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1. Zusammenfassung

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 kénnen. In dem verwendeten Modell
flhrt ein Dopaminmangel im Striatum zu einer Enthemmung striataler cholinerger Interneurone,
verbunden mit einem striatalen Hypercholinismus. BoNT-A unterdriickt dort lokal, ohne systemische
anticholinerge Nebenwirkungen, die prasynaptische Ausschittung von Acetylcholin. Im Rahmen der
vorgelegten Habilitationsarbeit wurde der mogliche therapeutische Einsatz intrazerebraler BONT-A-

Injektionen in einem Maus- und Rattenmodell vergleichend untersucht.

Zielstellung
Folgende Fragen sollten beantwortet werden:

Flhrt eine intrastriatale BONT-A-Behandlung zu einem Verlust cholinerger Interneurone im Striatum?
Hat eine intrastriatale BoNT-A-Behandlung lber das pharmakainduzierte Rotationsverhalten hinaus
einen positiven Einfluss auf die experimentell induzierten motorischen und sensomotorischen Defizite
im hemiparkinsonoiden Tiermodell? Lasst sich das experimentelle Therapiekonzept der intrastriatalen
Injektion von BoNT-A von der Ratte auf die Maus Uibertragen? Ist eine erneute Injektion von BoNT-A
in das Striatum moglich, 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 Schaden bei den Versuchstieren auslost? Lasst sich
die therapeutische Zeitspanne durch eine zweite BoNT-A-Behandlung verlangern? 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 erganzt wurden. Diese
Testungen wurden zu definierten Zeitpunkten bis zu einem Jahr nach den jeweils letzten Behandlungen

durchgefihrt.

Vil
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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 Dendritenbdume beider
Hemisphiren wurden nach unterschiedlicher Uberlebenszeit aus den Gruppen der schein- und BoNT-
A-behandelten Tiere gegeniibergestellt. Axonale Anschwellungen, die im Striatum nach BoNT-A-
Behandlung auftreten, wurden nach demselben Aufarbeitungsprinzip einschlieRlich hinsichtlich der

Dosisabhangigkeit des applizierten BONT-A untersucht.

Ergebnisse

Eine ipsilaterale BoNT-A-Behandlung fiihrt im Hemiparkinsonmodell der Ratte liber drei Monate
hinweg zu einer signifikanten Reduktion des apomorphininduzierten Rotationsverhaltens. Eine
kontralaterale BoNT-A-Injektion flihrt zu einer signifikanten Aufhebung eines einseitigen Neglects der
Umwelt und zu einem wieder vermehrten Gebrauch der zuvor beeintrachtigten Vorderpfote. Eine
wiederholte intrastriatale Injektion von BoNT-A wird von Ratten toleriert. Die zuvor abgeklungene
dampfende BoNT-A-Wirkung auf ein pathologisches Rotationsverhalten tritt nach erneuter
Behandlung ausgepragter und langanhaltender wieder ein. Vergleichende Studien mit Mausen und
Ratten zeigten, dass BoNT-A in beiden Spezies keine neurodegenerativen Prozesse auslost. Nach
striataler BoNT-A-Behandlung wurde kein Verlust striataler cholinerger Interneurone festgestellt.
Befunde histologischer und motorischen Verhaltensstudien deuten dariber hinaus auf eine

antidopaminerge BoNT-A -Wirkung hin.

Schlussfolgerungen

Der Nachweis positiver Effekte von intrastriatalen BoNT-A-Injektionen im murinen Parkinsonmodell,
sowie deren gute Vertraglichkeit in Ratte und Maus sprechen dafiir, diese experimentelle
Therapieoption in weiteren Studien zu untersuchen. Es sollen Messungen extrazelluldrer
Transmitterkonzentrationsdanderungen durch intrastriatale BoNT-A-Behandlung mittels
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie zerebraler Mikrodialysate erfolgen. Hinweise auf eine
mogliche antidopaminerge Wirkung von BoNT-A machen seinen hypothetischen Einsatz bei

neuropsychiatrischen Erkrankungen zumindest theoretisch interessant.
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2. Abkiirzungsverzeichnis

2. Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bedeutung

6-OHDA 6-Hydroxydopamin (OH = Hydroxygruppe)
ACh Acetylcholin

AChE Acetylcholinesterase

BiVs Botulinum Neurotoxin induzierte Varikositdten
BoNT Botulinum Neurotoxin

ChAT Cholinacetyltransferase

CPu Caudatus-Putamen-Komplex (Striatum eines Nagetiers)
GABA y-Aminobuttersdure

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 Korpergewicht

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 Vorderhirnbiindel

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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4.1 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 Fahigkeiten einhergeht (Dauer and Przedborski, 2003; Fahn and
Sulzer, 2004). Urséchlich fiir den GroBteil der motorischen Symptome beim MP ist die fehlende
Wirkung von Dopamin im Striatum (CPu). Verantwortlich hierfiir ist in den meisten Féllen 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 erwidhnt werden, dass es verschiedene Formen von Parkinsonsyndromen gibt.
Von besonders herausragender Bedeutung ist das idiopathische Parkinsonsyndrom, bei dem es
sich um die zweithdufigste neurodegenerative Erkrankung handelt. Daneben gibt es Formen die
familiér 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 konnen auch
tempordr als Nebenwirkung spezifischer medikamentoser 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 Instabilitit. Der
Tremor bezeichnet das Zittern distaler Extremitdten 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 duflern. 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 vollstindige Unfdhigkeit, Bewegungen initiieren zu konnen. Besonders
diese beiden Symptome stellen fiir die Patienten hdufig einen grofen Leidensdruck dar. Die
posturale Instabilitit bezeichnet die Beeintrdchtigung der Patienten in der Aufrechten zu
verbleiben, nachdem sie im Stand einen dulleren Bewegungsimpuls, z.B. einen Stof3, erfahren
haben. Dieser Aspekt der parkinsonschen Erkrankung birgt eine der groften Gefahren und
Problematiken fiir die Patienten, da hierdurch, im Vergleich zu Gesunden, ein erhohtes
Sturzrisiko besteht. Die benannten Leitsymptome miissen nicht alle auftreten und konnen 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 wihrend der oder bereits vor der klinischen
Manifestation herausbilden. Hierzu zdhlen unter anderem Riechstdrungen, Depressionen,
Angststorungen, Apathie, kognitive Beeintriachtigungen, Psychosen, Halluzinationen,
Storungen des Farbsehens, Schmerzen, Schlafstorungen, Storungen des vegetativen
Nervensystems und der Blasenfunktion (Bodis-Wollner, 2009; Herting et al., 2008; Huisman
et al., 2004; Miiller et al., 2002; Postuma et al., 2012; Schapira et al., 2017; Schrag et al., 2015).

4.2 Idiopathisches Parkinsonsyndrom

Die héufigste 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 ganzlichen 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,
vaskuldre Storungen oder genetische Pridispositionen 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 a-Synuclein an der Pathologie des MP
beteiligt oder gar ursdchlich 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 Einschlusskorperchen im Zytoplasma des Somas. Diese werden als Lewy-
Ké&rperchen bezeichnet. Ahnliche Einschliisse befinden sich auch in deren Axonen, die dann
als Lewy-Neuriten bezeichnet werden (Ferrer, 2011; Ferrer et al., 2012). Die Bestandteile der
Lewy-Korperchen und der Lewy-Neuriten sind fibrillir akkumuliertes a-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* zuriick. Diese postuliert, dass
die Pathologie des IPS zundchst in der Peripherie beginnt und zwar im Speziellen in der
Nasenschleimhaut sowie dem Gastrointestinaltrakt. AnschlieBend soll die noch unbekannte
Noxe von der Nasenschleimhaut entlang der Fila olfactoria in den Bulbus olfactorius gelangen
und zur Herausbildung erster Lewy-Korperchen fiihren. Durch Herunterschlucken von Mucus,
der das Pathogen enthilt, sollen auch Plexus myentericus und Meissner Plexus infiziert werden,
was sich im Vorhandensein von Lewy-Korperchen im Zytoplasma der dortigen Neurone duf3ert.
Vom Gastrointestinaltrakt soll sich die Pathologie liber den Nervus vagus bis zum dorsalen
Vaguskern im Hirnstamm ausbreiten und dann in einem kaskadierten Prozess in folgender
Reihenfolge voranschreiten: zunéchst in den Locus coeruleus, dann in die Substantia nigra, das
ventrale tegementale Areal, die Amygdala, den Mesocortex und schlielich dem
Assoziationskortex. Parallel zum Progress der histologisch nachweisbaren Neuropathologie im
Gehirn kann man nach Braak et al. (2003, 2006) sechs Stadien der Krankheit unterscheiden:
zweil Prodromalstadien in denen Lewy-Korperchen zunéchst nur im Bulbus olfactorius, dem
dorsalen Vaguskern und dem Locus coeruleus nachweisbar sind, in denen es aber schon zu
pramorbiden Beeintrachtigungen, vor allem Defiziten der Olfaktion (Hyposmie), Depressionen
und Storungen des Schlafes in der Phase des ,,rapid-eye-movement (REM-Schlafes) kommen
kann. Ab dem dritten Stadium sind Lewy-Korperchen auch in der SNpc nachweisbar und die
Patienten zeigen erste motorische Beeintrachtigungen. Im Zuge der darauffolgenden Stadien
breiten sich die neuropathologischen Verdnderungen nach dem oben beschrieben Muster immer
weiter im Gehirn aus und die Symptome verstirken sich zunehmend und werden spater auf von
demenziellen Beeintrachtigungen 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 grof3e
Mengen an aggregiertem a-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 Hirnstimme von kranial, die auf Hohe des Mittelhirns
abgesetzt worden sind. Dorsal ist jeweils deutlich das méchtige 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 Korperseite. Beim
Gesunden imponiert die SNpc durch ihre deutliche schwérzliche Farbung aufgrund des Neuromelaningehaltes
ihrer dopaminergen Neurone. Beim Parkinsonpatienten ist keine schwirzliche Farbung zu erkennen, da die

dopaminergen Neurone untergegangen sind.

Die Fotos der Teilabbildungen habe ich anhand von plastinierten Gehirnpréparaten 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 Vorgingen involviert sind. Welche Kerngebiete zu den Basalganglien gezéhlt

werden, ist in der Literatur nicht einheitlich festgelegt. Ich beschrianke mich zunichst auf die
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Beschreibung der fiir 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 grofite Kerngebiet im Gehirn der

Saugetiere. Beim Menschen handelt es sich hierbei um keine zusammenhingende Region,
sondern es fand evolutiondr durch ein Auseinanderdringen durch die innere Kapsel eine
unvollstdndige 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 groflen cholinergen
Interneuronen, welche exzitatorisch auf MSNs projizieren. Die MSNs konnen iiber Dopamin;
(D1)- oder Dopaminz (D2)-Rezeptoren verfiigen. Tragen sie Di-Rezeptoren, sind sie Teil der
direkten Basalganglienschleife. Verfiigen sie liber einen ausgepriagten D>-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 enthélt liberwiegend dopaminerge Neurone und féllt an
Schnittpriparaten von gesunden humanen Gehirnen bereits makroskopisch durch ihre deutlich
schwérzliche Fiarbung auf (Abb.1). Das Schwarz ist Resultat des Vorhandenseins an
Neuromelanin in den dopaminergen Neuronen. Die SNpr enthdlt 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 enthidlt 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 enthdlt glutamaterge Neurone. Er projiziert

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

4.3.5 Basalganglienschleifen
Fiir 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 erkléren:

Bei der direkten Basalganglienschleife projizieren dopaminerge Neurone aus der SNpc auf Di-
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 erhohte Aktivitidt des prdmotorischen und

motorischen Kortex (Abb.2).

Bei dem indirekten Weg der Basalganglienschleife fiihren dopaminerge Afferenzen aus der
SNpc an einer Subpopulation von striatalen D>-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 pramotorischen Kortex (Abb.2; 3).

Auf die Darstellung des hyperdirekten Weges der Basalganglienschleife wird hier verzichtet.
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direkter Weg indirekter Weg

inhibitorische exzitatorische
Projektionen Projektionen

Projektionen

Abbildung 2.: Schematische Darstellung der direkten und indirekten motorischen
Basalganglienneuronenschleifen

Rote Pfeile symbolisieren inhibitorische Bahnen. Griine 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 D;-
oder D>-Rezeptoren zu erkliren. Eine erhohte Aktivitit der SNpc fiihrt immer zu einer verminderten Aktivitdt des
Gpi, wodurch motorische Thalamuskerne vermehrt erregend auf motorische Kortexareale projizieren, die
wiederum dann vermehrt erregend iiber 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 Riickenmarks einwirken.

Die Hirnschnitte und deren Bilder, die dem Schema als Grundlage dienen, wurden im Zuge des Praparierkurses
fiir Medizinstudenten 2011 am Institut fiir 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 schwérzliche Farbung der SNpc zu erkennen.

DiR: Dopaminrezeptortyp 1; D>R: 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 Verhaltnisse 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 Di-Rezeptor-tragenden MSNs des direkten Weges weniger stark
erregt und konnen nur noch unzureichenden den Gpi hemmen, welcher nun verstirkt den
Nucleus ventralis anterolateralis hemmt. Dadurch kann dieser nur noch unzureichend den
motorischen und prdmotorischen Kortex erregen und die Initiilerung von Bewegungen ist

eingeschrénkt.

Die striatalen Dz-Rezeptor-tragenden MSNs und cholinergen Interneurone des indirekten
Weges der Basalganglienschleife werden durch den Dopaminmangel unzureichend gehemmit,
wodurch diese tiberaktiv werden und vermehrt den Gpe hemmen. Der Gpe kann nun nicht oder
nur unzureichend den Gpi und den STN hemmen, was wiederum zu einer iiberschiefenden
Hemmung des Nucleus ventralis anterolateralis fiihrt, wodurch vermindert Bewegungen im
motorischen und pridmotorischen 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 gro3en 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 groBer Teil dieser Acetylcholin-
freisetzenden Neurone tragt D>-Rezeptoren und wird durch die dopaminergen Afferenzen aus
der SNpc in der spontanen Aktivitit gechemmt. 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 schiitten in Folge vermehrt Acetylcholin aus und
erregen iiberschieend MSNs der indirekten Basalganglienschleife, was zu der Bradykinese
bzw. Akinese beitrdgt (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
Korperperipherie zu reduzieren und damit die Menge an verfiigbaren L-DOPA, das durch die
Blut-Hirn-Schranke in das ZNS gelangt, zu erhéhen, werden Catechol-O-Methyltransferase-
Inhibitoren wie Entacapon und Tolcapon sowie DOPA-Decarboxylaseinhibitoren wie
Carbidopa und Benserazid zusétzlich 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-géngigen Monoaminoxidase-B-Hemmern wie Rasagilin und Selegilin (Fowler et al.,

1996; Riederer and Miiller, 2018; Youdim and Bakhle, 2006).
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Tiefe Hirnstimulation
Seit Anfang der 1990er Jahre greift man fiir die Behandlung der Bradykinese bzw. Akinese

sowie des Tremors auf die Tiefe Hirnstimulation zuriick. Hier wird bilateral, mittels einer
stereotaktischen Operation, eine Elektrode meistens in den STN oder auch in den Gpi eingesetzt
und lberaktive 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 Letalitdtsrate ist zwar mit 0,4% relativ gering, jedoch gibt es bei 3,4 % der Félle Probleme
im Zusammenhang mit der intrakraniellen Operation, bei 2,4 % gibt es Probleme mit der
Hardware und in 2,6 % der Fille miissen die Elektroden ausgetauscht oder ihre intrazerebrale
Position verdndert werden (Engel et al., 2018). Des Weiteren kommt es aufgrund der
heterogenen Funktionen des STN oft zu Beeintriachtigungen des limbischen Systems, die sich
in Depressionen und/ oder Manien bis hin zu einer erhdhten Suizidrate bei Patienten duf3ert, 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 Sdule 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-gédngigen Anticholinergika, soll dem striatalen
Hypercholinismus beim MP entgegengewirkt werden, der zu einer vermehrten Aktivierung von
MSNss fiihrt, die in den indirekten Weg der Basalganglienschleifen eingebettet sind. Eines der
bekanntesten Priparate ist Biperiden (Akineton®). Die Therapie mit Anticholinergika weist
zwar gute bis sehr gute antiparkinsonoide Effekte auf, doch da die jeweiligen Priparate
systemisch appliziert werden, geht ihre Anwendung mit einer Vielzahl peripherer und
zentralnervoser ~ Nebenwirkungen  einher. Genannt seien  hier = Mydriasis,
Akkomodationsprobleme, Anstieg des Augeninnendrucks, Mundtrockenheit, Entziindungen
der Speicheldriisen, trockene Augen, Muskelschmerzen, Kraftminderung, Veranderungen der
Stimme, Schluckstérungen (Dysphagie), eine verminderte Peristaltik der Speiserdhre und damit

verbunden Regurgitation, Verstopfung, Harnverhalt, Prostataprobleme, Tachykardie, Fieber

10



4. Einleitung

bei warmer/ hoherer Umgebungstemperatur, Miidigkeit, Schwindel, Halluzinationen,
Erinnerungsstdrungen und Verwirrtheit. Insbesondere die kognitiven Stérungen, die mit MP oft
einhergehen, konnen durch eine Therapie mit Anticholinergika verstirkt werden, da es im
Gegensatz zum CPu beim MP im Nucleus basalis Meynert eher zu einem Hypocholinismus
kommt. Auch konnen sich Stoérungen 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 Domine mit Metalloproteaseaktivitit,
die in der Lage ist spezifische Komponenten des Transmittervesikelfusionsapparates der
prasynaptischen Membran von muskuldren Endplatten, aber auch von zentralnervésen
Synapsen zu spalten. Durch diese Eigenschaft verursachen BoNTs eine Disruption synaptischer
Signaliibertragungen. Fiir die ausgepriagte Toxizitit ist die Unterbrechung der cholinergen
Signaliibertragung an den muskuldren Endplatten verantwortlich, die im Vergiftungsfall zu
schlaffen Lahmungen der Skelettmuskulatur fithrt. Der Tod tritt in der Regel durch eine
Lihmung der Atemmuskulatur ein. Im Allgemeinen wird die Vergiftung durch BoNTs oder die
Infektion mit Clostridien, die BoNTs produzieren und so zu einer Vergiftung fiihren, als
Botulismus bezeichnet. Botulismus kann sowohl Menschen als auch Tiere betreffen. In der
Landwirtschaft in Deutschland betrifft Botulismus in der jungen Vergangenheit hauptsédchlich
Rinder, die sich durch Verfiitterung fehlgegorener Silagen oder aus noch unbekannter Ursache
mit Clostridium botulinum infizieren. Menschen konnen 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 Gemiise die Gefahr, dass sich Clostridium
botulinum vermehrt und sich BoNTs in diesen kontaminierten Lebensmitteln ansammeln.
Sduglinge sind durch die Gabe von Honig gefdhrdet, da im Honig Sporen von Clostridium

botulinum enthalten sein konnen, 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).

Gegenwirtig 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 Riickenmark auf die Aktivitit von la
inhibitorischen Interneuronen und Renshaw-Zellen des Riickenmarks 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 Mausen untersucht und dabei die jeweilige
LDso extrapoliert sowie Verdnderungen in verschiedenen kognitiven Féhigkeiten und
Vitalparametern gemessen. Die LDso wurde fiir beide Serotypen auf ca. 0,5-1,0 * 10 mg/kg
KG geschitzt. Es wurde auch der Effekt der intrazerebroventrikuldren Injektion von BoNT-A
und BoNT-B auf kognitive und motorische Fahigkeiten untersucht (Luvisetto et al., 2004). So
fiihrte die intrazerbroventrikuldre Injektion von BoNT-A zu keinen Beeintridchtigungen des
assoziativen Lernens, jedoch war die Diskriminierung neuer Objekte gestort. 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 Riickenmarks von Raten injiziert (Chaddock et al., 2004).

Caleo et al. haben 2007 eine Arbeit veroffentlicht, 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). Spiter 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 Ausschiittung
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 mdglichen 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 BoONT-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

rdumliche Lernstrategien von Miusen beeintriachtigen 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 BoONT-A je CPu wurden von den Tieren toleriert, wobei
5 ng BoNT-A je CPu zu einer erhohten Mortalitdt fiihrte. Fiir die Dosisfindung wurden
Informationen iiber die LDso bei Ratten und Miusen aus Publikationen herangezogen als auch
Informationen aus Veroffentlichungen, die sich ebenfalls mit der intrazerebralen Applikation
von BoNTs befasst haben (Antonucci et al., 2008; Caleo et al., 2007; Lackovi¢ 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

erhohte Aktivitdt, diinner Pfeile auf eine verminderte Aktivitdt hin. Die jeweils wichtigsten Transmitter der einzelnen Verbindungen sind in den jeweiligen Pfeilen vermerkt. Ein
L+ steht filir eine Exzitation®, ein ,,-,, fiir 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 prdmotorischen und motorischen Kortex, welche nun bewegungsfordernde Signale iiber die Pyramidenbahn an die -

Motorneurone der kontralateralen Seite des Riickenmarks senden.
(B) Zeigt vereinfacht die Verdnderungen der Verschaltung der indirekten Basalganglienschleife beim MP und bei einem 6-OHDA-induzierten Parkinsonmodell. Hier ist der Grofteil

der dopaminergen Neurone der SNpc untergegangen, was zu einem Mangel an Dopamin im CPu fiihrt. Dies hat zur Folge, dass cholinerge Interneurone iiberaktiv werden und
vermehrt Acetylcholin ausschiitten. Durch dieses werden MSNss iiberméBig erregt und inhibieren verstérkt den Gpe. Dies fiihrt zu einer verminderten Hemmung des STN und somit
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zu einer verstirkten Aktivitit GABAerger Projektionsneurone des Gpi und der SNpr. In der Folge, werden durch den motorischen und prémotorischen Kortex zu wenig
bewegungsinitiierende Signale generiert.

(C) Arbeitshypothese der experimentellen intrastriatalen BoNT-A-Applikation beim Modell des MP: BoNT-A unterbricht die Signaliibertragung zwischen cholinergen
Interneuronen und MSNs im CPu. Hierdurch soll die Aktivitdt der MSNs, die der indirekten Basalganglienschleife zuzurechnen sind, normalisiert werden. Die nachfolgenden
parkinsonbedingten Storungen der indirekten Basalganglienschleife sollten sich hierdurch ebenfalls verbessern und der motorische und pramotorische Kortex sollten wieder
vermehrt Impulse fiir die Bewegungsinitiation generieren.
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5. Fragestellung

Im Zuge des MP fiihrt der Verlust dopaminerger Neurone in der SNpc zu einem Ausbleiben
eines inhibitorischen Einflusses auf die spontane Aktivitét cholinerger Interneurone im CPu.
Der resultierende Hypercholinismus im Nucleus caudatus und Putamen ist ursichlich fiir 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 fiihrt. 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

Behandlungsmaoglichkeit des MP hin erforscht.

Um mdogliche Risiken einer solchen neuartige Therapieform beurteilen zu konnen, 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 Miusen zu einer zytotoxischen Schidigung
cholinerger Neurone fithren. Die Entwicklung der erstmals beobachteten BONT-A-induzierten
Aufweitungen an cholinergen und katecholaminergen Nervenfasern hinsichtlich ihrer
Haufigkeit und Grofle sollte im temporalen Verlauf untersucht werden. Bisher durchgefiihrte
Verhaltenstests bei BONT-A-behandelten Tieren sollten durch weitere sensitivere Tests der
spontanen Motorik als auch der sensormotorischen Integration ergénzt 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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6.1 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 fiihrt. 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 Flache von bis zu
10 pm? auf. Diese Aufweitungen wurden als Botulinum Neurotoxin induzierte Varikositéten,
kurz BiVs, bezeichnet. Fiir Rattus norvegicus wurde zuvor von uns nachgewiesen, dass deren

numerische Dichte als auch deren GréBe dosisabhéngig 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 Zeitabhangigkeit hinsichtlich ihrer Grof8e und Menge bzw. ihrer numerischen Dichte?

Material und Methoden

Fiir diese Arbeit wurden initial junge gesunde adulte Wistar-Ratten mit einem Korpergewicht
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. Anschliefend
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. Anschlieend lie man die Tiergruppen gestaffelt
iiberleben. Die erste Gruppe wurde nach 2 Wochen finalisiert. Die Tiere wurden transkardial
mit  eiskalter 0,9%‘iger Kochsalzlosung und anschlieBend mit  3,7%°‘iger
Paraformaldehydldsung perfundiert. Die Gehirne wurden entnommen, iiber Nacht bei 4°C in
3,7%"iger Paraformaldehydlosung nachfixiert und danach in 20%°‘iger Succroselosung

kryoprotektiert. AnschlieBend 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 um dicke Frontalschnitte angefertigt. Es wurden sieben
Schnittserien angefertigt. Jeder siebte Schnitt wurde im Gefriermikrotom direkt von der Klinge
auf einen Glasobjekttrager aufgenommen — diese Gehirnschnitte wurden einer Nissl-Farbung
zugefiihrt. Die anderen Schnitte wurden alternierend in 6 verschiedene 48 Well-Platten
iiberfiihrt, die mit je 500 pl Kryoprotektionslosung je Well befiillt waren. Die Préparate in
Kryoprotektionslosung wurden bei -20°C gelagert bis zu dem Zeitpunkt, an dem sie fiir
immunhistochemische Férbungen genutzt worden sind. Fiir jede immunhistochemische

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

Neben einer Nissl-Féarbung, wurden an den Gehirnen immunhistochemische Markierungen von
Cholinacetyltransferase (ChAT) durchgefiihrt. ChAT vermittelt die Veresterung von Cholin mit
einem Essigsdurerest und somit die Acetylcholinbiosynthese. Die Anfarbung von ChAT diente
der Detektion cholinerger Strukturen. An einer weiteren Serie wurde eine
immunhistochemische Farbung gegen Tyrosinhydroxylase (TH) durchgefiihrt. 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 gefarbten mikroskopischen Prédparate der Gehirne wurden mit einem semiautomatischen
Stereologiesystem untersucht. Das System bestand aus einem Mikroskop der Firma Olympus,
einer digitalen Mikroskopkamera, einem Computer, einem Steuermodul fiir den automatischen

Objekttragertisch 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 tiberpriift. P-Werte von <0,05 wurden als signifikant betrachtet.

Ergebnisse

Zihlung 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 Verdnderungen in der Zahl cholinerger Interneurone
detektiert. Dies deutet darauf hin, dass BoNT-A in der angewandten Konzentration nicht

zytotoxisch flir 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 angeférbten

Préparate 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 stitig vergroBBert. So betrug das durchschnittliche Volumen eines ChAT-
positiven BiVs zwei Wochen nach BoNT-A-Behandlung 18,96 + 1,29 um?® und nach einem
Jahr 51,49 +£2,51 pm?. Bei TH-positiven BiVs nahm das durchschnittliche Volumen eines BiVs
iiber 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 um?3, drei Monate nach
Behandlung 36,41 + 4,19 pm? und nach einem Jahr 35,97 + 4,28 um?®.

Temporale Entwicklung der numerischen Dichte von BiVs
Die numerische Dichte ChAT-positiver BiVs erreichte einen Monat nach BoONT-A-Injektion

ein Maximum mit 14767 + 2047 BiVs/mm? und sank dann innerhalb der nidchsten 8 Monate

auf 8449 + 395 BiVs/mm? ab.

Das Maximum der numerischen Dichte TH-positiver BiVs war bereits 2 Wochen nach BoNT-
A-Behandlung mit 47125 + 2015 BiVs/mm?® erreicht und sank innerhalb eines Jahres
kontinuierlich auf 21445 + 2939 BiVs/mm? 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 Verhidltnis aus Anzahl striataler cholinerger Interneurone und der

Gesamtzahl der Nervenzellen im CPu (ermittelte Gesamtzahl aus Antipova et al., 2013
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Antipova et al., 2013) mit den Angaben aus der Literatur iiberein, 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.
Ahnliche Beobachtungen wurden bis dahin nur in der Zellkultur nach BoNT-C-Exposition
gemacht (Berliocchi et al., 2005). Die Zunahme des Volumens einzelner BiVs {iber die Zeit
kann evtl. durch die langandauernde Storung des SNARE-Komplexes und damit durch die
Blockade der Transmittervesikelfusion mit der prasynaptischen Membran erklért werden. Dies
kann zu einer Anhdufung von Transmittervesikeln im Axon und damit zu einer fokalen Weitung
des Axons fiihren. Es besteht auch die Moglichkeit, dass {iber die Zeit eine Vielzahl kleiner
BiVs zu wenigen grolen BiVs fusionieren. Dies wiirde zum einen die wachsenden

Einzelvolumina von BiVs iiber die Zeit erkldren, zum anderen die Abnahme deren Gesamtzahl.

Die Tatsache, dass TH-positive BiVs aufgefunden worden sind ldsst 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 Verstidndnis iiber die Mechanismen und Verdanderungen
der Basalganglienverschaltung zu erlangen, die durch intrastriatale Injektion von BoNT-A im

Hemiparkinsonmodell der Ratte ausgeldst werden.

Erstmals wurden hier hemipakinsonoide Ratten im kontralateral zur ladierten SNpc gelegenen
CPu mit 1 ng BoNT-A behandelt. Das heifit, das rechte CPu war dopaminerg deafferentiert.
Hier wurde das linke und eigentlich unbeeintrdchtigt 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 hemildsionierte Ratten im apomorphininduzierten Rotationstest
nach Injektion von BONT-A in das gesunde CPu nicht weniger haufig, sondern sogar schneller,
oder werde ginzlich andere Anderungen der Motorik registriert, wie z.B. eine gleichbleibende

oder sinkende Rotationsrate. Dies wiirde fiir weitaus komplexere Verdnderungen in der
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Verschaltung der Basalganglien nach einer BONT-A-Behandlung sprechen, als sie urspriinglich
bei der Etablierung der experimentellen intrastriatalen BoNT-A-Therapie des
Parkinsonsyndroms zugrunde gelegt worden sind. Ein solcher Fall wire ein Indiz fiir 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-Lésion
gelegen ist, mit 1 ng BoNT-A behandelt worden sind, in pharmakainduzierten Rotationstests
sowie in Versuchen zur Testung der spontanen und forcierten motorischen Fiahigkeiten, 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 Léasion der SNpc mittels 6-

OHDA ausgelost worden ist?

Material und Methoden

Fiir dieses Projekt wurden Wistar-Ratten verwendet, bei denen zunichst einseitig die rechte
SNpc durch Injektion von 6-OHDA in das rechte mediale Vorderhirnbiindel (MVB) ldsioniert
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 Lésion 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 Lision zeigten,

wurden als erfolgreich ldsioniert betrachtet.

Sechs Wochen nach der Lésion erhielt eine Gruppe dieser Tiere eine Injektion von 1 ng BoNT-
A 1n das rechte, ipsilateral zur Lasion gelegene CPu. Der anderen Gruppe wurde 1 ng BoNT-A
in das linke, kontralateral zur Lasion gelegene CPu, injiziert. Die Versuchstiere durchliefen vor

Lésion, nach Lision und nach der BONT-A Behandlung zu definierten Zeitpunkten motorische
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Verhaltenstests. Dies waren sowohl Versuche zur Ermittlung der spontanen motorischen
Fahigkeiten (Zylindertest und open Field Test), forcierte motorische Tests (Stepping-Test) als
auch pharmakainduzierte Tests (apomorphininduzierter und amphetamininduzierte
Rotationstest). Dartiber hinaus wurden die Tiere mittels des Corridor-Tasks auf einen Neglect

einer Seite hin liberpriift.

Ergebnisse

Apomorphininduzierter Rotationstest
Die einseitige 6-OHDA-Liésion fiihrte 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 BoONT-A-Injektion signifikant, danach kehrte die Rotationsrate auf

ihr Ausgangsniveau zuriick.

Ratten, bei denen eine Injektion von 1 ng BoNT-A in das linke CPu, das der Lisionsseite
gegeniiber lag, erfolgte, zeigten zwei Wochen nach dieser Behandlung eine signifikante
Erh6éhung der apomorphininduzierten Rotationsrate. Bei diesen Tieren verringerte sich die
apomorphininduzierte Rotationsrate zwei weitere Wochen spéter signifikant. Die Rotationsrate
vier Wochen nach der kontralateralen BoONT-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 Erhohung der

amphetamininduzierten Rotationsrate fiihrte.

Test des spontanes Vorderpfotengebrauchs (Zylindertest)
Bemerkenswerterweise fiihrte die Injektion von Ing BoNT-A in das zur Lisionsseite

kontralateral gelegene CPu zu einer hochsignifikanten Wiederangleichung des Links- und
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Rechtspfotengebrauchs nach zuvor deutlicher Rechtspréiferenz infolge der rechtsseitigen 6-
OHDA-Lésion. 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 Handigkeit der Versuchstiere.

Test der forcierten Vorderpfotengebrauchs (Stepping Test)
Die Injektion von 1 ng BoNT-A in das linke CPu von rechtsseitig ldsionierten Tieren fiihrte zu

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

behandelten Tieren.

Die ipsilateral zu einer 6-OHDA-Losion durchgefiihrte 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 fiihrte 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 Lision der rechten SNpc mittels Injektion von 6-OHDA in das rechte MVB fiihrte zu einer

Herausbildung eines deutlichen Neglects der linken Seite der Umwelt der jeweiligen Ratten.
Dies duBerte sich dadurch, dass diese Tiere nach der 6-OHDA Léasion zu iiber 90 %
Suchbewegungen nach Futter zu ihrer rechten Seite hin ausfiihrten. Eine Injektion von 1 ng
BoNT-A in das linke CPu hob diese Priaferenz der rechten Seite hochsignifikant und fast {iber
ein halbes Jahr hinweg wieder auf. Futter wurde nach einer solchen Behandlung wieder nahezu
gleich haufig auf beiden Seiten gesucht und aufgenommen. Daraus schlossen wir, dass ein
durch die Hemilésion ausgeldster 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 zuriick 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 fiihrte eine Injektion von 1 ng BoNT-A in das ipsilateral
zu einer 6-OHDA-Lision gelegene CPu einen Monat nach Behandlung zu einer signifikanten
Reduzierung der apomorphininduzierten Rotationsrate. Diese kehrte in den darauffolgenden
Monaten wieder schrittweise auf ihr Ausgangsniveau zuriick. 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 fiihrte. Daraus wird geschlossen, dass BONT-A die Dichte an D;-Rezeptoren in der
behandelten Region reduziert. Da die Wirkung von Apomorphin iiber D>-Rezeptoren vermittelt
wird, erkldrt sich die Reduktion der apomorphininduzierten Rotationsrate nach BoNT-A-
Injektion in das ipsilaterale CPu durch die Verringerung der zuvor pathologisch erhdhten D»-
Rezeptorkonzentration im dopaminerg deafferentierten CPu. Die kurzzeitige Erhdhung der
apomorphininduzierten Rotationsrate nach kontralateraler BoNT-A-Injektion kann mit einer
Verringerung der D»-Rezeptorkonzentration im kontralateralen CPu und somit mit einer
Erhohung des Ungleichgewichtes des D2-Rezeptorbestazes im linken und rechten CPu erklirt

werden.

Die Erh6hung der amphetamininduzierten Rotationsrate nach ipsilateraler BoNT-A-Injektion
ist womoglich auf eine Reduktion der ACh-Konzentration und des D>-Rezeptorbesatzes im
BoNT-A-behandelten CPu zuriickzufiihren. Auch besteht die Mdglichkeit, 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 BoONT-A auch Prasynapsen katecholaminerger Axonendigungen blockieren kann
und die Ausschiittung an Dopamin reduziert. Hierdurch wiirde sich die Differenz zwischen
linkem (BoNT-A-behandelten) und rechtem (dopaminerg deafferentiertem) CPu hinsichtlich
der Dopaminkonzentration nach Amphetamingabe verringern. Dies hitte eine etwas
verminderte Initiierung von Bewegungsimpulsen im linken Kortex zur Folge, wodurch weniger

Rotationen nach rechts hin ausgefiihrt werden.

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

OHDA-Liésion die Anzahl der Ausgleichsschritte im Steppingtest sowohl fiir die Vorderpfote
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kontralateral zur Lésion als auch ipsilateral zur dopaminergen Deafferentierung des CPu’s
erhoht. Auch erfolgen im Zylindertest nach kontralateraler BoNT-A-Injektion wieder
signifikant mehr linksseitige Wandberiihrungen und im Corridor Task wird eine partielle
Aufhebung des linksseitigen Neglects beobachtet. Eine ipsilaterale BoONT-A-Injektion hat
keinen signifikanten Einfluss im Stepping Test. Die Verbesserung der Performance der rechten
Vorderpfote ldsst sich dadurch erkldren, dass BoONT-A in Einklang mit der Arbeitshypothese
die ACh-Konzentration im CPu senkt. Dies wiirde zu einer verminderten Aktivierung von
MSNss des indirekten Weges flihren, wodurch der Gpe weniger gehemmt wiirde und vermehrt
den Gpi und STN hemmt. Der Ncl. ventralis anterolateralis des Thalamus wiirde dadurch
weniger gehemmt und konnte vermehrt den prdmotorischen und motorischen Kortex aktivieren,
in Folge wiéren die Bewegungsinitiierungen auf der Gegenseite und damit die Anzahl der
Schritte (Steps) erhoht. Dieser theoretische Mechanismus ldsst 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 lasionierter Tiere anwenden. Wir vermuten, dass Interhemisphirenverbindungen

fur dieses Phdanomen verantwortlich sind.

6.3 Intrastriatally injected botulinum neurotoxin-A differently effects cholinergic and
dopaminergic fibers in C57BL/6 mice.

Obwohl Ratten und Méuse in der phylogenetischen Systematik zu der gemeinsamen Ordnung
der Rodentia (Nagetiere) und sogar zur selben Familie der Muridae (Langschwanzmaéuse)
gehoren, 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 fiihrt. Des
Weiteren ist es notwendig, die Wirkung des BoNT-A auch in einem Tiermodell zu erforschen,
das der Pathologie des MP néher kommt, als das 6-OHDA-Modell. Die Lésion 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 dosisabhédngige Effekt von BONT-A auf die Morphologie des CPu
untersucht sowie eruiert, ob zu verschiedenen Zeitpunkten nach einer intrastriatalen BoNT-A-

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

Fragestellung

Ist bei Méausen ebenfalls kein Untergang cholinerger Interneurone nach Injektion von BoNT-A
direkt in das CPu zu beobachten? Treten bei Méusen ebenfalls BiVs entlang cholinerger und
katecholaminerger Nervenfasern auf? Wie haben sich die Korpergewichte von Maiusen
entwickelt, die mit unterschiedlichen Mengen an BoNT-A oder Sham-Substanz intrastriatal

behandelt worden sind?

Material und Methoden

Fiir die Untersuchung der Wirkung intrastriataler BONT-A-Applikationen bei Mausen wurden
gesunde ménnliche junge adulte C57BL/6-Miuse 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) durchgefiihrt. An diesen
Stereotakten wurde ein Mausadapter der Firma Stoelting (Wood Dale, USA) angebracht. Den
Tieren wurde in das rechte CPu 1 pl einer phosphatgepufferten physiologischen
Kochsalzldsung 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 Uberlebenszeit wurden die Miuse
mit einer Uberdosis Ketamin und Xylazin getdtet und transkardial zun4chst mit kalter 0,9%°iger

Kochsalzlosung und anschlieBend mit 3,7%‘iger Paraformaldehydlésung perfundiert. Die
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Gehirne wurden entnommen, fixiert, kryoprotektiert, eingefroren und anschlieBend histologisch
aufgearbeitet. Es wurden 30 um-dicke Serienschnitte angefertigt. An jeweils jedem Fiinften
dieser Schnitte wurden Nissl-Farbungen bzw. immunhistochemische Fiarbungen gegen ChAT
oder TH durchgefiihrt. Anhand dieser Farbung wurden stereologische Untersuchungen zu der
Zahl striataler cholinerger Interneurone sowie eine Analyse der BiVs hinsichtlich ihrer

numerischen Dichte als auch ihrer Grée durchgefiihrt.

Ergebnisse

Gewichte und Hirngewichte
Mause vertrugen eine Injektion von 25 pg — 50 pg BoNT-A in das CPu gut. Bei Applikation

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

nachgewiesen.

Es konnte ein dosisabhidngiger Effekt von intrastriatal appliziertem BoNT-A auf das
Korpergewicht der Tiere nachgewiesen werden. So wurde bei Méusen die 100 pg oder 200 pg
BoNT-A erhielten, ein halbes Jahr nach der Behandlung ein signifikant hoheres Korpergewicht

gemessen.

Mause 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-Méiuse wogen 42,41 + 2,11 g und 200 pg
wogen BoNT-A —Méuse 45,44 + 0,22 g 6 Monate nach Behandlung.

Das Gehirngewicht von Miusen, die mit 50 pg oder 100 pg BoNT-A behandelt worden sind,
war signifikant kleiner als das von Mdusen, die nur mit 25 pg behandelt worden sind. So
betrugen die Gehirngewichte von Méusen, die 25 pg BoNT-A erhielten 0,478 + 0,005 g, die
von 50 pg BoNT-A-Méusen 0,450 + 0,006 g, die von 100 pg BoNT-A-Maéusen 0,446 + 0,006
g und von 200 pg BoNT-A-Méusen 0,446 + 0,011 g.

Bei Méusen, 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 mm? und des
rechten, behandelten CPu’s 8,499 + 0,224 mm?; bei Tieren, die 50 pg erhielten, betrug das
Volumen des linken CPu’s 10,751 mm?® + 0,583 mm? und des rechten CPu’s 8,039 =+ 0,583
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mm?. Bei 100 pg-Tieren hatte das linke CPu ein Volumen von 8,662 + 0,583 mm? und das
rechte CPu von 8,023 + 0,583 mm? und bei 200 pg-Méiusen betrug das mittlere Volumen des
linken CPu’s 10,314 + 0,923 mm? und 6,918 + 0,923 mm? fiir 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
hohere Dosen an BoNT-A fiihrten zu keinen signifikanten Seitenunterschieden in der Anzahl
striataler cholinerger Interneurone. Jedoch konnte eine prinzipiell hohe interindividuelle
Variabilitit der Anzahl cholinerger Interneurone unabhédngig von der Art der Behandlung

nachgewiesen werden.

BiVs
Bei Midusen 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).

Mouse 100 pg BoNT-A

sl

_‘ Rat 1 00 P9 BONTA Abbildung 4.: Mikroskopische

|

Abbildungen von BiVs im CPu von
Ratte und Maus

Die Praparate 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 Uberlebten 6 Monate
nach der Operation. Die schwarzen
Pfeile markieren cholinerge
Interneurone. Die schwarzen
Pfeilspitzen markieren ChAT-positive
BiVs. Die weilen Pfeilspitzen markieren
TH-positive BiVs.

Bei den Teilabbildungen A und B handelt
es sich um Praparate, die gegen ChAT
angefarbt worden sind, bei C und D
handelt es sich um Praparate, die gegen
d =i v S ¥ : TH angefirbt worden sind. Es st
bemerkenswert, dass im BoNT-A-behandelten CPIu der Maus C, in der TH-Farbung 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 groBte 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/mm?® nach einem Monat,
3230 + 307 BiVs/mm? nach 3 Monaten, 1908 + 165 BiVs/mm? nach 6 Monaten und 749 + 74

BiVs/mm? nach 9 Monaten.

BoNT-A-Konzentrationsabhdngigkeit der numerischen Dichte von ChAT-positiven BiVs
Die hochste numerische Dichte an ChAT-positiven BiVs im CPu wurde nach 6 Monaten

Uberlebenszeit 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/mm? im behandelten CPu auf,
Tiere die 50 pg erhielten, hatten 5066 + 464 BiVs/mm?, Tiere die 100 pg erhielten, hatten 4056
+ 732 BiVs/mm? und Tiere die 200 pg erhielten, hatten 3148 £ 767 BiVs/mm?.

Temporale und konzentrationsabhdngige Entwicklung BiV-Volumina
Die groBten Einzelvolumina wiesen BiVs nach 9 Monaten Uberlebenszeit auf. Die groBten

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

behandelt worden sind.

Zahl dopaminerger Neurone in der SNpc
Um zu eruieren, inwiefern ein moglicher zytotoxischer Effekt von BoNT-A auf dopaminerge

Nervenzellen der SNpc von Méusen urséchlich fiir das Fehlen von TH-positiven BiVs bei
Mausen ist, wurden exemplarisch an histologischen Schnitten des Mittelhirns von Méusen die
mit 25 pg BoNT-A intrastriatal behandelt wurden, Zéhlungen der TH-positiven Neurone in der
SNpc durchgefiihrt. Hier konnten keine signifikanten Seitenunterschiede zwischen behandelter
und unbehandelter Seite detektiert werden. Zusétzlich 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 gewéhlten BoNT-A-Konzentrationen auf TH-positive

Neurone ausgeschlossen werden konnte.
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Schlussfolgerungen
Dass Méuse, die mit hohen Dosen von 100 — 200 pg je CPu behandelt worden sind, schwerer

sind als Méuse, die mit geringeren Dosen behandelt worden sind, ist ein interessanter Befund,
der sich momentan nur spekulativ erkléren ldsst. So konnte es sein, dass bei hoherer 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 Maiuse ein fehlendes
Sattigungsgefiihl hitten und mehr fressen wiirden. Bei Ratten konnte eine Gewichtszunahme
nach BoNT-A-Injektion nicht beobachtet werden. Es ist denkbar, dass durch das vier Mal
groBBere Volumen eines Rattengehirns nicht ausreichende Mengen an BoNT-A in deren
Hypothalamus gelangen. Des Weiteren konnten die Miuse beziiglich ihrer hypothalamischen

leptinausschiittenden Neurone sensitiver fiir BONT-A sein als Ratten.

Die Gehirne von Maiusen, die mit 50 oder 200 pg BoNT-A behandelt worden sind, waren
signifikant um bis zu 6 % leichter als die Gehirne von Méusen, 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 konnen jedoch nicht ausschlie3en, dass es eventuell
einen Effekt auf Gliazellen gibt, der zu einem Verlust dieser fiihrt und eine Erkldrung fiir die
geringfligig 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 BoONT-A behandelt
worden sind (Hawlitschka et al., 2018). Die Reduktion des Gehirngewichtes bei Miusen, schon

nach einer Behandlung, kann ebenfalls auf eine hohere Sensitivitét zurlickzufiihren sein.

