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1. Einleitung

1.1 Das Parkinson-Syndrom

Die Parkinson-Erkrankung stellt eine neurodegenerative Bewegungsstorung dar, welche in
Abhingigkeit von Genese und klinischer Symptomatologie heute in einzelne Subgruppen
klassifiziert werden kann. Die Leitsymptome des Parkinson-Syndroms im engeren Sinne sind
Tremor, Rigor, Brady- oder Akinese und die posturale Instabilitdt, wobei je nach
vorliegendem Subtyp oder Kombinationssyndrom weitere neurologische oder psychische
Storungen hinzu kommen (Gerlach et al., 2007, S. 2-3, 24). Die Basalganglien (BG),
bestehend aus Ncl. caudatus (NC) und Putamen (zusammengefasst als Caudate-Putamen, kurz
CPu; auch Corpus striatum, kurz Striatum), Globus pallidus Pars externa, Globus pallidus
Pars interna sowie weiter gefasst auch der Substantia nigra (SN) und dem Ncl. subthalamicus,
stellen hierbei die zentralen Strukturen des Telencephalons dar, deren Affektion im Rahmen
der Parkinson-Erkrankung zu den o.g. klassischen motorischen Dysfunktionen fiihrt (Zilles
und Tillmann, 2010, S. 621; Obeso et al., 2008). Hierbei gilt die im Rahmen der
Parkinson'schen Erkrankung auftretende Schadigung und schrittweise Zerstorung
dopaminerger Neurone der SN mit konsekutiver Degeneration des nigrostriatalen
Schaltkreises als einer der wesentlichen Pathomechanismen welcher in einer Dysregulation
motorischer Regelkreise der BG resultiert (Gerlach et al., 2007; Obeso et al., 2008; Michel et
al., 2016). Durch diese dopaminerge Deafferenzierung des Striatums erwéchst ein striataler
Dopaminmangel, was letztlich eine i{iberméfige Hemmung hohergeordneter motorischer
Verarbeitungszentren in Thalamus und Kortex mit 0.g. motorischen Symptomen bedingt. Der
Verlust der nigrostriatalen Konnektion fiihrt insgesamt zu einer Imbalance in der striatalen
Neurotransmitterhomdostase, wobei das gestorte Verhéltnis zwischen dopaminergem und
cholinergem Transmittersystem fiir das Parkinson-Syndrom ist. Striatale cholinerge
Interneurone (CIN) spielen eine entscheidende Rolle in der Regulation der motorischen
Regelkreise der BG, indem sie die Signaltransmission striataler Projektionsneurone (SPN)
modulieren, welche primdar GABA (y-Aminobuttersdure) als Neurotransmitter nutzen.
Physiologischer Weise werden diese tonisch-aktiven Interneurone durch dopaminergen Input
iiber Dopamin-D,-Rezeptoren (D,) gehemmt (Obeso et al., 2008). Bei der Parkinson schen
Erkrankung féllt diese Hemmung jedoch infolge der nigrostriatalen Deafferenzierung weg
und die enthemmten Interneurone bedingen eine iibermifige Freisetzung von Acetylcholin

(ACh) innerhalb des Striatums, was letztlich zu einer Aggravation der akinetischen Stérungen



fiihrt (DeBoer et al., 1993; Stehlmann et al., 1979; Rakovska et al., 2003; Gerlach et al., 2007,
S. 82-83). Die Wiederherstellung des Transmittergleichgewichts durch den Einsatz von
Anticholinergika stellt hierbei einen der ersten medikamentdsen Ansédtze in der Behandlung

des Morbus Parkinson dar, welcher jedoch oft mit einer Vielzahl unerwiinschten

Nebenwirkungen verbunden ist (Gerlach et al., 2007, S. 81-82, 198).

1.2 Muskarinische Acetylcholinrezeptoren

Die muskarinischen Acetylcholinrezeptoren (mAChR) sind strukturell verwandt mit
Rezeptoren der Rhodopsinfamilie und B2-Adrenorezeptoren. Gemeinsam ist ihnen allen eine
Lokalisation auf der Zelloberflidche, wo sie mit 7 transmembranalen Proteindoménen in die
Plasmamembran integriert sind (Hulme et al., 2003; Haga et al., 2013). Bekannt sind bisher 5
Subtypen dieser Acetylcholinrezeptoren (AChR), welche aufgrund ihres Mechanismus der
Signaltransduktion zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehéren und in zwei
grundlegende Klassen eingeteilt werden konnen: M;-dhnliche Rezeptoren (M,, M3, Ms) stehen
funktionell mit einem G¢/G;-Komplex (Bezeichnung fiir verschiedene funktionelle
Untereinheiten des G-Proteins) in Verbindung. Wirkung entfaltet dieses Protein iiber die
Aktivierung der Phospholipase C (PLC), welche das in der Plasmamembran verankerte
Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate (PIP3) in die Produkte Inositol-3-phosphat (IP3)
und Diacylglycerol (DAG) spaltet und ihrerseits verschiedene weitere intrazellulédre
Signalkaskaden anstoBen. M,-dhnliche Rezeptoren (M,, M,) wirken iiber inhibitorische G-
Proteine Gi/G, (Bezeichnung fiir verschiedene funktionelle Untereinheiten des G-Proteins),
dessen Nettoeffekt eine Reduktion der intrazelluliren Konzentration von zyklischem
Adenosinmonophosphat (cAMP) ist und zur Verminderung der Aktivitit der Proteinkinase A
(PKA) im Zytoplasma fiihrt (Jones et al., 2012; Haga, 2013). Im Folgenden wird nur auf die
im Rahmen dieser Dissertation untersuchten Rezeptoren des Subtyps M;, M, und M;

eingegangen.

1.2.1 Muskarinischer M; — AChR

Um Aufschluss iiber die Verteilung des mAChR von Subtyp M, im Zentralnervensystem
(ZNS) der Ratten zu bekommen, wurden in den vergangenen Jahren verschiedene
methodische Ansitze gewihlt. Grundlegend sind hierfiir zum einen Arbeiten, welche mittels
in-situ Hybridisierung gezielte M;-mRNA in einzelnen Hirnregionen nachgewiesen haben

(Yan et al., 2001; Weiner et al., 1990; Harrison et al., 1996). Da dies jedoch nicht als Beweis



fiir die wirkliche Expression des Rezeptors gelten kann, wurden weiterfithrend Experimente
zum Nachweis von tatsdchlich exprimiertem Rezeptorprotein durchgefiihrt. Hierbei bedienen
sich diverse Arbeitsgruppen immunhistochemischer Verfahren und
Antikorperbindungsversuchen (Hersch et al., 1994; Hersch et al., 1995; Levey et al., 1991;
Levey et al., 1994). Der M, konnte somit im ZNS der Ratte in vielen unterschiedlichen
kortikalen und subkortikalen Regionen, wie etwa Hippocampus, Striatum oder Amygdala
nachweisbar (Levey et al., 1991; Levey et al., 1995; McDonald und Mascagni, 2010; Bernard
et al., 1992; Hersch et al., 1994, Hersch et al., 1995). Explizite Betrachtungen fiir das Striatum
der Ratte haben hierbei in quantitativer Hinsicht moderate bis hohe Expressionsstdrken von
mRNA und Rezeptorprotein im Vergleich zu anderen Hirnregionen ergeben (Bernard et al.,
1992; Hersch et al., 1994; Yan et al., 2001). Auch konnten in Ligandenbindungsstudien mittels
Rezeptorautoradiographie quantifizierbare Aussagen iiber die Rezeptordichte (RD) von M,
speziell im Striatum und anderen zentralnervosen Arealen getroffen werden (Muccioli et al.,
1996; Araujo et al., 1990; Palomero-Gallaghar et al., 2008, Cortes und Palacios, 1985; Bauer
et al., 2005; Haghir et al., 2009). Neben der Beschreibung der makroskopischen
Verteilungsverhiltnisse von M,, gelang ebenfalls eine detaillierte Charakterisierung
ultrastruktureller Expressionsmuster. Nachfolgend soll speziell das Striatum der Ratte
Gegenstand genauerer Analysen sein. Diverse Arbeitsgruppen (Hersch et al., 1994; Hersch et
al.,, 1995; Yan et al., 2001) zeigen im Hinblick auf die zelluldre Expression von M, eine
Lokalisation an Dendriten und Somata, kleiner bis mittelgroBBer rundlicher Zellen welche als
SPN identifiziert werden konnten. Funktionelle Studien weisen hierbei auf eine Lokalisation
an der postsynaptischen Membran von Synapsen Kkortikostriataler und thalamostriataler
glutamaterger Afferenzen mit SPN hin (Hsu et al., 1996; Lin et al., 2004; Perez-Burgos et al.,
2008). Die Mehrzahl der M, ist wie bereits ausgefiihrt auf den Dendriten und Somata der SPN
exprimiert. Dies impliziert bereits die Vermutung, dass es sich hierbei nicht um einen
Rezeptor handelt, dessen Hauptaufgabe in der Modulation der Neurotransmitterfreisetzung
besteht. Tatsédchlich zeigen drei Ubersichtsarbeiten (Calabresi et al., 2000; Fryer et al., 2012,
S. 226-228; Kreitzer, 2009), dass der funktionelle Schwerpunkt von M, in der Beeinflussung
postsynaptischer lonenstrome und Membranpotentiale der SPN liegt, was unabdingbar mit der
Weiterleitung afferenter Signale verbunden ist. Im Hinblick auf exzitatorische Einfliisse aus
dem Kortex und thalamischen Kerngebieten zeigen o.g. Arbeiten, dass die Aktivierung von
M, an der postsynaptischen Membran dieser glutamaterger Synapsen eine gewisse
Sensibilisierung  fiir glutamaterge Signaltransduktion hervorruft (Kreitzer, 2009).

Elektrophysiologisches Korrelat ist dabei eine durch M;-Aktivierung angestofene



intrazelluldre Signalkaskade die zu einer positiven Regulation von ebenfalls subsynaptischen
NMDA-(N-Methyl-D-Aspartat)-Rezeptoren fiihrt (Calabresi et al., 2000). Weiterhin gibt es
Evidenz fiir eine Verminderung der Offenheitswahrscheinlichkeit von Kaliumkanilen der
subsynaptischen Membran, woraus eine Depolarisierung des Membranpotentials der SPN
resultiert (Calabresi et al., 2000). Des Weiteren wird eine durch M, Aktivierung bedingte
verlidngerte Offnungszeit fiir Natriumkanilen der subsynaptischen Membran und somit eine

Verstiarkung der glutamatergen Signaltransduktion postuliert.

1.2.2 Muskarinischer M, — AChR

Diverse Untersuchungen zeigen eine breite Verteilung des mAChR vom Subtyp M, in vielen
unterschiedlichen kortikalen und subkortikalen Arealen, wie dem Hippocampus, Striatum und
Hirnstamm (Levey et al., 1991; Levey et al., 1995; Chaudhuri et al., 2005; Hersch et al., 1994,
Hersch et al., 1995; Rouse und Levey, 1996; Weiner et al., 1990; Joyce, 1991a; Spencer et al.,
1986). Im Hinblick auf die genaue zelluldre Lokalisation ist das Striatum besonders eingehend
untersucht. Hersch et al., (1995) beschreibt eine Expression an ovalen Zellen mit langen
Dendriten ohne Spinebesatz. Identifiziert werden diese Zellen von den Autoren als CIN.
Hierbei wird eine prasynaptische Expression an den Axonterminalen der striatalen CIN
angenommen, welche Synapsen mit den GABA-(y-Aminobuttersdure)-ergen SPN des
Striatums bilden (Levey et al., 1991; Hersch et al., 1994, Hersch et al., 1995; Bernard et al.,
1992; Weiner et al., 1990). Auch wird teilweise eine postsynaptische Expression vermutet
(Levey et al., 1991; Hersch et al., 1994). Weiterhin verweisen Calabresi et al., (2000) auf eine
mogliche Expression an Terminalen kortikostriataler Afferenzen. Funktionelle Betrachtungen
decken sich dabei sehr gut mit der Lokalisation von M, als prdsynaptischen Autorezeptor. So
zeigen Calabresi et al., (2000) in einer Ubersichtsarbeit, wie M, die Freisetzung verschiedener
Neurotransmitter (Glutamat, GABA, ACh) an Synapsen zwischen Kkortikostriatalen
Afferenzen oder GABAergen Afferenzen mit striatalen SPN hemmend beeinflusst. Auch fasst
die Monographie von Fryer et al., (2012) mehrere Arbeiten zu den funktionellen Aspekten des
M, mAChR zusammen, deren Schlussfolgerungen mit den oben genannten iibereinstimmen
(Fryer et al., 2012, S. 225). So vermutet man bei Aktivierung von M, eine Verminderung der
Offenheitswahrscheinlichkeit von Kalziumkanilen in der prédsynaptischen Membran und
damit eine Hemmung terminaler Exozytose von Neurotransmittern kortikostriataler und
thalamostriataler Afferenzen. Daneben agieren diese Rezeptoren anscheinend auch an der

postsynaptischen Membran striataler SPN durch Offnung von Kaliumkanilen und



anschlieBender Generierung eines inhibitorischen postsynaptischen Potentials (IPSP), welches
zur Hyperpolarisation der Zellmembran und damit die Weiterleitung eines Aktionspotentials

unterbindet.

1.2.3 Muskarinischer M; — AChR

Der mAChR vom Subtyp M; kann sowohl im Kortex als auch in subkortikalen Hirnregionen
wie etwa dem Hippocampus, Striatum, Globus pallidus oder in pontinen sowie in
thalamischen Kerngebieten von Nagetieren nachgewiesen werden (Levey et al., 1994, Poulin
et al., 2010). Areale des Limbischen Systems und zum Teil auch des Striatums zeigen dabei in
einigen Untersuchungen eine moderate bis hohe Expression des Rezeptors (Brann et al., 1988;
Araujo et al., 1991; Levey et al., 1995) . Andere Veroffentlichungen gehen jedoch von einem
deutlich geringen Besatz des Striatums aus (Weiner et al., 1990; Levey et al., 1991; Levey et
al., 1994). Hier konnte allerdings nicht mit jeder Untersuchungsmethode der Rezeptor
zuverldssig detektiert werden und wenn, dann nur in geringem Male. Dennoch liegen
Untersuchungen vor, die vor allem fiir das Striatum der Ratte genauere Verteilungsmuster von
M; aufzeigen (Hersch et al., 1994; Hersch et al., 1995; Yan et al., 2001). Diskutiert wird
hierbei zum einen eine dendritische Expression auf einer Subpopulation der SPN. Zum
anderen geht man von einer priasynaptischen Lokalisation des Rezeptors auf kortikalen und
thalamischen Afferenzen aus, welche durch Synapsenbildung mit den Neuronen des Striatums
einen Grofteil des striatalen Inputs ausmachen (Hersch et al., 1994; Hersch et al., 1995; Yan
et al., 2001).

Im Striatum scheint der Subtyp Mj Einfluss auf die Signaltransduktion verschiedener
Transmittersysteme zu haben. Beschrieben ist dazu eine Modulation der Freisetzung
exzitatorischer Neurotransmitter wie ACh, Dopamin (DA) und Glutamat (DeBoer et al., 1990;
Hsu et al., 1995). Angenommen wird hierbei, dass eine Aktivierung des prédsynaptisch
exprimierten Rezeptors die Transmitterfreisetzung aus dem terminalen Axonende hemmt
(Niittykosky et al., 1999; Hsu et al., 1995). Auch Calabresi et al., (2000) verweisen auf eine
prasynaptische Expression an kortikostriatalen ~Afferenzen mit Hemmung der
Glutamatfreisetzung durch M3 — Aktivierung. Aullerhalb des Striatums liegt anhand eines
Mausmodells Evidenz fiir die Beteiligung des M3 Rezeptors an hippocampalen Lernprozessen

vor (Poulin et al., 2010).



1.3 Nikotinische AChR

Die nikotinischen Acetylcholinrezeptoren (nAChR) stellen eine heterogene Gruppe von
ionotropen kanalgekoppelten Rezeptoren dar. Zusammengesetzt sind diese pentameren
transmembranalen Poren aus diversen Untereinheiten, benannt a, B, v, d und €. Durch multiple
Genexpression, vornehmlich de o - und B - Untereinheiten, ergeben Vielzahl von méglichen
Proteinkombinationen und damit auch unterschiedliche Rezeptorsubtypen, mit zum Teil
differierenden Eigenschaften und Lokalisationen (Gotti et al., 2007; Gotti et al., 2009). So
konnten mittels autoradiographischer Studien verschiedene Muster in der Bindungsverteilung
von tritiummarkierten Liganden am nAChR wie [3H]Nikotin, [3H]Epibatidin und [3*H]a-
Bungarotoxin (aBTX) aufgedeckt werden. Hohe Bindungsaffinititen von Nikotin wurden
hierbei in thalamischen Kerngebieten, den Nuclei interpedunculares, Habenula, dem
Colliculus superior, der Area tegmentalis ventralis (VTA), SN, dem Striatum und in den
kortikalen Schichten 3 und 4 gefunden (Clarke et al., 1984; Clarke et al., 1985; Abood et al.,
1981). Ahnliche Muster ergaben sich hierbei in Versuchen mit [3H]Epibatidin, welcher als
sehr selektiv fiir hochaffine heteromere nAChR gilt (Tribollet et al., 2004; Perry und Kellar,
1995). Im Gegensatz dazu zeigen Versuche mit aBTX iiberwiegend andere Verteilungsmuster
mit allenfalls geringer Uberlappung mit den Nikotin- und Epibatidin- Bindungsstellen.
Anreicherungen hoherer Konzentrationen finden sich hierbei u.a. im Hippocampus,
Hypothalamus, Colliculus superior, der kortikalen Schicht 1, diversen Hirnstammkernen
sowie geringe bis keine signifikanten Bindungsaffinititen im Striatum, Ncl. accumbens
(NAC) und Kleinhirn (Clarke et al., 1985; Tribollet et al., 2004; Amenta et al., 1979; Davies
et al.,, 1999). Gerade im Striatum scheinen hierbei die hochaffinen heteromeren
Bindungsstellen markiert durch Nikotin oder Epibatidin zu dominieren (Davies et al., 1999;
Forsayeth und Kobrin, 1997; Perry und Kellar, 1995; Costa und Murphy, 1983; Tribollet et
al., 2004). Fiir die genaue subzelluldre Lokalisation im Striatum gibt es Hinweise auf eine
prasynaptische Besetzung dopaminerger (Jones et al., 2001; Zoli et al., 2002; Clarke und Pert,
1985; Zhou et al., 2002), potentiell nigrostriataler (Jones et al., 2001; Clarke und Pert, 1985;
Zhou et al., 2002) und kortikostriataler (Garcia-Munoz et al., 1996) Afferenzen sowie
postsynaptisch auf intrastriatalen cholinergen (Sandor et al., 1991) und GABAergen (Rover et
al., 2002; Koos und Tepper, 2002; McClure-Begle et al., 2009) Interneuronen. Ebenfalls
konsistent mit der Vermutung, dass nAChR préasynaptisch auf nigrostriatalen Afferenzen
lokalisiert sind, zeigen Nachweise von nAChR-mRNA in Neuronen der SN und ventralen

Tegumentums (Le Novere et al., 1996; Sorenson et al., 1998; Charpantier et al., 1998; Elliot et



al., 1998; Ferrari et al., 1999). Speziell wurden priasynaptisch auf dopaminergen Terminalen
im Striatum die Untereinheiten o4, a7 und P2 bzw. pria- und postsynaptisch o6 als
Bestandteile der hier exprimierten nAChR gefunden (Garciao et al., 2014; Grady et al., 2007,
Wonnacott et al., 2000).

1.4 Das 6-OHDA-Hemiparkinson-Modell der Ratte im Kontext von mAChR und
nAChR

Die Verwendung des Dopaminderivates 6-Hydroxydopamin (6-OHDA) zur Induktion
parkinson-dhnlicher Storungen in Tierversuchen geht auf Ungerstedt et al. zuriick, welcher
Versuche hierzu erstmals 1968 durchfiihrte. Beschrieben ist die Anwendung an diversen
Tierspezies wie Hunden, Katzen, Affen und Ratten (Blesa et al., 2012). Da 6-OHDA die Blut-
Hirn-Schranke nicht iiberwinden kann, muss es direkt intrazerebral verabreicht werden (Blesa
et al.,, 2014). Die Injektionsorte beschrinken sich hierbei zumeist auf das mittlere
Vorderhirnbiindel (MFB), die SN, die VTA, oder das Striatum (Blesa et al., 2012; Blesa et al.,
2014; More et al., 2016; Blandini und Arentero, 2012). Nach der Applikation am Zielort wird
6-OHDA {iiber Katecholamin-Transporter, wie den DA-Transporter, in die Zellen
aufgenommen und fithrt iiber Radikalbildung und Hemmung der mitochondrialen
Stoffwechselprozesse iiber eine verminderte Bildung energiereicher Substrate und direkte
destruktive Effekte zum konsekutiven Zelltod (More et al., 2016).

