu 

gleich häufig auf beiden Seiten gesucht und aufgenommen. Daraus schlossen wir, dass ein 

durch die Hemiläsion ausgelöster Neglect der linken Seite der Umwelt erfolgreich durch eine 

kontralaterale BoNT-A-Behandlung therapiert worden ist.  

Eine ipsilaterale Behandlung mit BoNT-A hatte keinen Effekt auf den Neglect einer Seite der 

Umwelt. 

 

Spontane Lokomotion (Open Field) 

Die spontan zurück gelegte Wegstrecke in 5 min wurde weder durch eine ipsi- noch eine 

kontralaterale BoNT-A-Behandlung beeinflusst. 
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Schlussfolgerungen 

 

Wie in den vorangegangenen Studien führte eine Injektion von 1 ng BoNT-A in das ipsilateral 

zu einer 6-OHDA-Läsion gelegene CPu einen Monat nach Behandlung zu einer signifikanten 

Reduzierung der apomorphininduzierten Rotationsrate. Diese kehrte in den darauffolgenden 

Monaten wieder schrittweise auf ihr Ausgangsniveau zurück. Die Ergebnisse werden mit 

Ergebnissen aus Rezeptorautoradiographiestudien und PET-CT-Messungen in Kontext gesetzt 

(T. Mann et al., 2018b; Teresa Mann et al., 2018a). Es wurde gefolgert, dass eine BoNT-A-

Injektion in das CPu zu einer Reduktion der Bindungen von D2-Rezepotorliganden (Fallypride) 

im CPu führte. Daraus wird geschlossen, dass BoNT-A die Dichte an D2-Rezeptoren in der 

behandelten Region reduziert. Da die Wirkung von Apomorphin über D2-Rezeptoren vermittelt 

wird, erklärt sich die Reduktion der apomorphininduzierten Rotationsrate nach BoNT-A-

Injektion in das ipsilaterale CPu durch die Verringerung der zuvor pathologisch erhöhten D2-

Rezeptorkonzentration im dopaminerg deafferentierten CPu. Die kurzzeitige Erhöhung der 

apomorphininduzierten Rotationsrate nach kontralateraler BoNT-A-Injektion kann mit einer 

Verringerung der D2-Rezeptorkonzentration im kontralateralen CPu und somit mit einer 

Erhöhung des Ungleichgewichtes des D2-Rezeptorbestazes im linken und rechten CPu erklärt 

werden. 

Die Erhöhung der amphetamininduzierten Rotationsrate nach ipsilateraler BoNT-A-Injektion 

ist womöglich auf eine Reduktion der ACh-Konzentration und des D2-Rezeptorbesatzes im 

BoNT-A-behandelten CPu zurückzuführen. Auch besteht die Möglichkeit, dass BoNT-A die 

Konzentration an weiteren Rezeptoren im CPu beeinflusst. Die Reduktion der 

amphetamininduzierten Rotationsrate nach kontralateraler BoNT-A-Injektion beruht eventuell 

darauf, dass BoNT-A auch Präsynapsen katecholaminerger Axonendigungen blockieren kann 

und die Ausschüttung an Dopamin reduziert. Hierdurch würde sich die Differenz zwischen 

linkem (BoNT-A-behandelten) und rechtem (dopaminerg deafferentiertem) CPu hinsichtlich 

der Dopaminkonzentration nach Amphetamingabe verringern. Dies hätte eine etwas 

verminderte Initiierung von Bewegungsimpulsen im linken Kortex zur Folge, wodurch weniger 

Rotationen nach rechts hin ausgeführt werden. 

Es ist bemerkenswert, dass eine Injektion von BoNT-A in das CPu kontralateral zu einer 6-

OHDA-Läsion die Anzahl der Ausgleichsschritte im Steppingtest sowohl für die Vorderpfote 
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kontralateral zur Läsion als auch ipsilateral zur dopaminergen Deafferentierung des CPu’s 

erhöht. Auch erfolgen im Zylindertest nach kontralateraler BoNT-A-Injektion wieder 

signifikant mehr linksseitige Wandberührungen und im Corridor Task wird eine partielle 

Aufhebung des linksseitigen Neglects beobachtet. Eine ipsilaterale BoNT-A-Injektion hat 

keinen signifikanten Einfluss im Stepping Test. Die Verbesserung der Performance der rechten 

Vorderpfote lässt sich dadurch erklären, dass BoNT-A in Einklang mit der Arbeitshypothese 

die ACh-Konzentration im CPu senkt. Dies würde zu einer verminderten Aktivierung von 

MSNs des indirekten Weges führen, wodurch der Gpe weniger gehemmt würde und vermehrt 

den Gpi und STN hemmt. Der Ncl. ventralis anterolateralis des Thalamus würde dadurch 

weniger gehemmt und könnte vermehrt den prämotorischen und motorischen Kortex aktivieren, 

in Folge wären die Bewegungsinitiierungen auf der Gegenseite und damit die Anzahl der 

Schritte (Steps) erhöht. Dieser theoretische Mechanismus lässt sich allerdings nicht auf den 

verbesserten Gebrauch der linken Vorderpfote im Stepping- und Zylindertest sowie auf die 

Verbesserung des Neglects der linken Umwelt nach linksseitiger BoNT-A-Injektion 

rechtsseitig läsionierter Tiere anwenden. Wir vermuten, dass Interhemisphärenverbindungen 

für dieses Phänomen verantwortlich sind. 

 

 

6.3 Intrastriatally injected botulinum neurotoxin-A differently effects cholinergic and 

dopaminergic fibers in C57BL/6 mice. 

 

Obwohl Ratten und Mäuse in der phylogenetischen Systematik zu der gemeinsamen Ordnung 

der Rodentia (Nagetiere) und sogar zur selben Familie der Muridae (Langschwanzmäuse) 

gehören, ist in der wissenschaftlichen Literatur umfangreich dokumentiert worden, dass sich 

beide Arten in vielen physiologischen, biochemischen und pharmakologischen Eigenschaften 

voneinander unterscheiden (Ellenbroek and Youn, 2016; Jaramillo and Zador, 2014; Overgaard 

et al., 2013). Aus diesem Grund war es wichtig, die experimentelle Behandlung eines 

Parkinsonmodells durch intrastriatale BoNT-A-Injektion auch am Mausmodell zu testen, um 

zu eruieren, ob bereits die Wahl eines anderen Tiermodels zu anderen Resultaten führt. Des 

Weiteren ist es notwendig, die Wirkung des BoNT-A auch in einem Tiermodell zu erforschen, 

das der Pathologie des MP näher kommt, als das 6-OHDA-Modell. Die Läsion der SNpc durch 

6-OHDA vollzieht sich sehr rasch und es sind hier keine Lewy Bodies zu beobachten. Dieses 

Modell unterscheidet sich in seinem Verlauf von dem des IPS sehr und hat mit diesem 

neuropathologisch nur den Verlust dopaminerger Neurone in der SNpc und dem VTA gemein. 
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Viele genetische Modelle des MP, wie Mutationen und Knockouts wichtiger Gene, die bei der 

Pathogenese des MP eine Rolle spielen, sind nur im Mausmodell vorhanden. Die Erforschung 

der Wirkung einer intrastriatalen BoNT-A-Injektion auch an der Maus und nicht nur an der 

Ratte, stellt eine wichtige Vorarbeit dar, bevor dessen potentiell therapeutische Wirkung in 

einem genetischen Mausmodell des MP erforscht werden kann. 

Weiterhin wurde hier der dosisabhängige Effekt von BoNT-A auf die Morphologie des CPu 

untersucht sowie eruiert, ob zu verschiedenen Zeitpunkten nach einer intrastriatalen BoNT-A-

Behandlung Änderungen der mikroskopischen Architektur des CPu’s zu Tage treten. 

 

Fragestellung 

 

Ist bei Mäusen ebenfalls kein Untergang cholinerger Interneurone nach Injektion von BoNT-A 

direkt in das CPu zu beobachten? Treten bei Mäusen ebenfalls BiVs entlang cholinerger und 

katecholaminerger Nervenfasern auf? Wie haben sich die Körpergewichte von Mäusen 

entwickelt, die mit unterschiedlichen Mengen an BoNT-A oder Sham-Substanz intrastriatal 

behandelt worden sind? 

 

Material und Methoden 

 

Für die Untersuchung der Wirkung intrastriataler BoNT-A-Applikationen bei Mäusen wurden 

gesunde männliche junge adulte C57BL/6-Mäuse von der Firma Charles River Wiga GmbH 

(Sulzfeld, Deutschland) bezogen.  

Die stereotaktischen Applikationen von BoNT-A wurden, analog zu Ratten, mittels eines 

stereotaktischen Rahmens der Firma Kopf® (Tujunga, CA, USA) durchgeführt. An diesen 

Stereotakten wurde ein Mausadapter der Firma Stoelting (Wood Dale, USA) angebracht. Den 

Tieren wurde in das rechte CPu 1 µl einer phosphatgepufferten physiologischen 

Kochsalzlösung mit 0,1% bovinem Serumalbumin injiziert, die entweder 25 pg, 50 pg, 100 pg, 

200 pg oder kein BoNT-A (Sham-Tiere) enthielt.  

Bei Erreichen des vorgesehenen Endpunktes der jeweiligen Überlebenszeit wurden die Mäuse 

mit einer Überdosis Ketamin und Xylazin getötet und transkardial zunächst mit kalter 0,9%‘iger 

Kochsalzlösung und anschließend mit 3,7%‘iger Paraformaldehydlösung perfundiert. Die 
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Gehirne wurden entnommen, fixiert, kryoprotektiert, eingefroren und anschließend histologisch 

aufgearbeitet. Es wurden 30 µm-dicke Serienschnitte angefertigt. An jeweils jedem Fünften 

dieser Schnitte wurden Nissl-Färbungen bzw. immunhistochemische Färbungen gegen ChAT 

oder TH durchgeführt. Anhand dieser Färbung wurden stereologische Untersuchungen zu der 

Zahl striataler cholinerger Interneurone sowie eine Analyse der BiVs hinsichtlich ihrer 

numerischen Dichte als auch ihrer Größe durchgeführt. 

 

Ergebnisse 

 

Gewichte und Hirngewichte 

Mäuse vertrugen eine Injektion von 25 pg – 50 pg BoNT-A in das CPu gut. Bei Applikation 

höherer Dosen sind einzelne Tiere verstorben. Es wurde kein Neuronenverlust in der SNpc 

nachgewiesen. 

Es konnte ein dosisabhängiger Effekt von intrastriatal appliziertem BoNT-A auf das 

Körpergewicht der Tiere nachgewiesen werden. So wurde bei Mäusen die 100 pg oder 200 pg 

BoNT-A erhielten, ein halbes Jahr nach der Behandlung ein signifikant höheres Körpergewicht 

gemessen. 

Mäuse denen 25 pg BoNT-A injiziert wurde, wogen 32,46 ± 0,54 g und Tiere die 50 pg BoNT-

erhielten wogen 32,73 ± 1,10 g, 100 pg BoNT-A-Mäuse wogen 42,41 ± 2,11 g und 200 pg 

wogen BoNT-A –Mäuse 45,44 ± 0,22 g 6 Monate nach Behandlung. 

Das Gehirngewicht von Mäusen, die mit 50 pg oder 100 pg BoNT-A behandelt worden sind, 

war signifikant kleiner als das von Mäusen, die nur mit 25 pg behandelt worden sind. So 

betrugen die Gehirngewichte von Mäusen, die 25 pg BoNT-A erhielten 0,478 ± 0,005 g, die 

von 50 pg BoNT-A-Mäusen 0,450 ± 0,006 g, die von 100 pg BoNT-A-Mäusen 0,446 ± 0,006 

g und von 200 pg BoNT-A-Mäusen 0,446 ± 0,011 g. 

Bei Mäusen, denen 50 pg oder 200 pg BoNT-A in das rechte CPu injiziert worden sind, war 

das rechte CPu signifikant kleiner als das linke, unbehandelte CPu. Bei Tieren, die mit 25 pg 

oder 200 pg behandelt worden sind, wurden keine signifikanten Seitenunterschiede der 

striatalen Volumina gemessen. Sechs Monate nach BoNT-A-Behandlung betrug das Volumen 

des linken CPu’s von Tieren, denen 25 pg injiziert worden sind, 8,934 ± 0,224 mm³ und des 

rechten, behandelten CPu’s 8,499 ± 0,224 mm³; bei Tieren, die 50 pg erhielten, betrug das 

Volumen des linken CPu’s 10,751 mm³  ± 0,583 mm³ und des rechten CPu’s 8,039  ± 0,583 
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mm³. Bei 100 pg-Tieren hatte das linke CPu ein Volumen von 8,662 ± 0,583 mm3 und das 

rechte CPu von 8,023 ± 0,583 mm³ und bei 200 pg-Mäusen betrug das mittlere Volumen des 

linken CPu’s 10,314 ± 0,923 mm³ und 6,918 ± 0,923 mm³ für das rechte CPu. 

Zahl striataler cholinerger Interneurone 

Im Vergleich von rechtem, behandeltem und linkem, unbehandeltem CPu, unterschied sich zu 

allen Zeitpunkten die Anzahl cholinerger Interneurone nicht signifikant voneinander. Auch 

höhere Dosen an BoNT-A führten zu keinen signifikanten Seitenunterschieden in der Anzahl 

striataler cholinerger Interneurone. Jedoch konnte eine prinzipiell hohe interindividuelle 

Variabilität der Anzahl cholinerger Interneurone unabhängig von der Art der Behandlung 

nachgewiesen werden.  

 

BiVs 

Bei Mäusen konnten, im Gegensatz zu Ratten, keine TH-positiven BiVs in deren Gehirnen nach 

BoNT-A Injektion aufgefunden werden, wohingegen ChAT-positive BiVs auch hier zahlreich 

nachgewiesen worden sind (Abb.4).  

 

 

Abbildung 4.: Mikroskopische 

Abbildungen von BiVs im CPu von 

Ratte und Maus 

Die Präparate bei A und C stammen von 

einer Maus, der 100 pg BoNT-A 

intrastriatale injiziert worden ist. B und 

D stammen von einer Ratte, der 

ebenfalls 100 pg BoNT-A intrastriatal 

injiziert worden sind. Sowohl die Maus 

als auch die Ratte überlebten 6 Monate 

nach der Operation. Die schwarzen 

Pfeile markieren cholinerge 

Interneurone. Die schwarzen 

Pfeilspitzen markieren ChAT-positive 

BiVs. Die weißen Pfeilspitzen markieren 

TH-positive BiVs. 

Bei den Teilabbildungen A und B handelt 

es sich um Präparate, die gegen ChAT 

angefärbt worden sind, bei C und D 

handelt es sich um Präparate, die gegen 

TH angefärbt worden sind. Es ist 

bemerkenswert, dass im BoNT-A-behandelten CPu der Maus C, in der TH-Färbung im Gegensatz zur Ratte D keine 

TH-positiven BiVs aufzufinden sind. 
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Temporale Entwicklung der numerischen Dichte von ChAT-positiven BiVs  

Die größte numerische Dichte an BiVs wurde 3 Monate nach Injektion von 25 pg in das rechte 

CPu gemessen. So betrug die numerische Dichte 2094 ± 367 BiVs/mm³ nach einem Monat, 

3230 ± 307 BiVs/mm³ nach 3 Monaten, 1908 ± 165 BiVs/mm³ nach 6 Monaten und 749 ± 74 

BiVs/mm³ nach 9 Monaten. 