In Hirnschnitten, die einer Nissl-Farbung zugefiihrt wurden, sind sowohl bei der Ratte als auch
bei der Maus qualitativ keine Auffilligkeiten im Parenchym des CPu beobachtet worden. Diese
Schnitte wurden fiir 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-Méusen 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 Méusen 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 tatsdchlich nicht vollkommen dieselbe ist,
zumindest was das Phinomen des Auftretens TH-positiver BiVs betrifft. Der Befund, dass
Maiuse 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
prasynaptischen Nervenendigungen blockiert. Es ist bekannt, dass BoNT-A in geniigend 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 Maiuse iiber einen unterschiedlichen Besatz an SV2C —
Rezeptoren verfiigen. Der SV2C-Rezeptor an der prasynaptischen Endigung von Neuronen ist
essentiell fiir die Wirkung von BoNT-A, da es hieran bindet und erst nach erfolgter Bindung an
SV2C von dem Neuron durch endozytotische Vesikelriickgewinnung internalisiert werden
kann (Dong, 2006; Kroken et al., 2017; Rummel, 2015; Stout et al., 2019). Sollten dopaminerge
Axonendigungen im CPu von Méusen einen anderen SV2-Rezeptorsubtypus tragen als Ratten,
so kann dies eine Erkldrung fiir das Fehlen von TH-positiven BiVs bei Médusen 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 pridsynaptischen Membran unbeeintrachtigt stattfinden kann.

Ein hypothetischer Vesikelriickstau der zu Aufweitungen filihrt, wére 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 erwihnt gehoren Ratten und Méause der Familie der Langschwanzméuse an, sie

unterscheiden sich aber in vielerlei Hinsicht auf biochemischer als auch Verhaltensebene.
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Speziesspezifische Unterschiede einer intrazerebralen BoNT-A-Injektion miissen demnach im
Vorfeld moglicher 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-Méausen untersucht.

In den vorangegangenen Arbeiten wurden bei Wistar-Ratten die sehr markante Beobachtung
gemacht, dass ein deutlich ausgeprigtes 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 BoONT-A-Injektion bei gesunden Ratten und Maiusen fiihrt 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 BoONT-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

Fahigkeiten?

Lost eine einseitige Injektion von BoNT-A einen Seitenneglect in gesunden Mausen aus?

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

Maiusen 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 durchgefiihrt.

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

Korpergewicht iiber die Zeit
Die Korpergewichte von Miusen, denen 25 pg oder 50 pg in das rechte CPu injiziert worden

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

Vergleich des apomorphininduzierten und amphetamininduzierten Rotationsverhaltens von
Ratten und Mdusen

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

zundchst zu einem apomorphininduzierten Rotationsverhalten von einer Umdrehung je Minute,
das ipsilateral zur behandelten Seite ausgefiihrt 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 Mausen fiihrte 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
ausgefilhrt worden sind. Vehikel-injizierte ~Maiuse zeigten kein  signifikantes

apomorphininduziertes Rotationsverhalten.

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

signifikanten amphetamininduziertem Rotationsverhalten. Im Gegensatz dazu, flihrte bei
Maiusen eine einseitige Behandlung mit 25 pg oder 50 pg, im Vergleich zu Vehikel-behandelten
Maiusen, iiber 9 Monate hinweg zu einem signifikanten Rotationsverhalten von 4 - 10

Umdrehungen in der Minute, die kontralateral zur BONT-A-Injektion hin ausgefiihrt wurden.

Spontaner Gebrauch der Vorderpfoten/ Zylindertest
Eine einseitige Injektion von 25 oder 50 pg BoNT-A in das rechte CPu fiihrte zu einer

signifikanten Verringerung des spontanen Gebrauchs der linken Vorderpfote im Zylindertest.
Diese wurde nach einer solchen Behandlung nur noch in 40% der Wandberiihrungen genutzt,
wiahrend Vehikel-behandelte Tiere {iber eine Zeit von 9 Monaten beide Vorderpfoten nahezu

gleich hiufig verwendet haben.

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

BoNT-A-behandelte Miuse, im Vergleich zu Vehikel-behandelten Méusen, tiber 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 Méuse suchten nach einer einseitigen intrastriatalen BoNT-A-Behandlung signifikant

weniger oft auf der kontralateral zur Behandlung gelegenen Seite nach Futter. Dies spricht fiir
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 flir 10 Sekunden angehoben und es wird beurteilt, ob das Tier ein oder
beide Hinterpfoten an das Abdomen heranzieht und in welchem Ausmal} dies geschieht. Die
Tiere wurden zu einem Testzeitpunkt drei Mal getestet und dabei gefilmt. Waren beide
Hinterpfoten permanent nach auflen gerichtet, so erhielt das Tier einen Wert von 0, war eine
Hinterpfote wihrend mindestens der Halfte der Beobachtungszeit an den Bauch gezogen und
nach innen gedreht, so entsprach dies einem Wert von 1, war dies fiir 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 Miusen, geringere Korpergewicht von Mausen, 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 Miuse, denen wir 100 pg oder
200 pg BoNT-A intrastriatal injizierten, schwerer waren als Mause, die nur 25 pg oder 50 pg
erhielten. Im Umkehrschluss wire zu erwarten, dass diese Tiere (25 pg und 50 pg) schwerer
sein sollten als Kontrolltiere, das Gegenteil war jedoch der Fall. Hier ldsst sich nur spekulieren,
dass 25 pg und 50 pg BoNT-A je CPu nicht ausreichend sind, die Leptinausschiittung im
Hypothalamus signifikant zu beeinflussen, jedoch ausreichen um durch einen unbekannten

Mechanismus eine normale Gewichtszunahme zu storen.

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 D»-Rezeptordichte fiihrt. D»-
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. Verfiigen diese Neurone iiber weniger D»-
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Rezeptoren, werden sie weniger stark durch die dopaminerge Innervation aus der SNpc
gehemmt. Die cholinergen Interneurone sollten dadurch iiberaktiv 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 Korperseite kommen konnte. Dies stellt eine mogliche Erklarung des
verringerten Gebrauchs der linken Vorderpfote nach rechtsseitiger intrastriataler BoNT-A

Injektion dar.

Die Storung der intrastriatalen Signalweiterleitung durch Applikation von BoNT-A in ein
gesundes CPu muss ursdchlich fiir die genannten Einschrinkungen sein. Die Applikation von
BoNT-A in ein gesundes CPu scheint kontraproduktiv zu sein, da noch keine Verringerung der
Dopaminkonzentration vorliegt. Diese wird unter Umstinden erst durch eine BoNT-A-
injektion geschaffen — es ist dokumentiert, dass BONT-A dazu in der Lage ist, die Ausschiittung
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 D»-
Rezeptorbesatzes  fiihrt. Und  auch  die  wahrscheinliche = Reduktion  der
Acetylcholinkonzentration in einem zuvor intakten CPu nach BoNT-A-Injektion trigt zu einer
Fehlregulation der Basalgangleinschleifen bei. Die Folge wiren mangelnde Initiierungen von
Bewegungsimpulsen im rechten Motorkortex, wodurch weniger Motorik auf der linken Seite

ausgefiihrt 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 14t sich

auch durch den gestorten indirekten Weg der Basalganglienschleife aufgrund der Reduzierung
von D»-Rezeptoren im rechten CPu nach BoNT-A-Behandlung erkldren. Dennoch ist es
iiberraschend, dass kurzfristig auch auf der rechten Seite weniger Ausgleichsschritte im
Steppingtest, im Vergleich zu Vehikel-behandelten Tieren, ausgefiihrt 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 Méusen BoNT-A die
Dopaminausschiittung im CPu blockiert und die Konzentration an D>-Rezeptoren herabsetzt,

so kommt dies ebenfalls einer partiellen dopaminergen Lision gleich und die Ergebnisse von
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Heuer et al. wiirden im Einklang mit unseren Ergebnissen stehen. Dennoch existieren auch
Publikationen, die nach einseitiger 6-OHDA-Lidsion hauptsédchlich 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
cerebelldre System, iibergreift und die hervorgerufenen Stérungen bei gesunden Tieren nur sehr

beschrinkt bleiben.

Apomorphininduzierte Rotationen
Bei Méusen fiihrt 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 fiihrt eine solche Behandlung zunéchst einen Monat nach
Behandlung zu einem Trend, Rotationen unter Apomorphinwirkung mit ca. 1 U/min ipsilateral
zur Behandlung hin auszufiihren. Zwei und drei Monate nach der Behandlung, werden die

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

In vorangegangenen Arbeiten konnte mittels Rezeptorautoradiographie und PET-CT
nachgewiesen werden, dass sich die Konzentration an D>-Rezeptoren im CPu nach BoNT-A-

Behandlung verringert.

Den anfanglichen Trend von Ratten, nach einseitiger intrastriataler BoNT-A-Injektion,
apomorphininduzierte Rotationen ipsilateral zur Injektionsseite hin auszufiihren, ldsst sich mit
der Verringerung an postsynaptischen D»-Rezeptoren an cholinergen Interneuronen und
GABA-ergen Medium-Spiny-Projektionsneuronen, die auf den Gpe projizieren, erkldren. Denn
durch das seitenspezifische Ungleichgewicht an prisynaptischen  D2-Rezeptor-
Konzentrationen, kann das systemisch wirkende Apomorphin im grofleren Ausmall 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 kénnen nun weniger
stark den Thalamus hemmen, der folglich im stidrkeren Ausmaf3 auf der unbehandelten Seite
den motorischen und pramotorischen Kortex aktiviert, was zu einer verstiarkten Motorik der

Korperhilfte fiihrt, 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 spéteren Zeitpunkten nach einseitiger BoONT-A-Injektion Ratten als auch Méuse nach
Apomorphingabe kontralateral zur Injektionsseite hin rotieren, kann man spekulativ dadurch
erkldren, dass hier die anticholinerge Wirkung des BoNT-A iiberwiegt bzw. zum Tragen
kommt. Denn laut der Arbeitshypothese sollte eine intrastriatale BoNT-A-Injektion die
Ausschiittung 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 konnen. Der Thalamus kann so vermehrt den
pramotorischen und motorischen Kortex auf der BoNT-A-behandelten Seite aktivieren,
wodurch auf der kontralateralen Korperhélfte vermehrt Bewegungen initiiert werden und sich

das Tier kontralateral zur BONT-A-Behandlung dreht.

Die Herausbildung eines kontralateralen apomorphininduzierten Rotationsverhaltens kann
auch darin begriindet liegen, dass bei der Verringerung der D>-Rezeptordichte im CPu nach
BoNT-A-Injektion u.U. nicht nur postsynaptische D>-Rezeptoren betroffen sind, sondern,
womoglich zeitversetzt, sich auch die Konzentration an prisynaptischen D>-Rezeptoren an
dopaminergen Nervenendigungen verringert. Da D>-Rezeptoren einen inhibitorischen
Charakter haben, hitte eine Verringerung der priasynaptischen D;-Rezeptorkonzentration an
dopaminergen Pridsynapsen eine stirkere Ausschiittung an Dopamin zur Folge als im
kontralateralen CPu. Hierdurch wiirde sowohl der direkte als auch der indirekte Weg der
Basalganglienschleife vermehrt durch Dopamin stimuliert, was ebenfalls eine vermehrte
Aktivierung des ipsilateralen pramotorischen und motorischen Kortex zur Folge hitte. Die
Tiere wiirden dann aufgrund einer gesteigerten Bewegungsinitiation auf der kontralateralen

Korperhilfte kontralateral zur Behandlung hin rotieren.

Warum Maiuse im Gegensatz zu Ratten keine anfdngliche Phase eines ipsilateralen
Rotationsverhaltens unter Apomorphinwirkung zeigen, l4sst sich nur spekulativ beantworten.
Zunichst ist festzuhalten, dass das anfiangliche ipsilaterale Rotationsverhalten der Ratten, im
Vergleich zu Vehikel-behandelten Kontrolltieren, nur einen Trendcharakter hat. Weiterhin
kann es sein, dass bei Médusen die anticholinerge Wirkung und/ oder die Wirkung von BoNT-
A auf die priasynaptischen D;-Rezeptoren liberwiegt. Es ist jedoch auch moglich, dass der

Zeitpunkt des ersten apomorphininduzierten Rotationstests mit zwei Wochen nach der
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Behandlung, zu spét gewahlt worden ist und wéhrend einer moglichen Messung zuvor evtl.
auch ein solches Verhalten erfasst worden wére. Aufgrund der Notwenigkeit, den Méusen nach
der stereotaktischen Injektion eine ausreichend lange Zeit zur Erholung zu gewéhren, waren

jedoch vorherige Messungen nicht moglich.

Amphetamininduzierte Rotationen
Gesunde Maduse und Ratten, die einseitig intrastriatal mit BoNT-A behandelt worden sind,

zeigen ein unterschiedliches amphetaminindiziertes Rotationsverhalten. Wahrend bei Ratten
kein signifikantes Rotationsverhalten zu messen ist, rotieren Méuse 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
prasynaptischen Endigungen der verschiedenen Transmittersysteme im CPu bei Ratte und
Maus erkldren. 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 fiir 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 (Crévecceur 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
iiberwiegt bei Mdusen die anticholinerge Komponente der BoONT-A-Wirkung. D.h. BoNT-A
muss im CPu von Miusen 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
Prasynapsen des Maus-CPu‘s binden kann. Hierfiir spricht, dass wir bei Mausen keine TH-
positiven BiVs beobachten konnten. Dadurch geht die bewegungsfordernde Komponente des
Dopamins fiir den indirekten und direkten Weg der Basalgangleinschleifen nicht in dem Maf3e
verloren, wie die bewegungshemmende Komponente des Acetylcholins fiir den indirekten Weg
der Basalgangleinschleifen. Amphetamin wirkt hauptsdchlich als Freisetzer von
Katecholaminen aus der Prasynapse (Herrera-Marschitz et al., 2010; Kahlig et al., 2005; Lam
et al.,, 2011). Nach systemischer Applikation von Amphetamin in einseitig BoNT-A-
behandelten Mausen wird anscheinend sowohl im BoNT-A-behandelten CPu als auch im

kontralateralen unbehandelten CPu iiberschieBend Dopamin freigesetzt — ein
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Rotationsverhalten ist dann zunichst 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 Korperhalfte muss
es zu einer vermehrten Initilerung von Bewegungen und somit zu einem Rotationsverhalten

kontralateral zur Behandlung kommen.

Bei Ratten ist kein signifikantes Rotationsverhalten nach einseitiger intrastriataler Behandlung
mit 1 ng BoONT-A unter Amphetamineinwirkung zu beobachten. Ursédchlich hierfiir kann sein,
dass der Besatz an SV2C-Rezeptoren an den Axonendigungen der unterschiedlichen
Neuronentypen, die im CPu projizieren, in Ratten anders als in Mausen verteilt ist. So ist es
moglich, dass in der Ratte nicht nur die Acetylcholinausschiittung durch BoNT-A stark
verringert ist, sondern durch einen erhdhten Besatz an SV2C-Rezeptoren an dopaminergen
Axonendigungen auch die Dopaminausschiittung blockiert ist. Dadurch wiirde nach
Amphetamingabe die bewegungsfordernde Komponente der ACh-Konzentrationsverringerung
im BoNT-A-behandelten CPu durch eine, im Vergleich zum unbehandelten CPu, verminderte
Dopaminausschiittung kompensiert werden. Folglich wiirden beide Striata wieder einen
anndhernd gleichen Einfluss auf die Bewegungsinitierung durch den direkten und indirekten
Weg der Basalganglienschleifen vermitteln — ein vermehrtes Initiieren von Bewegungen auf

einer der beiden Seiten wire dann nicht zu erwarten.

Zusitzlich kann auch die Verringerung an D>-Rezeptoren im BoNT-A behandelten CPu der
Ratte urséchlich fiir das Ausbleiben eines Amphetamininduzierten Rotationsverhaltens sein, da
hierdurch die bewegungsfordernde 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 temporarer 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, moglich ist und welche Besonderheiten auf

Verhaltensebene nach einer solchen Zweitbehandlung zu beobachten sind.

Dartiber hinaus sollten Hinweise darauf gewonnen werden, ob durch die intrastriatale BoNT-
A-Injektion in der Tat, wie in der Arbeitshypothese dargestellt, die extrazelluldre 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-géngigen Acetylcholinesteraseinhibitoren untersucht werden.

Fragestellung

Ist es moglich, 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? Fiihrt diese zweite BoNT-A-Behandlung zu einer
gesundheitlichen Beeintridchtigung der Tiere? Ist eine zweite intrastriatale BoNT-A-
Behandlung dazu in der Lage, die apomorphininduzierte Rotationsrate, die nach einer ersten
BoNT-A-Behandlung zunéchst signifikant gesenkt worden ist und im Verlauf von 6 Monaten
wieder auf ithren Ursprungswert gestiegen ist, ein weiteres Mal signifikant zu senken? Wie stark
féllt 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? Lésst sich durch die systemische
Applikation des Acetylcholinesteraseinhibitors Donepezil, der dazu in der Lage ist die Blut-
Hirn-Schranke zu iiberwinden, die apomorphininduzierte Rotationsrate wieder steigern und
somit der Nachweis erbringen, dass die Reduktion der apomorphininduzierten Rotationsrate bei
hemiparkinsonoiden Ratten nach einseitiger BoNT-A-Injektion abhdngig ist von einer

Reduktion der striatalen Acetylcholinkonzentration?

Material und Methoden

Junge méannliche Wistar-Ratten wurden zunédchst dem Corridor Task und dem Stepping Test

unterzogen. AnschlieBend wurde mittels sterotaktischer Injektion von 6-OHDA in das rechte
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MVB eine rechtsseitige Lasion der SNpc ausgeldst. Einen Monat spéter 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 zwolf
Monate nach der zweiten BoNT-A-Behandlung durchliefen die Tiere die oben genannten

Batterien an Verhaltenstests.

Zu Untersuchung der Acetylcholinkonzentrationsabhidngigkeit 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 durchgefiihrt, wobei zusidtzlich zu den jeweiligen
Untersuchungszeitpunkten Rotationstests unter dem Einfluss von Donepezil durchgefiihrt
worden sind. Donepezil ist Blut-Hirn-Schranke-géangig 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 zurilickzufiihren ist, die Erh6hung der extrazelluldren ACh-Konzentration diesen
Effekt wieder riickgédngig machen muss. Donepezil sollte die AChE im CPu blockieren.
Hierdurch sollte die extrazellulire Konzentration an ACh im CPu kurzzeitig erhéht werden.
Diese tempordre Erhohung der striatalen ACh-Konzentration durch Donepezilgabe sollte zum
jeweils zweiten apomorphininduzierten Rotationstest eines Untersuchungszeitpunktes
erfolgen. AnschlieBend sollten die jeweiligen Rotationsraten, einmal ohne Donepezileinfluss
und einmal unter Donepezileinfluss, miteinander verglichen werden. Dass {iberhaupt noch
funktionsfahige cholinerge Présynapsen 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 stidrker waren als die nach

Injektion von 1 ng (Antipova et al., 2013; Wree et al., 2011).

Aufgrund unterschiedlicher Angaben {iber 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

Korpergewichte
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 beziiglich des Korpergewichtes
beobachtet.

Apomorphininduzierte Rotationen
Einen Monat nach einer rechtsseitigen 6-OHDA-Injektion konnte ein durchschnittliches

apomorphininduziertes Rotationsverhalten von 6 U/min kontralateral zur Lasion 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. Darauthin folgte die zweite Injektion
von 1 ng BoNT-A an dieselben Koordinaten wie zuvor. Die apomorphininduzierte
Rotationsrate sank darauthin noch stirker 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 moglichen Akinesie der Vorderpfoten wurde auch hier der Steppingtest

angewendet. Die rechtsseitige 6-OHDA-Lésion fiihrte 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 fiihrte zu keinen signifikanten Verdnderungen 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-lédsionierte 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 fiir 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
fiihrten die Tiere vermehrt Kaubewegungen iiber einen Zeitraum von 2,5 h aus und es konnte

eine Reduktion der Korpertemperatur von 1°C gemessen werden.

Bei hemiparkinsoiden Ratten, die anfanglich eine hohe apomorphininduzierte Rotationsrate
aufwiesen, fithrte eine BONT-A-Injektion einen Monat nach der Behandlung zu einer deutlichen
Reduktion der Rotationsrate. Wurden diese Tiere 72 h spiter 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 erhoht. Ein dhnlicher Effekt wurde auch in Schein-BoNT-A-behandelten
Ratten gemessen. Sowohl bei BoNT-A behandelten als auch  Vehikel-behandelten
hemildsionierten Ratten war die Rotationsrate des zweiten Rotationstestes (24 h nach
Donepezilgabe) zu den Untersuchungszeitpunkten einen Monat und zwei Monate nach BoNT-
A-Behandlung signifikant gegeniiber dem Test vor Donepezilgabe erhoht. Drei und vier
Monate nach BoNT-A-Behandlung bestand ein deutlicher Trend dahingehend, dass die

Rotationsrate des jeweiligen Testes nach Donepezilgabe gegeniiber dem ersten Test erhdht war.

Dieses Testdesign wurde ein weiteres Mal durchgefiihrt, jedoch erhielten die Ratten 24 h vor
dem zweiten Rotationstest lediglich die Vehikelsubstanz (0,9%°ge NaCl-Losung) des
Donepezil intraperitoneal injiziert. Auch hier zeigten sowohl BoNT-A-behandelte Ratten als

auch sham-behandelte Ratten einen Monat nach BoNT-A-Behandlung signifikant erhdhte
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Rotationsraten im Zuge des zweiten Rotationstest, der 72 h nach einem ersten Rotationstest

erfolgte.

Aufgrund stark abweichender Informationen tliber die Halbwertszeit von Donepezil in der
Literatur wurde eine dritte Versuchsreihe durchgefiihrt. Hierzu wurden ebenfalls
hemilésionierte 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
wiahrend 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, unverdnderte Kérpergewicht 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 fiir eine gute Vertriglichkeit 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

stirker ausgeprdgt als der Effekt der ersten BoNT-A-Injektion. So betrug die
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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 iiber die BONT-A-Wirkung in der Korperperipherie, die besagen, dass
nach wiederholter intramuskulérer Injektion, die BONT-A-Wirkung jeweils linger andauert. So
konnten Rogozhin et al. (Rogozhin et al., 2008) zeigen, dass sich nach wiederholter Behandlung
des Musculus epitrochleoanconeus mit BoNT-A bei Maiusen, die neuromuskulére
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 Korperregion deren Wirkstirke und Wirkdauer steigt
(Brashear et al., 2005; Colosimo et al., 2012; Flynn, 2010; Sen and Arpaci, 2015).

Dass das stirkere Absinken der apomorphininduzierten Rotationsrate und deren langsamerer
Wiederanstieg nach der zweiten BoNT-A-Behandlung auf die wiederholte BoONT-A-Injektion
und nicht auf das fortgeschrittene Alter der Versuchstiere zurlickzufiihren ist, schlieBen wir
daraus, dass auch in vorangegangenen Experimenten und bei schein-BoNT-A-behandelten
Ratten dieses Experimentes die apomorphininduzierte Rotationsrate 6-OHDA-hemilésionierter
Ratten nicht abhédngig war von der Zeit, die zwischen dem jeweiligen Rotationstest und der

zuriickliegenden 6-OHDA-Lésion 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
Erh6hung 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 fiihrt zu einer Enthemmung von MSN:ss,
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
pramotorischen Kortex fiihrt. Auch werden MSN’s, die direkt auf den Gpi projizieren, nicht
mehr durch Dopamin aktiviert und konnen den Gpi weniger stark hemmen, so dass dies zu
seiner Uberaktivitit und so zu einer verringerten Aktivierung des motorischen und
pramotorischen Kortex beitrdgt. Diesen Umstand konnte auch die zweimalige ipsilaterale
Injektion von 1 ng BoNT-A anscheinend nicht autheben, auch wenn man annehmen musste,
dass BoNT-A die intrastriatale ACh-Konzentration herabsetzen sollte und damit die

iibermédfige Aktivierung von MSNs verringern sollte, die auf den Gpe projizieren.

Donepezil bei apomorphininduzierten Rotationstest
Da in der Literatur sehr unterschiedliche Angaben iiber die Halbwertszeit von Donepezil

gemacht worden sind, wurde Donepezil bzw. die Vehikelsubstanz entweder 1 h oder 24 h vor

einem zweiten apomorphininduzierten Rotationstest appliziert.

Hemilésionierte Ratten, die 24 h vor einem zweiten apomorphininduzierten Rotationstest mit 2
mg/ kg KG Donepezil behandelt worden sind, zeigten eine signifikant erhohte
Rotationsgeschwindigkeit, im Vergleich zu einem 72 h zuvor ausgefiihrten Rotationstest.
Hierdurch schien sich zunichst unsere Arbeitshypothese zu bestitigen, dass durch die
systemische Gabe des Acetylcholinesteraseshemmers Donepezil die ACh-Konzentration im
BoNT-A-behandelten CPu wieder erhohen ldsst und eine durch BoNT-A erniedrigte
Rotationsrate wieder steigt, vorausgesetzt dass die apomorphinduzierte Rotationsrate eine
Acetylcholinabhéngigkeit 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 plotzliche und signifikante Wiederanstieg nicht auf die Wirkung des
Donepezils zuriickzufiihren ist, sondern auf eine mdgliche 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).
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Entgegen der Arbeitshypothese konnte bei schein-BoNT-A-behandelten hemildsionierten
Tieren die Beobachtung gemacht werden, dass eine Stunde nach einer Donepezilgabe, die
apomorphininduzierte Rotationsrate, im Vergleich zu einem Test der 72 h zuvor durchgefiihrt
worden ist, sogar herabgesetzt war. Hier muss spekuliert werden, dass die systemische Wirkung
des Donepezils eine prinzipielle Beeintrachtigung 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 Fahigkeiten kommen kann (Fabbrini et al., 2002). Aus den Ergebnissen ist
auch zu schlieflen, 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 Acetylcholinanbhédngigkeit der
Wirkung von intrastriatal appliziertem BoNT-A auf die apomorphininduzierte Rotationsrate

nachzuwelisen.

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 wéren, da die Wirkung einer einmaligen
Anwendung im Verlauf weniger Monate wieder nachldsst. Aus dem klinischen Einsatz von

BoNT-A in der Peripherie ist dieser Umstand bekannt (Sen 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
Dendritenlidnge durch die Behandlung beeinflusst? Wirkt BONT-A nach Injektion in das CPu
auch auf benachbarte cholinerge Regionen und beeinflusst die Dendritenléngen der dortigen
cholinergen Nervenzellen? Hat die zweite BONT-A-Behandlung innerhalb eines halben Jahres
Einfluss auf die Grofle und numerische Dichte der zuvor beobachteten Aufweitungen an

cholinergen Nervenfasern?

Material und Methoden

Es wurden Ratten untersucht, bei denen die rechte SNpc ldsioniert wurde und denen sechs
Wochen sowie sieben Monate nach 6-OHDA-Lédsion 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. Anschliefend wurden sie fixiert, kryoprotektiert, eingefroren und es wurden 30 pm
dicke Serienschnitte am Gefriermikrotom angefertigt. Jeder siebte Schnitt wurde entweder
Nissl-gefdrbt oder immunhistochemisch gegen ChAT gefdrbt. Anhand der gegen ChAT
gefarbten Schnitte wurde mittels stereologischer Zahlungen 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 fiir
die behandelte als auch fiir die unbehandelte Hemisphére. Weiterhin wurden Sholl-Analysen
durchgefiihrt, um die Dendritenldngen 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 getdtet 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. Fiir die Analyse wurden, virtuell vom
Zentrum des Somas cholinerger Neurone ausgehend, konzentrische Kreise im Abstand von 25
um gelegt. Die Anzahl der Kreuzungen von den Dendriten mit den jeweiligen Kreisen wurde

ermittelt und daraus die totale Dendritenldnge berechnet.
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Um beurteilen zu kénnen, ob BoNT-A iiber das CPu hinausgehend wirkt, wurden anhand der
gegen ChAT-angefdarbten Hirnschnitte auch die Dendritenldngen der cholinergen Neurone des
horizontalen Schenkels des Diagonalen Bandes nach Broca (HDB) bestimmt. Dies geschah
insbesondere deshalb, um Hinweise auf potentiell unerwiinschte Effekte des intrastriatal
applizierten BoNT-A auf andere Hirnregionen zu erlangen, in den ebenfalls eine ausgepragte
cholinerge Signalweiterleitung erfolgt und die eine zentrale Rolle bei kognitiven Prozessen
spielen. Der HDB wurde gewéhlt, da er im Gegensatz zum Nucleus basalis Meynert bei der
Ratte besser abgrenzbar ist und sich auf denselben Schnitten befunden hat, die auch fiir Sholl-

Analysen im CPu genutzt worden sind (Liu et al., 2015).

Weiterhin wurde untersucht, wie sich, im Vergleich zu einer einmaligen BoONT-A-Injektion, bei
gesunden Maéusen die numerische Dichte und Grofle 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 Flache und Anzahl analysiert.

Ergebnisse

Korpergewichte 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 Korpergewicht 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 mm?® und war damit signifikant kleiner als das linke,
unbehandelte CPu mit 36,48 + 1,29 mm?. Bei Vehikel-behandelten Tieren unterschieden sich
die Volumina des rechten (33,43 = 1,74 mm?®) und linken (37,07 + 1,44 mm?®) 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 beziiglich 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/mm?) jedoch signifikant
hoher als die des linken, unbehandelten CPu’s (594,8 + 26,3 ChAT-positive Neurone/mm?).
Bei Sham-behandelten Ratten gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Hemisphéren beziiglich der numerischen Dichte cholinerger Neurone (rechts: 614,5 + 55,2

ChAT-positive Neurone/mm?, links: 556,9 + 34,3 ChAT-positive Neurone/mm?).

Sholl-Analyse der Dendritenldngen striataler cholinerger Interneurone
Die Gesamtdendritenldnge der cholinergen Neurone des rechten CPu’s (132,83 + 10,87 pm)

und des linken CPu’s (117,52 £ 6,15 um) bei doppel-BoNT-A-behandelten Ratten unterschied
sich nicht signifikant untereinander. Ebenso wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen
den beiden Hemisphiren von Vehikel-behandelten Ratten (rechts: 89,67 + 17,31 um, links:
95,22 £ 10,96 um) gemessen. Auch unterschieden sich die Dendritenldngen 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 iiberlebt haben, die Dendriten des linken (unbehandelten) CPu’s (206,94 + 17,64 um)
signifikant ldnger als die des rechten (BoNT-A-behandelten) CPu’s (155,08 20,14 um). Auch
waren deren striatale ChAT-positive Dendriten signifikant langer, als die der anderen beiden

Tiergruppen.
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Sholl-Analyse der Dendritenldngen cholinerger Neurone des horizontalen Schenkels des
Diagonalen Bandes nach Broca (HDB)
Die Dendritenlingen ChAT-positiver Neurone des HDB zeigten zwischen linker und rechter

Hemisphére keine signifikanten Unterschiede. Auch waren keine signifikanten Unterschiede
zwischen hemildsionierten Ratten, die 12 Monate nach einer zweit-BoNT-A-Injektion iiberlebt
haben und Tieren, denen nach Lésion lediglich zwei Mal die Vehikelsubstanz injiziert worden
ist, messbar. Die Dendritenldngen 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 ldnger, als die von hemiparkinsonoiden Tieren, die zweimal
mit BoONT-A oder der Vehikel-Substanz behandelt worden sind, die also nach einer 6-OHDA -

Liasion noch 19 Monate lebten.

Die Dendritenléngen der Doppel-BoNT-A-Tiere betrugen fiir das rechte HDB: 86,90 + 8,64
um und fiir das linke HDB: 83,33 £ 8,55 um. Bei zweimal Sham-behandelten Tieren waren die
Dendriten im rechten HDB: 111,18 = 0,42 um und im linken HDB: 112,53 + 6,86 um lang und
bei gesunden einmal BoNT-A-behandelten Tiere betrugen die Dendritenlédngen fiir das rechte

HDB: 141,44 £ 12,21 um und fiir das linke HDB: 135,11 £ 8,51 um.

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 fiir cholinerge BiVs im rechten CPu
eine numerische Dichte von 4717,4 + 562,2 Varikosititen je mm? ermittelt. Fiir gesunde Tiere,
die ein Jahr nach einer einmaligen Injektion von 1 ng BoNT-A iiberlebt haben, betrug dieser

Wert 1963,8 + 369,1 Varikosititen je mm? und war damit nur halb so groB.

Grofle und Grofsenverteilung striataler ChAT-positiver BiVs
Die mittlere Grof3e der BiVs, gemessen als Flache auf einem digitalen Bild, war bei zweifach

BoNT-A-behandelten hemilisionierten Ratten (3,401 + 0,089 um?) und gesunden Ratten, die
einmal BoNT-A-behandelt worden sind (3,270 + 0,220 um?), annihernd gleich.

Die Analyse der GroBenverteilung ergab, dass doppel-BoNT-A-behandelte Ratten signifikant

mehr BiVs kleiner Grof3enkategorien bis 3,84 um? aufwiesen als einmal behandelte Tiere.
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Schlussfolgerungen

Hirn-und Kérpergewichte
Ein negativer Einfluss der zweimaligen BoNT-A-Injektion auf die Gesundheit der

Versuchsratten konnte nicht beobachtet werden. Dafiir sprachen unter anderem, dass, im
Vergleich zu doppel-Sham-behandelten Tieren, keine signifikanten Unterschiede im
Korpergewicht, im Hirngewicht und im Quotienten von Hirngewicht und Kd&rpergewicht

gemessen worden sind.

CPu-Volumina, Anzahl und numerische Dichte cholinerger Interneurone im CPu
Bei hemilédsionierten 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 erhdht. Dies ist mit der
Tatsache zu begriinden, 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 Méiusen 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 ausschlieflich auf

einen Untergang ganzer Neurone beruhen, sondern oftmals zuvor mit einer Storung 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 ausgefiihrt (Binley et
al., 2014; SHOLL, 1953).
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Zur Detektion moglicher liber das CPu hinausreichender Wirkungen von BoNT-A auf
cholinerge Strukturen, wurde ebenfalls am horizontalen Schenkel des HDB eine Sholl-Analyse

ausgefiihrt.

Das HDB wurde zur Analyse des Einflusses von striatal appliziertem BoNT-A auf die
Arborisierung nichtstriataler cholinerger Neurone gewihlt, da er in der Nachbarschaft des
CPu’s liegt und zwar in einer Region, die es erlaubt, an ein und denselben Objekttragern sowohl
die Sholl-Analyse am CPu als auch am HDB durchzufiihren und weil sich dieses Kerngebiet

sehr gut abgrenzen ldsst (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 Gesamtdendritenldnge des linken und des rechten CPu’s
nachgewiesen werden. Dies spricht dafiir, 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 Dendritenbdume
der cholinergen Neurone im behandelten CPu signifikant kiirzer waren, als im unbehandelten
CPu. Warum dieser Effekt bei nativen Tieren auftritt, die nur einmal mit BoNT-A behandelt
worden sind, ldsst sich anhand der vorliegenden Datenlage nicht erkldren. Ein Unterschied in
der Wirksamkeit der BoONT-Charge scheint unwahrscheinlich, da die anderen Tiergruppen
ebenfalls einen ausgeprigten rotationsratenmindernden Effekt der BoNT-A-Behandlung im
apomorphininduzierten Rotationstest aufwiesen und zahlreiche BiVs in den Striata
nachgewiesen werden konnten. Beim HDB konnte fiir keine der Tiergruppen ein signifikanter
Unterschied in der totalen Dendritenldnge zwischen linkem und rechtem CPu registriert

werden.

Bemerkenswert ist, dass die Gesamtdendritenlédnge sowohl fiir das CPu als auch fiir das HDB
bei nativen Tieren, die einmal BoNT-A-behandelt worden sind, signifikant langer war, als bei
hemildsionierten Tieren, die entweder zweimal mit BoNT-A oder zweimal mit der
Vehikelsubstanz behandelt worden sind. Dieses Phdnomen kann zum einen in der Tatsache
begriindet liegen, dass die nativen Tiere nicht mittels 6-OHDA-ldsioniert 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 Komplexitit 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 iiberlebt haben, im Vergleich zu Tieren, die nur einmal mit BoONT-
A behandelt worden sind, nahezu verdoppelt, wobei sich die GroBBenverteilung kaum verdndert

hat. Dies spricht fiir einen kumulativen Effekt einer mehrfachen BoNT-A-Injektion.
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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 Korperhilfte
deutlicher ausgeprigt (Noh et al., 2015; Riederer et al., 2018).

Die Wahl eines unilateralen Parkinson-Modells erfolgte, da es hier moglich ist, die gesunde
Seite als interne Kontrolle je Individuum bzw. als Referenz anzusehen. Einzelne Tests sind
auch erst moglich, sobald ein Ungleichgewicht der Basalganglienschleifen beider Seiten
besteht. So ist der apomorphininduzierte Rotationstest nur moglich, da es durch die einseitige
dopaminerge Deafferentierung des rechten CPu’s dort zu einer kompensatorischen Induktion
des D»- und D3-Rezeptorbesatzes kommt, worauthin die systemische Gabe des D>-Agonisten
Apomorphin zu einer vermehrten Initiierung von Bewegungen auf der kontralateralen
Korperseite fiihrt. Die spontane Initiierung von Bewegungen auf der ipsilateralen Korperseite
wird jedoch nicht in dem iiberschieenden Ausmal} gesteigert. Durch dieses Ungleichgewicht

kommt es zur Herausbildung eines Rotationsverhaltens nach Apomorphingabe.

Der amphetamininduzierte Rotationstest ist ebenfalls nur durch ein Ungleichgewicht bei den
Aktivitaten der linken und rechten Basalganglienschleife moglich. Amphetamin vermittelt die
Ausschiittung von Katecholaminen wie Dopamin aus der présynaptischen 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 hauptsidchlich im unldsionierten CPu
vermitteln, jedoch nicht in einem 6-OHDA-ldsionierten CPu, da dort iiber 90 % der
dopaminergen Axonendigungen untergegangen sind. In Folge fiihrt die Applikation von
Amphetamin in 6-OHDA-hemildsionierte Ratten zu einer vermehrten Aktivierung des
Motorkortex auf der unldsionierten Seite und zu einer verstdrkten Bewegungsinitiierung auf der
Korperseite, die ipsilateral zur Lasion gelegen ist. Unter Amphetamineinfluss fangen 6-OHDA -
hemildsionierte Ratten an, sich in Richtung zu der Lédsion zu drehen, wéhrend sie unter

Apomorphin kontralateral zur Lasion rotieren.
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Auch die Testung der Priaferenz des spontanen Vorderpfotengebrauchs (Héandigkeit/
Zylindertest) und die Untersuchung der Versuchstiere auf einen Seitenneglect hin, ist nur in

einem unilateralen Krankheitsmodell moglich.

Durch die Injektion von 6-OHDA in das mediale Vorderhirnbiindel werden spezifisch die

ipsilaterale SNpc sowie das ipsilaterale ventrale tegmentale Areal geschidigt.

Das idiopathische Parkinsonsyndrom ist eine neurodegenerative Erkrankung, die sich iiber
Jahrzehnte hinzieht. Es gibt Hinweise darauf, dass der neurodegenerative Prozess zunédchst im
peripheren Nervensystem und hier vor allem im vagal innervierten Bereich der
Verdauungsorgane beginnt. Ebenfalls sehr friith ist das olfaktorische System betroffen. Im
Verlauf weiterer Jahre scheinen sowohl Nervus vagus und schlielich 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 a-Synuclein-reichen Einschliissen in Somata und Axonen von Nervenzellen
breitet sich so immer weiter im Gehirn aus. Relativ friih 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 iiber. Dieser Prozess
nimmt, wie eingangs erwéhnt, 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 Vorderhirnbiindel fiihrt 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 Spezifitit von 6-OHDA fiir katecholaminerge Neurone einerseits
und des langsamen, iiber 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 mdglichen therapeutischen Nutzens der intrastriatalen BoNT-A-
Injektion ist zu beriicksichtigen, dass auch dieses experimentelle Konzept keine ursichliche
Behandlung der degenerativen Prozesse im ZNS darstellt, sondern lediglich die pathologisch

erhohte Konzentration an Acetylcholin im CPu senken soll.

57



7. Diskussion

7.2 Bewertung des experimentellen Ansatzes einer zentralnervisen lokal begrenzten
anticholinergen Therapie

Die Tatsache, dass keine Seitenunterscheide hinsichtlich der Anzahl von Neuronen gemessen
wurden, spricht dafiir, dass das intrazerebral applizierte BoNT-A sehr wohl eine starke
neuromodulatorische Wirkung entfaltet, jedoch ohne dabei zytotoxisch auf die Neurone der

dazugehorigen beeinflussten Axonendigungen zu wirken.

Ziel der BoNT-A-Injektion in das CPu bei MP ist es, den gestorten Regelkreis der Steuerung
motorischer Aktivitdt 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 fiihrt im CPu zu einer vermehrten Ausschiittung an
ACh durch die dortigen Interneurone, die aufgrund der nun mangelnden Hemmung durch
Dopamin iiberaktiv werden. Die cholinergen Neurone wirken nun vermehrt exzitatorisch auf
MSNss 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 {iiberaktiv, wobei
der STN selbst exzitatorisch auf den den Gpi einwirkt. Als Konsequenz hemmt der Gpi
iiberschieBend den Nucleus ventralis anterolateralis des Thalamus, der nun nur noch
unzureichend den pramotorischen und motorischen Kortex aktivieren kann, dadurch generiert
der Kortex weniger Bewegungsimpulse fiir die kontralaterale Korperhilfte, als dies im
gesunden Zustand der Fall wire. BoNT-A sollte im CPu die Freisetzung an ACh durch
cholinerge Interneurone blockieren und so die Aktivitdten aller nachgeschalteten Kerne der

indirekten Basalganglienschleife normalisieren.

Dass es moglich 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 Mausen durch 6-OHDA einseitig die SNpc ldsioniert, anschlieBend 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 Ausschiittung von ACh
durch cholinerge Interneurone inhibiert werden. Diese sind beim MP {iberaktiv, was einen
GrofBteil der motorischen Symptomatik des MP mitverursacht. Im Zuge der vergangenen
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass BoONT-A ebenfalls katecholaminerge Afferenzen im CPu,
sowohl auf priasynaptischer als auch auf postsynaptischer Ebene, beeinflusst. Dies duflerte sich
bei Ratten durch die Ausbildung von TH-positiven BiVs an dopaminergen Axonen. Zum
anderen fithrt BoNT-A zu einer Verringerung der D»/Ds-Rezeptordichte im CPu. In der
Literatur ist bereits seit Jahrzehnten beschrieben, dass BoNT-A in der Lage ist, die
Ausschiittung 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 BoONT-A behandelten Mausen (Antipova, et al.
2018) erbrachten Hinweise darauf, dass die Applikation von BoNT-A in das CPu zumindest
bei Méusen eine Komponente aufweisen muss, die auf eine Bewegungsinitiierung hemmend
wirken kann. Insbesondere die Ergebnisse des Zylindertestes wiesen darauf hin, dass gesunde
Mause nach einer einseitigen BoNT-A-Behandlung motorische Defizite auf der kontralateralen
Korperhélfte aufwiesen. Hierfiir konnen antidopaminerge Wirkungen des BoNT-A
verantwortlich sein. Diese konnen auf eine Blockade der Dopaminausschiittung beruhen,
wodurch der direkte als auch der indirekte Weg der Basalganglienschleife gestort wird. Oder
eine BoNT-A-Behandlung bewirkt auch in Méusen eine Verringerung der striatalen Da-

Rezeptordichte. In diesem Fall wire der indirekte Weg der Basalganglienschleife gestort.

Eine Vielzahl an Neuroleptika stellen Antagonisten des Dopamins am D»>-Rezeptor dar, was in
der Psychopharmakologie ein ernstes Problem darstellt. Diese Neuroleptika sollen in Teilen des
limbischen Systems einem Dopaminiiberschuss bzw. einer erhohten Sensitivitit gegeniiber
Dopamin entgegenwirken, indem sie Dopaminrezeptoren blockieren. Durch deren systemische
Anwendung, geschieht dies jedoch auch zu einem mehr oder weniger starken Ausmall in
motorischen Anteilen des CPu‘s, wodurch die Patienten bei suboptimaler Dosierung unter
parkinsondhnlichen 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 D>-Rezeptoren. Dies konnte zu denselben Effekten
fithren, wie die Anwendung von Dopaminrezeptorantagonisten, die als Neuroleptika eingesetzt
werden. Die theoretische Gefahr der Verschlechterung einer Parkinsonsymptomatik besteht
also gerade zu Beginn des klinisch auffilligen Teils der Erkrankung, bei dem noch ca. 30 % der

dopaminergen Afferenzen erhalten sind.

Fiir die Bewertung des therapeutischen Potentials der intrastriatalen BoNT-A-Injektion fiir die
Parkinsonbehandlung ist es darum essentiell zu eruieren, welche der beiden Effekte, die
anticholinerge Wirkung oder die antidopaminerge Wirkung, im CPu iiberwiegt. Wihrend eine
anticholinerge Wirkung im CPu gewiinscht ist, wiirde hier eine antidopaminerge Wirkung die

motorische Symptomatik des MP unter Umstdnden sogar verschlimmern.

Vorzugsweise ist daran zu denken, BoNT-A in einer Spitphase des MP anzuwenden, bei der
bereits ein Grofteil der dopaminergen Neurone der SNpc untergegangen sind und eine
mogliche antidopaminerge Komponente der intrastriatalen BONT-A-Anwendung nicht mehr

zum Tragen kommen kann.

7.4 Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen zur intrazerebralen BoNT-A-Injektion als
mogliche Therapicoption 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 verdffentlichten 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 stirkeren 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 beschrinkt bleiben. Dies wiirde bei einer kiinftigen therapeutischen
Anwendung fiir eine hohere 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, wihrend 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
vollstindigen Untergang dopaminerger Neurone in der SNpc fithren 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, wihrend wir an
Wistar Ratten geforscht haben. Bei Itakura et al. wurde der erste Rotationstest bereits 7 Tage
nach der 6-OHDA-Lision durchgefiihrt, wéhrend in unserer Arbeitsgruppe der erste
Rotationstest einen Monat nach Lision erfolgte. Itakura et al. injizierten BoNT-A bereits 2
Wochen nach der 6-OHDA-Lision, wéihrend diese Behandlung in unserer Arbeitsgruppe
frithestens einem Monat nach der Lidsion 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 grof3en Volumen dieses Kerngebietes Rechnung

zu tragen.

Eine weitere Arbeitsgruppe, die erst kiirzlich ihre Ergebnisse zur intrazerebralen BoNT-A-
Injektion verdffentlichte, war die um Tsang et al. Hier bestand der experimentelle Ansatz darin,
BoNT-A bei hemiparkinsonoiden Ratten in den Entopedunculdren Nucleus der Ratte zu
injizieren und so eine Verbesserung der Symptomatik zu erzielen (Tsang et al., 2019a, 2019b).
Der Entopedunculire Nucleus (EPN) ist bei der Ratte das Aquivalent des Gpi des Menschen.
Hier sollte nicht unsere Arbeitshypothese verfolgt werden und durch BoNT-A die striatale
Acetylcholinkonzentration gesenkt werden, um die motorischen Féhigkeiten zu verbessern.
Tsang et al. wollten die Glutamat-Ausschiittung von Afferenzen aus dem STN im EPN
blockieren. Dadurch sollte einer pathologischen Ubererregung des EPN durch den ebenfalls bei
Parkinson iiberaktiven STN entgegengewirkt werden. Man wollte sich den Umstand zu Nutze
machen, dass BoNT-A neben Acetylcholin auch die Ausschiittung von Glutamat aus der
Prasynapse 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-hemildsionierten Tieren wurde ebenfalls
eine massive Reduktion einer nach 6-OHDA-Lédsion 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 zuriick. Im BoNT-A-behandelten EPN nahm die Immunreaktivitét
gegenliber Synaptophysin, einem prasynaptischen Protein und dem Vesikuldren
Glutamattransporter 2, der auf glutamatergen Prisynapsen verortet ist, ab. Die
Immunreaktivitit gegeniiber Glutamatdecarboxylase 67, einem wichtigen Enzym GABA-erger
Neurone, nahm nicht ab. Daraus schlossen die Autoren, dass die GABAergen Prasynapsen nicht

beeintrachtigt wurden.