Die Literatur liefert eine Vielzahl unterschiedlicher methodischer Ansitze zur Analyse von
mAChHR unter einer 6-OHDA-Applikation in das ZNS der Ratte. Ebenso zahlreich und zum
Teil auch unterschiedlich sind dabei die Ergebnisse und gezogenen Schlussfolgerungen.
Diverse Bindungsstudien wurden vielfach mit an mAChR unselektiven Liganden wie 3-
Quinuclidinylbenzylat (QNB), Atropin, N-methyl-4-piperidyl benzilate (4-NMPB) oder
Scopolamin durchgefiihrt (Kato, 1978; Suga, 1980; Reisine et al., 1979; Nomura et al., 1979;
Gurwitz et al., 1979; Belleroche et al., 1979). Dadurch ist es aber weder moglich die
funktionell unterschiedlichen M;-dhnlichen (M;, M;, Ms;) und M,-dhnlichen (M,, M,)
Rezeptorklassen zu unterscheiden, noch eine genaue subtypspezifische Untersuchung der
einzelnen Rezeptoren durchzufiihren. Als Injektionsorte sind bei den Untersuchungen der
mAChR verschiedene Hirnregionen wie die SN (Kato, 1978; Belleroche et al., 1982; Joyce,
1991a), das MFB (Suga, 1980; Reisine et al., 1979; Araki et al., 2000), eine intraventrikulire
Applikation (Belleroche et al., 1979; Gurwitz et al., 1979) oder Injektionen auBlerhalb des
ZNS (Nomura et al., 1979) beschrieben. Beobachtet sind signifikante Verminderungen (Kato,
1978; Belleroche et al., 1982; Belleroche et al., 1979; Gurwitz et al., 1979; Suga, 1980;



Nomura et al., 1979) oder keine Effekte (Reisine et al., 1979; Araki et al., 2000) auf striatale
Rezeptorbindungen muskarinerger Liganden ipsilateral zur Lédsion. Grundsitzlich werden
hierbei zwei Erkldarungsansitze dieser Ergebnisse diskutiert: Zum einen die Reduktion der
Ligandenbindung infolge einer Verminderung der Absolutzahl von mAChR durch
Neuronenuntergang, zum anderen werden von den o.g. Autoren funktionelle Mechanismen
vermutet, wobei eine striatale cholinerge Hyperaktivitit bei Verlust dopaminerger Afferenzen
eine induzierte Rezeptorherrunterregulation bedingen soll. Weiterfiihrende Untersuchungen,
welche sich gezielt mit den Auswirkungen einer 6-OHDA Lisionierung auf einzelne mAChR-
Subtypen beschiftigen, zeigen uneinheitliche Ergebnisse. So konnen fiir M, voriibergehende
(Klippel et al., 1993) sowie bleibende (Joyce, 1991a; Dawson et al., 1991) Reduktionen der
Ligandenbindungen bzw. RD, aber auch keine Verdnderungen (Knol et al., 2014; Wang et al.,
2014) im Striatum beobachtet werden. Joyce et al. (1991a) zeigen beispielsweise eine
Reduktion der RD von 1777 [fmol/mg Protein] auf 1422 [fmol/mg Protein]. Andere Angaben
nach Dawson et al. (1991) zeigen eine Verminderung der RD von 157 [fmol/mg Gewebe] auf
118 [fmol/mg Gewebe]. Als Injektionsorte fiir 6-OHDA werden hierbei das MFB (Wang et
al.,, 2014; Knol et al., 2014; Dawson et al., 1991), die VTA (Joyce, 1991b) und die SN
(Klippel et al., 1993) beschrieben. Auch ist ebenfalls mehrfach eine extrastriatale Reduktion
von M, nach Injektionen in das MFB publiziert. Diese konnten in kortikalen Regionen (Wang
et al., 2014; Knol et al.,, 2014) und subkortikalen Kernformationen wie Amygdala und
Hippocampus (Wang et al., 2014) beobachtet werden. Auch ist der Subtyp M, im Bezug auf
Lisionierungsversuche mit 6-OHDA untersucht. Beschrieben sind hierfiir Injektionen in die
VTA (Joyce, 1991a, Joyce, 1991b; Belleroche et al., 1982) oder die SN (Klippel et al., 1993).
Stets kann hierbei eine signifikante Verminderung der RD (Joyce, 1991a, Joyce 1991b;
Belleroche et al., 1982) oder potentiell M, — vermittelten Effekten (Klippel et al., 1993) im
gesamten Striatum oder Teilbereichen (CPu, NAC) verzeichnet werden. Nach Belleroche et
al., (1982) reduzierte sich die RD auf 1660 [fmol/mg Gewebe] im Vergleich zur Kontrolle mit
ca. 2000 [fmol/mg Gewebe]. Joyce, (1991a) zeigt diesbeziiglich eine Reduktion der RD auf
1659 [fmol/mg Protein] im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle mit 2100 [fmol/mg
Protein]. Autoradiographische Untersuchungen zeigen nach unilateraler 6-OHDA-Injektion in
das MFB (Clarke und Pert, 1985; Zoli et al., 2002; Schmaljohann et al., 2006) signifikante
Reduktionen der RD nAChR im ipsilateralen Striatum. Zoli et al., (2002) weisen bspw. eine
Reduktion der RD um rund 50% (99 [fmol/mg Protein]) im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle (183 [fmol/mg Protein]) im Striatum nach. Ahnliche Tendenzen beschreiben auch

Clark und Pert, (1985) mit einer Abnahme optischer Dichten um im Mittel 68%, leider ohne



die Angabe von Absolutwerten. Ebenso zeigt Schmaljohann et al., (2006) eine striatale
Verminderung der Ligandenbindung um ca. 64%. Zusammenfassend werden diese Ergebnisse
von den Autoren als Verlust von priasynaptischen nAChR auf nigrostriataler Terminalen im
Striatum gedeutet. Stiitzend fiir diese Vermutung sind ebenfalls Daten, die eine Reduktion von
nAChR-mRNA in der SN nach 6-OHDA-Lisionierung darlegen (Elliot et al., 1998; Visanji et
al., 2006).

1.5 Botulinumneurotoxine

Das Botulinumneurotoxin (BoNT) wird von verschiedenen Bakterienstimmen der Gattung
Clostridium produziert, einem grampositiven anaeroben Mikroorganismus. Bisher bekannt
sind acht Typen von Toxinen, welche in die Gruppen A,B,C,D,E.,F mit einer Vielzahl von
Subtypen eingeteilt werden (Peck et al., 2017). Ultrastrukturell bestehen BoNT aus einer
schweren und einer leichten Proteinketten, welcher iiber nicht-kovalente Bindungen und eine
Disulfid-Briicke zusammengehalten werden. Jedes der Toxine besteht aus drei funktionell
aktiven Dominen: der Leichtketten-Doméne, welche die proteinspaltende Einheit darstellt,
die HN-Domine (N-terminales Ende der schweren Kette) welche zur Translokation der
leichten Ketten in das Zytoplasma der Zielzelle beitrdgt und die HC-Doméne (C-terminales
Ende der schweren Kette), welche die Interaktion mit der prédsynaptischen Membran
vermittelt (Rossetto et al., 2014; Pirazzini et al., 2017). Diese Zielstruktur ist der sogenannte
SNARE-Komplex (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor),
welcher die Fusion synaptischer Vesikel mit der prisynaptischen Membran gewihrleistet und
damit integraler Bestandteil einer synaptischen Zellverbindung ist. Der SNARE-Komplex
bilden sich im Zuge der Interaktion zwischen intrazelluldrem Vesikel und Plasmamembran
aus dem Vesikelprotein Synaptobrevin und den Proteinen SNAP-25 (Synaptosom-assoziiertes
Protein-25 kDa) und Syntaxin zusammen, welche an der priasynaptischen Membran
lokalisiert sind. Dabei spalten die katalytischen Doménen der Proteasen BoNT-A
(Botulinumneurotoxin-A) und -E das SNAP-25, BoNT-D, -F, -G das Synaptobrevin und
BoNT-C das Syntaxin (Rossetto et al., 2014). Dieser Proteinkomplex ist deshalb so essentiell
fiir eine transsynaptische Signaltransduktion, da er die Freisetzung von Neurotransmittern
durch Fusion von Transmittervesikeln mit der prasynaptischen Membran vermittelt, um so die
Freisetzung der Neurotransmitter in den synaptischen Spalt gewdhrleistet. Obwohl die
unterschiedlichen BoNT-Typen an verschiedenen Untereinheiten des SNARE-Komplexes

angreifen, resultiert als Nettoeffekt hierbei stets eine gestorte Interaktion zwischen Vesikel



und Plasmamembran und damit die Unfidhigkeit zur Transmitterfreisetzung. Damit erfolgt die
Unterbrechung der transsynaptischen Signaltransduktion. An cholinergen Neuronen hat dies
die Hemmung der Freisetzung von ACh in den synaptischen Spalt zur Folge, wodurch die
Konzentrationen von freiem ACh absinken. Die Wirkung von BoNT beschrinkt sich hierbei
nicht nur auf cholinergen Axonterminalen der motorischen Endplatte, sondern kann ebenfalls
die Freisetzung anderer Neurotransmitter wie Noradrenalin, Glutamat, Serotonin oder DA

hemmen (da Silva et al., 2015; Morris et al., 2002; Fortin et al., 2006; Najib et al., 1999).

1.6 Rezeptorautoradiographie

Die Autoradiographie beschreibt ein Verfahren, bei welchem die Verteilungsmuster
radioaktiver Strahlung in biologischem oder nicht-biologischem Material sichtbar gemacht
werden (Stewart, 1992, S. 3). Bei den dabei verwendeten radioaktiven Isotopen handelt es
sich zumeist um o- oder B-Strahler, wie bspw. Tritium [3H], Kohlenstoff ["*C] oder Iod ['*I]
(Stewart, 1992, S. 6, 27). Speziell wird bei der Rezeptorautoradiographie ein Molekiil,
welches in der Lage ist an einen Rezeptor zu binden, bspw. ein endogener Neurotransmitter
oder synthetisch hergestellter Ligand, mit einem solchen radioaktiven Isotop gekoppelt.
Hieraus entsteht eine Verbindung, die weiterhin die Fahigkeit besitzt an einen Rezeptor
anzubinden und zusitzlich iiber den radioaktiven Zerfall des Isotops Strahlung emittiert
(Stewart, 1992, S. 27). Grundsitzlich konnen zwei Verfahren unterschieden werden: a) in-
vivo Rezeptorautoradiographie, also die autoradiographische Untersuchung am lebenden
Organismus und b) in-vitro Rezeptorautoradiographie, die Gewebeuntersuchung nach
Entnahme aus dem Organismus (Stewart, 1992; Strumpf und Solomon 1995, S. 7). Im
Folgenden soll ausschlieBlich auf die, fiir diese Arbeit grundlegende, in-vitro
Rezeptorautoradiographie eingegangen werden. Nach Anfertigung von Schnittserien des
Gewebes, werden diese mit dem radioaktiven Liganden exponiert. Im wesentlichen werden
hierbei nacheinander drei Prozesse der Gewebeaufarbeitung durchlaufen: 1. Vorinkubation, 2.
Hauptinkubation, 3. Waschvorgang (Stewart, 1992, S. 29-30). Im Rahmen der Vorinkubation
wird das Gewebe in einer Pufferlosung einer bestimmten Zusammensetzung fiir eine
definierte Zeit gehalten. Dieser Schritt ist essentiell, um endogene Liganden von den
Bindungsstellen der Rezeptoren zu entfernen, sodass eine Interaktion und Verdriangung des
Radioliganden unterbunden wird (Stewart, 1992, S. 29). Der Vorinkubation schlieft sich der
Hauptvorgang, die eigentliche Inkubation an. Hierbei wird nun der radioaktiv markierte

Ligand mit dem zu untersuchenden Gewebe in Kontakt gebracht. Der hieraus entstehende
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Datensatz wird als ,totale Bindung* beschrieben, da sowohl die zu untersuchenden
Rezeptoren als auch andere molekulare Strukturen mit dem Liganden markiert werden. Um
die Erfassung von Messsignalen solchen unspezifischen Bindungen zu minimieren, wird nun
dem Ansatz ein Kompetitor zugefiihrt, dessen Konzentration die des Radioliganden um ein
Vielfaches iibersteigt und ihn aus der Bindung mit dem Rezeptor verdringt. Somit werden nur
noch die ,unspezifische Bindung® erfasst. Die Datensitze ,totale Bindung“ und
,unspezifische Bindung* werden im spéteren Verlauf von einer Computersoftware subtrahiert
und es resultiert ein Datensatz, welche die ,,spezifische Bindung*“ des Radioliganden am
favorisierten Rezeptor wiedergibt (Stewart, 1992, S. 30, 40). Zum Abschluss erfolgt dann im
Waschvorgang die Entfernung von Pufferlosung und iiberschiissigem, nicht gebundenem
Liganden (Stewart, S. 30). Zur Detektion der radioaktiven Emissionen wird anschlieend ein
strahlensensitiver Film mit den aufgearbeiteten Gewebeschnitten iiber Wochen bis Monate
exponiert. Durch die Kumulation von Zerfallsereignissen entstehen auf dem Rontgenfilm eine
Schwirzung (Stewart, 1992, S. 30-32). Um die Strahlenintensitit mit dem Schwirzungsgrad
des Rontgenfilms korrelieren zu konnen, ist die Anwendung von vordefinierten Standards
notig, welche einer bestimmten Schwirzung eine entsprechende Strahlenintensitidt, oder
,Strahlenkonzentration des verwendeten Isotops und damit ein bestimmtes Mall an
Ligandenbindung zuordnen (Stewart, 1992, S. 32). Durch optische Messung von markierten
Gewebeschnitten und vordefinierten Standards mit einem speziellen Kamerasystem und
Auswertung in einer entsprechenden Software (MCID, Quantimet 970, IBAS 2000, Magiscan
MD), wird von Geweben und Standards nun das Ausmal} der Schwirzung des Rontgenfilms
computergestiitzt in Graustufen iberfiithrt (Stewart, 1992, S. 32-33, 36-37). Je nach
verwendetem System konnen so bis zu 256 Graustufen unterschieden werden, wobei die
maximale ,,Strahlenkonzentration* dem Wert 0 (Kontraststufe ,,.Schwarz*) und die minimale
dem Wert 255 (Kontraststufe ,,Weill*) zugeordnet wird (Stewart, 1992, S. 37). Die so
generierten Kontrastabstufungen des markierten Gewebes werden anschlieend iiber die
vordefinierten Standards kalibriert, d.h. den Grauwerten des digitalisierten Gewebeschnittes
wird iiber die vordefinierten Grauwerte der Standards ein bestimmtes Mall an
Strahlungsintensitit und damit ein Maf3 an Ligandenbindung zugeordnet (Stewart, 1992, S.
32-38). Unter Kenntnis von spezifischer Aktivitit (SA), Realkonzentration (L) und
Dissoziationskonstante (KD) des Liganden, kann die absolute Konzentration von Ligand pro

biologischer Einheit errechnet werden (Stewart, 1992, S. 32-33).
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1.7 Fragestellung

Neurotransmitter und Transmitterrezeptoren sind essentieller Bestandteil der neuronalen
Informationsverarbeitung. Fiir viele Erkrankungen des ZNS, wie den Demenzsyndromen,
dem Morbus Huntington oder der Parkinson'schen Erkrankung ist bekannt, dass regelhaft
eine gestorte Neurotransmitterhomoostase und Abweichungen im Verteilungsmuster der
Transmitterrezeptoren vorliegen, was in einer Beeintrichtigung der neuronalen
Signaltransmission resultiert. Mit besonderem Augenmerk auf dem Morbus Parkinson,
konnten kiirzlich veroffentlichte Publikationen (Wree et al., 2011; Holzmann et al., 2012;
Antipova et al., 2013; Antipova et al., 2017) mit einem neuartigen experimentellen Ansatz am
6-OHDA-Hemiparkinson-Modell der Ratte zeigen, dass eine intrazerebrale BONT-A-Injektion
die induzierten motorischen Storungen dauerhaft mindert oder ganz authebt. Diese
Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass BoNT-A ganz entscheidend in die
bestehenden Verdnderungen auf Transmitter- und Rezeptorebene eingreift und eine
regulierende Wirkung zu haben scheint.

Die vorliegende Dissertation untersucht in einem bisher erstmalig durchgefiihrten Ansatz die
Rezeptordichten striataler muskarinischer und nikotinischer Acetylcholinrezeptoren im
Rahmen der o.g. Untersuchungen mit intrazerebral appliziertem BoNT-A am 6-OHDA-
Hemiparkinson-Modell der Ratte. Dazu erfolgt unter Verwendung der graphischen
Analysesoftware MCID™ Analysis die Auswertung des autoradiographisch erfassten CPu im
Rattenhirn. Die entsprechenden Injektionsexperimente und die Erstellung der
Autoradiogramme unter Nutzung der Radioliganden [3H]Epibatidin (nAChR), [3H]Pirenzepin
(mAChR - M)), [3H]Oxotremorin (mAChR — M,, Agonist), [3H]AF-DX 384 (mAChR — M,,
Antagonist) und [3H]4-DAMP (mAChR - M;) erfolgten dabei im Vorfeld dieser
Promotionsarbeit von den Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des Institutes fiir
Neurowissenschaften und Medizin am Forschungszentrum Jiilich und am Institut fiir
Anatomie der Universitiatsmedizin Rostock. Konkret soll dabei untersucht werden, ob:

— die unilaterale Injektion von 6-OHDA in das rechte MFB der Ratte die
autoradiographisch mit [3H]Epibatidin gemessene ipsilaterale RD striataler nAChR
beeinflusst

— die unilaterale Injektion von 6-OHDA in das rechte MFB die autoradiographisch
mit [3H]Pirenzepin, [3H]Oxotremorin, [*H]JAF-DX 384 wund [*H]4-DAMP
gemessenen RD striataler mAChR vom Subtyp M, M, und M; verédndert
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— eine unilaterale Injektion von BoNT-A in das rechte Striatum die RD von nAChR
und mAChR beeinflusst

— die aufeinander folgende Injektion von 6-OHDA in das rechte MFB und BoNT-A
in das rechte Striatum die RD der striatalen nAChR und mAChR vom Subtyp M;,
M, und M; moduliert.

Diskutiert werden abschlieBend im Kontext der bereits publizierten Literatur und auf

Grundlage der eigens erhobenen Daten die Effekte von intrazerebral appliziertem 6-OHDA

und BoNT-A auf die Verteilung der Rezeptoren und potentielle Wirkmechanismen.
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2. Material und Methoden

Die tierexperimentellen stereotaktischen Injektionsversuche, die Entnahme der Hirne sowie
die Herstellung der Hirnschnitte wurden von Prof. Dr. med. A. Wree und seinen Mitarbeitern

am Institut fiir Anatomie der Universitit Rostock durchgefiihrt.

2.1 Versuchstiere und Untersuchungsgruppen

Fiir die Injektionsversuche wurden ménnliche, 3 Monate alte Wistar Ratten der Firma Charles
River WIGA (Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Alle Tiere wiesen zum Zeitpunkt der
operativen intrazerebralen Injektion ein mittleres Gewicht von ca. 300g auf. Gehalten wurden
die Ratten dabei unter standardisierten und kontrollierten Kéfigbedingungen bei 22°C + 2°C
Raumtemperatur, klimatisierter Umgebung, einem 12 h Tag / Nacht Zyklus und
uneingeschrinkten Zugang zu frischem Wasser und  Standardfutter. Alle gesetzlichen
Rahmenbedingungen im Sinne der Tierschutzbestimmungen wurden eingehalten (LALLF M-
V/TSD/7221.3-1.1-003/13). Die Versuchstiere wurde in fiinf Hauptgruppen aufgeteilt: L —
Tiere mit 6-OHDA-Injektion; LB — Tiere mit 6-OHDA- und BoNT-A-Injektion; LV — Tiere
mit 6-OHDA- und BoNT-Vehikel-Injektion; B — Tiere mit BoNT-A-Injektion; K -
unbehandelte Kontrollen. Tabelle 1 gibt hierzu einen Uberblick.

2.2 Intrazerebrale Injektionen

Die Tiere wurden mit einem Injektionsgemisch aus Ketamin (50 mg/ kg KG) und Xylazin
(Rompun®; 4 mg/ kg KG) zunichst narkotisiert. AnschlieBend erfolgte die Injektion mit Hilfe
einer stereotaktischen Vorrichtung stets unilateral rechts. Die Applikation von 4 png 6-OHDA
wurde gem. Bregma an den Koordinaten: anterior-posterior = -2.3 mm, lateral = -1.5 mm und
ventral = -9.0 mm (Paxinos und Watson, 2007) entsprechend der Versuchsanordnung
beschrieben in Wree et al., (2011) durchgefiihrt. Die Injektion von 2x1 pl BoNT-A-Losung
(BoNT-A + Phosphat-gepufferte Salzlosung) mit einer Gesamtdosis von 1 ng BoNT-A bzw.
BoNT-Vehikel (BV) mit 2x1 pl TRIS-Pufferlosung, erfolgte diskontinuierlich an zwei
separaten Punkten im CPu wie in Abb. 1 dargestellt: anterior = +1.3/-0.4 mm, lateral = -2.6/-

3.6 mm und ventral = -5.5 mm (Paxinos und Watson, 2007; Wree et al., 2011).
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Tabelle 1: Zusammenfassung der Versuchsgruppen. Uberlebenszeit/Alter beschreibt die zeitliche Abfolge der
Injektionen und den Zeitpunkt der Hirnentnahme; n = Anzahl Tiere. Abkiirzungen s. Abkiirzungsverzeichnis

Gruppe |Untergruppe  Behandlung | Uberlebenszeit/Alter n
K K Kontrolle 300g Korpergewicht + 6 Wochen 7
L L3W 6-OHDA 3 Wochen (nach 6-OHDA) 7
L6W 6 Wochen (nach 6-OHDA) 7
L6W1IM 6 Wochen + 1 Monat (nach 6-OHDA) 7
L6W3M 6 Wochen + 3 Monate (nach 6-OHDA) 7
L6W6M 6 Wochen + 6 Monate (nach 6-OHDA) 7
L6WOM 6 Wochen + 9 Monate (nach 6-OHDA) 6
B B2W BoNT-A 2 Wochen (nach BoNT-A) 7
BIM 1 Monat (nach BoONT-A) 6
B3M 3 Monate (nach BoONT-A) 7
B6M 6 Monate (nach BoNT-A) 7
BOM 9 Monate (nach BoNT-A) 7
LB LB6WIM 6-OHDA+ |6 Wochen (nach 6-OHDA) + 1 Monat (nach 9
BoNT-A BoNT-A)
LB6W3M 6 Wochen (nach 6-OHDA) + 3 Monat (nach 9
BoNT-A)
LB6W6M 6 Wochen (nach 6-OHDA) + 6 Monat (nach 9
BoNT-A)
LB6WOM 6 Wochen (nach 6-OHDA) + 9 Monat (nach 9
BoNT-A)
LV LV6WIM 6-OHDA+ |6 Wochen (nach 6-OHDA) + 1 Monat (nach BV) |6
LV6W3M BV 6 Wochen (nach 6-OHDA) + 3 Monat (nach BV) |6

Abbildung 1: Koordinaten der stereotaktischen Injektion
simuliert am Computermodell des Rattenhirns.
Diskontinuierliche Injektion von 2x1pl BoNT-A an zwei
Stellen im Striatum (gelb markiert) bei den Koordinaten:
anterior= +1.3/-0.4 mm, lateral= -2.6/-3.6 mm und ventral= -
5.5 mm. Abbildung modifiziert iibernommen aus
Hawlitschka, (2012)
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2.3 Anfertigung der Hirnschnitte

Die Versuchstiere wurden jeweils nach genau definierten Beobachtungszeitriumen in den
einzelnen Untersuchungsgruppen mit einer Uberdosis von Ketamin und Xylazin getotet. Im
Anschluss erfolgte keine weitere Fixierung. Die Rattenhirne wurden bei -80°C gelagert und
anschlieBend zur Herstellung der Schnittpriaparate in den Kryostaten {iiberfithrt. Nach
Abtrennung des Bulbus wurden in 7 genau definierten Ebenen nach Paxinos und Watson
(2007) jeweils 30 Schnitte mit 50 um Dicke hergestellt und auf einem Gelatine beschichteten
Objekttriager fixiert: Schnittebene 1: +1.56 mm, Schnittebene 2: -0.36 mm, Schnittebene 3:
-0.84 mm, Schnittebene 4: -2.16 mm, Schnittebene 5: -2.52 mm, Schnittebene 6: -3.60 mm,
Schnittebene 7: -5.20 mm, gemidll Bregma. Abbildungen 2 bis 8 zeigen die einzelnen
Schnittebenen mit Anndhrung an die genannten Koordinaten gem. Paxinos und Watson,
(2006) (Abbildungen modifiziert iibernommen nach FEingabe der o.g. Koordinaten aus:

Gaidica, Matt: Rat Brain Atlas. http://labs.gaidi.ca/rat-brain-atlas/).