 

BoNT-A-Konzentrationsabhängigkeit der numerischen Dichte von ChAT-positiven BiVs 

Die höchste numerische Dichte an ChAT-positiven BiVs im CPu wurde nach 6 Monaten 

Überlebenszeit bei einer Dosis von 50 pg BoNT-A je CPu gemessen. Tiere, denen 25 pg BoNT-

A in das rechte CPu injiziert wurde, wiesen 1908 ± 165 BiVs/mm³ im behandelten CPu auf, 

Tiere die 50 pg erhielten, hatten 5066 ± 464 BiVs/mm³, Tiere die 100 pg erhielten, hatten 4056 

± 732 BiVs/mm³ und Tiere die 200 pg erhielten, hatten 3148 ± 767 BiVs/mm³. 

 

Temporale und konzentrationsabhängige Entwicklung BiV-Volumina 

Die größten Einzelvolumina wiesen BiVs nach 9 Monaten Überlebenszeit auf. Die größten 

Einzelvolumina nach 6 Monaten wiesen BiVs von Mäusen auf, die mit 100 pg oder 200 pg 

behandelt worden sind. 

 

Zahl dopaminerger Neurone in der SNpc 

Um zu eruieren, inwiefern ein möglicher zytotoxischer Effekt von BoNT-A auf dopaminerge 

Nervenzellen der SNpc von Mäusen ursächlich für das Fehlen von TH-positiven BiVs  bei 

Mäusen ist, wurden exemplarisch an histologischen Schnitten des Mittelhirns von Mäusen die 

mit 25 pg BoNT-A intrastriatal behandelt wurden, Zählungen der TH-positiven Neurone in der 

SNpc durchgeführt. Hier konnten keine signifikanten Seitenunterschiede zwischen behandelter 

und unbehandelter Seite detektiert werden. Zusätzlich erfolgte eine solche Untersuchung an 

Frontalschnitten des Mesencephalons von Ratten, denen 1 ng in das rechte CPu injiziert worden 

ist. Auch hier wurden keine Seitenunterscheide in der Zahl TH-positiver Neurone ermittelt, so 

dass ein zytotoxischer Effekt der gewählten BoNT-A-Konzentrationen auf TH-positive 

Neurone ausgeschlossen werden konnte. 
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Schlussfolgerungen 

Dass Mäuse, die mit hohen Dosen von 100 – 200 pg je CPu behandelt worden sind, schwerer 

sind als Mäuse, die mit geringeren Dosen behandelt worden sind, ist ein interessanter Befund, 

der sich momentan nur spekulativ erklären lässt. So könnte es sein, dass bei höherer Dosierung 

ein Teil des BoNT-A bis zum Hypothalamus diffundiert und dort durch die Spaltung von 

SNAP-25 die Exozytose von Leptin blockiert, wodurch die Mäuse ein fehlendes 

Sättigungsgefühl hätten und mehr fressen würden. Bei Ratten konnte eine Gewichtszunahme 

nach BoNT-A-Injektion nicht beobachtet werden. Es ist denkbar, dass durch das vier Mal 

größere Volumen eines Rattengehirns nicht ausreichende Mengen an BoNT-A in deren 

Hypothalamus gelangen. Des Weiteren könnten die Mäuse bezüglich ihrer hypothalamischen 

leptinausschüttenden Neurone sensitiver für BoNT-A sein als Ratten. 

Die Gehirne von Mäusen, die mit 50 oder 200 pg BoNT-A behandelt worden sind, waren 

signifikant um bis zu 6 % leichter als die Gehirne von Mäusen, die mit 25 pg behandelt worden 

sind. Das Volumen des rechten CPu‘s dieser Tiere war ebenfalls signifikant verringert und ihr 

rechter Seitenventrikel erschien erweitert. Einen Neuronenverlust konnten wir in unseren 

bisherigen Arbeiten nicht nachweisen. Wir können jedoch nicht ausschließen, dass es eventuell 

einen Effekt auf Gliazellen gibt, der zu einem Verlust dieser führt und eine Erklärung für die 

geringfügig kleinere Masse der Mausgehirne sein kann, die mit hohen Dosen an BoNT-A 

behandelt worden sind. In Ratten wurde ebenfalls eine Verringerung des striatalen Volumens 

nachgewiesen, sofern diese innerhalb eines halben Jahres zwei Mal mit 1 ng BoNT-A behandelt 

worden sind (Hawlitschka et al., 2018). Die Reduktion des Gehirngewichtes bei Mäusen, schon 

nach einer Behandlung, kann ebenfalls auf eine höhere Sensitivität zurückzuführen sein. 

In Hirnschnitten, die einer Nissl-Färbung zugeführt wurden, sind sowohl bei der Ratte als auch 

bei der Maus qualitativ keine Auffälligkeiten im Parenchym des CPu beobachtet worden. Diese 

Schnitte wurden für die Ratte auch zur Bestimmung der Gesamtneuronenzahl des CPu genutzt, 

wobei kein Verlust an Nervenzellen nach BoNT-A-Behandlung detektiert worden ist.  

Signifikante Seitenunterschiede in der Anzahl striataler cholinerger Interneurone konnte nach 

einseitiger BoNT-A-Behandlung nicht festgestellt werden. Legt man die Erkenntnisse aus der 

Ratte zugrunde, dass 1 – 2 % der striatalen Nervenzellen cholinerge Interneurone sind (Phelps 

et al., 1985) und dass das CPu von C57BL/6J-Mäusen ca. 1,72 Millionen Nervenzellen besitzt, 
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so decken sich die von uns ermittelten Zahlen der striatalen cholinergen Interneurone mit denen 

bisheriger Studien. 

 

BiVs  

Bei Mäusen wurden, im Gegensatz zu Ratten, keine TH-positiven BiVs nach BoNT-A-

Injektion im CPu gefunden. In diesem Zusammenhang wird deutlich, dass die Wirkung von 

BoNT-A auf die Gehirne von Ratte und Maus tatsächlich nicht vollkommen dieselbe ist, 

zumindest was das Phänomen des Auftretens TH-positiver BiVs betrifft. Der Befund, dass 

Mäuse keine TH-positiven BiVs ihrer dopaminergen Axonendigungen im CPu aufweisen, ist 

bemerkenswert, da in der Literatur beschrieben worden ist, dass BoNT-A sowohl bei der Ratte 

als auch bei der Maus die Freisetzung weiterer Transmitter als nur Acetylcholin aus 

präsynaptischen Nervenendigungen blockiert. Es ist bekannt, dass BoNT-A in genügend hohen 

Konzentrationen sowohl bei Ratte als auch bei Maus die Freisetzung von GABA, Dopamin, 

Serotonin, Glutamat, Glycin und Norepinephrin blockiert (Ashton and Dolly, 1988; Bozzi et 

al., 2006; Mahrhold et al., 2006; Pearce et al., 1997). 

Es ist denkbar, dass Ratten und Mäuse über einen unterschiedlichen Besatz an SV2C –

Rezeptoren verfügen. Der SV2C-Rezeptor an der präsynaptischen Endigung von Neuronen ist 

essentiell für die Wirkung von BoNT-A, da es hieran bindet und erst nach erfolgter Bindung an 

SV2C von dem Neuron durch endozytotische Vesikelrückgewinnung internalisiert werden 

kann (Dong, 2006; Kroken et al., 2017; Rummel, 2015; Stout et al., 2019). Sollten dopaminerge 

Axonendigungen im CPu von Mäusen einen anderen SV2-Rezeptorsubtypus tragen als Ratten, 

so kann dies eine Erklärung für das Fehlen von TH-positiven BiVs bei Mäusen sein. Fehlt 

SV2C, kann BoNT-A nicht aufgenommen werden und die leichte Kette des BoNT-A kann nicht 

im Zytoplasma der Nervenzelle SNAP-25 spalten, so dass nach wie vor die 

Transmittervesikelfusion mit der präsynaptischen Membran unbeeinträchtigt stattfinden kann. 

Ein hypothetischer Vesikelrückstau der zu Aufweitungen führt, wäre dann nicht gegeben. 

 

6.4 Unilateral Botulinum Neurotoxin-A Injection into the Striatum of C57BL/6 Mice Leads to 

a Different Motor Behavior Compared with Rats. 

 

Wie eingangs erwähnt gehören Ratten und Mäuse der Familie der Langschwanzmäuse an, sie 

unterscheiden sich aber in vielerlei Hinsicht auf biochemischer als auch Verhaltensebene. 
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Speziesspezifische Unterschiede einer intrazerebralen BoNT-A-Injektion müssen demnach im 

Vorfeld möglicher klinische Untersuchungen intrastriataler BoNT-A-Applikationen erforscht 

werden. Weiterhin existieren viele wichtige genetische Modelle des MP nur als Mausmodell. 

Aus diesem Grund wurde die Wirkung intrastriataler-BoNT-A-Injektion auch auf das Verhalten 

von C57BL/6-Mäusen untersucht.  

In den vorangegangenen Arbeiten wurden bei Wistar-Ratten die sehr markante Beobachtung 

gemacht, dass ein deutlich ausgeprägtes apomorphininduziertes Rotationsverhalten im 6-

OHDA-induzierten Hemiparkinsonmodell nach ipsilateraler intrastriataler BoNT-A-Injektion 

vollkommen aufgehoben wird, um sich innerhalb eines halben Jahres graduell wieder 

herauszubilden (Antipova et al., 2013, 2017; T. Mann et al., 2018b; Wedekind et al., 2018; 

Wree et al., 2011). Hier sollte eruiert werden, zu welch einem Verhalten eine einseitige 

intrastriatale BoNT-A-Injektion bei gesunden Ratten und Mäusen führt und ob sich beide 

Spezies in bestimmten Parametern unterscheiden. 

 

Fragestellung 

 

Da in histologischen Untersuchungen von Ratte und Maus speziesspezifische Unterschiede in 

der Wirkung von BoNT-A auf die Morphologie des ZNS aufgefunden worden sind, sollten nun 

folgende Fragen beantwortet werden: 

Hat eine einseitige Injektion von BoNT-A in das CPu einen Einfluss auf die 

Gewichtsentwicklung bei Ratte oder Maus? 

Bestehen speziesspezifische Unterschiede in der Wirkung einer einseitigen intrastriatalen 

BoNT-A-Injektion auf pharmakainduzierte Rotationstests? 

Hat eine einseitige BoNT-A-Behandlung Einfluss auf forcierte und spontane motorische 

Fähigkeiten?  

Löst eine einseitige Injektion von BoNT-A einen Seitenneglect in gesunden Mäusen aus? 

 

Material und Methoden 

Im Zuge dieser Arbeit wurden junge adulte C57BL/6-Mäuse und Wistar Ratten verwendet. Den 

Mäusen wurden entweder 25 pg bzw. 50 pg oder lediglich die Vehikelsubstanz in das rechte 
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CPu injiziert. Den Ratten wurde 1ng BoNT-A oder die Vehikelsubstanz in das rechte CPu 

injiziert. 

Unmittelbar vor der BoNT-A-Applikation sowie innerhalb von 9 Monaten nach der 

Behandlung erfolgten zu mehreren Zeitpunkten Gewichtsmessungen der Tiere und motorische 

Verhaltenstests. Es wurden apomorphininduzierte und amphetamininduzierte Rotationstests 

zwei Wochen, ein, drei, sechs und neun Monate nach Behandlung durchgeführt. 

Die spontane Motorik der Vorderpfoten wurde mittels des Zylindertestes untersucht. Die 

forcierte Motorik der Vorderpfoten wurde mittels des Steppingtestes untersucht. Weitere 

motorische Defizite wie z.B. Ataxien wurden mittels des Hindlimb-Clasping-Testes detektiert. 

Die Testung auf einen Seitenneglect hin erfolgte mittels eines Versuchs, der als „Corridor 

Taskes“ bezeichnet wird. 

Einen Monat, drei, sechs und neun Monate nach BoNT-A-Behandlung erfolgten amphetamin- 

und apomorphininduzierte Rotationstests. 

 

Ergebnisse 

 

Körpergewicht über die Zeit 

Die Körpergewichte von Mäusen, denen 25 pg oder 50 pg in das rechte CPu injiziert worden 

ist, waren signifikant geringer als die von Vehikel-behandelten Mäusen.  

 

Vergleich des apomorphininduzierten und amphetamininduzierten Rotationsverhaltens von 

Ratten und Mäusen 

 

Apomorphin 

Bei Ratten führte die rechtsseitige Injektion von BoNT-A einen Monat nach der Behandlung 

zunächst zu einem apomorphininduzierten Rotationsverhalten von einer Umdrehung je Minute, 

das ipsilateral zur behandelten Seite ausgeführt wurde. Dieser Befund war jedoch nicht 

signifikant, sondern stellte einen deutlichen Trend dar. Nach drei Monaten war das gemessene 

apomorphininduzierte Rotationsverhalten bei Ratten ipsilateral zur Behandlung signifikant, im 

Vergleich zu Vehikel-behandelten Tieren. 

Die Injektion von 25 pg und 50 pg BoNT-A in das rechte CPu von Mäusen führte bis zu drei 

Monate nach der Behandlung zu einem signifikanten apomorphininduzierten 
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Rotationsverhalten von ca. 2 Umdrehungen in der Minute, die kontralateral zur Injektion hin 

ausgeführt worden sind. Vehikel-injizierte Mäuse zeigten kein signifikantes 

apomorphininduziertes Rotationsverhalten. 

 

Amphetamin 

Bei gesunden Ratten führte eine einseitige intrastriatale Injektion von 1 ng BoNT-A zu keinem 

signifikanten amphetamininduziertem Rotationsverhalten. Im Gegensatz dazu, führte bei 

Mäusen eine einseitige Behandlung mit 25 pg oder 50 pg, im Vergleich zu Vehikel-behandelten 

Mäusen, über 9 Monate hinweg zu einem signifikanten Rotationsverhalten von 4 - 10 

Umdrehungen in der Minute, die kontralateral zur BoNT-A-Injektion hin ausgeführt wurden. 

 

Spontaner Gebrauch der Vorderpfoten/ Zylindertest 

Eine einseitige Injektion von 25 oder 50 pg BoNT-A in das rechte CPu führte zu einer 

signifikanten Verringerung des spontanen Gebrauchs der linken Vorderpfote im Zylindertest. 

Diese wurde nach einer solchen Behandlung nur noch in 40% der Wandberührungen genutzt, 

während Vehikel-behandelte Tiere über eine Zeit von 9 Monaten beide Vorderpfoten nahezu 

gleich häufig verwendet haben. 

 

Stepping Test 

Bei der forcierten Testung der Vorderpfoten durch den Steppingtest, zeigten gesunde einseitig 

BoNT-A-behandelte Mäuse, im Vergleich zu Vehikel-behandelten Mäusen, über 9 Monate 

hinweg signifikante Defizite im Gebrauch der linken Vorderpfote sowie einen Monat nach 

Behandlung auch der rechten Vorderpfote. 

 

Testung auf einen Seitenneglect/Corridor Task 

Gesunde Mäuse suchten nach einer einseitigen intrastriatalen BoNT-A-Behandlung signifikant 

weniger oft auf der kontralateral zur Behandlung gelegenen Seite nach Futter. Dies spricht für 

die Entwicklung eines partiellen Neglects des kontralateral zur Behandlung gelegenen Teils der 

Umwelt der Tiere. 
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Hindlimb Clasping 

Der Hindlimb-Clasping-Test ist dazu geeignet motorische Defizite in verschiedenen 

Tiermodellen neurodegenerativer Erkrankungen anzuzeigen. Die Maus wird hierzu an 

Schwanzbasis vorsichtig für 10 Sekunden angehoben und es wird beurteilt, ob das Tier ein oder 

beide Hinterpfoten an das Abdomen heranzieht und in welchem Ausmaß dies geschieht. Die 

Tiere wurden zu einem Testzeitpunkt drei Mal getestet und dabei gefilmt. Waren beide 

Hinterpfoten permanent nach außen gerichtet, so erhielt das Tier einen Wert von 0, war eine 

Hinterpfote während mindestens der Hälfte der Beobachtungszeit an den Bauch gezogen und 

nach innen gedreht, so entsprach dies einem Wert von 1, war dies für zwei Hinterpfoten der 

Fall, entsprach dies einem Wert von 2 (Chou et al., 2010; Guyenet et al., 2010; Lieu et al., 2013; 

Morris et al., 2011; Reid et al., 2013). 