Die Autoren diskutieren richtig, dass die Abnahme der apomorphininduzierten Rotationsrate
nicht zu erwarten war, da Apomorphin ein D>-Rezeptoragonist ist. Der D»-Rezeptorbesatz ist
im dopaminerg deafferentierten CPu erhoht, wodurch Apomorphin hier stiarker wirkt und unter
Apomorphineinfluss das ldsionierte 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 priamotorischen Kortex und damit zu einem Rotationsverhalten in
Richtung der kontralateralen Seite fiihrt. Eine weitere Hemmung des Gpi bzw. des EPN durch
BoNT-A miisste zu einer noch stirkeren Enthemmung des Thalamus und zur Generierung
weiterer Bewegungsimpulse im  motorischen Kortex und zu einer hdoheren
apomorphininduzierten Rotationsrate fiihren. 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 fiihrt oder dass sich die Basalganglienverschaltung unter BONT-

A-Einfluss auf nicht ndher benannte Art reorganisiert hat (Tsang et al., 2019a, 2019b).

7.5 Rezeptordichtendnderung nach BoNT-A-injektion

In den vergangenen Jahren konnten durch unsere Arbeitsgruppe Ergebnisse iiber die
Anderungen 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 D»-
Rezeptorliganden im CPu fiihrt, was einen Hinweis auf eine Reduktion der D>-Rezeptordichte
im behandelten CPu darstellt (T. Mann et al., 2018b). Weiterhin flihrte eine einseitige 6-OHDA-
Lision, wie erwartet, zu einer erhohten D»-Rezeptorligandenbindung, was auf eine

kompensatorisch erhohte D>-Rezeptorexpression striataler Neurone nach dopaminerger

62



7. Diskussion

Deafferentierung zuriickzufiihren ist. Eine Behandlung dieser hemiparkinsonoiden Ratten mit
1 ng BoNT-A im dopaminerg deafferentierten CPu fiihrte hier zu einer signifikanten Reduktion
der pathologisch erhohten D»>-Rezeptordichte und somit zu einer Wiederangleichung des D»-
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 D»-
Rezeptordichte zwischen dem CPu auf der unlédsionierten Seite und dem CPu auf der
dopaminerg deafferentierten Seite. Im CPu der 6-OHDA-l4sionierten Seite vollzieht sich
aufgrund der massiv verringerten Dopaminkonzentration eine kompensatorische
Hochregulation der Biosynthese von D>-Rezeptoren. Aufgrund der nun erhdhten numerischen
Dichte von D;-Rezeptoren auf der Oberfliche von Neuronen des ldsionierten CPu’s, wirkt
Apomorphin nach systemischer Applikation hier stirker. D>-Rezeptoren sind hauptsichlich auf
cholinergen Interneuronen und MSN’s des indirekten Weges der Basalganglienschleife
lokalisiert. Eine systemische Apomorphingabe fiihrt also zu einer stirkeren Hemmung der
MSNs des indirekten Weges der Basalgangleinschleife auf der lasionierten Seite als auf der
unldsionierten Seite, so dass der Gpe auf der Seite der 6-OHDA-Lésion weniger stark gehemmt
wird und selbst wiederum stdrker den Gpi und den STN hemmen kann. Der Gpi hemmt nun
weniger stark den Nucleus ventralis anterolateralis, der wiederrum nun verstirkt exzitatorische
Signale an den motorischen und pridmotorischen Kortex sendet, woraufhin vermehrt
Bewegungen auf der kontralateralen Korperhélfte initiiert werden. Eine vermehrte Lokomotion
auf der gegeniiberliegenden Kdorperhilfte dufert sich dann in einer stetigen Drehbewegung der
Ratte kontralateral zur 6-OHDA-Injektion hin. Im Umkehrschluss heif3t dies, dass nach einer
Reduktion der pathologisch erhohten D;-Rezeptordichte im dopaminerg deafferentierten CPu
durch eine BoNT-A-Injektion auf einen Wert, der sich der D:;-Rezeptordichte der
kontralateralen Seite anndhert, nach systemischer Gabe von Apomorphin, dieses nicht mehr
verstirkt in einem der beiden CPus wirken kann. Es kommt nun nicht mehr oder nur noch in
abgeschwichter Form zu einer ungleichméBigen Aktivierung des indirekten Weges der
Basalgangleinschleife durch Apomorphin, wodurch die apomorphininduzierte Rotationsrate

sinkt.
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7.6 Ratten vs. Méduse - Bi1Vs und SV2-Rezeptoren

Der Charakter, der von uns aufgefunden BiVs im CPu nach BoNT-A-Behandlung, konnte nicht
abschlieBend geklirt 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
Schédelhirntraumata induzieren an Axonen lange persistierende Aufweitungen, die als
Retraction bulbs oder Retraction balls bezeichnet werden. Verschiedene Arbeitsgruppen
(Ertiirk et al., 2007; Gennarelli et al., 1982; Marmarou et al., 2005; Vowles et al., 1987)

beschrieben solche Phinomene, 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 auszuschiitten.

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 gestorten
Vesikelfusionsapparat nicht entleert werden konnen, wodurch es zu einem Riickstau kommt.
Eine Storung 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 Noradrenalinausschiittung aus sympathischen
Nervenfasern zuriickzufiihren ist. Hinweise auf eine solche Retention von Noradrenalin in
prasynaptischen Endigungen konnten Zhou et al. in BoNT-A-behandelten kultivierten
sympathischen Ganglienzellen finden, deren Vesikelumsatz nach BoNT-A-Exposition gestort
war. Tatsidchlich 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 prisynaptischen Membran, das die
vornehmliche Bindungsstelle fiir BONT-A darstellt.

BoNT-A bindet nicht ausschlieBlich an SV2C, sondern auch im geringeren Malle 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 (Crévecceur 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 Erkldrung fiir die Unterschiede in der Ausbildung von TH-positiven BiVs nach
BoNT-A-Injektion in das CPu sein. So ist es moglich, 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 prasynaptischen Membran, kann BoNT-A in das
entsprechende Axon nicht internalisiert werden und die Fusion der Transmittervesikel mit der

prasynaptischen Membran nicht storen.

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 verdnderten Méusen die a-Synuclein iiberexprimieren verdndert ist und SV2C im
CPu nicht mehr gleichmaBig verteilt, sondern punktuell aggregiert ist. Eine solche Alteration
der a-Synuclein-Expression kann unter Umsténden eine potentielle Therapie des IPS mittels
BoNT-A beeintrachtigen, da SV2C die Hauptbindungsstelle des BoNT-A an der

priasynaptischen 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 fiir Ratten und Mause iiberschritt. So wird die LD50 fiir Mause mit 0,25 bis 1,15 ng/
kg KG angegeben (Pirazzini et al., 2017). Da die Méuse in unseren Arbeiten mit einem KG von
ca. 20 g mit BONT-A injiziert worden sind, ergibt sich fiir 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 Miause auf das Gewicht von Ratten, ergibt
das eine LD50 von 75 pg bis zu 345 pg. Die Méduse 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 erhéhten Mortalitét fithrte (Antipova et al., 2013; Wree et al.,
2011).
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Hier muss bedacht werden, dass flir Toxizitdtsstudien und Mausbioassays die jeweiligen BoNT-
Losungen 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 fiihrt so
zu einer Lahmung der Skelettmuskulatur. Insbesondere die Lahmung der Atemmuskulatur fiihrt

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 woméglich einen Ubertritt von BoNT-A vom Gehirn in das Blut

erschwert.

7.8 Perspektivische Ansitze zur Untersuchung der intrazerebralen BoNT-A-Wirkung
und mogliche 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 zielfiihrend 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
iiberwiegen beim Menschen innerhalb der therapeutischen Dosis die zentralnervosen
Wirkungen des Donepezils, allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei der Ratte
aufgrund von Interspeziesunterschieden, das Verhéltnis von zentralnervoser AChE-Hemmung
und peripherer AChE-Hemmung, die dem GroBteil der Nebenwirkungen bzw. der Toxizitét

zugrunde liegt, anders gelagert ist, als beim Menschen.

Prinzipiell ldsst 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
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie  (HPLC) beantworten. Weiterhin =~ miissen
elektrophysiologische Messungen in den einzelnen Kerngebieten durchgefiihrt werden und dies
moglichst noch auf neuronenspezifischer Ebene (Patch Clamp an Nervenzell- und/ oder

Lebendhirnschnittkulturen der einzelnen Kerngebiete), um Aussagen treffen zu konnen, ob die
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Aktivitdt der einzelnen Kerngebiete als auch die jeweils inhdrenten Nervenzelltypen die

Aktivititsanderungen 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 fiir Ratte und Maus in den verschiedenen
Stationen der Basalganglienschleifen notwendig, um Aussagen iiber die teils divergierenden
Wirkungen von BoNT-A bei Ratte und Maus tédtigen zu konnen. Aus denselben Griinden wéren
langfristig die Wiederholungen der rezeptorautoradiographischen Studien, die bei der Ratte
getétigt worden sind, auch fiir 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 Ausschiittung an ACh zu
unterbrechen, sondern auch die Freisetzung an Dopamin und Glutamat zu blockieren. Einer
erhohten Konzentration dieser Transmitter bzw. einer gesteigerten Empfindlichkeit gegeniiber
Dopamin und Glutamat schreibt man in der Fachwelt eine ursdchliche 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 Erwédgung zu ziehen.
Eine Verringerung der Konzentration an erregenden Transmittern in beteiligten Strukturen des
limbischen Systems ist unter Umstdnden dazu in der Lage, die Symptomatik des Wahns {iber
eine ldngere Zeit zu verringern, ohne dass regelmifBige Einnahmen von Neuroleptika notig
wiren. Auf diese Weise wiirden auch die systemischen Nebenwirkungen dieser Medikamente

im besten Fall umgangen, da hier die Transmitterausschiittung nur lokal unterbrochen wird.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Parkinson's disease (PD) is caused by progressive degeneration of dopaminergic neurons in

Accepted 31 October 2015 the substantia nigra pars compacta, resulting in a deficiency of dopamine in the striatum

Available online 10 November 2015 and an increased release of acetylcholine by tonically active interneurons. Botulinum
neurotoxin-A (BoNT-A) is well known for blocking transmitter release by cholinergic

Key w?‘rds: ) presynaptic terminals.

:tot.ultmum HeurotoxinA, Treating striatal hypercholinism by local application of BoNT-A could be a possible new

riatum

local therapy option of PD. In previous studies of our group, we analyzed the effect of
BoNT-A injection into the CPu of 6-OHDA lesioned hemiparkinsonian rats. Our studies
showed that BoNT-A application in hemiparkinson rat model is capable of abolishing
apomorphine induced rotations for approximately 3 months. Regularly occurring axonal

Basal ganglia
Unbiased stereology
Rat brain

swellings in the BoNT-A infiltrated striata were also discovered, which we named BoNT-A
induced varicosities (BiVs).

Résumé: Here we investigated the long-term effect of the injection of 1 ng BoNT-A into
the right CPu of naive Wistar rats on the number of ChAT-ir interneurons as well as on the
numeric density and the volumetric size of the BiVs in the CPu. Significant differences in
the number of ChAT-ir neurons between the right BoNT-A treated CPu and the left
untreated CPu were not detected up to 12 month post BoNT-A injection. The numeric
density of BiVs in the treated CPu reached a maximum 3 months after BoNT-A treatment
and decreased afterwards, whereas the volume of single BiVs increased steadily through-
out the whole time course of the experiment.
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1. Introduction

Parkinson's disease (PD) is one of the most common neuro-
degenerative diseases (de Lau and Breteler, 2006). Parkinson-
ism is caused by progressive degeneration of dopaminergic
neurons in the substantia nigra pars compacta (SNC) which
results in a deficiency of dopamine mainly in the striatum.
This leads to a cascade of functional changes in basal ganglia
circuitry and an increased release of acetylcholine (ACh) by
tonically active interneurons in the caudate putamen com-
plex (CPu) (Coffield and Yan 2009; Pisani et al., 2007).

Down to the present day a couple of therapy options of PD
symptoms were developed. The substitution of the absent
dopamine occurs by administration of L-3,4-Dihydroxyphe-
nylalanine (L-DOPA) (Carlsson et al, 1957, Playfer, 1997,
Reichman, 2015). This method is initially tolerated well and
shows a high efficacy, but in the course of several years L-
DOPA treated patients exhibit increasingly side effects like
dyskinesias and dystonias. In addition there exist hinds for a
neurotoxic effect of L-DOPA itself (Olanow and Obeso, 2011;
Stansley and Yamamoto, 2013).

Treatments with catechol-O-methyltransferase inhibitors
and monomanine oxidase inhibitors, which are mostly com-
bined with L-DOPA-treatment, should enhance the available
amount of dopamine in the brain by inhibition of catechola-
mine degradation. Because of their systemic action catechol-
O-methyltransferase inhibitors and monoamine oxidase inhi-
bitors show several side effects like hypertension, dizziness,
vertigo, nausea, hepatotoxicity hallucination and headache
(Connolly and Lang, 2014).

Bradykinesia, akinesia and tremor in PD can be treated
neurosurgically by lesion of the medial pallidum or the
specific regions of the thalamus. These procedures are irre-
versible and may include side effects like cognitive impair-
ments, paresthesia, head pain and nausea (Tarazi et al., 2014).
Since two decades good results in PD treatment were
achieved with the deep brain stimulation, nevertheless also
here severe side effects and complications like seizures,
anxiety, depressions, manias or changes of the personality
occur. Furthermore there are a number of exclusion cirteria
for the treatment with deep brain stimulation (Reichman,
2015; Tarazi et al,, 2014; Umemura et al., 2003; Weaver et al.,
2009).

Transplantations of catecholaminergic cells in PD patients
were performed experimentally since 20 years. In case of
transplantation of human fetal mesencephalic cells there are
ethical problems of acquisition and dispensation of potential
transplants. Remarkably it is shown in post mortem analyses
that fetal implants in PD patients brains developed also PD
characteristic neurodegenerative phenomena (Angot and
Brundin, 2009; Angot et al., 2010; Frost and Diamond, 2010;
Olanow and Prusiner, 2009; Tarazi et al., 2014).

Beside the application of L-DOPA, one of the first pharma-
cological interventions in the history of PD therapy was the
administration of central acting anticholinergic substances
like Akineton®. This form of treatment shall counteract to a
striatal hypercholinism caused by overactive cholinergic
interneurons in the CPu in PD. The anticholinergic therapy
shows good results in the reduction of rigidity, bradykinesia

and akinesia. But due to the fact that these substances act
systemically, there are a lot of central and peripheral side
effects, like mydriasis, accomodation problems, mouth dry-
ness and inflammations of the salivary glands, dry eyes,
muscle pain, loss of strength, dysphagia, regurgitation, urin-
ary retention, tachycardia, fever, memory disorders (Clarke,
2002; Whitney, 2007). Moreover systemic anticholinergic
therapy increases PD-related hypocholinism in the Nucleus
basalis of Meynert and the Pedunculopontine nucleus which
worsens symptoms like dementia and gait disturbances
(Bohnen and Albin, 2011; Emre et al., 2004).

Our intention was to avoid these side effects of the
classical anticholinergic therapy by direct and local disrup-
tion of the transmitter release of overactive cholinergic
interneurons in dopminergic deafferentiated CPu's by injec-
tion of Botulinum neurctoxin-A (BoNT-A) directly into the
CPu. Thereby we wanted to circumvent unwanted antic-
holinergic actions in the periphery and other brain areas
except the CPu. BoNT-A binds on presynaptic terminals and
blocks the release of ACh by enzymatic cleavage of
synaptosomal-associated protein-25 (SNAP-25) (Coffield
et al,, 1994; Restani et al., 2012; Rossetto et al., 2015). Due to
the fact that it is well known that BoNT-A action is limited to
several month this method would not be irreversible like
neurosurgical lesions and does not prohibit the switch to
other therapy strategies.

Here we wanted to decrease the pathological increased
ACh level in the CPu (Coffield and Yan 2009) of hemiparkin-
sonian rats by intrastriatal application of BoNT-A (Pisani
et al,, 2007, Wree et al,, 2011) in order to investigate the
therapeutic potential of intrastriatal BONT-A injection regard-
ing the treatment of motor symptoms. In earlier experiments
we could show that intrastriatally applied BoNT-A at doses of
1ng in the 6-OHDA rat hemiparkinson model (Ungerstedt,
1968) reverses the rotation behavior in the apomorphine
rotation test, for a period of at least 3 months (Antipova
et al.,, 2013; Wree et al.,, 2011). Furthermore the intrastriatal
application of BoNT-A leads to axonal swellings which we
named botulinum toxin-induced varicosities (BiVs). Those
BiVs are immunoreactive (ir) either for choline acetyltrans-
ferase (ChAT) or for tyrosine hydroxylase (TH) (Wree et al,
2011).

We here investigate whether the intrastriatal application
of BoNT-A has a long term cytotoxic effect on cholinergic
interneurons within the CPu to clarify the therapeutic poten-
tial of intrastriatal BoONT-A application. In addition we quan-
tified the previously described BiVs (Wree et al., 2011) with
respect to number and size in a time dependent manner up to
12 month following BoNT-A injection (Fig. 1 A-L). For that
purpose naive rats were treated with 1ng BoNT-A, which
previously turned out to be an effective dose (Wree et al,
2011).

2. Results
2.1.  Number of ChAT-ir neurons

We measured the number of ChAT-ir neurons (Fig. 1 A-F;
Fig. 2 A) at 6 time points (14 days, 1, 3, 6, 9 and 12 months)
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Fig. 1 - ChAT and TH-ir BiVs in temporal progress. (A-F) Immunochistochemical stainings for ChAT: cholinergic interneurons
are marked by white arrows and ChAT-ir varicosities by black peaks. (G-L) Immunohistochemical stainings for TH: TH-ir
varicosities in the BoNT-A treated CPu are clearly visible and marked by black peaks.

after BONT-A application. For each animal we counted the
ChAT-ir neurons of the right and left CPu. Approximately
30,000 cholinergic neurons were found per rat CPu. No
significant differences in the number of cholinergic inter-
neurons could be detected between the right (BoNT-A
injected) and left (contralateral and untreated) CPu over the
whole time span of the experiment (Fig. 2 A).

2.2.  Botulinum neurotoxin-A induced varicosities (BiVs)
2.2.1. Numeric density of ChAT-ir BiVs decreases over time
(Fig. 2B)

Two weeks after intrastriatal injection of BoNT-A we counted
11,582+387 ChAT-ir varicosities per mm?® (mean+SE). One
year after BoNT-injection, the numeric density decreased
significantly to 9085+611 varicosities per mm® (Pearson
product-moment correlation coefficient r=-0.778) (Fig. 2 B).

2.2.2.  Volume of ChAT-ir BiVs increases over time (Figs. 1A—
F, 2C and 3A)

The mean volume of single ChAT-ir BiVs increased during the
course of one year significantly, from 18.96+1.29 ym® two
weeks after the injection of BoNT-A into the striatum up to
averaging 51.49+2.51 um?® one year after BONT-A application
(Figs. 1A-F and 2C). In the histogram of Fig. 3A it is clearly
recognizable, that the rate of single BiVs with small volumes
up to 20 um® decreases whereas BiVs with large volumes
(25 pm® and more) increases over time.

2.2.3.  Numeric density of TH-ir BiVs decreases over time
(Figs. 1G-L; 2 D)

Also the numeric density of TH-ir BiVs decreased steadily
from 47,125+ 2015 per mm?® 14 days after injection of BoNT-A

to 21,445+2939 per mm?® 12 month after injection. The
measured changes were significant (Fig. 2 D).

2.2.4. Volume of TH-ir BiVs increases over time (Figs. 1G-L; 2
E;3B)

The volume of single TH-ir BiVs also increased significantly
during one year after intrastriatal BoNT-A application (Pear-
son product-moment correlation coefficient r=0.718). We
measured a mean initial volume of 15.35+0.98 pm? of TH-ir
BiVs 14 days after intrastriatal injection of BoNT-A, and 12
month after injection the mean volume of single TH-ir BiVs
was 35.97+4.28 ym® (Figs. 1 G-L; 2 E; 3 B).

3. Discussion

3.1.  Number of ChAT-ir neurons

Our analysis showed that there is no loss of cholinergic
interneurons in the CPu even one year after intrastriatal
BoNT-A application. These findings extend previous results
where the total number of all neurons in the CPu of rats
(about 3,000,000 per hemisphere) after BoNT-A application
was determined, and where overall no neuronal loss was
observed (Antipova et al., 2013). Previous publications pointed
out that cholinergic interneurons have a stake of 1-3% of the
total number of neurons (Bertran-Gonzalez et al, 2012;
Goldberg and Reynolds, 2011). Actually we found the same
ratio of cholinergic neurons referring to the total number of
rat striatal neurons known from the literature (Antipova
et al, 2013; Oorschot, 1996). Both the stable numbers of all
striatal neurons and especially the cholinergic interneurons
speak in favor of a lack of cytotoxic effects of the injection of

86



9. Anlagen

BRAIN RESEARCH 1630 (2016) 18-24 21

Cholinergic neurons in BoNT-A treated (right) and
untreated contralateral (left) CPu
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Fig. 2 - Analysis of cholinergic interneurons and numeric density of BiVs as well as single BiV volume. (A) Number of ChAT-ir
neurons. Significant differences in the number of ChAT-ir neurons between the right BoNT-A treated CPu and the left
untreated CPu were not detected at each time point of examination. (B) and (C) Analysis of TH-ir BiVs: The numeric density of
TH-ir BiVs decreases continuously over the period of observation (A), whereas the mean volume of each single BiV increases
over time significantly (B). (D) and (E) Analysis of ChAT-ir BiVs: Also the number of ChAT-ir BiVs decreases during one year
after BONT-A application, whereas the volume of single BiVs increases significantly. Asterisks of significance always referto a
comparison the data measured 14 d after operation.
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Fig. 3 - Histograms of BiV-volume distribution.

(A) Histogram of ChAT positive BiV-volumes. Percentage of
distinct single BiV-volumes of the entirety (n) of measured
BiVs per time group. For acquisition of the allocation volume
categories in 5 um?® steps were created. (B) Histogram of TH-
ir BiV-volumes. Percentage of distinct single BiV volumes of
the entirety (n) of measured BiVs per time group. For
acquisition of the allocation volume categories in 5 pm®
steps were created. (C) Bead chain shaped stringing of
ChAT-positive BiVs. The arrows mark ChAT positive BiVs.

1ng BoNT-A. Thus intrastriatal BONT-A injection could the-
oretically be eligible for therapeutically use in PD.

3.2.  Numeric density and volume of the BiVs

TH-ir and ChAT-ir BiVs in BONT-A treated striata of rats were
described by our group for the first time (Wree et al., 2011).
Heretofore of all publications which are concerned with the
injection of BoNT into the CNS (Antonucci et al., 2008, 2009,
2010; Costantin et al., 2005; Gasior et al., 2013; Hagenah et al.,
1977; Itakura et al., 2014a, 2014b; Lackovi¢ et al, 2009;
Luvisetto et al., 2003) our work group is the only one which
described swellings on cholinergic and catecholaminergic
nerve fibers. Only Berliocchi et al. (2005) described the
appearance of axonal varicosities 12h after exposure of
cultured cerebellar granule cells to BoNT-C.

In BoNT-A injected striata, BiVs were constantly found
along neuronal branches. Sometimes BiVs were organized as
a stringed bead chain (Fig. 3C). BiVs were found exclusively in
BoNT-A treated striata and never in the respective contral-
ateral hemispheres, nor in control animals injected with
vehicle substance. BoNT-A binds at its target cell via its
heavy chain, utilizing both, specific gangliosides and the
synaptic vesicle glycoprotein 2 as receptors on presynaptic
membranes (Mahrhold et al., 2006). Once attached, receptor-
mediated endocytosis carries the toxin molecule into the cell.
During this phase, acidification of the endocytotic vesicles
leads to a cleavage of the light chain from the heavy chain by
eliminating electrostatic interactions, partially unfolding the
light chain and reduction of the interconnecting disulfide
bond, leading to a release of the light chain into the cytosol.
The light chain acts as a zinc dependent endopeptidase,
cleaving the SNARE-protein SNAP-25 (Brunger and Rummel,
2009). Cleaving of SNAP25 inhibits the exocytosis of
neurotransmitter-containing synaptic vesicles. We suppose
that after BONT-A administration transmitter vesicles accu-
mulate presynaptically and eventually merge to bigger inclu-
sions resulting in the formation of BiVs. Following our
observations, this process could progress over time and
may lead to increasing volumes of ChAT-ir as well as TH-ir
BiVs. A possible explanation for the decreasing numeric
density of both types of BiVs over a period of 12 months
might be, that it is more probable for vesicles, i.e. BiVs to
merge as their volume increases due to geometric parameters
such as distance, curvature and surface tension (Zimmerberg
and Chernomordik, 1999). This could lead to the observed
decreasing numeric densities and the increasing volumes of
TH-ir and ChAT-ir BiVs over months.

Overall a long-lasting and well-tolerated effect of the appli-
cation of BoNT-A can be seen, which in the case of the 6-OHDA
rat model leads to a reduction of apomorphine induced rotation
behavior (Hawlitschka et al., 2013; Holzmann et al., 2012; Wree
et al.,, 2011). Interestingly, as seen from the presence of ChAT-ir
and TH-ir BiVs in naive rats, which were treated intrastriatally
with BoNT-A, BoNT-A does not only effect the cholinergic
presynaptic terminals but also influences the dopaminergic
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axons. To what extend this effect is concentration dependent
and may affect or even counteract a potential positive action on
parkinson's symptoms is currently investigated by further
experiments.

4, Experimental procedure
4.1. Animals

Young (3 months old), male Wistar rats, were obtained from
Charles River WIGA (Sulzfeld, Germany). Animals were
housed temperature-controlled (22+2 °C) under a 12-h light/
12-h dark cycle. The rats had free access to food and water
and were treated according to legal obligations for animal
welfare at any time.

4.2.  Intrastriatal injection

Animals weighted 270-320 g at the time point of surgery. The
rats were anesthetized with a mixture of ketamine (50 mg/kg
body weight) and xylazine (4mg/kg body weight) and
received two injections of 1 pl each with a total dose of 1 ng
BoNT-A (lot No. 13028A1A,; List, Campbell, CA; purchased via
Quadratech, Surrey, UK) solved in phosphate-buffered saline
(PBS) sublimented with 0.1% bovine serum albumin. The
solution was injected into the right striatum into two injec-
tion sides at the following coordinates in relation to Bregma
ap +1.3mm and -04mm, | —-26mm and -3.6mm, v
--5.5mm and -5.5 mm.

4.3.  Histochemistry

4.3.1. Fixation

For the acquisition of the rat brains, animals were killed with
an overdose of ketamine and xylazine and perfused with 3.7%
paraformaldehyd solved in phosphate-puffered saline (pH
7.4). Brains were removed out of the skull, postfixed in 3.7%
paraformaldehyd, cryprotected and frozen at —80 °C. Frontal
30 um thick brain slices were made by serial cryo-cutting.

4.3.2. Stainings

In order to evaluate the BiVs as well as the ChAT-ir neurons
of the striatum, 30 um thick brain sections were stained for
TH or ChAT. Staining of cholinergic structures occurred by
incubation of a polyclonal biotinylated goat anti-ChAT affi-
nity purified antibody (Millipore, Schalbach, Germany, 1:200),
followed by incubation of rabbit anti-goat IgG (Vector Labora-
tories, Burlingame, CA, 1:67). Staining of catecholaminergic
structures occurred by incubation of a monoclonal mouse
anti-TH antibody (clone TH2, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) followed by incubation of biotinylated horse anti-mouse
IgG (Vector Laboratories, Burlingame, CA, 1:67). The methods
of staining have previously been described by Wree et al.
(2011).

4.4.  Stereological analysis

The immunohistochemically stained brain slices were exam-
ined stereologically using the program Stereo Investigator 8.0.

The cholinergic cells and the numeric density of BiVs where
calculated by unbiased counting by means of the optical
fractionator method.

4.5.  Statistical analysis

For stereology, a one-way ANOVA was used to analyze the
morphometric quantities with the post hoc Bonferroni and
Student-Newman-Keuls tests. P<0.05 was considered statis-
tically significant. The mean coefficient of error of optical
fractionator estimates was calculated according to the
method of Gundersen and Jensen (1987) and was <0.05 in
all analyses.
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Parkinson’s disease (PD) is one of the most frequent neurodegenerative disorders.
The loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra leads to a disinhibition
of cholinergic interneurons in the striatum. Pharmacotherapeutical strategies of
PD-related hypercholinism have numerous adverse side effects. We previously
showed that ipsilateral intrastriatal injections of 1 ng in unilaterally 6-hydroxydopamine
(6-OHDA)-lesioned rats inhibit apomorphine-induced rotation behavior significantly
up to 6 months. In this study, we extended the behavioral testing of ipsilateral
botulinum neurotoxin A (BoNT-A)-injection and additionally investigated the impact
of intrastriatal BoNT-A-injections contralateral to the 6-OHDA-lesioned hemisphere
on the basal ganglia circuity and motor functions. We hypothesized that the
interhemispheric differences of acetylcholine (ACh) concentration seen in unilateral
hemi-PD should be differentially and temporally influenced by the ipsilateral or
contralateral injection of BoNT-A. Hemi-PD rats were injected with 1 ng BoNT-A or
vehicle substance into either the ipsilateral or contralateral striatum 6 weeks after
6-OHDA-lesion and various behaviors were tested. In hemi-PD rats intrastriatal
ipsilateral BoNT-A-injections significantly reduced apomorphine-induced rotations and
increased amphetamine-induced rotations, but showed no significant improvement
of forelimb usage and akinesia, lateralized sensorimotor integration and also no
effect on spontaneous locomotor activity. However, intrastriatal BoNT-A-injections
contralateral to the lesion led to a significant increase of the apomorphine-induced
turning rate only 2 weeks after the treatment. The apomorphine-induced rotation
rate decreases thereafter to a value below the initial rotation rate. Amphetamine-
induced rotations were not significantly changed after BoNT-A-application in
comparison to sham-treated animals. Forelimb usage was temporally improved
by contralateral BoNT-A-injection at 2 weeks after BoNT-A. Akinesia and lateralized
sensorimotor integration were also improved, but contralateral BoNT-A-injection
had no significant effect on spontaneous locomotor activity. These long-ranging
and different effects suggest that intrastriatally applied BoNT-A acts not only as an
inhibitor of ACh release but also has long-lasting impact on transmitter expression
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and thereby on the basal ganglia circuitry. Evaluation of changes of transmitter receptors
is subject of ongoing studies of our group.

Keywords: botulinum toxins, hemiparkinsonism, behavior, Wistar rats, striatum

INTRODUCTION

Parkinson’s disease (PD) is one of the most prevalent
debilitating chronic progressive neurodegenerative movement
disorders and mainly caused by degeneration of dopaminergic
neurons especially in the substantia nigra pars compacta (SNC;
Hornykiewicz and Kish, 1987; Braak et al., 2004). This results in
a deficit of striatal dopamine (DA) that leads to the impairment
in cortico-striatal-thalamo-cortical or nigrostriatal pathways
(Bagga et al., 2016; Inan et al., 2016; Kim et al., 2016) and is
responsible for the major motor symptoms of PD, including
muscular rigidity, resting tremor, bradykinesia and postural
instability (Dauer and Przedborski, 2003; Kortekaas et al., 2005;
Ren et al., 2016), and non-motor disturbances (Bargiotas and
Konitsiotis, 2013).

In the striatum the decrease of DA is followed by an increase
in the concentration of acetylcholine (ACh) released from
disinhibited tonically active cholinergic striatal interneurons
(Gerfen, 1994; Day et al., 2006; Pisani et al., 2007; Obeso et al.,
2008b). Therefore, one possible therapeutic approach in PD
is using anti-cholinergic drugs (Klockgether, 2003; Horstink
et al., 2006). However, systemic application of anti-cholinergics
has some peripheral and central side effects (Clarke, 2002;
Fernandez, 2012; Connolly and Lang, 2014). To avoid these
undesirable effects connected with systematic administration
of anti-cholinergic drugs, we tested a local anti-cholinergic
treatment by injecting botulinum neurotoxin A (BoNT-A)
directly into the caudate putamen (CPu; Wree et al, 2011;
Holzmann et al., 2012; Antipova et al., 2013; Hawlitschka et al.,
2013; Mehlan et al, 2016) as a possible therapeutic option
in experimental PD-model. In hemi-PD rats established by
unilateral injection of 6-hydroxydopamine (6-OHDA) into the
medial forebrain bundle (MFB; Ungerstedt, 1968; Ungerstedt
and Arbuthnott, 1970; Meredith et al., 2008), intraperitoneally
applied atropine antagonized profound PD-typical akinesia
(Schallert et al, 1978) and in combination with L-DOPA
suppressed pathological circling of hemi-PD rats (Schallert et al.,
1979). In our previous studies (Wree et al., 2011) application of
BoNT-A into the CPu ipsilateral to the dopaminergic depletion
caused a long-term abolition of the pathological apomorphine-
induced rotations. We hypothesized that due to the BoNT-A-
application into the hypo-dopaminergic and hyper-cholinergic
striatum of hemi-PD rats the cholinergic transmission is blocked
thus leading to reduced pathological compensatory effects in this
model.

In order to test our hypothesis that intrastriatal
BoNT-A-application interferes with the 6-OHDA-induced
hypercholinism (DeBoer et al., 1993) and/or the Dj-receptor
upregulation (Creese et al, 1977) in the CPu, we injected
in the present study the “effective” dose of BoNT-A
(Wree et al., 2011) either into the CPu ipsilateral or contralateral
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to the dopaminergic deprivation. Here we show that at least
some of the behavioral effects seen after ipsilateral BONT-A-
applications in hemi-PD rats should be reversed or even changed
to the opposite by contralateral BONT-A-injection in hemi-PD
rats.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Adult male Wistar rats, purchased at Charles River WIGA
(Sulzfeld, Germany) and weighing 290-310 g at the time of
first surgery were used. Rats were housed in standard cages at
22 &+ 2°C under 12 h light/12 h dark cycle with free access
of standard food and water. At the end of the experiments
mean body weights were as follows: ipsilateral BoNT-A group
559.4 g + 20.0; ipsilateral sham group 5584 g + 23.71;
contralateral BONT-A group 558.5 g = 16.16; contralateral sham
group 555.3 g + 17.52.

Stereotactic Intervention of Animal Groups
All animals got a 6-OHDA-injection into the MFB of the
right hemisphere (hemi-PD), and the successfully lesioned
rats were divided into two groups: (1) 6-OHDA-lesioned
animals receiving BoNT-A into the CPu of the right hemisphere
(ipsilateral BONT-A group); and (2) 6-OHDA-lesioned animals
receiving BoNT-A into the CPu of the left hemisphere
(contralateral BoNT-A group), each group added with
respectively sham-injected animals. All groups were created
by the outcome of the apomorphine-induced rotational behavior
after 6-OHDA in that the means of the BoNT-A-injected
and the vehicle-injected rats inside (1) and (2) did not differ
significantly. All experiments were approved by the State Animal
Research Committee of Mecklenburg-Western Pomerania
(LALLF M-V/TSD/7221.3-1.1-003/13).

Surgery was conducted under aseptic conditions under
ketamine (50 mg/kg body weight)/xylazine (4 mg/kg body
weight) anesthesia using a stereotactic frame (David Kopf
Instruments). For nearly complete lesion of the right side
substantia nigra compact part 4 pl 6-OHDA solution (24
ig, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) dissolved in 0.1 M
citrate buffer was injected over 4 min via a 26 gauge 5 pl
Hamilton syringe into the MFB. The injection coordinates
with reference to bregma were: anterior-posterior = —2.3 mm,
lateral = 1.5 mm and ventral = —9.0 mm, respectively (Paxinos
and Watson, 2007; Figures 1A,B). The success of the lesion
was evaluated with apomorphine-induced rotations 1 month
after surgery. All animals displayed more than four contralateral
rotations/min, indicating a unilateral death of about 97% of
the nigrostriatal DAergic neurons (Ungerstedt and Arbuthnott,
1970) and, therefore, were tested further. As reported previously

June 2017 | Volume 11 | Article 119

92



Antipova et al.

9. Anlagen

Botulinum Neurotoxin A in Hemiparkinsonian Rats

FIGURE 1 | Dorsal view of reconstructed rat brains. The location of the right
side 6-hydroxydopamine (6-OHDA)-injection site in the medial forebrain
bundle (MFB; white oval) anterior to the substantia nigra pars compacta (SNC)
and the two injection sites of botulinum neurotoxin A (BoNT-A) or vehicle
(yellow spots) in the caudate putamen (CPu) ipsilateral (A) and contralateral
(B) to 6-OHDA are indicated. Adjacent 20 wm coronal sections of a rat brain
stained for cell bodies (C) according to Merker or for myelin (D) according to
Gallyas depict the needle tract (arrow) and the needle tip (asterisk) of a
BoNT-A-injection ipsilateral to the 6-OHDA-application (9 months survival).
Scale bar applies to (C,D): 2 mm.

(Wree et al, 2011; Hawlitschka et al,, 2013), 6 weeks after
6-OHDA-lesioning animals received injections of 2 x 1 pl
BoNT-A solution (lot No. 13028A1A; List, Campbell, CA;
purchased via Quadratech, Surrey, UK) containing a total of
1 ng BoNT-A dissolved in phosphate-buffered saline with 0.1%
bovine serum albumin (PSA-BSA 0.1%) added into the right
(ipsilateral) or left (contralateral) CPu. The coordinates with
reference to bregma for the ipsilateral BONT-A-application were:
anterior = +1.3/—0.4 mm, lateral 2.6/3.6 mm to the right, and
ventral —5.5 mm, respectively, those for the contralateral BoNT-
A-application were: anterior = +1.3/—0.4 mm, lateral 2.6/3.6 mm
to the left, and ventral —5.5 mm (Figures 1A,B). Coronal sections
stained for cell bodies (Merker, 1983) and myelin (Gallyas, 1971,
1979) depict injection site at —0.4 mm, 3.6 mm and —5.5 mm
(Figures 1C,D).

Behavioral Testing

Drug-Induced Rotation Tests (Apomorphine,
Amphetamine)

Rotations were assessed using an automated, self-constructed
rotometer system based on the design of Ungerstedt and
Arbuthnott (1970) and defined as complete 360° turns and
registered as net differences between the two directions per
minute. Rotational behavior was induced by amphetamine and
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apomorphine in hemi-PD rats injected with BoNT-A. Tests were
performed prior to (i.e., 4 weeks after 6-OHDA-lesion) and at five
time points (2 weeks and 1, 3, 6 and 9 months) after intrastriatal
application of BoONT-A (Figure 2). Animals were injected with
d-amphetamine sulfate (2.5 mg/kg, s.c, Sigma Aldrich) and
monitored for 60 min and in each case 3 days later with
apomorphine (0.25 mg/kg, i.p.; Teclapharm, Germany), followed
by registration of rotation for 40 min. In the hemi-PD rats,
apomorphine-induced anti-clockwise rotations were expressed
by positive values (Figure 3), whereas amphetamine-induced
rotations in clockwise direction were expressed by negative
values (Figure 4).

Spontaneous Motor Tests
Corridor task, stepping and open field (OF) tests were realized
before 6-OHDA-lesion and 4 weeks thereafter, and 4 weeks,
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FIGURE 2 | Time points of lesions and behavioral tests in rats BoNT-A or
sham-injected (A) ipsilateral or (B) contralateral to 6-OHDA. Light gray
rectangles symbolize batteries of spontaneous behavior tests performed
subsequently: open field (OF) test, corridor task, stepping and cylinder tests.
Dark gray rectangles symbolize amphetamine-induced rotation test followed
by an apomorphine-induced rotation test 3 days later. (C) The battery of
spontaneous behavior tests were performed as follows: each behavior test
series lasted 10 days. At the first day rats were tested for 10 min in the OF
arena. Thereafter, rats were food restricted and adapted 2 days rats to the
corridor task apparatus for 10 min each. One day later the final corridor test
was carried out for 5 min. At the following 3 days rats were handled by the
experimentator for 5 min each day. On the following 3 days rats underwent the
stepping test twice a day. On the 10th day the forepaw usage was evaluated
by the cylinder test. (D) Finally, drug-induced rotation tests were performed.
First amphetamine rotation test was done for 60 min. Three days later rats
were tested for apomorphine-induced rotations for 40 min.
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FIGURE 3 | Apomorphine-induced rotations in hemi-Parkinson's disease (PD) rats treated with intrastriatal BoNT-A- or vehicle-applied (A) ipsilaterally or (B)
contralaterally. Ipsilateral BoNT-A-injections significantly decreased anti-clockwise rotations 4 weeks and 3 months compared to sham injection. Contralateral
BoNT-A-injection caused a significant increase of the turning rate only 2 weeks after surgery. Asterisks indicate significant differences compared to the sham group
(*P < 0.05). Hashtags indicate significant differences compared to values before BoNT-A-injection (**P < 0.01). Paragraphs indicate significant differences compared
to the previous value after BoNT-A-injection (%P < 0.001). Data are represented as mean + SEM.
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FIGURE 4 | Amphetamine-induced rotations in hemi-PD rats treated with intrastriatal BoONT-A-or vehicle-applied (A) ipsilaterally or (B) contralaterally. Ipsilateral
BoNT-A-injection caused significantly increased rotations 4 weeks to 6 months after BoNT-A, while sham-injected rats did not change rotational behavior.
Contralateral BoNT-A-injection in hemi-PD rats caused no significant change of rotational behavior compared to the sham group. Asterisks indicate significant
differences compared to the sham group (*P < 0.05). Hashtags indicate significant differences compared to values before BoNT-A-injection (*P < 0.01,
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3 and 6 months after ipsilateral intrastriatal injection of
BoNT-A or vehicle, or 2 and 4 weeks, 3, 6 and 9 months
after contralateral intrastriatal injection of BoNT-A or vehicle
(Figure 2). Cylinder test was performed after 6-OHDA-lesion
and 4 weeks, 3, 6, 9 and 12 months after ipsilateral intrastriatal
injection of BoNT-A or vehicle, or before 6-OHDA-lesion and
4 weeks thereafter, and 2 and 4 weeks, 3, 6 and 9 months
after contralateral intrastriatal injection of BoNT-A or vehicle
(Figure 2).

Stepping Test

Forelimb akinesia was assessed using a modified version of a
stepping test (Olsson et al., 1995) primary described as bracing
test by Schallert et al. (1979) and has been established as
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a sensitive measure of bradykinesia in unilateral 6-OHDA-
lesioned rats (Schallert et al, 1992; Lindner et al, 1997).
We evaluated the adjusting steps. Rats were handled by the
experimenter during 3 days to become familiar with the test
procedure. Thereafter, tests were performed twice per day
on three consecutive days. Briefly, the rat was held by the
investigator with one hand softly blocking both its hind limbs and
the not monitored forelimb, the unrestrained forepaw touching
the table. In doing so the rat was moved slowly sideways across
the table (0.9 m in 5 s) and the number of adjusting steps of the
respective unrestrained left or right forepaw was counted while
moving in the forehand and backhand directions. Finally, the
means of forehand and backhand steps of left and right paws were
calculated.
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Cylinder Test

Forelimb preference was evaluated with the cylinder test in
both groups. The use of the left and right forepaws during
vertical exploration in a glass cylinder with a diameter of
20 cm was documented and analyzed with a video camera
system (Sony) according to Schallert and Tillerson (2000) and
Kirik et al. (2001). Thirty consecutive forepaw contacts with
the glass cylinder were evaluated per animal by counting the
initial contacts of the right or left paw and calculating the
ratio of left and right forepaw use. To prevent subjective bias,
contacts made by each forepaw with the cylinder wall were
scored from videotapes by an observer blinded to the animals’
identities.

Open Field Test

Spontaneous horizontal locomotor activity and anxiety were
estimated via the OF test (Hall and Ballachey, 1932; Hall,
1934). Rats were placed in a square OF arena of 50 x 50 cm,
which was positioned inside an isolation box (TSE-Systems,
Bad Homburg, Germany). Rats were adapted for 1 h before
the test at dark-phase in the examination room. Illumination of
the OF test was provided by a white photo bulb at 450 Ix and
animals were monitored online by a video camera placed inside
the isolation box and tracked using the VideoMot2 Software
(TSE Systems). The OF was divided into 16 quadratic subfields
in 12 peripheral and four central area by a grid in the
tracking software. This paradigm mimicked the natural conflict
in rats between the tendency to explore a novel environment
and the tendency to avoid a brightly lit open arena (DeFries
et al., 1966; Eikelis and Van Den Buuse, 2000). The rats were
tested once in the arena for 10 min. Environmental odors
were removed by cleaning the OF after each session to avoid
influences of the behavior by odor trials. The total running
distance of the animals, time spend in the center and in the
edges of OF arena (Andringa et al, 2000), also the ration
of center distance to total distance (Denenberg, 1969) were
evaluated.

Corridor Task

Lateralized sensorimotor integration and neglect for the side
contralateral to the 6-OHDA-lesion were examined using the
adjacent version of corridor task according to Grealish et al.
(2010). Before testing rats went onto a food restriction diet
for 3 days and maintained at 90% of free-feeding bodyweight
during habituation and testing (Schackel et al., 2013). Animals
were adapted into the apparatus, a long, narrow self-constructed
alleyway (240 cm long x 7 cm wide x 23 cm deep) for 10 min
each on two consecutive days with some scattered sugar pellets
(Ain-76A Rodent Tablet 20 mg TestDiet, Richmond, IN, USA)
along the floor of the corridor and started from different ends of
the corridor each day. On the test day, rats were first positioned
individually in an identical, but empty corridor for 5 min for
adaptation and then placed to the end of the testing corridor
in which bowls (2 cm in diameter, distance between the bowls
15 cm) containing 5 pellets placed on the left and right sides.
Rats were free to retrieve pellets from either side of their body
for 5 min (Fitzsimmons et al., 2006). The number of ipsilateral
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(right side) and contralateral (left side) retrievals was counted
and the data were expressed as the percentage of left or right
side retrievals on the total number of retrievals. A “retrieval”
involved a nose poke into a bowl, whether or not any pellets were
taken from it, defining the side according to the rat’s body axis
(Dowd et al., 2005; Dobrossy and Dunnett, 2007; Grealish et al.,
2010).