Interaural 10.60 mm Bregma 1.60 mm

& 1 3

] 4 5 B

Abbildung 2: Schnittebene 1. Messbereich rot markiert
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Schnittebene 5. Messbereich rot markiert
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Abbildung 8: Schnittebene 7. Messbereich nicht dargestellt



2.4 Erstellung der Autoradiogramme

Die autoradiographischen Untersuchungen wurden im Hirnforschungszentrum Jiilich am
Institut fiir Neurowissenschaften und Medizin unter der Leitung von Prof. Dr. med. Dr. med.
h.c. Karl Zilles von Markus Cremer und seinen Mitarbeitern ausgefiihrt. Fiir die Untersuchung
der nAChR und mAChR wurden die Liganden [3H]Epibatidin (nAChR, Agonist),
[*H]Pirenzepin (mAChR M,, Antagonist), [3H]Oxotremorin (mAChR M,, Agonist), [3H]AF-
DX 384 (mAChR M,, Antagonist) und [3H]4-DAMP (mAChR M3, Antagonist) genutzt und
von der Firma Perkin Elmer (Rodgau, Deutschland) bezogen. Tabelle 2 zeigt die
ligandenspezifischen Eigenschaften der Versuchsansitze. Die Durchfiihrung erfolgte dabei
mit den gemdl Tabelle 3 aufgefiihrten Reagenzien und Versuchsschritten: Zunédchst wurden
die Hirnschnitte der Prdinkubation unterzogen, um endogene Liganden aus zu waschen und
die Schnitte zu rehydrieren. AnschlieBend wurde bei der Hauptinkubation dem Ansatz der
radioaktiv markierte Ligand zur Bestimmung der totalen Bindung zugesetzt. Durch
Hinzugabe eines jeweils nicht-radioaktiv markierten Kompetitors wurde die unspezifische
Bindung bestimmt. Die sich anschlieBende Waschphase diente der Beseitigung iiberschiissiger
Liganden und Pufferlosung. Ein B-sensitiver Rontgenfilm der Firma Kodak PerkinElmer LAS
GmbH (Deutschland) wurde nachfolgend mit den behandelten Hirnschnitten und
vorbestimmten radioaktiven Standards fiir mehrere Wochen exponiert. Die Entwicklung der
Rontgenfilme erfolgte mit einem Hyperprozessor der Firma Amersham Biosciences
(Amersham, GB; jetzt: GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Deutschland). Abschlie3end
wurden die Schnittbilder mit Hilfe einer CCD-Kamera der Firma Carl Zeiss Microscopy

GmbH (Gottingen, Deutschland) digitalisiert.

Tabelle 2: Ubersicht der ligandenspezifischen Eigenschaften

[3H]Ligand Spezifische Aktivitit|Dissoziationskonstante | Realkonzentration
SA [Ci/mmol] KD [nM] L [nM]
[3H]Epibatidin 55,80 0,11 0,11
[3H]Pirenzepin 82,30 21,60 10,33
[3H]Oxotremorin 78,60 1,70 1,65
[3BH]JAF-DX 384 106,50 5,20 5,07
[3H]4-DAMP 80,30 1,00 0,98
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2.5 Messung der RD mit MCID™ Analysis

Die digitalisierten, autoradiographisch gefertigten  Hirnschnittbilder ~wurden zur
densidometrischen Vermessung mit Hilfe des Programms MCID™ Analysis Version 7.0 der
Firma InterFocus Imaging LTD (Linton, GB) bearbeitet. Die Software bietet dabei eine
interaktive Benutzeroberfliche, welche manuell durch Maus und Tastatureingaben zu
bedienen ist. Dabei prisentiert sich dem Anwender ein zweigeteiltes Interface. Auf der linken
Seite kann der Benutzer iiber diverse Funktionen, graphischen Tools und Operationen in
unterschiedlichen Auswahlmeniis verfiigen. Ebenfalls bietet der linke Bereich der
Benutzeroberfliche Platz fiir die manuelle Vermessung ausgewéhlter Einzelbilder. Auf der
rechten Seite hingegen sind benutzerdefiniert die einzelnen Channels aufgefiihrt, in welche
die entsprechenden Bilderserien geladen werden konnen. Die Aufteilung der rechten
Interfaceseite kann dabei manuelle unter der Option Settings und Display Format individuell
verdndert werden. Vor Beginn der Bestimmung der kalibrierten Dichte (CD) war dabei die
Umstellung von MCID™ in den Modus Receptor Binding erforderlich. Dieser musste vor
jeder neu beginnenden Sitzung in der Meniileiste unter Settings und anschlieBender Auswahl
des Unterpunktes Study mit einem Mausklick auf Receptor Binding ausgewihlt werden, was
in einem Haken hinter der entsprechenden Funktion angezeigt wird. Um mit MCID™ die CD
aus den autoradiographischen Schnittbildern berechnen zu konnen, musste zunichst eine
linear interpolierte Kalibrierungskurve erstellt werden. Dafiir war das Calibration Icon in der
linken Meniileiste als Operation und anschlieend die Option Cal stds (Calibration Standards)
auszuwihlen. Die Standards unit wurde von [nCi/g] auf [fmol/mg] gedndert. Um einen
Funktionsgraphen generieren zu konnen, sind am Hirnforschungszentrum in Jiilich ermittelte
standardisierte Kalibrierungstabellen verwendet worden. Diese Tabellenwerte wurden in die
Kalibrierungsfunktion iibernommen und anschlieBend mittels einer kubischen Spline
Funktion der Funktionsgraph erstellt (Abbildung 9). Dabei konnte nun jedem Grauwert eines
eines Bildes, im Bereich von 0 bis 255, ein entsprechender kalibrierter Dichtewert zugeordnet
werden, wobei im Bereich um O (dunkel bis schwarz) eine sehr hohe und im Bereich von 255
(hell bis weil3) eine sehr niedrige CD erwartet werden kann. Die Kalibrierungskurve war nun
auf alle Kanile zu iibernehmen. Der nidchste Schritt bestand in der Bestimmung des fiir jede
Bildserie individuellen Hintergrundwertes. Dazu wurde ein 7Total Binding Bild der
entsprechenden Bildserie in den Kanal 1 (im Programm mit Chl im Image View
gekennzeichnet) durch den Befehl Retrieve Image im Meniipunkt Image der Standard Bar

geladen, da nur in diesem Kanal aufgrund programmspezifischer Standards, eine Anwendung
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Abbildung 9: Kalibrierungskurve der vordefinierten Standards

von Messungen moglich ist. Allerdings musste an dieser Stelle darauf geachtet werden, den
Dateityp in der Retrieve Image Funktion von ,,TIFF 5 (*.tif)* auf ,,TIFF (*.tif)* zu dndern, da
die zu ladenden Bilddateien im entsprechenden letztgenannten Format abgespeichert waren.
Weiterhin war es erforderlich innerhalb der Components (direkt unterhalb der Drop-down
Auswabhl des Dateitypes) alle Haken, mit Ausnahme des Image - Hikchens zu entfernen, um
so Interferenzen mit den bereits vorkalibrierten Kanélen zu vermeiden. Mit Hilfe der Click-
outline Funktion aus der Image Tools Bar wurde anschliefend ein Hintergrundbereich
auferhalb jeglicher anatomische Hirnstrukturen oder Priparationsartefakte manuell umfahren.
Das Programm errechnete nun fiir diesen Hintergrund eine mittlere CD, welche im Folgenden
stets von den ermittelten Messwerten aus einer CPu — Region subtrahiert wurde, um
hintergrund-korrigierte Messwerte zu erhalten. Dieser Hintergrundwert wurde als Bilddatei
fiir den Rest der Messung einer Bildserie in den Kanal 2 (im Programm mit Ch2 im Image

View gekennzeichnet) dargestellt. Die restlichen Bilder einer Serie konnten nun in die Kanile
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3 bis 8 geladen werden. Um auch diese Schnittbilder einer nachfolgenden
Rezeptordichtemessung zuginglich zu machen, erfolgte zunichst eine Ubertragung der
Kalibrierung auf die o.g. Kanile bis zur Position 8 im [lmage View. Die jetzt kalibrierten
Bilder einer Serie wurden abschlieend im Format ,,*.im* gespeichert. Der zweite Schritt vor
Beginn der eigentlichen Messung umfasste die korrekte Erstellung der Ergebnistabelle in
MCID™., Dafiir wurde im Seitenmenii die Operation Sample ausgewihlt, worauf hin bereits
voreingestellte Standardtabelle mit vier Spalten angezeigt werden. Um die restlichen Spalten
zu ergidnzen, wurde unter dem Meniipunkt Sample der Standard Bar der Unterpunkt
Measures selecion aufgerufen. In dem jetzt angezeigten Programmfenster wurden unter dem
Drop-Down Menii Basic Morphometry die Parameter Area und Perimeter mittels Doppelklick
ausgewihlt und mit dem OK-Button bestitigt. Der Tabellenkopf umfasste nun die folgenden 6
Spalten: Total Binding (Tot Bind — [fmol/mg]); Non-specific Binding (NS Bind — [fmol/mg]);
Specific Binding (S Bind — [fmol/mg]); Specific Binding (S Bind - % [fmol/mg]); Area —
[pixel]; Perimeter — [pixel] (Abbildung 10).

[ pata: D:\Autora diographie-Doktoranden\Klawitter\CAL-3H-AF-DX384\#421#10312#\4421#103124.1s2

= O Subject: ? (2 Section: Section 6 ' Region: CPu RIGHT
" Current subject " Current section " Current region
" All subjects  All sections &+ All regions M
|
: ' Ch1 Ch2 Ch2 Ch2 Ch1 Ch1
Section E' Region ‘ Target Tat Bind - fmol/mg M5 Bind - fmol/mg 5 Bind - fmal/mg 5 Bind - % (fmal/mg) Area - pisel Perimeter - pixel
J Section 1} CPURIGHT 1 1.51638+005 111.11795632 1.5158e+005 9992674528 421397.000 26100052
(CPULEFT 1 1.8815e+005 111.11795632 1.8804e+005 9994094151 4019253.000 2400542
Section2 {CPURIGHT 11 1.47038+005 111.11795632 1.46526+005 9992442439 325260.000 5141.108
CPULEFT 11 16501 e+005 111.11795632 1.6490e+005 9993266168 286969.000 3827771
Section3 } CPURIGHT 1 1.38588+005 111.11795632 1.3847e+008 99915981829 206876.000 5026.252
1CRuLEFT 11 1.7450e+005 111.11795632 1.7439e+005 9993632228 235660.000 4337638
Sectiond } CPURIGHT 11 1.50628+005 111.11795632 1.5051e+005 9992622530 £5493.000 3368811
(CPULEFT 1 15853e+005 111.11795632 1.5842e+005 9992990538 62533.000 3226821
Section5 {CPURIGHT |1 1.72008+005 111.11795632 1.7183e+008 9993533780 42211.000 1762.408
CPULEFT 11 15507e+005 111.11795632 1.5496e+005 9992834482 51737.000 2553.292
Section® } CFURIGHT 1 1.70548+005 111.11795632 1.7043e+005 9993484255 32383.000 1639.756
iCRuLEFT 11 1 6306e+005 111.11795632 1.6295e+005 9993185479 40212.000 1750.071
: :
| ;
Mean 1.6188=+005 111.11795632 1.6177e+008 9993069723 183674 667 140,983
5D 7 B216e+004 0.00000000 1.6080e+004 (.00RE3268 150024 511 1233132
Study: Receptar Binding Digplay: & bit tono / 16 Input: Morne Audit: OFf

Abbildung 10: Ergebnistabelle mit den CD eines Tieres fiir den Liganden AF-DX 384. Dargestellt sind die
Messungen von insgesamt 6 Autoradiogrammen fiir jeweils das rechts und linke CPu eines Hirnschnittes. Erfasst
wurden: Totale Bindung (Tot Bind [fmol/mg]); Nicht-spezifische Bindung (NS Bind [fmol/mg]); Spezifische
Bindung (S Bind [fmol/mg]); Flache (Area [pixel]) und Umfang (Perimeter [pixel])

Die graphische Messung der einzelnen Schnittbilder erfolgte nun jeweils fiir das rechte und
linke CPu. Dazu ist ebenfalls mit der zuvor verwendeten Funktion Click-outline aus der
Sample Bar eine kontinuierliche Linie um die auszuwertende Hirnstruktur, also das CPu der
rechten oder linken Hemisphidre, gezogen worden, sodass eine geschlossene Flache

konstruiert wurde (Abbildung 11 und 12).
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Abbilduhg 11: Autoradiogramm eines Hirnschnittes auf Schnitteberie 1 vor der Bearbeitung in
MCID™

Abbilduhg 12: Autoradiogramm eines ﬁirnséhnittes 'au.f.Schnittebene 1 nach der Bearbeituhg in
MCID™
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Préparationsartefakte innerhalb des zu messenden Hirnareals sind hierbei unter Abschétzung
geeigneter Konturlinien bei den einzelnen Messungen ausgespart worden (Abbildung 13 und
14). Das Programm errechnete aus dem graphischen abgegrenzten Areal eine spezifische CD
in absoluten und relativen Werten sowie die Pixel fiir Area und Perimeter und verzeichnete
diese in der Ergebnistabelle. Abwechselnd sind so das rechts- und linksseitige CPu von jedem
Bild einer Serie vermessen worden. Um eine schliissige Datenerhebung zu gewihrleisten, war
darauf zu achten, die vermessenen Bilder mit der verwendeten Kalibrierung und den gesetzten
Vermessungslinien zu speichern. Im Anschluss wurde die Ergebnistabelle als ,,lg2 — Datei*

gespeichert.

Abbildung 13: Autoradiogramm eines Hirnséhnittes auf Schnittebene 1 vor der Bearbeitung
in MCID™ mit Artefakten im Messbereich. Im Messbereich sind streifenférmige Aufhellung als
Bildartefakte sichtbar
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Abbildung 14: Autoradiogramm eines Hirns’éhnittes auf Schnittebene 1 nach der Bearbeitung
in MCID™ mit Artefakten auBerhalb des Messbereichs. Der Messbereich innerhalb des CPu ist
rot markiert worden. Artefakte wurden groBtmoglich aus dem Messbereich ausgespart

2.6 Auswertung mit LibreOffice Calc

Die mit MCID™ ermittelten Messwerte wurden nach vollstindiger Erfassung in das
Tabellenkalkulationsprogramm LibreOffice Calc iibertragen. Um die weitere Bearbeitung der
Datensitze zu vereinfachen, sind die Ergebniszeilen der in MCID™ generierten Tabelle
zunichst von einer spaltenweisen Anordnung in eine zeilenweise Darstellung transformiert
worden. Die Berechnung der mittleren RD erfolgte dabei in 4 Schritten:

1. Aus den gemessenen CD der Autoradiogramme wurden zunichst die RD fiir jedes
einzelne Schnittbild eines Tieres unter Verwendung folgender Formel berechnet,
wobei CD die gemessene kalibrierte Dichte, KD die Dissoziationskonstante des
Liganden, L die Realkonzentration des Liganden und SA die ligandenspezifische

Aktivitit sind (Formel 1):

CD

—SA[Ci/mmol]*(KD[nM]+L[nM])

RD| fmol Img |=

L[ nM |
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2. Die so berechneten RD wurden mit der jeweiligen gemessenen Area multipliziert, um

die area-gewichtete RD eines Schnittbildes zu generieren (Formel 2):
area RD=RD *Area

3. Die area-gewichtete RD des jeweils linken und rechten CPu eines Tieres wurde

anschliefend aus den RD der Schnittbilder wie folgt berechnet (Formel 3) :

Z area RD

x(areaRD)=——=——
Z Area

4. AbschlieBend wurde der area-gewichtete Mittelwert der RD aller Tiere einer

Untergruppe berechnet, wobei n die Tierzahl pro Untergruppe darstellt (Formel 4):

Z X(area RD)

MW area RD=

2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Messergebnisse erfolgte mit der Statistik-Software SPSS
Statistics Version 20 der Firma IBM. Durchgefiihrt wurde eine univariate Varianzanalyse.
Eine Testung auf Normalverteilung der Datensidtze ist ausgefithrt worden. Das
Signifikanzniveau wurde mit p-Wert < 0,05 festgelegt. Als Post-Hoc-Test fiir die
Mehrfachvergleiche und Signifikanzkorrektur der Mittelwerte der einzelnen Schnittserien
jeweils fiir die linke und rechte Messseite wurde die Bonferroni-Korrektur gewihlt. Alle
Ergebnisse werden im Folgenden als Mittelwert + Standardabweichung (SD) angegeben,

sofern nicht anders ausgewiesen.

2.8 Erstellung der Streudiagramme mit Origin®

Die graphische Darstellung der relativen RD in Streudiagrammen, erfolgte mit Hilfe der
Datenanalyse- und Grafiksoftware Origin® Version 8,1G (OriginLab Northampton,
Massachusetts, USA). Die relativen RD wurden dabei fiir jedes Tier einer Untergruppe der

jeweiligen Liganden anhand folgender Formel berechnet (Formel 5):

100%(R—L)
L

relative RD=

Dabei sind R die mittlere area-gewichtete RD eines Tieres gem. Formel 3 des rechten CPu

und L die mittlere area-gewichtete RD eines Tieres gem. Formel 3 des linken CPu.
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3. Ergebnisse

Die Erhebung der RD von nAChR und mAChR mit den Liganden [3H]Epibatidin (nAChR),
[H]Pirenzepin (mAChR M,), [3H]Oxotremorin (mAChR M,, Agonist), [3BH]AF-DX 384
(mAChR M,, Antagonist) und [*H]4-DAMP (mAChR M;) umfasste die Auswertung der
Schnittbilder von insgesamt einhundert achtzehn bzw. einhundert neunzehn Versuchstieren.
Hierbei ist eine seitengetrennte Messung des jeweils linken und rechten CPu der 5
Versuchsgruppen erfolgt. Unter Beriicksichtigung der zeitlichen Staffelung der Entnahme der
Rattenhirne konnen die Messdaten von insgesamt achtzehn genau durch MafBnahme und

Zeitpunkt charakterisierten Untergruppen présentiert werden.

3.1 nAChR - [*H]Epibatidin

Fiir einen Uberblick wurden zunichst die Mittelwerte der area-gewichteten RD aller
Untergruppen zusammengefasst und als mittlere RD der Gruppen K, L, B, LB und LV
dargestellt. Aus Diagramm 1 wird ersichtlich, dass im Vergleich zur Kontrollgruppe (391,59 +
35,22 [fmol/mg Protein] links und 382 + 23,06 [fmol/mg Protein] rechts) in den Gruppen L,
LB und LV eine Verminderung der gemittelten RD im jeweils linken und rechten CPu
ipsilateral zur Kontrolle vorliegt (L: 316,41 + 25,35 [fmol/mg Protein] links und 135,95 +
19,75 [fmol/mg Protein] rechts; LB: 334,6 + 22,82 [fmol/mg Protein] links und 174,76 +
22,54 [fmol/mg Protein] rechts; LV 309,29 + 20,43 [fmol/mg Protein] links und 134,82 +
18,22 [fmol/mg Protein] rechts), wobei die Reduktion der RD im rechten CPu hoher ist.

nAChR - [®H]Epibatidin

450
400
350
300
250 B MW-L
200 O MW-R
150
100
50

RD [fmol/mg Protein]

K L B LB LV
Gruppen
Diagramm 1: Mittelwerte der area-gewichteten RD + SD der Gruppen K, L, B, LB
und LV. MW-L: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichten linkes CPu einer

Gruppe; MW-R: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte rechtes CPu einer
Gruppe. Gruppenbezeichnungen s. Tabelle 1
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Auch in der Gruppe B kann eine Reduktion der RD sowohl im linken als auch im rechten CPu
im Vergleich zur Kontrollgruppe erkannt werden (B: 334,16 + 22,82 [fmol/mg Protein] links
und 353,54 + 22,32 [fmol/mg Protein] rechts). Diese ist allerdings um ein Vielfaches geringer

als in den zuvor aufgefiihrten Gruppen.

3.1.1 Ergebnisse der Gruppe L

Die Ergebnisse der Gruppe L sind im Diagramm 2 dargestellt. Fiir das linke CPu zeigt sich
eine Reduktion der RD im ipsilateralen Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (392 + 35
[fmol/mg Protein] links) in allen Untergruppen (L3W: 354 + 23 [fmol/mg Protein] links;
L6W: 314 £ 36 [fmol/mg Protein] links; LOW1M: 325 + 25 [fmol/mg Protein] links; L6W3M:
285 + 20 [fmol/mg Protein] links; LOW6M: 305 + 16 [fmol/mg Protein] links und LOW9M:
314 £ 32 [fmol/mg Protein] links). Statistische Signifikanz wurde hierbei in den Untergruppen
L6W, L6oWIM , L6oW3M, LoW6M und L6W9M, nicht aber in L3W erreicht. Die Ergebnisse
der Messung des rechten CPu zeigen stets eine Reduktion der RD ipsilateral zur Kontrolle
(382 + 23 [fmol/mg Protein] rechts) um mindestens 53% in allen Untergruppen (L3W: 148 +
18 [fmol/mg Protein] rechts; L6W: 146 + 28 [fmol/mg Protein] rechts; LOWIM: 145 + 22
[fmol/mg Protein] rechts; L6W3M: 120 + 16 [fmol/mg Protein] rechts; L6W6M: 135 + 13
[fmol/mg Protein] rechts; LOWOM: 122 + 22 [fmol/mg Protein] rechts). Das statistische
Signifikanzniveau wurde hierbei stets erreicht. Auch ist die RD des rechten CPu jeder der

genannten Untergruppen signifikant niedriger als im kontralateralen CPu der jeweiligen

Untergruppe.
o nAChR - [3H]Epibatidin
450
400
__ 350
< 300
°
s 290 B MW area RD L
o 200 O MW area RDR
= 150
o
£ 100
n 50
T
2 5 =z 2 x5 5 355 =3
d @ 4 @ @ 2 =T T =T = =
© © © (o] © ©
o [2a] Q o > >
-~ -~ -~ -~ ~ -~
Untergruppen

Diagramm 2: Mittelwerte der area-gewichteten RD + SD der Gruppen B, LB und LV
im zeitlichen Verlauf. MW area RD L: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte
linkes CPu; MW area RD R: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte rechtes CPu.
Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1
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3.1.2 Ergebnisse der Gruppen B, LB und LV

In der Gruppe B zeigt sich in allen Untergruppen eine Verminderung der RD des linken CPu
im ipsilateralen Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (K: 392 + 35 [fmol/mg Protein] links;
B2W: 367 £ 23 [fmol/mg Protein] links; B1M: 385 + 28 [fmol/mg Protein] links; B3M: 280 +
18 [fmol/mg Protein] links; B6M: 317 + 23 [fmol/mg Protein] links; BOM: 324 + 22 [fmol/mg
Protein] links). Dabei wird das Signifikanzniveau in den Untergruppen B3M, B6M und BOM,
nicht jedoch von B2W und B1IM erreicht. Im jeweils rechten CPu kann im Vergleich zur
Kontrolle (382 + 23 [fmol/mg Protein] rechts) eine Zunahme der RD in den Untergruppen
B2W (399 + 22 [fmol/mg Protein] rechts) und BIM (415 + 35 [fmol/mg Protein] rechts)
gemessen werden. Die Untergruppen B3M, B6M und BO9M zeigen hierbei hingegen eine
Reduktion der RD im rechten CPu (B3M: 312 + 22 [fmol/mg Protein] rechts; B6M: 317 + 17
[fmol/mg Protein] rechts; BOM: 325 + 16 [fmol/mg Protein] rechts). Diagramm 3 illustriert

hierzu die entsprechenden Daten.