Es wurde bei keinem der Tiere ein positives Hindlimb-Clasping beobachtet. 

 

Schlussfolgerungen 

 

Geringeres Gewicht 

Das, im Vergleich zu Vehikel-behandelten Mäusen, geringere Körpergewicht von Mäusen, die 

mit 25 pg oder 50 pg BoNT-A intrastiratal behandelt worden sind, ist bemerkenswert. In der 

Publikation von Hawlitschka et al. (2017) berichteten wir, dass Mäuse, denen wir 100 pg oder 

200 pg BoNT-A intrastriatal injizierten, schwerer waren als Mäuse, die nur 25 pg oder 50 pg 

erhielten. Im Umkehrschluss wäre zu erwarten, dass diese Tiere (25 pg und 50 pg) schwerer 

sein sollten als Kontrolltiere, das Gegenteil war jedoch der Fall. Hier lässt sich nur spekulieren, 

dass 25 pg und 50 pg BoNT-A je CPu nicht ausreichend sind, die Leptinausschüttung im 

Hypothalamus signifikant zu beeinflussen, jedoch ausreichen um durch einen unbekannten 

Mechanismus eine normale Gewichtszunahme zu stören. 

 

Verringerter Gebrauch der Vorderpfoten und Neglect 

In den Arbeiten von Wedekind et al. (2017) und Mann et al. (2018) konnte gezeigt werden, dass 

intrastriatal injiziertes BoNT-A zu einer Verringerung der D2-Rezeptordichte führt. D2-

Rezeptoren sind inhibitorisch und befinden sich im CPu vornehmlich auf Neuronen die dem 

indirekten Weg der Basalganglienschleife zuzuordnen sind. So sitzen sie auch auf MSNs die 

auf den Gpe projizieren und diesen hemmen. Weiterhin sitzen sie auf cholinergen 

Interneuronen, welche die MSNs aktivieren. Verfügen diese Neurone über weniger D2-
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Rezeptoren, werden sie weniger stark durch die dopaminerge Innervation aus der SNpc 

gehemmt. Die cholinergen Interneurone sollten dadurch überaktiv werden und vermehrt den 

Gpe hemmen, der wiederum nun weniger stark den Gpi hemmen kann und der infolge vermehrt 

den Thalamus hemmt, wodurch weniger Bewegungen im motorischen Kortex initialisiert 

werden und es aufgrund der Kreuzung der motorischen Bahnen zu motorischen Defiziten der 

kontralateralen Körperseite kommen könnte. Dies stellt eine mögliche Erklärung des 

verringerten Gebrauchs der linken Vorderpfote nach rechtsseitiger intrastriataler BoNT-A 

Injektion dar. 

Die Störung der intrastriatalen Signalweiterleitung durch Applikation von BoNT-A in ein 

gesundes CPu muss ursächlich für die genannten Einschränkungen sein. Die Applikation von 

BoNT-A in ein gesundes CPu scheint kontraproduktiv zu sein, da noch keine Verringerung der 

Dopaminkonzentration vorliegt. Diese wird unter Umständen erst durch eine BoNT-A-

injektion geschaffen – es ist dokumentiert, dass BoNT-A dazu in der Lage ist, die Ausschüttung 

an Katecholaminen zu blockieren (Ashton and Dolly, 1988; Bigalke et al., 1981, 1985; Bozzi 

et al., 2006; Dardou et al., 2011). Zum anderen konnten wir nachweisen, dass eine intrastriatale 

BoNT-A-Injektion zumindest bei Ratten zu einer Verringerung des striatalen D2-

Rezeptorbesatzes führt. Und auch die wahrscheinliche Reduktion der 

Acetylcholinkonzentration in einem zuvor intakten CPu nach BoNT-A-Injektion trägt zu einer 

Fehlregulation der Basalgangleinschleifen bei. Die Folge wären mangelnde Initiierungen von 

Bewegungsimpulsen im rechten Motorkortex, wodurch weniger Motorik auf der linken Seite 

ausgeführt wird (Li et al., 2015; Starkey et al., 2005; Welniarz et al., 2015). 

 

Stepping Test 

Die verringerte Zahl von Schrittbewegungen der linken Vorderpfoten im Steppingtest läßt sich 

auch durch den gestörten indirekten Weg der Basalganglienschleife aufgrund der Reduzierung 

von D2-Rezeptoren im rechten CPu nach BoNT-A-Behandlung erklären. Dennoch ist es 

überraschend, dass kurzfristig auch auf der rechten Seite weniger Ausgleichsschritte im 

Steppingtest, im Vergleich zu Vehikel-behandelten Tieren, ausgeführt werden. Heuer et al. 

(Heuer et al., 2012) berichteten ebenfalls, dass in einem unilateralen 6-OHDA-induzierten 

Parkinsonmodell der Maus die Zahl der Schritte im Steppingtest auf beiden Seiten um 80% 

reduziert ist. Legt man die Annahme zugrunde, dass bei gesunden Mäusen BoNT-A die 

Dopaminausschüttung im CPu blockiert und die Konzentration an D2-Rezeptoren herabsetzt, 

so kommt dies ebenfalls einer partiellen dopaminergen Läsion gleich und die Ergebnisse von 
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Heuer et al. würden im Einklang mit unseren Ergebnissen stehen. Dennoch existieren auch 

Publikationen, die nach einseitiger 6-OHDA-Läsion hauptsächlich ein einseitiges Defizit im 

Steppingtest messen (Boix et al., 2015; Glajch et al., 2012). 

 

Hindlimb Clasping 

Das Fehlen von Hindlimb-Claspingzeichen deutet darauf hin, dass die einseitige intrastriatale 

BoNT-A-Injektion in gesunde Tiere nicht auf weitere motorische Systeme, wie z.B. das 

cerebelläre System, übergreift und die hervorgerufenen Störungen bei gesunden Tieren nur sehr 

beschränkt bleiben. 

 

Apomorphininduzierte Rotationen 

Bei Mäusen führt eine unilaterale BoNT-A-Injektion in ein gesundes CPu einen und drei 

Monate nach der Behandlung zu einem signifikanten, apomorphininduzierten 

Rotationsverhalten von ein bis zwei Umdrehungen in der Minute kontralateral zur 

Injektionsseite hin. Bei Ratten führt eine solche Behandlung zunächst einen Monat nach 

Behandlung zu einem Trend, Rotationen unter Apomorphinwirkung mit ca. 1 U/min ipsilateral 

zur Behandlung hin auszuführen. Zwei und drei Monate nach der Behandlung, werden die 

Rotationen jedoch mit 1 und 1,5 U/min kontralateral zur Injektionsseite hin ausgeführt. 

In vorangegangenen Arbeiten konnte mittels Rezeptorautoradiographie und PET-CT 

nachgewiesen werden, dass sich die Konzentration an D2-Rezeptoren im CPu nach BoNT-A-

Behandlung verringert. 

Den anfänglichen Trend von Ratten, nach einseitiger intrastriataler BoNT-A-Injektion, 

apomorphininduzierte Rotationen ipsilateral zur Injektionsseite hin auszuführen, lässt sich mit 

der Verringerung an postsynaptischen D2-Rezeptoren an cholinergen Interneuronen und 

GABA-ergen Medium-Spiny-Projektionsneuronen, die auf den Gpe projizieren, erklären. Denn 

durch das seitenspezifische Ungleichgewicht an präsynaptischen D2-Rezeptor-

Konzentrationen, kann das systemisch wirkende Apomorphin im größeren Ausmaß GABA-

erge Projektionsneurone auf der unbehandelten Seite hemmen. Der Gpe wird hierdurch weniger 

stark gehemmt und hemmt selbst vermehrt den Gpi sowie den STN. Diese können nun weniger 

stark den Thalamus hemmen, der folglich im stärkeren Ausmaß auf der unbehandelten Seite 

den motorischen und prämotorischen Kortex aktiviert, was zu einer verstärkten Motorik der 

Körperhälfte führt, die kontralateral zur unbehandelten Seite bzw. ipsilateral zur BoNT-A-
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behandelten Seite liegt. Dadurch drehen sich die Ratten nach Apomorphingabe ipsilateral zur 

BoNT-A-Injektion. 

Dass zu späteren Zeitpunkten nach einseitiger BoNT-A-Injektion Ratten als auch Mäuse nach 

Apomorphingabe kontralateral zur Injektionsseite hin rotieren, kann man spekulativ dadurch 

erklären, dass hier die anticholinerge Wirkung des BoNT-A überwiegt bzw. zum Tragen 

kommt. Denn laut der Arbeitshypothese sollte eine intrastriatale BoNT-A-Injektion die 

Ausschüttung an Acetylcholin aus den cholinergen Interneuronen blockieren. Ist dies vermehrt 

der Fall, werden im CPu auf der behandelten Seite die GABA-ergen MSNs vermindert aktiviert 

und hemmen weniger stark den Gpe, der nun wiederum vermehrt den Gpi und den STN hemmt, 

die nun den Thalamus weniger stark hemmen können. Der Thalamus kann so vermehrt den 

prämotorischen und motorischen Kortex auf der BoNT-A-behandelten Seite aktivieren, 

wodurch auf der kontralateralen Körperhälfte vermehrt Bewegungen initiiert werden und sich 

das Tier kontralateral zur BoNT-A-Behandlung dreht. 

Die Herausbildung eines kontralateralen apomorphininduzierten Rotationsverhaltens kann 

auch darin begründet liegen, dass bei der Verringerung der D2-Rezeptordichte im CPu nach 

BoNT-A-Injektion u.U. nicht nur postsynaptische D2-Rezeptoren betroffen sind, sondern, 

womöglich zeitversetzt, sich auch die Konzentration an präsynaptischen D2-Rezeptoren an 

dopaminergen Nervenendigungen verringert. Da D2-Rezeptoren einen inhibitorischen 

Charakter haben, hätte eine Verringerung der präsynaptischen D2-Rezeptorkonzentration an 

dopaminergen Präsynapsen eine stärkere Ausschüttung an Dopamin zur Folge als im 

kontralateralen CPu. Hierdurch würde sowohl der direkte als auch der indirekte Weg der 

Basalganglienschleife vermehrt durch Dopamin stimuliert, was ebenfalls eine vermehrte 

Aktivierung des ipsilateralen prämotorischen und motorischen Kortex zur Folge hätte. Die 

Tiere würden dann aufgrund einer gesteigerten Bewegungsinitiation auf der kontralateralen 

Körperhälfte kontralateral zur Behandlung hin rotieren. 

Warum Mäuse im Gegensatz zu Ratten keine anfängliche Phase eines ipsilateralen 

Rotationsverhaltens unter Apomorphinwirkung zeigen, lässt sich nur spekulativ beantworten. 

Zunächst ist festzuhalten, dass das anfängliche ipsilaterale Rotationsverhalten der Ratten, im 

Vergleich zu Vehikel-behandelten Kontrolltieren, nur einen Trendcharakter hat. Weiterhin 

kann es sein, dass bei Mäusen die anticholinerge Wirkung und/ oder die Wirkung von BoNT-

A auf die präsynaptischen D2-Rezeptoren überwiegt. Es ist jedoch auch möglich, dass der 

Zeitpunkt des ersten apomorphininduzierten Rotationstests mit zwei Wochen nach der 
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Behandlung, zu spät gewählt worden ist und während einer möglichen Messung zuvor evtl. 

auch ein solches Verhalten erfasst worden wäre. Aufgrund der Notwenigkeit, den Mäusen nach 

der stereotaktischen Injektion eine ausreichend lange Zeit zur Erholung zu gewähren, waren 

jedoch vorherige Messungen nicht möglich. 

 

Amphetamininduzierte Rotationen 

Gesunde Mäuse und Ratten, die einseitig intrastriatal mit BoNT-A behandelt worden sind, 

zeigen ein unterschiedliches amphetaminindiziertes Rotationsverhalten. Während bei Ratten 

kein signifikantes Rotationsverhalten zu messen ist, rotieren Mäuse deutlich und signifikant 

kontralateral zur injizierten Seite hin. Diese speziesspezifischen Unterschiede in der BoNT-A-

Wirkung lassen sich am ehesten durch unterschiedlich starke Wirkungen auf die verschiedenen 

präsynaptischen Endigungen der verschiedenen Transmittersysteme im CPu bei Ratte und 

Maus erklären. Es ist wahrscheinlich, dass es zwischen Ratte und Maus Unterschiede in der 

Konzentration an SV2C-Rezeptoren im CPu gibt. Diese sind an Axonendigungen diverser 

Neuronentypen lokalisiert, die in das CPu projizieren. SV2C-Rezeptoren stellen die 

Bindungsstelle für BoNT-A dar und sind eine essentielle Komponente, die die Endozytose des 

BoNT-A und somit seine Wirkung vermittelt. Es ist bereits in einigen Publikationen gut 

dargelegt, dass SV2C je nach Spezies und je nach Hirnregion sowie je nach Neuronentyp 

unterschiedlich stark exprimiert wird (Crèvecœur et al., 2013; Davies et al., 2018; Dunn et al., 

2018; Janz et al., 1999; Lam et al., 2015; Mahrhold et al., 2006; Rummel, 2015). Offensichtlich 

überwiegt bei Mäusen die anticholinerge Komponente der BoNT-A-Wirkung. D.h. BoNT-A 

muss im CPu von Mäusen eher die Exozytose von Acetylcholin blockieren als die von 

Dopamin, da die dopaminergen Axonendigungen der Maus im Gegensatz zur Ratte u.U. 

weniger oder gar keine SV2C-Rezeptoren tragen und BoNT-A dadurch nicht an dopaminergen 

Präsynapsen des Maus-CPu‘s binden kann. Hierfür spricht, dass wir bei Mäusen keine TH-

positiven BiVs beobachten konnten. Dadurch geht die bewegungsfördernde Komponente des 

Dopamins für den indirekten und direkten Weg der Basalgangleinschleifen nicht in dem Maße 

verloren, wie die bewegungshemmende Komponente des Acetylcholins für den indirekten Weg 

der Basalgangleinschleifen. Amphetamin wirkt hauptsächlich als Freisetzer von 

Katecholaminen aus der Präsynapse (Herrera-Marschitz et al., 2010; Kahlig et al., 2005; Lam 

et al., 2011). Nach systemischer Applikation von Amphetamin in einseitig BoNT-A-

behandelten Mäusen wird anscheinend sowohl im BoNT-A-behandelten CPu als auch im 

kontralateralen unbehandelten CPu überschießend Dopamin freigesetzt – ein 
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Rotationsverhalten ist dann zunächst nicht zu erwarten. Vorausgesetzt, dass im Einklang mit 

der Arbeitshypothese BoNT-A die Acetylcholinfreisetzung im behandelten CPu verringert hat, 

wird die bewegungshemmende Wirkung des behandelten CPu durch dessen nun verringerten 

inhibitorischen Einfluss auf den Gpe verkleinert und auf der kontralateralen Körperhälfte muss 

es zu einer vermehrten Initiierung von Bewegungen und somit zu einem Rotationsverhalten 

kontralateral zur Behandlung kommen.  