Statistics

Data of behavioral tests was subjected to two-way ANOVA with
repeated measurements. A one-way repeated measures ANOVA
is used for comparison of different time points in separate
treatment groups which is essentially the same design as a paired
t-test. The Holm-Sidak approach was used for adjustment for
multiple testing for post hoc comparisons. A critical value for
significance of P < 0.05 was used throughout the study. In case
of non-normally distributed data, data were subjected to Kruskal-
Wallis one- or two-way ANOVA on ranks. Dunn’s test was used
for post hoc comparisons after ANOVA on ranks to adjust for
multiple testing. All statistical tests were done using SigmaPlot
11 Software (Supplementary Table S1).

RESULTS

Apomorphine-Induced Rotations

The right side hemi-PD rats showed apomorphine-induced
anti-clockwise rotations of about 6-10 rotations per minute
(Figures 3A,B).

Ipsilateral BoNT-A-Injection

Ipsilateral BoNT-A-injection caused a significant decrease in
rotational behavior 4 weeks and 3 months after BoNT-A,
thereafter rotations of BONT-A-injected rats equaled those after
sham-injection (Figure 3A).

Contralateral BoNT-A-Injection

The injection of 1 ng BoNT-A into the left striatum of right
sided 6-OHDA-lesioned rats caused a significant increase of the
turning rate 2 weeks after surgery. Remarkably, already 2 weeks
later, i.e., 1 month after BONT-A-administration, the turning rate
decreased to a level, which was not significantly different from
the turning rate prior to BONT-A treatment (Figure 3B).

Amphetamine-Induced Rotations
The hemi-PD rats showed amphetamine-induced clockwise
rotations of about seven turns per minute (Figures 4A,B).

Ipsilateral BoNT-A-Injection

Ipsilateral intrastriatal BoNT-A-injection caused a significantly
increase of the turning rate 4 weeks to 6 months after BONT-A
(Figure 4A). Sham-injected rats did not change rotational
behavior in hemi-PD rats (Figure 4A).

Contralateral BoNT-A-Injection

Contralateral intrastriatal BoNT-A-injection in hemi-PD rats
caused a tentative decrease of rotational behavior only at 2 weeks
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after BONT-A (Figure 4B). At all other post-BoNT-A-injection
time-points BONT-A- and sham-injected rats did not differ in
rotational behavior in hemi-PD rats (Figure 4B).

Stepping Test

Adjusting steps were measured on the unlesioned and lesioned
sides for each group in the forward and backward directions.
Before 6-OHDA-lesion no difference in the number of adjusting
steps for the left and right forepaws in forehand and
backhand directions for both experimental groups were observed
(Figures 5A-H). Rats of both groups with their left and right
forepaws made about 9-12 steps both in forward and backward
directions. After 6-OHDA-lesion only the performance of the
left forepaw (contralateral to 6-OHDA) was impaired in both
the forehand (Figures 5A,B) and backhand (Figures 5C,D)
directions.

Ipsilateral BoNT-A-Injection

Neither ipsilateral BONT-A nor sham injections changed the
impairments of hemi-PD rats. At the same time, side stepping
movements of the right forepaw in 6-OHDA-lesioned rats in
both the forehand and backhand directions were generally
neither affected by ipsilateral BONT-A nor sham injection up to
6 months (Figures 5E,G), with exception of single time points.

Contralateral BoNT-A-Injection

As compared to sham-injected rats, the BoNT-A-injected
animals significantly improved left paw forehand steps from
2 weeks to 3 months after BONT-A (Figure 5B), and backhand
steps from 2 weeks until 9 months after BONT-A (Figure 5D). In
addition, we found significantly more adjusting steps of the right
forepaw from 2 weeks up to 9 months after BoNT-A-application
as compared to sham-injected rats, as well in forehand
(Figure 5F) as in backhand (Figure 5H) directions. Thus,
contralateral BoNT-A-injection positively influences forelimb
usage in hemi-PD rats. Moreover, there was an age-related
decrease in right paw stepping (Figures SEH).

Cylinder Test

Right side hemi-PD rats exhibited a significantly reduced use
of the left forelimb, resulting in an about 50% decrease of the
left/right ratio of forelimb usage (Figures 6A,B).

Ipsilateral BoNT-A-Injection

Intrastriatal ipsilateral treatment of hemi-PD rats with 1 ng of
BoNT-A did not show any significant improvement of the left
forelimb usage as assessed by the cylinder test. Also sham-treated
rats showed no significant effect in forelimb usage of hemi-PD
rats (Figure 6A).

Contralateral Injection

Interestingly, intrastriatal injection of BoNT-A contralateral to
the lesioned side led 2 weeks after BONT-A-application to a
significant readjustment of the left and right forepaw usage.
In the course of the following months this effect decreased
(Figure 6B).
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FIGURE 5 | Stepping test in right side hemi-PD rats treated with intrastriatal
BoNT-A- or vehicle-applied (A,C,E,G) ipsilaterally or (B,D,F,H) contralaterally.
In unlesioned rats 9-12 adjusting steps for the left (A-D) and right (E-H)
forelimbs in forehand and backhand directions were seen. In hemi-PD rats the
use of the left forepaw was impaired in both the forehand (A,B) and backhand
(C,D) directions. Neither ipsilateral BONT-A nor sham injection changed the
impairments of left paw steps in hemi-PD rats (A,C). The stepping of the right
forelimb in hemi-PD rats in both the forehand (E) and backhand (G) directions
were generally not affected by ipsilateral BoNT-A or sham injection.
Contralateral BoNT-A-injected hemi-PD rats significantly improved left paw
forehand steps from 2 weeks to 3 months after BoNT-A (B), and backhand
steps from 2 weeks until 9 months after BoNT-A (D). Right forepaw adjusting
steps significantly increased from 2 weeks up to 9 months after
BoNT-A-application as well in forehand (F) as in backhand (H) directions
compared to sham-injected rats. Asterisks indicate significant differences
compared to the sham group (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001). Data are
represented as mean + SEM.

Open Field

Hemi-PD rats of both BoNT-A- and sham-injected groups
showed decreased locomotor activity compared to prelesion
results (Figure 7B).

Ipsilateral BoNT-A-Injection

The total running distance (Figure 7A) and also the ratio
of center distance to total distance (Figure 7C) were not
significantly different between the BoNT-A and the sham group
over time. Moreover, ipsilateral BONT-A-injected rats and sham
group spent the same time in the edges of the OF apparatus (data
not shown).
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FIGURE 6 | Cylinder test in right side hemi-PD rats treated with intrastriatal BoNT-A- or vehicle-applied (A) ipsilaterally or (B) contralaterally. Hemi-PD rats exhibited
a significantly reduced use of the left forelimb resulting in left/right ratio of about 0.5 (A,B). Neither ipsilateral BoNT-A nor sham injection showed any significant
improvement. Contralateral intrastriatal injection of BoNT-A only led at 2 weeks after BoNT-A to a significant readjustment of the right and left forepaw usage.
Hashtags indicate significant differences compared to values before BoNT-A-injection (***P < 0.001). Asterisks indicate significant differences compared to the sham
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Data are represented as mean + SEM.

Contralateral BoNT-A-Injection

The total running distance was similar in both experimental
groups after contralateral application of BoNT-A or sham
treatment up to 9 months (Figure 7B). Also, the relative
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FIGURE 7 | OF test in right side hemi-PD rats treated with intrastriatal BoNT-A- or vehicle-applied (A,C) ipsilaterally or (B,D) contralaterally. Rats of both BoNT-A-
and sham-injected groups showed decreased locomotor activity compared to prelesion results (B). Neither ipsilateral BoNT-A nor sham injection showed any
significant changes in total running distance (A) or the ratio of center distance to total distance (C). The same is true for both contralaterally injected groups (B,D).
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center distance (Figure 7D) of the BoNT-A-injected animals
did not differ significantly from the sham group over time
as did the times spent in the edges of the OF (data not
shown).
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Corridor Task

Two weeks before lesion surgery, rats were tested in the
adjacent version of the corridor task. This preoperative
screening showed that all animals equally retrieved pellets
from either left or right sides (Figures 8A,B). The right
side 6-OHDA-lesion caused a significant neglect of the left
corridor side; only about 5% of left retrievals were measured
(Figures 8A,B).

Ipsilateral BoNT-A-Injection

Ipsilateral intrastriatal BoNT-A as well as sham injections
in hemi-PD rats did not improve contralateral sensorimotor
integration up to 6 months significantly (Figure 8A).

Contralateral BoNT-A-Injection

Left side sham-injected rats did not improve in this task
over time. In contrast, contralateral intrastriatal BoNT-A-
injection significantly reversed this bias 2 weeks to 9 months
after treatment. Significant contralateral retrievals of about
40% were seen. However, 6 and 9 months after BoNT-A
values declined again and equaled those of sham-injected rats
(Figure 8B).

DISCUSSION

In our previous publications (Wree et al,, 2011; Holzmann
et al,, 2012; Antipova et al, 2013; Hawlitschka et al, 2013;
Mehlan et al., 2016), we described the effect of intrastriatal
injection of BoNT-A in a rat model of hemi-PD. We used
the 6-OHDA to induce hemi-PD, a widely utilized and highly
reproducible toxin-based animal model of PD in rats (Ungerstedt
et al, 1974; Schwarting and Huston, 1996; Deumens et al.,
2002; Blandini and Armentero, 2012). Unilateral 6-OHDA-
injection of the right MFB that conveys the efferent fibers from
nigral cell bodies to the striatum, causes massive degeneration
of the nigrostriatal pathway, highest level of nigral cell loss
and striatal DA depletion (over 90%; Dauer and Przedborski,
2003; Blandini and Armentero, 2012). The resulting motor
deficits at the side of the body contralateral to the lesion
(Deumens et al., 2002) can be evaluated by spontaneous and
drug-induced behavioral phenotypes. As described originally
by Ungerstedt and Arbuthnott (1970), a 6-OHDA-lesion
of the right SNC causes anti-clockwise, i.e., contraversive
apomorphine-induced rotations (Ungerstedt et al.,, 1969). The
most important finding in our prior studies with intrastriatally
applied BoONT-A was the complete abolition of apomorphine-
induced rotations up to 6 months, when the rats received
1 ng of BoNT-A into the right striatum 6 weeks after right
side 6-OHDA-lesion (Wree et al, 2011; Antipova et al,
2013).

In continuation of previous studies and to enhance our
knowledge of the BoNT-A-injection model, we here examined
the effects of BoNT-A-injection into the striatum as well
ipsilateral as contralateral to the hemisphere that received
6-OHDA before. For that reason we used a broad spectrum of
different behavior tests, including spontaneous test, i.e., corridor
task, stepping, cylinder and OF test and drug-induced motor

Frontiers in Behavioral Neuroscience | www.frontiersin.org

tests, i.e, apomorphine- and amphetamine-induced rotations,
to characterize and compare the effects of ipsilateral and
contralateral intrastriatal BoNT-A-injections on the motor
deficits, lateralized neglect, bradykinesia, emotionality and
anxiety in hemi-PD rats.

We found a differentiated behavioral profile after ipsilateral or
contralateral BONT-A-application in hemi-PD rats. The effects of
ipsilaterally injected BoONT-A were in line with those published
previously (Wree et al., 2011; Holzmann et al., 2012; Antipova
et al,, 2013; Hawlitschka et al., 2013; Mehlan et al., 2016).
Interestingly, the effects of contralaterally injected BONT-A were
either changed to the opposite compared to ipsilateral BoNT-
A, or gave results not known yet. The disruption of presynaptic
ACh as well as DA release by BoNT-A is transient and the
synaptic signal transmission was shown by forming of new
intact SNARE complexes within several months (Sweeney et al.,
1989; Shapovalova, 1995; Washbourne et al., 1998; Weinstock
et al, 2002). In the following paragraphs, the results seen in
the various behavioral parameters are discussed with respect to
assumed or hypothetical changes of transmitter and receptor
concentrations in the CPu as a key structure of the basal
ganglia loops induced by dopaminergic deprivation and BoNT-
A-application.

Basal Ganglia Circuitry in Hemi-PD Rats

Dopaminergic deprivation of the striatum is followed by reactive
adaptations of transmitter receptors, mainly by an upregulation
of D2 receptors in the range of about 20%-30% (Reader and
Dewar, 1999; Choi et al, 2012; Sun et al, 2013; Konieczny
et al, 2017). The majority of inhibitory D2 receptors are
located on cholinergic interneurons and medium spiny neurons
(MSN) projecting to the external pallidum, i.e., being part
of the indirect basal ganglia loop (Hurley and Jenner, 2006;
Perreault et al, 2011; Bordia et al,, 2016; Mamaligas et al.,
2016; Rico et al, 2017). As in hemi-PD the tonically active
cholinergic interneurons become hyperactive due to loss of
D2-mediated DA inhibition, they strongly activate MSN by ACh.
Thus, complementary to the loss of inhibitory D2-mediated
DA inhibition the MSN increase their firing intensity also by
cholinergic hyperstimulation. The increased GABAergic MSN
projection reaches the external globus pallidus (EGP). As the
EGP is thus strongly inhibited, its GABAergic projection to
the internal globus pallidus (IGP = entopeduncular nucleus)
and mainly to the subthalamic nucleus (STh) is strongly
reduced compared to normal. As a result, the spontaneously
active STh is less inhibited and thus more intensely firing,
further stimulated by normal cortical glutamatergic afferents.
As a consequence, the STh using glutamate as transmitter can
stimulate the IGP more intensely. The massively stimulated
IGP projects using GABA as transmitter to the ventrolateral
thalamic nucleus (VL) that reacts with an inhibition of its
neurons. Finally, the inhibited VL neurons send less activating
glutamatergic stimuli to the premotor cortex that in turn reacts
with a reduced initiation of movements of the contralateral
body via its crossed motor efferents (Obeso et al., 2008a,b,
2014). These changes in basal ganglia circuitry seem to
underlie the movement initiation deficits, the akinesia and
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FIGURE 8 | Corridor task in hemi-PD rats treated with intrastriatal BoNT-A- or vehicle-applied (A) ipsilaterally or (B) contralaterally. Preoperative screening showed
that all animals equally retrieved pellets from either left or right sides (A,B). Right side hemi-PD rats significantly neglected of the left corridor side. Ipsilateral BoNT-A
as well as sham injections did not improve contralateral sensorimotor integration in hemi-PD rats. Contralateral BoNT-A-injection reversed this bias in hemi-PD rats
2 weeks to 9 months. Significant contralateral retrievals of about 40% were seen. Left side sham-injected rats did not improve in this task over time. Asterisks
indicate significant differences compared to the sham group (**P < 0.01). Hashtags indicate significant differences compared to values before BoNT-A-injection

% left

the reduced spontaneous use of the contralateral forelimb
and changed walking pattern in hemi-PD rats (Blandini
et al, 2000; DeLong and Wichmann, 2007; Braak and Del
Tredici, 2008; Quiroga-Varela et al, 2013; Tremblay et al,
2015).

Drug-Induced Behavior

Apomorphine-Induced Rotations

Unilateral dopaminergic depletion led to apomorphine-induced
contralateral rotations, ipsilateral intrastriatal BoNT-A reduced
rotational behavior for at least 6 months, and contralateral
intrastriatal BONT-A increased rotational behavior only shortly
at 2 weeks after BONT-A in hemi-PD rats.

In hemi-PD rats apomorphine-induced rotations are due to
binding of apomorphine to the upregulated D2 receptors in
the dopaminergically deprived CPu neurons (Konieczny et al.,
2017). Inhibitory D2 receptors are mostly located on cholinergic
interneurons and MSN projecting to the EGP, i.e., being part of
the indirect basal ganglia loop (Pisani et al., 2007; Tozzi et al.,
2011; Lim et al,, 2014; Bordia et al., 2016; Mamaligas et al,,
2016). In hemi-PD rats apomorphine deactivates the hyperactive
cholinergic interneurons via D2 receptors and also inhibits the
D2-bearing MSN, forming the central parts of the indirect basal
ganglia loop and projecting with reduced intensity to the EGP. As
the EGP is disinhibited, its GABAergic projection to the STh is
increased compared to normal and thus the more inhibited STh
can stimulate the IGP less intensively. The less active IGP projects
less intensively to the VL, and consequently, the disinhibited
VL sends much more activating stimuli to the premotor cortex,
which in turn reacts with an increased initiation of movements
and muscle innervation of the contralateral body side. Thus,
apomorphine induces contralateral rotations in hemi-PD rats.

Ipsilateral intrastriatal application of 1 ng BoNT-A in
hemi-PD rats completely abolished apomorphine-induced
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contralateral rotation behavior for at least 6 months. BoNT-A is
thought to block the ACh release of cholinergic interneurons,
which are hyperactive in PD (Day et al., 2006; Obeso et al.,
2008a,b). Seemingly, ipsilateral BoNT-A normalized ACh
concentration in the injected CPu for a limited time, i.e., up
to 6 months until BoNT-A is metabolized. Moreover, jet
unpublished own results of BoNT-A-induced receptor
concentration measurements speak in favor of a BoNT-A-
induced reduction of D2 receptors in the respective striatum.
Following the indirect basal ganglia loop the reduced activity
of the D2 receptor bearing MSN result in a downregulation,
i.e., normalization of the VL activity and the abolition of
apomorphine-induced contralateral rotation behavior. These
effects seemed to exist for at least 3 months, thereafter BoNT
should be metabolized.

Contralateral intrastriatal application of BoNT-A shortly
increased apomorphine-induced contralateral rotation behavior
only at 2 weeks. It can be hypothesized that BoNT-A shortly
reduced the D2 receptors in the contralateral striatum thus
increasing the difference in the D2 receptor concentrations
between both hemispheres and by this leads to an increase of the
number of rotations.

Amphetamine-Induced Rotations

Unilateral dopaminergic depletion led to amphetamine-induced
ipsilateral rotations, ipsilateral intrastriatal BoNT-A increased
rotational behavior for at least 6 months, and contralateral
intrastriatal BoNT-A tentatively decreased rotational behavior
shortly at 2 weeks after BONT-A in hemi-PD rats.

Amphetamine as a DA releaser causes strong DA delivery
in the CPu contralateral to the 6-OHDA-lesion and a low
one in the ipsilateral striatum because of the loss of DA
afferents. Consequently, the strong DA imbalance activates the
contralateral inhibitory dopaminergic system, influencing the
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respective MSN via ACh, and by this causes ipsilateral rotations
(about 7 per min). Moreover, the massive innervation of the
D1 receptor bearing MSN in the CPu contralateral to the
DA depletion also results in a stimulation of that hemisphere
resulting in clockwise rotations of right side hemi-PD rats.

Ipsilateral intrastriatal application of 1 ng BoNT-A in
hemi-PD rats increased amphetamine-induced ipsilateral
rotation behavior for at least 6 months. Apparently, BoONT-A
blocked the ACh release of cholinergic interneurons and reduced
D2 receptor concentration in the respective striatum. Moreover,
intrastriatal application of BoNT-A could have altered the
concentration of other transmitters and their receptors, too
(Bigalke et al., 1985; Ashton and Dolly, 1988; Poulain et al.,
1990). As it is described that amphetamine and its derivates are
able to bind directly to «-2 adrenergic receptors (Ritz and Kuhar,
1989) and activate serotonin receptors (Nichols et al., 1994;
Schmidt et al.,, 1994), these receptors could also play a role in
the BoNT-A-induced changes in amphetamine-induced rotation
behavior.

Amphetamine-induced ipsilateral rotations were tentatively
and shortly decreased at 2 weeks after contralateral intrastriatal
BoNT-A-application. Possibly, BONT-A temporally reduced DA
release in the injected contralateral striatum thus decreasing the
difference in the DA concentrations between both hemispheres
and by this leading to a decrease of the number of rotations.

Spontaneous Motor Tests

Stepping Test

Unilateral right side dopaminergic depletion profoundly
impaired stepping performance of the left paw (contralateral
to 6-OHDA-lesion) in both forehand and backhand directions.
Ipsilateral intrastriatal BONT-A did not change the impairments
seen in hemi-PD rats, while contralateral intrastriatal BoONT-A
improved left paw forehand and backhand steps and positively
influenced right forelimb usage.

In hemi-PD rats our results confirmed those of many others
(Schallert et al., 1992; Mukhida et al,, 2001; Kelsey et al., 2004;
Tseng et al., 2005; Manfredsson et al., 2007; Pioli et al., 2008; Fang
et al., 2010; Seeger-Armbruster and von Ameln-Mayerhofer,
2013; Shin et al, 2014; Tronci et al, 2015) showing the
severe impairment of the contralateral paw in combination with
unaltered stepping performance of the ipsilateral paw (Winkler
et al.,, 1996; Kelsey et al., 2004; Pinna et al., 2010). The motor
initiation deficits in the forelimbs, analogous to limb akinesia and
gait problems in PD patients, were produced by DA depletion
(Sabol et al., 1985; Fairley and Marshall, 1986; Salamone et al.,
1993). As dopaminergic deprivation of the striatum is followed
by increased GABAergic MSN projection to the EGP, resulting in
a disinhibition of the spontaneously active STh and, as a result a
more actively firing IGP, which inhibits VL. Finally, the inhibited
VL neurons do not sufficiently activate the premotor cortex that
in turn reduces initiation of movements of the contralateral body
via its crossed motor efferents (Obeso et al., 2008a,b, 2014; Wree
and Schmitt, 2015).

Ipsilateral intrastriatal application of 1 ng BoNT-A in
hemi-PD rats did not change the impairments seen in

Frontiers in Behavioral Neuroscience | www.frontiersin.org

hemi-PD rats. Obviously, the BoNT-A-induced changes in
the DA-deprived CPu concerning extracellular ACh content,
and DA and other transmitter receptors are not sufficient to
improve spontaneous motor tasks. Importantly, several reports
emphasized that it is the striatal DA depletion of over 80% that is
responsible for decreased movement initiation (Sabol et al., 1985;
Fairley and Marshall, 1986; Salamone et al., 1993; Chang et al.,
1999; Seeger-Armbruster and von Ameln-Mayerhofer, 2013; Sun
et al,, 2013). As in our hemi-PD rats the DA depletion was
nearly complete (Barnéoud et al., 2000; Kelsey et al., 2004), the
ipsilateral intrastriatal BoNT-A-application is without effect on
stepping tasks.

Contralateral intrastriatal application of 1 ng BoNT-A in
hemi-PD rats improved the impairments of the left paw seen
in hemi-PD rats for 3 (forehand steps) or 9 (backhand steps)
months. This phenomenon is not fully understood. D1 and
D2 receptor binding contralateral to unilateral 6-OHDA-lesion
is reported unchanged to normal rats (Lawler et al., 1995;
Pelled et al, 2002), whereas D2 receptor concentration is
generally increased ipsilaterally (Araki et al., 1998; Reader and
Dewar, 1999; Choi et al, 2012; Sun et al, 2013; Konieczny
et al,, 2017). This is corroborated by Capper-Loup et al. (2013)
stating that contralateral to the 6-OHDA-lesion striatal DIR
mRNA and D2R mRNA resemble those of naive rats, whereas
ipsilaterally DIR mRNA is reduced and D2R mRNA is increased
(Capper-Loup et al., 2013). With respect to DA concentration
in the contralateral hemisphere contradicting measures were
reported. Fox et al. (2016) found striatal DA release from
the contralateral unlesioned substantia nigra equivalent in
lesioned and control rats, whereas Zetterstrom et al. (1986)
dialyzed more DA contralaterally to 6-OHDA than in unleased
controls (Zetterstrom et al., 1986; Fox et al., 2016). Several
groups hypothesized that if it is likely that the unilateral lesion
of the nigrostriatal pathways affects both sides of the brain
(Lawler et al.,, 1995; Fox et al., 2016), then it is not yet clear
how the unlesioned side is influenced. It is discussed that
Interhemispheric projections have functional significance (Fox
et al., 2016; Schmitt et al., 2016). Lawler et al. (1995) combined
a 6-OHDA with a corpus callosum transection in order to
minimize interhemispheric projections on possible changes in
the D1 and D2 receptors, DA and its metabolites in the
non-lesioned striatum (Lawler et al,, 1995). Bilateral cortico-
striatal projections were traced in rats (Hassler et al., 1982;
Berendse et al., 1992), however with ipsilateral predominance:
both cortices project to both striata (Hassler et al, 1982;
Berendse et al., 1992; Lieu and Subramanian, 2012; Schmitt et al.,
2016), i.e., intact cortex to the lesioned striatum and cortex
of the lesioned hemisphere to the intact striatum (Lieu and
Subramanian, 2012) arguing that interhemispheric connections
can influence behavioral responses to nigrostriatal lesioning.
Unfortunately, there is no comprehensive summary of changes
in neuroanatomical and electrophysiological properties in the
so-called healthy hemisphere induced by unilateral lesion of
the nigrostriatal dopaminergic system and its correlation to
behavior.

Contralateral intrastriatal application of 1 ng BoNT-A in
hemi-PD rats improved the use of the right paw in hemi-PD rats

June 2017 | Volume 11 | Article 119

100



Antipova et al.

9. Anlagen

Botulinum Neurotoxin A in Hemiparkinsonian Rats

for up to 9 months both in the number of forehand and backhand
steps. In this case, BONT-A was injected into a seemingly normal
transmitter and receptor environment. BoNT-A is thought to
block the ACh release of cholinergic interneurons and DA release
of dopaminergic afferents (Bigalke et al., 1985; Ashton and Dolly,
1988), perhaps also reduces the D2 receptor concentration. As
a result, the MSN decreased the GABAergic innervation of the
EGP, resulting in an increased inhibition of the spontaneously
active STh and followed by a less actively firing IGP, which
inhibits VL to a lesser degree than normally. Finally, the
disinhibited VL neurons considerably activated the premotor
cortex that in turn increased the initiation of movements of
the contralateral body, i.e., the forelimb ipsilateral to the DA
deprivation, via its crossed motor efferents. In the end, the paw
of the DA deprived body side is hyperactive as compared to
the sham-injected hemi-PD rats. As already supposed by Olsson
et al. (1995) we observed an age dependent decline of right
paw forehand and backhand steps, both in sham- and BoNT-
A-injected rats up to 9 months, suggesting some degree of
habituation to the test.

Cylinder Test

Unilateral right side hemi-PD rats exhibited a significantly
reduced use of the left forelimb. Intrastriatal ipsilateral BONT-A
or sham treatment did not show any significant improvement
of the left forelimb usage. Interestingly, contralateral intrastriatal
injection of BoNT-A led to a short term (at test point 2 weeks
after BONT-A) significant readjustment of forepaw usage.

In the hemi-PD rats our results are in line with others
(Schallert and Tillerson, 2000; Kirik et al., 2001; Deumens et al.,
2002; Cohen et al., 2003; Vercammen et al., 2006; Rauch et al,,
2010; de Aratjo et al,, 2013), the impaired paw being relatively
used by about 40% to 50% compared to the unimpaired. As
for the stepping impairment the motor initiation deficit for
voluntary movements in contralateral forelimb use is discussed
as a result of DA depletion (Whishaw et al.,, 1986; Lundblad
etal,, 2002; Shi et al., 2004; Schallert and Woodlee, 2005; Wheeler
et al,, 2014; Sampaio et al., 2017). As dopaminergic deprivation
of the striatum causes increased GABAergic MSN projection to
the EGP, and via disinhibition of the spontaneously active STh
a more actively firing IGP, the inhibited VL neurons do not
sufficiently activate the premotor cortex. Consequently, there is
a reduces initiation of movements of the contralateral body via
its crossed motor efferents (Obeso et al., 2008a,b, 2014; Wree and
Schmitt, 2015).

Ipsilateral intrastriatal application of BoNT-A or sham
injection in hemi-PD rats did not change the impairments. Our
explanation resembles that of the stepping test. For the execution
of the voluntary forelimb movements a normal DA content of
the CPu is essential (Salamone et al., 1993; Shi et al., 2004;
Manfredsson et al., 2007; Woodlee et al., 2008; Plowman et al.,
2011; Fleming et al., 2013; Mabandla et al., 2015). BoNT-A
did not improve left forelimb use as it could increase DA
concentration.

Contralateral intrastriatal application of 1 ng BoNT-A in
hemi-PD rats shortly improved the use of the left paw in
hemi-PD rats. Seemingly, BONT-A for a limited time interacts
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with ACh release from cholinergic interneurons and DA release
from dopaminergic afferents (Bigalke et al., 1985; Ashton and
Dolly, 1988).

Open Field Test

Spontaneous horizontal locomotor activity and anxiety as
measured by the OF test showed decreased locomotor activity
in hemi-PD rats compared to prelesion results. Ipsilateral
intrastriatal BoNT-A and sham injections neither changed total
running distance nor the ratio of center distance to total distance
significantly over time. Also contralateral intrastriatal BONT-A
or sham injection had a significant effect on locomotor activity
of hemi-PD rats.

Unilateral  6-OHDA-injection decreased the overall
spontaneous locomotor behavior as measured by total walking
distance as already shown by others (Kirik et al., 2001; Tamds
et al., 2005; Brown et al., 2011; Abedi et al., 2013; Capper-Loup
etal,, 2013; da Rocha et al,, 2013; Sun et al., 2013; Machado-Filho
et al,, 2014; Chao et al., 2015; Kumari et al., 2015; Ximenes et al.,
2015; Das et al., 2016; Sgroi et al., 2016). Reduced locomotion
is tentatively interpreted as a result of depletion of striatal DA
(Fearnley and Lees, 1991; Schwarting and Huston, 1996; Alam
and Schmidt, 2002; Ferro et al., 2005; Carvalho et al., 2013),
although there is no clear explanation why a unilateral DA
depletion has such a massive effect (about 50% reduction) on
total walking distance as a measure of whole body bradykinesia
of the hemi-PD rats. Additionally, we could not observe that
the impairments of hemi-PD rats were age and habituation
dependent. It has been previously reported that locomotor
activity declined in aging hemi-PD rats (Schulz et al,, 2002, 2004;
Jezek et al., 2003) or due to habituation (Gentsch et al., 1982;
Bures et al., 1983) in OF.

Corridor Task

Naive rats equally retrieved pellets from either left or right
sides. The right side 6-OHDA-lesion caused a massive neglect
of the left corridor side. Ipsilateral intrastriatal BoNT-A did
not improve contralateral sensorimotor integration up to
6 months significantly. In contrast, contralateral intrastriatal
BoNT-A-injection significantly reversed this bias, and significant
contralateral retrievals of about 40% were seen.

Anatomical, biochemical and behavioral evidence indicate
that striatum is heterogeneous with respect to function (Divac
et al., 1967; Dunnett and Iversen, 1980; Pisa, 1988) and the intact
nigrostriatal innervation is crucial for successful integration
of sensory and motor function resulting in a coordinated
goal-directed behavior (Turner, 1973; Dunnett and Iversen, 1982;
Carli et al,, 1985, 1989; Fairley and Marshall, 1986). Thus, the
corridor task is a sensitive behavioral test for unilateral 6-OHDA-
lesion (Boix et al., 2015) measuring the lateralized sensorimotor
proprioception and neglect.

Unilateral striatal DA depletion results in a polymodal
“neglect” characterized by a failure to orient to contralateral
stimuli (Marshall et al., 1971; Ljungberg and Ungerstedt, 1976;
Fairley and Marshall, 1986; Brown et al,, 2011) and hemi-PD rats
failed to orient to tactile, visual or olfactory stimuli presented
on the contralateral side of the body (Dowd et al., 2005).
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Respective abnormalities have already been reported in PD
patients (Berardelli et al., 2001). Brown and Robbins suggested
that the “striatal neglect” was not due to a failure to localize the
stimuli in contralateral space but, rather, resulted from a deficit in
directing responses in contralateral space (Brown and Robbins,
1989). Accordingly, Carli et al. (1985) stated that the neglect
is not primarily sensory in nature but is evident only when a
contralateral response initiation, in our experiments the retrieval
of pellets, is required.

In our study naive animals made equivalent numbers (about
50%) of retrievals from both the left or right corridor sides as
shown previously by others (Dowd et al., 2005; Fitzsimmons
et al.,, 2006; Dobrossy and Dunnett, 2007; Kerkerian-Le Goff
etal., 2009; Jouve et al,, 2010). Hemi-PD rats largely neglect sugar
pellets encountered on their contralateral side, demonstrating a
pronounced ipsilateral retrieval bias (Torres et al., 2008; Cordeiro
et al.,, 2010; Kaindlstorfer et al., 2012; Naughton et al,, 2016). As
discussed with stepping and cylinder tests, hemi-PD rats showed
a severe impairment of motor initiation of the contralateral body
including forelimbs and especially in head orientation. Although
the hemi-PD rat seemingly detected the contralateral stimulus
(sugar pellets in bowl), it could not react due to the impaired
initiation, and, consequently, food pellets were retrieved by the
unaltered paw of the opposite side. The motor initiation deficits
in the forelimbs were discussed as caused by DA depletion (Sabol
et al,, 1985; Fairley and Marshall, 1986; Salamone et al., 1993;
Dowd et al., 2005; Fitzsimmons et al., 2006) with the known
consequences in basal ganglia circuitry.

Intrastriatal ipsilateral BoNT-A-injection did not alter the
striatal neglect in hemi-PD rats. This is not surprising, as the
DA deficit underlying the neglect was not changed by BoNT-
application.

As a key finding in the present study, we obtained
a significantly positive effect of intrastriatal contralateral
BoNT-A-injection on the contralateral neglect in hemi-PD
rats. As discussed with the BoNT-induced changes in the
stepping test, we have no comprehensive interpretation of
the BoNT-induced behavioral benefit. Taken together, as the
molecular mechanism underlying the jet unclear lesion-induced
compensatory mechanisms in the hemisphere contralateral to
the 6-OHDA-lesion is not further substantiated, we cannot
explain the beneficial effect in the contralateral intrastriatal
BoNT-application on spontaneous motor task of the hemi-PD
rats.

CONCLUSION

As hypothesized, some of the behavioral effects seen after
ipsilateral BONT-A-application in hemi-PD rats were reversed or
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even changed to the opposite by contralateral BONT-A-injection
in hemi-PD rats.

In hemi-PD rats, intrastriatal ipsilateral BoNT-A-injection
massively influenced the outcome of drug-induced tests.
We found a significant decrease in apomorphine-induced
rotations and an increase in amphetamine-induced rotations.
Moreover, ipsilateral intrastriatal application of BoNT-A
showed no effect on the forelimb usage and akinesia,
lateralized sensorimotor integration and spontaneous locomotor
activity.

However, contralateral intrastriatal BoNT-A-injection
preferentially affected spontaneous motor behavior reducing
striatal neglect, and also maintained a significant reduction
of the akinesia in stepping test. Furthermore, contralateral
intrastriatal application of BoNT-A exhibited a short influence
on the apomorphine-induced rotations and led to a transient
re-adjustment of right and left forepaw usage in cylinder
test. Amphetamine-induced rotations and locomotor activity
in OF test stayed unaltered after contralateral BoNT-A-
injection.

These temporally restricted effects of BoNT-A-application
suggest that intrastriatally applied BoNT-A acted not only as
an inhibitor of ACh release but also had impact on transmitter
receptors, especially D2 receptor expression and thereby on the
basal ganglia circuitry. Evaluation of receptor concentrations of
all important striatal transmitters are subject of ongoing studies
of our group.
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Unilateral intrastriatal BoNT-A injection abolished apomorphine-induced rotational behavior in a rat
model of hemiparkinsonism (hemi-PD) up to 6 months. It was hypothesized that the beneficial effect
of botulinum neurotoxin-A (BoNT-A) grounded on the reduction of the Parkinson's diseases (PD) associ-
ated striatal hypercholinism. Intrastriatal injection of BoNT-A was not cytotoxic in rat brain, but neuronal
fiber swellings in the BoNT-A infiltrated striata appeared and named BoNT-A-induced varicosities (BiVs).
In the rat BiVs were immunoreactive (ir) either for choline acetyltransferase (ChAT) or tyrosine hydrox-

Keywyrds: i ylase (TH). In the present study the structural effect of unilateral intrastriatal BoNT-A injection in the
Botulinum neurotoxin-A = : 3 % e %
Striatum naive mouse brain was analyzed to extend possible therapeutic BoNT-A applications to genetical
Basal ganglia Parkinsonian strains.

Mouse brain We investigated the effect of a single dose of 25 pg BoNT-A injected into the right caudate-putamen
Unbiased stereology (CPu) for up to 9 months, and of increasing doses up to 200 pg on striatal volume, number of ChAT-ir
Interneuron interneurons, and numeric density and volume of the ChAT-ir BiVs in comparison to the uninjected hemi-

sphere.

Intrastriatal BoNT-A injection did not alter the number of ChAT-ir interneurons irrespective of survival
time and dosage tested. However, the numeric density of the ChAT-ir BiVs at a dose of 25 pg increased
from 1 to 3 months after BoNT-A, followed by a time dependent decrease. In parallel, with increasing
BoNT-A survival time, the mean BiV volume increased as the number of small BiVs decreased.
Interestingly, in contrast to rats we did not find TH-ir BiVs in BoNT-A injected mouse striatum.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Parkinson’s disease (PD) is an age-related, chronic and slowly
progressive neurodegenerative movement disorder (Dauer and
Przedborski, 2003; Fahn and Sulzer, 2004). The neuropathological
hallmarks of PD are progressive loss of dopaminergic neurons in

Abbreviations: ACh, acetylcholine; BiVs, Botulinum neurotoxin-A-induced vari-
cosities; BoNT-A, botulinum neurotoxin-A: BoNT-B, botulinum neurotoxin-B:
BoNT-C, botulinum neurotoxin-C; ChAT, choline acetyltransferase; CPu, caudate-
putamen; DA, dopamine; hemi-PD, hemisparkinsonism; ir, immunoreactive; PD,
Parkinson’s disease; SNAP-25, synaptosomal-associated protein of 25-kDa; SV2,
synaptic vesicle glycoprotein 2; TH, tyrosine hydroxylase; SN, substantia nigra;
SNpc, substantia nigra pars compacta; 1-DOPA, 1-3 4-Dihydroxyphenylalanine; 6-
OHDA, 6-hydroxydopamine.

* Corresponding author at: Institute of Anatomy, Rostock University Medical
Center, Gertrudenstrasse 9 D-18057, Rostock, Germany.
E-mail address: andreas.wree@med.uni-rostock.de (A. Wree).

http://dx.doi.org/10.1016/j.brainres.2017.09.016
0006-8993/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

substantia nigra pars compacta (SNpc) (Agid and Blin, 1987;
Hornykiewicz, 1998), deficit of dopamine (DA) (Drui et al., 2014;
Yuan et al, 2010) in the striatum and an increased release of
acetylcholine (ACh) by tonically active intrastriatal interneurons
(Ding et al., 2006; Obeso et al., 2008; Pisani et al., 2007). The result-
ing changes in basal ganglia circuitry (Benazzouz et al., 2014;
Coffield and Yan, 2009) leads to motor deficits including tremor
at rest, muscle rigidity, bradykinesia and postural instability
(Obeso et al., 2010; Shin et al., 2014). Pharmacotherapy of PD is
mainly based on 1-3,4-Dihydroxyphenylalanine (I-DOPA)
(Marsden and Parkes, 1977; Sander et al., 2012), possible alterna-
tives are dopamine agonists (Devos et al., 2013; Schapira, 2002).
Anticholinergic drugs, used to treat PD beyond 1-DOPA, have a good
antiparkinsonian effect, nevertheless, they after long term intake
exhibit a lot of central and peripheral adverse effects (Clarke,
2002; Connolly and Lang, 2014).
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In order to reduce undesirably effects we used in our study a
local injection of botulinum neurotoxin-A (BoNT-A) into caudate-
putamen (CPu) as an anticholinergic therapy of PD (Antipova
et al, 2013; Hawlitschka et al., 2013; Holzmann et al, 2012;
Mehlan et al., 2016; Wree et al., 2011). BoNT-A produced by anaer-
obic bacteria Clostridium botulinum (Matak and Lackovic, 2014;
Montecucco and Molgo, 2005) is a metalloprotease that enters
peripheral motor nerve terminals and blocks the release of ACh
via the specific cleavage of the synaptosomal-associated protein
of 25-kDa (SNAP-25) (Caleo and Schiavo, 2009; Rossetto et al.,
2014). Therefore, BONT-A is used therapeutically in the treatment
of human syndromes associated with cholinergic hyperfunction
or movement dysfunctions (Montecucco and Molgé, 2005; Ney
and Joseph, 2007).

The direct injection of BoNT-A into CPu was introduced as a
local anticholinergic therapy in the hemisparkinsonian (hemi-PD)
rat model (Antipova et al, 2013; Hawlitschka et al., 2013;
Holzmann et al., 2012; Mehlan et al., 2016; Wree et al., 2011). Ipsi-
lateral intrastriatal injection of 1ng of BoNT-A in the rat 6-
hydroxydopamine (6-OHDA) model abolished apomorphine-
induced rotations up to 6 months (Antipova et al., 2013; Wree
et al., 2011). Morphologically, intrastriatal BoNT-A led to axonal
swellings named botulinum neurtoxin-A-induced varicosities
(BiVs). BiVs were immunoreactive (ir) either for ChAT or for TH
(Mehlan et al., 2016; Wree et al., 2011). In addition we showed that
in the rats intrastriatal BoNT neither significantly changed the vol-
ume of the CPu and the total number of striatal neurons nor the
number of ChAT-ir interneurons (Antipova et al., 2013; Mehlan
et al., 2016; Wree et al,, 2011).
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As it is known that mice are very sensitive to botulinum toxins
and, additionally, differ in many parameters from rats (Corchs
et al., 2015; Ellenbroek and Youn, 2016; Jaramillo and Zador,
2014; Klein et al,, 2012; Lazarov and Hollands, 2016; Lindstréom
and Korkeala, 2006; Overgaard et al., 2013; Sesardic and Das,
2008; Wheeler et al., 2009) we here studied the effect of intrastri-
atal BoNT-A application on striatal morphology in ndive mice. We
evaluated striatal volumes, the number of ChAT-ir neurons as well
as the numeric density and the size of the BiVs dependent on post
BoNT injection survival and dosage.

In a first experiment, 25 pg BoNT-A was unilaterally injected
into the CPu and the long-term effect from 1 month until 9 months
after BoNT on various parameters examined. Secondly, the dose
dependent efficacy of increasing dosage up to 200 ng BoNT-A at a
constant post injection survival of 6 months was studied.

2. Results
2.1. Body and brain weight

Body weight was not significantly influenced by intrastriatal
application of 25 pg BoNT-A (Fig. 1A). From 1 to 9 months after
BoNT-A body weight slightly but insignificantly increased from
26.70+£0.33 g (mean+SEM) at 1 month, to 2925+0.67g at
3 months, to 32.46 + 0.54 g at 6 months and to 31.62+0.80¢g at
9 months. The values 9 months after BoNT-A were not different
from those 9 months (34.27 +0.63 g) after vehicle application
(Fig. 1A). However, the body weight of the mice 6 months after
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Fig. 1. (A) Body weight and (B) brain weight of mice injected with 25 pg BoNT-A into the right striatum evaluated 1 month, 3, 6 and 9 months after BoNT-A or vehicle (sham)
application. (B) Brain weighs of mice 1 to 9 months after 25 pg BoNT-A application were nearly constant. (C) Body weights and (D) brain weights of the mice 6 months after
different BoNT-A dosage. (C) Mice injected with 100 pg and 200 pg BoNT-A had higher body weights than mice receiving 25 pg or 50 pg. (D) The brain weights of mice
6 months after dosage of 50 pg and 100 pg BoNT-A showed significantly lower weights compared with those receiving 25 pg BoNT-A. All data are presented as mean

values + SEM. Asterisks indicate significant difference (P <0.05, "P <0.01, "'P < 0.001).
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higher BoNT-A dosages differed. 25 pg BoNT-A mice weighted
3246 +0.54 g (mean + SEM), 50 pg BoNT-A mice 32.73+1.10¢g,
100 pg BoNT-A mice 42.41+2.11g, and 200 pg BoNT-A mice
4544 +0.22 g at 6 months. Mice with dosages of 100 pg and
200 pg BoNT-A had significantly higher body weight than those
receiving 25 pg or 50 pg (Fig. 1C).

The brain weight of mice 1-9 months after 25 pg BoNT-A injec-
tion were nearly constant: 0.451+0.008 g (mean+SEM) at
1 month, 0.465+0.008g at 3 months, to 0.478+0.005g at
6 months and to 0.439+0.009¢g at 9 months. Only the brain
weight of the mice 9 months after 25 pg BoNT-A was significantly
lower than that after 6 months (Fig. 1B). Brain weight 9 months
after BONT-A was similar to that after the respective vehicle appli-
cation (0.455 + 0.007) (Fig. 1B).

The brain weight of mice 6 months after dosages of 50 and
100 pg BoNT-A showed significantly lower measures as compared
with those receiving 25 pg BoNT-A. (Fig. 1D). Compared to 25 pg
BoNT-A mice having brain weight of 0.478 + 0.005 g (mean + SEM),
50 pg BoNT-A mice had 0.450 + 0.006 g, 100 pg BoNT-A mice had
0.446 +0.006 g, and 200 pg BoNT-A mice had 0.446+0.011¢g
(Fig. 1D).

2.2. CPu volume

The volume of the right and left CPu of mice receiving 25 pg
BoNT-A into the right striatum measured at 4 time points
(1 month, 3, 6 and 9 months) after BoNT-A or vehicle injection
(9 months survival) did not differ significantly between the hemi-
spheres (Fig. 2A). In details, one month after intrastriatal BoNT-A
injection (right hemisphere, 25 pg), the volumes of the left CPu
were 9.959 + 0.200 mm® (mean + SEM) and of the BoNT-A injected
right CPu were 9.401 + 0.200 mm®. Three months after BoNT-A
injection, the volumes of the left CPu were 8.826 +0.224 mm’
and of the right CPu 8.429 + 0.224 mm?, after 6 months measures
for the left CPu were 8.934 +0.224 mm® and for the right CPu
8.499 + 0.224 mm>. Nine months after BONT-A injection, the vol-
umes were for the left CPu 8.422 +0.224 mm?® and for the right
CPu 8.095 + 0.224 mm’ (Fig. 2A).

However, the CPu volume of mice 6 months after the higher
BoNT-A dosage differed: the CPu of mice injected with 50 pg and
200 pg BoNT-A showed significantly reduced volumes compared
with the respective contralateral hemisphere (Fig. 2B): 6 month
after intrastriatal injection of 25 pg BoNT-A the volumes of the left
CPu were 8.934 + 0.224 mm® (mean + SEM) and for the right CPu
8.499 + 0.224 mm>. Mice injected with 50 pg BoNT-A had volumes
of the left CPu of 10.751 +0.583 mm® and of the right CPu of
8.039 + 0.583 mm?, those injected with 100 pg BoNT-A had vol-
umes of the left CPu of 8.662 + 0.583 mm® and of the right CPu of
8.023 +0.583 mm>. In the 2 mice composing the 200 pg BoNT-A
group CPu volumes were in the left hemisphere
10.314 + 0.923 mm® and in the right 6.918 + 0.923 mm?, the latter
being significantly smaller than the 25pg BoNT-A injected
striatum.