NAChR - [*H]Epibatidin
450
400
350

300

250 B MW area RD L

O
200 MW area RD R
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Diagramm 3: Mittelwerte der area-gewichteten RD + SD der Gruppe L im
zeitlichen Verlauf. MW area RD L: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte
linkes CPu; MW area RD R: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte rechtes
CPu. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

Signifikant sind dabei die Reduktionen der RD in den Untergruppen B3M, B6 und BOM,
nicht hingegen in den Untergruppen B2W und B1M. Im interhemisphirischen Vergleich der
RD liegen keine statistisch signifikanten Anderungen der RD vor. Die Ergebnisse der Gruppe
LB zeigen fiir das linke CPu eine Reduktion der RD im ipsilateralen Vergleich zur
Kontrollgruppe in den Untergruppen LB6W3M (295 + 21 [fmol/mg Protein] links),
LB6W6M (325 + 32 [fmol/mg Protein] links) und LB6WOM (306 + 21 [fmol/mg Protein]
links). In der Untergruppe LB6W 1M liegt die gemessene RD (LB6W1M: 396 + 50 [fmol/mg
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Protein] links) iiber dem ipsilateralen Kontrollwert. Dabei sind die Messergebnisse der
Untergruppen LB6W3M, LB6W6M und LB6WI9M, nicht aber fiir LB6W 1M signifikant. Fiir
das rechte CPu zeigt sich in allen Untergruppen verglichen mit dem ipsilateralen Kontrollwert
eine Reduktion der RD (LB6WIM: 234 + 38 [fmol/mg Protein] rechts; L6W3M: 140 + 18
[fmol/mg Protein] rechts; LB6W6M: 173 + 11 [fmol/mg Protein] rechts; LB6WOM: 152 + 13
[fmol/mg Protein] rechts). Dabei wird sowohl in allen Vergleichen mit den ipsilateralen
Kontrollen, als auch interhemisphérisch zwischen linkem und rechtem CPu innerhalb der
jeweiligen Untergruppen statistische Signifikanz erreicht. Bei der Gegeniiberstellung der
Gruppen L und LB zeigt sich eine signifikante Differenz der RD im rechten CPu zwischen
den Untergruppen LOWIM und LB6WIM. Zwischen den anderen zeitlich gepaarten
Untergruppen L6OW3M und LB6W3M, L6W6M und LB6W6M sowie LOWIM und LB6WIM
ergeben sich keine statistisch signifikanten Differenzen in der RD im rechten CPu.
Tendenziell weist die Gruppe LB aber hohere RD im rechten CPu auf, als die Gruppe L. Auch
in der Gruppe LV sind, bezogen auf die Kontrollwerte, signifikante Reduktionen der RD fiir
das linke (LVOWIM: 316 £+ 21 [fmol/mg Protein] links; LVOW3M: 302 + 20 [fmol/mg
Protein] links) und das rechte (LVOW1M: 155 + 23 [fmol/mg Protein] rechts; LVO6W3M: 115
+ 13 [fmol/mg Protein] rechts) CPu gemessen worden. Ebenfalls signifikant ist hierbei die
Differenz der RD zwischen linkem und rechtem CPu innerhalb der beiden Untergruppen. Bei
der Gegeniiberstellung der Gruppen LB und LV liegt eine signifikante Differenz der RD im
rechten CPu zwischen den Untergruppen LB6W 1M und LV6W IM vor, nicht jedoch zwischen
LB6W3M und LV6W3M. Als ebenfalls signifikant erweist sich die Differenz der RD
zwischen LB6W6M und LV6W3M im rechten CPu.

3.1.3 Relative Rezeptordichten

Um interhemisphirische Verdanderungen der RD zwischen linkem und rechtem CPu innerhalb
einer Untergruppe und im zeitlichen Verlauf zu verdeutlichen, werden im Folgenden
Streudiagramme mit relativen RD présentiert. Die Ergebnisse fiir den Liganden
[H]Epibatidin sind hierbei in Diagramm 4 dargestellt. Die gemessenen absoluten, area-
gewichteten Mittelwerte der RD des ldsionierten und ggf. mit BONT-A oder BV behandelten
rechten CPu eines Tieres sind dabei ins Verhiltnis zum jeweils kontralateralen linken CPu
gesetzt. In der Gruppe K ist zumeist eine Verteilung der relativen RD um 0 herum erkennbar.
Der Streubereich liegt fiir 6 von 7 Werten bei -1,1 bis 4,74. Einzige Ausnahme stellt ein

Extremwert mit -17,98 dar. Dies ist ist jedoch insgesamt Ausdruck einer geringen
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interhemisphérischen Differenz der Absolutwerte. In der Gruppe L zeigt sich eine relative RD
zwischen -47,77 und -67,4, was mit einer Abnahme der absoluten RD im rechten CPu
assoziiert ist. Dabei sind Sechsunddreillig Werte negativer als -50, nur 4 Werte sind positiver.
Dieser Effekte besteht konstant iiber alle Untergruppen fort. In der Gruppe B zeigt sich eine
Verschiebung der relativen RD sowohl in den positiven und teilweise auch negativen
Wertebereich, mit einer Streuung von -8,4 bis 22,81. Fiinfundzwanzig von Dreiunddreiflig
Relativwerten sind hierbei im positiven Wertebereich verteilt. Fiir die Gruppe LB sind
ebenfalls Verschiebungen in den negativen Wertebereich erkennbar, allerdings geringer
ausgepragt als in der Gruppe L. Die Streubreite erstreckt sich von -62,75 bis -31,3. Zwolf
Werte sind negativer als -50, einundzwanzig Werte sind positiver als -50. Auch in der Gruppe
LV ist eine Verschiebung der relativen RD in den negativen Wertebereich erkennbar. Dabei

verteilen sich die Einzelwerte in einem Streuintervall von -38,18 bis -66,54.
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Diagramm 4: Relative RD aller Untergruppen im zeitlichen Verlauf fiir die nAChR - [*H]Epibatidin.
RD: hier relative Rezeptordichte; R: area-gewichtet Rezeptordichte rechtes CPu eines Tieres; L: area-
gewichtete Rezeptordichte linkes CPu eines Tieres. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1
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3.2 mAChR M, - [*H]Pirenzepin

Diagramm 5 zeigt eine Zusammenfassung der area-gewichteten RD aller Untergruppen,
welche als gemittelte RD der jeweiligen Gruppen K, L, B, LB und LV dargestellt sind. Dabei
ergeben sich fiir das linke CPu (K: 5149,24 + 2335,46 [fmol/mg Protein] links; L: 5262,54 +
1189,99 [fmol/mg Protein] links; B: 5130,4 £ 1417,96 [fmol/mg Protein] links; LB: 5072,99 +
1327,96 [fmol/mg Protein] links; LV: 4268,45 £ 1590,7 [fmol/mg Protein] links) stets groflere
RD als fiir das rechte CPu (K: 5035,26 + 2327,61 [fmol/mg Protein] rechts; L: 4771, 91 +
1097,56 [fmol/mg Protein] rechts; B: 5082,71 + 14432 [fmol/mg Protein] rechts; LB:
4904,89 + 1287,73 [fmol/mg Protein] rechts; LV: 3958,29 + 1417,13 [fmol/mg Protein]
rechts).

mAChR M1 - [BH]Pirenzepin
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Diagramm 5: Mittelwerte der area-gewichteten RD + SD der Gruppen K, L, B, LB
und LV. MW-L: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte linkes CPu einer
Gruppe; MW-R: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte rechtes CPu einer
Gruppe. Gruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

3.2.2 Ergebnisse der Gruppe L

Diagramm 6 illustriert die Verdnderungen der RD der Gruppe L im zeitlichen Verlauf. Dabei
zeigt sich im linken CPu eine Verminderung der RD ipsilateral zur Kontrollgruppe (5149,24 +
2335,46 [fmol/mg Protein] links) in den Untergruppen LOW 1M (4613,19 + 1588,59 [fmol/mg
Protein] links), LOW6M (3719,55 £ 716,12 [fmol/mg Protein] links) und L6WOM (3937,35 +
849,81 [fmol/mg Protein] links). Kontrir dazu kann eine Zunahme der RD in den
Untergruppen L3W (6082,50 + 733,29 [fmol/mg Protein] links), L6W (6775,35 + 1772,35
[fmol/mg Protein] links) und L6W3M (6447,33 £ 1479,76 [fmol/mg Protein] links)
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9000,00
8000,00
7000,00
6000,00
5000,00
4000,00
3000,00
2000,00
1000,00
0,00

B MW area RD L
O MW area RDR

RD [fmol/mg Protein]

K L3W L6W L6W1M L6W3M L6W6M L6WIM

Untergruppen
Diagramm 6: Mittelwerte der area-gewichteten RD + SD der Gruppe L im zeitlichen
Verlauf. MW area RD L: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte linkes CPu;
MW area RD R: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte rechtes CPu.
Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

beobachtet werden. Statistisch signifikante Differenzen sind hierbei nicht vorhanden. Fiir das
rechte CPu ergibt sich im ipsilateralen Vergleich zur Kontrolle (5035,26 + 2327,61 [fmol/mg
Protein] rechts) ebenfalls eine Verminderung der RD fiir die Zeitintervalle 6W 1M (4027,76 +
1563,53 [fmol/mg Protein] rechts), 6W6M (3521,70 £ 715,55 [fmol/mg Protein] rechts) und
6WIM (3745,37 + 686,20 [fmol/mg Protein] rechts). Weiterhin zeigt sich eine Zunahme der
RD in den Untergruppen L3W (5398,68 + 630,57 [fmol/mg Protein] rechts), L6W (6097,42 +
164771 [fmol/mg Protein] rechts) und L6W3M (5840,55 = 1341,82 [fmol/mg Protein]
rechts). Auch hierbei sind keine statistisch signifikanten Differenzen vorhanden. Ebenfalls

liegen keine signifikanten Differenzen der RD im interhemisphérischen Vergleich vor.

3.2.3 Ergebnisse der Gruppen B, LB und LV

Diagramm 7 stellt die area-gewichteten mittleren RD der Gruppen B, LB und LV dar. Die
Ergebnisse der Gruppe B zeigen fiir das linke CPu im ipsilateralen Vergleich zur Gruppe K
eine Verminderung der RD in den Untergruppen BIM (5061,47 + 1215,36 [fmol/mg Protein]
links), B3M (4609,03 + 1206,71 [fmol/mg Protein] links) und B6M (4715,72 + 1516,23
[fmol/mg Protein] links). In den Untergruppen B2W und BOM kann hingegen eine Zunahme
der RD iiber den Kontrollwert hinaus gemessen werden (B2W: 5736,81 + 1775,82 [fmol/mg
Protein] links; BOM: 5528,98 + 1374,67 [fmol/mg Protein] links). Das Signifikanzniveau wird
jedoch fiir keinen Untergruppenvergleich erreicht. Fiir das rechte CPu zeigen die

Messergebnisse eine Reduktion der RD im Abgleich mit der Kontrollgruppe in den
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Diagramm 7: Mittelwerte der area-gewichteten RD + SD der Gruppen B, LB und
LV im zeitlichen Verlauf. MW area RD L: Mittelwert der area-gewichteten
Rezeptordichte linkes CPu; MW area RD R: Mittelwert der area-gewichteten
Rezeptordichte rechtes CPu. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

Untergruppen BIM (4802.40 + 1167,80 [fmol/mg Protein] rechts), B3M (4597,55 + 1211,41
[fmol/mg Protein] rechts) und B6M (4820,23 + 1497,83 [fmol/mg Protein]). Fiir die
Untergruppen B2W und BOM zeigt sich hingegen eine Zunahme der RD (B2W: 5368,12 +
1852 [fmol/mg Protein] rechts; BOM: 5825,26 + 1485,99 [fmol/mg Protein] rechts). Eine
statistisch relevante Verdnderung der RD ergibt sich hierbei nicht. Auch im
interhemisphérischen Seitenvergleich der einzelnen Untergruppen ergeben sich keine
signifikanten Differenzen der RD zwischen linkem und rechtem CPu. Fiir die Gruppe LB
zeigen die Ergebnisse des linken CPu im ipsilateralen Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
eine Reduktion der RD in den Untergruppen LB6W IM (4244,65 + 1188,77 [fmol/mg Protein]
links) und LB6W3M (4785,91 + 1139,34 [fmol/mg Protein] links). Die RD der Untergruppen
LB6WO6M und LB6WOM iibersteigen hingegen das Kontrollniveau (LB6W6M: 5850,67 +
1283,07 [fmol/mg Protein] links; LB6WOM: 5410,70 + 1700,65 [fmol/mg Protein] links). Das
Signifikanzniveau wird hierbei allerdings in keiner Untergruppe erreicht. Fiir das rechte CPu
kann den Messwerten eine Reduktion der RD ipsilateral zur Kontrolle ebenfalls in den
Untergruppen LB6WIM (3938,41 + 1179,59 [fmol/mg Protein] rechts) und LB6W3M
(4632,74 + 1136,91 [fmol/mg Protein] rechts) entnommen werden. Eine Zunahme der RD
hingegen zeigt sich in den Untergruppen LB6W6M (5741,80 + 1314,32 [fmol/mg Protein]
rechts) und LB6WOM (5306,58 + 1520,07 [fmol/mg Protein] rechts). Auch im

interhemisphérischen Vergleich der RD ergibt sich keine statistisch signifikante Differenz. Bei
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der Gegeniiberstellung der Gruppen L und LB zeigen sich keine signifikanten Differenzen der
RD zwischen dem jeweils rechten CPu der einzelnen Untergruppen. Fiir die Gruppe LV zeigt
sich in den Ergebnissen des linken CPu im Abgleich mit der Gruppe K eine Verminderung der
RD in beiden Untergruppen (LVO6WIM: 4034,20 + 1256,57 [fmol/mg Protein] links und
LV6W3M: 4502,69 + 1924,83 [fmol/mg Protein] links). Auch fiir das rechte CPu zeigt sich
gemessen an den ipsilateralen Kontrollwerten eine Reduktion der RD in beiden Untergruppen
(LV6OWI1M: 3768,91 + 1037,00 [fmol/mg Protein] rechts und LV6W3M: 4147,67 + 1797,26
[fmol/mg Protein] rechts). Statistisch Signifikante Differenzen werden jedoch weder fiir das
linke noch fiir das rechte CPu erreicht. Ebenfalls wird das Signifikanzniveau im
interhemisphérischen Seitenvergleich in keiner Untergruppe erreicht. Weiterhin ergeben sich

keine statistisch signifikanten Differenzen bei der Gegeniiberstellung der Gruppen LB und LV

3.2.4 Relative Rezeptordichten

Diagramm 8 prisentiert die relativen RD im zeitlichen Verlauf iiber alle Untergruppen. In der
Kontrollgruppe ist eine Verteilung der relativen RD in den Negativbereich zwischen -0,83 und
-4,71 erkennbar. Dies zeigt eine in der Gruppe K bestehende dezente interhemisphérische
Differenz der absoluten RD zwischen rechtem und linkem CPu. In der Gruppe L streuen die
ermittelten Relativwerte tiberwiegend im negativen Wertbereich von -20,66 bis 5,93. Eine
kontinuierliche Positivbewegung kann bei chronologischer Betrachtung ab der Gruppe
L6W3M iiber L6OW6M bis zur Gruppe LOW9M mit zunehmender Streuung in den positiven
Wertebereich erkannt werden. Fiir die Gruppe B liegt die Verteilung der relativen RD
zwischen -10,5 und 14,8. Auch hier ist eine Verschiebung der relativen RD im zeitlichen
Verlauf tiberwiegend in den positiven Wertebereich ersichtlich. Fiir die Gruppe LB liegen die
relativen RD in einem Streubereich von -13,07 bis 11,38, wobei von vierunddreiflig Werten
zwanzig Werte zwischen 0 und -10 verteilt sind. In der Gruppe LV liegt die Verteilung der
relativen RD zwischen -13,67 und 5,2.
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Diagramm 8: Relative RD aller Untergruppen im zeitlichen Verlauf fiir den mAChR M; -
[*H]Pirenzepin. RD: hier relative Rezeptordichte; R: area-gewichtete RD rechtes CPu eines Tieres; L: area-
gewichtete RD linkes CPu eines Tieres. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1
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3.3 mAChR M; - [*H]Oxotremorin

Diagramm 9 zeigt eine Zusammenfassung der area-gewichteten RD aller Untergruppen,
welche als gemittelte RD der jeweiligen Gruppen K, L, B, LB und LV dargestellt sind.
Hierbei ergeben sich fiir das jeweils linke CPu in den Gruppen L, B und LB eine Zunahme
der RD im Vergleich zur ipsilateralen Kontrolle (K: 924,01 + 81,56 [fmol/mg Protein] links;
L: 938 + 70,31 [fmol/mg Protein] links; B: 965,32 + 88,06 [fmol/mg Protein] links; LB:
977,93 + 85,24 [fmol/mg Protein] links). In der Gruppe LV hingegen zeigt sich eine Abnahme
der RD (861,82 + 71,67 [fmol/mg Protein] links). Fiir das rechte CPu ergibt sich im Abgleich
mit der ipsilateralen Kontrolle stets eine Reduktion der RD (K: 974,36 + 109,29 [fmol/mg
Protein] rechts; L: 887,23 + 76,68 [fmol/mg Protein] rechts; B: 948,33 + 82,45 [fmol/mg
Protein] rechts; LB: 936,45 + 83,82 [fmol/mg Protein] rechts; LV: 828,13 + 80,81 [fmol/mg

Protein] rechts).
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Diagramm 9: Mittelwerte der area-gewichteten RD + SD der Gruppen K, L, B, LB
und LV. MW-L: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte linkes CPu einer
Gruppe; MW-R: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte rechtes CPu einer
Gruppe. Gruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

3.3.1 Ergebnisse der Gruppe L

In Diagramm 10 sind die RD der Gruppe L mit den jeweiligen Untergruppen im zeitliche
Verlauf dargestellt. Fiir das linke CPu ergibt sich im ipsilateralen Vergleich zur
Kontrollgruppe (924 + 82 [fmol/mg Protein] links) in den Untergruppen L3W, L6W, L6WIM
und L6W6M eine Zunahme der RD iiber das Kontrollniveau hinaus (L3W: 931 + 78 [fmol/mg
Protein] links; L6W: 988 + 71 [fmol/mg Protein] links; LOW 1M: 1038 + 68 [fmol/mg Protein]
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Diagramm 10: Mittelwerte der area-gewichteten RD + SD der Gruppe L im
zeitlichen Verlauf. MW area RD L: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte
linkes CPu; MW area RD R: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte
rechtes CPu. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

links; LOW6M: 928 + 61 [fmol/mg Protein] links). Die RD der Untergruppe LOWOM ist
ipsilateral zur Kontrolle vermindert (LOWOM: 819 + 82 [fmol/mg Protein] links). Fiir die
Untergruppe L6W3M stimmt die RD ipsilateral mit der RD der Kontrolle iiberein (L6W3M:
924 + 61 [fmol/mg Protein] links). Das statistische Signifikanzniveau wird hierbei von
keinem Untergruppenvergleich erreicht. Die Ergebnisse des rechten CPu zeigen im
ipsilateralen Vergleich zur Kontrolle (974 + 109 [fmol/mg Protein] rechts) eine Verminderung
der RD in den Untergruppen L3W (922 + 75 [fmol/mg Protein] rechts), L6OWIM (900 + 49
[fmol/mg Protein] rechts), LOW3M (869 + 96 [fmol/mg Protein] rechts), LOW6M (864 + 51
[fmol/mg Protein] rechts) und L6WOM (758 + 80 [fmol/mg Protein] rechts). Lediglich in der
Untergruppe L6W liegt die RD iiber dem ipsilateralen Kontrollniveau (L6W: 1010 + 109
[fmol/mg Protein] rechts). Eine statistisch signifikante Differenz der RD ergibt sich hierbei
nur in der Untergruppe L6WOM im ipsilateralen Vergleich zur Gruppe K. Im
interhemisphérischen Vergleich der RD innerhalb der jeweiligen Untergruppen ergeben keine

signifikanten Differenzen.

3.3.2 Ergebnisse der Gruppen B, LB und LV

Die Ergebnisse der Gruppen B, LB und LV sind in Diagramm 11 dargestellt. In der Gruppe B
zeigt sich in den Untergruppen B2W und B9M eine Reduktion der RD im Vergleich zur
ipsilateralen Kontrolle (B2W: 764 + 62 [fmol/mg Protein] links;
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Diagramm 11: Mittelwerte der area-gewichteten RD + SD der Gruppen B, LB und
LV im zeitlichen Verlauf. MW area RD L: Mittelwert der area-gewichteten
Rezeptordichte linkes CPu; MW area RD R: Mittelwert der area-gewichteten
Rezeptordichte rechtes CPu. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

BOM: 751 + 65 [fmol/mg Protein] links). Die Messergebnisse der Untergruppen B1M, B3M
und B6M liegen hingegen iiber dem ipsilateralen Kontrollniveau (B1M: 1017 + 129 [fmol/mg
Protein] links; B3M: 1121 + 101 [fmol/mg Protein] links; B6M: 1174 + 83 [fmol/mg Protein]
links). Eine signifikante Differenz zwischen den RD wird hier in den Untergruppen B3M und
BOM erreicht, nicht jedoch in den Untergruppen B2W, B1IM oder BOM. Im jeweils rechten
CPu kann im Vergleich zur Gruppe K eine Reduktion der RD in den Untergruppen B2W (703
+ 75 [fmol/mg Protein] rechts), BIM (874 + 102 [fmol/mg Protein] rechts) und BOM (847 +
69 [fmol/mg Protein] rechts) gemessenen werden. Eine Zunahme der RD im ipsilateralen
Abgleich zeigt sich hingegen in den Untergruppen B3M (1112 + 73 [fmol/mg Protein] rechts)
und B6M (1205 + 93 [fmol/mg Protein] rechts). Das Signifikanzniveau wurde hierbei in den
Untergruppen B2W und B6M erreicht. Im interhemisphirischen Vergleich ergibt sich
hingegen keine signifikante Verianderung der RD innerhalb jeweils einer Untergruppe. Die
Ergebnisse der Gruppe LB zeigen fiir das linke CPu in den Untergruppen LBOWI1M,
LB6W6M und LB6WOM eine Zunahme der RD im ipsilateralen Vergleich zur Kontrollgruppe
(LB6WIM: 1121 £ 78 [fmol/mg Protein] links; LBO6W6M: 996 = 102 [fmol/mg Protein]
links; LB6WOM: 1035 + 80 [fmol/mg Protein] links). In der Untergruppe LB6W3M kann
hingegen eine Reduktion der RD gemessen werden (LB6W3M: 759 + 80 [fmol/mg Protein]
links). Statistische Signifikanz wurde allerdings nur in der Untergruppe LB6W 1M, nicht

jedoch in den restlichen Untergruppen erreicht. Fiir das rechte CPu zeigen die Ergebnisse im
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ipsilateralen Abgleich mit der Kontrolle eine Zunahme der RD in den Untergruppen
LB6WIM (1016 + 96 [fmol/mg Protein] rechts), LB6W6M (995 + 90 [fmol/mg Protein]
rechts) und LB6WOM (1025 + 105 [fmol/mg Protein] rechts). Nur die Untergruppe LB6W3M
zeigt eine Verminderung der RD (LB6W3M: 709 + 44 [fmol/mg Protein] rechts), welche
ebenfalls die einzig signifikante Differenz in diesem Vergleich ipsilateral zur Kontrolle
darstellt. Im interhemisphirischen Vergleich innerhalb der Gruppe LB ergibt sich keine
signifikante Verianderung der RD zwischen linkem und rechtem CPu innerhalb einer
Untergruppe. Bei der Gegeniiberstellung der Gruppen L und LB zeigt sich fiir das jeweils
rechte CPu in den Untergruppen LOWOM und LB6WOM eine signifikante Differenz in den
RD. In der Gruppe LV zeigt sich eine Verminderung der RD im linken CPu ipsilateral zur
Gruppe K in den Untergruppen LVOW 1M (816 + 40 [fmol/mg Protein] links) und LV6W3M
(908 + 103 [fmol/mg Protein] links). Ebenfalls zeigen die Messergebnisse des rechten CPu im
Kontrollabgleich eine Reduktion in beiden Untergruppen (LVOWIM: 798 + 48 [fmol/mg
Protein] rechts und LVOW3M: 858 + 114 [fmol/mg Protein] rechts). Eine statistisch
signifikante Differenzen der RD kann jedoch weder fiir das linke noch das rechte CPu erreicht
werden. Auch im interhemisphédrischen Vergleich innerhalb der einzelnen Untergruppen ergibt
sich keine signifikante Verdnderung der RD zwischen linke und rechtem CPu. Bei der
Gegeniiberstellung der Gruppen LB und LV zeigt sich hingegen fiir das rechte CPu eine
signifikant niedrigere RD in der Untergruppe LV6W 1M gemessen an LB6W 1M.