Bei Ratten ist kein signifikantes Rotationsverhalten nach einseitiger intrastriataler Behandlung 

mit 1 ng BoNT-A unter Amphetamineinwirkung zu beobachten. Ursächlich hierfür kann sein, 

dass der Besatz an SV2C-Rezeptoren an den Axonendigungen der unterschiedlichen 

Neuronentypen, die im CPu projizieren, in Ratten anders als in Mäusen verteilt ist. So ist es 

möglich, dass in der Ratte nicht nur die Acetylcholinausschüttung durch BoNT-A stark 

verringert ist, sondern durch einen erhöhten Besatz an SV2C-Rezeptoren an dopaminergen 

Axonendigungen auch die Dopaminausschüttung blockiert ist. Dadurch würde nach 

Amphetamingabe die bewegungsfördernde Komponente der ACh-Konzentrationsverringerung 

im BoNT-A-behandelten CPu durch eine, im Vergleich zum unbehandelten CPu, verminderte 

Dopaminausschüttung kompensiert werden. Folglich würden beide Striata wieder einen 

annähernd gleichen Einfluss auf die Bewegungsinitierung durch den direkten und indirekten 

Weg der Basalganglienschleifen vermitteln – ein vermehrtes Initiieren von Bewegungen auf 

einer der beiden Seiten wäre dann nicht zu erwarten. 

Zusätzlich kann auch die Verringerung an D2-Rezeptoren im BoNT-A behandelten CPu der 

Ratte ursächlich für das Ausbleiben eines Amphetamininduzierten Rotationsverhaltens sein, da 

hierdurch die bewegungsfördernde Wirkung des Dopamins, die durch den indirekten Weg der 

Basalganglienschleife vermittelt wird, verringert wird. 

 

6.5 Repeated Intrastriatal Botulinum Neurotoxin-A Injection in Hemiparkinsonian Rats 

Increased the Beneficial Effect on Rotational Behavior. 

 

Vorarbeiten ergaben, dass der Effekt einer intrastriatalen BoNT-A-Behandlung auf das 

motorische Verhalten von Nagetieren temporärer Natur und in der Regel nach 3 bis 6 Monaten 

wieder abgeklungen ist. Hier wurde eruiert, inwiefern eine zweite intrastriatale BoNT-A-

Behandlung in Ratten sechs Monate nach einer ersten BoNT-A-Behandlung, also nach dem 
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Abklingen der Wirkung der ersten Behandlung, möglich ist und welche Besonderheiten auf 

Verhaltensebene nach einer solchen Zweitbehandlung zu beobachten sind. 

Darüber hinaus sollten Hinweise darauf gewonnen werden, ob durch die intrastriatale BoNT-

A-Injektion in der Tat, wie in der Arbeitshypothese dargestellt, die extrazelluläre Konzentration 

an ACh im CPu reduziert wird. Hierzu sollten die Effekte, die in pharmakainduzierten 

motorischen Verhaltenstests nach BoNT-A-Behandlung auftreten, bei gleichzeitiger Gabe eines 

Blut-Hirn-Schranke-gängigen Acetylcholinesteraseinhibitoren untersucht werden.  

 

Fragestellung 

 

Ist es möglich, hemiparkinsonoide Ratten, die bereits einmal mit 1 ng BoNT-A im dopaminerg 

deafferentierten CPu behandelt worden sind, ein halbes Jahr nachdem die Wirkung des BoNT-

A auf den apomorphininduzierten Rotationstest abgeklungen ist, ein weiteres Mal dieser 

Behandlung zu unterziehen? Führt diese zweite BoNT-A-Behandlung zu einer 

gesundheitlichen Beeinträchtigung der Tiere? Ist eine zweite intrastriatale BoNT-A-

Behandlung dazu in der Lage, die apomorphininduzierte Rotationsrate, die nach einer ersten 

BoNT-A-Behandlung zunächst signifikant gesenkt worden ist und im Verlauf von 6 Monaten 

wieder auf ihren Ursprungswert gestiegen ist, ein weiteres Mal signifikant zu senken? Wie stark 

fällt eine eventuelle zweite Senkung der apomorphininduzierten Rotationsrate aus? Sind durch 

eine zweite ipsilaterale BoNT-A-Behandlung innerhalb eines halben Jahres andere Effekte auf 

einen 6-OHDA induzierten Seitenneglect oder auf forciertes motorisches Verhalten zu 

beobachten, als bei einmaliger BoNT-A-Injektion? Lässt sich durch die systemische 

Applikation des Acetylcholinesteraseinhibitors Donepezil, der dazu in der Lage ist die Blut-

Hirn-Schranke zu überwinden, die apomorphininduzierte Rotationsrate wieder steigern und 

somit der Nachweis erbringen, dass die Reduktion der apomorphininduzierten Rotationsrate bei 

hemiparkinsonoiden Ratten nach einseitiger BoNT-A-Injektion abhängig ist von einer 

Reduktion der striatalen Acetylcholinkonzentration? 

 

Material und Methoden 

 

Junge männliche Wistar-Ratten wurden zunächst dem Corridor Task und dem Stepping Test 

unterzogen. Anschließend wurde mittels sterotaktischer Injektion von 6-OHDA in das rechte 
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MVB eine rechtsseitige Läsion der SNpc ausgelöst. Einen Monat später erfolgten Stepping 

Test, Corridor Task und apomorphininduzierter Rotationstest. Die Tiere wurden nach diesem 

Schema einen, drei und sechs Monate nach der ersten BoNT-A-Behandlung getestet. Sechs 

Monate nach der ersten BoNT-A-Behandlung erfolgte eine zweite Injektion von 1 ng BoNT-A 

in das rechte, dopaminerg deafferentierte CPu. Einen Monat, drei, sechs, neun und zwölf 

Monate nach der zweiten BoNT-A-Behandlung durchliefen die Tiere die oben genannten 

Batterien an Verhaltenstests. 

Zu Untersuchung der Acetylcholinkonzentrationsabhängigkeit der Reduktion der 

apomorphininduzierten Rotationsraten hemiparkinsonoider Ratten nach intrastriataler BoNT-

A-Injektion, wurden im Rahmen dieser Arbeit apomorphininduzierte Rotationstests nach dem 

Muster der vorherigen Publikationen durchgeführt, wobei zusätzlich zu den jeweiligen 

Untersuchungszeitpunkten Rotationstests unter dem Einfluss von Donepezil durchgeführt 

worden sind. Donepezil ist Blut-Hirn-Schranke-gängig und blockiert die Acetylcholinesterase 

(AChE). Es lag die Annahme zugrunde, dass falls der mindernde Effekt auf die 

apomorphininduzierte Rotationsrate nach BoNT-A-Gabe auf einer Reduzierung der ACh-

Konzentration zurückzuführen ist, die Erhöhung der extrazellulären ACh-Konzentration diesen 

Effekt wieder rückgängig machen muss. Donepezil sollte die AChE im CPu blockieren. 

Hierdurch sollte die extrazelluläre Konzentration an ACh im CPu kurzzeitig erhöht werden. 

Diese temporäre Erhöhung der striatalen ACh-Konzentration durch Donepezilgabe sollte zum 

jeweils zweiten apomorphininduzierten Rotationstest eines Untersuchungszeitpunktes 

erfolgen. Anschließend sollten die jeweiligen Rotationsraten, einmal ohne Donepezileinfluss 

und einmal unter Donepezileinfluss, miteinander verglichen werden. Dass überhaupt noch 

funktionsfähige cholinerge Präsynapsen im Ratten-CPu, das mit 1 ng BoNT-A behandelt 

worden ist, vorhanden waren, schlossen wir daraus, dass die Effekte auf die verschiedenen 

motorischen Tests nach Injektion von 2 ng BoNT-A in das CPu stärker waren als die nach 

Injektion von 1 ng (Antipova et al., 2013; Wree et al., 2011). 

Aufgrund unterschiedlicher Angaben über die Halbwertszeit von Donepezil (Barnes et al., 

2000; Geerts et al., 2005; Goh et al., 2011; Mumenthaler et al., 2003; Nagy et al., 2004; Nirogi 

et al., 2012; Ohnishi et al., 1993; R and Davis, 2012; Snape et al., 1999; Tiseo et al., 2002), 

musste dieses Experiment in verschiedenen Varianten erfolgen. Diese unterschieden sich in 

ihrem zeitlichen Muster. Zu jedem Untersuchungszeitpunkt lagen der erste und der zweite 

Rotationstest 72 h auseinander. Im ersten Schema erfolgte die Donepezil- bzw. 
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Scheindonepezilgabe 24 h vor dem zweiten Rotationstest und bei dem zweiten Schema erfolgte 

die Donepezilgabe 1 h vor dem zweiten Rotationstest. 

 

Ergebnisse 

 

Körpergewichte 

Sowohl die erste als auch die zweite BoNT-A-Injektion (6 Monate nach der ersten) wurde von 

den Tieren gut vertragen. Es wurden zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede zwischen 

BoNT-A-behandelten und Vehikel-behandelten Tieren bezüglich des Körpergewichtes 

beobachtet. 

 

Apomorphininduzierte Rotationen 

Einen Monat nach einer rechtsseitigen 6-OHDA-Injektion konnte ein durchschnittliches 

apomorphininduziertes Rotationsverhalten von 6 U/min kontralateral zur Läsion gemessen 

werden. Nachdem ein erstes Mal 1 ng BoNT-A in das rechte CPu injiziert wurde, ist die 

Rotationsrate signifikant auf 2 U/min gesunken. In den folgenden 5 Monaten stieg die 

Rotationsrate kontinuierlich auf den Ursprungswert an. Daraufhin folgte die zweite Injektion 

von 1 ng BoNT-A an dieselben Koordinaten wie zuvor. Die apomorphininduzierte 

Rotationsrate sank daraufhin noch stärker auf ca. 0 U/ min ab. Auch in den folgenden Monaten 

nach der zweiten BoNT-A-Behandlung stieg die apomorphininduzierte Rotationsrate wieder 

schrittweise an. Jedoch vollzog sich der Wiederanstieg langsamer, als nach der ersten BoNT-

A-Behandlung. 

 

Stepping Test 

Zur Detektion einer möglichen Akinesie der Vorderpfoten wurde auch hier der Steppingtest 

angewendet. Die rechtsseitige 6-OHDA-Läsion führte auf der linken Seite zu einer deutlichen 

Reduktion der Zahl der Ausgleichsschritte („Adjusting-Steps“) von ca. 12 auf ca. 4 – 6. Eine 

BoNT-A-Behandlung führte zu keinen signifikanten Veränderungen der Anzahl der Adjusting-

Steps, im Vergleich zu Vehikel-behandelten Tieren. 
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Corridor-Task 

Die Versuchstiere wurden mittels des Corridor-Tasks auf einen Neglect einer Seite ihrer 

Umwelt hin getestet. Rechtsseitig 6-OHDA-läsionierte Ratten suchten im Schnitt nur noch zu 

5 % Futter im Bereich ihres linken Gesichtsfeldes, obwohl ihnen im Korridor des Corridor-

Taskes alle 15 cm Futter auf beiden Seiten angeboten worden ist. Dieser kontralaterale Neglect 

konnte durch eine Injektion von BoNT-A in das rechte CPu nicht gebessert werden. Auch die 

zweite BoNT-A-Injektion hatte keinen Effekt auf die Seitendifferenz bei den Futtersuchen. 

 

Donepezil-Effekte 

Hier wurden die Werte von je zwei Rotationstests nach Apomorphingabe für jeden 

Untersuchungszeitpunkt miteinander verglichen. Die beiden Rotationstests lagen stets je 72 h 

auseinander. Je nach Studiendesign erhielten die Ratten 24 h oder 1 h vor dem jeweils zweiten 

Rotationstest 2 mg/ kg KG Donepezil als intraperitoneale Injektion. 

Die ersten Donepezilwirkungen konnten bei den Tieren nach 8 - 10 min beobachtet werden. So 

führten die Tiere vermehrt Kaubewegungen über einen Zeitraum von 2,5 h aus und es konnte 

eine Reduktion der Körpertemperatur von 1°C gemessen werden. 

Bei hemiparkinsoiden Ratten, die anfänglich eine hohe apomorphininduzierte Rotationsrate 

aufwiesen, führte eine BoNT-A-Injektion einen Monat nach der Behandlung zu einer deutlichen 

Reduktion der Rotationsrate. Wurden diese Tiere 72 h später einem zweiten Rotationstest 

unterzogen, nachdem diese 24 h zuvor mit Donepezil behandelt worden sind, so war die 

Rotationsrate zum Zeitpunkt des zweiten Tests, im Vergleich zu der Rotationsrate des ersten 

Tests, signifikant erhöht. Ein ähnlicher Effekt wurde auch in Schein-BoNT-A-behandelten 

Ratten gemessen. Sowohl bei BoNT-A behandelten als auch  Vehikel-behandelten 

hemiläsionierten Ratten war die Rotationsrate des zweiten Rotationstestes (24 h nach 

Donepezilgabe) zu den Untersuchungszeitpunkten einen Monat und zwei Monate nach BoNT-

A-Behandlung signifikant gegenüber dem Test vor Donepezilgabe erhöht. Drei und vier 

Monate nach BoNT-A-Behandlung bestand ein deutlicher Trend dahingehend, dass die 

Rotationsrate des jeweiligen Testes nach Donepezilgabe gegenüber dem ersten Test erhöht war. 

Dieses Testdesign wurde ein weiteres Mal durchgeführt, jedoch erhielten die Ratten 24 h vor 

dem zweiten Rotationstest lediglich die Vehikelsubstanz (0,9%‘ige NaCl-Lösung) des 

Donepezil intraperitoneal injiziert. Auch hier zeigten sowohl BoNT-A-behandelte Ratten als 

auch sham-behandelte Ratten einen Monat nach BoNT-A-Behandlung signifikant erhöhte 
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Rotationsraten im Zuge des zweiten Rotationstest, der 72 h nach einem ersten Rotationstest 

erfolgte. 

Aufgrund stark abweichender Informationen über die Halbwertszeit von Donepezil in der 

Literatur wurde eine dritte Versuchsreihe durchgeführt. Hierzu wurden ebenfalls 

hemiläsionierte Ratten untersucht, die entweder BoNT-A- oder Vehikel-behandelt wurden. 

Folgende drei Versuchsgruppen wurden getestet: BoNT-A-behandelte Hemiparkinsonratten, 

die zu jedem Testzeitpunkt einen ersten apomorphininduzierten Rotationstest durchliefen und 

72 h danach ein zweites Mal getestet wurden, jedoch 1 h vor dem zweiten Rotationstest 2 mg/ 

kg KG Donepezil erhielten; BoNT-A-behandelte Hemiparkinsonratten die 1 h vor dem zweiten 

Rotationstest die Vehikelsubstanz des Donepezil erhielten und Vehikel-behandelte 

Hemiparkinsonratten, die 1 h vor dem zweiten Rotationstest ebenfalls 2 mg/ kg KG Donepezil 

erhielten. 

Bei BoNT-A-behandelten Hemiparkinsonratten hatte die Donepezilgabe 1 h vor dem zweiten 

Rotationstest zu den meisten Untersuchungspunkten keinen signifikanten Effekt auf die 

Rotationsrate, lediglich 9 Monate nach der BoNT-A-Behandlung war die Rotationsrate 

während des zweiten Rotationstests unter Donepezileinwirkung um 2 U/min signifikant 

erniedrigt. Bei schein-BoNT-A-behandelten Hemiparkinsonratten war fast zu jedem 

Untersuchungszeitpunkt die Rotationsrate unter Donepezileinwirkung signifikant um 3 bis 4 

U/min erniedrigt. Eine Scheindonepezilbehandlung hatte keinen signifikanten Effekt auf die 

apomorphininduzierte Rotationsrate. 

 

Schlussfolgerungen 

 

Das, im Vergleich zu Vehikel-behandelten Tieren, unveränderte Körpergewicht von den mit 

BoNT-A injizierten Ratten und der nicht zu unterscheidende Gesamteindruck der beiden 

Tiergruppen bis zu ein Jahr nach einer zweiten BoNT-A-Behandlung und 18 Monate nach einer 

ersten Behandlung mit 1 ng BoNT-A, spricht für eine gute Verträglichkeit auch einer zweiten 

intrazerebralen BoNT-A-Applikation innerhalb von 6 Monaten. 