2.3. Number of ChAT-ir neurons

Inspection of ChAT reacted sections revealed no obvious
changes of cholinergic perikarya in the BoNT-A injected CPu
(Figs. 3 and 4A-D, F-H) compared with the contralateral hemi-
sphere (Figs. 3 and 4E).

The number of striatal ChAT-ir neurons of mice injected with
25 pg BoNT-A into the right CPu estimated after a survival of
1 month, 3, 6 and 9 months after BONT-A or vehicle did not signif-
icantly differ between the right and left CPu over the whole time
span of the experiment (Fig. 5A). One month after 25 pg BoNT-A
into the right CPu, the number of ChAT-ir neurons was
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Fig. 2. (A) Volumes of the left and right CPu of the mice injected with 25 pg BoNT-A
into the right striatum measured 1 month, 3, 6 and 9 months after BoNT-A or
vehicle (sham) application. Volumes were not significantly different between the
both hemispheres irrespective of survival time, (B) CPu volumes of mice that
received 25 pg, 50 pg, 100 pg and 200 pg BoNT-A into the right striatum measured
6 months later. CPu of mice injected with 50 and 200pg BoNT-A showed
significantly reduced CPu volumes compared with the contralateral hemisphere.
All data are presented as mean values + SEM. Asterisk indicate significant difference

(P<0.05 "P<0.01).
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Fig. 3. Frontal section immunohistochemically reacted for ChAT. The asterisk
indicates the position of the tip of the BoNT- injection cannula.
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T
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Fig. 4. Photomicrographs of immunchistochemical stainings for ChAT of mice striata: cholinergic interneurons are marked by black arrows and ChAT-ir BiVs are indicated
exemplarily by black arrow heads. (A-D) Mice received 25 pg BoNT-A per striatum. Animals survived 1 month (A), 3 (B), 6 (C) and 9 months (D). (E) CPu was injected with the
vehicle substance. (F-H) Mice survived intrastriatal injection of 50 pg (F), 100 pg (G) and 200 pg (H) BoNT-A for 6 months.
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Fig. 5. (A) Number of striatal ChAT-ir neurons of mice injected with 25 pg BoNT-A
into the right CPu estimated 1 month, 3, 6 and 9 months after BONT-A or vehicle
(sham), and (B) number of ChAT-ir neurons from mice receiving 25-200 pg BoNT-A
into the right striatum and sacrifice 6 months later. Irrespective of dosage and
survival times the quantity of ChAT-ir neurons in the CPu was unaltered. All data
are presented as mean values + SEM.,

11338 +1137 (mean+SEM) in the intact left CPu and
11645 + 1137 in the BoNT-A injected hemisphere. Three months
after injection of BoNT-A, the number of ChAT-ir neurons were
15749 + 1271 in the left CPu and 15111 %1271 in the right CPu.
Six months after BoNT-A injection we counted 17223 +1271
ChAT-ir neurons in the left hemisphere and 13676 + 1271 neurons
in the right CPu. Nine months after BoNT-A, the CPu of the left
hemisphere contained 12399 + 1271 and that of the right hemi-
sphere 13174+ 1271 ChAT-ir neurons (Fig. 5A). Right side
vehicle-injected animals exhibited in the left CPu 14066 + 932
and in the right hemisphere 13540 + 932 ChAT-ir neurons (Fig. 5A).

The number of ChAT-ir neurons in mice receiving increasing
BoNT-A up to 200 pg into the right CPu and sacrifice 6 months later
were predominantly constant. The right CPu of the 50 pg animal
group contained 10617 + 3513 and the left CPu 10474 £ 3290 neu-
rons. The 100 pg group exhibited in the right CPu 18498.+ 1216
ChAT-ir neurons and 17309 + 2015 in the contralateral CPu. Ani-
mals, injected with 200 pg BoNT-A had 16368 + 235 on the right
side and 14455 + 1511 ChAT-ir neurons on the left side (Fig. 5B).
Moreover, it can be seen that the number of ChAT-ir neurons in
the striatum generally showed a considerable interindividual vari-
ability (Fig. 5A and B).

2.4. Botulinum neurotoxin-A-induced varicosities (BiVs)

2.4.1. Numeric density of ChAT-ir BiVs

In the ChAT reacted sections BiVs were seen in all BoNT injected
striata, however, varying in number and size (Fig. 4A-D, F-H). BiVs
were never seen in the contralateral and in vehicle injected striata
(Fig. 4E). After intrastriatal injection of 25 pg BoNT-A into the right
CPu we counted the number of BiVs per mm? (Fig. 4A-D, F-H) and
found 2094 + 367 BiVs/mm?® (mean +SE) after 1 month,
3230 + 307 BiVs/mm® after 3 months, 1908 + 165 BiVs/mm® after
6 months, and 749 + 74 BiVs/mm? after 9 months (Fig. GA). Thus,
the numeric density of BiVs was maximal at 3 months after BoNT
and thereafter significantly decreased (Fig. GA).

The numeric density of ChAT-ir BiVs from mice receiving
increasing BoNT-A dosage from 25 to 200 pg into the right CPu
and sacrificed 6 months later were as follows: 25 pg BoNT-A
induced 1908 + 165 BiVs/mm?, 50 pg induced 5066 + 464 BiVs/
mm?, 100 pg induced 4056 + 732 BiVs/mm?, and 200 pg induced
3148 + 767 BiVs/mm?, respectively (Fig. 7A). Thus, the numeric
density of BiVs was maximal 6 months after BoNT at a dose of
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Fig. 6. Numeric density, volumes of single ChAT-ir BiVs and their relative volume
distribution from mice receiving 25 pg BoNT-A into right CPu measured 1 month, 3,
6 and 9 months after BoNT-A injection. (A) The maximal number of ChAT-ir BiVs
was found 3 months post injection and then decreased over time. Data are
presented as mean values + SEM. Asterisks indicate significant difference (P < 0.01,
“"P< 0.001). (B) Histogram of ChAT-ir BiV volume distribution. Percentage of
distinct single BiV volumes of the all measured BiVs per time group. The percentage
of volume categories in 5 um? steps was created. The rate of single BiVs with small
volumes up to 15 pm? is highest in striata after 1 month survival and declined with
longer post injection times.

50 pg BoNT and then declined with higher BoNT-A dosage of
100 pg and 200 pg (Fig. 7A).

2.4.2. Volume of ChAT-ir BiVs

Injection of 25 pg BoNT-A resulted in a median BiV volume of
5.87 ym? after 1 month, 7.82 um?® after 3 months, 11.42 ym? after
6 months, and 13.70 um? after 9 months (data not shown). The
median volume of single ChAT-ir BiVs increased significantly with
increasing survival time up to 9 months (data not shown).

The rate of single BiVs with small volumes up to 15 um® was
highest in striata 1 month and lowest in those 9 months after
BoNT-A (Fig. 6B). The ratio completely inverted for larger BiVs.
For BiV volumes from 30 to 40 um®, the ratio decreased with
increasing survival times (Fig. 6B).

In the mice 6 months after having received different amounts of
BoNT-A into the right CPu the median volumes of single ChAT-ir
BiVs increased dose-dependently from the 25 pg to 200 pg. The
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Fig. 7. Numeric density, volumes of single ChAT-ir BiVs and their relative volume
distribution from mice that received 25 pg, 50 pg, 100 pg and 200 pg BoNT-A into
the right striatum measured 6 months later. (A) The maximal number of ChAT-ir
BiVs was found in mice injected with 50 pg BoNT-A. Data are presented as mean
values + SEM. Asterisks indicate significant difference ("P< 0.01, P < 0.001). (B)
Histogram of ChAT-ir BiV volume distribution. The percentage of volume categories
in 5 um? steps is shown. The rate of single BiVs with small volumes up to 15 um” is
highest in striata injected with the lowest dose of 25 pg BoNT-A, and decreased
with increasing dosage.

median volumes were 11.42um°® following 25pg BoNT-A,
11.62 pm? after 50 pg, 21.66 pm? after 100 pg, and 20.82 pm? after
200 pg (data not shown).

The respective histogram of perceptual distribution of BiV vol-
umes revealed (Fig. 7B) that with higher dosage the relative quan-
tity of small BiVs up to 15 pm® was reduced, while the larger ones
with more than 25 um? increased.

2.4.3. TH-ir BiVS

Serial sections from all mouse brains were also immunoreacted
with TH-antisera, but contrary to ChAT staining (Fig. 4A-D, F-H)
we never found TH-ir BiVs after intrastriatal BoONT-A application,
although a dense TH-ir fiber network was clearly present in the
CPu of mice. Therefore, in order do directly compare the occurrence
of ChAT- and TH-ir BiVs in rats and mice, we injected exactly the
same amount of BoNT-A (100 pg) unilaterally into the CPu of both
species and reacted brain slices 6 month later. In the rat brain
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Fig. 8. Photomicrograph of immunohistochemical stainings of striata treated with 100 pg BoNT-A. Survival time was 6 months. (A) and (C) are from a mouse striatum, (B) and
(D) are from a rat. (A) and (B) were immunoreacted for ChAT, (C) and (D) for TH. Black arrows indicate cholinergic interneurons. Black arrow heads mark exemplarily

cholinergic BiVs, white arrow heads TH-ir BiVs.

100 pg BoNT-A induced ChAT-ir BiVs (Fig. 8B) as well as TH-ir BiVs
(Fig. 8D). In the BoNT-A injected mouse striata comparable ChAT-ir
BiVs were seen (Fig. 8A), but no TH-ir BiVs were demonstrable in a
dense TH-ir fiber network (Fig. 8C).

3. Discussion

QOur group previously studied the effect of intrastriatal injection
of BoNT-A against the background of BoNT-A as a therapeutic
option for a local anticholinergic therapy in the hemi-PD rat model
(Antipova et al., 2013; Hawlitschka et al., 2013; Holzmann et al.,
2012; Mehlan et al., 2016; Wree et al., 2011). In the present study
we wanted to extend our knowledge of intrastriatal BONT-A injec-
tions in a first step to the naive mouse. Mice seemed important
since in experimental Parkinson research especially mouse lin-
eages with mutations or knockouts of relevant PD-associated genes
are under consideration (Bezard et al., 2013; Cremer et al., 2015a,b;
Deng and Yuan, 2014; Pickrell et al., 2013). Moreover, as rat and
mouse brains differ in several major aspects (Bartelle et al., 2016;
Klein et al., 2012; Overgaard et al., 2013), i.e. rats are not simply
“big mice”, possible difference in the reaction to BoNT-A applica-
tion seemed interesting (Ellenbroek and Youn, 2016; Francis
et al, 2014).

As a first step, the effective and well tolerable BoNT-A dose for
intrastriatal injection in mice was detected. In rat brain Antonucci
et al. injected the superior colliculus with 225pg BoNT-A
(Antonucci et al., 2008), our group applied 1 ng into the rat CPu
(Wree et al., 2011). In mice, the median lethal dose for different
intraperitoneally injected BoNT serotypes was in the range 0.1-
1.0 ng toxin/kg body weight (Gill, 1982). Subsequently, for a mouse

weighing 25 g we calculated a dosage of 25 pg for intrastriatal
injection. Others used different dosage: in adult C575L/6N mice
Antonucci et al. (Antonucci et al., 2008) applied 0,2 ul of a 10 nM
BoNT-A solution (=300 pg) into the hippocampus. Luvisetto et al.
injected BoNT-A and BoNT-B into the lateral cerebral ventricle of
CD1 mice (Luvisetto et al., 2003) and extrapolated the LD50 for
BoNT-A and BoNT-B to 0.5-1.0 ng/kg body weight. Doupling of
the dosage led to death of the mice.

3.1. Bedy and brain weight

Following 25 pg BoNT-A injection body weight was not signifi-
cantly influenced up to 9 months survival. However, mice injected
with 100 pg and 200 pg BoNT-A showed increased weight com-
pared to mice receiving lower dosage of 25 or 50 pg BoNT-A after
a survival of 6 months. Possibly, in the high dose mice, the injected
BoNT-A had diffused into the region of the hypothalamus. There it
could have cleaved SNAP-25 that is known to be essential for exo-
cytosis of leptin (Mora and Pessin, 2002; Stuber and Wise, 2016).
Subsequently, due to lower leptin levels, mice developed obesity.
In the rat an effect of 1 ng of intrastriatal BoNT-A on the body
weights was not measured in our experiments (data not shown)
perhaps because the rat brain is fifth fold larger than the mouse
brain, and by this BoNT-A diffusion did not reach the hypothala-
mus. Alternatively, mice were generally more sensitive to BoNT-
A than rats (Lindstrom and Korkeala, 2006; Sesardic and Das,
2008; Wheeler et al., 2009).

The brain weight of mice 1-9 months after 25 ng BoNT-A injec-
tion persisted nearly constant resembling sham injected mice. The
small but significant 6% reduction of brain weight in mice with
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dosage from 50 to 200 pg BoNT as compared to the 25 pg BoNT-A
mice speak in favor of a mild degeneration process. Tentatively,
that could also be seen in Fig. 3 as the lateral ventricle on the
injected hemisphere seems slightly widened.

3.2. CPu volume

The volumes of the right CPu and left CPu of mice receiving
25 pg BoNT-A into the right striatum measured during 9 months
after BoNT-A or vehicle did not differ significantly between the
hemispheres. Corresponding to the respective brain weight, the
CPu volume in mice with dosage of 50 and 200 pg BoNT was
slightly reduced as compared to the 25 pg BoNT-A mice. Thus, it
can be speculated that the reduction in CPu volume in part caused
the reduction in brain weight. As yet brain weight of mice after
intracerebral injection of various BoNTs was not determined
(Antonucci et al., 2008, 2009; Luvisetto et al., 2003), measures
could only be discussed with respect to quantitative data obtained
by our group in rats (Antipova et al., 2013). In rats 1 ng BoNT-A
injected intrastriatally did not change striatal volume significantly
(Antipova et al., 2013) again speaking in favor of marked suscepti-
bility of mice to intracerebral BoNT application.

3.3. Number of ChAT-ir neurons

The number of striatal ChAT-ir neurons showed a considerable
interindividual variability ranging between 11000 and 15000. As to
our knowledge no data jet exist on the total number of ChAT-ir
neurons in mouse CPu, we for comparison took data from rat brain.
Assuming that as in the rat about 1-2% of all striatal neuron were
ChAT-ir (Kemp and Powell, 1971; Phelps et al., 1985), our data well
correspond to Rosen and Williams (Rosen and Williams, 2001) who
published the total number of all neurons in the various mouse
strains in the CPu ranging from 1.4 to 2.5 million and specifically
in C57BL/6] mice being 1.720 + 0.015 million per hemisphere.

Intrastriatal BoNT-A injection in mice did not alter the number
of ChAT-ir interneurons irrespective of survival time and dosage
tested. These data obtained in mice reinforced the results found
after 1 ng BoNT-A injection into the rat CPu where the total num-
ber of striatal neurons as well as the ChAT-ir neurons therein were
unaffected (Antipova et al., 2013; Mehlan et al., 2016). We can con-
clude that intrastriatal BoNT-A did not cause death of ChAT-ir neu-
rons in mouse and rat striata.

3.4. Numeric density and volume of ChAT-ir BiVs

The ChAT-ir BiVs previously described in BoNT-A injected stri-
ata of rats (Mehlan et al., 2016; Wree et al., 2011) were also found
in mice. The appearance of BiVs was discussed as a neuropatho-
logic phenomenon (Mehlan et al,, 2016; Wree et al.,, 2011). Due
to the BoNT induced cleaving of the SNARE protein SNAP-25 we
hypothesized that the exocytosis of neurotransmitter-containing
synaptic vesicles is blocked (Costantin et al., 2005; Schiavo et al.,
2000), and thus unreleased vesicles accumulated together with
other material in neuronal processes (Wree et al., 2011). However,
the exact mechanisms by which the BiVs were generated by BoNT-
A are still obscure. It has still to be clarified whether there is a rela-
tionship of BiVs with the known anterograde, retrograde and
transsynaptic transport of BoNT-A or it's cleavage products
(Antonucci et al,, 2008; Hong et al., 2017; Restani et al,, 2011).
Interestingly, in BoNT-C treated short term cultured cerebellar
granule cells Berliocchi et al. described enlarged varicosities and
blebs in the form of pearl like structures appearing along neurites
as signs of neurite degeneration with cytoskeletal and mitochon-
drial disarray (Berliocchi et al., 2005).

We found that 1 month after 25 pg BoNT-A injection a medium
number of small BiVs the majority of BiVs ranging in size from 5 to
15 um®. Three months after BoNT-A the numeric density of BiVs
increased, the median volume increased and the relative percent-
age of small BiVs decreased. Combining the 3 parameters we
assume BoNT-A induced time dependent accumulation of vesicles
and possibly degeneration products in the neurites. After even
longer survival times the combination of a decrease in number of
BiVs, an increase in median volume and a decrease in relative per-
centage of small BiVs speaks for a teardown of small BiVs and a fur-
ther accumulation of larger ones that survive longer. Further
assuming that the effect of BoNT-A as a functional blocker of
synaptic transmission is correlated to the number of BiVs our data
nicely fit with our results in behavioral changes of BoNT-A treated
hemi-PD rats. Maximal therapeutic effect was seen 1 and 3 months
after BoNT-A, 6 months following BoNT-A rotation behavior was
less influenced, and 9 months after BoNT-A the therapeutic effect
was reversed (Antipova et al., 2013; Wree et al., 2011). Taking also
into account the duration of the BoNT effect application in humans
up to about 4 months (Chen, 2012; Orsini et al., 2015; Rossetto
et al., 2001) evidence at least in the peripheral nervous system
exist that the degenerated and subsequently removed BiVs were
replaced by intermittent axonal sprouting and reformation of func-
tional presynaptic structures (Benecke and Dressler, 2007; de Paiva
et al., 1999).

Investigating the dose-depending efficacy of BoNT-A on the
numeric density and volume of BiVs 6 months after BoNT-A
revealed that the numeric density following dosage of 50-200 pg
exceeded that after 25 pg and that the median volume increased
with increasing dosage. It could be speculated that the toxic effect
of BoNT-A increased with higher doses leading to more and larger
BiVs. The results obtained in mice are in line with measures from
rat studies (Wree et al,, 2011): In the rat the numeric density of
BiVs drastically increased with increasing BoNT-A dose. Further-
more, respective functional data showed that increasing BoNT-A
dosage increased the therapeutic effect on rotation behavior
(Wree et al., 2011) and forelimb usage (Antipova et al., 2013).

3.5. Absence of TH-ir BiVs in C57BL/6 mice

In mice TH-ir BiVs were never found following intrastriatal
BoNT-A application. This was in contrast to respective BoNT-A
applications in rat CPu where always plenty of TH-ir BiVs were
seen. In order to look for further possible differences in the reaction
of the dopaminergic system of mice and rats we evaluated the sub-
stantia nigra (SN) TH-ir neurons in both hemispheres of mice and
rats 9 months after having received well tolerated BoNT-A dosage
into the right CPu (Fig. 9A-C). In mice (n = 7) injected with 25 pg
BoNT-A the number of TH-ir neurons per section in the SN did
not differ between the hemispheres (left: 159.3 +13.9, right:
171.4 £9.8). In rats (n = 7) injected with 1 ng BoNT-A the number
of TH-ir neurons per section in the SN also did not differ between
the hemispheres (left: 218.2 + 16.4, right: 220.0 + 21.2) (Fig. 9D).
Thus, neither in mice nor rats striatal BoNT-A affected the number
of TH-ir neurons in the SN. The absence of TH-ir BiVs in the mouse
brain seemed astonishing as BONT-A was shown to block synaptic
transmission equally in mouse and rat not only of ACh (Bigalke
et al., 1985; Gasior et al., 2013; Weisemann et al., 2016), but also
of other neurotransmitters including GABA, DA, serotonin, gluta-
mate, glycine and norepinephrine (Ashton and Dolly, 1988; Bozzi
et al., 2006; Mahrhold et al., 2006). The obvious difference of the
BoNT-A effect between mouse and rat might relay on the SV2C
receptor being mainly responsible for the internalization of
BoNT-A (Dong et al., 2006; Kroken et al,, 2016). Although much
is known about the SV2C receptor, unfortunately no data exist con-
cerning differences in affinity or susceptibility in rat and mouse
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striatum (Dardou et al., 2013, 2011; Dong et al., 2006; Kroken et al.,
2016). The relationship of BoNT-A and BiVs should be clarified in
long time cell culture experiments in which cholinergic and

250
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I BoNT injected (right)

200 -

150 -

100 4

TH-ir neurons/section [n]

50

D,

mouse rat

dopaminergic neurons of mice and rats are exposed to different
concentrations of BoNT-A. Theoretically, neuron- or transmitter-
specific differences would be not surprising, as rats and mice con-
siderably differ in many aspects of the nervous system (Klein et al.,
2012; Lazarov and Hollands, 2016; Overgaard et al., 2013). Further
experiments will have to examine whether the structural alter-
ations induced by BoNT-A in the dopaminergic terminals in mice
and rats are reflected by behavioral differences. Furtermore, the
present experiments show that extending the results up to now
after intrastriatal BoNT-A obtained in experimental hemiparkinso-
nian rats (Wedekind et al., 2017; Wree et al., 2011) probably can-
not simply transferred to genetical Parkinsonian strains.

4. Conclusion

25 pg BoNT-A injected into the striatum of mice had no signif-
icant effect on the volume of mouse striatum and the number of
ChAT-ir interneurons therein. Dosage of 50-200 pg BoNT-A mildly
reduced CPu volume but did not influence the number of ChAT-ir
neurons. Intrastriatal BoONT-A induced ChAT-ir BiVs exhibited the
highest numeric density 3 months after BONT-A. With longer post
injection survival time the number of BiVs decreased, whereas fol-
lowing increasing BoNT-A dosage the median size of the solitaire
ChAT-ir BiVs increased. TH-ir BIVs were never detected in BoNT-
A injected striata.

The present results extended the knowledge about the effect of
intrastriatal BoNT-A injection. Also in naive mice intrastriatal
BoNT-A injection had long-lasting morphological effects on cholin-
ergic structures, however, dopaminergic terminals were spared.
Further experiments will have to evaluate structural and behav-
ioral consequences of therapeutic BONT-A applications in mice of
lineages with mutations or knockouts of relevant PD-associated
genes.

5. Experimental procedures
5.1. Animals

Jung adult male C57BL/6-mice (Charles River Wiga, Sulzfeld,
Germany) weighing 18-24 g at the time point of the surgery were
used. All mice (n=53) were housed in standard cages in a
temperature-controlled room (22°C+2°C) and under 12h
light/12 h dark conditions with free access of food and water. All
procedures were approved by the State Animal Research Commit-
tee of Mecklenburg-Western Pomerania (LALLf M-V/TSD/7221.33-
1.1-053/08, LALLf M-V/TSD/7221.3-1.1-003/13).

5.2. BoNT-A application

All surgery was done under deep anesthesia with ketamine
(75 mg/kg, bela-pharm Vechta, Germany)/xylazine (5.8 mg/kg,
Rompun®, Bayer, Germany) using a stereotactic frame (Kopf®,
Tujunga, CA, USA) equipped with a mouse adaptor from Stoelting
(Wood Dale, USA). Mice received an injection of 1 ul BoNT-A solu-
tion (Lot No. 13028A1A; List, Campbell, USA, purchased via
Quadratech Diagnostics, Surrey, United Kingdom) containing a

<

Fig. 9. (A-C) Immunohistochemical staining for TH of mouse SN 9 months after
right side intrastriatal BoNT-A injection. (A) Overview of a frontal section. (B) and
(C) Higher magnifications of the left and right SNs. (D) Semiquantitative estimation
of the number of TH-ir neurons in selected 30 um thick sections of the SN in both
hemispheres of mice and rats 9 months after right side intrastriatal BoNT-A
injection. Mice were injected with 25 pg, rats with 1 ng BoNT-A. Data are presented
as mean values + SEM.
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total of 25 pg, 50 pg, 100 pg or 200 pg BoNT-A dissolved in PBS
+0.1% BSA into the right CPu delivered over 4 min (Fig. 3). The con-
trol group received 1 ul BoNT-A vehicle solution. The injection
coordinates with reference to bregma were: ap +0.65 mm, lateral
—1.6 mm and vertical —3.0 mm from dura, respectively (Paxinos
and Franklin, 2001). In young adult male rats, a total dose of 1 ng
BoNT-A was injected at the following coordinates according to
bregma: anterior-posterior =+1.3 mm/-0.4 mm, lat-
eral = —=2.6 mm/-3.6 mm and ventral = —-5.5 mm/-5.5 mm (right
CPu) (Paxinos and Watson, 2005; Wree et al., 2011).

5.3. Histochemistry

For histological examination, animals were killed with overdose
of ketamine/xylazine and transcardially perfused with 0.9% sodium
chloride, followed by 3.7% paraformaldehyde (PFA) solved in
phosphate-buffered saline (pH 7.4). Brains were immediately
removed from the skull, postfixed in 3.7% PFA overnight (4 °C),
cryprotected in 20% sucrose in PBS for 1 day (4° C), and frozen at
—50 °C, Frontal 30 pm thick brain slices were cut serially with cryo-
stat (Leica, Germany).

Different series were stained with cresyl violett (Nissl stain) or
using diaminobenzidin (DAB)-based immunohistochemistry for
ChAT or TH. Briefly, cholinergic structures were immunostained
using a polyclonal goat anti-ChAT affinity purified antibody (Milli-
pore, Schalbach, Germany 1:200), followed by incubation of rabbit
anti-goat IgG (Vector Laboratories, Burlingame, CA, 1:250). Stain-
ing of catecholaminergic structures occurred by incubation of a
monoclonal sheep anti-TH antibody (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA 1:1000) followed by incubation of biotinylated anti-
sheep IgG (Vector Laboratories, Burlingame, CA, 1:200). The meth-
ods of staining have previously been described (Wree et al., 2011).

5.4. Unbiased stereological analysis

The immunohistochemically stained brain slices were exam-
ined stereologically using the program Stereo Investigator 8.0. Stri-
atal volumes, number of cholinergic neurons and the numeric
density of BiVs where calculated by unbiased counting by means
of the optical fractionator principle.

5.5. Number of ChAT-ir neurons, numeric density and volume of ChAT-
ir BiVs

In mice (n = 43) that received 25 pg of BoNT-A (n = 34) or vehi-
cle (n=9) unilaterally into the right CPu we measured the number
of ChAT-ir neurons at 4 time points (1 month (n=10),3 (n=8), 6
(n=8) and 9 months (n=8)) after BONT-A in the striata of both
hemispheres. Furthermore, we analyzed the influence of different
unilateral intrastriatally applied BoNT-A dosages (50 pg (n=5),
100 pg (n=5), and 200 pg (n=2)) on the number of ChAT-ir neu-
rons in both CPu in mice 6 months post BoNT injection. The
numeric density and volume of ChAT-ir BiVs was measured in
the right CPu as they were not present contralaterally.

5.6. Volumetric analysis

In all mice the volumes of the left and right CPu of each animal
were assessed in Stereo Investigator 8.0 using the tracing data from
each CPu and the measured section thickness. Region volumes of
all sections of a subject were added to obtain the total volume of
the CPu.

5.7. Semiquantitative estimation of TH-ir neurons

In mice and rats nine months after right side intrastriatal injec-
tion of 25 pg or 1 ng BoNT-A the number of TH-ir neurons in the SN
were counted in left and right brain stem, evaluating two to three
representative sections per animal.

5.8. Statistical analysis

For stereology, a one-way ANOVA was used to analyze the mor-
phometric quantities with the post hoc Bonferroni and Student-
Newman-Keuls tests. P < 0.05 was considered statistically signifi-
cant. The mean coefficient of error of optical fractionator estimates
was calculated according to the method of Gundersen and Jensen
(Gundersen and Jensen, 1987) and was <0.05 in all analyses.

Prior to usage of parametric statistical tests data were checked
for equal variance using the Levene Median Test and subjected to
the Kolmogorov-Smirnov test (with Lilliefors’ correction) to test
data for normality. In case of normal distribution data were then
subjected to one-way or two-way ANOVA. The Holm-Sidak multi-
ple comparison approach was used to determine which groups
were different. A critical value for significance of P < 0.05 was used
throughout the study. In case of non-normally distributed data,
data were subjected to Kruskal-Wallis one- or two-way ANOVA
on ranks. Dunn’s test was used for post hoc comparisons after
ANOVA on ranks to adjust for multiple testing. All statistical tests
were done using SigmaPlot 11 Software.
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Abstract: Injection of botulinum neurotoxin-A (BoNT-A) into the striatum of hemiparkinsonian
(hemi-PD) rats reduced apomorphine-induced rotation behavior significantly, for at least 3 months.
Thereafter, rotation behavior increased again. We injected hemi-PD rats with 1 ng BoNT-A twice,
the second injection following 6 months after the first one and tested the rats for apomorphine-induced
rotations and spontaneous motor behaviors, i.e., corridor task and stepping test. To test the hypothesis
that BONT-A reduced striatal hypercholinism in hemi-PD rats, the acetylcholinesterase inhibitor
donepezil was injected prior to separate apomorphine-induced rotation tests. In hemi-PD rats,
the first BONT-A injection led to a clear reduction of the apomorphine-induced rotations, and the
second BoNT-A injection to a more massive and prolonged reaction. In hemi-PD rats whose
apomorphine-induced rotation behavior was strongly reduced by an intrastriatal BONT-A, subsequent
donepezil injections led to significant increases of the rotation rate. Concerning corridor task and
stepping test, neither first nor second BoNT-A injections changed hemi-PD rats’ behavior significantly.
The data give evidence for the possibility of repeated intrastriatal administrations of BoNT-A, for
treatment of motor symptoms in experimental hemi-PD over a longer time.

Keywords: botulinum neurotoxin-A; striatum; basal ganglia; donepezil; acetylcholine; 6-OHDA
Key Contribution: In hemiparkinsonian rats the temporal positive effect of repeated intrastriatal

BoNT-A application on apomorphine-induced rotations and spontaneous motor behaviors was
studied for the first time.

1. Introduction

Parkinson’s disease (PD) is the most frequent neurodegenerative movement disorder,
which mainly affects movement ability. PD is associated with a loss of dopaminergic neurons in
the substantia nigra pars compacta (SNpc), leading to a lack of dopaminergic inhibition of tonically
active cholinergic interneurons in the striatum (CPu) (Figure 1A,B). This causes a hypercholinism in
the CPu, which is thought to contribute to the majority of motor symptoms in PD [1-5] (Figure 1B).
Classic anticholinergic treatments ameliorate motor symptoms of PD, but acting systemically they also
entail numerous unwanted side effects [6-9].

Botulinum neurotoxin-A (BoNT-A) cleaves synaptosomal-associated protein-25 (SNAP-25),
a component of the vesicle fusion apparatus of the cholinergic presynaptic membrane. Therefore,

Toxins 2018, 10, 368; doi:10.3390/ toxins10090368 www.mdpi.com/journal /toxins
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Figure 1. Theoretical concept of the ACh-dependency of the reduction of the apomorphine-induced
rotation rate after unilateral BONT-A treatment of hemiparkinsonian (hemi-PD) rats. (A-D) Scheme of
the indirect pathway of the basal ganglia circuitry. Neurons, efferences and afferences of the striatum
(green oval area) relevant for our experiments are shown. A large cholinergic interneuron is depicted
with a stylized presynapse (red), the red circles representing ACh. The rectangles with an arrow
(SNARE) symbolize the entirety of the N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor complex,
which conveys the fusion of transmitter vesicles with the presynaptic membrane. The scissors named
with “AChE” represent acetylcholinesterase which cleaves ACh, and the blue neuron a medium
sized spiny projection neuron (MSN), which inhibits the globus pallidus externus (EGP) neurons
by GABA. (A) Under normal conditions tonically active cholinergic interneurons excite MSNs by
release of ACh. These cholinergic interneurons are excited by glutamatergic input of motor, sensory,
and prefrontal cortices and thalamus. Owing to their D, receptors, cholinergic interneurons are
inhibited by dopaminergic input from the substantia nigra pars compacta (SNpc). (B) After lesion of
the SNpc with 6-OHDA the dopaminergic input to the striatum, and consequently, the inhibition of
cholinergic interneurons is reduced, leading to a striatal extracellular hypercholinism, symbolized by a

higher number of red circles. Therefore, GABA-ergic projection neurons to the EGP become overactive.

(C) The injection of BoNT-A directly into the striatum cleaves the SNAP-25, an essential component of
the SNARE complex in cholinergic presynaptic boutons. In consequence, the extracellular amount of
ACh and the inhibition of the EGP should normalize. (D) After administration of the blood-brain barrier
passing acethylcholinesterase inhibitor donepezil, the BoONT-A-induced reduction of extracellular ACh
in hemi-PD rat striatum should be at least partially reversed, and the extracellular ACh concentration
in the striatum increased again.
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it inhibits the release of acetylcholine (ACh) in the peripheral nervous system [10,11], and as we
hypothesized in the central nervous system as well [12] (Figure 1C). Intrastriatal injection of 1 ng
BoNT-A in hemiparkinsonian (hemi-PD) rats reverses apomorphine-induced rotations for at least
3 months [12-17]. During a time frame of 12 months after BONT-A treatment, hemi-PD rats showed a
gradual recurrence of the apomorphine-induced rotation rate [12-14].
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In this study, two aspects of hemi-PD and BoNT treatment were evaluated. First, we tested
whether repeated intrastriatal BONT-A injections were able to improve motor behavior in hemi-PD rats
for a longer time period, resembling used clinical practice for BONT-A treatments [18,19]. Thus,
hemi-PD rats were intrastriatally injected with 1 ng BoNT-A 1 month and 7 months following
6-hydroxydopamine (6-OHDA) lesion (Figure 2), and underwent the apomorphine-induced rotation
test, as well as the stepping test and corridor task for spontaneous motor behaviors.
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Figure 2. (A) Time points of 6-OHDA lesion and behavioral tests in rats after first (1. BoNT) and
second (2. BoNT) BoNT-A or sham injection. Light grey rectangles symbolize batteries of corridor
task and stepping test, dark grey rectangles apomorphine-induced rotation test. (B) The spontaneous
behavior tests were performed as follows: Each series lasted 9 days. During the first 3 days, rats were
food restricted and then 2 days adapted to the corridor task apparatus for 10 min each. Next day,
the final corridor task was performed for 5 min. At the following 3 days, rats were handled by the
experimenter for 5 min each day, and on the following 3 days, rats underwent the stepping test twice a
day. (C) Finally, apomorphine-induced rotation test was performed for 40 min.

In the second set of experiments, the effect of donepezil on apomorphine-induced rotation
behavior in hemi-PD rats was investigated. Doing so, we wanted to test whether the decrease of the
apomorphine-induced rotation rate after intrastriatal BoONT-A injection in hemi-PD rats was due to
a reduction of extracellular ACh content in the CPu. We supposed that the observed decrease in the
apomorphine-induced turning rate in BoONT-A-injected hemi-PD rats, was attributed to a reduction
of ACh content in the treated CPu. However, direct evidence for a decrease of the extracellular ACh
concentration in the CPu in hemi-PD rats after BONT-A application, and a correlation between the
hypothesized ACh decrease and the reduction of the apomorphine-induced turning rate, was not
provided yet.

Assuming the observed beneficial effect of BONT-A was a result of a reduction of striatal
extracellular ACh content, an increase of the extracellular ACh should abrogate this effect.
Experimentally, such an increase of ACh in the synaptic clefts of the CPu was provoked by application
of the blood-brain barrier passing acetylcholinesterase (AChE) inhibitor donepezil (Figure 1D) [20].
Hemi-PD BoNT-A-treated rats underwent the apomorphine-induced rotation test up to 9 months after
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BoNT-A, and each again 72 h later following injection of donepezil 1 or 24 h ahead. Rotations of both
tests were compared to separate the donepezil effect.

There is consistent information about the pharmacological half-life of donepezil in man, but
not in rats. In the product information of donepezil-based medications (Aricept®, Full Prescribing
Information; 2016 http://www.aricept.com/prescribing-and-patient-info), as well as in several
publications [20-25], the half-life (t; /> ) is denoted at about 70 h in man. However, in rats, divergent
half-lifes were reported either in the range of 2 up to 3.5 h [26-28] or about 24 h [29]. To circumvent
the divergent information about the t; /, of donepezil, we studied experimental groups which were
administered donepezil or sham donepezil 24 h or 1 h prior to the second rotation test at each
monitoring point (Figures 7 and 9).

2. Results
2.1. Repetitive Intrastriatal BONT-A Injection in Hemi-PD Rats

2.1.1. Body Weight

Both intrastriatal applications of BONT-A were tolerated well by the animals and did not result
in health problems. Thus, the development of body weight in hemi-PD rats was neither significantly
altered by the first nor second BoNT-A injections, compared with sham-injected controls (F; 29 = 1.091,
p = 0.31). (Figure 3).
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Figure 3. Body weights of both groups evaluated at the following time points: day of 6-OHDA injection,
day of first (1. BONT) and second (2. BoNT) BoNT-A or vehicle injections, as well as 12 months after
the second BoNT-A or vehicle applications. Repetitive BONT-A injection did not alter body weights,
compared with vehicle injection in hemi-PD rats. All data are represented as mean + SEM.

2.1.2. Apomorphine-Induced Rotation Test

Hemi-PD rats intrastriatally treated with BoNT-A had less apomorphine-induced rotation,
compared with sham-injected animals (Fy, o9 = 4.385, p = 0.048). Hemi-PD rats 4 weeks after 6-OHDA,
showed about 6 apomorphine-induced turns per minute. In the present study, hemi-PD rats 1 month
after BONT-A showed about 2 apomorphine-induced rotations per minute, and thereby significant
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lower values compared with sham-injected hemi-PD rats (p = 0.001). Thereafter, a progressive
resurgence of the BONT-A-induced reduction of the apomorphine-induced rotation rate occurred,
reaching values identical to sham-injected rats at 6 months (Figure 4). However, 6 months after
the second BoNT-A injection using the same coordinates as before, an even more pronounced and
significant decline of the turning rate to about 2 was found, resembling the 1-month value of the first
BoNT-A injection (Figure 4). To fit the rotation data by a regression line, the parameter rpm/day was
calculated for every post BONT-A test point after the first and second application, and both slopes (m)
of the regressions were calculated. The time dependent slope of the apomorphine-induced rotation
rates after the first BONT-A injection was m = 0.0296 rpm d !, which after the second BoNT-A injection
was significantly flatter (m = 0.0136 rpm d1) (ty = 2.531, p = 0.02) (dashed lines in Figure 4).

% %k % kkk k% * % BoNT

rotations [rpm]

Figure 4. Apomorphine-induced rotation rates of hemi-PD rats repetitively treated with intrastriatal
BoNT-A (n = 11, black dots) or vehicle (1 = 6, light dots) 1 month and 7 months after 6-OHDA lesion.
Vehicle solution has no significant effect on apomorphine-induced rotation behavior in hemi-PD rats.
First BONT-A reduces the turning rate significantly and temporally, the effect diminishing after 6 months.
The effect of the 2. BONT-A injection is more distinct and lasts longer than the 1. BoONT. Dashed grey
lines mark linear regressions of the respective time dependencies of the apomorphine-induced rotation
rates after 1. and 2. BoNT-A. Asterisks indicate significant difference (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).
Data are represented as mean - SEM.

2.1.3. Spontaneous Motor Tests

Adjusting Steps

The stepping test was used to evaluate forelimb akinesia, which is most likely due to bradykinesia
of the affected limb [30-33]. Adjusting steps were measured on the non-lesioned and lesioned sides, for
each animal group (BoNT-A- and sham-treated hemi-PD rats), in the forehand and backhand directions.

Before 6-OHDA lesion, no difference in the number of adjusting steps for the left and right
forepaws, in forward and backward directions, was observed in either group (Figure 5A-D). All rats
made about 9-12 steps in forward and in backward directions, with their left and right forepaws.

Right side 6-OHDA lesion induced impairment in the performance of the left forelimb
(contralateral to 6-OHDA, Figure 5A,C) during the adjusting step when the rats were moved forward
and backward by the experimenter, the right forelimb (ipsilateral to 6-OHDA lesion) being unaffected
(Figure 5B,D). No significant improvement or worsening of the left forepaw movements was monitored
after the first, as well as after the second intrastriatal BONT-A or sham injection (Figure 5A,C). At the
same time, in 6-OHDA-lesioned rats, side stepping movements of the right forepaw in both forehand
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and backhand directions, were generally neither affected by ipsilateral BONT-A nor sham injection up

to 12 months (Figure 5B,D), with exception of single time points.
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Figure 5. Stepping test in hemi-PD rats treated with repetitive intrastriatal BoNT-A or vehicle.
In unlesioned rats, about 10-12 adjusting steps for the left (A,C) and right (B,D) forelimbs in forehand
and backhand directions were counted. In hemi-PD rats, the use of the left forepaw was impaired
in both the forehand (A) and backhand (C) directions. Neither 1. nor 2. BoONT-A nor sham injection
changed the impairment of left and right forelimb steps in both the forehand (A,C) and backhand

(B,D) directions in hemi-PD rats. Asterisks indicate significant differences compared to the sham group
(*p <0.05, * p <0.01, ** p < 0.001). Data are represented as mean + SEM.

Corridor Task

Two weeks before the 6-OHDA injection, rats were tested in the adjacent version of the
corridor task. Preoperative screening showed that all animals performed an equivalent number
of retrievals from each side of the corridor (about 50% of the total retrievals from either side) (Figure 6).
Animals with right side hemi-PD exhibited a strong neglect of the left corridor side (contralateral to
lesion): Only about 5% of retrievals were measured on the left side (Figure 6).

Neither the first ipsilateral intrastriatal BONT-A nor sham injections in hemi-PD rats, improved a
contralateral sensorimotor integration up to 6 months significantly (Figure 6). Moreover, the second
intrastriatal injection of BONT-A or vehicle demonstrated non-significant effects on sensorimotor
(spatial) neglect for the side contralateral to the lesion during the next 12 months post-injection

(Figure 6).

124



9. Anlagen

Toxins 2018, 10, 368 7 of 22
60
—8— BoNT
50 —O— Sham
40 A
=
2 30 -
B
20 A
10 1
0
‘\o“ o o\\ O\f‘ oe" 0\\" Oe" o@" x\“ ox\"
o 7,07 97 97 o7 9 ?
6‘ 6 L SR R % a2

Figure 6. Corridor task in hemi-PD rats repetitively treated with intrastriatal BoONT-A or vehicle.
Before 6-OHDA lesion, all animals equally retrieved pellets from either the left or right sides of the
corridor apparatus. Right side hemi-PD rats significantly neglected the left corridor side. Neither 1.
nor 2. BoONT-A nor sham injection improved contralateral sensorimotor integration in hemi-PD rats.
Data are represented as mean 4 SEM.

2.2. Influence of Donepezil on Apomorphine-Induced Rotation Behavior

In the second experiment, we investigated whether it could be the reduced extracellular ACh
concentration that caused the reduction of the BONT-A-related apomorphine-induced rotation rate in
hemi-PD rats. We compared the results of two apomorphine-induced rotation tests performed with
an interval of 72 h, whereby the first was performed without additional donepezil, and the second
following injection of donepezil (2 mg kg~! body weight (BW)), either 24 h or 1 h before apomorphine.

2.2.1. Reaction of Rats to Donepezil

Animals’ reaction to 2 mg kg~' BW donepezil was qualitatively evaluated. Starting about
8-10 min after i.p. injection, rats showed donepezil-related gnawing. This donepezil-induced gnawing
behavior lasted approximately for about 2.5 h. We also measured a decline of the body temperature of
approximately 1 °C, 1 h after donepezil administration. Tremor, salivation, lacrimation, and increased
defecation, indicative for threefold higher donepezil dosages used by others were not seen [23,27,34-36].
General motor activity seemed uninfluenced by donepezil. Moreover, no fasciculations mentioned
after daily oral application of 2.5 mg kg~! [37] were seen after a single dose applied i.p., as used in
our study.
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2.2.2. Donepezil Injection 24 h Prior to the Second Rotation Test

Two groups of hemi-PD rats were used. One group was intrastriatally injected with 1 ng BoNT-A
(group 6-OHDA + BoNT-A), and the other with the solvent of BONT-A (group 6-OHDA + sham
BoNT-A). At 1, 2, 3, and 4 months after BONT-A or vehicle application, the apomorphine-induced
rotation rate was measured, and at each time point 48 h later, 2 mg kg ~! BW donepezil was injected
i.p., and a further 24 h later, the second apomorphine-induced rotation test was performed (Figure 7).
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Figure 7. Time points of repetitive apomorphine-induced rotations (dark grey rectangles) in hemi-PD
rats, before and after BONT-A or sham injection, under the influence of donepezil (A) or sham
doneperzil (B). (C) The two apomorphine-induced rotations were performed as follows: Apomorphine
rotations were tested 72 h apart. Furthermore, 24 h before the second rotation test, donepezil or vehicle

was injected.

As expected, intrastriatal BONT-A reduced apomorphine-induced rotations in hemi-PD rats
(Figure 8A). Seventy-two h later the same rats having received donepezil 24 h before, showed
significantly increased rotation rates (Figure 8A).

However, a comparable donepezil effect in apomorphine-induced rotations was also found in
sham BoNT-A-treated hemi-PD rats (Figure 8A). Significant differences between the two consecutive
rotation tests—first without and second with donepezil—were found for the monitoring points at
1 and 2 months after the BONT-A or sham BoNT-A administration (Figure 8A).
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Figure 8. (A) Hemi-PD rats treated with intrastriatal BoONT-A (black dots) or vehicle (light dots)
underwent apomorphine-induced rotation tests, before and 1 to 4 months after BONT-A or sham
BoNT-A. In the second apomorphine-induced rotation test under the influence of donepezil
(2 mg kg ! BW) injected 24 h ahead, the rotation rate significantly increased at time points 1 and
2 months after BONT-A, as well as after sham BoNT-A. Asterisks mark significant donepezil-induced
changes of the turning rate between the two associated rotations in the group which was treated with
BoNT-A, hashes mark those in the group treated with sham BoNT-A. (B) Hemi-PD rats treated with
intrastriatal BONT-A (black dots) or vehicle (light dots) underwent apomorphine-induced rotation test,
before and 1 to 2 months after BONT-A or sham BoNT-A. In the second apomorphine-induced rotation
test under the influence of sham donepezil injected 24 h ahead, rotation rates significantly increased
at time points 1 month after 6-OHDA and 1 month after BoONT-A. Asterisks mark significant sham
donepezil-induced changes of the turning rate between the two rotation tests of the BONT-A-treated
group, hashes mark significant changes in the group treated with sham BoNT-A. Asterisks and hashes
indicate significant differences (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001; ¥ p < 0.05, ¥ p < 0.01). Data are
represented as mean =+ SEM.
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2.2.3. Sham Donepezil Injection 24 h Prior to the Second Rotation Test

Using a comparable experimental design, except for the donepezil injection prior to the second
rotation, rats were injected with 0.9% NaCl solution 24 h prior to the second rotation test at the
monitoring points 1 month after the 6-OHDA, and 1 and 3 months after BONT-A injection in
hemi-PD rats (Figure 8B). Remarkably, in these experiments we measured significant increases in the
apomorphine-induced rotations 24 h after sham donepezil injection, 1 month after 6-OHDA lesion,
as well as 1 month after BONT-A injection or sham BoNT-A injection (Figure 8B).