3.3.3 Relative Rezeptordichten

Diagramm 4 zeigt die Verteilung der relativen RD. Die Kontrollwerte streuen in einem
Bereich von -1,7 bis 17,64, wobei 5 von 7 Relativwerten positiv sind. Dabei zeigen sich
tendenziell groBere absolute RD im rechten CPu. In der Gruppe L liegt der Streubereich von -
23,95 bis 9,54. Ab der Untergruppe LOW 1M verteilen sich die Relativwerte iiberwiegend im
negativen Wertebereich, wobei filnfundzwanzig von siebenundzwanzig relativen RD kleiner O
sind. In der Gruppe B erstreckt sich das Streuintervall von -25,26 bis 28,53. In den
Untergruppen B2W und B1M sind alle Relativwerte kleiner 0. Ab der Untergruppe B3M ist
eine zunehmende Verteilung in den positiven Wertebereich tiber 6 und 9 Monate erkennbar.
Hierbei sind dreizehn von zwanzig Werten grofler 0. Fiir die Gruppe LB verteilen sich die
relativen RD zwischen -16,39 und 23,75, wobei elf von vierunddreiflig Relativwerten groer O

sind. In der Gruppe LV streuen die relativen RD von -14,34 bis 4,94.
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Diagramm 12: Relative RD aller Untergruppen im zeitlichen Verlauf fiir den mAChR M, -
[*H]Oxotremorin. RD: hier relative Rezeptordichte; R: area-gewichtete RD rechtes CPu eines Tieres; L: area-
gewichtete RD linkes CPu eines Tieres. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1
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3.4 mAChR M; - [FH]JAF-DX 384

Aus Diagramm 13 wird ersichtlich, dass alle Versuchsgruppen (L: 3405,17 + 189,86 [fmol/mg
Protein] links und 2876,88 + 217,53 [fmol/mg Protein] rechts; B: 3336,91 + 196,89 [fmol/mg
Protein] links und 3085,41 + 253,94 [fmol/mg Protein] rechts; LB: 2997.41 + 215,75
[fmol/mg Protein] links und 2595 + 215,75 [fmol/mg Protein] rechts; LV: 3197,41 + 179,08
[fmol/mg Protein] links und 2737,06 + 253,61 [fmol/mg Protein] rechts) eine Reduktion der
RD auf jeweils der linken und rechten Hirnhélfte im ipsilateralen Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle (K: 3893,76 + 362,7 [fmol/mg Protein] und 3859,26 + 352,17 [fmol/mg Protein]
rechts) aufweisen. Im gruppeninternen Vergleich ist die RD im rechten CPu hierbei stets

kleiner als im CPu der linken Hemisphére.

MAChR M2 - [*H]AF-DX 384
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Diagramm 13: Mittelwerte der area-gewichteten RD + SD der Gruppen K, L, B, LB
und LV. MW-L: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte linkes CPu einer
Gruppe; MW-R: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte rechtes CPu einer
Gruppe. Gruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

3.4.1 Ergebnisse der Gruppe L

Diagramm 14 illustriert die erhobenen Daten. Die Ergebnisse des linken CPu zeigen eine
Verminderung der RD im ipsilateralen Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (K: 3894 + 363
[fmol/mg Protein] links) in den Untergruppen L6W (3335 £+ 262 [fmol/mg Protein] links),
L6WIM (3680 + 112 [fmol/mg Protein] links), L6OW3M (2745 + 280 [fmol/mg Protein]
links), L6OW6M (3369 + 132 [fmol/mg Protein] links) und L6WOM (3271 £+ 140 [fmol/mg
Protein] links). In der Untergruppe L3W kann eine Zunahme der RD links auf 4031 + 213

[fmol/mg Protein] gezeigt werden. Statistische Signifikanz wird im Vergleich zu den
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Diagramm 14: Mittelwerte der area-gewichteten RD + SD der Gruppe L im
zeitlichen Verlauf. MW area RD L: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte
linkes CPu; MW area RD R: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte rechtes
CPu. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

Ergebnissen des linken CPu der Gruppe K in den Untergruppen L6W, L6W3M, L6W6M und
L6WOM, nicht jedoch in den Untergruppen L3W und L6W 1M erreicht. Die Ergebnisse des
rechten CPu zeigen eine Verminderung der RD im ipsilateralen Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle (K: 3859 + 352 [fmol/mg Protein] rechts) in allen Untergruppen (L3W: 3579 + 195
[fmol/mg Protein] rechts, L6W: 2782 + 269 [fmol/mg Protein] rechts, LOW1M: 2991 + 208
[fmol/mg Protein] rechts, L6W3M: 2317 + 237 [fmol/mg Protein] rechts, L6OW6M: 2814 +
225 [fmol/mg Protein] rechts und L6W9M: 2778 + 171 [fmol/mg Protein] rechts). Statistische
Signifikanz wird im Vergleich zu den Ergebnissen des rechten CPu der Gruppe K in den
Untergruppen L6W, L6WIM, L6W3M, L6W6M und L6WOM, nicht jedoch in der
Untergruppe L3W erreicht. Im Seitenvergleich der einzelnen Untergruppen ergeben sich
signifikante interhemisphérische Differenzen der RD in den Untergruppen L6W, L6W 1M und
L6WO6M, nicht jedoch in den Untergruppen L3W, L6OW3M und L6WIOM.

3.4.2 Ergebnisse der Gruppen B, LB und LV

Diagramm 15 présentiert die mittleren gewichteten RD der Gruppen B, LB und LV. In der
Gruppe B zeigen die Ergebnisse des linken CPu ein Verminderung der RD im ipsilateralen
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle in den Untergruppen B1M (3423 + 149 [fmol/mg
Protein] links), B3M (3304 + 105 [fmol/mg Protein] links), B6M (2816 + 157 [fmol/mg
Protein] links), und BOM (2906 + 242 [fmol/mg Protein] links). Die Untergruppe B2W zeigt
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Diagramm 15: Mittelwerte der area-gewichteten RD + SD der Gruppen B, LB und
LV im zeitlichen Verlauf. MW area RD L: Mittelwert der area-gewichteten
Rezeptordichte linkes CPu; MW area RD R: Mittelwert der area-gewichteten
Rezeptordichte rechtes CPu. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

eine Zunahme der RD links auf 4235 + 332 [fmol/mg Protein]. Statistische Signifikanz wird
im Vergleich zu den Ergebnissen des linken CPu der Gruppe K in den Untergruppen B3M,
B6M und BOM, nicht jedoch in den Untergruppen B2W und B1M. Die Ergebnisse des rechten
CPu zeigen eine Verminderung der RD im ipsilateralen Vergleich zur Gruppe K in allen
Untergruppen (B2W: 3582 + 387 [fmol/mg Protein] rechts, BIM: 3047 + 192 [fmol/mg
Protein] rechts, B3M: 2990 + 227 [fmol/mg Protein] rechts, B6M: 2800 + 207 [fmol/mg
Protein] rechts, BOM: 3006 + 256 [fmol/mg Protein] rechts). Statistische Signifikanz wird im
Vergleich zu den Ergebnissen des rechten CPu der Gruppe K in den Untergruppen B1M,
B3M, B6M und B9M erreicht. Im Seitenvergleich der einzelnen Untergruppen ergeben sich
signifikante interhemisphérische Differenzen der RD in der Untergruppe B2W, nicht jedoch in
den Untergruppen B1M, B3M, B6M und BOM. In der Gruppe LB zeigen die Ergebnisse des
linken CPu ein Verminderung der RD im ipsilateralen Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
in den Untergruppen LB6W 1M (3165 + 222 [fmol/mg Protein] links), LB6W3M (3037 + 284
[fmol/mg Protein] links), LB6W6M (3156 + 202 [fmol/mg Protein] links) und LB6WIM
(2631 = 155 [fmol/mg Protein] rechts). Statistische Signifikanz wird im Vergleich zu den
Ergebnissen des linken CPu der Gruppe K hierbei in allen Untergruppen erreicht. Die
Ergebnisse des rechten CPu zeigen eine Verminderung der RD im ipsilateralen Vergleich zur
Gruppe K in den Untergruppen LB6W 1M (2533 + 231 [fmol/mg Protein] rechts), LB6W3M
(2539 + 267 [fmol/mg Protein] rechts), LB6WO6M (2842 + 302 [fmol/mg Protein] rechts) und
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LB6WOM (2466 + 285 [fmol/mg Protein] rechts). Statistische Signifikanz wird im Vergleich
zu den Ergebnissen des rechten CPu der Gruppe K hierbei in allen Untergruppen erreicht. Im
Seitenvergleich der einzelnen Untergruppen ergeben sich signifikante interhemisphérische
Differenzen der RD in der Untergruppe LB6WIM, nicht jedoch in den Untergruppen
LB6W3M, LB6W6M und LB6WOM. Bei der Gegeniiberstellung der Gruppen L und LB
ergeben sich keine signifikanten Differenzen der RD zwischen jeweils dem rechten CPu der
Untergruppen. In der Gruppe LV zeigen die Ergebnisse des linken CPu ein Verminderung der
RD im ipsilateralen Vergleich zur unbehandelten Kontrolle in den Untergruppen LV6W IM
(3158 + 244 [fmol/mg Protein] links) und LV6W3M (3237 + 114 [fmol/mg Protein] links).
Statistische Signifikanz wird im Vergleich zu den Ergebnissen des linken CPu der Gruppe K
hierbei in beiden Untergruppen erreicht. Die Ergebnisse des rechten CPu zeigen eine
Verminderung der RD im ipsilateralen Vergleich zur Gruppe K ebenfalls in beiden
Untergruppen LVO6WIM (2728 + 386 [fmol/mg Protein] rechts) und LVOW3M (2746 + 121
[fmol/mg Protein] rechts). Statistische Signifikanz wird auch hier im Vergleich zu den
Ergebnissen des rechten CPu der Gruppe K in beiden Untergruppen erreicht. Im
Seitenvergleich innerhalb der beiden Untergruppen ergeben sich jedoch keine signifikanten
interhemisphérischen Differenzen der RD. Im Vergleich der Gruppen LB und LV zeigen sich

zwischen jeweils dem rechten CPu keine signifikanten Dichtedifferenzen.

3.4.3 Relative Rezeptordichten

Diagramm 16 zeigt die relativen RD der einzelnen Untergruppen im zeitlichen Verlauf. Die
Verteilung der Punktwerte in der Gruppe K erstreckt sich von -3,19 bis 1,44 um den Nullwert.
Fiir die Gruppe L zeigt sich, dass alle relativen RD im negativen Wertebereich liegen. Die
Relativwerte streuen von -25,68 bis -6,17. Eine Trendbewegung im zeitlichen Verlauf ist nicht
ableitbar. Die relativen RD sind konstant negativ. In der Gruppe B erstreckt sich das
Streuintervall von -21,35 bis 10,01. Hierbei ist ab der Untergruppe BIM eine deutliche
Positivbewegung im zeitlichen Verlauf erkennbar. Fiir die Gruppe LB wurde ein Streubereich
von -25,62 bis 8,2 ermittelt. Erkennbar ist im Vergleich zur Gruppe L eine zunehmende
Verschiebung der Relativwerte in den positiven Wertbereich. Fiir die Gruppe LV liegt eine

konstante Verteilung der Punktwerte im Negativbereich von -21,97 bis -0,08 vor.
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Diagramm 16: Relative RD aller Untergruppen im zeitlichen Verlauf fiir den mAChR M. - [FHJAF-DX
384. RD: hier relative Rezeptordichte; R: area-gewichtete Rezeptordichte rechtes CPu eines Tieres; L: area-
gewichtete Rezeptordichte linkes CPu eines Tieres. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1
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3.5 mAChR M; - [*H]4-DAMP

Fiir einen allgemeinen Uberblick sind die Mittelwerte der area-gewichteten RD aller
Untergruppen zusammengefasst und als mittlere RD der Gruppen K, L, B, LB und LV in
Diagramm 17 dargestellt. Hieraus wird ersichtlich, dass alle Gruppen (L: 4998,5 + 418,75
[fmol/mg Protein] links und 4716,92 + 416,66 [fmol/mg Protein] rechts, B: 5398,39 + 540,73
[fmol/mg Protein] links und 5473 + 486,08 [fmol/mg Protein] rechts, LB: 4853,04 £ 572,15
[fmol/mg Protein] links und 4724,85 + 612,63 [fmol/mg Protein] rechts, LV: 5316,14 +
772,99 [fmol/mg Protein] links und 5239,27 + 744.5 [fmol/mg Protein] rechts) eine Reduktion
der RD auf jeweils der linken und rechten Hirnhilfte im ipsilateralen Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (K: 7274,2 £ 708,9 [fmol/mg Protein] links und 7368,03 + 757,47

[fmol/mg Protein] rechts) aufweisen.
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Diagramm 17: Mittelwerte der area-gewichteten RD + SD der Gruppen K, L, B, LB
und LV. MW-L: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte linkes CPu einer
Gruppe; MW-R: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte rechtes CPu einer
Gruppe. Gruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

3.5.2 Ergebnisse der Gruppe L

Es kann gezeigt werden, dass eine unilaterale Lé&sionierung des rechten MFB der
Versuchstiere aus der Gruppe L stets eine Reduktion der RD in sowohl dem rechten als auch
dem linken CPu verursacht. Diagramm 18 présentiert die RD der Gruppe L im zeitlichen
Verlauf. Die Ergebnisse des linken CPu zeigen eine Verminderung der RD im ipsilateralen
Vergleich zur Gruppe K (7274 + 709 [fmol/mg Protein] links) in allen Untergruppen (L3W:
4882 + 385 [fmol/mg Protein] links, LOW: 4447 + 401 [fmol/mg Protein] links, L6W 1M:
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Diagramm 18: Mittelwerte der area-gewichteten RD + SD der Gruppe L im
zeitlichen Verlauf. MW area RD L: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte
linkes CPu; MW area RD R: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte rechtes
CPu. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

5621 * 433 [fmol/mg Protein] links, LOW3M: 4697 + 519 [fmol/mg Protein] links, LOW6M:
5311 = 516 [fmol/mg Protein] links, L6WOM: 5032 + 259 [fmol/mg Protein] links).
Statistische Signifikanz wird hierbei im ipsilateralen Vergleich zur Kontrolle in allen Fillen
erreicht. Die Ergebnisse des rechten CPu zeigen ebenfalls eine Verminderung der RD im
ipsilateralen Vergleich zur Gruppe K (7368 + 757 [fmol/mg Protein] rechts) in allen
Untergruppen (L3W: 4623 + 305 [fmol/mg Protein] rechts, L6W: 4357 + 366 [fmol/mg
Protein] rechts, LOW1M: 5133 + 463 [fmol/mg Protein] rechts, L6W3M: 4378 + 472
[fmol/mg Protein] rechts, LOW6M: 5027 + 515 [fmol/mg Protein] rechts, LOWIM: 4784 +
379 [fmol/mg Protein] rechts). Statistische Signifikanz wird hierbei im ipsilateralen Vergleich
zur Kontrolle in allen Féllen erreicht. Im Seitenvergleich der einzelnen Untergruppen ergeben

sich keine signifikanten interhemisphérischen Differenzen der RD.

3.5.3 Ergebnisse der Gruppen B, LB und LV

Diagramm 19 prisentiert die Ergebnisse der Gruppen B, LB und LV im zeitlichen Verlauf. In
der Gruppe B zeigen die Ergebnisse des linken CPu eine Verminderung der RD im
ipsilateralen Vergleich zur unbehandelten Kontrolle in allen Untergruppen (B2W: 5811 + 845
[fmol/mg Protein] links, BIM: 4562 + 461 [fmol/mg Protein] links, B3M: 5231 + 379 [fmol/
mg Protein] links, B6M: 5453 + 450 [fmol/mg Protein] links, BOM: 5935 + 569 [fmol/mg
Protein] links). Statistische Signifikanz wurde hierbei im Vergleich zur Kontrollgruppe stets

erreicht. Die Ergebnisse des rechten CPu zeigen ebenfalls eine Verminderung der RD im
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Diagramm 19: Mittelwerte der area-gewichteten RD + SD der Gruppen B, LB und
LV im zeitlichen Verlauf. MW area RD L: Mittelwert der area-gewichteten
Rezeptordichte linkes CPu; MW area RD R: Mittelwert der area-gewichteten
Rezeptordichte rechtes CPu. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

ipsilateralen Vergleich zur Gruppe K in allen Untergruppen (B2W: 5625 + 831 [fmol/mg
Protein] rechts, BIM: 4548 + 212 [fmol/mg Protein] rechts, B3M: 5114 + 292 [fmol/mg
Protein] rechts, BOM: 6401 + 685 [fmol/mg Protein] rechts). Statistische Signifikanz wurde
hierbei in den Untergruppen B2W, B1M, B3M und B6M, nicht jedoch in der Untergruppe
BOM erreicht. Im Seitenvergleich der einzelnen Untergruppen ergeben sich keine
signifikanten interhemisphirischen Differenzen der RD. In der Gruppe LB zeigen die
Ergebnisse des linken CPu eine Verminderung der RD im ipsilateralen Vergleich zur
Kontrolle in allen Untergruppen (LB6W1M: 4401 + 541 [fmol/mg Protein] links, LB6W3M:
4795 + 542 [fmol/mg Protein] links, LBO6W6M: 4884 + 653 [fmol/mg Protein] links,
LB6WOM: 5332 + 552 [fmol/mg Protein] links). Statistische Signifikanz wird hierbei im
Vergleich zur Kontrolle in allen Untergruppen erreicht. Die Ergebnisse des rechten CPu im
zeigen ebenfalls eine Verminderung der RD im Vergleich zu Gruppe K in allen Untergruppen
(LB6WI1M: 4113 £ 462 [fmol/mg Protein] rechts, LB6W3M: 4560 + 612 [fmol/mg Protein]
rechts, LB6WO6M: 4880 + 641 [fmol/mg Protein] rechts, LB6WIM: 5346 + 735 [fmol/mg
Protein] rechts). Statistische Signifikanz wird auch hierbei im Vergleich zur Kontrollgruppe
stets erreicht. Im Seitenvergleich der einzelnen Untergruppen ergeben sich keine signifikanten
interhemisphérischen Differenzen der RD. Bei der Gegeniiberstellung der Gruppen L und LB
ergeben sich bei der zeitlichen Paarung der Untergruppen keine statistisch signifikanten

Differenzen der RD. In der Gruppe LV zeigen die Ergebnisse des linken CPu im ipsilateralen
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Vergleich zur unbehandelten Kontrolle ebenfalls eine Verminderung der RD in beiden
Untergruppen (LV6W 1M: 5140 + 830 [fmol/mg Protein] links, LVOW3M: 5492 + 716 [fmol/
mg Protein] links). Statistische Signifikanz hierbei im Vergleich zur Kontrollgruppe stets
erreicht. Die Ergebnisse des rechten CPu zeigen auch hier im ipsilateralen Vergleich zur
Gruppe K eine statistisch signifikante Verminderung der RD in beiden Untergruppen
(LV6WIM: 5181 + 838 [fmol/mg Protein] rechts, LV6W3M: 5298 + 651 [fmol/mg Protein]
rechts). Im Abgleich der Gruppen LB und LV ergeben sich fiir die zeitliche Paarung der

Untergruppen keine signifikanten Differenzen in den RD.