 

apomorphininduzierte Rotationen 

Der Effekt der zweiten BoNT-A-Behandlung auf die apomorphininduzierte Rotationsrate war 

stärker ausgeprägt als der Effekt der ersten BoNT-A-Injektion. So betrug die 



6. Originalarbeiten 

 
46 

 

apomorphininduzierte Rotationsrate einen Monat nach der ersten BoNT-A-Behandlung 2,27 ± 

0,86 U/min und 0,17 ± 0,58 U/min. Und auch der Wiederanstieg der Rotationsrate war nach 

der zweiten Behandlung weniger steil, als nach der ersten Behandlung. Die Rotationsrate 3 

Monate nach der ersten BoNT-A-Injektion betrug 4,44 ± 0,86 U/min und 1,32 ± 1,06 U/min 3 

Monate nach der zweiten Injektion sowie 6,85 ± 1,05 U/min sechs Monate nach der ersten 

BoNT-A-Injektion und 2,20 ± 0,91 U/min sechs Monate nach der zweiten BoNT-A-Injektion. 

Die Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass trotz der Tatsache, dass sechs Monate nach der 

ersten BoNT-A-Injektion die Rotationsrate wieder einen Wert erreicht hat, der dem Wert vor 

der BoNT-A-Behandlung entsprach, dennoch eine Restwirkung der ersten BoNT-A-

Behandlung vorgelegen haben muss. Unsere Befunde entsprechen auch den Erkenntnissen 

anderer Arbeitsgruppen über die BoNT-A-Wirkung in der Körperperipherie, die besagen, dass 

nach wiederholter intramuskulärer Injektion, die BoNT-A-Wirkung jeweils länger andauert. So 

konnten Rogozhin et al. (Rogozhin et al., 2008) zeigen, dass sich nach wiederholter Behandlung 

des Musculus epitrochleoanconeus mit BoNT-A bei Mäusen, die neuromuskuläre 

Signalweiterleitung langsamer normalisiert als nach einer einmaligen BoNT-A-Behandlung. 

Und auch aus der klinischen Anwendung beim Menschen ist gut belegt, dass mit der Anzahl 

der BoNT-A-Behandlungen einer Körperregion deren Wirkstärke und Wirkdauer steigt 

(Brashear et al., 2005; Colosimo et al., 2012; Flynn, 2010; Şen and Arpaci, 2015). 

Dass das stärkere Absinken der apomorphininduzierten Rotationsrate und deren langsamerer 

Wiederanstieg nach der zweiten BoNT-A-Behandlung auf die wiederholte BoNT-A-Injektion 

und nicht auf das fortgeschrittene Alter der Versuchstiere zurückzuführen ist, schließen wir 

daraus, dass auch in vorangegangenen Experimenten und bei schein-BoNT-A-behandelten 

Ratten dieses Experimentes die apomorphininduzierte Rotationsrate 6-OHDA-hemiläsionierter 

Ratten nicht abhängig war von der Zeit, die zwischen dem jeweiligen Rotationstest und der 

zurückliegenden 6-OHDA-Läsion lag. 

 

Stepping test und Corridor task 

Wie in den vorangegangenen Studien (Antipova et al., 2018, 2017) wurde nach einmaliger 

ipsilateraler Injektion von 1 ng BoNT-A in das rechte, dopaminerg deafferentierte CPu keine 

Erhöhung der Schrittzahl der kontralateralen Vorderpfote beobachtet. Auch im Corridor Task 

wurde keine Aufhebung des linksseitigen Neglects beobachtet. Eine zweite Injektion von 

BoNT-A hatte ebenfalls keinen signifikanten Effekt in diesen Tests.  
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Die dopaminerge Deafferentierung des rechten CPu‘s führt zu einer Enthemmung von MSNs, 

die auf den Gpe projizieren, woraufhin der Gpi und STN enthemmt werden, was zu einer 

vermehrten Hemmung des Thalamus und einer geringeren Aktivierung des motorischen und 

prämotorischen Kortex führt. Auch werden MSN’s, die direkt auf den Gpi projizieren, nicht 

mehr durch Dopamin aktiviert und können den Gpi weniger stark hemmen, so dass dies zu 

seiner Überaktivität und so zu einer verringerten Aktivierung des motorischen und 

prämotorischen Kortex beiträgt. Diesen Umstand konnte auch die zweimalige ipsilaterale 

Injektion von 1 ng BoNT-A anscheinend nicht aufheben, auch wenn man annehmen musste, 

dass BoNT-A die intrastriatale ACh-Konzentration herabsetzen sollte und damit die 

übermäßige Aktivierung von MSNs verringern sollte, die auf den Gpe projizieren.  

 

Donepezil bei apomorphininduzierten Rotationstest 

Da in der Literatur sehr unterschiedliche Angaben über die Halbwertszeit von Donepezil 

gemacht worden sind, wurde Donepezil bzw. die Vehikelsubstanz entweder 1 h oder 24 h vor 

einem zweiten apomorphininduzierten Rotationstest appliziert. 

Hemiläsionierte Ratten, die 24 h vor einem zweiten apomorphininduzierten Rotationstest mit 2 

mg/ kg KG Donepezil behandelt worden sind, zeigten eine signifikant erhöhte 

Rotationsgeschwindigkeit, im Vergleich zu einem 72 h zuvor ausgeführten Rotationstest. 

Hierdurch schien sich zunächst unsere Arbeitshypothese zu bestätigen, dass durch die 

systemische Gabe des Acetylcholinesterasehemmers Donepezil die ACh-Konzentration im 

BoNT-A-behandelten CPu wieder erhöhen lässt und eine durch BoNT-A erniedrigte 

Rotationsrate wieder steigt, vorausgesetzt dass die apomorphinduzierte Rotationsrate eine 

Acetylcholinabhängigkeit aufweist. Auch schein-BoNT-A-behandelte Hemiparkinsonratten, 

wiesen 24 h nach Donepezilgabe einen solchen Sprung der apomorphiniduzierten Rotationsrate 

auf. Jedoch zeigten auch hemiparkinsonoide BoNT-A-behandelte Ratten einen gleichartigen 

signifikanten Sprung der Rotationsrate, die 24 h vor dem zweiten Rotationstest lediglich mit 

der Vehikelsubstanz des Donepezils behandelt worden sind. Daraus muss geschlossen werden, 

dass der beobachtete plötzliche und signifikante Wiederanstieg nicht auf die Wirkung des 

Donepezils zurückzuführen ist, sondern auf eine mögliche Sensitivierung des 

extrapyramidalmotorischen Systems nach einer ersten Gabe von Apomorphin im Rahmen eines 

ersten Rotationstestes. Solche Sensitivierungen nach mehrfachen Apomorphinapplikationen 

wurden bereits beschrieben (Castro et al., 1985; Gancher et al., 1995). 



6. Originalarbeiten 

 
48 

 

Entgegen der Arbeitshypothese konnte bei schein-BoNT-A-behandelten hemiläsionierten 

Tieren die Beobachtung gemacht werden, dass eine Stunde nach einer Donepezilgabe, die 

apomorphininduzierte Rotationsrate, im Vergleich zu einem Test der 72 h zuvor durchgeführt 

worden ist, sogar herabgesetzt war. Hier muss spekuliert werden, dass die systemische Wirkung 

des Donepezils eine prinzipielle Beeinträchtigung der Motorik und damit eine Verlangsamung 

der Rotationsgeschwindigkeit zur Folge hat. In Einklang hiermit wurde in der Literatur 

berichtet, dass es bei Patienten, die mit Donepezil behandelt werden, zu einer Verschlechterung 

der motorischen Fähigkeiten kommen kann (Fabbrini et al., 2002). Aus den Ergebnissen ist 

auch zu schließen, dass die Halbwertszeit von Donepezil den Publikationen entspricht, die diese 

mit einigen Stunden angeben (Geerts et al., 2005; Goh et al., 2011; Liang and Tang, 2006; Naik 

et al., 2009; Nirogi et al., 2012). So konnten wir einen Effekt von Donepezil auf die 

Rotationsrate nur beobachten, wenn dieses 1 h vor dem Rotationstest appliziert worden ist. 

Wurde Donepezil 24 h vor einem zweiten Rotationstest gegeben, so unterschied sich das 

Verhalten der jeweiligen Ratten nicht von Tieren, denen lediglich die Vehikelsubstanz von 

Donepezil 24 h vor einem zweiten Rotationstest injiziert worden ist.  

Aus den Resultaten zogen wir den Schluss, dass die systemische Gabe von Donepezil vor 

apomorphininduzierten Rotationstests nicht geeignet war, eine Acetylcholinanbhängigkeit der 

Wirkung von intrastriatal appliziertem BoNT-A auf die apomorphininduzierte Rotationsrate 

nachzuweisen. 

 

6.6 Repeated Intrastriatal Application of Botulinum Neurotoxin-A did not Influence Choline 

Acetyltransferase Immunoreactive Interneurons in Hemiparkinsonian Rat Brain - A 

Histological, Stereological and Correlational Analysis 

 

In dieser Arbeit wurde der Effekt einer wiederholten BoNT-A-Behandlung hemiparkinsonoider 

Ratten auf die Histologie des CPu’s hin untersucht. Im Kern sollten Hinweise darauf gewonnen 

werden, ob bei einer mehrfachen intrazerebralen BoNT-A-Behandlung das Risiko 

zytotoxischer Effekte oder anderer degenerativer Prozesse im Gehirn besteht. Diese Studie war 

notwendig, da bei einem potentiellen Einsatz der intrazerebralen BoNT-A-Applikation als 

Therapieoption wiederholte Anwendungen notwendig wären, da die Wirkung einer einmaligen 

Anwendung im Verlauf weniger Monate wieder nachlässt. Aus dem klinischen Einsatz von 

BoNT-A in der Peripherie ist dieser Umstand bekannt (Şen and Arpaci, 2015). 
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Fragestellung 

 

Hat eine zweimalige Injektion von je 1 ng BoNT-A in das rechte CPu von Ratten einen 

zytotoxischen Einfluss auf dessen cholinergen Interneurone? Wird deren Anzahl oder deren 

Dendritenlänge durch die Behandlung beeinflusst? Wirkt BoNT-A nach Injektion in das CPu 

auch auf benachbarte cholinerge Regionen und beeinflusst die Dendritenlängen der dortigen 

cholinergen Nervenzellen? Hat die zweite BoNT-A-Behandlung innerhalb eines halben Jahres 

Einfluss auf die Größe und numerische Dichte der zuvor beobachteten Aufweitungen an 

cholinergen Nervenfasern? 

 

Material und Methoden 

 

Es wurden Ratten untersucht, bei denen die rechte SNpc läsioniert wurde und denen sechs 

Wochen sowie sieben Monate nach 6-OHDA-Läsion jeweils 1 ng BoNT-A oder die 

Vehikelsubstanz in das rechte, dopaminerg deafferentierte CPu injiziert wurde. 

Die Gehirne der Ratten wurden 12 Monate nach der letzten BoNT-A-Injektion entnommen und 

gewogen. Anschließend wurden sie fixiert, kryoprotektiert, eingefroren und es wurden 30 µm 

dicke Serienschnitte am Gefriermikrotom angefertigt. Jeder siebte Schnitt wurde entweder 

Nissl-gefärbt oder immunhistochemisch gegen ChAT gefärbt. Anhand der gegen ChAT 

gefärbten Schnitte wurde mittels stereologischer Zählungen mithilfe des Programms Stereo 

Investigator 8.0 (MicroBrightFieldBioscience, Vermont, USA) die Zahl striataler cholinerger 

Interneurone in den Gehirnen und das Volumen der Striata bestimmt. Dies geschah sowohl für 

die behandelte als auch für die unbehandelte Hemisphäre. Weiterhin wurden Sholl-Analysen 

durchgeführt, um die Dendritenlängen der cholinergen Neurone des CPu zu bestimmen. 

Untersucht wurde das behandelte (rechte) und das unbehandelte (linke) CPu von 3 Ratten, die 

12 Monate nach einer einseitigen BoNT-A-Injektion getötet worden sind und von 3 Ratten, die 

12 Monate nach einer zweiten BoNT-A-Injektion und 3 Ratten die 12 Monate nach einer 

zweiten Vehikel-Injektion finalisiert worden sind. Für die Analyse wurden, virtuell vom 

Zentrum des Somas cholinerger Neurone ausgehend, konzentrische Kreise im Abstand von 25 

µm gelegt. Die Anzahl der Kreuzungen von den Dendriten mit den jeweiligen Kreisen wurde 

ermittelt und daraus die totale Dendritenlänge berechnet. 
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Um beurteilen zu können, ob BoNT-A über das CPu hinausgehend wirkt, wurden anhand der 

gegen ChAT-angefärbten Hirnschnitte auch die Dendritenlängen der cholinergen Neurone des 

horizontalen Schenkels des Diagonalen Bandes nach Broca (HDB) bestimmt. Dies geschah 

insbesondere deshalb, um Hinweise auf potentiell unerwünschte Effekte des intrastriatal 

applizierten BoNT-A auf andere Hirnregionen zu erlangen, in den ebenfalls eine ausgeprägte 

cholinerge Signalweiterleitung erfolgt und die eine zentrale Rolle bei kognitiven Prozessen 

spielen. Der HDB wurde gewählt, da er im Gegensatz zum Nucleus basalis Meynert bei der 

Ratte besser abgrenzbar ist und sich auf denselben Schnitten befunden hat, die auch für Sholl-

Analysen im CPu genutzt worden sind (Liu et al., 2015). 

Weiterhin wurde untersucht, wie sich, im Vergleich zu einer einmaligen BoNT-A-Injektion, bei 

gesunden Mäusen die numerische Dichte und Größe ChAT-positiver BiVs nach einer 

zweimaligen BoNT-A-Injektion in 6-OHDA-hemilesionierten Ratten entwickelt. Hierzu 

wurden anhand mikroskopischer Aufnahmen der entsprechenden CPus, die BiVs digital 

segmentiert und hinsichtlich ihrer Fläche und Anzahl analysiert. 

 

Ergebnisse 

 

Körpergewichte und Hirngewichte 

Am Ende des Untersuchungszeitraumes 12 Monate nach der letzten Behandlung wogen die 

Tiere, die zweimal mit BoNT-A behandelt worden sind 500 ± 23,8 g (MW ± SEM) und Ratten, 

die lediglich mit der Vehikelsubstanz injiziert worden sind 594,0 ± 61,4 g. Die Unterscheide 

waren nicht signifikant. 

Auch die Hirngewichte und die Quotienten aus Hirngewicht und Körpergewicht unterschieden 

sich nicht signifikant voneinander. 

 

Striatales Volumen 

Das Volumen des behandelten rechten CPu‘s von Tieren, denen zweimal BoNT-A injiziert 

worden ist, betrug 29,45 ± 1,22 mm³ und war damit signifikant kleiner als das linke, 

unbehandelte CPu mit 36,48 ± 1,29 mm³. Bei Vehikel-behandelten Tieren unterschieden sich 

die Volumina des rechten (33,43 ± 1,74 mm3) und linken (37,07 ± 1,44 mm3) CPu’s nicht 

signifikant voneinander. 
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Zahl und numerische Dichte cholinerger striataler Interneurone 

Weder doppelt-BoNT-A-behandelte Ratten noch Vehikel-behandelte Ratten wiesen 

signifikante Unterscheide in der Anzahl cholinerger Interneurone des rechten (20546,3 ± 866,6 

(Doppel-BoNT-A), 20257,2 ± 655,23 (Doppel-Sham)) und linken (21573,1 ± 788,2 (Doppel-

BoNT-A), 20496,4 ± 488,4 (Doppel-Sham)) CPu’s auf. Auch zwischen den verschiedenen 

Experimentalgruppen existierten keine signifikanten Unterschiede bezüglich der Zahl striataler 

cholinerger Interneurone. 