2.2.4. Donepezil Injection 1 h Prior to the Second Rotation Test

Three experimental groups of hemi-PD rats were studied (Figure 9): The first group (n = 6) was
BoNT-A-treated 1 month after the 6-OHDA and received donepezil 1 h prior to the second rotation
tests at every monitoring point (Figure 10A). The second group (1 = 6) was sham BoNT-A-treated
1 month after 6-OHDA and received donepezil 1 h prior to the second rotation tests (Figure 10B).
The third group (1 = 6) was BONT-A-treated 1 month after induction of hemi-PD and received sham
donepezil (0.9% NaCl) 1 h prior to the second rotation tests at every monitoring point (Figure 10C).
One h after injection of 2 mg kgfl BW donepezil, sham BoNT-A-treated hemi-PD rats showed a
significant and considerable decrease of the apomorphine-induced rotation rate of about 3 to 4 rpm
(rotations in anti-clockwise direction), compared to values measured 72 h before (Figure 10B). One h
after donepezil injection BoONT-A-treated hemi-PD rats only tentatively showed a decline of the turning
rate, these changes being mostly insignificant (Figure 10A). Only 9 months after BONT-A treatment,
additional donepezil affected rotation behavior significantly, when the BoNT-A effect had nearly
vanished (Figure 10A). Regarding BoNT-A-treated hemi-PD rats, which were injected with sham
donepezil 1 h prior, a second rotation test at neither monitoring point showed significant changes in
the turning rates (Figure 10C).
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BoNT

i
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Figure 9. (A) Time points of repetitive apomorphine-induced rotations (dark grey rectangles) in
hemi-PD rats, before and after BONT-A or sham injection, under the influence of donepezil or sham
donepezil. (B) The two apomorphine-induced rotations were performed as follows: Apomorphine
rotations were tested 72 h apart. One h before the second rotation test, donepezil or vehicle was injected.
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Figure 10. (A,B) Hemi-PD rats treated with intrastriatal BoNT-A (black dots) or vehicle (light dots)
underwent repetitively apomorphine-induced rotation tests, before and 1 to 9 months after BONT-A
(A) or sham BoNT-A (B). In the second apomorphine-induced rotation test, under the influence of
donepezil injected 1 h ahead, rotation rates were unchanged in the BONT-A group (A) but were
significantly increased in the sham BoNT-A group up to 9 months (B). Sham donepezil injections
1 h prior to the second apomorphine-induced rotation tests in BONT-A-treated hemi-PD rats did not
influence their rotational behavior (C). Asterisks indicate significant differences (* p < 0.05). Data are
represented as mean &= SEM.
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3. Discussion

Injection of 1 ng BoNT-A into the striatum of hemi-PD rats abolishes apomorphine-induced
rotations for at least 3 months [12-17]. Thereafter, the apomorphine-induced rotation rate
reverses [12-14,38]. Analogous to clinical practice in the use of BoONT-A, we evaluated the effect
of repetitive BONT-A injections (1 and 7 months after 6-OHDA) in the hemi-PD rat model using a
battery of tests, including apomorphine-induced rotations and spontaneous behavior tests.

In the striatum, BoNT-A is thought to act in two main directions: ACh release of the tonically
active cholinergic interneurons is blocked [1,4,5]; and the concentrations of the dopamine D; receptor
is reduced as shown in hemi-PD rats with D, receptor upregulation, as in BONT-A-injected normal
rats [38,39].

3.1. Repetitive Intrastriatal BONT-A Injection in Hemi-PD Rats

3.1.1. Body Weight

Neither first nor second intrastriatal BONT-A injections significantly influenced the body weight of
the rats. Even 12 months after the second BoNT-A application, body weights of BONT-A- (551 & 11 g;
mean = SEM) or sham-injected rats (581 + 14 g) did not differ significantly. Thus, repetitive intrastriatal
BoNT-A had no negative effect on the health of the rats, being in line with unaltered measures after
the single BoNT-A application [12,39].

3.1.2. Apomorphine-Induced Rotation Test

It was shown that intrastriatal injection of 1 ng BoNT-A in hemi-PD rats ameliorated
apomorphine-induced rotations for at least 3 months, and during 12 months after BONT-A treatment,
hemi-PD rats showed a gradual recurrence of the apomorphine-induced rotation rate [12-17].
We demonstrated that repetitive intrastriatal injections of BoNT-A in hemi-PD rats were well
tolerated, and the second injection had an effect significantly exceeding the behavioral outcome
of the first injection. The second BoNT-A injection led to a more distinct reduction of the
apomorphine-induced rotation rate after 1 month: Rotation rate 1 month after first BONT-A was
2.27 + 0.86 rpm, and 0.17 &+ 0.58 rpm (mean + SEM) after second BoNT-A. The time dependent
slope of apomorphine-induced rotations was flatter after the second BoNT-A injection: Rotation
rate 3 months after first BONT-A was 4.44 £ 0.86 rpm, and 1.32 & 1.06 rpm after second BoNT-A.
Rotation rate 6 months after first BONT-A was 6.85 4+ 1.05 rpm, and 2.20 + 0.91 rpm after second
BoNT-A. The 3 months effect of the first BONT-A injection equaled that of the 12 months effect of the
second BoNT-A application (5.08 + 0.54 rpm). These results suggested that although 6 months after
the first BoNT-A injection, the rotation rate retoured to the pre-BoNT-A value (6 months after first
BoNT-A = 6.85 + 1.05 rpm, pre-BoNT-A = 5.75 £ 1.25 rpm), a residual impact of the first BONT-A
application seemingly persisted.

Our results concerning the more profound effect of the second intrastriatal BoONT-A injection, were
in line with the prolongation of the therapeutic intervals observed following intramuscular BoNT-A
injections. Rogozhin et al. [40] demonstrated in the mouse epitrochleoanconeus muscle that after
repeated BoNT-A administrations, the functional recovery of neuromuscular transmission occurred
slower than after a single BONT-A injection. After a single BONT-A injection, quantal ACh release from
motor nerve terminals reached 50% of control about 6 weeks after injection; however, after repetitive
BoNT-A this level was reached about 11 to 15 weeks after the last injection. Accordingly, striking
structural abnormalities of neuromuscular junctions and intramuscular nerves were more pronounced
after repetitive injections. Moreover, in human therapeutic BONT-A application, more distinct and
longer lasting effects, resulting in an increase in the mean duration of efficacy with the number of
injections are well known [41-45].

We suppose that 6 months after the first intrastriatal BoNT-A injection, morphological and/or
physiological parameters had not fully recovered, so that the second BoNT-A application caused
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a more distinct and cumulative effect, seen in the longer and more pronounced reduction of the
apomorphine-induced turning rate. This phenomenon is seemingly a specific BONT-A effect, as the
apomorphine-induced rotation rate was not dependent on the time after 6-OHDA lesion, and even not
influenced by sham injection experiments [38].

3.1.3. Spontaneous Motor Tests

Unilateral right side 6-OHDA lesion induced marked and long-lasting stepping deficits with the
left forepaw (contralateral to lesion), in both forehand and backhand directions. Neither the first nor
the second ipsilateral intrastriatal BONT-A injection changed the impairments seen in hemi-PD rats.
The same was true for sensorimotor integration behavior. In the corridor task, right side hemi-PD
resulted in a massive neglect of the left corridor side. The first, as well as the second ipsilateral
intrastriatal BoNT-A injection, did not improve contralateral sensorimotor integration significantly.

The outcomes of both behavioral tests reflected the motor initiation deficits of the forelimb,
depending on contralateral striatal DA depletion [46-51]. DA deprivation of the striatum leads to
increased GABAergic MSN projection to the EGP, which results in a disinhibition of the spontaneously
active STh. As a result, a more intensely firing IGP inhibits VL. Finally, the inhibited VL neurons do
not adequately activate the premotor cortex, which in turn reduces initiation of movements of the
contralateral body via its crossed motor efferents [52-55]. Intrastriatal ipsilateral BONT-A injection of
1 ng BoNT-A did not change the impairments seen in hemi-PD rats. Probably, the BoONT-A-induced
changes in the DA deprived CPu concerning extracellular ACh content [56-58], and receptors of DA
and others transmitters [59-61] were not adequate to improve spontaneous motor behavior. The degree
of bradykinesia is associated with the degree of depletion of DA neurons [62,63]. Only animals with
more than 80% striatal DA depletion exhibited similar stepping deficits [62,64-66], whilst animals with
less depletion did not [33,67]. As in hemi-PD rats, the DA deprivation was almost complete [68-71],
and consequently, not influenced by BoNT-A applications. It is not surprising that stepping behavior
and sensorimotor integration were changed, neither by the first nor the second ipsilateral intrastriatal
BoNT-A application.

3.2. Influence of Application of 2 mg kg—! BW Donepezil Prior to Apomorphine-Induced Rotation Test

Hemi-PD rats treated intrastriatally with BONT-A and injected with 2 mg kg~! BW donepezil
24 h prior an apomorphine-induced rotation test, showed a significant increase of their turning rate,
compared to a rotation test 72 h before. This seemingly proved our working hypothesis that the
BoNT-A-induced reduction of apomorphine-induced rotation rate of hemi-PD rats was due to a
reduction of the striatal ACh content. However, in sham BoNT-A-treated hemi-PD rats, we found
comparable results. Moreover, time matched sham donepezil-injected BoNT-A-treated hemi-PD rats
showed a significantly increase in turning rate, respectively. Therefore, we concluded that the similar
increases of the rotation rate were not due to specific donepezil-induced increase of extracellular ACh
content in the striatum. According to the microdialysis, studying ACh in the cortex and hippocampus of
freely-moving rats following i.p. injection of 4 pmol kg ~! donepezil, extracellular ACh concentrations
steeply increased, and showed maximal values 1 to 2 h after injection and reached baseline levels
again after about 4 to 5 h [72-74]. Thus, apomorphine injections at an interval of 72 h were seemingly
unaffected by donepezil, but could tentatively have caused a behavioral sensitization, discussed in
repetitive apomorphine applications [75,76].

Remarkably, an injection of 2 mg kg~! BW donepezil 1 h prior to an apomorphine-induced
rotation test, in contrast to a donepezil injection 24 h prior to a rotation test, leads to a significant
reduction of the turning rate in sham BoNT-A-treated rats, and to a tendential reduction of the turning
rate in BONT-A-treated rats. Obviously, the effect of donepezil in rats is limited to some hours after
its systemic application, because we registered strong effects on the apomorphine-induced rotation
behavior 1 h after injection, but we saw no specific alterations 24 h after application. So our results
remain in line with those reports postulating a t; /» of donepezil of few hours [26-29], and shown by
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others [72-74,77]. Contradicting our working hypothesis, the application of donepezil did not lead to a
jump of the turning rate in BONT-A-treated hemi-PD rats. We suppose that this is due to the systemic
action of donepezil. Babiloni et al. (2014) investigated the effect of donepezil on EEG markers and
motor activity in mice during short post-administration periods up to 3 h. Donepezil normalized motor
activity, compared to vehicle-induced increased motor activity [78]. Comparable results were seen
in a traumatic brain injury model, where Shaw et al. (2013) subsequent to daily donepezil injection
(19 days) did not find motor improvement, but stated significantly impaired beam-balance time and
beam-walk time at the dosage used in our experiments [79].

Although donepezil was shown as beneficial with respect to cognition in mild to moderate
dementia [80-83], and also moderate dementia with Parkinson’s disease, donepezil therapy did not
change motor PD symptoms [84,85]. Furthermore, donepezil treated dementia with Lewy body,
without relevant worsening of extrapyramidal symptoms [86]. However, others stated that donepezil
treatment could cause adverse motor effects in a subset of patients with parkinsonian dementia [87-90];
worsened activities of daily living mobility in patients with progressive supranuclear palsy [91];
and deteriorated motor behavior in patients with dystonic reactions [92].

It can be speculated that the reductions of apomorphine-induced rotations, following 1 h after
donepezil, were not caused by an increase of extracellular ACh in the striatum, but by a general
depression of the rats” motor activity. The donepezil-related reduction in motor activity was measured
in the sham-treated hemi-PD rats, as a reduction in apomorphine-induced rotations (Figure 10B).
Seemingly, no significant donepezil-induced (Figure 10A) or sham donepezil-induced (Figure 10C)
reductions in motor activity were measured in the BoNT-A-treated hemi-PD rats, as those rats
performed fewer rotations per se.

We conclude, that the systemic administration of donepezil, irrespective of the time prior to an
apomorphine-induced rotation test, was not a qualified method to prove the ACh dependence of
the effect of intrastriatal injection BONT-A. Application of donepezil 24 h ahead of apomorphine had
no specific effect, as the temporal increase of extracellular ACh in the brain was already abrogated.
Application of donepezil 1 h before apomorphine likely did not have the hypothetically expected effect,
i.e., reversing the BoONT-A-induced reduction of apomorphine-induced rotation behavior, caused by
the increase of extracellular ACh, as the general motor-depressive effect of donepezil exceeded that of
the increase of extracellular ACh in the striatum.

4. Conclusions

Firstly, data showed that repeated intrastriatal BoNT-A injections in the hemi-PD rat model
were possible and well tolerated. In hemi-PD rats, the second intrastriatal BONT-A injection had a
more intense and longer lasting effect on the reduction of apomorphine-induced rotations, but like
the first one, it did not affect forelimb akinesia and lateralized sensorimotor integration. Secondly,
systemic donepezil injection prior to testing the apomorphine-induced rotation behavior is not
qualified to prove the dependency of striatal extracellular ACh content for turning rate reductions
after BONT-A treatment.

These different effects of BONT-A application suggest that intrastriatally applied BoNT-A acts both
as an inhibitor of ACh release and influences transmitter receptors, especially D, receptor expression,
and thereby, affects the basal ganglia circuitries. Therefore, the evaluation of receptor densities of all
important striatal transmitters is the subject of ongoing studies of our group.

5. Materials and Methods

5.1. Animals

All experiments were started with 2.5 months old, male Wistar rats (strain Crl:WI BR, Charles
River Wiga, Sulzfeld, Germany) weighing 295-305 g. Animals were housed in standard cages at
22°C + 2°Cunder a 12 h light/dark cycle, with free access to water and food. All procedures used in
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the present study complied with the guidelines on animal care. The experiments were approved by
the local Animal Research Committee of the state of Mecklenburg-Western Pomerania (LALLF M-V
7221.3-1.1-003/13 from 26 April 2013.

5.2. Induction of Hemiparkinsonism

All surgeries were carried out under aseptic conditions and deep anesthesia (50 mg kg_1 BW)
ketamine and 4 mg kg~! BW xylazine). To induce an experimental hemi-PD syndrome, a unilateral
injection of 24 ng 6-OHDA dissolved in 4 uL 0.1 M citrate buffer was performed into the right medial
forebrain bundle (MFB), using a stereotactic frame (Stoelting, Wood Dale, IL, USA). The injection
coordinates with reference to bregma were: AP = —2.3, L = 1.5, V = —9.0, as described in Reference [93].
The success of the lesion was verified by measurement of the apomorphine-induced rotation rate [94,95],
4 weeks after 6-OHDA injection. Rats (n = 45) that displayed an apomorphine-induced rotation rate
of at least 4 rotations per minute to the left side, were successfully lesioned, indicating unilateral
death of about 97% of the nigrostriatal dopaminergic neurons [95]. Only those rats were used for
further experiments.

5.3. Body Weight

Body weights were measured at the following time points: 6-OHDA injection, first and second
BoNT-A or vehicle injections, as well as at every monitoring point and 12 months after the second
BoNT-A or vehicle applications.

5.4. Injection of BONT-A into the Striatum

About 6 weeks after the 6-OHDA injection, the animals underwent a next stereotactic surgery
(Figure 2). Either a solution of BoNT-A dissolved in phosphate-buffered saline supplemented with
0.1% bovine serum (prepared from BoNT-A powder, Lot No. 13028A1A; List, Campbell, CA, USA;
purchased via Quadratech, Surrey, UK) or vehicle (sham BoNT-A) solution was injected into the
right CPu at two sites [12,14,15]. Hemi-PD rats were treated with either 1 ng BoNT-A (n =29) or
vehicle (7 = 16). The respective coordinates with reference to bregma were: AP = +1.3/—-0.4 mm,
L=26/3.6 mm to the right, and V = —5.5 mm. Animals received a 2 x 1 uL BoNT-A solution
containing a total of 1 ng BoNT-A or vehicle solution. Animals for the repetitive BONT-A injection
experiment underwent a second BoNT-A or a sham injection with vehicle solution, 6 months after the
first one, respectively (Figure 2).

5.5. Apomerphine-Induced Rotation Test

The rate of apomorphine-induced rotations, served as a measure for the extent of the basal ganglia
circuit disturbance by the unilateral lesion of the SNpc [94,95].

The apomorphine-induced turning rate was ascertained 4 weeks after the 6-OHDA lesion, and 1,
3, and 6 months after the first BONT-A injection, as well as 1, 3, 6, 9, and 12 months after the second
BoNT-A treatment. Two experimental groups were studied: hemi-PD rats treated with BoNT-A
(n = 16), and hemi-PD rats injected with vehicle solution (n = 8) (Figure 2).

Apomorphine was injected s. c. (0.25 mg kg~') and the animals’ turns registered on
a self-constructed automated rotometer device over 40 min. In right-sided hemi-PD rats,
the apomorphine-induced complete anti-clockwise 360° turns were expressed as positive values
(Figures 4, 8 and 10).

5.6. Spontaneous Motor Tests

Stepping test and corridor task were performed before 6-OHDA lesion, 4 weeks thereafter, and 1,
3, and 6 months after the first ipsilateral intrastriatal injection of BONT-A or sham BoNT-A; and 1, 3, 6,
9, and 12 months after the second BoNT-A or vehicle injection (Figure 2).
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5.6.1. Adjusting Steps

Before evaluating adjusting steps, rats were handled by the experimenter during 3 days to adapt
to the test procedure [33,96,97]. Tests were performed twice per day on 3 successive days. Briefly,
the rat was held with one hand softly blocking both its hind limbs and the restrained forelimb, with
the unrestrained forepaw touching the table. The rat was moved slowly sideways across the table
(90 cm in 5 s) and the number of adjusting steps of the unrestrained left or right forelimb was counted,
whilst moving in the forehand and backhand directions. Subsequently, the forehand and backhand
steps of left and right paws were evaluated using the video recorded sessions, which allowed counting
of the number of adjusting steps by an investigator blinded to the state of the rats.

5.6.2. Corridor Task

Lateralized response selection was examined using the version, according to Grealish et al. [98].
Prior to testing rats were food restricted for 3 days, and maintained at about 90% of free-feeding BW
during habituation and testing, as described in Reference [99]. Rats were adapted to the self-constructed
alleyway (240 cm long x 7 cm wide x 23 em deep) for 10 min each on 2 successive days, with some
scattered sugar pellets (Ain-76A Rodent Tablet 20 mg TestDiet, Richmond, IN, USA) along the floor of
the corridor. Each day, the animals started from different ends of the corridor. For final testing, on
day 1, rats were first placed in an identical but empty corridor for 5 min for adaptation, and then to
the end of the testing corridor. In the testing corridor, bowls (2 cm in diameter, distance between the
bowls 15 cm) were placed on the left and right sides, containing 5 pellets each. Rats were allowed for
5 min to retrieve pellets from either side of their body, as detailed in References [50,100]. The retrievals
of the right side (ipsilateral) and left side (contralateral) were counted, and the data expressed as
the percentage of left- or right-side retrievals on the total number of retrievals. The side is defined
according to the rat’s body axis. A “retrieval” involved a nose poke into a bowl, whether or not pellets
were taken from it, as outlined in References [98,101,102].

5.7. Donepezil Modifying Apomorphine-Induced Rotations

In different experiments the possible effect of donepezil on apomorphine-induced rotation rates
was evaluated. Hemi-PD rats intrastriatally injected with BONT-A (1 ng) or sham BoNT-A were twice
tested for apomorphine-induced rotations, at an interval of 72 h. At 24 h or 1 h prior to the second test
for apomorphine-induced rotations, donepezil (2 mg kg~! BW) or sham donepezil (0.9% NaCl) was
injected i.p. (Figures 8 and 10).

Thus, a total of 7 groups were tested: (i) hemi-PD + BoNT-A + 24 h donepezil (1 =15);
(ii) hemi-PD + sham BoNT-A + 24 h donepezil (n = 9); (iii) hemi-PD + BoNT-A + 24 h sham donepezil
(n = 14); (iv) hemi-PD + sham BoNT-A + 24 h sham donepezil (1 = 7); (v) hemi-PD + BoNT-A + 1 h
donepezil (1 =6); (vi) hemi-PD + sham BoNT-A + 1 h donepezil (n = 6); and (vii) hemi-PD +
BoNT-A + 1 h sham donepezil (n = 6)—(not done: hemi-PD + sham BoNT-A + 1 h sham donepezil).
Groups i-iv were tested 1 to 4 months after BONT-A or sham BoNT-A, and groups v—vii 1 to 12 months
after BONT-A or sham BoNT-A.

5.8. Data Analysis

The results were presented as means + SEM. Computations and statistics of donepezil modifying
apomorphine-induced rotations were performed with Excel®. For comparison of rotation rates and
slopes of rotation rates between two animal groups at the same monitoring point, the unpaired
Student's t-Test was performed. For investigation of rotation rates and slopes of the rotation rate of one
animal group at different monitoring points, the paired Student’s t-Test was performed. In all cases,
p values < 0.05 were considered significant and p values < 0.01 were considered highly significant.

Data of body weights and spontaneous motor tests, ie., stepping test and corridor task,
were subjected to two-way ANOVA using SigmaPlot 11 Software (Systat Software, Inc., San Jose,
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CA 95110, USA). The Holm-Sidak approach was used for adjustment for multiple testing, for post hoc

comparisons. A critical value for significance of p < 0.05 was used.
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Abbreviations

6-OHDA 6-hydroxydopamine

ACh acetylcholine

AChE acetylcholinesterase

BoNT-A botulinum neurotoxin-A

BW body weight

Cha caudate-putamen (striatum)

DA dopamine

D, dopamine D5 receptor

EGP (=LGP) external (lateral) globus pallidus
GABA gamma-aminobutyric acid
hemi-PD hemiparkinsonian

IGP (=MGP) internal (medial) globus pallidus

M slope/drawdown

MFB medial forebrain bundle

MSN medium spiny neuron

PD Parkinson’s disease

PPN pedunculopontine nucleus

RPM/d (revolutions per minute)/day
SNAP-25 synaptosomal-associated protein-25
SNARE N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor
SNpc substantia nigra pars compacta
STh subthalamic nucleus

VL ventrolateral thalamic nucleus
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Abstract: Different morphological changes in the caudate-putamen (CPu) of naive rats and mice
were observed after intrastriatal botulinum neurotoxin-A (BoNT-A) injection. For this purpose
we here studied various motor behaviors in mice (n = 46) longitudinally up to 9 months after
intrastriatal BONT-A administration as previously reported for rats, and compared both outcomes.
Apomorphine- and amphetamine-induced rotational behavior, spontaneous motor behavior, as well
as lateralized neglect were studied in mice after the injection of single doses of BoNT-A into the right
CPu, comparing them with sham-injected animals. Unilateral intrastriatal injection of BONT-A in
mice induced significantly increased contralateral apomorphine-induced rotations for 1 to 3 months,
as well as significantly increased contralateral amphetamine-induced rotations 1 to 9 months after
injection. In rats (1 = 28), unilateral BoNT-A injection also induced significantly increased contralateral
apomorphine-induced rotations 3 months after injection, but did not provoke amphetamine-induced
rotations at all. Lateralized sensorimotor integration, forelimb preference, and forelimb stepping
were significantly impaired on the left side. The differences in motor behaviors between rats and
mice may be caused by different BoNT-A effects on cholinergic and catecholaminergic fibers in rat
and mouse striata, interspecies differences in striatal receptor densities, and different connectomes of
the basal ganglia.

Keywords: botulinum neurotoxin-A; basal ganglia; interspecies differences in motor behavior; mouse;
rat; interneurons

Key Contribution: We investigated the effect of intrastriatal BONT-A application on motor behavior
in naive mice for the first time. To interpret the differences of the BoONT-A effect in mice and rats,
multi-receptor fingerprints of Wistar rats and C57Bl/6 mice as well as their basal ganglia connectomes
were compared.
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1. Introduction

Parkinson’s disease (PD) is a common chronic progressive age-related neurodegenerative
movement disorder characterized by the loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars
compacta and, subsequently, of dopamine in the caudate-putamen (CPu) [1-3]. Dopamine deficit
causes a profound impairment of neuronal circuits in the basal ganglia [4-7], and particularly an
increased release of acetylcholine by tonically active striatal interneurons [8-12]. Anticholinergic
drugs are used to antagonize striatal hypercholinism in PD, but this treatment often elicits adverse
side effects [13-15]. In order to circumvent general anticholinergic drug effects, we tested a local
intrastriatal injection of botulinum neurotoxin-A (BoNT-A) [16-20].

Indeed, in the experimental 6-OHDA-induced hemiparkinsonian (hemi-PD) rat model,
intrastriatal application of BoNT-A abolished apomorphine-induced rotational behavior—most
probably by blocking acetylcholine, the release of cholinergic terminals, and/or inducing changes in
receptor densities [16-23]. Moreover, the unilateral intrastriatal BONT-A injection induced rotational
behavior in naive rats without 6-OHDA-induced hemi-PD. Following the injection of 1 ng BoNT-A
into the right CPu, rats showed 2—4 apomorphine-induced rotations per min in the direction of the
injection site for two months, and rotated tentatively to the contralateral side thereafter [19].

To date, behavioral effects of intrastriatal BoNT-A injections were studied in rats, but not
in mice. This would be interesting, as comparative morphological studies of the striata of
BoNT-A-injected rats and mice striata showed obvious differences in the structural changes of
choline acetyltransferase-immunoreactive (ChAT-ir) and tyrosine hydroxylase-immunoreactive (TH-ir)
fibers [19,20,24], in addition to similarities concerning unchanged CPu volume and the number of
cholinergic interneurons. Rats and mice differed in the induction of BONT-A-induced varicosities: both
kinds of these varicosities were found in rats [16,17,19-21], whereas only ChAT-ir BoNT-A-induced
varicosities were observed in mice [24].

As naive mice and rats reacted morphologically in a different manner following intrastriatal
BoNT-A injection, we sought to determine whether these species differences would also hold true
for motor behavior. Thus, mouse motor behavior was scored after unilateral BONT-A injection into
the right CPu using apomorphine- and amphetamine-induced rotations. Spontaneous behavior was
tested using the cylinder and stepping tests, lateralized sensorimotor activity by the corridor task,
and cerebellar ataxia by hindlimb clasping. To evaluate temporally restricted effects, mice were tested
up to 9 months after BoONT-A injection. A potential dose-dependency was evaluated by using dosages
of 25 and 50 pg BONT-A.

It is known that mice are very sensitive to botulinum toxins and also differ in many respects
from rats [25-33]. However, there are currently no studies evaluating the behavioral outcome of
intrastriatally applied BoNT-A in naive mice. Moreover, the effect of BONT-A in naive mice must
be understood prior to evaluation of intrastriatal BoNT-A application in mice models of hemi-PD
and genetic PD. The BoNT-A dosage used for intrastriatal injection for the treatment of experimental
hemi-PD in rats was based on the LD50 and recent intracerebral BoNT-A injections [34-38]. In Wistar
rats we found a well-tolerated and effective dosage at 1 ng BoNT-A per CPu, whereas 5 ng were
mortal [19]. In the C57BL/6 mice, dosages of 25-50 pg BoNT-A per striatum were found to be
appropriate [24].

Studying the behavioral effect of unilateral intrastriatal BONT-A application in naive mice also
seemed to be important, since the effect of therapeutic BONT-A applications is explored in increasingly
studied genetic Parkinsonian mouse models [39-45].

2. Results

2.1. Body Weight

Changes in body weight were evaluated as an index of general adverse effects of BoNT-A
application. The mice weighed 18-24 g at the time of BoNT-A or vehicle injection. Thereafter, body
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weight increased in all experimental groups (Figure 1). Increase in body weight over time was
significantly (Fp, 50 = 15.5999, p < 0.001) lower in mice injected with BoNT-A than in those receiving
vehicle substance. However, 9 months after BoNT-A injection, the 25 pg BoNT-A mice weighed
31.85 £ 0.37 g (mean 4 SEM), the 50 pg BoNT-A mice 33.72 4 0.40 g, and thus did not differ from the
sham group, which weighed 34.66 + 0.35 g (Figure 1).
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28
26

body weight [g]

24 -

—0— 25 pg BoNT
22 - - —e— 50 pg BoNT
20 —ov— sham

T T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
months after BONT

Figure 1. Body weight over time. Asterisks indicate significant differences (25 pg, n = 15; 50 pg, n = 20)
compared to the sham group (n =11) (* p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001). Data are means + SEM.

2.2. Apomorphine-Induced Rotations

2.2.1. Mice

In order to test the effect of a unilateral intrastriatal BONT-A injection on drug-induced motor
behavior we used apomorphine- and amphetamine-induced rotation tests. Half a month after injection
of 25 or 50 pg BoNT-A or vehicle into the right CPu mice showed no apomorphine-induced rotation
behavior (Figure 2A). Vehicle application did not induce rotational behavior in the subsequent
9 months. However, both applications of 25 and 50 pg BoNT-A resulted in significant (F, 59 = 6.150,
p = 0.004) anti-clockwise, i.e., contralateral, apomorphine-induced rotations with net rotations of about
2 per minute after a post-injection survival of 1 and 3 months (Figure 2A). Six and 9 months after
BoNT-A, rotational behavior decreased to values similar to those observed in the vehicle-treated group.
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Figure 2. (A) Apomorphine- and (B) amphetamine-induced rotations in mice treated with intrastriatal
BoNT-A (25 pg, n = 15; 50 pg, n = 20) or vehicle (n = 11). (A) BoNT-A in either dosage caused a significant
increase of the apomorphine-induced turning rate 1 and 3 months after injection. (B) BONT-A in both
dosages resulted in significantly increased amphetamine-induced rotations 1-9 months after injection,
while sham injections did not change rotational behavior. Asterisks indicate significant differences
compared with the sham group (** p <0.01, *** p < 0.001). Data are means + SEM.

2.2.2. Rats

Following apomorphine injection rats significantly rotated contralaterally to the intrastriatal
BoNT-A application with rotations of approximately 1.5 to 2 per minute 3 months after 1 ng BoNT-A
(Figure 3A).
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Figure 3. (A) Apomorphine- and (B) amphetamine-induced rotations in rats intrastriatally injected
with BoNT-A (n = 22) or vehicle (n = 6). (A) 1 ng BoNT-A caused a significant anti-clockwise
apomorphine-induced turning 3 months after injection, (B) but did not influence amphetamine-induced

rotation behavior significantly 1-9 months after BONT-A as compared to the sham group. Asterisks

indicate significant differences compared with the sham group (** p < 0.01). Data are means + SEM.

2.3. Amphetamine-Induced Rotations

2.3.1. Mice

After intrastriatal injection of 25 or 50 pg BoNT-A, the mice showed significantly increased
(F2,48 = 15.360, p < 0.001) amphetamine-induced rotations compared to the vehicle group from 1
to 9 months post injection (Figure 2B). Whereas application of BONT-A was associated with strong
amphetamine-induced anti-clockwise net rotations of approximately 4-10 per min, vehicle injection
resulted in clockwise rotations of approximately 3 per min (Figure 2B).

2.3.2. Rats

In rats, amphetamine application revealed no significant effect of unilateral intrastriatal BONT-A
as compared with vehicle injection (Figure 3B).
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2.4. Cylinder Test

The cylinder test evaluates asymmetries in spontaneous forelimb use during exploratory activity
in a novel environment. Sham injection did not induce any laterality of forepaw usage during the
whole testing period up to 9 months; left and right forepaws were used equally often in the sham group
(Figure 4A). In contrast, BONT-A-injected mice, irrespective of the dosage and survival time, exhibited
a significantly reduced (F;, 5, = 31.971, p < 0.001) use of the left forepaw of about 40% (Figure 4A).
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Figure 4. (A) The cylinder test of BoNT-A-injected mice (25 pg, n = 15; 50 pg, n = 20) of both dosages
revealed a significantly lower use of the left forepaw at all time points compared with sham-injected
mice (i = 11). (B) In the corridor task, BoNT-A-injected mice of both dosages (25 pg, n = 11; 50 pg,
n = 12) retrieved pellets significantly less often from the left side compared to the sham group (1 = 10).
(C,D) The stepping test revealed constant adjusting steps of sham-treated mice (1 = 10). (C) Right side
BoNT-A-injected mice of both dosages (25 pg, n = 11; 50 pg, n = 10) displayed significantly decreased
left forepaw adjusting steps 1-9 months after surgery, whereas (D) the number of adjusting steps of
the right forepaw only differed significantly from the sham group one month after BONT-A injection.
However, the 50 pg BoNT-A group also showed significantly fewer right forepaw adjusting steps
9 months after injection. Asterisks indicate significant differences compared with the sham group
(*p <0.05,** p <0.01, ** p < 0.001). Data are means + SEM.

2.5. Corridor Task

Lateralized sensorimotor integration was assessed using the corridor test, which depends on the
rodent’s ability to retrieve food from either side of its body. Animals of the vehicle group made an
equivalent number of retrievals (about 50% of total retrievals from both the left and right sides of the
corridor) over the whole testing period (Figure 4B). However, mice of both BoNT-A groups showed
a significant neglect (Fy, 40 = 11.506, p < 0.001) of the corridor side contralateral to the BoNT-A injection
side. These mice retrieved only about 35% of the sugar pellets from the left corridor side during the
whole observation period (Figure 4B).

2.6. Stepping Test

The motor activity of the forelimbs was estimated using a mouse-friendly version of the stepping
test. Adjusting forepaw steps were measured on the injected (right) and noninjected (left) sides. Mice
of the sham group made approximately 10-11 steps with either forepaw during the whole testing time
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(Figure 4C,D). Mice of both BONT-A groups exhibited significantly fewer adjusting steps (Fa, 42 = 99.773,
p < 0.001) with their left forepaws up to 9 months after BONT-A (Figure 4C). A reduction in adjusting
steps with the right forepaw was seen in BoNT-A-injected mice of both dosages 1 month after BoONT-A
(Figure 4D).

2.7. Hindlimb Clasping

We evaluated neurological abnormalities using the hindlimb clasping test. Mice of the two
BoNT-A groups and the sham group did not show any pathological hindlimb clasping during the
whole testing period from 1 to 9 months; the hindlimbs of all mice were consistently splayed outward
and away from the abdomen resulting in an assigned score of 0.

3. Discussion

Previous studies of unilateral injections of BONT-A into the CPu of male C57BL/6 mice showed
that the number of ChAT-ir interneurons was unaltered in the CPu, and ChAT-ir BoNT-A-induced
varicosities were visible. Both results are comparable with findings in the rat [16-20]. However,
in contrast to rats, there were no TH-ir BONT-A-induced varicosities in BONT-A-injected mouse.
As BoNT-A application seemed to have a different influence on cholinergic and dopaminergic axons
in the mouse striatum [24], the CPu-associated motor behavior was studied. Moreover, a possible
temporally occurring BoNT-A effect as seen in previous studies in rats [16-21] was evaluated by testing
mice up to 9 months after BONT-A injection. Dose dependency was studied by using dosages of 25 and
50 pg BoNT-A. As a significant dose dependency within the evaluated parameters was not obvious,
the results of mice receiving dosages of 25 and 50 pg BoNT-A will be discussed together.

We found that unilateral intrastriatal BONT-A injection in naive mice led to significant contralateral
amphetamine- and apomorphine-induced rotations as well as to significant impairments of the
left (i.e., contralateral) side with respect to lateralized sensorimotor integration, forelimb usage,
and forelimb stepping.

3.1. Basal Ganglia Circuitry after BONT-A Injection

Locally injected BoNT-A is thought to act in two main ways in the striatum, where it blocks the
acetylcholine release of the tonically active cholinergic interneurons [46—48], counteracts the D; receptor
upregulation found in hemi-PD rats, and reduces D; receptor concentrations in naive rats [22,23].
The assumed BoNT-A-induced reduction of acetylcholine concentration in the injected CPu reduces
the firing activity of medium spiny neurons projecting to (i) the external globus pallidus, i.e., those
which are part of the indirect basal ganglia loop, and (ii) to the internal globus pallidus, i.e., those
which are part of the direct basal ganglia loop [49-53].

The effects of BoNT-A on the reduction of cholinergic transmission and of D, receptor
concentrations seemingly underlie movement initiation deficits, akinesia and reduced spontaneous
use of the contralateral forelimbs [54-57].

3.2. Body Weight

Body weight increased in all three experimental groups from two weeks up to 9 months after
intrastriatal BONT-A or vehicle injection. However, mice injected with either of the BONT-A dosages
weighed less compared to the sham group two weeks after injection onwards, although the differences
diminished after 9 months. These differences might point at a mild temporal toxicity of BONT-A after
the stereotactic injection.
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3.3. Spontaneous Motor Tests

3.3.1. Spontaneous Forelimb Use

The cylinder test evaluates locomotor asymmetry and forelimb use in rodent models of central
nervous system disorders by assessing the innate drive to explore a novel environment by rearing
and leaning their forepaw against the wall of the glass cylinder [58]. Unilaterally sham-injected mice
used the left and right paws symmetrically, i.e., about 50% each. Right side intrastriatal application of
BoNT-A significantly reduced the use of the left paw.

Seemingly, the impairment of motor initiation deficit for voluntary movements of the contralateral
forelimb is a specific result of BoONT-A injection into the CPu since it decreases firing of GABAergic
medium spiny neurons to the internal globus pallidus in the direct loop, and therefore inhibits the
ventrolateral thalamic nucleus. On the other hand D; receptor-bearing medium spiny neurons increase
inhibition of the external globus pallidus in the indirect loop, and resulted in a more actively firing
internal globus pallidus via reduced inhibition of the spontaneously active subthalamic nucleus.
Therefore, the inhibited neurons of the ventrolateral thalamic nucleus are not able to sufficiently
activate the premotor cortex via both loops.

3.3.2. Sensorimotor Integration

The corridor task, originally designed to study unilateral sensorimotor integration impairments in
rats [59,60], was adapted for experiments in mice [61]. Mice injected with 25 or 50 pg BoNT-A into the
right striatum retrieved pellets significantly less often from the left side during the testing period up to
9 months after BoNT-A, whereas sham-injected mice behaved symmetrically. As is the case for the
forepaw preference studied in the cylinder test, the motor initiation deficit for voluntary movements
of the contralateral forelimb is probably a specific result of the BoONT-A injection into the CPu. Both the
reduction of striatal cholinergic transmission and the reduction of D; receptor density causes changes
in the basal ganglia circuitry resulting in a reduced initiation of movements of the contralateral body
via crossed motor efferents [57,62,63].

3.3.3. Forelimb Adjusting Steps

In our study, we used the mouse-friendly version of the stepping test described by Blume et al. [64]
and modified by Heuer et al. [65]. Right sided intrastriatal application of 25 and 50 pg BoNT-A clearly
reduced the stepping frequency of the left forepaw up to 9 months after injection compared to sham
group. A reduced initiation of movements of the paw contralateral to the BoNT-A application via
crossed motor efferents is reasonable for the outcome of this behavioral test [66-68]. Interestingly,
the intrastriatal BONT-A injection into the right CPu also results in a short-term reduction of right paw
adjusting steps. One month after vehicle injection mice made 10.8 + 0.2 steps; at the same time the
25 pg BoNT-A group made 9.2 + 0.2, and the 50 pg BoNT-A group 8.9 + 0.2 steps. This phenomenon
is not fully understood, as the right forepaw steps should be unaltered. The mouse-friendly design
of the stepping test has also been applied in the mouse MTPT model [64] resulting in bilateral
impairment, and also following different right side models of dopaminergic lesioning to induce
unilateral parkinsonian-like symptoms [65,69,70]. Unilateral dopaminergic depletion, however, led to
contradicting results in the same test. Heuer et al. [65] stated that the number of steps is reduced in
both paws to about 80% compared to sham-injected mice irrespective of the experimental approach
inducing unilateral or bilateral striatal dopamine reduction. In contrast, Glajch et al. [69] reported
a ratio of contralateral-to-ipsilateral steps of about 0.2 after unilateral 6-OHDA lesion of the medial
forebrain bundle. Boix et al. [70] reported a ratio of approximately 6 to 27%, depending on the 6-OHDA
dosage used. Thus, both groups show a clear unilateral effect. However, neither Glajch et al. [69] nor
Boix et al. [70] mention the absolute number of steps made by the ipsilateral paw, which would be
important for comparison with our results.
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3.3.4. Hindlimb Clasping

Hindlimb clasping has been shown to occur in various neurodegenerative mouse models [71,72]
including PD models [73,74]. All our mice, irrespective of BoONT-A or vehicle injection, never showed
pathological hindlimb clasping during the whole testing period from 1 to 9 months. We interpret the
absence of this pathological behavior in our model as indirect evidence that the BoONT-A dosages used
are not generally toxic in the striatum.

3.4. Drug-Induced Rotation Tests

3.4.1. Apomorphine-Induced Rotations

There is an apomorphine-induced rotational behavior of BONT-A-treated mice and rats. Mice with
25 and 50 pg BoNT-A injected intrastriatally showed significant contralateral apomorphine-induced
rotations after a survival of 1 and 3 months with rotations of about 2 per minute. Thereafter, rotational
behavior decreased to values not significantly different from those of the vehicle group. These
measurements corroborate data obtained in rats (Figure 3A), which also showed a significantly altered
behavior with rotations of approximately 1.5 to 2 per minute 3 months after intrastriatal injection of
1 ng BoNT-A.

Apomorphine-induced rotations are mainly due to binding of the drug to D, receptors that
are distributed unequally in both striata. Following apomorphine application, hemi-PD rats and
hemi-PD mice rotate to the body side contralateral to the dopamine-depleted hemisphere, which has
a higher D, receptor concentration than the contralateral one [65,70,75]. Acetylcholine is reduced in
BoNT-A-injected striata, and thus, the activation of all medium spiny neurons is reduced. Moreover,
striatal receptor concentration measurements investigated in BoNT-A-treated hemi-PD rats speak in
favor of a BONT-A-induced reduction of D, receptors in the respective CPu [22,23].

Considering that the majority of striatal D, receptors are located on the D, receptor bearing
medium spiny neuron, an unaltered dopamine concentration in the CPu would result in a movement
deficit of the contralateral body side via the indirect basal ganglia loop in BoNT-A-treated
striata. However, if the majority of striatal D, receptors are located on the presynaptic terminals
of the dopamine afferents from the substantia nigra pars compacta, then dopamine release
should be increased due to reduced inhibition by D, autoreceptors on dopamine terminals [76].
The hypothetically increased striatal dopamine concentration in the BoNT-A-injected CPu would result
in an increased movement of the contralateral body side via the indirect basal ganglia loop as suggested
by Da Cunha et al. [77]. As all tests for spontaneous motor behavior after striatal BoONT-A revealed an
initiation deficit in the contralateral forelimb, the functional significance of D, autoreceptors for these
non-drug-induced behaviors seemed limited.

Since apomorphine is mainly a D; receptor agonist, its application possibly reverses the
alterations in basal ganglia circuitry induced by BoNT-A by shifting the dopamine-mediated functional
significance from D; receptor-bearing medium spiny neuron to D; autoreceptor-bearing dopamine
terminals, thus resulting in a stronger movement initiation in the contralateral body musculature.
If dopamine release by the disinhibited dopamine terminals exceeds the apomorphine-induced
disinhibition of the D, receptor-bearing medium spiny neuron, then we can assume the occurrence of
a mildly increased contralateral forelimb activity via deactivation of the medium spiny neuron of the
indirect basal ganglia loop, which would result in the contralateral rotation behavior [66,67].

3.4.2. Amphetamine-Induced Rotations

Mice with intrastriatal injection of 25 or 50 pg BoNT-A show clear anti-clockwise rotations of
about 4-10 per min following the application of amphetamine (Figure 2B). In contrast, comparable
experiments in rats revealed no significant effect of BONT-A injections as compared with vehicle
injection (Figure 3B). The obvious difference in BoNT-A-inducible amphetamine rotations between
mice and rats is not fully understood.
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Amphetamine mainly increases the extracellular dopamine concentration by different
mechanisms: it competitively inhibits dopamine uptake via dopamine transporter, facilitates the
movement of dopamine from the vesicle into the cytoplasm, and promotes DAT-mediated reverse
transport of dopamine into the synaptic cleft independent of action potential-induced vesicular
release [78]. Additionally, microdialysis studies in rats revealed amphetamine-induced increased
extracellular concentrations of glutamate, aspartate, GABA, taurine, glycine, serotonin, acetylcholine,
and of different peptides [79-86].

There is a notable species difference regarding amphetamine-induced contralateral rotation
behavior in unilaterally BoNT-A-injected animals, since it is present in mice, but not in rats.
Three aspects will be discussed: (1) different effects on axon terminals after intrastriatal BoNT-A
injections in mice and rats, (2) the concentrations of the most frequent transmitter receptors in the CPu
of naive mice and rats, and (3) the connectome of the basal ganglia of mice and rats.

Hawlitschka et al. [24] showed that striata from mice and rats react differently after BONT-A
injection with respect to the appearance of TH-ir BONT-A -induced varicosities [24], since they are
consistently found in rats, but were never seen in mice [19,24]. BONT-A-induced varicosities can be
interpreted as a sign of structural alterations induced by BoNT-A. The difference in the occurrence
of BoNT-A-induced varicosities between mice and rats might be based on the synaptic vesicle
glycoprotein C (SV2C) receptor responsible for the internalization of BoNT-A into the neuron [87,88].
Unfortunately, no data exist concerning differences of SV2C affinity or susceptibility between the CPu
of rats and mice [87-95]. It cannot be ruled out that the dopaminergic fibers are differently influenced
by BoNT-A and thus the balance or interaction of various transmitter systems on the functional
outcome underlying the amphetamine-induced rotation behavior of intrastriatally applied BoNT-A
may differ [79,96-101]. In contrast to the interspecies differences in BoNT-A-induced varicosities,
ChAT-ir BONT-A-induced varicosities were consistently found in CPu of both rats and mice following
intrastriatal BONT-A.

3.4.3. Receptors and Connectomics of the CPu

To analyze possible interspecies differences of transmitter systems in the CPu of control rats and
mice, we compared the multireceptor fingerprints (Figure 51) of Wistar rats (n = 6, data from [23,102,
103]) and of C57B1/6 mice (n = 6; data from [40]). Additionally, the connectome of the mouse basal
ganglia generated in a high throughput tract tracing study published as Alan Atlas connectome [104]
is compared with rat data (Figure S2). Details to multireceptor fingerprints and connectomes are
provided in the Supplement.