3.5.4 Relative Rezeptordichten

Diagramm 20 zeigt die Verteilung relativen RD. Die Punktwerte der Kontrolltiere streuen in
einem Bereich von -3,82 bis 4,97. Fiir die Gruppe L wurde ein Streubereich von -14,63 bis
4,42 ermittelt. Dabei sind achtunddreiflig von einundvierzig Punktwerten im negativen
Wertebereich verteilt. In der Gruppe B liegen die relativen RD zwischen -9,13 und 16,25
verteilt. Ab der Untergruppe B3M ist eine iiber den zeitlichen Verlauf zunehmende
Positivbewegung erkennbar. Fiir die Gruppe LB wurde ein Streubereich von -17,17 bis 14,04
ermittelt. Im Vergleich zur Gruppe L ist ab der Untergruppe LB6W6M eine zunehmende
Verteilung in den positiven Wertebereich ersichtlich. Die relativen RD der Gruppe LV

verteilen sich zwischen -8 und 9,08.
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Diagramm 20: Relative RD aller Untergruppen im zeitlichen Verlauf fiir den mAChR M; - [*H]4-DAMP.
RD: hier relative Rezeptordichte; L: area-gewichtete Rezeptordichte linkes CPu eines Tieres; R: area-gewichtete

Rezeptordichte rechtes CPu eines Tieres. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1
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4. Diskussion

4.1 Rezeptordichteverteilung im CPu

Vergleicht man die im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit gemessenen RD mit den
bisherigen Angaben aus der Literatur, so konnen Gemeinsamkeiten, aber auch Abweichungen
von den publizierten Daten beobachtet werden. Tabelle 4 gibt hierzu einen Uberblick, indem
die RD des linken und rechten CPu unserer unbehandelten Kontrollgruppe gemittelt und den
Kontrolltieren aus diversen autoradiographischen Rezeptorbindungsstudien gegeniibergestellt
werden. Dabei fillt eine z.T. grofe Inhomogenitit in den Ergebnissen verschiedener
Arbeitsgruppen auf. Fiir die nAChR konnten von uns RD in #hnlicher GréBenordnung
gemessen werden, wie sie bereits fiir den Liganden [3H]Epibatidin beschrieben sind (Bauer et
al., 2005). Andere Arbeitsgruppen hingegen veroffentlichten Ergebnisse, welche iiber 60%
niedriger als die von uns gemessenen sind (Haghir et al., 2009; Zoli et al., 2002). Fiir den M;-
selektiven Liganden [3H]Pirenzepin konnten striatale RD ermittelt werden, die sich zum einen
an bereits ermittelte Daten anndhern (Bauer et al., 2005), aber zum anderen ein Vielfaches der
Dichtewerte anderer Arbeitsgruppen darstellen (Muccioli et al., 1996; Cortes und Palacios,
1986; Haghir et al., 2009; Araujo et al., 1991). Hierbei ist die von uns bestimmte mittlere RD
mit 5097 [fmol/mg Protein] die hochste bisher beschriebene. Auch fiir den M,-selektiven
Liganden [3H]Oxotremorin und den M;-Antagonisten [3H]4-DAMP liegen die publizierten
RD deutlich niedriger als in unserer Versuchsreihe ([3H]Oxotremorin: K: 949 [fmol/mg
Protein] vs. 94-305 [fmol/mg Protein] Haghir et al., 2009; Cortes und Palacios, 1986;
Palomero-Gallaghar et al., 2008 und 4-DAMP: K (Seiten gemittelt): 7321 [fmol/mg Protein]
vs. 216 [fmol/mg Protein] Haghir et al., 2009 und vs. 1042-1066 [fmol/mg Protein] Palomero-
Gallaghar et al., 2008). Fiir den Liganden [3H]AF-DX 384 hingegen findet sich in der
Literatur eine dhnliche Rezeptordichte (vgl. 3877 [fmol/mg Protein] vs. 4105 [fmol/mg
Protein] Bauer et al., 2005). Diese uneinheitlichen Literaturangaben sind moglicherweise auf
unterschiedliche Ansdtze in Versuchsplanung und -durchfithrung in den einzelnen
Arbeitsgruppen zuriick zu fiihren. Beispielsweise wurden unterschiedliche Versuchstiere, u.a.
Wistar-Ratten (Haghir et al., 2009; Cortes und Palacios, 1986), Sprague-Dawley-Ratten
(Bauer et al., 2005; Zoli et al., 2002; Muccioli et al., 1996), Lewis-Ratten (Palomero-
Gallagher et al., 2008) und Long-Evans-Ratten (Araujo et al., 1990) verwendet. Fiir die
vorliegende Rezeptorbindungsstudie kamen minnliche Wistarratten zum Einsatz. Auch ist das

Vorgehen bei der Aufbewahrung der Rattenhirne initial nach Entnahme und die anschlie3ende
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Tabelle 4: Autoradiographisch bestimmte RD aus der publizierten Literatur und eigene Ergebnisse im
Uberblick. Abkiirzungen s. Abkiirzungsverzeichnis. Gruppenbezeichnungen s. Tabellel

Rezeptor — [*H]Ligand | RD CPu Gruppe K RD CPu Kontrollen gem.
(gemittelt) Literaturangaben
in [fmol/mg Protein] in [fmol/mg Protein]
nAChR - 387 125 (Haghir et al., 2009)
[*H]Epibatidin 457 (Bauer et al., 2005)
183 (Zoli et al., 2002)
M, - [*H]Pirenzepin 5097 4121 (Bauer et al., 2005)

1498 — 2241 (Muccioli et al., 1996)
1371 (Cortes und Palacios, 1986)
506 (Haghir et al., 2009)

746 — 882 (Araujo et al., 1990)
423-432 (Palomero-Gallaghar et al.,

2008)
M; - [3BH]Oxotremorin 949 166 (Haghir et al., 2009)
(Agonist) 305 (Cortes und Palacios, 1986)
93-94 (Palomero-Gallaghar et al.,
2008)
M., - [*H]AF-DX 384 3877 4105 (Bauer et al., 2005)
(Antagonist)
M; - [*H]4-DAMP 7321 216 (Haghir et al., 2009)
1042-1066 (Palomero-Gallaghar et al.,
2008)

Konservierung in den Arbeitsgruppen unterschiedlich. Bauer et al., (2005) nutzten -50°C
kaltes 2-Methylbutan zur initialen Kiihlung der Hirne und konservierten die Hirnschnitte nach
Anfertigung im Kryostat bei -80°C bis zur Verwendung. Die Arbeitsgruppen um Haghir et al.,
(2005) und Palomero-Gallaghar et al., (2008) gingen @hnlich bei der Gewebeaufbereitung vor,
indem sie -50 °C bzw. -40 °C kaltes Isopentan zur Konservierung nutzten und die Hirne
anschlieBend jeweils bei -70 °C lagerten. Cortes und Palacios, (1986) nutzen zur Kiihlung und
Konservierung fliissigen Stickstoff. Muccioli et al., (1996) lagerten die Hirne bei weitaus
hoheren Temperaturen von -25 °C, wobei die Verwendung eines bestimmten
Konservierungsmittels nicht angegeben wurde. Zoli et al., (2002) froren die Hirne bei -70 °C
ein, ebenfalls ohne Angabe eines Konservierungstrigers. In unserer Arbeitsgruppe wurde
dhnlich oben beschrieben -80 °C kaltes Isopentan zur initialen Kiihlung der Hirne verwendet
und die Hirnschnitte bei -80 °C bis zur Autoradiographie gelagert. Weiterhin sind
Ubereinstimmung aber auch Unterschiede in der Messung der RD beschrieben: Bauer et al.,
(2005), Haghir et al., (2009) und Palomero-Gallaghar et al., (2008) beschreiben untereinander

und im Vergleich zur vorliegenden Arbeit eine relativ dhnliche Vorgehensweisen bei der in-
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vitro Rezeptorautoradiographie durch Nutzung des gleichen Ablaufs von Prédinkubation,
Inkubation und abschlieBender Waschung der Hirnschnitte mit Verwendung &hnlich
konzentrierten Liganden und Kompetitoren zur Bestimmung von totaler, unspezifischer und
spezifischer Bindung. Hingegen basieren die berechneten Rezeptordichten von Zoli et al.,
(2002), Cortes und Palacios, (1986), Araujo et al., (1990) und Muccioli et al., (1996) auf
Aktivititsmessungen mittels Fliissigkeits-Szintillations-Zdhlers. Demnach weicht die
Aufbereitung der Gewebeproben z.T. stark von dem {iiblichen Vorgehen bei der in-vitro
Rezeptorautoradiographie ab. Cortes und Palacios, (1986) beschreiben daneben eine etwas
andere Versuchsplanung: Die Autoren untersuchten die Fihigkeit verschiedener mAChR-
Agonisten und -Antagonisten in aufsteigender Konzentration N-Methyl-Scopolamin aus der
Rezeptorbindung zu verdringen und bestimmten damit die Dichte der einzelnen

Rezeptorbindungsstellen fiir die jeweiligen Liganden.

4.2 Rezeptordichteverteilung nach unilateraler 6-OHDA -Injektion

Die Auswirkungen einer unilateralen intrazerebralen Injektion des neurotoxischen 6-OHDA
auf die Zellen des ZNS und damit verbundenen Alterationen in den RD der auf den
entsprechenden Nervenzellen lokalisierten nAChR werden in der Literatur unldngst
beschrieben: Clark und Pert, (1985) konnten mit einer einseitigen Injektion von 9 pg 6-OHDA
in das MFB von ménnlichen Wistarratten autoradiographisch eine Reduktion der Bindung
tritiummarkierten Nikotins, u.a. im ipsilateralen Striatum von 25% bis 33% nachweisen.
Schwartz et al., (1984) zeigen mit einer unilateralen intraventrikuldren Injektion von 250 ng
6-OHDA ebenfalls mittels Rezeptorautoradiographie eine signifikante Abnahme der striatalen
Bindung von [3H]Acetylcholin von ca. 29% ipsilateral zur Injektionsseite. Perez et al., (2010)
beobachten unter Verwendung des nAChR-selektiven Liganden Epibatidin mit einer
unilateralen Injektion von 4 bis 12 ug 6-OHDA in das MFB eine Reduktion der spezifischen
['*T]Epibatidin-Bindung um bis zu 47% im ipsilateralen Striatum. Ebenfalls nutzten Zoli et
al., (2002) in ihren autoradiographischen Untersuchungen [3H]Epibatidin als Liganden zum
Nachweis von Veridnderungen in der RD: Nach stereotaktischer Injektion von 10 ug 6-OHDA
in das MFB ménnlicher Ratten kann eine Reduktion der striatalen [3H]Epibatidin-Bindung mit
nachfolgend bestimmter Verminderung der RD um fast 50% (99 = 6 [fmol/mg Protein]) im
Vergleich zur Kontrolle (183 + 10 [fmol/mg Protein]) gemessen werden. Alle o.g. Autoren
untersuchen die Rattenhirne zwischen 7 Tagen und 5 Wochen nach 6-OHDA-Applikation. Die

vorliegende Arbeit untersucht dariiber hinaus die Auswirkungen des Liasionseffektes iiber

56



einen Zeitraum von mehr als 9 Monaten. Bei den mit [3H]Epibatidin-markierten nAChR in
jeder betrachteten Zeitgruppe eine Reduktion der RD im CPu ipsilateral zur Lisionsseite von
mehr als 60% (62,2% bis 69,4%) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle gemessen. Die
konstanten Ergebnisse iiber einen derart langen Beobachtungszeitraum legen daher eine
dauerhafte und irreversible Reduktion der nAChR im Striatum nahe. Wie schon z.T. durch
0.g. Arbeitsgruppen vermutet, ist dies wahrscheinlich auf die zumindest teilweise Lokalisation
nAChR auf Axonterminalen dopaminerger nigrostriataler Afferenzen zuriickzufiihren, welche
im Rahmen einer Injektion von 6-OHDA ipsilateral zu Grunde gehen. Entsprechende Evidenz
fiir deren striatale subzelluldre Lokalisation stiitzt diese Vermutung weiter (Jones et al., 2001;
Zoli et al., 2002; Zhou et al., 2002). Dass im Striatum nach der Lisionierung nigrostriataler
Fasern noch autoradiographisch RD gemessen werden konnten, kann in Anlehnung an
Rezeptorstudien auf eine Verteilung nAChR auf verschiedene Afferenzen und
Neuronenpopulationen im Striatum der Ratte zuriickgefiihrt werden (Garcia-Munoz et al.,
1996; Sandor et al., 1991; Rover et al., 2002; Koos und Tepper, 2002; McClure-Begle et al.,
2009). Da ausschlieBlich ipsilateral zur Lision signifikante Reduktionen in den absoluten RD
gemessen wurden, ist ein auf die kontralaterale Hemisphire iibergreifender Effekt des 6-
OHDA unwabhrscheinlich.

Auch fiir mAChR sind in der Literatur Veridnderungen der RD nach unilateraler
stereotaktischer 6-OHDA-Applikation beschrieben: Araki et al., (2000) konnten nach
unilateraler Injektion von 10 pg 6-OHDA in das MFB minnlicher Wistarratten eine
Reduktion der ipsilateralen striatalen [3H]QNB-Bindung, als unspezifischen Marker fiir
mAChR, von 12-17% in einem Zeitraum von 8 Wochen nach Lésionierung beobachten.
Kontrdar dazu berichten die Autoren im kontralateralen Striatum iiber eine signifikante
Zunahme der [3H]JQNB-Bindung, mit einem iiber 8 Wochen ansteigenden Trend. Cross und
Waddington, (1979) berichteten nach @hnlicher Vorgehensweise iiber eine Reduktion der
[*H]JQNB-Bindung von ca. 30% in der ipsilateralen SN. Offensichtlich affektiert eine direkte
Applikation von 6-OHDA in das Rattenhirn also die mAChR in verschiedenen Hirnarealen.
Um die oben beschriebenen Verdnderungen der RD den einzelnen Subtypen mAChR besser
zuordnen zu konnen, nutzen diverse Arbeitsgruppen aber auch selektivere Liganden: Dawson
et al.,, (1991) fanden nach unilateraler Applikation von 8 pg 6-OHDA in das MFB eine
signifikante Abnahme der [3H]Pirenzepin-Bindung, als relativ spezifischen Marker fiir
mAChR M,, von 26% und der [3H]QNB-Bindung von ca. 33% im ipsilateralen Striatum. Im
Gegensatz dazu berichtet Wang et al., (2014) iiber signifikante Reduktionen in der

[®*H]Pirenzepin-Bindungsaktivitidt diverser Hirnareale, nicht aber im Striatum. In den
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Untersuchungen von Joyce et al., (1991a) wird mittels 6-OHDA-Lisionierung eine Reduktion
der [3H]Pirenzepin-Bindung von 15-29% im ipsilateralen Striatum beschrieben. Auch in der
vorliegenden Arbeit wird [3H]Pirenzepin in der Rezeptorautoradiographie als Ligand fiir den
mAChR M, genutzt. Dabei zeigen die Absolutwerte uneinheitliche Ergebnisse, da sowohl
Zunahmen (L3W, L6W, L6W3M) als auch Verminderungen (L6W 1M, L6OW9M) im Vergleich
zur Kontrollgruppe beobachtet werden konnen. Im interhemisphérischen Vergleich wird
jedoch eine tendenzielle Reduktion der RD im rechten CPu ipsilateral zur Lision im Vergleich
zur unbehandelten kontralateralen Hirnhéilfte ersichtlich, wobei dieser Effekt konstant in allen
Untergruppen nachweisbar ist. Am stédrksten ausgeprégt ist dieser Effekt hierbei v.a. in den
ersten 3 Monaten nach Lisionierung. Diese stets vorhandene rechts-links Verschiebung der
RD gibt an dieser Stelle also einen Hinweis auf einen potentiell depressiven Effekt einer 6-
OHDA-Injektion auf mAChR M,, der aus der Betrachtung der reinen Absolutwerte nicht
unmittelbar hervorgeht. Auch sind die absoluten RD hierbei aufgrund der groen SD in allen
Untergruppen nur eingeschrinkt interpretierbar. Durch die Kontinuitidt der breiten Streuung
der SD nicht nur in der Gruppe L, sondern in allen mit dem Liganden [3H]Pirenzepin
untersuchten Gruppen, lésst sich eine methodische Fehlerquelle hier nicht sicher ausschlieB3en.
Dennoch kann zusammengefasst werden, dass die hier gemachten Beobachtungen sich
iiberwiegend mit den Beobachtungen o.g. Arbeitsgruppen decken, die ebenfalls eine rechts-
links Differenz in den RD nach unilateraler 6-OHDA-Applikation ipsilateral zur Lisionsseite
nachgewiesen haben. Auch wenn bei den von uns erhobenen Daten keine statistische
Signifikanz nachgewiesen werden konnte, kann doch ein gewisser depressiver Effekt auf die
mAChR M, nachvollzogen werden. Die im Vergleich zu den nAChR eher milde Reduktion
der M,-Rezeptordichten, legt die Vermutung nahe, dass dieser Rezeptorsubtyp nicht auf den
gleichen neuronalen Strukturen exprimiert sein kann, wie die nAChR, also kein direkter
neurotoxischer Effekt mit Neuronenuntergang fiir die Verminderung der RD urséchlich ist. In
der Tat sind hier als subzellulire Lokalisationen Dendriten und Somata, kleiner bis
mittelgrofler striataler Projektionsneurone identifiziert worden (Hersch et al., 1994; Hersch et
al., 1995; Yan et al, 2001). Fiir striatale Projektionsneurone von Sdugetieren ist
nachgewiesen, dass diese neben einer kleineren Fraktion von Neuropeptiden wie Dynorphin
oder Substanz P hauptsidchlich GABA als Neurotransmitter synthetisieren (Gerfen, 2004, S.
465). Monoamine wie Dopamin, Noradrenalin oder Serotonin sind fiir diesen Neuronentyp
bisher nicht als Neurotransmitter beschrieben. Demnach kann gemutmallt werden, dass
striatale Projektionsneurone keine entsprechenden Transporter fiir die Wiederaufnahme von

eben diesen Monoaminen exprimieren. Um seine zytotoxische Wirkung iiber Interaktionen
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mit der mitochondrialen Atmungskette und durch Radikalbildung entfalten zu konnen, muss
6-OHDA zunichst in die Zelle aufgenommen werden (Morin et al., 2014). Dieser Vorgang ist
bisher aber nur fiir das gleichzeitige Vorliegen eben dieser Monoamin-Transporter
beschrieben, welche aber allem Anschein nach nicht auf striatalen Projektionsneuronen
vorkommen. Ein zytotoxischer Effekt des 6-OHDA als Ursache fiir Abnahme der RD mAChR
M1 im Striatum konnte demzufolge nur infrage kommen wenn: a) 6-OHDA iiber einen bisher
noch nicht beschriebenen, von den Monoamin-Transportern unabhéngigen Mechanismus in
die Neurone aufgenommen werden wiirde oder b) 6-OHDA einen extrazelluldren
zytotoxischen Effekt ausiiben wiirde, der bisher ebenfalls nicht beschrieben ist. Demnach
kann eine Reduktion der RD eher nicht auf einer Verminderung der rezeptortragenden Zellen
infolge 6-OHDA vermittelter Zytotoxizitdt beruhen. Ein moglicher Ansatzpunkt wiren
pharmakokinetische Uberlegungen: Moglicherweise ist ein durch die dopaminerge
Deaftferenzierung des Striatums ausgeloster Hypercholinismus (Spehlmann und Stahl, 1976;
Deboer et al., 1993; Rakovska et al., 2003) Ursache einer Herunterregulation der RD auf der
Zelloberflache, ohne die Zellzahl zu vermindern. Infolge der Zerstorung dopaminerger
Axonterminalen nimmt der hemmende Einfluss des DA auf die tonisch aktiven CIN ab,
wodurch diese enthemmt ACh {iiber das physiologische Mal} hinaus freisetzen. Demnach
kommt es mit steigender Konzentration des natiirlichen Agonisten zur konsekutiven
Rezeptordesensitisierung und Abbau der mAChR von der Zelloberfliche. Auch in der
Literatur wird dies als mogliche Ursache diskutiert (Dawson et al., 1991).

Fiir die autoradiographische Untersuchung der mAChR M, nutzen wir [3H]Oxotremorin,
einen selektiven Rezeptoragonisten an den hochaffinen Bindungsstellen von M,. Drei und 6
Wochen nach Lisionierung kann keine wesentliche Verdnderung der RD im Vergleich zur
Kontrolle oder zur kontralateralen, intakten Hemisphidre gefunden werden. Die Gruppen
L6WI1M, L6W3M, Lo6W6M und LOWOM zeigen anschlieBend jedoch eine leichte Reduktion
der RD im rechten CPu von 6% bis iiber 13% im Vergleich zum kontralateralen CPu der
jeweiligen Untergruppe. Fiir das Striatum sind bisher keine vergleichbaren Daten publiziert,
was einen direkten Vergleich nicht zuldsst. Hingegen finden sich in der Literatur Ergebnisse
zu anderen Hirnstrukturen: Belleroche et al., (1982) beschreiben infolge einer Injektion von
0,8 pg 6-OHDA in die VTA minnlicher Ratten eine signifikante Reduktion der
[3H]Oxotremorin-Bindung im ipsilateralen NAC. Die Autoren schlieBen eine Anderung der
Bindungsaffinitit des Liganden als Ursache der Dichtereduktion aus und vermuten einen
Besatz von mAChR auf dopaminergen Terminalen im NAC. Liskowsky und Potter, (1985)
untersuchten ebenfalls die Auswirkungen einer Injektion von 8 pg 6-OHDA in die VTA
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ménnlicher Ratten und fanden hierbei eine signifikante Reduktion der [3H]Oxotremorin-
Bindung in kortikalen Arealen sowie im NAC. Der Subtyp M, scheint im Striatum fast
ausschlieBlich auf CIN vorzukommen, wo sie als Autorezeptoren die Acetylcholinfreisetzung
modulieren (Bonsi et al., 2011; Levey et al., 1991; Hersch et al., 1994, Hersch et al., 1995;
Weiner et al., 1990; Bernard et al., 1992). Da fiir diesen Neuronentyp bisher keine
Monoamine als weitere Neurotransmitter beschrieben sind, ist die Expression von Monoamin-
Transportern fiir diesen Zelltyp unwahrscheinlich. Wie bereits diskutiert mach auch hier das
Fehlen von entsprechenden Transporterproteinen eine 6-OHDA-Wirkung als Ursache fiir die
Reduktion der RD unwahrscheinlich. Wie auch bei den anderen Rezeptoren konnte hier eine
kompensatorische Herunterregulation von Rezeptoren auf der Zelloberflidche infolge erhohter
Acetylcholinspiegel die Ursache fiir eine Verminderung der gemessenen RD sein. Die
Ergebnisse des M, Antagonisten [3BH]JAF-DX 384 zeigen einen deutlichen Trend, wie er
bereits bei dem Agonisten [3H]Oxotremorin zu erkennen ist. Ipsilateral zur Kontrollgruppe
zeigt sich im rechten CPu aller Untergruppen der Gruppe L eine deutliche Reduktion der RD
zwischen 7,3% und 39,9% (L3W: 7,3%; L6W: 27,9%; L6WIM: 22,5%; L6W3M: 39,9%;
L6WOM: 27,1%; LOWIOM: 28,0%). Auch im interhemisphérischen Vergleich kann in fast
jeder Untergruppe eine Verminderung der RD zwischen 15,1% und 19,9% im ipsilateral zur
Lasion liegenden rechten CPu nachgewiesen werden (L6W: 19.9%; LO6WIM: 18,7%;
L6W3M: 15,6%; LOW6M: 16,5%; LOWIM: 15,1%). Ein direkter zytotoxischer Effekt des 6-
OHDA ist, mit Verweis auf den weiter oben bereits dargelegten Zusammenhang zwischen
Toxizitdit des 6-OHDA und der =zelluliren Lokalisation der Rezeptoren, eher
unwahrscheinlich. Dass die absoluten RD die des Liganden [3H]Oxotremorin um ein
Vielfaches iibersteigen, ist vermutlich Ausdruck der Eigenschaft von [BH]JAF-DX 384 der
niedrigen Affinitdt von [3BH]AF-DX 384 zu M,. Hierbei sind relative hohe Konzentrationen
des Liganden erforderlich, um eine Bindung an M, zu erreichen. Dies fiihrt jedoch dazu, dass
auch andere mAChR markiert werden. Die Selektivitit von [3BH]AF-DX 384 wird in der
Literatur uneinheitlich bewertet. Aubert et al., (1992) weisen [3H]JAF-DX 384 als relativen
selektiven M,-Antagonisten aus. Dagegen zeigen Untersuchungen am humanen ZNS, dass
[*HJAF-DX 384 in hoheren Konzentrationen auch M, markieren kann (Piggot et al., 2002).
Daher kann bei den im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Konzentrationen von 5
nM [3H]AF-DX 384 eine Doppelmarkierung von M,, als auch M4 mit Einfluss auf die absolut
gemessenen RD nicht ausgeschlossen werden. Nach meinem Wissensstand erfolgte im
Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmalig die differenzierte Untersuchung der RD des

Subtyp M3 im 6-OHDA-Hemiparkinsonmodell der Ratte. Dabei zeigt sich sowohl ipsilateral,
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als auch kontralateral zur Léasion eine Reduktion der absoluten RD im Vergleich zur
Kontrolle. Fiir das rechte, ldsionierte CPu streut die Reduktion der RD im Vergleich zur
ipsilateralen Kontrolle zwischen 30,3% und 40,9% (L3W: 37,3%; L6W: 40,9%; L6W1M:
30,3%; LO6W3M: 40,5%; L6WO6M: 31,7%; LO6WOM: 35,1%). Im interhemisphérischen
Vergleich ist ebenfalls eine tendenziell stirkere Reduktion auf der ldsionierten rechten
Hemisphire erkennbar, wobei die RD im rechten CPu stets eine Reduktion zwischen 2,0%
und 8,7% erfahrt (L3W: 5,3%; L6W: 2,0%; LOW IM: 8,7%; LOW3M: 6,8%; LOW6M: 5,3%:;
L6WOM: 49%). Unter Betrachtung der Lokalisation von M; auf striatalen
Projektionsneuronen sowie kortikalen und thalamostriatalen Afferenzen (Levey et al., 1994;
Hersch et al., 1994; Hersch et al., 1995; Yan et al., 2001), ist aufgrund der fehlenden
anatomischen und biochemischen Voraussetzungen ein direkter zytotoxischer Effekt des 6-
OHDA als Ursache der Dichtereduktion unwahrscheinlich. Denkbar wire auch hier ein
pharmakodynamischer Effekt mit Rezeptordownregulation durch erhohte striatale ACh-
Konzentrationen infolge der dopaminergen Deafferenzierung. Daneben, sollte die ACh-
Konzentrationen im kontralateralen Striatum von einer unilateralen 6-OHDA-Injektion
unbeeinflusst bleiben. Eine Erkldrungsmoglichkeit wire ein generell depressiver Effekt der
stereotaktischen Injektion auf die RD im gesamten Rattenhirn, wie weiter unten ausgefiihrt
wird. Auffillig ist weiterhin, dass ab der Gruppe L6WIM die RD tendenziell wieder
zunehmen. Je ldnger die Lisionierung also iiberlebt wird, scheint die RD wieder anzusteigen.
Dies konnte ein Hinweis auf neuroregeneratorische Vorginge oder einen zeitlich begrenzten
Effekt des 6-OHDA sein. Zusammenfassend zeigt also auch die vorliegende Promotionsarbeit
in weitestgehender Ubereinstimmung mit der Literatur eine Reduktion der RD von M,, M,

und erstmals M3 infolge einer intrazerebralen 6-OHDA-Injektion.