Bei doppelt-BoNT-A-behandelten Ratten war die numerische Dichte der cholinergen 

Interneurone des rechten CPu’s (703,6 ± 33,2 ChAT-positive Neurone/mm3) jedoch signifikant 

höher als die des linken, unbehandelten CPu’s (594,8 ± 26,3 ChAT-positive Neurone/mm3). 

Bei Sham-behandelten Ratten gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

Hemisphären bezüglich der numerischen Dichte cholinerger Neurone (rechts: 614,5 ± 55,2 

ChAT-positive Neurone/mm3, links: 556,9 ± 34,3 ChAT-positive Neurone/mm3). 

 

Sholl-Analyse der Dendritenlängen striataler cholinerger Interneurone 

Die Gesamtdendritenlänge der cholinergen Neurone des rechten CPu’s (132,83 ± 10,87 μm) 

und des linken CPu’s (117,52 ± 6,15 μm) bei doppel-BoNT-A-behandelten Ratten unterschied 

sich nicht signifikant untereinander. Ebenso wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen 

den beiden Hemisphären von Vehikel-behandelten Ratten (rechts: 89,67 ± 17,31 μm, links: 

95,22 ± 10,96 μm) gemessen. Auch unterschieden sich die Dendritenlängen striataler 

cholinerger Interneurone der Vehikel-behandelten Tiere von der doppel-BoNT-A-behandelter 

Tiere nicht signifikant voneinander.  

Allerdings waren bei gesunden Ratten, die nur einmal mit BoNT-A behandelt worden sind und 

ein Jahr überlebt haben, die Dendriten des linken (unbehandelten) CPu’s (206,94 ± 17,64 µm) 

signifikant länger als die des rechten (BoNT-A-behandelten) CPu’s (155,08 ± 20,14 µm). Auch 

waren deren striatale ChAT-positive Dendriten signifikant länger, als die der anderen beiden 

Tiergruppen. 
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Sholl-Analyse der Dendritenlängen cholinerger Neurone des horizontalen Schenkels des 

Diagonalen Bandes nach Broca (HDB) 

Die Dendritenlängen ChAT-positiver Neurone des HDB zeigten zwischen linker und rechter 

Hemisphäre keine signifikanten Unterschiede. Auch waren keine signifikanten Unterschiede 

zwischen hemiläsionierten Ratten, die 12 Monate nach einer zweit-BoNT-A-Injektion überlebt 

haben und Tieren, denen nach Läsion lediglich zwei Mal die Vehikelsubstanz injiziert worden 

ist, messbar. Die Dendritenlängen von gesunden Tieren, die nur einmal einseitig mit BoNT-A 

behandelt worden sind und die nach einem Jahr finalisiert worden sind, unterschieden sich 

zwischen linkem und rechtem HDB ebenfalls nicht signifikant voneinander. Allerdings waren 

auch hier die Dendriten signifikant länger, als die von hemiparkinsonoiden Tieren, die zweimal 

mit BoNT-A oder der Vehikel-Substanz behandelt worden sind, die also nach einer 6-OHDA-

Läsion noch 19 Monate lebten. 

Die Dendritenlängen der Doppel-BoNT-A-Tiere betrugen für das rechte HDB: 86,90 ± 8,64 

µm und für das linke HDB: 83,33 ± 8,55 µm. Bei zweimal Sham-behandelten Tieren waren die 

Dendriten im rechten HDB: 111,18 ± 0,42 µm und im linken HDB: 112,53 ± 6,86 µm lang und 

bei gesunden einmal BoNT-A-behandelten Tiere betrugen die Dendritenlängen für das rechte 

HDB: 141,44 ± 12,21 µm und für das linke HDB: 135,11 ± 8,51 µm. 

 

Numerische Dichte der striatalen ChAT-positiven BiVs 

Bei hemiparkinsonoiden Ratten, denen zweimal 1 ng BoNT-A in das dopaminerg 

deafferentierte CPu (rechts) injiziert worden ist, wurde für cholinerge BiVs im rechten CPu 

eine numerische Dichte von 4717,4 ± 562,2 Varikositäten je mm2 ermittelt. Für gesunde Tiere, 

die ein Jahr nach einer einmaligen Injektion von 1 ng BoNT-A überlebt haben, betrug dieser 

Wert 1963,8 ± 369,1 Varikositäten je mm2 und war damit nur halb so groß. 

 

Größe und Größenverteilung striataler ChAT-positiver BiVs 

Die mittlere Größe der BiVs, gemessen als Fläche auf einem digitalen Bild, war bei zweifach 

BoNT-A-behandelten hemiläsionierten Ratten (3,401 ± 0,089 µm2) und gesunden Ratten, die 

einmal BoNT-A-behandelt worden sind (3,270 ± 0,220 µm2), annähernd gleich.  

Die Analyse der Größenverteilung ergab, dass doppel-BoNT-A-behandelte Ratten signifikant 

mehr BiVs kleiner Größenkategorien bis 3,84 µm² aufwiesen als einmal behandelte Tiere. 
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Schlussfolgerungen 

 

Hirn-und Körpergewichte 

Ein negativer Einfluss der zweimaligen BoNT-A-Injektion auf die Gesundheit der 

Versuchsratten konnte nicht beobachtet werden. Dafür sprachen unter anderem, dass, im 

Vergleich zu doppel-Sham-behandelten Tieren, keine signifikanten Unterschiede im 

Körpergewicht, im Hirngewicht und im Quotienten von Hirngewicht und Körpergewicht 

gemessen worden sind. 

 

CPu-Volumina, Anzahl und numerische Dichte cholinerger Interneurone im CPu 

Bei hemiläsionierten Ratten, die zweimal mit BoNT-A behandelt worden sind, waren die 

Volumina der behandelten Striata signifikant kleiner als die der kontralateralen Striata. Dies 

war bei Vehikel-behandelten Ratten und bei gesunden Ratten, die nur einmal mit BoNT-A 

behandelt worden sind, nicht der Fall. Es konnte noch nicht bestimmt werden, welche Anteile 

des striatalen Neuropils bei doppel-BoNT-A-behandelten Tieren verringert sind. 

Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl cholinerger Interneurone 12 Monate 

nach der zweiten BoNT-A-Injektion gemessen, jedoch war die numerische Dichte der 

cholinergen Interneurone im BoNT-A-behandelten CPu signifikant erhöht. Dies ist mit der 

Tatsache zu begründen, dass bei gleichbleibender Zellzahl, das striatale Volumen verringert 

war. Dass kein Verlust striataler ChAT-positiver Nervenzellen gemessen worden ist, steht im 

Einklang mit den Ergebnissen, die zuvor auch in Ratten und Mäusen nach einmaliger BoNT-

A-Injektion ermittelt worden sind (Antipova et al., 2013; Mehlan et al., 2016).  

 

Sholl Analysen 

Da es bekannt ist, dass verschiedene neurodegenerative Erkrankungen nicht ausschließlich auf 

einen Untergang ganzer Neurone beruhen, sondern oftmals zuvor mit einer Störung der 

dendritischen Architektur einhergehen (Cochran et al., 2014; Connolly and Lang, 2014; Forman 

et al., 2004; Polo, 2015), wurden Sholl-Analysen sowohl in den BoNT-A-behandelten und 

Vehikel-behandelten CPus als auch in den jeweils kontralateralen CPus ausgeführt (Binley et 

al., 2014; SHOLL, 1953). 
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Zur Detektion möglicher über das CPu hinausreichender Wirkungen von BoNT-A auf 

cholinerge Strukturen, wurde ebenfalls am horizontalen Schenkel des HDB eine Sholl-Analyse 

ausgeführt. 

Das HDB wurde zur Analyse des Einflusses von striatal appliziertem BoNT-A auf die 

Arborisierung nichtstriataler cholinerger Neurone gewählt, da er in der Nachbarschaft des 

CPu’s liegt und zwar in einer Region, die es erlaubt, an ein und denselben Objektträgern sowohl 

die Sholl-Analyse am CPu als auch am HDB durchzuführen und weil sich dieses Kerngebiet 

sehr gut abgrenzen lässt (Woolf, 1997). 

Weder bei hemiparkinsonoiden Tieren, die zweimal mit BoNT-A behandelt worden sind, noch 

bei hemi-PD-Ratten, die mit Vehikelsubstanz behandelt worden sind, konnten signifikante 

Unterschiede hinsichtlich der Gesamtdendritenlänge des linken und des rechten CPu’s 

nachgewiesen werden. Dies spricht dafür, dass intrazerebral appliziertes BoNT-A keinen 

zytotoxischen Effekt auf cholinerge Nervenzellen hatte. Es ist jedoch festzuhalten, dass bei 

gesunden Ratten, die nur einmal mit 1 ng BoNT-A behandelt worden sind, die Dendritenbäume 

der cholinergen Neurone im behandelten CPu signifikant kürzer waren, als im unbehandelten 

CPu. Warum dieser Effekt bei nativen Tieren auftritt, die nur einmal mit BoNT-A behandelt 

worden sind, lässt sich anhand der vorliegenden Datenlage nicht erklären. Ein Unterschied in 

der Wirksamkeit der BoNT-Charge scheint unwahrscheinlich, da die anderen Tiergruppen 

ebenfalls einen ausgeprägten rotationsratenmindernden Effekt der BoNT-A-Behandlung im 

apomorphininduzierten Rotationstest aufwiesen und zahlreiche BiVs in den Striata 

nachgewiesen werden konnten. Beim HDB konnte für keine der Tiergruppen ein signifikanter 

Unterschied in der totalen Dendritenlänge zwischen linkem und rechtem CPu registriert 

werden. 

Bemerkenswert ist, dass die Gesamtdendritenlänge sowohl für das CPu als auch für das HDB 

bei nativen Tieren, die einmal BoNT-A-behandelt worden sind, signifikant länger war, als bei 

hemiläsionierten Tieren, die entweder zweimal mit BoNT-A oder zweimal mit der 

Vehikelsubstanz behandelt worden sind. Dieses Phänomen kann zum einen in der Tatsache 

begründet liegen, dass die nativen Tiere nicht mittels 6-OHDA-läsioniert worden sind. Viel 

weitreichender scheint jedoch der Alterseffekt. So waren die nativen, einmal behandelten Tiere 

zum Zeitpunkt der Finalisierung 15 Monate alt und die beiden anderen Tiergruppen hatten ein 

Alter von 24 Monaten. In der Literatur ist beschrieben, dass die Komplexität der Arborisierung 
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zentraler Neurone mit zunehmendem Alter abnimmt  (Dickstein et al., 2007; Matamales et al., 

2016; Umegaki et al., 2008) 

 

Analyse BiVs 

Die numerische Dichte der BiVs hat sich bei Tieren, die zweimal mit 1 ng BoNT-A behandelt 

worden sind und 12 Monate überlebt haben, im Vergleich zu Tieren, die nur einmal mit BoNT-

A behandelt worden sind, nahezu verdoppelt, wobei sich die Größenverteilung kaum verändert 

hat. Dies spricht für einen kumulativen Effekt einer mehrfachen BoNT-A-Injektion. 
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7. Diskussion  

7.1 Morbus Parkinson und das unilaterale 6-OHDA-induziertes Parkinsonmodell 
 

Einer der wichtigsten Punkte, der bei der Beurteilung des BoNT-A-Effektes im 6-OHDA 

induzierten Parkinsonmodell zu beachten ist, besteht darin, dass im Rahmen der bisher 

beschriebenen Experimente lediglich ein unilaterales Parkinson-Modell genutzt worden ist, um 

den therapeutischen Effekt einer intrastriatalen Injektion zu eruieren. Der MP bzw. das 

idiopathische Parkinsonsyndrom ist jedoch eine Erkrankung, die beide Seiten des Gehirns 

betrifft. Lediglich zu Beginn der Erkrankung ist die Symptomatik oft auf einer Körperhälfte 

deutlicher ausgeprägt (Noh et al., 2015; Riederer et al., 2018). 

Die Wahl eines unilateralen Parkinson-Modells erfolgte, da es hier möglich ist, die gesunde 

Seite als interne Kontrolle je Individuum bzw. als Referenz anzusehen. Einzelne Tests sind 

auch erst möglich, sobald ein Ungleichgewicht der Basalganglienschleifen beider Seiten 

besteht. So ist der apomorphininduzierte Rotationstest nur möglich, da es durch die einseitige 

dopaminerge Deafferentierung des rechten CPu’s dort zu einer kompensatorischen Induktion 

des D2- und D3-Rezeptorbesatzes kommt, woraufhin die systemische Gabe des D2-Agonisten 

Apomorphin zu einer vermehrten Initiierung von Bewegungen auf der kontralateralen 

Körperseite führt. Die spontane Initiierung von Bewegungen auf der ipsilateralen Körperseite 

wird jedoch nicht in dem überschießenden Ausmaß gesteigert. Durch dieses Ungleichgewicht 

kommt es zur Herausbildung eines Rotationsverhaltens nach Apomorphingabe.  

Der amphetamininduzierte Rotationstest ist ebenfalls nur durch ein Ungleichgewicht bei den 

Aktivitäten der linken und rechten Basalganglienschleife möglich. Amphetamin vermittelt die 

Ausschüttung von Katecholaminen wie Dopamin aus der präsynaptischen Endigung und 

hemmt deren Wiederaufnahme (Cadet and Shu Ming Zhu, 1992; Cannazza et al., 2012; Herman 

et al., 1993; Herrera-Marschitz et al., 2010; Lam et al., 2011; Sulzer et al., 2005). Einen solchen 

Effekt kann systemisch appliziertes Amphetamin hauptsächlich im unläsionierten CPu 

vermitteln, jedoch nicht in einem 6-OHDA-läsionierten CPu, da dort über 90 % der 

dopaminergen Axonendigungen untergegangen sind. In Folge führt die Applikation von 

Amphetamin in 6-OHDA-hemiläsionierte Ratten zu einer vermehrten Aktivierung des 

Motorkortex auf der unläsionierten Seite und zu einer verstärkten Bewegungsinitiierung auf der 

Körperseite, die ipsilateral zur Läsion gelegen ist. Unter Amphetamineinfluss fangen 6-OHDA-

hemiläsionierte Ratten an, sich in Richtung zu der Läsion zu drehen, während sie unter 

Apomorphin kontralateral zur Läsion rotieren. 
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Auch die Testung der Präferenz des spontanen Vorderpfotengebrauchs (Händigkeit/ 

Zylindertest) und die Untersuchung der Versuchstiere auf einen Seitenneglect hin, ist nur in 

einem unilateralen Krankheitsmodell möglich. 

Durch die Injektion von 6-OHDA in das mediale Vorderhirnbündel werden spezifisch die 

ipsilaterale SNpc sowie das ipsilaterale ventrale tegmentale Areal geschädigt. 

Das idiopathische Parkinsonsyndrom ist eine neurodegenerative Erkrankung, die sich über 

Jahrzehnte hinzieht. Es gibt Hinweise darauf, dass der neurodegenerative Prozess zunächst im 

peripheren Nervensystem und hier vor allem im vagal innervierten Bereich der 

Verdauungsorgane beginnt. Ebenfalls sehr früh ist das olfaktorische System betroffen. Im 

Verlauf weiterer Jahre scheinen sowohl Nervus vagus und schließlich die Vagus-Kerne im 

Hirnstamm als auch der Bulbus olfactorius nach und nach umgebende Hirnareale 

„anzustecken“. Der degenerative Prozess mit der Ausbildung von intrazytoplasmatischen 

Ubiquitin- und α-Synuclein-reichen Einschlüssen in Somata und Axonen von Nervenzellen 

breitet sich so immer weiter im Gehirn aus. Relativ früh und vergleichsweise stark sind, im 

Vergleich zu anderen Hirnarealen, die dopaminergen Zellen der SNpc und des Locus coeruleus 

betroffen. Im weiteren Verlauf der Erkrankung weitet sich dieser pathologische Effekt auf alle 

weiteren Hirnareale aus und greift auf nicht-katecholaminerge Neurone über. Dieser Prozess 

nimmt, wie eingangs erwähnt, Jahrzehnte in Anspruch (Braak et al., 2006, 2003; Braak and Del 

Tredici, 2017; Hawkes et al., 2009, 2007; Lebouvier et al., 2009). Die Applikation von 6-

OHDA in das mediale Vorderhirnbündel führt jedoch innerhalb eines Tages zum retrograden 

Transport von 6-OHDA in die SNpc und dort innerhalb weniger Stunden zu einem Tod der 

dopaminerge Neurone. 