4. Conclusions and Future Perspectives

BoNT-A unilaterally injected into the CPu in naive mice differentially affected various motor
behaviors. Lateralized sensorimotor integration, forelimb preference, and forelimb stepping were
significantly impaired contralateral to the injected side. Unilateral intrastriatal BONT-A induced
significant contralateral amphetamine-induced rotations from 1 to 9 months post injection, which
is completely opposite to the reaction found in rats. The differences in motor behavior induced by
unilateral intrastriatal BONT-A injections between rats and mice is possibly caused by different effects
of BoNT-A on TH-ir fibers in rat and mouse striata, interspecies differences in striatal receptor densities,
and different connectomes of the basal ganglia between mice and rats.

Local injection of BoNT-A into the striatum of hemi-PD rats is thought to decrease the local
release of acetylcholine therein. Hypercholinism of the striatum caused by acetylcholine released
from disinhibited tonically active cholinergic interneurons is held responsible for a disturbed basal
ganglia circuitry and, consequently, for motor and behavioral dysfunctions [9,46,48,105]. One possible
approach to treat PD is the reduction of the hypercholinism using oral anticholinergic drugs [106,107].
Due to the systemic drug application, adverse side effects such as anticholinergic syndrome and
dyskinesia are common [13-15,108]. In the experimental hemi-PD rats, BONT-A injected locally into
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the CPu is beneficial for 3 to 6 months with respect to apomorphine-induced rotational behavior [16-21].
Future experiments will cover two topics: First, repeated intrastriatal BONT-A injections in hemi-PD
rats every 6 months should test whether motor behavior could be improved for a longer time period,
which would be a prerequisite for the clinical application of BoONT-A [109-112]. Second, extending our
studies of intrastriatal BONT-A injections to naive mice, BONT-A will be injected into mice of various
parkinsonian models including those with alterations of relevant PD-associated genes to obtain further
insights into PD-related etiology [39,40,113-115].

In conclusion, locally applied BoNT-A, or other botulinum neurotoxins, could be useful in
treating brain dysfunctions requiring a deactivation of local brain activity [116]. Advantageously,
the effect of local BONT-A is time-limited and reversible. It can be speculated that following
prospective experiments in primates botulinum neurotoxins might be applied as an effective and
individually-tailored “chemical neurosurgical approach” [116,117].

5. Materials and Methods

5.1. Animals

A total of 46 young adult male C57BL/6 mice (Charles River Wiga, Sulzfeld, Germany)
weighing 18-24 g and 28 Wistar rats (strain Crl: WI BR, Charles River Wiga, Sulzfeld, Germany)
with a body weight of 280-320 g were used in this study. Animals were housed in standard
cages in a temperature-controlled room (22 £ 2 °C) under 12 h light/12 h dark conditions with
free access to food and water. All procedures were approved by the State Animal Research
Committee of Mecklenburg-Western Pomerania (LALLF M-V/TSD/7221.3-1.1-053/08, LALLF
M-V /TSD/7221.3-1.1-003/13 from 26 April 2013 and 13 April 2016).

5.2. BoNT-A application

In the mice, surgery was conducted under aseptic conditions and animals were deeply
anesthetized with ketamine (75 mg/ kg, bela-pharm Vechta, Germany)/xylazine (5.8 mg/kg, Rompun®,
Bayer, Germany), mounted in a mouse adapter (Stoelting, Wood Dale, IL, USA), and fixed in a rat
stereotactic apparatus (Kopf, Tujunga, CA, USA). The skull was opened with a dental drill and the
mice received an injection of 1 pL. BoNT-A solution (Lot No. 13028A1A; List, Campbell, CA, USA,
purchased via Quadratech Diagnostics, Surrey, UK) containing a total of 25 pg or 50 pg BoNT-A
dissolved in PBS + 0.1% BSA into the right CPu delivered over 4 min using a 26-gauge 5 uL. Hamilton
syringe, at a rate of 0.25 uL per minute (Figure 5). The sham group received 1 uL BoNT-A vehicle
solution. The injection coordinates with reference to bregma were: anterior-posterior = +0.65 mm,
lateral = —1.6 mm, and vertical = —3.0 mm from dura, respectively [118] (Figure 5).

Rats were injected either with 1 ng BoNT-A (n = 22) or the vehicle solution (sham, n = 6)
into the right striatum under ketamine (50 mg/kg)/xylazine (4 mg/kg) anesthesia. The BoNT-A
solution was injected at two sites, each injection consisting of 0.5 ng BoNT-A solved in 1 pL
PBS + 0.1% BSA. Sham-injected rats received the vehicle solution. The coordinates according
to bregma were: anterior-posterior = +1.3 mm/—0.4 mm, lateral = —2.6 mm/—3.6 mm and
ventral = —5.5 mm/—5.5 mm, respectively [119].
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Figure 5. (A) A coronal Nissl-stained brain section 30 um thick of a mouse treated intrastriatally with
25 pg BoNT-A 6 months before sacrifice. (B,C) Higher magnifications of the boxes in (A). In (B) the
needle tract through the cortex is marked by an arrow, in (C) the injection channel in the striatum is
indicated by two arrows. Scale bar applies to (A): 1 mm.

We founded our experiments on the weight values of BONT-A, i.e., 25 to 50 pg per mouse CPu
and 1 ng per rat CPu. In mice the LDsq value after intraperitoneal injection is about 0.25-1.15 ng/kg
BoNT-A [120]. Thus, in our experiments a dosage of 50 pg BONT-A per mouse, injected intrastriatally,
is below the classical LDsg, and well tolerated. In clinical use the normal amount of BoNT-A (Xeomin,
Dysport, Botox and others) is about 200 to 300 units at maximum per patient per session depending
on the clinical symptoms and site of application. Remarkably, the clinical efficacy of a “unit” is
reported differently by the various manufactures (Botox: 5 ng correspond to 100 units; Dysport: 4.35 ng
correspond to 500 units; Xeomin: 0.6 ng correspond to 100 units) [121]. These uncertainties relay on
the nonstandardized LDsj bioassays required to achieve the median lethal dose = LDsy (depending on
mouse strain, sex, age, volume and route of injection) [122].

5.3. Body Weight

Body weights were measured before stereotactic surgery and 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, and 9 months
after injection of BoNT-A or vehicle.

5.4. Behavioral Testing

Three experimental mouse groups were behaviorally tested: (1) animals receiving 25 pg BoNT-A
(25 pg BoNT-A group, n = 15), (2) animals receiving 50 pg BoNT-A (50 pg BoNT-A group, = 20), and (3)
animals receiving vehicle (sham group, n = 11). During the experimental period 5 mice died. Smaller
groups were evaluated for the stepping test and the corridor task (25 pg, n = 11; 50 pg, n = 12; sham,
n = 10). All mice were adapted to the examination room for 1 h before testing. All tests were performed
at 4 time points (1, 3, 6, and 9 months) after the injection of BoNT-A or vehicle, and drug-induced
rotations were additionally scored 0.5 months after BONT-A or vehicle, always according to an identical
time schedule (Figure 6). In rats drug-induced rotation tests were carried out 1, 2, 3, and 9 months
after BoNT (1 = 22) or vehicle (n = 6) injection.

152



9. Anlagen

Toxins 2018, 10, 295 13 0f 22
g o
E E o o -
[11] o - (el =]

]
E
©

1. 2. 3. 4. 5. 6. y 2 8 9. 10. 11. 12,  13.
day 1 day | day | day 1 day | day | day | day g day j day j day g day g day

A o <Q §§ &
YRR R B
sESE G Y Y H g

Figure 6. (A) Time schedule of the stereotactic application of BONT-A in mice and behavioral tests.
Light grey rectangles symbolize batteries of non-drug-induced behavior tests, dark grey rectangles
the subsequently performed apomorphine- and amphetamine-induced rotation tests. (B) Detailed
visualization of single behavior test batteries. Non-drug-induced tests were performed on the days
presented in the light grey part of the time line, drug-induced tests on the days of the dark grey part.
The non-drug-induced tests were performed as follows: On the first day the mice underwent the
cylinder test until 30 consecutive touches of the glass wall with the forepaws were done. On the second
day the stepping test and on the third day the hindlimb clasping were carried out three times per
mouse, respectively. On the following 3 days mice underwent food restriction and on the seventh day
the corridor task was performed. Following recovery the drug-induced rotation tests were conducted.

5.4.1. Drug-Induced Rotation Tests (Apomorphine, Amphetamine)

Mice rotations were assessed using an automated rotometer system (Rotometer UGO BASILE
43000; Ugo Basile Sri, Gemonio, Varese, Italy). Apomorphine was injected subcutaneously at
a dosage of 0.5 mg/kg [123-125] (Teclapharm, Liineburg, Germany) dissolved in 0.9% sterile
saline. Three days later, D-amphetamine sulphate (Sigma Aldrich, Miinchen, Germany) was injected
intraperitoneally at a dosage of 2.5 mg/kg [124,126,127] (Figure 6). Recording of apomorphine-
and amphetamine-induced rotations began 5 min after drug injection and lasted 40 min. Rotations
were defined as complete 360° turns and registered as net difference between the two directions
per minute [128]. Anti-clockwise rotations were expressed by positive values, rotations in clockwise
direction by negative values. Respective rotations in rats were induced by either 0.25 mg/kg
apomorphine applied subcutaneously (Teclapharm, Germany) or 2.5 mg d-amphetamine sulfate
(intraperitoneal; Sigma Aldrich, Miinchen, Germany), both solved in saline. Rotations were measured
over 40 min after apomorphine and over 60 min after amphetamine in a self-constructed rotometer
according to Ungerstedt and Arbuthnott [128].

5.4.2. Spontaneous Motor Tests

Mice were tested in the cylinder test, stepping test, hindlimb clasping, and corridor task at 1, 3, 6,
and 9 months after injection of BONT-A or vehicle following a constant time table (Figure 6).

Cylinder Test

Forelimb preference was evaluated with the cylinder test as previously described [58,129]. Mice
were placed in a glass cylinder (diameter 19 cm, height 20 cm) with mirrors placed behind to allow for
a 360° view of every contact with the side of the cylinder. Sessions were taped with a video camera
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system (JVC, GZ-MG255E, Yokohama, Japan), and scored later. For each animal thirty consecutive
forepaw contacts with the glass cylinder were evaluated by counting the initial contacts of the right or
left paw. Then the ratio of left and right forepaw use was calculated. Evaluation of the videotapes was
performed by an observer blinded to the animals’ identities.

Corridor Task

Lateralized sensorimotor integration and neglect were examined using the corridor task [61].
For our study we used a custom-made 60 cm long, 4 cm wide, and 15 em high alleyway equipped
with 10 pairs of adjacent pots with a diameter of 1 cm, placed at 5 cm intervals and containing 5 sugar
pellets (Ain-76A Rodent Tablet 20 mg TestDiet, Richmond, IN, USA). Prior to testing, the mice were
food-restricted for three days and maintained at 90% of free-feeding bodyweight during habituation
and testing [130]. Animals were adapted to the apparatus for 10 min each on two consecutive days
with some scattered sugar pellets along the floor of the corridor and started from different ends of the
corridor each day. On the test day, mice were at first positioned in an identical, but empty corridor for
5 min for adaptation and then placed at the end of the testing corridor with bowls containing the pellet.
Animals were allowed to move freely along the apparatus for 5 min to retrieve pellets placed on either
side of their body. The number of ipsilateral (right side) and contralateral (left side) retrievals made by
each mouse was calculated and the data were expressed as a percentage of left and right retrievals of
the total number of retrievals. A “retrieval” was defined as a nose poke into a bowl, whether or not
pellets were taken, and a new retrieval was counted by investigating a new pot [59,61].

Stepping Test

Forelimb akinesia was assessed according to Blume et al. [64] and modified by Heuer et al. [65]
using an open table (1.5 m in length). Mice were tested three times in one day during the day light
cycle. Each trial was recorded on video. As a first step for habituation to the test, mice were allowed to
settle at one end of the table for 1-2 s, with all limbs on the table. Secondly, the experimenter gently
lifted up the hindlimbs by pulling up on the tail leaving only the forepaws touching the table surface.
Then, at a steady pace of 1 m in 34 s the experimenter pulled the animal the total test distance of 1 m
backwards by the tail. Finally, the numbers of adjusting steps made with the left and right forepaws
were counted offline in the videos.

Hindlimb Clasping

Hindlimb clasping is a marker of disease progression in a number of mouse models of
neurodegeneration, including certain cerebellar ataxias [131] and parkinsonian mouse models [73,74],
and was performed as previously described [72,73]. Outside the cage, each mouse was slowly lifted by
the tail for 10 s and then lowered back to the surface. The hindlimbs were observed and the position of
the hindlimbs was scored for each trial [72]. A score of 0 indicated that the hindlimbs were consistently
splayed outwards and away from the abdomen. A score of 1 indicated that one hindlimb was retracted
inwards towards the abdomen more than 50% of the trial period, a score of 2 indicated that both
hindlimbs were partially retracted inwards towards the abdomen for at least 50% of the observation
period. Mice were tested three times on one day and each trial was recorded on video.

5.5. Receptor Autoradiography and Histology

The autoradiographic procedure was performed according to standard protocols already
published [132-136]. Cryosections of the respective brains were stained with cresyl-violet acetate
(SIGMA C1791-5G) to verify the injection sites.
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5.6. Statistical Analysis

Data of all behavioral tests were subjected to two-way ANOVA with repeated measurements.
The Holm-Sidak test was used for post-hoc comparisons. The level of significance was set at p < 0.05
for all statistical analyses. All statistical tests were done using SigmaPlot 11 Software (Systat Software,
Inc., San Jose, CA 95110, USA).

Supplementary Materials: The following are available online at http:/ /www.mdpi.com/2072-6651/10/7/295/
s1, Figure S1: Multi-receptor fingerprints of the caudate-putamen of mouse (blue) and rat (red), Figure S2:
(A) Differential adjacency matrix of the rat and mouse basal ganglia. (B) Differential reciprocity matrix of rat and
mouse basal ganglia.
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Abbreviations

6-OHDA  6-hydroxydopamine
BoNT-A botulinum neurotoxin-A

ChAT choline acetyltransferase
CPu caudate-putamen

Dy dopamine Dy receptor
D> dopamine D; receptor

GABA a-amino butyric acid
hemi-PD  hemiparkinsonian

ir immunoreactive

nic acetylcholine nicotinic g3 receptor
PD Parkinson’s disease

svac synaptic vesicle glycoprotein C

TH tyrosine hydroxylase

References

1. Siderowf, A.; Stern, M. Update on Parkinson Disease. Ann. Intern. Med. 2003, 138, 651-658. [CrossRef]
[PubMed]

2. Moore, D.J.; West, A.B.; Dawson, V.L.; Dawson, T.M. Molecular Pathophysiology of Parkinson’s Disease.
Annu. Rev. Neurosci. 2005, 28, 57-87. [CrossRef] [PubMed]

3. Morin, N.; Jourdain, V.A.; Di Paolo, T. Modeling dyskinesia in animal models of Parkinson disease.
Exp. Neurol. 2014, 256, 105-116. [CrossRef] [PubMed]

4. Albin, R.L.; Young, A.B.; Penney, ].B. The functional anatomy of basal ganglia disorders. Trends Neurosci.
1989, 12, 366-375. [CrossRef]

5, DeLong, M.R.; Wichmann, T. Circuits and circuit disorders of the basal ganglia. Arch. Neurol. 2007, 64, 20-24.
[CrossRef] [PubMed]

6.  Marsden, C.D. The mysterious motor function of the basal ganglia: The Robert Wartenberg Lecture. Neurology
1982, 32, 514-539. [CrossRef] [PubMed]

7. Obeso, J.A.; Rodriguez-Oroz, M.C.; Rodriguez, M.; DeLong, M.R.; Olanow, C.W. Pathophysiology of
levodopa-induced dyskinesias in Parkinson’s disease: Problems with the current model. Ann. Neurol. 2000,
47,522-532. [PubMed]

155



9. Anlagen

Toxins 2018, 10, 295 16 0f 22

8. Coffield, J.A.; Yan, X. Neuritogenic actions of botulinum neurotoxin A on cultured motor neurons.
J. Pharmacol. Exp. Ther. 2009, 330, 352-358. [CrossRef] [PubMed]

9. Pisani, A; Bernardi, G.; Ding, ].; Surmeier, D.]. Re-emergence of striatal cholinergic interneurons in movement
disorders. Trends Neurosci. 2007, 30, 545-553. [CrossRef] [PubMed]

10. Ding, J.; Guzman, ].N.; Tkatch, T.; Chen, S.; Goldberg, |.A.; Ebert, PJ.; Levitt, P.; Wilson, C.].; Hamm, H.E.;
Surmeier, D.]. RGS4-dependent attenuation of M4 autoreceptor function in striatal cholinergic interneurons
following dopamine depletion. Nat. Neurosci. 2006, 9, 832-842. [CrossRef] [PubMed]

11.  Oldenburg, I.A.; Ding, ].B. Cholinergic modulation of synaptic integration and dendritic excitability in the
striatum. Curr. Opin. Neurobiol. 2011, 21, 425-432. [CrossRef] [PubMed]

12.  Ztaou, S.; Maurice, N.; Camon, J.; Guiraudie-Capraz, G.; Kerkerian-Le Goff, L.; Beurrier, C.; Liberge, M.;
Amalric, M. Involvement of Striatal Cholinergic Interneurons and M1 and M4 Muscarinic Receptors in Motor
Symptoms of Parkinson’s Disease. |. Neurosci. 2016, 36, 9161-9172. [CrossRef] [PubMed]

13. Clarke, C.E. Medical Management of Parkinson’s Disease. |. Neurol. Neurosurg. Psychiatry 2002, 72, 122-i27.
[CrossRef] [PubMed]

14.  Fernandez, H.H. Updates in the medical management of Parkinson disease. Clevel. Clin. |. Med. 2012, 79,
28-35. [CrossRef] [PubMed]

15.  Connolly, B.S.; Lang, A.E. Pharmacological treatment of Parkinson disease: A review. JAMA 2014, 311,
1670-1683. [CrossRef] [PubMed]

16.  Antipova, V.; Hawlitschka, A.; Mix, E.; Schmitt, O.; Driger, D.; Benecke, R.; Wree, A. Behavioral and structural
effects of unilateral intrastriatal injections of botulinum neurotoxin a in the rat model of Parkinson’s disease.
J. Neurosci. Res. 2013, 91, 838-847. [CrossRef] [PubMed]

17.  Hawlitschka, A.; Antipova, V.; Schmitt, O.; Witt, M.; Benecke, R.; Mix, E.; Wree, A. Intracerebrally applied
botulinum neurotoxin in experimental neuroscience. Curr. Pharm. Biotechnol. 2013, 14, 124-130. [CrossRef]
[PubMed]

18.  Holzmann, C.; Dréger, D.; Mix, E.; Hawlitschka, A.; Antipova, V.; Benecke, R.; Wree, A. Effects of intrastriatal
botulinum neurotoxin A on the behavior of Wistar rats. Behav. Brain Res. 2012, 234, 107-116. [CrossRef]
[PubMed]

19.  Wree, A.; Mix, E.; Hawlitschka, A.; Antipova, V.; Witt, M.; Schmitt, O.; Benecke, R. Intrastriatal botulinum
toxin abolishes pathologic rotational behaviour and induces axonal varicosities in the 6-OHDA rat model of
Parkinson’s disease. Neurobiol. Dis. 2011, 41, 291-298. [CrossRef] [PubMed]

20. Mehlan, J.; Brosig, H.; Schmitt, O.; Mix, E.; Wree, A_; Hawlitschka, A. Intrastriatal injection of botulinum
neurotoxin-A is not cytotoxic in rat brain—A histological and stereological analysis. Brain Res. 2016, 1630,
18-24. [CrossRef] [PubMed]

21.  Antipova, V.A.; Holzmann, C.; Schmitt, O.; Wree, A.; Hawlitschka, A. Botulinum Neurotoxin A Injected
Ipsilaterally or Contralaterally into the Striatum in the Rat 6-OHDA Model of Unilateral Parkinson’s Disease
Differently Affects Behavior. Front. Behav. Neurosci. 2017, 11, 119. [CrossRef] [PubMed]

22. Wedekind, F; Oskamp, A.; Lang, M.; Hawlitschka, A.; Zilles, K.; Wree, A.; Bauer, A. Intrastriatal
administration of botulinum neurotoxin A normalizes striatal D,R binding and reduces striatal DR binding
in male hemiparkinsonian rats. J. Neurosci. Res. 2018, 96, 75-86. [CrossRef] [PubMed]

23. Mann, T; Zilles, K.; Dikow, H.; Hellfritsch, A.; Cremer, M.; Piel, M.; Résch, F.; Hawlitschka, A.; Schmitt, O.;
Wree, A. Dopamine, Noradrenaline and Serotonin Receptor Densities in the Striatum of Hemiparkinsonian
Rats following Botulinum Neurotoxin-A Injection. Newuroscience 2018, 374, 187-204. [CrossRef] [PubMed]

24.  Hawlitschka, A.; Holzmann, C.; Witt, S.; Spiewok, J.; Neumann, A.M.; Schmitt, O.; Wree, A.; Antipova, V.
Intrastriatally injected botulinum neurotoxin-A differently effects cholinergic and dopaminergic fibers in
C57BL/6 mice. Brain Res. 2017, 1676, 46-56. [CrossRef] [PubMed]

25. Corchs, F; Nutt, D.J.; Hince, D.A.; Davies, S.J.; Bernik, M.; Hood, S.D. Evidence for serotonin function as
a neurochemical difference between fear and anxiety disorders in humans? J. Psychopharmacol. 2015, 29,
1061-1069. [CrossRef] [PubMed]

26. Ellenbroek, B.; Youn, ]J. Rodent models in neuroscience research: Is it a rat race? Dis. Model. Mech. 2016, 9,
1079-1087. [CrossRef] [PubMed]

27. Jaramillo, S.; Zador, A.M. Mice and rats achieve similar levels of performance in an adaptive decision-making
task. Front. Syst. Neurosci. 2014, 8, 173. [CrossRef] [PubMed]

156



9. Anlagen

Toxins 2018, 10, 295 17 of 22

28. Klein, C.; Westenberger, A.; Hollingworth, P.; Harold, D.; Jones, L.; Owen, M.].; Williams, J.; Marques, S.C.E;
Oliveira, C.R.; Pereira, C.M.E; et al. Genetics of Parkinson’s Disease. Int. |. Geriatr. Psychiatry 2012, 26,
a008888. [CrossRef] [PubMed]

29. Lazarov, O.; Hollands, C. Hippocampal neurogenesis: Learning to remember. Prog. Neurobiol. 2016, 138-140,
1-18. [CrossRef] [PubMed]

30. Lindstrom, M.; Korkeala, H. Laboratory diagnostics of botulism. Clin. Microbiol. Rev. 2006, 19, 298-314.
[CrossRef] [PubMed]

31. Overgaard, A.; Tena-Sempere, M.; Franceschini, I.; Desroziers, E.; Simonneaux, V.; Mikkelsen, ].D.
Comparative analysis of kisspeptin-immunoreactivity reveals genuine differences in the hypothalamic
Kiss1 systems between rats and mice. Peptides 2013, 45, 85-90. [CrossRef] [PubMed]

32, Sesardic, D.; Das, R.G. Alternatives to the LD50 assay for botulinum toxin potency testing: Strategies and
progress towards refinement, reduction and replacement. AATEX 2008, 14, 581-585.

33.  Wheeler, C.; Inami, G.; Mohle-Boetani, ].; Vugia, D. Sensitivity of mouse bioassay in clinical wound botulism.
Clin. Infect. Dis. 2009, 48, 1669-1673. [CrossRef] [PubMed]

34.  Antonucci, F; Rossi, C.; Gianfranceschi, L.; Rossetto, O.; Caleo, M. Long-distance retrograde effects of
botulinum neurotoxin A. J. Neurosci. 2008, 28, 3689-3696. [CrossRef] [PubMed]

35.  De Leonibus, E.; Costantini, V.J.A.; Massaro, A.; Mandolesi, G.; Vanni, V.; Luvisetto, S.; Pavone, E; Oliverio, A.;
Mele, A. Cognitive and neural determinants of response strategy in the dual-solution plus-maze task.
Learn. Mem. 2011, 18, 241-244. [CrossRef] [PubMed]

36. Caleo, M.; Restani, L.; Gianfranceschi, L.; Costantin, L.; Rossi, C.; Rossetto, O.; Montecucco, C.; Maffei, L.
Transient Synaptic Silencing of Developing Striate Cortex Has Persistent Effects on Visual Function and
Plasticity. J. Neurosci. 2007, 27, 4530-4540. [CrossRef] [PubMed]

37.  Schiavo, G.; Montecucco, C. Tetanus and Botulism Neurotoxins: Isolation and Assay. Methods Enzymol. 1995,
248, 643-652. [CrossRef] [PubMed]

38. Montecucco, C.; Schiavo, G. Structure and Function of Tetanus and Botulinum Neurotoxins. Q. Rev. Biophys.
1995, 28, 423-472. [CrossRef] [PubMed]

39.  Cremer, JLN.N.; Amunts, K.; Schleicher, A.; Palomero-Gallagher, N.; Piel, M.; Rosch, E; Zilles, K. Changes in
the expression of neurotransmitter receptors in Parkin and DJ-1 knockout mice—A quantitative multireceptor
study. Neuroscience 2015, 311, 539-551. [CrossRef] [PubMed]

40. Cremer, ].N.; Amunts, K.; Graw, ].; Piel, M.; Résch, E; Zilles, K. Neurotransmitter receptor density changes in
Pitx3ak mice—A model relevant to parkinson’s disease. Neuroscience 2015, 285, 11-23. [CrossRef] [PubMed]

41.  Orth, M.; Tabrizi, S.J. Models of Parkinson’s disease. Mowv. Disord. 2003, 18, 729-737. [CrossRef] [PubMed]

42, Le, W, Jankovic, J. Animal models of Parkinson’s disease. Park. Dis. Diagn. Mot. Symptoms Non-Mot. Features
2013, 115, 115-135. [CrossRef]

43. Wong, P.C.; Cai, H.; Borchelt, D.R.; Price, D.L. Genetically engineered mouse models of neurodegenerative
diseases. Nat. Neurosci. 2002, 5, 633-639. [CrossRef] [PubMed]

44.  Magen, I.; Chesselet, M.-F. Genetic mouse models of Parkinson’s disease. Recent Adv. Park. Dis. Clin. Res.
2010, 184, 53-87. [CrossRef]

45.  Blandini, E; Armentero, M.-T. Animal models of Parkinson’s disease. FEBS J. 2012, 279, 1156-1166. [CrossRef]
[PubMed]

46, Day, M.; Wang, Z; Ding, J.; An, X,; Ingham, C.A.; Shering, A.F; Wokosin, D.; Ilijic, E.; Sun, Z;
Sampson, A.R.; et al. Selective elimination of glutamatergic synapses on striatopallidal neurons in Parkinson
disease models. Nat. Neurosci. 2006, 9, 251-259. [CrossRef] [PubMed]

47. Obeso, ].A.,' Marin, C.; Rodriguez-Oroz, C.; Blesa, J.; Benitez-Temifio, B.; Mena-Segovia, ].; Rodriguez, M.;
Olanow, C.W. The basal ganglia in Parkinson’s disease: Current concepts and unexplained observations.
Ann. Neurol. 2008, 64, S30-546. [CrossRef] [PubMed]

48. Obeso, ].A.; Rodriguez-Oroz, M.C.; Benitez-Temino, B.; Blesa, E].; Guridi, J.; Marin, C.; Rodriguez, M.
Functional organization of the basal ganglia: Therapeutic implications for Parkinson’s disease. Mov. Disord.
2008, 23, 5548-5559. [CrossRef] [PubMed]

49. Bordia, T,; Zhang, D.; Perez, X.A.; Quik, M. Striatal cholinergic interneurons and D, receptor-expressing
GABAergic medium spiny neurons regulate tardive dyskinesia. Exp. Neurol. 2016, 286, 32-39. [CrossRef]
[PubMed]

157



9. Anlagen

Toxins 2018, 10, 295 18 of 22

50. Hurley, M.].; Jenner, P. What has been learnt from study of dopamine receptors in Parkinson’s disease?
Pharmacol. Ther. 2006, 111, 715-728. [CrossRef] [PubMed]

51. Mamaligas, A.A.; Cai, Y.; Ford, C.F. Nicotinic and opioid receptor regulation of striatal dopamine D,-receptor
mediated transmission. Sci. Rep. 2016, 6, 37834. [CrossRef] [PubMed]

52. Perreault, M.L.; Hasbi, A.; O'Dowd, B.E; George, S.R. The dopamine D;-D; receptor heteromer in striatal
medium spiny neurons: Evidence for a third distinct neuronal pathway in basal ganglia. Front. Neuroanat.
2011, 5, 31. [CrossRef] [PubMed]

53. Rico, A.].; Dopeso-Reyes, L.G.; Martinez-Pinilla, E.; Sucunza, D.; Pignataro, D.; Roda, E.; Marin-Ramos, D.;
Labandeira-Garcia, J.L.; George, S.R.; Franco, R.; et al. Neurochemical evidence supporting dopamine
Dy-D5 receptor heteromers in the striatum of the long-tailed macaque: Changes following dopaminergic
manipulation. Brain Struct. Funct. 2017, 222, 1767-1784. [CrossRef] [PubMed]

54.  Ariano, M.A,; Stromski, C.J.; Smyk-Randall, E.M.; Sibley, D.R. D, dopamine receptor localization on
striatonigral neurons. Neurosci. Lett. 1992, 144, 215-220. [CrossRef]

55.  Brock, J.W,; Farooqui, S.; Ross, K.; Prasad, C. Localization of dopamine D, receptor protein in rat brain using
polyclonal antibody. Brain Res. 1992, 578, 244-250. [CrossRef]

56. Yung, KK.L.; Bolam, ].P.; Smith, A.D.; Hersch, S.M.; Ciliax, B.J.; Levey, A.I. Immunocytochemical localization
of Dy and D, dopamine receptors in the basal ganglia of the rat: Light and electron microscopy. Neuroscience
1995, 65, 709-730. [CrossRef]

57. Li, N.; Chen, T.-W.; Guo, Z.V.; Gerfen, C.R.; Svoboda, K. A motor cortex circuit for motor planning and
movement. Nature 2015, 519, 51-56. [CrossRef] [PubMed]

58. Kirik, D.; Rosenblad, C.; Bjorklund, A. Preservation of a functional nigrostriatal dopamine pathway by
GDNF in the intrastriatal 6-OHDA lesion model depends on the site of administration of the trophic factor.
Eur. J. Neurosci. 2000, 12, 3871-3882. [CrossRef] [PubMed]

59. Dowd, E.; Monville, C.; Torres, EM.; Dunnett, S.B. The Corridor Task: A simple test of lateralised response
selection sensitive to unilateral dopamine deafferentation and graft-derived dopamine replacement in the
striatum. Brain Res. Bull. 2005, 68, 24-30. [CrossRef] [PubMed]

60. Fitzsimmons, D.E.; Moloney, T.C.; Dowd, E. Further validation of the corridor task for assessing deficit and
recovery in the hemi-Parkinsonian rat: Restoration of bilateral food retrieval by dopamine receptor agonism.
Behav. Brain Res. 2006, 169, 352-355. [CrossRef] [PubMed]

61. Grealish, S.; Mattsson, B.; Draxler, P.; Bjorklund, A. Characterisation of behavioural and neurodegenerative
changes induced by intranigral 6-hydroxydopamine lesions in a mouse model of Parkinson’s disease.
Eur. ]. Neurosci. 2010, 31, 2266-2278. [CrossRef] [PubMed]

62. Starkey, M.L.; Barritt, A W.; Yip, PK_; Davies, M.; Hamers, FP.T.; McMahon, S.B.; Bradbury, E.]. Assessing
behavioural function following a pyramidotomy lesion of the corticospinal tract in adult mice. Exp. Neurol.
2005, 195, 524-539. [CrossRef] [PubMed]

63. Welniarz, Q.; Dusart, I.; Gallea, C.; Roze, E. One hand clapping: Lateralization of motor control.
Front. Neuroanat. 2015, 9, 75. [CrossRef] [PubMed]

64. Blume, S.R.; Cass, D.K.; Tseng, K.Y. Stepping test in mice: A reliable approach in determining forelimb
akinesia in MPTP-induced Parkinsonism. Exp. Neurol. 2009, 219, 208-211. [CrossRef] [PubMed]

65. Heuer, A.; Smith, G.A.; Lelos, M.]J.; Lane, E.L.; Dunnett, S.B. Unilateral nigrostriatal 6-hydroxydopamine
lesions in mice I: Motor impairments identify extent of dopamine depletion at three different lesion sites.
Behav. Brain Res. 2012, 228, 30-43. [CrossRef] [PubMed]

66. Baskin, Y.K.; Dietrich, W.D.; Green, EJ. Two effective behavioral tasks for evaluating sensorimotor
dysfunction following traumatic brain injury in mice. J. Neurosci. Methods 2003, 129, 87-93. [CrossRef]

67. Cohen, N.R; Taylor, ].S.; Scott, L.B.; Guillery, R.W.; Soriano, P.; Furley, A.]. Errors in corticospinal axon
guidance in mice lacking the neural cell adhesion molecule L1. Curr. Biol. 1998, 8, 26-33. [CrossRef]

68. Steward, O.; Zheng, B.; Ho, C.; Anderson, K ; Tessier-Lavigne, M. The Dorsolateral Corticospinal Tract in
Mice: An Alternative Route for Corticospinal Input to Caudal Segments following Dorsal Column Lesions.
J. Comp. Neurol. 2004, 472, 463-477. [CrossRef] [PubMed]

69. Glajch, K.E;; Fleming, SM.; Surmeier, D.J; Osten, P. Sensorimotor assessment of the unilateral
6-hydroxydopamine mouse model of Parkinson’s disease. Behav. Brain Res. 2012, 230, 309-316. [CrossRef]
[PubMed]

158



9. Anlagen

Toxins 2018, 10, 295 190f 22

70. Boix, ].; Padel, T.; Paul, G. A partial lesion model of Parkinson’s disease in mice—Characterization of
a 6-OHDA-induced medial forebrain bundle lesion. Behav. Brain Res. 2015, 284, 196-206. [CrossRef]
[PubMed]

71. Fernagut, P.O.; Diguet, E.; Bioulac, B.; Tison, E. MPTP potentiates 3-nitropropionic acid-induced striatal
damage in mice: Reference to striatonigral degeneration. Exp. Neurol. 2004, 185, 47-62. [CrossRef] [PubMed]

72.  Guyenet, S.]J.; Furrer, S.A.; Damian, V.M.; Baughan, T.D.; La Spada, A.R.; Garden, G.A. A simple composite
phenotype scoring system for evaluating mouse models of cerebellar ataxia. J. Vis. Exp. 2010, 2-4. [CrossRef]
[PubMed]

73.  Morris, M.; Koyama, A.; Masliah, E.; Mucke, L. Tau reduction does not prevent motor deficits in two mouse
models of Parkinson’s disease. PLoS ONE 2011, 6, €29257. [CrossRef] [PubMed]

74. Lieu, C.A,; Chinta, S.J.; Rane, A.; Andersen, ].K. Age-Related Behavioral Phenotype of an Astrocytic
Monoamine Oxidase-B Transgenic Mouse Model of Parkinson’s Disease. PLoS ONE 2013, 8, e54200.
[CrossRef] [PubMed]

75.  Winkler, ].D.; Weiss, B. Reversal of supersensitive apomorphine-induced rotational behavior in mice by
continuous exposure to apomorphine. J. Pharmacol. Exp. Ther. 1986, 238, 242-247. [PubMed]

76. Ford, C.P. The role of D;-autoreceptors in regulating dopamine neuron activity and transmission. Neuroscience
2014, 282, 13-22. [CrossRef] [PubMed]

77. Da Cunha, C.; Wietzikoski, E.C.; Ferro, M.M.; Martinez, G.R.,; Vital, M.A.B.F; Hipolide, D,;
Tufik, S.; Canteras, N.S. Hemiparkinsonian rats rotate toward the side with the weaker dopaminergic
neurotransmission. Behav. Brain Res. 2008, 189, 364-372. [CrossRef] [PubMed ]

78. Fleckenstein, A.E.; Volz, T.J.; Riddle, E.L.; Gibb, J.W.; Hanson, G.R. New insights into the mechanism of
action of amphetamines. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 2007, 47, 681-698. [CrossRef] [PubMed]

79. Del Arco, A.; Gonzalez-Mora, J.L.; Armas, V.R.; Mora, F. Amphetamine increases the extracellular
concentration of glutamate in striatum of the awake rat: Involvement of high affinity transporter mechanisms.
Neuropharmacology 1999, 38, 943-954. [CrossRef]

80. Del Arco, A.; Castafieda, T.R.; Mora, F. Amphetamine releases GABA in striatum of the freely moving rat:
Involvement of calcium and high affinity transporter mechanisms. Neuropharmacology 1998, 37, 199-205.
[CrossRef]

81. Hernandez, L.; Lee, F; Hoebel, B.G. Simultaneous microdialysis and amphetamine infusion in the
nucleus accumbens and striatum of freely moving rats: Increase in extracellular dopamine and serotonin.
Brain Res. Bull. 1987, 19, 623-628. [CrossRef]

82. Mandel, RJ.; Leanza, G.; Nilsson, O.G.; Rosengren, E. Amphetamine induces excess release of striatal
acetylcholine in vivo that is independent of nigrostriatal dopamine. Brain Res. 1994, 653, 57-65. [CrossRef]

83. Mora, E; Porras, A. Effects of amphetamine on the release of excitatory amino acid neurotransmitters in the
basal ganglia of the conscious rat. Can. |. Physiol. Pharmacol. 1993, 71, 348-351. [CrossRef] [PubMed]

84. Miele, M.; Mura, M.A_; Enrico, P; Esposito, G.; Serra, P.A.; Migheli, R.; Zangani, D.; Miele, E.; Desole, M.S.
On the mechanism of d-amphetamine-induced changes in glutamate, ascorbic acid and uric acid release in
the striatum of freely moving rats. Br. |. Pharmacol. 2000, 129, 582-588. [CrossRef] [PubMed]

85. Sulzer, D.; Sonders, M.S.; Poulsen, N.W.; Galli, A. Mechanisms of neurotransmitter release by amphetamines:
A review. Prog. Neurobiol. 2005, 75, 406-433. [CrossRef] [PubMed]

86. Butcher, S.P; Fairbrother, L.S.; Kelly, ].S.; Arbuthnott, G.W. Amphetamine-Induced Dopamine Release in the
Rat Striatum: An In Vivo Microdialysis Study. J. Neurochen. 1988, 50, 346-355. [CrossRef] [PubMed]

87. Kroken, A.R.; Blum, EC.; Zuverink, M.; Barbieri, ].T. Entry of Botulinum neurotoxin subtypes Al and A2
into neurons. Infect. Immun. 2016, 85, IAL00795-16. [CrossRef] [PubMed]

88. Dong, M,; Yeh, E; Tepp, W.H.; Dean, C.; Johnson, E.A.; Janz, R.; Chapman, E.R. SV2 Is the Protein Receptor
for Botulinum Neurotoxin A. Science 2006, 312, 592-596. [CrossRef] [PubMed]

89. Dardou, D.; Dassesse, D.; Cuvelier, L.; Deprez, T.; De Ryck, M.; Schiffmann, 5.N. Distribution of SV2C mRNA
and protein expression in the mouse brain with a particular emphasis on the basal ganglia system. Brain Res.
2011, 1367, 130-145. [CrossRef] [PubMed]

90. Dardou, D.; Monlezun, S.; Foerch, P; Courade, ].P; Cuvelier, L.; De Ryck, M.; Schiffmann, S.N. A role for
SV2C in basal ganglia functions. Brain Res. 2013, 1507, 61-73. [CrossRef] [PubMed]

91. Janz, R.; Stidhof, T.C. SV2C is a synaptic vesicle protein with an unusually restricted localization: Anatomy
of a synaptic vesicle protein family. Newuroscience 1999, 94, 1279-1290. [CrossRef]

159



9. Anlagen

Toxins 2018, 10, 295 200f22

92. Bajjalieh, S.M.; Peterson, K.; Linial, M.; Scheller, R.H. Brain contains two forms of synaptic vesicle protein 2.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1993, 90, 2150-2154. [CrossRef] [PubMed]

93. Miyauchi, N.; Saito, A.; Karasawa, T.; Harita, Y.; Suzuki, K.; Koike, H.; Han, G.D.; Shimizu, F.; Kawachi, H.
Synaptic vesicle protein 2B is expressed in podocyte, and its expression is altered in proteinuric glomeruli.
J. Am. Soc. Nephrol. 2006, 17, 2748-2759. [CrossRef] [PubMed]

94.  Wang, M.M.; Janz, R.; Belizaire, R.; Frishman, L.J.; Sherry, D.M. Differential distribution and developmental
expression of synaptic vesicle protein 2 isoforms in the mouse retina. J. Comp. Neurol. 2003, 460, 106-122.
[CrossRef] [PubMed]

95. Hayashi, M.; Yamamoto, A.; Yatsushiro, S.; Yamada, H.; Futai, M.; Yamaguchi, A.; Moriyama, Y. Synaptic
vesicle protein SV2B, but not SV2A, is predominantly expressed and associated with microvesicles in rat
pinealocytes. . Neurochem. 1998, 71, 356-365. [CrossRef] [PubMed]

96. Ashton, A.C.; Dolly, J.O. Characterization of the Inhibitory Action of Botulinum Neurotoxin Type A on the
Release of Several Transmitters from Rat Cerebrocortical Synaptosomes. J. Neurochem. 1988, 50, 1808-1816.
[CrossRef] [PubMed]

97. Bigalke, H.; Heller, I.; Bizzini, B.; Habermann, E. Tetanus toxin and botulinum A toxin inhibit release and
uptake of various transmitters, as studied with particulate preparations from rat brain and spinal cord.
Naunyn. Schmiedebergs. Arch. Pharmacol. 1981, 316, 244-251. [CrossRef] [PubMed]

98. Bozzi, Y.; Costantin, L.; Antonucci, F.; Caleo, M. Action of botulinum neurotoxins in the central nervous
system: Antiepileptic effects. Neurotox. Res. 2006, 9, 197-203. [CrossRef] [PubMed]

99. Dunn, A.R;; Stout, K.A.; Ozawa, M.,; Lohr, KM.; Hoffman, C.A.; Bernstein, A.L; Li, Y.; Wang, M.; Sgobio, C.;
Sastry, N.; et al. Synaptic vesicle glycoprotein 2C (SV2C) modulates dopamine release and is disrupted in
Parkinson disease. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2017, 114, E2253-E2262. [CrossRef] [PubMed]

100. Mahrhold, S.; Rummel, A.; Bigalke, H.; Davletov, B.; Binz, T. The synaptic vesicle protein 2C mediates
the uptake of botulinum neurotoxin A into phrenic nerves. FEBS Lett. 2006, 580, 2011-2014. [CrossRef]
[PubMed]

101. Pearce, L.B.; First, E.R.; MacCallum, R.D.; Gupta, A. Pharmacologic characterization of botulinum toxin for
basic science and medicine. Toxicon 1997, 35, 1373-1412. [CrossRef]

102. Mann, T;; Zilles, K.; Klawitter, F.; Cremer, M.; Hawlitschka, A.; Palomero-Gallagher, N.; Schmitt, O.; Wree, A.
Acetylcholine neurotransmitter receptor densities in the striatum of hemiparkinsonian rats following
Botulinum neurotoxin-A injection. Front. Neuroanat. 2018, in press.

103. Mann, T.; Zilles, K.; Frederike, V.; Hohmann, K.; Hellfritsch, A.; Van Bonn, S.; Cremer, M.; Schmitt, O.;
Hawlitschka, A.; Wree, A. Glutamate, GABA and adenosine neurotransmitter receptor densities in the
striatum of hemiparkinsonian rats following Botulinum neurotoxin-A injection. 2018; in press.

104. Oh,S.W.,; Harris, ].A.; Ng, L.; Winslow, B.; Cain, N.; Mihalas, S.; Wang, Q.; Lau, C.; Kuan, L.; Henry, AM.; et al.
A mesoscale connectome of the mouse brain. Nature 2014, 508, 207-214. [CrossRef] [PubMed]

105. Gerfen, C.R. Basal Ganglia. In The Rat Nervous System; Toga, A.W., Ed.; Elsevier Academic: Amsterdam,
The Netherlands, 1994; pp. 217-227. ISBN 9780123970251.

106. Klockgether, T. Medikamentose behandlung der idiopathischen Parkinson-krankheit. Nervenarzt 2003, 74,
512-521. [CrossRef] [PubMed]

107. Horstink, M.; Tolosa, E.; Bonuccelli, U.; Deuschl, G.; Friedman, A.; Kanovsky, P; Larsen, J.P,; Lees, A.;
Oertel, W.; Poewe, W.; et al. Review of the therapeutic management of Parkinson’s disease. Report of a joint
task force of the European Federation of Neurological Societies and the Movement Disorder Society-European
Section. Part I: Early (uncomplicated) Parkinson’s disease. Eur. J. Neurol. 2006, 13, 1170-1185. [CrossRef]
[PubMed]

108. Whitney, C.M. Medications for Parkinson’s disease. Neurologist 2007, 13, 387-388. [CrossRef] [PubMed]

109. Orsini, M.; Leite, M.A.A.; Chung, T.M.; Bocca, W.; de Souza, ].A.; de Souza, O.G.; Moreira, R.P; Bastos, V.H.;
Teixeira, S.; Oliveira, A.B.; et al. Botulinum neurotoxin type A in neurology: Update. Neurol. Int. 2015, 7,
79-84. [CrossRef] [PubMed]

110. Chen, S. Clinical uses of botulinum neurotoxins: Current indications, limitations and future developments.
Toxins 2012, 4, 913-939. [CrossRef] [PubMed]

111. Jankovic, J. An update on new and unique uses of botulinum toxin in movement disorders. Toxicon 2017,
147, 84-88. [CrossRef] [PubMed]

112. Jankovic, J. Botulinum toxin: State of the art. Mov. Diserd. 2017, 32, 1131-1138. [CrossRef] [PubMed]

160



9. Anlagen

Toxins 2018, 10, 295 21 of 22

113. Bezard, E.; Yue, Z; Kirik, D.; Spillantini, M.G. Animal models of Parkinson’s disease: Limits and relevance
to neuroprotection studies. Mov. Disord. 2013, 28, 61-70. [CrossRef] [PubMed]

114. Deng, H.; Yuan, L. Genetic variants and animal models in SNCA and Parkinson disease. Ageing Res. Rev.
2014, 15, 161-176. [CrossRef] [PubMed]

115. Pickrell, A.M.; Pinto, M.; Moraes, C.T. Mouse models of Parkinson’s disease associated with mitochondrial
dysfunction. Mol. Cell. Neurosci. 2013, 55, 87-94. [CrossRef] [PubMed]

116. Gasior, M.; Tang, R.; Rogawski, M.A. Long-lasting attenuation of amygdala-kindled seizures after
convection-enhanced delivery of botulinum neurotoxins a and B into the amygdala in rats. |. Pharmacol.
Exp. Ther. 2013, 346, 528-534. [CrossRef] [PubMed]

117. Antonucci, F; Bozzi, Y.; Caleo, M. Intrahippocampal infusion of botulinum neurotoxin E (BoNT/E) reduces
spontaneous recurrent seizures in a mouse model of mesial temporal lobe epilepsy. Epilepsia 2009, 50,
963-966. [CrossRef] [PubMed]

118. Paxinos, G.; Franklin, K.B.]. The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates; Academic Press: Amsterdam,
The Netherlands, 2001; ISBN 0125476361.