4.3 Rezeptordichteverteilung nach unilateraler BoNT-A-Injektion

In der Literatur sind bisher nur wenige Untersuchungen zur Interaktion von BoNT-A mit
nAChR beschrieben. Injektionsversuche an peripherem Muskelgewebe von Ratten zeigen
eine Zunahme der RD von nAChR im behandelten Muskel nach einer ipsilateralen BoNT-A-
Applikation (Frick et al., 2007). Indirekte Hinweise auf eine mogliche Erhohung der nAChR
liefern Untersuchungen welche eine gesteigerte nAChR-Genexpression, ebenfalls infolge
BoNT-A-Injektion, im peripheren Muskelgewebe von Nagetieren nachweisen (Ma et al.,
2004; Shen et al., 2005). Vermutet wird von den Autoren in diesem Zusammenhang als

moglich Ursache ein kompensatorischer Mechanismus zur Uberbriickung der durch das

61



Neurotoxin induzierten Verminderung der Acetylcholinfreisetzung aus den Axonterminalen.
Fir die Anwendung von BoNT im ZNS, gibt Hawlitschka et al., (2013) eine
zusammenfassende Ubersicht. Leider sind hierbei bisher keinerlei Daten zu moglichen
Auswirkungen von BoNT auf neuronale Transmitterrezeptoren beschrieben.

Die im Verlauf dieser Dissertation erhobenen Daten konnen die oben beschriebenen Effekte
fiir das zentralnervose Kompartiment nur teilweise bestitigen. Im interhemisphérischen
Vergleich kann in den Gruppen B2W, BIM und B3M im Gegensatz zu den Beobachtung im
peripherem Gewebe jeweils eine Zunahme der RD zwischen 8,7% bis 11% ipsilateral zur
Injektionsseite beobachtet werden. Dieser Effekt kann in den spiteren Zeitgruppen nach 6 und
9 Monaten jedoch nicht mehr nachvollzogen werden (vgl. B6M: 317 + 23 [fmol/mg Protein]
links vs. 317 + 17 [fmol/mg Protein] rechts und BOM: 324 + 25 [fmol/mg Protein] links vs.
325 + 16 [fmol/mg Protein] rechts). Dies konnte Ausdruck eines zeitliche begrenzten BoNT-
A-Effektes sein. Moglicherweise spielen hier auch dhnliche kompensatorische Mechanismen
in der Verdnderung und Hochregulation von Genexpressionsmustern mit nachfolgender
Anhebung der Rezeptorzahl auf der Zelloberfliche wie bei den oben beschriebenen
peripheren nAChR eine Rolle. Eine entsprechende Wirkung des BoNT-A fiir das ZNS mit
einer Spaltung des SNARE-Komplexes und konsekutiver Verhinderung einer
Acetylcholinfreisetzung aus synaptischen Vesikeln wurde unlidngst beschrieben (Rossetto et
al.,, 2014; Hawlitschka et al., 2013). Auffillig ist daneben auch die gemessene bilaterale
signifikante Reduktion der RD 3, 6 und 9 Monate nach unilateraler BoNT-A-Injektion im
Abgleich mit der unbehandelten Kontrolle. Die Bilateralitdt dieses Effektes, konnte mit der
Fahigkeit des Botulinumtoxins zur neuronalen und axonalen Migration auch weit iiber den
urspriinglichen Applikationsort hinaus zusammenhéngen, wie er von Antonucci et al. (2008)
beschrieben wurde. Zur direkten Interaktion zwischen BONT und mAChR ist bisher ebenfalls
nur wenig verdffentlicht: Schmidt et al., (1996) zeigen an humanen embryonalen Nierenzellen
durch Applikation von BoNT-B eine Hemmung der Signaltransmission zwischen mAChR und
PLD. Hierbei ist jedoch weder eine Verdnderung der RD auf der Zelloberfldche, noch eine
Affektion der Rezeptor-Protein Interaktion zwischen mAChR und G-Proteinen beobachtet
worden. Linsemann et al., (2000) stellen eine BoNT-B induzierte Hemmung des mAChR-
FAK-Signalweges fest, welcher regulatorische Funktion in der zytoskelettalen
Organisationsstruktur hat. Eine Messung der RD fand hierbei allerdings nicht statt. Vergleicht
man die Ergebnisse der Liganden [3H]Pirenzepin, [3H]Oxotremorin, [3BH]JAF-DX 384 und
[*H]4-DAMP der mAChR-Subtypen M;, M, und M; in den Gruppen der ausschlieflich mit

BoNT-A behandelten Tiere, so fillt ein bei allen Liganden stets vorhandener
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interhemisphérischer Effekt mit sich iiber 9 Monate entwickelnder Dynamik auf: In allen
Untergruppen, welche zwei Wochen nach der BONT-A Injektion untersucht wurden (B2W),
liegt die RD ipsilateral zur Injektion zunichst niedriger als im linken CPu der kontralateralen
Hemisphire. Diagramm 21 illustriert hierzu die Verdnderung der interhemisphérischen

Differenzen im zeitlichen Verlauf.
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Diagramm 21: Interhemisphirische Differenzen der relativen RD der Gruppe aller Liganden im
zeitlichen Verlauf. rRD: relative Rezeptordichte; R: area-gewichtete mittlere Rezeptordichte rechtes CPu; L:
area-gewichtete mittlere Rezeptordichte linkes CPu. Abkiirzungen s. Abkiirzungsverzeichnis.
Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

Die relative RD betrigt hierbei fiir [3H]Pirenzepin rund -6,4 %, fiir [3H]Oxotremorin rund -8
%, fir [PBH]JAF-DX 384 rund -18,2 % und fiir [3H]4-DAMP rund -3,3 %. Dieses Verhéltnis
verschiebt sich im zeitlichen Verlauf, sodass nach 6 Monaten ([3H]Pirenzepin,
[BH]Oxotremorin, [3H]4-DAMP) bzw. 9 Monaten ([*H]AF-DX 384) Beobachtungszeitraum,
die RD im rechten CPu ([3H]Pirenzepin: 5,1%; [3H]Oxotremorin: 11,3%; [(BH]AF-DX 384:
3,3%; [*H]4-DAMP: 7,3%). Auch bei Betrachtung der Absolutwerte in der Gruppe B des
jeweiligen Liganden kann dieser Effekt nachvollzogen werden (s. Diagramm 7 S. 36;

Diagramm 11 S. 41; Diagramm 15 S. 46; Diagramm 19 S. 51). Die hier beschriebenen
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Verdnderungen weisen also darauf hin, dass je ldnger die Injektion von BoNT-A iiberlebt
wird, umso stédrker steigt die RD ipsilateral zur Injektion nach initialer Reduktion ipsilateral
an und iibersteigt ab einem bestimmten Zeitpunkt sogar die RD im kontralateralen CPu um
bis zu 11% ([*H]Oxotremorin BOM). Diese zeitlich limitierte Reduktion der RD suggeriert
dabei eine nur temporir auftretende, reversible Wirkung des Neurotoxins auf die
Rezeptordichteverteilung. Ein moglicher Erkldrungsansatz fiir die initiale Reduktion der RD
wire ein direkt neurodestruktiver Effekte von BoNT auf die rezeptortragenden
Zellpopulationen, dhnlich dem bereits fiir 6-OHDA beschriebenen. Demnach wire also ein
Zelltod mit konsekutiver Abnahme der RD ursichlich fiir die beobachteten Veridnderungen.
Fiir eine direkte und indirekte Schidigung von Neuronen mit nachfolgendem Zelluntergang
durch BoNT gibt es in der Literatur tatsdchlich Hinweise: Berliocchi et al., (2005) berichten
iiber in-vitro Versuche an zerebelliren Granulazellen mit BoNT-C, bei denen eine frithe
Degeneration der Neuriten und eine spite totale Apoptose der Neuronen beobachtet werden
konnte. Die Autoren berichten iiber einen innerhalb der ersten achtzehn Stunden nach BoNT-
C-Applikation einsetzenden zytoskelettalen Abbau durch immunhistochemisch gemessene
Verminderung des Aktins innerhalb der Zellen. Auch wird eine gestorte Mikrotubulifunktion
infolge verdnderter Phosphorylierungsmuster der Tau-Proteine beschrieben. Diese
Verdnderungen hitten zur Storung der neuronalen Mitochondrienfunktion gefiihrt, was
letztlich iiber die Freisetzung proapoptotischer Mediatoren wie Cytochrom C und Aktivierung
der Caspase-3 den kontrollierten Zelltod ausgeldst haben soll. Diese Beobachtungen weisen
eine gewisse Ahnlichkeit mit den Untersuchungen von Linsemann et al., (2000) auf, welcher
fiir das BoONT-B eine Interaktion mit zelluldren Strukturelementen via mAChR nachgewiesen
hat. Interessanterweise berichten die Autoren auch iiber Versuche mit BoNT-A, wobeli sie hier
jedoch keine Verdnderungen der zytoskelettalen Architektur und Funktion oder einen
neuronalen Zelltod festgestellt haben (Berliocchi et al., 2005). Mikroskopisch auffillig waren
allerdings Schwellungen im Bereich der synaptischen Terminalen, die von den Autoren als
morphologisches Korrelat zum Verlust der zytoskelettalen Integritit gesehen werden.
Auftreibungen im Bereich von Nervenzellen wurden auch von unserer Arbeitsgruppe im
Zusammenhang mit BoNT-A mehrfach beschrieben (Wree et al., 2010; Brosig, 2014;
Antipova et al., 2013; Hawlitschka, 2012), jedoch kongruent zu o.g. Ergebnissen, ohne
Hinweis auf neuronalen Schaden oder Zelltod (Mehlan et al., 2016; Antipova et al., 2013). Im
Gegensatz dazu kann in anderen Arbeiten auch fiir BoNT-A gezeigt werden, dass nach
Injektion in die Prostata von Hunden, Ratten und in die Speicheldriisen von Hasen gewebliche

Atrophie und Apoptose auftreten, z.T. unter Nachweis proapoptotischer Signalmolekiile
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(Cuang et al., 2006; Gorgal et al., 2012; Shan et al., 2013). Zusammengenommen scheinen
also verschiedene Subtypen von BoNT in neuronalem Gewebe in-vitro und nicht-neuronalem
Gewebe in-vivo sowohl {iber mAChR-assoziierte als auch AChR-unabhingige
Signalkaskaden strukturelle Verdnderungen und kontrollierten Zelltod auslésen zu konnen und
die RD beeinflussen. Ob dies auch als Ursache fiir die vorliegenden Ergebnisse gelten kann,
ist allerdings unwahrscheinlich, da bisher nicht gezeigt werden konnte, dass konkret BONT-A
in neuronalem Gewebe in-vitro oder in-vivo direkt oder indirekt zum Zellschaden oder -tod
fiihrt. Die Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe legen eher Gegenteiliges nahe (Antipova et al.,
2013; Mehlan et al., 2016). Weiterhin stellt sich die Frage, wie ein neurodestruktiver Effekt
infolge BoNT-A-Applikation mit dem von uns beobachteten Wiederanstieg der RD vereinbar
wire. Wie bereits fiir 6-OHDA an nAChR in dieser Promotionsarbeit gezeigt werden konnte,
sind 6-OHDA-vermittelte Reduktionen durch induzierten Zelltod mit nachfolgendem Abbau
der Rezeptoren iiber einen Zeitraum von 9 Monaten irreversibel, ohne Hinweis auf
regeneratorische Effekte. Neben der Reduktion der RD durch zelluliren Untergang ist
dagegen auch ein rein pharmakodynamischer Ansatz zu diskutieren: Aus der Literatur ist
bekannt, dass die andauernde Exposition mit einem Agonisten oder Antagonisten an mAChR
die Expression der einzelnen Subtypen an der Zelloberfliche verringern (Agonist), oder
erhohen (Antagonist) kann (Fryer et al., 2012, S.62-63). Diese Vorginge werden entweder als
agonisten-induzierte Rezeptor-Downregulation oder antagonisten-induzierte Rezeptor-
Upregulation bezeichnet (Fryer et al., 2012, ebd.). Wie bereits ausgefiihrt, verfiigen alle
Subtypen von BoNT iiber die Fahigkeit, die Freisetzung von Transmittern aus den
synaptischen Vesikeln der priasynaptischen Axonterminalen zu hemmen (s. 1.5
Botulinumneurotoxine). Folglich kann vermutet werden, dass auch nach intrazerebraler
Injektion von BoNT-A in eine Hirnregion, die Freisetzung diverser Neurotransmittern aus den
dort vorhandenen Axonterminalen zumindest in einem bestimmten Bereich um die
Injektionsstelle unterbunden wird. Damit verbunden wére auch ein Absinken der
Konzentration freien ACh in unmittelbarer Umgebung zur Injektion. Geméill den hier
vorliegenden Ergebnissen bedeutet dies aber, dass eine Verringerung der Konzentration eines
natiirlichen Agonisten (ACh) am mAChR eine Reduktion der RD von M;, M, und M; zur
Folge hat. Diese Beobachtungen konnen demnach nicht mit den klassischen Vorstellungen
einer agonisten- oder antagonisten-induzierten Alteration von mAChR an der Zelloberfliche
in Einklang gebracht werden. Einen Erkldarungsansatz konnte die Arbeit von Shan et al.,
(2013) liefern, in der neben den bereits aufgefiihrten Ergebnissen eine Verringerung der

Expression von M3 — mRNA nachgewiesen ist. Demnach wire eine Beeinflussung der
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Proteinsynthese durch BoNT direkt auf Gen-Ebene vorstellbar. Ebenfalls denkbar wire eine
Interaktion von BoNT mit diversen Proteinen und Signalwegen, die bereits im komplexen
subtypenspezifischen Internalisierungsprozess der mAChR beschrieben ist (Fryer et al., 2012,
S. 64-66). Uber die genauen molekularen Mechanismen kann zu diesem Zeitpunkt aufgrund
der noch unzureichenden Datenlage nur spekuliert werden, weshalb es nétig ist, die
Forschung in dieser Richtung weiter voran zu bringen. Klar gezeigt werden konnte jedoch im
Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit, dass eine intrastriatale BONT-A-Injektion die RD

der nAChR und mAChR auf dynamische Weise zu modulieren vermag.

4.4 Rezeptordichteverteilung nach unilateraler 6-OHDA- und anschlieBender BoNT-A-
Injektion

Fiir die nAChR zeigen die Ergebnisse der Ligandenbindungsversuche mit [3H]Epibatidin im
Vergleich der rein mit 6-OHDA lésionierten Tiere mit denen der zusidtzlich BoNT-A
behandelten Versuchstiere unter Beriicksichtigung der zeitlichen Paarung stets eine erhohte
RD ipsilateral zur Injektion bei den Versuchstieren, welche zusitzlich eine Injektion von
BoNT-A erhalten haben. Dabei liegen die RD des rechten CPu in der Gruppe LB um 5,4% bis
14,5% iiber den RD ipsilateral in der Gruppe L. Tabelle 5 liefert hierzu eine Ubersicht. Dies
bedeutet, dass BONT-A den 6-OHDA-bedingten Verlust nAChR im CPu zumindest teilweise
aufthebt. Eine Erkldrungsmoglichkeit dafiir

Tabelle 5: Relative Verinderung der RD im interhemisphirischen Vergleich fiir [*H]Epibatidin - nAChR.
rRD: relative Rezeptordichte; R: area-gewichtete mittlere Rezeptordichte rechtes CPu; L: area-gewichtete
mittlere Rezeptordichte linkes CPu. Abkiirzungen s. Abkiirzungsverzeichnis. Untergruppenbezeichnungen s.
Tabelle 1

[*H]Epibatidin-nAChR

Untergruppen rRD = Untergruppen rRD =
6-OHDA R*100/Lin [%] |6-OHDA+BoNT-A | R*100/Lin [%]
L6WIM 44,6 LB6WIM 59,1
L6W3M 42,1 LB6W3M 47,5
L6W6oM 443 LB6W6M 53,2
L6WIM 38,9 LB6WIM 49,7

wire eine kompensatorische Zunahme der RD auf Zellen im CPu. Diese striatalen
Zellpopulationen miissten sich aber von den Zellen und Axonausldufern der nigrostriatalen
Afferenzen unterscheiden, da geméll den Ergebnissen der Lisionierungsexperimente und
unter Beachtung der bereits in der Literatur beschriebenen prédsynaptischen Lokalisation

nAChR auf Axonterminalen der SN, eine Injektion von 6-OHDA in das MFB zu einer
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Zerstorung und axonalen Degeneration eben dieser nigrostriatalen Afferenzen gefiihrt haben
muss. Denkbar wire demnach, dass bereits nAChR-tragende Axone anderen zerebralen
Ursprungs und Perikarya intrastriataler Neurone ihren Rezeptorbesatz hoch reguliert haben.
Potentiell dafiir infrage kommen wiirden kortikostriatale Afferenzen (Garcia-Munoz et al.,
1996) sowie cholinerge (Sandor et al., 1991) und GABAerge (Rover et al., 2002; Koos und
Tepper, 2002; McClure-Begle et al., 2009) Interneurone innerhalb des Striatums. Auch die
autoradiographischen Messungen der Liganden 3[H]Pirenzepin, 3[H]Oxotremorin, [3BH]AF-DX
384 und [3H]4-DAMP lassen Riickschliisse auf einen modulierenden Effekt des BoNT-A zu.
Wie bereits in Abschnitt 4.2 ausgefiihrt, ist die RD in der Gruppe L nach 6-OHDA-
Applikation ipsilateral geringer als im kontralateralen CPu der jeweiligen Untergruppe. Dieser
Effekt kann fiir M1, M2 und M3 beobachtet werden. Vergleicht man nun die Ergebnisse der
Gruppen L und LB von M1, M2 und M3 fiir jeweils das rechte CPu, so zeigt sich in fast allen
Untergruppen eine Zunahme der RD ipsilateral in der Gruppe LB gegeniiber der Gruppe L.
Die Tabellen 6 bis 9 geben hierzu eine Ubersicht. Demnach hebt eine Injektion von BONT-A
den Lisionseffekt im Striatum zumindest teilweise auf. Eine zentrale Bedeutung in der
Aufklarung dieser Ergebnisse kommt dabei den bereits beschriebenen pathophysiologischen
Verinderungen im Striatum mit Entwicklung eines hypercholinergen Ungleichgewichts
infolge dopaminerger Deafferenzierung auf Transmitterebene zu. In einem Hirnareal, fiir das
nach neuronaler Deafferenzierung und dopaminerger Entkopplung eine enthemmte und
tiberméBige Freisetzung von ACh beschrieben ist (Spehlmann und Stahl, 1976; DeBoer et al.,
1993; Rakovska et al., 2003), kann gem. den Ergebnissen der Gruppe L eine agonisten-
induzierte Rezeptor-Downregulation angenommen werden, zumal dieser
pharmakodynamische Mechanismus weithin beschrieben ist (Fryer et al., 2012, S. 62-64).
BoNT-A konnte hier iiber eine Hemmung der Freisetzung von ACh aus neuronalen Strukturen
des Striatums ansetzen und unter konsekutiver Abnahme der Acetylcholinkonzentration einer
Rezeptor-Downregulation  entgegenwirken. Gemid3 den  Ausfilhrungen  diverser
Ubersichtsarbeiten (Calabresi et al., 1999; Zhou et al., 2002; Kreitzer et al., 2009; Wilson et
al., 2009; Oldenburg und Ding, 2011), sind CIN trotz ihres geringen Anteils von nur 1-3% der
Gesamtneuronenzahl im Striatum, malgeblich fiir die hohen striatalen
Acetylcholinkonzentration verantwortlich. Daneben ist ein partieller cholinerger Input aus
pedunculopontinen Kernen beschrieben, welcher aber eher eine geringe Rolle spielen diirfte
(Calabresi et al., 2000). Wie bereits ausfiihrlich in der Dissertation von Brosig (2014)

dargelegt wurde, nutzt BONT-A das Protein SV2, welches zur Aufnahme des Toxins in die
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Tabelle 6: Relative Verinderung der RD im interhemisphirischen Vergleich fiir [*H]Pirenzepin - M. rRD:
relative Rezeptordichte; R: area-gewichtete mittlere Rezeptordichte rechtes CPu; L: area-gewichtete mittlere
Rezeptordichte linkes CPu. Abkiirzungen s. Abkiirzungsverzeichnis. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

[*H]Pirenzepin - M,

Untergruppen rRD = Untergruppen rRD =
6-OHDA R*100/L in [%] 6-OHDA+BoNT-A | R*100/Lin [%]
L6WIM 87,3 LB6WIM 92,8
L6W3M 90,6 LB6W3M 96,8
L6W6M 94,7 LB6W6M 98,1
L6WIM 95,1 LB6WIM 98,1

Tabelle 7: Relative Verinderung der RD im interhemisphirischen Vergleich fiir [*H]Oxotremorin - M.
rRD: relative Rezeptordichte; R: area-gewichtete mittlere Rezeptordichte rechtes CPu; L: area-gewichtete
mittlere Rezeptordichte linkes CPu. Abkiirzungen s. Abkiirzungsverzeichnis. Untergruppenbezeichnungen s.