Diese Unterschiede von sehr schnellem und einseitigem Verlauf der Neurodegeneration nach 

6-OHDA-Injektion sowie der Spezifität von 6-OHDA für katecholaminerge Neurone einerseits 

und des langsamen, über Jahrzehnte andauernden, progredienten Verlaufs, der eine Vielzahl 

von Neuronentypen betrifft, bei dem IPS andererseits, spielen bei der Einordnung des potentiell 

therapeutischen Effektes der intrastriatalen BoNT-A-Injektion eine wichtige Rolle. 

Bei der Bewertung des möglichen therapeutischen Nutzens der intrastriatalen BoNT-A-

Injektion ist zu berücksichtigen, dass auch dieses experimentelle Konzept keine ursächliche 

Behandlung der degenerativen Prozesse im ZNS darstellt, sondern lediglich die pathologisch 

erhöhte Konzentration an Acetylcholin im CPu senken soll. 
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7.2 Bewertung des experimentellen Ansatzes einer zentralnervösen lokal begrenzten 

anticholinergen Therapie 
 

Die Tatsache, dass keine Seitenunterscheide hinsichtlich der Anzahl von Neuronen gemessen 

wurden, spricht dafür, dass das intrazerebral applizierte BoNT-A sehr wohl eine starke 

neuromodulatorische Wirkung entfaltet, jedoch ohne dabei zytotoxisch auf die Neurone der 

dazugehörigen beeinflussten Axonendigungen zu wirken. 

Ziel der BoNT-A-Injektion in das CPu bei MP ist es, den gestörten Regelkreis der Steuerung 

motorischer Aktivität durch die Basalganglienschleifen zu regulieren. Hierbei sollte auf 

folgendes Verschaltungsmuster Einfluss genommen werden: dopaminerge Neurone der SNpc 

senden Efferenzen in das CPu und hemmen dort unter Anderem tonisch aktive cholinerge 

Interneurone. Beim MP kommt es zu einem Untergang der dopaminergen Neurone der SNpc. 

Der Verlust an Dopamin im CPu beim MP führt im CPu zu einer vermehrten Ausschüttung an 

ACh durch die dortigen Interneurone, die aufgrund der nun mangelnden Hemmung durch 

Dopamin überaktiv werden. Die cholinergen Neurone wirken nun vermehrt exzitatorisch auf 

MSNs ein, die nun vermehrt den Gpe hemmen. Dieser wirkt in Folge nur noch insuffizient 

hemmend auf den Gpi und den STN ein. Sowohl Gpi als auch STN werden überaktiv, wobei 

der STN selbst exzitatorisch auf den den Gpi einwirkt. Als Konsequenz hemmt der Gpi 

überschießend den Nucleus ventralis anterolateralis des Thalamus, der nun nur noch 

unzureichend den prämotorischen und motorischen Kortex aktivieren kann, dadurch generiert 

der Kortex weniger Bewegungsimpulse für die kontralaterale Körperhälfte, als dies im 

gesunden Zustand der Fall wäre. BoNT-A sollte im CPu die Freisetzung an ACh durch 

cholinerge Interneurone blockieren und so die Aktivitäten aller nachgeschalteten Kerne der 

indirekten Basalganglienschleife normalisieren. 

Dass es möglich ist durch gezielte anticholinerge Intervention im CPu beim Parkinsonmodell 

der Maus motorische und sensormotorische Defizite zu verbessen, konnte unter anderem durch 

die Arbeitsgruppe um Ztaou et al. (2016) (Samira Ztaou et al., 2016) gezeigt werden. Hier 

wurde bei Mäusen durch 6-OHDA einseitig die SNpc läsioniert, anschließend wurden entweder 

durch optogenetische Methoden die cholinergen Interneurone im CPu blockiert oder es wurden 

Hemmer der Muscarinrezeptoren verabreicht. Beide Interventionen verbesserten die 

parkinsonoide Symptomatik. 
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7.3 Intrastriatalen Behandlung mit BoNT-A – Anticholinerge vs. Antidopaminerge 

Wirkung 
 

Bei der experimentellen Injektion von BoNT-A in das CPu sollte die Ausschüttung von ACh 

durch cholinerge Interneurone inhibiert werden. Diese sind beim MP überaktiv, was einen 

Großteil der motorischen Symptomatik des MP mitverursacht. Im Zuge der vergangenen 

Arbeiten konnte gezeigt werden, dass BoNT-A ebenfalls katecholaminerge Afferenzen im CPu, 

sowohl auf präsynaptischer als auch auf postsynaptischer Ebene, beeinflusst. Dies äußerte sich 

bei Ratten durch die Ausbildung von TH-positiven BiVs an dopaminergen Axonen. Zum 

anderen führt BoNT-A zu einer Verringerung der D2/D3-Rezeptordichte im CPu. In der 

Literatur ist bereits seit Jahrzehnten beschrieben, dass BoNT-A in der Lage ist, die 

Ausschüttung an Dopamin zu blockieren (Ashton and Dolly, 1988; Bigalke et al., 1985, 1981; 

Bozzi et al., 2006; Dardou et al., 2011). 

Auch Verhaltenstests an unilateral lediglich mit BoNT-A behandelten Mäusen (Antipova, et al. 

2018) erbrachten Hinweise darauf, dass die Applikation von BoNT-A in das CPu zumindest 

bei Mäusen eine Komponente aufweisen muss, die auf eine Bewegungsinitiierung hemmend 

wirken kann. Insbesondere die Ergebnisse des Zylindertestes wiesen darauf hin, dass gesunde 

Mäuse nach einer einseitigen BoNT-A-Behandlung motorische Defizite auf der kontralateralen 

Körperhälfte aufwiesen. Hierfür können antidopaminerge Wirkungen des BoNT-A 

verantwortlich sein. Diese können auf eine Blockade der Dopaminausschüttung beruhen, 

wodurch der direkte als auch der indirekte Weg der Basalganglienschleife gestört wird. Oder 

eine BoNT-A-Behandlung bewirkt auch in Mäusen eine Verringerung der striatalen D2-

Rezeptordichte. In diesem Fall wäre der indirekte Weg der Basalganglienschleife gestört. 

Eine Vielzahl an Neuroleptika stellen Antagonisten des Dopamins am D2-Rezeptor dar, was in 

der Psychopharmakologie ein ernstes Problem darstellt. Diese Neuroleptika sollen in Teilen des 

limbischen Systems einem Dopaminüberschuss bzw. einer erhöhten Sensitivität gegenüber 

Dopamin entgegenwirken, indem sie Dopaminrezeptoren blockieren. Durch deren systemische 

Anwendung, geschieht dies jedoch auch zu einem mehr oder weniger starken Ausmaß in 

motorischen Anteilen des CPu‘s, wodurch die Patienten bei suboptimaler Dosierung unter 

parkinsonähnlichen Symptomen wie Bradykinese und Tremor leiden (Farde et al., 1992; Leucht 

et al., 2009; Miyamoto et al., 2012). Zwar wirkt BoNT-A nicht als Antagonist an 

Dopaminrezeptoren, es blockiert jedoch sehr wahrscheinlich auch die Freisetzung an Dopamin 
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und vermindert die numerische Dichte an D2-Rezeptoren. Dies könnte zu denselben Effekten 

führen, wie die Anwendung von Dopaminrezeptorantagonisten, die als Neuroleptika eingesetzt 

werden. Die theoretische Gefahr der Verschlechterung einer Parkinsonsymptomatik besteht 

also gerade zu Beginn des klinisch auffälligen Teils der Erkrankung, bei dem noch ca. 30 % der 

dopaminergen Afferenzen erhalten sind. 

Für die Bewertung des therapeutischen Potentials der intrastriatalen BoNT-A-Injektion für die 

Parkinsonbehandlung ist es darum essentiell zu eruieren, welche der beiden Effekte, die 

anticholinerge Wirkung oder die antidopaminerge Wirkung, im CPu überwiegt. Während eine 

anticholinerge Wirkung im CPu gewünscht ist, würde hier eine antidopaminerge Wirkung die 

motorische Symptomatik des MP unter Umständen sogar verschlimmern.  

Vorzugsweise ist daran zu denken, BoNT-A in einer Spätphase des MP anzuwenden, bei der 

bereits ein Großteil der dopaminergen Neurone der SNpc untergegangen sind und eine 

mögliche antidopaminerge Komponente der intrastriatalen BoNT-A-Anwendung nicht mehr 

zum Tragen kommen kann. 

 

7.4 Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen zur intrazerebralen BoNT-A-Injektion als 

mögliche Therapieoption des Morbus Parkinson 
 

Im Verlauf der letzten 5 Jahre wurden Arbeiten anderer Arbeitsgruppen publiziert, die ebenfalls 

die Option der intrazerebralen Injektion von BoNT-A zur Parkinsontherapie untersucht haben. 

Hierbei hat sich die Gruppe um Itakura et al.(Itakura et al., 2014a, 2014b) an den zuvor durch 

uns veröffentlichten Ergebnissen orientiert. Es wurden intrastriatale Applikationen von 0,1 ng, 

0,5 ng und 1 ng vom BoNT-A Subtyp 1 und vom BoNT-A Subtyp 2 auf Unterschiede in ihrer 

Wirksamkeit in motorischen Verhaltenstests, ihrer Wirksamkeit auf die Substrukturen des 

Gehirns und auf den Allgemeinzustand der Tiere untersucht. Itakura et al. konstatierten, dass 

die Wirkung von BoNT-A des Subtypes 2 einen stärkeren Effekt auf die Rotationsrate von 

Hemiparkinsonratten hat und dass es in der Lage ist, SNAP-25 effizienter zu spalten als BoNT-

A des Subtyps 1. Die Wirkung von BoNT-A des Subtypes 2 soll auf die Region um die 

Injektionsstelle herum beschränkt bleiben. Dies würde bei einer künftigen therapeutischen 

Anwendung für eine höhere Sicherheit des Subtyps 2 sprechen. Es gab teilweise abweichende 

Befunde dieser Arbeitsgruppe. So sank bei Itakura et al. die amphetamininduzierte 

Rotationsrate nach BoNT-A-Behandlung, während wir festgestellt haben, dass die 
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amphetamininduzierte Rotationsrate nach BoNT-Behandlung zunimmt. Jedoch muss man 

feststellen, dass die Studien von Itakura et al. nur bedingt dazu geeignet sind, mit denen unserer 

Arbeitsgruppe verglichen zu werden. So wurde durch Itakura et al. das 6-OHDA zur 

Generierung eines Hemiparkinsonmodels nicht, wie bei uns, in das MVB injiziert, sondern in 

das CPu. Es ist bekannt, dass Applikationen von 6-OHDA in das CPu zu einem weit weniger 

vollständigen Untergang dopaminerger Neurone in der SNpc führen als Injektionen in das MVB 

(Deumens et al., 2002). Auch wurde von dieser Arbeitsgruppe ein anderer Rattenstamm 

verwendet als von uns. So verwendeten Itakura et al. Sprague Dawley Ratten, während wir an 

Wistar Ratten geforscht haben. Bei Itakura et al. wurde der erste Rotationstest bereits 7 Tage 

nach der 6-OHDA-Läsion durchgeführt, während in unserer Arbeitsgruppe der erste 

Rotationstest einen Monat nach Läsion erfolgte. Itakura et al. injizierten BoNT-A bereits 2 

Wochen nach der 6-OHDA-Läsion, während diese Behandlung in unserer Arbeitsgruppe 

frühestens einem Monat nach der Läsion erfolgte. Die Applikation der Gesamtmenge des 

BoNT-A erfolgte bei Itakura et al. nur an einer Injektionsstelle im CPu, bei uns jedoch an zwei 

hintereinander gelegene Koordinaten, um dem großen Volumen dieses Kerngebietes Rechnung 

zu tragen. 

Eine weitere Arbeitsgruppe, die erst kürzlich ihre Ergebnisse zur intrazerebralen BoNT-A-

Injektion veröffentlichte, war die um Tsang et al. Hier bestand der experimentelle Ansatz darin, 

BoNT-A bei hemiparkinsonoiden Ratten in den Entopedunculären Nucleus der Ratte zu 

injizieren und so eine Verbesserung der Symptomatik zu erzielen (Tsang et al., 2019a, 2019b). 

Der Entopedunculäre Nucleus (EPN) ist bei der Ratte das Äquivalent des Gpi des Menschen. 

Hier sollte nicht unsere Arbeitshypothese verfolgt werden und durch BoNT-A die striatale 

Acetylcholinkonzentration gesenkt werden, um die motorischen Fähigkeiten zu verbessern. 

Tsang et al. wollten die Glutamat-Ausschüttung von Afferenzen aus dem STN im EPN 

blockieren. Dadurch sollte einer pathologischen Übererregung des EPN durch den ebenfalls bei 

Parkinson überaktiven STN entgegengewirkt werden. Man wollte sich den Umstand zu Nutze 

machen, dass BoNT-A neben Acetylcholin auch die Ausschüttung von Glutamat aus der 

Präsynapse blockieren kann (Bigalke et al., 1981; Mcmahonss et al., 1992; SANCHEZ‐

PRIETO et al., 1987). Auch diese Behandlungen wurden von den Versuchsratten gut vertragen. 

Nach Injektion von BoNT-A in den EPN bei 6-OHDA-hemiläsionierten Tieren wurde ebenfalls 

eine massive Reduktion einer nach 6-OHDA-Läsion hohen apomorphininduzierten 

Rotationsrate beobachtet. Des Weiteren hat sich die Schrittweite, die Geschwindigkeit 

einzelner Schrittbewegungen, die Bewegungsgeschwindigkeit und die Kadenz der Schrittfolge 
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hemiparkinsonoider Ratten im Verlauf eines Monats gesteigert. Nach drei Monaten kehrten die 

in motorischen Verhaltenstests gemessenen Parameter wieder auf das Ausgangsniveau vor der 

BoNT-A-Behandlung zurück. Im BoNT-A-behandelten EPN nahm die Immunreaktivität 

gegenüber Synaptophysin, einem präsynaptischen Protein und dem Vesikulären 

Glutamattransporter 2, der auf glutamatergen Präsynapsen verortet ist, ab. Die 

Immunreaktivität gegenüber Glutamatdecarboxylase 67, einem wichtigen Enzym GABA-erger 

Neurone, nahm nicht ab. Daraus schlossen die Autoren, dass die GABAergen Präsynapsen nicht 

beeinträchtigt wurden. 

Die Autoren diskutieren richtig, dass die Abnahme der apomorphininduzierten Rotationsrate 

nicht zu erwarten war, da Apomorphin ein D2-Rezeptoragonist ist. Der D2-Rezeptorbesatz ist 

im dopaminerg deafferentierten CPu erhöht, wodurch Apomorphin hier stärker wirkt und unter 

Apomorphineinfluss das läsionierte CPu den Gpe weniger hemmt. Der Gpe hemmt seinerseits 

den STN und den Gpi, was zu einer Enthemmung des Thalamus und einer vermehrten Erregung 

des motorischen und prämotorischen Kortex und damit zu einem Rotationsverhalten in 

Richtung der kontralateralen Seite führt. Eine weitere Hemmung des Gpi bzw. des EPN durch 

BoNT-A müsste zu einer noch stärkeren Enthemmung des Thalamus und zur Generierung 

weiterer Bewegungsimpulse im motorischen Kortex und zu einer höheren 

apomorphininduzierten Rotationsrate führen. Das Gegenteil war allerdings auch hier der Fall. 