119. Paxinos, G.; Watson, C. The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, 5th ed.; Elsevier Academic Press: Amsterdam,
The Netherlands; London, UK, 2005; ISBN 0120885727.

120. Pirazzini, M.; Rossetto, O.; Eleopra, R.; Montecucco, C. Botulinum Neurotoxins: Biology, Pharmacology,
and Toxicology. Pharmacol. Rev. 2017, 69, 200-235. [CrossRef] [PubMed]

121. Frevert, ]. Content of botulinum neurotoxin in botox®vistabel®, dysport®azza1ure®, and xeomin®bocouture.
Drugs R D 2010, 10, 67-73. [CrossRef] [PubMed]

122. Scaglione, F. Conversion ratio between botox®, dysport®, and xeomin® in clinical practice. Toxins 2016, 8, 65.
[CrossRef] [PubMed]

123. Bensadoun, ].C.; Deglon, N.; Tseng, ].L.; Ridet, J.L.; Zurn, A.D.; Aebischer, . Lentiviral vectors as a gene
delivery system in the mouse midbrain: Cellular and behavioral improvements in a 6-OHDA model of
Parkinson'’s disease using GDNF. Exp. Neurol. 2000, 164, 15-24. [CrossRef] [PubMed]

124. Tancu, R.; Mohapel, P; Brundin, P.; Paul, G. Behavioral characterization of a unilateral 6-OHDA-lesion model
of Parkinson'’s disease in mice. Behav. Brain Res. 2005, 162, 1-10. [CrossRef] [PubMed]

125. Da Conceicao, FS.L.; Ngo-Abdalla, S.; Houzel, ].-C.; Rehen, S.K. Murine model for Parkinson’s disease: From
6-OH dopamine lesion to behavioral test. J. Vis. Exp. 2010, 35, 9-11. [CrossRef] [PubMed]

126. Brundin, P; Isacson, O.; Gage, EH.; Prochiantz, A.; Bjérklund, A. The rotating 6-hydroxydopamine-lesioned
mouse as a model for assessing functional effects of neuronal grafting. Brain Res. 1986, 366, 346-349.
[CrossRef]

127. Fu, A.; Zhou, Q.H.; Hui, EK.W,; Lu, ].Z.; Boado, R].; Pardridge, W.M. Intravenous treatment of experimental
Parkinson’s disease in the mouse with an IgG-GDNF fusion protein that penetrates the blood-brain barrier.
Brain Res. 2010, 1352, 208-213. [CrossRef] [PubMed]

128. Ungerstedt, U.; Arbuthnott, G.W. Quantitative recording of rotational behavior in rats after
6-hydroxy-dopamine lesions of the nigrostriatal dopamine system. Brain Res. 1970, 24, 485-493. [CrossRef]

129. Schallert, T.; Tillerson, ].L. Intervention Strategies for Degeneration of Dopamine Neurons in Parkinsonism:
Optimizing Behavioral Assessment of Outcome. In Central Nervous System Diseases; Emerich, D.E, Dean, R.L.,
Sanberg, P.R., Eds.; Humana Press: Totowa, NJ, USA, 2000; pp. 131-151, ISBN 978-1-59259-691-1.

130. Schackel, S.; Pauly, M.-C.; Piroth, T.; Nikkhah, G.; Débrossy, M.D. Donor age dependent graft development
and recovery in a rat model of Huntington’s disease: Histological and behavioral analysis. Behav. Brain Res.
2013, 256, 56—63. [CrossRef] [PubMed]

131. Chou, A.H.; Chen, C.Y.; Chen, S.Y.; Chen, W.J; Chen, Y.L.; Weng, Y.S.; Wang, H.L. Polyglutamine-expanded
ataxin-7 causes cerebellar dysfunction by inducing transcriptional dysregulation. Neurochen. Int. 2010, 56,
329-339. [CrossRef] [PubMed]

132. Zilles, K.; Qii, M.S.; Schrider, H.; Schleicher, A. Neurotransmitter receptors and cortical architecture.
J. Hirnforsch. 1991, 32, 343-356. [PubMed]

133. Zilles, K.; Werner, L.; Qii, M.; Schleicher, A.; Gross, G. Quantitative auto radiography of 11 different
transmitter binding sites in the basal forebrain region of the rat-evidence of heterogeneity in distribution
patterns. Neuroscience 1991, 42, 473-481. [CrossRef]

161



9. Anlagen

Toxins 2018, 10, 295 220f22

134. Zilles, K.; Gross, G.; Schleicher, A.; Schildgen, S.; Bauer, A.; Bahro, M.; Schwendemann, G.; Zech, K;
Kolassa, N. Regional and laminar distributions of alpha 1-adrenoceptors and their subtypes in human and
rat hippocampus. Neuroscience 1991, 40, 307-320. [CrossRef]

135. Zilles, K.; Palomero-Gallagher, N.; Grefkes, C.; Scheperjans, F; Boy, C.; Amunts, K.; Schleicher, A.
Architectonics of the human cerebral cortex and transmitter receptor fingerprints: Reconciling functional
neuroanatomy and neurochemistry. Eur. Neuropsychopharmacol. 2002, 12, 587-599. [CrossRef]

136. Zilles, K.; Schleicher, A_; Palomero-Gallagher, N.; Amunts, K. Quantitative Analysis of Cyto- and Receptor
Architecture of the Human Brain. In Brain Mapping: The Methods; Toga, A.W., Mazziotta, ].C., Eds.; Elsevier
Academic Press: London, UK, 2002; Volume 58, pp. 573-602, ISBN 9780126930191. 0385-5600 (Print)
0385-5600 (Linking).

® © 2018 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access
@ article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution
BY

(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses /by /4.0/).

162



9. Anlagen

Brain Research xxx (xxxx) xxxx

journal homepage: www.elsevier.com/locate/brainres

Brain Research

Contents lists available at ScienceDirect

Brain Research

Research report

Repeated intrastriatal application of botulinum neurotoxin-A did not
influence choline acetyltransferase-immunoreactive interneurons in
hemiparkinsonian rat brain — A histological, stereological and correlational

analysis

b,d

Alexander Hawlitschka®, Charlotte Berg”, Oliver Schmitt®, Carsten Holzmann™*,

a,d,«

Andreas Wree

, Veronica Antipova

a,c

? Institute of Anatomy, Rostock University Medical Center, D-18057 Rostock, Germany

" Institute of Medical Genetics, Rostock University Medical Center, D-18057 Rostock, Germany

“ Gottfried Schatz Research Center for Cell Signaling, Metabolism and Aging, Macroscopic and Clinical Anatomy, Medical University of Graz, A-8010 Graz, Austria
d Centre of Transdisciplinary Neuroscience Rostock, D-18147 Rostock, Germany

HIGHLIGHTS

® Repeated intrastriatal injections of 1 ng BoNT-A each were well tolerated.

# The volumes of the injected striata were reduced.

® In injected CPu the number of ChAT-ir interneurons was not significantly changed.
® In injected CPu the density of ChAT-ir BoNT-A-induced varicosities was increased.
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ABSTRACT

In Parkinson’s disease, dopamine depletion leads to hyperactivity of cholinergic interneurons in the caudate-putamen
(CPu). Botulinum neurotoxin-A (BoNT-A) inhibits the release of acetylcholine in the peripheral nervous system and is
also thought to act as a local anticholinergic drug when injected intrastriatally. In hemiparkinsonian (hemi-PD) rats, a
unilateral intrastriatal injection of 1 ng BoNT-A significantly diminished apomorphine-induced rotation behavior for
at least 3 months, the effect fading thereafter. A second intrastriatal BONT-A application, 6 months after the first one,
led to a stronger and longer-lasting, beneficial behavioral reaction.

As a single BoNT-A injection was not cytotoxic in the rat striatum and resembled BoNT-A treatment in clinical
practice, here, we investigated the structural outcome of repeated intrastriatal BONT-A injections with respect to
striatal volume, the number of choline acetyltransferase-immunoreactive (ChAT-ir) interneurons and of the length of
their dendritic arbors, and the numeric density of ChAT-ir BoNT-A-induced varicosities (BiVs). Repeated unilateral
intrastriatal BoNT-A application decreased the volume of the injected CPu, but did not significantly change the
number of striatal ChAT-ir interneurons. Also, the total dendrite length of ChAT-ir interneurons after repeated BoNT-
A application resembled the values in double vehicle-injected hemi-PD rats. In repeatedly BoNT-A-injected hemi-PD
rats, the numeric density of ChAT-ir BiVs in the CPu was increased compared with rats only intrastriatally injected
once with BoNT-A. Even repeated BoNT-A injections in rat striata did not cause substantial morphological changes in
ChAT-ir neuron, except for the increased numeric density of ChAT-ir BiVs.

Abbreviations: 6-OHDA, 6-hydroxydopamine; Ach, acetylcholine; BiVs, botulinum neurotoxin-A-induced varicosities; BoNT-A, botulinum neurotoxin-A; BW, body
weight; ChAT, choline acetyltransferase; CPu, caudate-putamen (striatum); DA, dopamine; HDB, nucleus of the horizontal limb of the diagonal band; hemi-PD,
hemiparkinsonian; ir, immunoreactive; MFB, medial forebrain bundle; PD, Parkinson’s disease; Rpm, rotations per minute; SNAP-25, synaptosomal-associated
protein-25; SNpc, substantia nigra pars compacta; TH, tyrosine hydroxylase
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1. Introduction

Parkinson’s disease (PD) is the most common and complex age-re-
lated chronic movement disorder and the second most prevalent neu-
rodegenerative disease after Alzheimer’s disease (de Lau and Breteler,
2006; De Rijk et al., 1997; Dorsey et al., 2007; Kalia and Lang, 2015).
PD is classically characterized by the progressive loss of about 50-70%
of the dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta
(SNpc) and the reduction of dopamine (DA) in the caudate-putamen
(CPu, striatum) (Boix et al., 2015; Poirier et al., 2016; Rafael et al.,
2016), followed by a profound dysregulation of DA-modulated circuits
in the basal ganglia (Albin et al., 1989; DeLong and Wichmann, 2007;
Marsden, 1982; Obeso et al., 2008a,b). The resulting deficits cause a
reduction of dopaminergic inhibition of tonically active cholinergic
interneurons in the CPu (Ding et al., 2006; Oldenburg and Ding, 2011;
Pisani et al., 2007; Ztaou et al., 2016); as a result, the concentration of
striatal acetylcholine (ACh) increases and contributes to the major
motor symptoms of PD such as bradykinesia or akinesia, abnormal gate,
rigidity and tremors (Coffield and Yan, 2009; Day et al., 2006;
Duvoisin, 1967).

The rationale for using anticholinergic agents in PD is to reduce the
excess of ACh in the basal ganglia (Shah, 2017). Current anticholinergic
drugs are able to improve tremor and movement symptoms of PD, but
after long term intake they evoke unfavorable central and peripheral
side effects (Katzenschlager et al., 2003; Miiller, 2012; Rizek et al.,
2016; Shah, 2017; Singer, 2002). Frequent central side effects are
confusion, hallucination, and transient cognitive impairments. Periph-
eral side effects include nausea, dizziness, dry mouth, constipation,
urinary retention, blurred vision and the precipitation of closed angle
glaucoma (Clarke, 2002; Fernandez, 2012; Miinchau and Bhatia, 2000;
Whitney, 2007).

Botulinum neurotoxin-A (BoNT-A) is a potent neurotoxin, produced
by the bacterium Clostridium botulinum, which mainly blocks the release
of ACh from presynaptic vehicles by specific cleavage of synaptosomal-
associated protein-25 (SNAP-25). SNAP-25 is a necessary component of
the vesicle fusion apparatus of the cholinergic presynaptic membrane
(Caleo et al., 2018; Jankovic, 2017; Kim et al., 2017; Pirazzini et al.,
2017). Consequently, peripheral therapeutic BoONT-A applications are
used in neurological conditions associated with cholinergic hy-
perfunction or movement dysfunctions (Jabbari, 2016; Montecucco and
Molgé, 2005; Montecucco and Schiavo, 1995; Ney and Joseph, 2007;
Safarpour and Jabbari, 2018).

In the mission to avoid unwanted side effects of systematically ap-
plied classical anticholinergic drugs, and hypothesizing that BoNT-A
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inhibits the release of ACh also as a local anticholinergic drug, we in-
jected BoNT-A directly into the CPu in hemiparkinsonian (hemi-PD)
rats (Antipova et al., 2019, 2017, 2013; Hawlitschka et al., 2018, 2013;
Hawlitschka and Wree, 2018; Holzmann et al., 2012; Wree et al., 2011).
One ng of BoNT-A injected intrastriatally into hemi-PD rats significantly
annulled apomorphine-induced rotations for a minimum period of
3 months (Antipova et al., 2019, 2017, 2013; Hawlitschka et al., 2018,
2013; Hawlitschka and Wree, 2018; Holzmann et al., 2012; Wree et al.,
2011). Rotation behavior gradually increased again during the 6 to
9 months thereafter (Antipova et al., 2017, 2013; Wree et al., 2011).

Additionally, we tested if repeated intrastriatal BoNT-A injections
were capable of ameliorating the motor behavior in hemi-PD rats for an
even longer time period, comparable with clinical practice used for
BoNT-A applications (Fonfria et al., 2018; Gazerani, 2018; Hong et al.,
2017; Intiso, 2012; Jankovic, 2018, 2017; Moga et al., 2018; Orsini
et al.,, 2015). For this purpose, 1 month and 7 months following a 6-
hydroxydopamine (6-OHDA) lesion, hemi-PD rats were intrastriatally
treated with BoNT-A (each dose 1 ng) (Hawlitschka et al., 2018). Re-
petitive intrastriatal injections of BoNT-A in hemi-PD rats were well
tolerated by the animals, and the second BoNT-A application sig-
nificantly exceeded the behavioral outcome of the first one
(Hawlitschka et al., 2018). In earlier experiments, we could also show
that a singular intrastriatal BoNT-A injection in hemi-PD and naive rats
led to axonal swellings, so-called botulinum neurotoxin-A-induced
varicosities (BiVs), which were immunoreactive (ir) either for choline
acetyltransferase (ChAT) or for tyrosine hydroxylase (TH) (Mehlan
et al., 2016; Wree et al., 2011). Also, in these rats there was neither a
loss of the total number of all neurons nor of ChAT-ir interneurons in
the CPu, even one year after unilateral intrastriatal BoNT-A injection
(Antipova et al., 2013; Mehlan et al.,, 2016), speaking in favor of a
missing toxic BoNT-A effect (Mehlan et al., 2016).

Here, using quantitative structural parameters, we investigated if
repeated intrastriatal application of 1 ng BoNT-A, first 1 month and
then 7 months after induction of hemi-PD and behaviorally character-
ized elsewhere (Antipova et al., 2019; Hawlitschka et al., 2018), had
long-term cytotoxic effects on ChAT-ir interneurons and on character-
istics of the ChAT-ir BiVs in the CPu. The respective data obtained in
repeatedly injected rats are compared with those after singular in-
trastriatal BoNT-A injection (Mehlan et al., 2016). Additionally, the
dendritic arbors of the ChAT-ir neurons of the nucleus of the horizontal
limb of the diagonal band (HDB, (Paxinos and Watson, 2015)) were
investigated in the same brains, as an area quite distant from the BoNT-
A-injected CPu.
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Fig. 1. Body weight (A), brain weight (B), and quotient of brain/body weight (C) of hemi-PD rats evaluated 12 months after the second intrastriatal BONT-A (12 M
after 2x BoNT, n = 8) or vehicle (12 M after 2x sham, n = 4) injections. 2x BoNT-A application neither altered body and brain weight nor the brain/body weight
relation compared with 2x vehicle injection. ANOVA results, data are means + SEM.
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2. Results
2.1. Body weight

Both the first and the second intrastriatal BoNT-A injections were
well tolerated by rats without any health problems. The body weight of
both experimental groups was estimated as an index of possible general
adverse effects of BoNT-A application. Rats weighed 290-310 g at the
time of the first surgery. Accordingly, 12 months after the second BoNT-
A injection hemi-PD rats weighed 500.0 = 23.8 g (mean + SEM), and
thus did not significantly (p = 0.111) differ from the sham group
(594.0 + 61.4 g; Fig. 1A).

2.2. Brain weight

Also the brain weights of BoNT-A- (2,401 =+ 0.049 g)
(mean = SEM) and vehicle-injected groups (2.425 =+ 0.058 g)
12 months after the second applications were not significantly
(p = 0.769) different (Fig. 1B). Respectively, the quotients of brain
weight/body weight — as a biologically significant marker of neurotoxic
damage (Azzaoui et al., 2008; Bailey et al., 2004; Haschek et al., 2013;
Nirogi et al., 2014) - of both experimental groups 12 months after the
second BoNT-A or vehicle injection did not differ significantly
(p = 0.236; 2x BoNT: 0.489 =+ 0.029; 2x sham: 0.422 = 0.048)
(Fig. 1C).

9. Anlagen

Brain Research xxx (xxxx) Xxxxx

2.3. CPu volume

Twelve months after the second intrastriatal injection (Fig. 2A-B),
the volume of the BoNT-A-injected right CPu (29.45 + 1.22 mm?
mean * SEM; Fig. 2C) was significantly reduced compared with the
contralateral non-injected left CPu (36.48 + 1.29 mm?® p < 0.001).
In the sham group the volumes of the injected right
(33.43 % 1.74 mm®) and non-injected left (37.07 = 1.44 mm®) CPu
did not differ significantly (p = 0.152; Fig. 2C). Moreover, the striatal
volumes of the non-injected left hemispheres were not significantly
different between both experimental groups (p = 0.788; Fig. 2C).

2.4. ChAT-ir neurons

2.4.1. Numeric density of striatal ChAT-ir neurons

The numeric density of ChAT-ir neurons of the right BoNT-A-in-
jected CPu (Fig. 2D) was significantly higher compared with the non-
injected left CPu 12 months after the second BoNT-A application
(Fig. 2D): right CPu — 703.6 = 33.2 ChAT-ir neurons per mm?

(mean + SEM) versus left CPu — 594.8 + 26.3 ChAT-ir neurons per

m?®, respectively; p = 0.021. In the sham group, the numeric density
of ChAT-ir neurons of the injected right (614.5 = 55.2 neurons per
mm?®) and non-injected left (556.9 *+ 34.3 neurons per mm?) CPu did
not differ significantly (p = 0.359; Fig. 2D). The numeric density of
ChAT-ir neurons in the left hemispheres did not differ significantly
between both experimental groups (p = 0. 485; Fig. 2D).
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Fig. 2. Frontal sections immunohistochemically stained for ChAT (A-B). Right CPu was injected twice with vehicle (A) or with 1 ng BoNT-A (B). Volume of the left
and right CPu (C), numeric density (D), and number of striatal ChAT-ir interneurons of the left and right CPu (E) of hemi-PD rats 12 months after the 2x BoNT (n = 8)
or 2x sham (n = 4) applications. Two-way ANOVA results. Asterisks indicate significant differences compared with the sham group after Holm-Sidak post-hoc test (*

p < 0.05, *** p < 0.001). Data are means *+ SEM.
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2.4.2. Number of striatal ChAT-ir neurons

The number of ChAT-ir neurons in the BoNT-A-injected right CPu
(20546.3 = 866.6, mean + SEM) was not significantly different
compared with the non-injected left CPu (21573.1 =+ 788.2)
12 months after the second intrastriatal BoONT-A application (Fig. 2E).
In the vehicle-treated group, the respective numbers were: right CPu —
20257.2 = 655.23, left CPu — 20496.4 = 488.4 ChAT-ir neurons.
There were no significant interhemispheric differences in the vehicle-
injected group (Fig. 2E). Moreover, the counts of ChAT-ir neurons did
not differ significantly between both experimental groups (p = 0.453;
Fig. 2E).

2.4.3. Sholl analysis of striatal ChAT-ir neurons

Twelve months after the second BoNT-A injection in hemi-PD rats
(Fig. 3A-D), the total dendrite length of ChAT-ir neurons of the right
BoNT-A-injected CPu (132.83 + 10.87 um, mean *+ SEM) did not
significantly ~ differ from the non-injected left hemisphere
(117.52 = 6.15 um) (p = 0.475; Fig. 3E). Correspondingly, the double
sham-injected hemi-PD rats showed no significant side differences in
dendrite length: right CPu — 89.67 + 17.31 pm, and left CPu —
95.22 * 10.96 pm (p = 0.794, Fig. 3E). Interestingly, the BoNT-A-
injected striata did not differ significantly from the sham-injected group
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with respect to ChAT-ir neurons dendrite length (p = 0.305).

In contrast, twelve months after the single intrastriatal injection of
1 ng BoNT-A in naive rats the total dendrite length of ChAT-ir neurons
of the ipsilateral CPu was 155.08 + 20.14 um, and therewith sig-
nificantly lower than those found in the non-injected left CPu
(206.94 + 17.64 um; p = 0.028) (Fig. 3E). All in all, the 1x BoNT rats
had significantly longer dendrites after 12 months than the hemi-PD
rats which had received 2x BoNT-A (p = 0.002) or vehicle (p < 0.001)
(Fig. 3E).

2.4.4. Sholl analysis of ChAT-ir neurons of the nucleus of the horizontal
limb of the diagonal band (HDB)

Sholl analysis showed no significant differences in the total dendrite
length of ChAT-ir neurons of the HDB of both hemispheres in hemi-PD
rats 12 months after the second BoNT-A or vehicle injection into the
right CPu: 12 M after 2x BoNT - right HDB: 86.90 *+ 8.64 um, left
HDB: 83.33 + 8.55 um, p = 0.767; 12 M after 2x sham - right HDB:
111.18 + 0.42 pum, left HDB: 112.53 = 6.86 ym, p = 0.911)

(Fig. 3F).

Twelve months after a single intrastriatal BoONT-A injection in naive
rats, the total dendrite length of ChAT-ir neurons of the right and left
HDB was rather similar: right — 141.44 =+
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Fig. 3. Sholl analysis of the total dendrite length of ChAT-ir interneurons in the CPu and neurons of the nucleus of the horizontal limb of the diagonal band. Higher
magnifications of ChAT staining (A-D) of left non-injected (A) and right sham-injected striata (B) 12 months after 2x vehicle, and of left non-injected (C) and right
BoNT-A-injected (D) striata 12 months after 2x BoNT-A application. ChAT-ir interneurons are marked by white arrows, some ChAT-ir BiVs, only occurring in BoNT-A-
injected striatum, are indicated by white arrowheads. Sholl analysis Two-way ANOVA results of the total dendrite length of ChAT-ir interneurons in the CPu (E) and
neurons of the nucleus of the horizontal limb of the diagonal band (F). In both nuclei, injected right and non-injected left sides were evaluated in 3 rat groups (each
n = 3): 12 M after 1x BoNT, 12 M after 2x BoNT and 12 M after 2x sham. Asterisks indicate significant post-hoc (Holm-Sidak test) differences between the
hemispheres and groups, respectively (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001). Data are means *= SEM.
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135.11 + 8.5 um (Fig. 3F). Again, rats 12 M after 1x BoNT had sig-
nificantly longer dendrites than the hemi-PD rats which had received 2x
BoNT-A (p = 0.002) or 2x vehicle (p = 0.049) (Fig. 3F).

2.5. Botulinum neurotoxin-A-induced varicosities (BiVs)

2.5.1. Numeric density of striatal ChAT-ir BiVs

In the right CPu of hemi-PD rats 12 months after the second in-
trastriatal BoNT-A application we determined 4717.4 * 562.2 var-
icosities per mm? (mean + SEM) (Fig. 4A). Twelve months after the
single intrastriatal BoNT-A injection in naive rats only about half as
many BiVs per mm? were found (1963.8 = 369.1; p = 0.02) (Fig. 4A).

2.5.2. Size and size distribution of striatal ChAT-ir BiVs

The mean size, determined as projection area, of ChAT-ir BiVs of the
right CPu in hemi-PD rats 12 months after the second intrastriatal
BoNT-A injection, was 3.401 + 0.089 um? (Fig. 4B). The same para-
meter, measured in the CPu 12 months after a single BoNT-A injection
in naive rats, was found to be nearly identical: 3.270 + 0.220 um?
(p = 0.515; Fig. 4B).

Sorting of striatal BiVs per mm® 12 M after 1x BoNT-A and 12 M
after 2x BoNT-A depending on their expanse revealed that, especially in
the four smallest volume categories (0.0 to 3.84 um?), the rats injected
twice with BoNT-A showed significantly more BiVs (Fig. 4C).

2.6. Correlation of volume of CPu, numeric density of ChAT-ir neurons,
number of CRAT-ir neurons, and apomorphine-induced rotations

There were neither significant relationships between the apomor-
phine-induced rotations estimated 12 months after the second BoNT-A
injection or vehicle applications in hemi-PD rats, nor between the CPu
volumes, numeric density and number of the ChAT-ir neurons of both
CPu in individual rats in either experimental group (Fig. S1A-F). Only
the volumes of the left and right CPu 12 months after the second BoNT-
A (r(8) = 0.920; p = 0.00122) or vehicle (r(8) = 0.920; p = 0.00122)
injections in hemi-PD rats were significantly correlated (Fig. S1A,B).
Also, the numeric density of ChAT-ir neurons of the left and right CPu in
hemi-PD rats 12 months after the second vehicle injection showed a
significant correlation (r(4) = 0.952; p = 0.0480; Fig. S1D).

3. Discussion

Single unilateral intrastriatal injection of 1 ng BoNT-A abrogates
apomorphine-induced rotations for at least 3 months in hemi-PD rats
(Antipova et al., 2019, 2018, 2017, 2013; Hawlitschka et al., 2018,
2013; Hawlitschka and Wree, 2018; Holzmann et al., 2012; Wree et al.,
2011). Resembling BoNT-A treatment in clinical practice (Brisinda
et al., 2015; De Boulle, 2007; Flynn, 2010; Ozcan et al., 2006; Pagan
and Harrison, 2012; Schurch, 2006; Sheean, 2006; Vashishta et al.,
2013), repetitive intrastriatal BoONT-A applications 1 and 7 months after
the 6-OHDA lesion in rats are possible and well tolerated by the animals
(Antipova et al., 2019; Hawlitschka et al., 2018). A second BoNT-A
injection into CPu had a more intense and longer-lasting effect on be-
havioral outcomes in hemi-PD rats than the first one (Hawlitschka
et al., 2018).

In order to extend our knowledge about the intrastriatal BoNT-A
treatment as a possible local anticholinergic therapy in the hemi-PD rat
model, here we investigated whether a repeated intrastriatal BoNT-A
injection had no or limited effects on the morphology of striatal ChAT-ir
interneurons in hemi-PD rats.

3.1. Body weight and brain weight
We used a body and brain weight assessment as an indicator of

possible general negative side effects of intrastriatal BoNT-A treatment
in hemi-PD rats and estimated both parameters directly before
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histological analysis.

Neither intrastriatal vehicle nor BoNT-A at the dose of 1 ng injected
twice, i.e. 1 and 7 months after 6-OHDA, in hemi-PD rats significantly
influenced the body weight of the animals in either experimental group.
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Fig. 4. The numeric density (A), the mean size of the projection area (B) as well
as the histogram of the expanse (C) of ChAT-ir BiVs of the BoNT-A-injected
striata are depicted from rats 12 M after 1x BoNT (n = 3) and 12 M after 2x
BoNT (n = 8). One-way (A + B) or two-way (C) ANOVA results. Asterisks
indicate significant differences between the groups after Holm-Sidak post-hoc
test (*p < 0.05, *** p < 0.001). Data are means * SEM.
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Thus, 12 months after the second application, the body weights of
BoNT-A- or vehicle-injected rats did not differ significantly. Also, a
repeated intrastriatal BoNT-A injection had no unwanted adverse ef-
fects on the health of the animals and was tolerated well. These findings
underlined our previous results in hemi-PD rats at different time points
after the single intrastriatal BoNT-A application (Hawlitschka et al,,
2018; Wedekind et al., 2018) and also 12 months after the second
BoNT-A or vehicle application (Hawlitschka et al., 2018).

Likewise, the brain weights were not significantly influenced fol-
lowing the repeated BoNT-A when compared with the respective ve-
hicle applications in hemi-PD rats, performed 1 and 7 months after 6-
OHDA lesion. The same held true when comparing the quotient of brain
weight to body weight in both experimental groups. These results
complement our former findings in C57BL/6 mice following single
unilateral 25 pg BoNT-A injection into the right CPu, whereby neither
body weight nor brain weight were significantly influenced up to
9 months survival (Antipova et al., 2018; Hawlitschka et al., 2017).

3.2. CPu volume and numeric density of striatal ChAT-ir neurons

Twelve months after the second BoNT-A injection, the volume of the
right CPu injected with 1 ng BoNT-A was significantly smaller than the
volume of the contralateral non-injected CPu. In contrast, in hemi-PD
rats treated twice with vehicle substance in the right striatum, the vo-
lumes of the injected CPu did not differ significantly from the con-
tralateral, non-injected CPu.

Interestingly, in naive rats, once injected with BoNT-A into the right
CPu, the volumes of BoNT-A-injected and non-injected contralateral
striata were not significantly different 1 month, 6 months and
12 months after injection (Antipova et al., 2013), However, it is as yet
not known which neuropil compartment(s) is (are) responsible for the
striatal volume reduction after 2x BoNT-A injection.

3.3. Number of striatal ChAT-ir neurons

Twelve months after the second BoNT-A application, the numeric
density of ChAT-ir neurons of the right CPu injected with BoNT-A was
significantly higher compared with the respective data after vehicle
application. However, the striatal volumes showed reciprocal results.
Taking both parameters together, the number of striatal ChAT-ir neu-
rons in hemi-PD rats injected twice into the CPu with BoNT-A was not
significantly different from rats with repeated vehicle applications.
These data corroborate and extend previous results where a constant
number of total neurons and of striatal ChAT-ir neurons were found
irrespective of a single intrastriatal BONT-A injection of 1 ng (Antipova
et al., 2013; Mehlan et al., 2016). Taken all results together, it can be
speculated that the BoNT-A-induced reduction in striatal volume is due
to changes of jet unknown components of the neuropil.

3.4. Sholl analysis

Dendrites are specialized compartments that critically influence
how neurons receive and process information. Loss of stability leads to
defects in dendrite structure and connectivity that contributes to the
pathology of psychiatric and neurodegenerative disorders such as
schizophrenia, depression as well as to neurodegenerative conditions
including PD, Alzheimer’s disease, Huntington’s disease, stroke and
glaucoma (Cochran et al., 2014; Di Polo, 2015; Forman et al., 2004).
Sholl analysis (Sholl, 1953) is a widely used method in neurobiology to
quantify the complexity of dendritic arbors (Binley et al., 2014) and an
invaluable tool for the study of mechanisms of disease, as well as for the
quantification of the effects of potential treatments (Relkha et al., 2011).

3.4.1. Sholl analysis of striatal ChAT-ir neurons and of ChAT-ir neurons of
the nucleus of the horizontal limb of the diagonal band
We used Sholl analysis (Sholl, 1953) to examine the influence of the
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repeated intrastriatal BONT-A or vehicle injection on the complexity of
the dendritic arbors of the ChAT-ir neurons in CPu 12 months after the
second BoNT-A or vehicle applications in hemi-PD rats. Moreover, we
compared our results in hemi-PD rats 12 months after the second BoNT-
A or vehicle application with Sholl analysis results in naive rats
12 months after the single intrastriatal BONT-A injection.

In the striatum, the mean total dendrite length of ChAT-ir neurons
12 months after the second BoNT-A injection in hemi-PD rats was not
significantly different from that found in the contralateral, non-injected
hemisphere. These data also did not significantly differ from those
measured in the double vehicle-injected group. Thus, repeated in-
trastriatal BoONT-A injection has no negative effect on the dendritic ar-
bors of the ChAT-ir neurons in hemi-PD rats. We conclude that the
BoNT-A-induced reduction in striatal volume does not result from de-
generative changes of cholinergic neuronsdendritic trees.

However, in naive rats 12 months after the single injection of 1 ng
BoNT-A, the total dendrite length of ChAT-ir neurons in the injected
right CPu was significantly lower than in the non-injected contralateral
CPu. This indeed speaks in favor of a specific BoNT-A effect in the
striatum of naive rats. The local specificity can be deduced from the
accompanying results found in the HDB in the same brains, where no
BoNT-A-induced changes were seen.

3.4.2. Sholl analysis of neurons of the nucleus of the horizontal limb of the
diagonal band

Sholl analysis showed no significant differences in the mean total
dendrite length of ChAT-ir neurons of the HDB between either hemi-
sphere in hemi-PD rats 12 months after the second BoNT-A or vehicle
injections into the right CPu. Thus, repeated BoNT-A and also repeated
vehicle applications did not induce a specific local effect. The same held
true for the dendrite length measured in naive rats 12 months after a
single, right-sided intrastriatal BoNT-A injection. Also, a single striatal
BoNT-A application did not induce significant changes in the dendrite
length of HDB cholinergic neurons. Thus, striatal BoNT-A injection
apparently had no non-local effects on cholinergic neurons.

Interestingly, both in the CPu and the HDB, naive rats 12 M after 1x
BoNT had significantly longer dendrites than the hemi-PD rats that had
received 2x BoNT-A or 2x vehicle. This phenomenon is probably due to
age-related structural alterations in the brain. Hemi-PD rats of the 2x
BoNT-A or 2x vehicle groups were, at the end of the experiment,
24 months old, whereas the rats injected only once with BoNT were
15 months old. These results corroborate findings that, when they age,
neurons undergo morphological changes such as a reduction in the
complexity of dendritic arborization and dendritic length (Dickstein
et al., 2007; Matamales et al., 2016; Umegaki et al., 2008).

3.5. Botulinum neurotoxin-A-induced ChAT-ir varicosities (BiVs)

The ChAT-ir BiVs after a single BoNT-A injection into the CPu of
naive and hemi-PD rats were previously described (Hawlitschka et al.,
2017; Mehlan et al., 2016; Wree et al., 2011); their appearance was
argued to be a neuropathological phenomenon. Here we compared the
size and number of ChAT-ir BiVs in hemi-PD rats injected with 1 ng
BoNT-A 1 and 7 months after the 6-OHDA surgery with the respective
data of ChAT-ir BiVs in naive rats injected only once with BoNT-A at the
dose of 1 ng and a 12 month post-injection survival.

The numeric density of ChAT-ir BiVs measured 12 months after the
second BoNT-A injection was about double compared with the numeric
density of ChAT-ir BiVs measured 12 months after the single in-
trastriatal BoNT-A injection. However, the mean BiV size in the striata
after repeated or single BoNT-A did not significantly differ. This speaks
in favor of a cumulative effect, i. e., the second BoNT-A injection in-
duced BiVs additional to those still existing from the first BONT-A in-
jection,

Unfortunately, our results showing the increase in BiV density fol-
lowing intrastriatal repetitive BONT-A application cannot be correlated
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to clinical studies. Although BoNT-A-induced remodulation of neuro-
muscular junctions and cholinergic motoric terminals even after re-
peated injections in muscles is well documented (Rogozhin et al.,
2008), descriptions of effects in the central nervous system following
the repetitive respective BoNT-A are still rare (Weise et al., 2019). Most
studies concern the clinical use of repetitive multiple injections of the
BoNT-A in patient§ muscles (Brashear et al., 2005; Colosimo et al.,
2012; Flynn, 2010; Gordon and Barron, 2006; Sen and Arpaci, 2015).
Studies about the long-last effects of BONT-A mainly describe the per-
sistence and, especially, the increase of duration time of the action of
BoNT (Keller et al., 1999; Moritz et al., 2018; Pellett et al., 2015;
Whitemarsh et al., 2014) that fits with the prolongation and the in-
creased effectiveness of intrastriatal BoNT-A injections in hemi-PD rats
(Hawlitschka et al., 2018).

4. Materials and methods
4.1. Animals

Young adult (2.5 to 3 months old) male Wistar rats, strain Crl:WI
BR, weighing 250-290 g were obtained from Charles River Wiga
(Sulzfeld, Germany). Rats were housed in standard cages in a tem-
perature-controlled room (22 °C = 2 °C) under a 12 h light/dark cycle
and free access to standard food and water. All procedures used in the
present study complied with the guidelines on animal care. The animal
experiments were approved by the local State Animal Research
Committee of Mecklenburg-Western Pomerania (LALLF M-V
7221.3-1.1-003/13 from 26 April 2013).

4.2. Body weight and brain weight

Body weight and brain weight were measured 12 months after the
second BoNT-A or vehicle application.

4.3. 6-OHDA lesion surgery

All surgical manipulations were carried out under aseptic condi-
tions. Rats, weighing 290-310 g at the time of surgery, were deeply
anesthetized by intraperitoneal (i. p.) injection of ketamine
(50 mg kg_l body weight (BW)) and xylazine (4 mg kg_] BW).
Experimental hemi-PD was induced by unilateral injection of 24 pg 6-
hydroxydopamine hydrochloride (6-OHDA, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) dissolved in 4 pl 0.1 M citrate buffer over 4 min via a 26-gauge 5 pl
Hamilton syringe into the right medial forebrain bundle (MFB) using a
stereotactic frame (Stoelting, Wood Dale, IL, USA). Thereafter, the
needle was left in place for a further 5 min to avoid reflow. The in-
jection coordinates with reference to bregma were: AP = -2.3 mm,
L = 1.5 mm to the right, V = -9.0 mm (Paxinos and Watson, 2015).
Successful 6-OHDA lesion was verified by an apomorphine-induced
rotation test (Schwarting and Huston, 1996; Ungerstedt and
Arbuthnott, 1970) 4 weeks after the 6-OHDA application and mor-
phologically by TH-immunohistochemistry 12 months after the second
intrastriatal sham or BoNT-A injection (Fig. 5A-B).
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4.4. Injection of BoNT-A into the striatum

Under the same operative conditions intrastriatal application of
BoNT-A or vehicle was carried out 6 weeks after the 6-OHDA injection.
A solution of either BoNT-A dissolved in phosphate-buffered saline
supplemented with 0.1% bovine serum or vehicle (sham BoNT-A) was
injected into the right CPu at two sites (Wree et al. 2011; Antipova
et al.,, 2013, 2017, 2018, 2019; Hawlitschka et al. 2018). Thus, rats
received 2 x 1 pl BoNT-A solution (Lot No. 13028A1A; List, Campbell,
CA; purchased via Quadratech, Surrey, UK) containing a total of 1 ng
BoNT-A (n = 10) or vehicle solution (n = 5). The respective co-
ordinates with reference to bregma were: AP = +1.3/-0.4 mm,
L = 2.6/3.6 mm to the right, and V = -5.5 mm (Paxinos and Watson,
2015). BoNT-A was handled and stored according to the manufacturer’s
instructions. Animals received a second BoNT-A or a second vehicle
solution 6 months after the first one. Brains were fixed 12 months after
the second injections. For comparison to the 12 M after 2x BoNT and
12 M after 2x sham groups, naive rats (n = 3) from a former experi-
ment (Mehlan et al., 2016) 12 months after the single intrastriatal
BoNT-A injection were evaluated.

4.5. Apomorphine-induced rotation test

To verify the success of the 6-OHDA lesion, the apomorphine-in-
duced turning rate was determined 4 weeks after the 6-OHDA lesion.
The test provides a sensitive and rapid behavioral correlate of the basal
ganglia circuit disturbance caused by the unilateral lesion of the SNpc
(Emerich et al.,, 1996; Nikkhah et al., 1994; Schwarting and Huston,
1996). Apomorphine (0.25 mg x kg~', Teclapharm, Liineburg, Ger-
many) dissolved in saline was injected i. p. and animals' turns were
registered over 40 min in a self-constructed, automated rotometer
modified according to Ungerstedt and Arbuthnott (Ungerstedt and
Arbuthnott, 1970), starting 5 min post injection. In right-sided hemi-PD
rats the apomorphine-induced, complete, anti-clockwise 360° turns
were expressed as positive values. Mean rotation rates of the rats used
here, were 5.93 = 1.04 per min (mean # SEM) in the rats later in-
jected twice with vehicle, and 5.64 = 1.05 per min in the rats later
injected twice with BoNT-A (Hawlitschka et al. 2018).

4.6. Histochemistry

For histological analysis, rats were killed with an overdose of ke-
tamine/xylazine and transcardially perfused with 50 ml 4 °C cold 0.9%
saline followed by 300 ml of 3.7% paraformaldehyde dissolved in
phosphate-buffered saline (pH 7.4.). Brains were immediately removed
from the skull, postfixed in 3.7% paraformaldehyde overnight at 4 °C,
cryoprotected in 20% sucrose in PBS for 1 day at 4 °C and then frozen at
—80 °C. Frontal 30 pm thick brain slices were prepared by serial cryo-
cutting (Leica, Wetzlar, Germany). Consecutive sections were stained
with cresyl violet according to Nissl (for vital neurons) or im-
munostained for choline acetyltransferase (ChAT, for cholinergic neu-
rons). A polyclonal goat anti-ChAT affinity purified antibody (Millipore,
Schalbach, Germany, 1:200) was applied overnight (4 °C), followed by

i S Fig. 5. Frontal sections through the brain stem
at the level of the substantia nigra pars com-
pacta, immunohistochemically stained for TH
{ (A-B). Right MFB was injected with 6-OHDA;
A st additionally, rats were injected intrastriatally

) \ twice with vehicle (A) or with 1 ng BoNT-A (B).
i In all hemiparkinsonian rats the SNpc was uni-
# laterally nearly completely destroyed (*).
* »
- 1 mm
—
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washing and incubation with rabbit anti-goat IgG overnight at 4 °C
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, 1:67), and incubation with an
avidin-biotin peroxidase complex for 1 h (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA). Color was developed with diaminobenzidine
and ammonium nickel sulfate for enhancement.

4.7. Stereological analysis

4.7.1. Striatal volume, numeric density and number of CRAT-ir neurons

The immunohistochemically stained brain slices were analyzed
stereologically using the program Stereo Investigator 8.0 (v8.0,
MicroBrightFieldBioscience, Vermont, USA). Striatal volumes were
calculated using the tracing data from each CPu and the measured
section thickness. Regional volumes of all sections of a subject were
added to obtain the total volume of the CPu. The numeric density and
the number of the ChAT-ir interneurons were calculated by unbiased
counting using the optical fractionator method (Gundersen and Jensen,
1987; Hawlitschka et al., 2017; Mehlan et al., 2016).

4.7.2. Sholl analysis of ChAT-ir neurons in the CPu

Dendritic arbors represented in the horizontal, 30 um thick, ChAT-
reacted sections were assessed by dendritic complexity analysis (Sholl,
1953). Both the BoNT-A-injected and the contralateral non-injected
CPu were evaluated for comparison. Sholl concentric spheres around
the soma separated by a distance of 25 pm were used, and from the
drawings of the neuron$ dendrites the total dendrite lengths were cal-
culated. In total 5951 CPu neurons were evaluated in rats 12 months
after the single intrastriatal BoNT-A injection (n = 3), and in hemi-PD
rats 12 months after the second intrastriatal BoNT-A (n = 3) or vehicle
(n = 3) injection.

4.7.3. Sholl analysis of neurons of the nucleus of the horizontal limb of the
diagonal band

In order to test whether striatal BONT-A injections have a restricted
local effect on the arbors of ChAT-ir interneurons at the injected CPu,
we additionally evaluated the arbors of ChAT-ir neurons in the HDB, i.e.
a nucleus quite distant from the BoNT-A injection. In the identical
brains used for the Sholl analysis in the CPu, Sholl analysis was per-
formed on the ChAT-ir neurons of the HDB in BoNT-A-injected and non-
injected hemispheres. A total of 2704 HDB neurons were evaluated in
naive rats (n = 3) 12 months after the single BoNT-A injection into
CPu, and in hemi-PD rats 12 months after the second intrastriatal BoNT-
A (n = 3) or vehicle (n = 3) injection.

4.7.4. Numeric density and size of ChAT-ir BiVs in the CPu

The numeric density of ChAT-ir BiVs per mm? and their size (pro-
jection area in u.mz) were calculated in the right (injected) CPu in naive
rats (n = 3) 12 months after the single intrastriatal BoNT-A injection,
and in hemi-PD rats 12 months after the second intrastriatal BoNT-A
(n = 8) injection; this was done by analysis of micrographs using
adaptive segmentation and morphometric quantification of customized
scripts (MatLab®, MATLAB 9.5, 41, R2018b, MathWorks, Natick,
Massachusetts, USA). Neither the non-injected CPu nor either striatum
of the sham rats 12 M after 2x contained BiVs.

4.8. Data analysis

The results were presented as means = SEM. In all cases, p va-
lues = 0.05 were considered significant. All data were subjected to two-
way ANOVA. Only size and density of BiVs were subjected to one-way
ANOVA. The Holm-Sidak approach was used for post hoc comparisons.
To evaluate the strength of the association between the number and
numeric density of the ChAT-ir interneurons as well as the volume of
CPu and apomorphine-induced rotation data, Pearson Product Moment
Correlation tests were done. If residuals (distances of the data points
from the regression line) were not normally distributed with a constant
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variance, Spearman Rank Order Correlation tests were done, All sta-
tistical analyses were done using SigmaPlot 14 Software (Systat
Software, Inc., San Jose, CA 95110, USA).

5. Conclusions

After repeated unilateral BoNT-A injections at the dose of 1 ng each
and applied in a six month interval into the striatum of hemi-PD Wistar
rat, there is no statistically significant effect on the number of ChAT-ir
interneurons twelve months after the second BoNT-A injection. The
volume of the BoNT-A-injected right CPu was significantly reduced
compared with the contralateral striatum. Concurrently, the numeric
density of ChAT-ir interneurons in the injected CPu was significantly
higher than in non-injected left CPu. The total dendrite length of ChAT-
ir interneurons in CPu and also in HDB after repeated BoNT-A appli-
cation resembled the values found in double vehicle-injected hemi-PD
rats. To that, the numeric density of ChAT-ir BiVs in the CPu of hemi-PD
rats repeatedly injected with BoNT-A was increased in contrast to rats
which had been intrastriatally injected with BoNT-A only once. The
current results extend the knowledge about the effect of repeated in-
trastriatal BoNT-A injections in experimental Parkinson research and
may suggest the further clinical application of BoNT-A as a local an-
ticholinergic therapeutic agent injected directly into the brain in PD.
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