Die Autoren spekulieren, dass BoNT-A evtl. retrograd in den Motorkortex transportiert worden 

ist und hier zu einer Hemmung führt oder dass sich die Basalganglienverschaltung unter BoNT-

A-Einfluss auf nicht näher benannte Art reorganisiert hat (Tsang et al., 2019a, 2019b). 

 

7.5 Rezeptordichtenänderung nach BoNT-A-injektion 

 

In den vergangenen Jahren konnten durch unsere Arbeitsgruppe Ergebnisse über die 

Änderungen von Neurotransmitterrezeptordichten mittels Rezeptorautoradiographie und 

Positronenemissionstomographie publiziert werden. Hervorzuheben ist, dass eine Injektion von 

1 ng BoNT-A in das CPu von gesunden Ratten zu einer Reduktion der Bindung eines D2-

Rezeptorliganden im CPu führt, was einen Hinweis auf eine Reduktion der D2-Rezeptordichte 

im behandelten CPu darstellt (T. Mann et al., 2018b). Weiterhin führte eine einseitige 6-OHDA-

Läsion, wie erwartet, zu einer erhöhten D2-Rezeptorligandenbindung, was auf eine 

kompensatorisch erhöhte D2-Rezeptorexpression striataler Neurone nach dopaminerger 
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Deafferentierung zurückzuführen ist. Eine Behandlung dieser hemiparkinsonoiden Ratten mit 

1 ng BoNT-A im dopaminerg deafferentierten CPu führte hier zu einer signifikanten Reduktion 

der pathologisch erhöhten D2-Rezeptordichte und somit zu einer Wiederangleichung des D2-

Rezeptorbesatzes der Neurone im linken und rechten CPu (T. Mann et al., 2018b, 2018a; 

Wedekind et al., 2018). Diese Ergebnisse sind bemerkenswert, da sie zum ersten Mal eine 

hinreichende Antwort auf die Frage geben, warum hemiparkinsonoide Ratten nach zuvor hoher 

apomorphininduzierter Rotationsrate, in Folge einer intrastriatalen BoNT-A-Behandlung, ein 

deutlich reduziertes oder gar kein apomorphininduziertes Rotationsverhalten mehr zeigen. Das 

Wesen des apomorphininduzierten Rotationstestes beruht auf der Imbalance der D2-

Rezeptordichte zwischen dem CPu auf der unläsionierten Seite und dem CPu auf der 

dopaminerg deafferentierten Seite. Im CPu der 6-OHDA-läsionierten Seite vollzieht sich 

aufgrund der massiv verringerten Dopaminkonzentration eine kompensatorische 

Hochregulation der Biosynthese von D2-Rezeptoren. Aufgrund der nun erhöhten numerischen 

Dichte von D2-Rezeptoren auf der Oberfläche von Neuronen des läsionierten CPu’s, wirkt 

Apomorphin nach systemischer Applikation hier stärker. D2-Rezeptoren sind hauptsächlich auf 

cholinergen Interneuronen und MSN’s des indirekten Weges der Basalganglienschleife 

lokalisiert. Eine systemische Apomorphingabe führt also zu einer stärkeren Hemmung der 

MSNs des indirekten Weges der Basalgangleinschleife auf der läsionierten Seite als auf der 

unläsionierten Seite, so dass der Gpe auf der Seite der 6-OHDA-Läsion weniger stark gehemmt 

wird und selbst wiederum stärker den Gpi und den STN hemmen kann. Der Gpi hemmt nun 

weniger stark den Nucleus ventralis anterolateralis, der wiederrum nun verstärkt exzitatorische 

Signale an den motorischen und prämotorischen Kortex sendet, woraufhin vermehrt 

Bewegungen auf der kontralateralen Körperhälfte initiiert werden. Eine vermehrte Lokomotion 

auf der gegenüberliegenden Körperhälfte äußert sich dann in einer stetigen Drehbewegung der 

Ratte kontralateral zur 6-OHDA-Injektion hin. Im Umkehrschluss heißt dies, dass nach einer 

Reduktion der pathologisch erhöhten D2-Rezeptordichte im dopaminerg deafferentierten CPu 

durch eine BoNT-A-Injektion auf einen Wert, der sich der D2-Rezeptordichte der 

kontralateralen Seite annähert, nach systemischer Gabe von Apomorphin, dieses nicht mehr 

verstärkt in einem der beiden CPus wirken kann. Es kommt nun nicht mehr oder nur noch in 

abgeschwächter Form zu einer ungleichmäßigen Aktivierung des indirekten Weges der 

Basalgangleinschleife durch Apomorphin, wodurch die apomorphininduzierte Rotationsrate 

sinkt. 
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7.6 Ratten vs. Mäuse - BiVs und SV2-Rezeptoren 

 

Der Charakter, der von uns aufgefunden BiVs im CPu nach BoNT-A-Behandlung, konnte nicht 

abschließend geklärt werden. Bis auf unsere Arbeitsgruppe, konnten bisher nur in der Arbeit 

von Berliocchi et al. axonale Aufweitungen nach Kontakt mit einem BoNT beschrieben werden. 

Allerdings wurde hier BoNT-C zu Nervenzellkulturen der Maus gegeben, woraufhin axonale 

Schwellungen auftraten, die man als „blebs“ bezeichnet hat (Berliocchi et al., 2005). Auch 

Schädelhirntraumata induzieren an Axonen lange persistierende Aufweitungen, die als 

Retraction bulbs oder Retraction balls bezeichnet werden. Verschiedene Arbeitsgruppen 

(Ertürk et al., 2007; Gennarelli et al., 1982; Marmarou et al., 2005; Vowles et al., 1987) 

beschrieben solche Phänomene, nach mechanischen Traumata des Gehirns. 

Es steht aus, das Wesen der von uns aufgefunden BiVs in der Zellkultur zu untersuchen und 

elektrophysiologisch zu messen, ob Axone die BiVs ausgebildet haben, noch in der Lage sind, 

Aktionspotentiale auszubilden und an ihren Endigungen Transmitter auszuschütten. 

Momentan gehen wir davon aus, dass es sich bei den BiVs um eine Folge einer Retention von 

intrazytoplasmatischen Transmittervesikeln handelt, die zwar durch einen anterograden 

Transport in Richtung Axonendigungen transportiert werden, dort jedoch durch den gestörten 

Vesikelfusionsapparat nicht entleert werden können, wodurch es zu einem Rückstau kommt. 

Eine Störung des Vesikelumsatzes durch eine BoNT-A-Behandlung katecholaminerger 

Neurone konnte die Arbeitsgruppe um Zhou et al. 2018 beschreiben. Eine experimentelle 

Behandlung mit BoNT-A verringerte eine arterielle Vasokonstriktion. Zhou et al. folgern, dass 

dies wahrscheinlich auf einer Hemmung der Noradrenalinausschüttung aus sympathischen 

Nervenfasern zurückzuführen ist. Hinweise auf eine solche Retention von Noradrenalin in 

präsynaptischen Endigungen konnten Zhou et al. in BoNT-A-behandelten kultivierten 

sympathischen Ganglienzellen finden, deren Vesikelumsatz nach BoNT-A-Exposition gestört 

war. Tatsächlich konnte die Arbeitsgruppe im Medium kultivierter sympathischer 

Ganglienzellen eine signifikant verringerte Noradrenalinkonzentration messen. 

Immunhistochemisch konnte nachgewiesen werden, dass diese Zellen SV2C-positiv waren 

(Zhou et al., 2018). SV2C ist ein Protein auf der präsynaptischen Membran, das die 

vornehmliche Bindungsstelle für BoNT-A darstellt. 

BoNT-A bindet nicht ausschließlich an SV2C, sondern auch im geringeren Maße an die 

Subtypen SV2A und SV2B (Lam et al., 2015; Rummel, 2015). Gerade SV2C ist im Gehirn 
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unterschiedlicher Spezies auch unterschiedlich auf den Axonen der verschiedenen 

Neuronentypen verteilt (Crèvecœur et al., 2013; Davies et al., 2018; Dunn et al., 2018; Janz et 

al., 1999; Mahrhold et al., 2006). Dieser speziesspezifische, kerngebietsspezifische und 

Neuronentypus-spezifische unterschiedliche Besatz mit SV2C, aber auch SV2A und SV2B 

kann eine Erklärung für die Unterschiede in der Ausbildung von TH-positiven BiVs nach 

BoNT-A-Injektion in das CPu sein. So ist es möglich, dass SV2C in den Neuronen der SNpc 

von Ratte und Maus unterschiedlich stark exprimiert wird (Dunn et al., 2018, 2017; Hu et al., 

2017; Stout et al., 2019). Fehlt SV2C auf der präsynaptischen Membran, kann BoNT-A in das 

entsprechende Axon nicht internalisiert werden und die Fusion der Transmittervesikel mit der 

präsynaptischen Membran nicht stören. 

Die Arbeitsgruppe um Dunn et al. (Dunn et al., 2017) konnte immunhistochemisch nachweisen, 

dass die Verteilung von SV2C sowohl in den Gehirnen von MP-Patienten als auch von 

genetisch veränderten Mäusen die α-Synuclein überexprimieren verändert ist und SV2C im 

CPu nicht mehr gleichmäßig verteilt, sondern punktuell aggregiert ist. Eine solche Alteration 

der α-Synuclein-Expression kann unter Umständen eine potentielle Therapie des IPS mittels 

BoNT-A beeinträchtigen, da SV2C die Hauptbindungsstelle des BoNT-A an der 

präsynaptischen Membran ist. 

 

7.7 BoNT-A-Dosis 
 

Es ist bemerkenswert, dass die genutzten Dosen an BoNT-A in diesen Arbeiten die LD50 von 

BoNT-A für Ratten und Mäuse überschritt. So wird die LD50 für Mäuse mit 0,25 bis 1,15 ng/ 

kg KG angegeben (Pirazzini et al., 2017). Da die Mäuse in unseren Arbeiten mit einem KG von 

ca. 20 g mit BoNT-A injiziert worden sind, ergibt sich für diese Tiere eine theoretische LD50 

von 5 pg bis zu 23 pg. Die Ratten wogen zum Zeitpunkt der stereotaktischen BoNT-A-

Applikation 300 g. Extrapoliert man die LD50 der Mäuse auf das Gewicht von Ratten, ergibt 

das eine LD50 von 75 pg bis zu 345 pg. Die Mäuse in unseren Arbeiten wurden allerdings mit 

Dosen von 20 pg bis zu 200 pg behandelt und die Ratten dieser Arbeiten erhielten Dosen von 

1 ng. In Arbeiten zuvor wurden sogar 2 ng je CPu und 5 ng je CPu injiziert, wobei lediglich die 

Dosis von 5 ng je CPu zu einer erhöhten Mortalität führte (Antipova et al., 2013; Wree et al., 

2011). 
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Hier muss bedacht werden, dass für Toxizitätsstudien und Mausbioassays die jeweiligen BoNT-

Lösungen intraperitoneal injiziert werden. Durch die intraperitoneale Gabe erfolgt eine sehr 

rasche Aufnahme des BoNTs in den Blutkreislauf durch das Omentum majus und das 

Peritoneum. Durch die intraperitoneale Injektion wirkt BoNT-A also systemisch und führt so 

zu einer Lähmung der Skelettmuskulatur. Insbesondere die Lähmung der Atemmuskulatur führt 

dann zum Tod. 

Da in unseren Arbeiten das BoNT-A jedoch in die Tiefe des Hirnparenchyms verabreicht 

worden ist, ist es wahrscheinlich, dass es dort nicht hinausdiffundieren konnte. Insbesondere 

die Blut-Hirn-Schranke hat womöglich einen Übertritt von BoNT-A vom Gehirn in das Blut 

erschwert. 

 

7.8 Perspektivische Ansätze zur Untersuchung der intrazerebralen BoNT-A-Wirkung 

und mögliche weitere therapeutische Anwendungen der intrazerebralen BoNT-

Injektionen 

 

Die Verwendung von Donepezil als theoretischen Antagonisten einer intrazerbralen BoNT-A-

Wirkung zum einfachen Nachweis eines anticholinergen Effektes der intrastriatalen BoNT-A-

Injektion hat sich als nicht zielführend erwiesen. Zu bedenken ist hierbei, dass Donepezil, als 

AChE-Hemmer der Wirkungsweise der meisten Nervenkampfstoffe (VX, Tabun, Soman, 

Sarin…) und einiger Pestizide (Parathion, Malathion, Disulfoton) homolog ist. Zwar 

überwiegen beim Menschen innerhalb der therapeutischen Dosis die zentralnervösen 

Wirkungen des Donepezils, allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei der Ratte 

aufgrund von Interspeziesunterschieden, das Verhältnis von zentralnervöser AChE-Hemmung 

und peripherer AChE-Hemmung, die dem Großteil der Nebenwirkungen bzw. der Toxizität 

zugrunde liegt, anders gelagert ist, als beim Menschen. 

Prinzipiell lässt sich in Zukunft die Frage welche Transmittersysteme durch BoNT-A 

beeinflusst werden, nur mittels Mikrodialyse im CPu und nachgeschalteter Analytik der 

Transmitterkonzentrationen der Dialysate durch eine 

Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) beantworten. Weiterhin müssen 

elektrophysiologische Messungen in den einzelnen Kerngebieten durchgeführt werden und dies 

möglichst noch auf neuronenspezifischer Ebene (Patch Clamp an Nervenzell- und/ oder 

Lebendhirnschnittkulturen der einzelnen Kerngebiete), um Aussagen treffen zu können, ob die 
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Aktivität der einzelnen Kerngebiete als auch die jeweils inhärenten Nervenzelltypen die 

Aktivitätsänderungen zeigen, die durch unsere Arbeitshypothese proklamiert worden sind. 

Weiterhin sind Studien mittels immunhistochemischen Markierungen und 

molekularbiologischen Methoden zur Untersuchung der Expression von SV2C, aber auch von 

SV2A und SV2B als Bindungsstellen von BoNT-A für Ratte und Maus in den verschiedenen 

Stationen der Basalganglienschleifen notwendig, um Aussagen über die teils divergierenden 

Wirkungen von BoNT-A bei Ratte und Maus tätigen zu können. Aus denselben Gründen wären 

langfristig die Wiederholungen der rezeptorautoradiographischen Studien, die bei der Ratte 

getätigt worden sind, auch für die Maus sinnvoll (T. Mann et al., 2018; Teresa Mann et al., 

2018; Wedekind et al., 2017). 

In der Vergangenheit wurde der Nachweis durch mehrere Arbeitsgruppen erbracht, dass BoNTs 

dazu in der Lage sind, mittel- bis langfristig nicht nur die Ausschüttung an ACh zu 

unterbrechen, sondern auch die Freisetzung an Dopamin und Glutamat zu blockieren. Einer 

erhöhten Konzentration dieser Transmitter bzw. einer gesteigerten Empfindlichkeit gegenüber 

Dopamin und Glutamat schreibt man in der Fachwelt eine ursächliche Rolle bei der 

Schizophrenie zu (Leucht et al., 2009; Miyamoto et al., 2012). Vor diesem Hintergrund ist die 

experimentelle Anwendung eines BoNTs z.B. im Ncl. Accumbens, im ventralen CPu oder 

direkt im ventralen tegmentalen Areal im Tiermodel der Schizophrenie in Erwägung zu ziehen. 

Eine Verringerung der Konzentration an erregenden Transmittern in beteiligten Strukturen des 

limbischen Systems ist unter Umständen dazu in der Lage, die Symptomatik des Wahns über 

eine längere Zeit zu verringern, ohne dass regelmäßige Einnahmen von Neuroleptika nötig 

wären. Auf diese Weise würden auch die systemischen Nebenwirkungen dieser Medikamente 

im besten Fall umgangen, da hier die Transmitterausschüttung nur lokal unterbrochen wird. 
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