Tabelle 1

[(H]Oxotremorin - M,

Untergruppen rRD = Untergruppen rRD =
6-OHDA R*100/L in [%] 6-OHDA+BoNT-A R*100/L in [%]
L6WIM 86,7 LB6W1IM 90,6
L6W3M 94 LB6W3M 93,4
L6éWeM 93,1 LB6W6M 99,9
L6WIM 92,6 LB6WIM 99

Tabelle 8: Relative Verinderung der RD im interhemisphirischen Vergleich fiir [FHJAF-DX 384 - M.. rRD:
relative Rezeptordichte; R: area-gewichtete mittlere Rezeptordichte rechtes CPu; L: area-gewichtete mittlere
Rezeptordichte linkes CPu. Abkiirzungen s. Abkiirzungsverzeichnis. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

[*H]JAF-DX 384

Untergruppen rRD = Untergruppen rRD =
6-OHDA R*100/Lin [%] 6-OHDA+BoNT-A R*100/L in [%]
L6WIM 81,3 LB6WIM 80
L6W3M 84,4 LB6W3M 83,6
L6W6oM 83,5 LB6W6M 90,1
L6WIM 84,9 LB6W9M 93,7
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Tabelle 9: Relative Verinderung der RD im interhemisphiirischen Vergleich fiir [FH]4-DAMP - M. rRD:
relative Rezeptordichte; R: area-gewichtete mittlere Rezeptordichte rechtes CPu; L: area-gewichtete mittlere
Rezeptordichte linkes CPu. Abkiirzungen s. Abkiirzungsverzeichnis. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

[*H]4-DAMP - M;

Untergruppen rRD = Untergruppen rRD =
6-OHDA R*100/L in [%] 6-OHDA+BoNT-A | R*100/Lin [%]
L6WIM 91,3 LB6WIM 93,5
L6W3M 93,2 LB6W3M 95,1
L6WeM 94,7 LB6W6M 99,9
L6WIM 95,1 LB6WIM 100,3

Nervenzelle benotigt wird. Der Subtyp C dieses Proteins, soll gemall Brosig im Striatum u.a.
auf CIN, nicht aber auf GABAergen Interneuronen exprimiert sein. Demnach stellt das
Vorhandensein von SV2C auf den maB3geblich an der Acetylcholinhomdostase beteiligten CIN
des Striatums, einen idealen Angriffspunkt fiir BONT-A dar. Die Vorstellung einer damit
verbundenen Abnahme der Acetylcholinkonzentration und konsekutiver Hochregulation von
mAChR gemi3 pharmakologischer Wirkprinzipien, erscheint demnach eine plausible
Erkldarung. Bestitigung konnte diese Annahme in einer von unserer Arbeitsgruppe bereits
publizierten Untersuchung an ebenfalls mit BONT-A — hemilésionierten Ratten finden (Wree
et al.,, 2011; Antipova et al., 2017). In Rotationsexperimenten ist an 6-OHDA-l4sionierten
Tieren nach intrastriataler BoNT-A-Injektion ein durch den D,-Agonisten Apomorphin
induziertes pathologisches Rotationsverhalten nicht mehr nachweisbar. Die Autoren
mutmalen hier ebenfalls, dass als einer der zugrunde liegenden Pathomechanismen eine
Verminderung der striatalen Acetylcholinsekretion zur Aufhebung des pathologischen
Hypercholinismus gefiihrt haben konnte, was schlieBlich funktionell wieder in einer
ausgeglichenen motorischen Funktion der BG resultiert. Das in diesem komplexen
Zusammenhang neben mAChR auch Rezeptoren anderer Transmittersysteme wie bspw. D,
und D, involviert sind, zeigt auch eine kiirzlich publizierte Arbeit, dass BoNT-A iiber eine
Reduktion pathologische erhohter Rezeptoren vom Subtyp D, im Hemiparkinsonmodell der
Ratte zur Normalisierung der RD auf Kontrollniveau fiihrt und damit eine Verbesserung der
motorischen FEigenschaften der Versuchstiere in Verhaltensuntersuchungen einhergeht
(Wedekind et al., 2017). Mit Blick auf eine zukiinftige weiterfiihrende Erprobung ist
auflerdem hervorzuheben, dass bisher keine zentralen oder peripheren Nebenwirkungen in der
intrazerebralen Anwendung von BoNT-A beobachtet werden konnten (Wree et al., 2011;

Antipova et al., 2017; Wedekind et al., 2017).
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4.5 Rezeptordichteverteilung der Gruppen L, LB und LV im Vergleich

Um einerseits den Einfluss einer zweiten stereotaktischen Injektion im Sinne eines operativen
Traumas auf die RD ipsilateral auszuschlieBen und andererseits den Trendeffekt der BoONT-A-
Injektion auf die RD gegeniiber den Verdnderungen nach 6-OHDA aufzuzeigen, wurden
einigen Tieren statt des Toxins das BV ipsilateral in das rechte CPu injiziert. In Tabelle 10
sind die interhemisphérischen Differenzen innerhalb der jeweiligen Untergruppen als relative

RD in den Gruppen L, LB und LV gegeniibergestellt.

Tabelle 10: Gegeniiberstellung relativen RD der Gruppen 6-OHDA; 6-OHDA+BoNT-A und 6-OHDA+BV
aller Liganden im zeitlichen Verlauf. R: area-gewichtete mittlere RD rechtes CPu; L: area-gewichtete mittlere
RD linkes CPu; 6W1M: 6 Wochen und 1 Monat nach Behandlung; 6W3M: 6 Wochen und 3 Monate nach
Behandlung. N/A: Daten nicht verfiigbar. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

Rezeptor- Zeit- 6-OHDA 6-OHDA+BoNT-A 6-OHDA+BV
[*H]Ligand intervalle | Relative RD = Relative RD = Relative RD =
R*100/L in [%] R*100/L in [%] R*100/L in [%]
nAChR - 6WIM 44,6 59,1 49,1
[*H]Epibatidin | 6W3M 42,1 47,5 38,1
6Wo6M 44,3 53,2 N/A
6WOM 38,9 49,7 N/A
mAChR M, - |6WIM 87,3 92,8 934
[*H]Pirenzepin  6W3M 90,6 96,8 92,1
6W6M 94,4 98,1 N/A
6WIM 95,1 98,1 N/A
mAChR M, - |6WIM 86,7 90,6 97,8
[*H]Oxotremo |6W3M 93,5 934 94,5
rin 6W6M 93,1 99,9 N/A
6WIM 92,6 99,0 N/A
mAChRM, - |[6WIM 81,3 80,0 86,4
[FH]AF-DX 6W3M 84,4 83,6 84,8
384 6W6M 83,5 90,1 N/A
6WIM 849 93,7 N/A
mAChR M; - |6WIM 91,3 93,5 100,8
[*H]4-DAMP |6W3M 93,2 95,1 96,5
6W6M 94,7 99,9 N/A
6WIM 95,1 100,3 N/A

Fiir die nAChR wird ersichtlich, dass zwischen den interhemisphérischen Differenzen der RD
in den Gruppen L und LV zur geringe Abweichungen bestehen. Dies kann Hinweis darauf
sein, dass eine zweizeitige operative Traumatisierung des Hirns nur geringe Verdnderungen in
den RD der nAChR bewirkt. Allerdings muss hier darauf hingewiesen werden, dass fiir
Gruppe LV nur Daten in einem Zeitraum bis 3 Monate nach Vehikelinjektion vorliegen. Dies

ist den limitierten Ressourcen dieser Umfangreichen Untersuchungsreihe geschuldet.
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Vergleicht man nun die relativen RD der Gruppen L und LB , so zeigt sich deutlich die
Zunahme der RD in der Gruppe der zusitzliche mit BoONT-A behandelten Tiere, welche die
relativen RD der Gruppe L stets um bis zu 14,5% (6W 1M) iibersteigen. Auch bei den mAChR
ist dieser Trend nachvollziehbar: In allen hier aufgefiihrten Zeitintervallen nach BoNT-A-
Applikation iibersteigen die relativen RD der Gruppe LB um bis zu 6,2% (6W3M
[3H]Pirenzepin), 6,4% (6WIM [3H]Oxotremorin), 8,8% (6WOM [*H]AF-DX 384) und 5,2%
(6W6M und 6WOM [*H]4-DAMP) die RD der Gruppe L. Einzige Ausnahme hierbei findet
sich fiir den Liganden [3H]Oxotremorin im Zeitintervall 6W3M. Bezieht man nun die
relativen RD der Gruppe LV mit in diesen Abgleich ein, so ldsst sich feststellen, dass die
Ergebnisse der Zeitintervalle 6W1M und 6W3M der Gruppe LV sich den relativen RD der
Gruppen L und LB fiir die mAChR annihern. Einzige Ausnahme hiervon bildet die Gruppe
6W3M des Liganden Pirenzepin. Dies deutet darauf auch hier darauf hin, dass eine
zweizeitige stereotaktische Injektion zumindest in dem untersuchten Zeitraum zu keinen
wesentlichen Verdnderung der RD im Vergleich mit den Ergebnissen der rein 6-OHDA-
lasionierten Tiere fuihrt. Die Daten erwecken aber auch den Anschein, dass eine BoNT-A-
Injektion bis 3 Monate nach Injektion den gleichen Effekt wie die Injektion des BV auf die
Verteilung der RD hat. Dagegen spricht allerdings die Auswertung der Ergebnisse 6 und 9
Monate nach den Injektionsversuchen. Die erhobenen Daten der Liganden [3H]Pirenzepin,
[BH]Oxotremorin und [3H]4-DAMP zeigen eine deutlich Zunahme der RD mit nahezu
Angleich an die RD des kontralateralen unbehandelten CPu. Auch ist bei allen untersuchten
Liganden der mAChR ein positiver Gesamttrend mit steter Zunahme der relativen RD iiber
den Zeitraum von 9 Monaten nach BoNT-A-Applikation nachweisbar. Hingegen zeigen die
relativen RD der Gruppe LV nach 3 Monaten stets eine Abnahme der relativen RD im
Vergleich zu den Ergebnissen 1 Monat nach Injektion. Zusammenfassend kann also gesagt
werden, dass die zweizeitige intrazerebrale Injektion keine groBeren Auswirkung auf die
Verteilung der RD im ipsilateralen CPu hat und dass BoNT-A die Verminderung der RD

ipsilateral infolge 6-OHDA-Injektion in begrenztem Umfang aufzuheben vermag.

4.6 Auswirkungen experimenteller Traumata auf die Rezeptordichteverteilung im
Striatum der Ratte

Aus der Literatur ist bekannt, dass Traumata unterschiedlichster Genese neben
morphologischen Verdnderungen die Dichteverteilung von Rezeptoren beeinflussen konnen
(Donat et al., 2008; Rogozinska et al., 2010; DeAngelis et al., 1994; Jiang et al., 1994).

Demnach ist auch denkbar, dass eine stereotaktische Injektion in das Rattenhirn als, wenn
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auch geringes mechanisches Trauma einen solchen modulierenden Einfluss auf die RD
ausiiben konnte. Hawlitschka, (2012) verweist beziiglich morphologischer Veridnderungen im
Rahmen seiner Promotionsarbeit bei der Abhandlung iiber axonale Schwellungen infolge
intrastriataler stereotaktischer BoONT-A-Injektionen in Rattenhirne auf diverse Autoren und
Arbeitsgruppen, welche eben diese oder dhnliche Phinomene infolge der experimentellen
Induktion mechanischer Trauma gegen Hirne verschiedener Versuchstiere untersuchen
(Hawlitschka, 2012, S. 99-100). Alterationen auf Rezeptorebene in verschiedenen Hirnarealen
infolge mechanischer Traumata sind ebenfalls beschrieben: DeAngelis et al., (1994) zeigt
unter Nutzung des Fliissigkeits-Perkussionsmodells eine signifikante Abnahme der RD von
M, im Hippocampus sowie M, in kortikalen Arealen. Verbois et al., (2002) zeigt eine
Reduktion von nAChR und mAChR sowohl ipsi- als auch kontralateral in kortikalen und
hippocampalen Arealen sowie dem Gyrus dentatus nach kontrolliertem Hirntrauma. Donat et
al., (2008) berichtet infolge kontrollierter Masseneinwirkung auf die Gehirne ménnlicher
Sprague-Dawley Ratten von einer signifikanten autoradiographisch bestimmten Reduktion
der RD [*H]-Epibatidin-markierter nAChR im Basalen Vorderhirn, allerdings nicht im
Putamen. Auch die RD der mAChR sind dabei im Basalen Vorderhirn, nicht aber im Putamen
signifikant reduziert. Allerdings ist der Beobachtungszeitraum in den hier aufgefiihrten
Untersuchungen mit bis zu einundzwanzig Tagen sehr kurz und ein Langzeiteffekt demnach
nicht vorher zusagen. Auch wirken die verschiedenen Methoden der Traumatisierung indirekt
iber die Hirnoberfldache und sind grof3flichiger verteilt, demnach also nur begrenzt mit einer
Stereotaxie vergleichbar. Leider finden sich in der Literatur nach meinem Wissenstand keine
weiteren Untersuchungen, welche sich konkret mit den RD des CPu infolge einer
mechanischen Lésionierung oder eines operativen Traumas beschéftigen. Donat et al., (2008)
kann in seinen Untersuchungen keine Verdnderungen der RD im Striatum feststellen. Auch
sind die zugrunde liegenden pathophysiologischen Mechanismen noch weitgehend ungeklirt.
Auch wenn gemidBl den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit 3 Monate nach den
stereotaktischen Injektionen nur ein marginaler Unterschied in den relativen RD besteht und
der Einfluss auf die RD unwahrscheinlich ist, kann dennoch unter Zusammenschau der hier
aufgefithrten Arbeiten ein depressiver Effekt operativer Manipulationen auf die
Rezeptorverteilung nicht sicher ausgeschlossen werden. Der Beobachtungszeitraum fiir die
Gruppe LV iiber 3 Monate mit nur 2 aufeinander folgenden Erhebungen von Messwerten sehr
kurz. Langzeiteffekt iiber diesen Zeitraum hinaus sind nicht sicher absehbar und die
Beobachtung iiber eine ldngere Zeit hinaus war aufgrund begrenzter Ressourcen fiir diese

umfassende Rezeptorbindungsstudie nicht moglich.
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5.4 Tabellenverzeichnis

Tabelle 11:Ergebnisse nAChR - [3H]Epibatidin. MW area RD L: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte linkes
CPu in [fmol/mg Protein]. SD area RD L: Standardabweichung area-gewichteten mittleren Rezeptordichte linkes CPu. MW
area RD R: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte rechtes CPu in [fmol/mg Protein]. SD area RD R:
Standardabweichung area-gewichteten mittleren Rezeptordichte rechtes CPu. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

nAChR - [*H]Epibatidin

Untergruppen | MW area RD L | SD area RD L | MW area RD R | SD area RD R
K 392 35 382 23
L3W 354 23 148 18
LoW 314 36 146 28
Lo6WIM 325 25 145 22
L6W3M 285 20 120 16
LoeW6M 305 16 135 13
L6WIM 314 32 122 22
B2W 367 23 399 22
BIM 385 28 415 35
B3M 280 18 312 22
B6M 317 23 317 17
BIM 324 22 325 16
LB6WIM 396 50 234 38
LB6W3M 295 21 140 18
LB6W6M 325 32 173 11
LB6WIM 306 21 152 23
LV6eWIM 316 21 155 23
LV6W3M 302 20 115 13

Tabelle 12:Ergebnisse mAChR M, - [*H]Pirenzepin. MW area RD L: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte
linkes CPu in [fmol/mg Protein]. SD area RD L: Standardabweichung area-gewichteten mittleren Rezeptordichte linkes CPu.
MW area RD R: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte rechtes CPu in [fmol/mg Protein]. SD area RD R:

Standardabweichung area-gewichteten mittleren Rezeptordichte rechtes CPu. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

mAChR M - [*H]Pirenze pin

Untergruppen # MW area RD L | SD area RD L | MW area RD R | SD area RD R
K 5149,24 2335,46 5035,26 2327,61
L3IW 6082,50 733,29 5398,68 630,57
L6W 6775,35 1772,35 6097,42 1647,71
L6W1IM 4613,19 1588,59 4027,76 1563,53
L6W3M 6447,33 1479,76 5840,55 1341,82
L6W6M 3719,55 716,12 3521,70 715,55
L6WIM 3937,35 849,81 3745,37 686,20
B2W 5736,81 1775,82 5368,12 1852,95
B1IM 5061,47 1216,36 4802,40 1167,80
B3M 4609,03 1206,71 4597,55 1211,41
B6M 4715,72 1516,23 4820,23 1497,83
BIM 5528,98 1374,67 5825,26 1485,99
LB6WIM 424465 1188,77 3938,41 1179,59
LB6W3M 4785,91 1139,34 4632,74 113691
LB6W6M 5850,67 1283,07 5741,80 1314,32
LB6WIM 5410,70 1700,65 5306,58 1520,07
LV6WIM 4034,20 1256,57 3768,91 1037,00
LV6W3M 4502,69 1924,83 4147,67 1797,26
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Tabelle 13:Ergebnisse mA ChR M. - [*H]Oxotremorin. MW area RD L: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte
linkes CPu in [fmol/mg Protein]. SD area RD L: Standardabweichung area-gewichteten mittleren Rezeptordichte linkes CPu.
MW area RD R: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte rechtes CPu in [fmol/mg Protein]. SD area RD R:

Standardabweichung area-gewichteten mittleren Rezeptordichte rechtes CPu. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

mAChR M, - [*H]Oxotremorin

Untergruppen | MW area RD L | SD area RD L | MW area RD R | SD area RD R
K 924 82 974 109
L3W 931 78 922 75
L6W 988 71 1010 109
L6WIM 1038 68 900 49
L6W3M 924 61 869 96
L6W6M 928 61 864 51
L6WIM 819 82 758 80
B2W 764 62 703 75
BIM 1017 129 874 102,17
B3M 1121 101 1112 73
B6M 1174 83 1205 93
BIM 751 65 847 69
LB6WIM 1121 78 1016 96
LB6W3M 759 80 709 44
LB6W6M 996 102 995 90
LB6WIM 1035 80 1025 105
LV6WIM 816 40 798 48
LV6W3M 908 103 858 114

Tabelle 14:Ergebnisse mAChR M, — [FHJAF-DX 384. MW area RD L: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte
linkes CPu in [fmol/mg Protein]. SD area RD L: Standardabweichung area-gewichteten mittleren Rezeptordichte linkes CPu.
MW area RD R: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte rechtes CPu in [fmol/mg Protein]. SD area RD R:

Standardabweichung area-gewichteten mittleren Rezeptordichte rechtes CPu. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

mAChR M, - FH]AF-DX 384

Untergruppen | MWarea RD L | SD area RDL | MWarea RD R | SD area RD R
K 3894 363 3859 352
L3W 4031 213 3579 195
L6eW 3335 262 2782 269
L6WIM 3680 112 2991 208
L6W3M 2745 280 2317 237
LeWoeM 3369 132 2814 225
L6WIM 3271 140 2778 171
B2W 4235 332 3582 387
BIM 3423 105 3047 192
B3M 3304 149 2990 227
B6M 2816 157 2800 207
BIM 2906 242 3006 256
LB6WIM 3165 222 2533 231
LB6W3M 3037 284 2539 267
LB6W6M 3156 202 2842 302
LB6WIM 2631 155 2466 285
LV6eWIM 3158 244 2728 386
LV6W3M 3237 114 2746 121
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Tabelle 15:Ergebnisse mAChR M; - [*H]4-DAMP. MW area RD L: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte linkes
CPu in [fmol/mg Protein]. SD area RD L: Standardabweichung area-gewichteten mittleren Rezeptordichte linkes CPu. MW
area RD R: Mittelwert der area-gewichteten Rezeptordichte rechtes CPu in [fmol/mg Protein]. SD area RD R:

Standardabweichung area-gewichteten mittleren Rezeptordichte rechtes CPu. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

mAChR M, - FH]4-DAMP

Untergruppen | MWarea RD L | SD area RDL | MW area RD R | SD area RD R
K 7274 709 7368 757
L3W 4882 385 4623 305
LeW 4447 401 4357 366
L6WIM 5621 433 5133 463
L6W3M 4697 519 4378 472
L6eWoeM 5311 516 5027 515
L6WIM 5032 259 4784 379
B2W 5811 845 5625 831
BIM 4562 461 4548 212
B3M 5231 379 5114 292
B6M 5453 450 5677 409
BIM 5935 569 6401 685
LB6WIM 4401 541 4113 462
LB6W3M 4795 542 4560 612
LB6W6M 4884 653 4880 641
LB6WIM 5332 552 5346 735
LV6eWIM 5140 830 5181 838
LV6W3M 5492 716 5298 651
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Tabelle 16: Relative RD der einzelnen Tiere jeder Untergruppe der nAChR-[*H]Epibatidin. Jede
Untergruppenbezeichnung steht fiir ein Tier aus der jeweiligen Gruppe. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

nAChR-[*H]Epibatidin

Gruppe Untergruppe relative RD
K K 0,31
K -17,98
K 1,46
K 4,74
K 0,19
K -1,1
K -0,97
Gruppe Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD  Untergruppe relative RD
L L3W -62,54 L6WIM -59,6 L6WoM -56,01
L3W -60,51 L6WIM -57,02 L6Wo6M -55,53
L3W -59,79 L6WIM -58,25 L6Wo6M -57,9
L3W -54,18 L6W 1M -48,8 L6W6M -54,76
L3W -56,3 L6WIM -53.,84 L6W6M -51,54
L3W -55,36 L6W1IM -51,38 L6W6M -60,58
L3W -60,53 L6W1M -59,9 L6W6M -55,48
L6W -59,23 L6W3M -53,75 L6WIM -53,42
L6W -59,24 L6W3M -59,92 L6WIM -63,22
L6W -58.,24 L6W3M -51,44 L6WIM -64,06
L6W -47,77 L6W3M -51,73 L6WIM -60,7
L6W -52,75 L6W3M -64,86 L6WIM -67,4
L6W -48,97 L6W3M -57,11 L6WIM -57,8
L6W -49,19 L6W3M -65,86
Gruppe Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD
B B2W 3,55 B3M 12,07 BIM -5,41
B2W 1,78 B3M 10 BIM 1,73
B2W 13,77 B3M 7,47 BIM 10,63
B2W 18,75 B3M 7,2 BIM -1,46
B2W 12,9 B3M 9,18 BIM 1,64
B2W 6 B3M 22,81 BIM -3,77
B2W 6,04 B6M -8,4 BIM 1,52
B1M 10,52 B6M 7,15
B1M 8,56 B6M 7,54
BIM 6,54 B6M -3,79
BIM 2,52 B6M -0,3
B1IM 10,62 B6M -0,5
B1M 6,86 B6M -0,79
Gruppe Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD
LB LB6WI1IM -42,65 LB6W6M -51,96
LB6WI1IM -46,69 LB6W6M -41,4
LB6W 1M -41,41 LB6W6M -45,33
LB6W 1M -45,88 LB6W 6M -37,23
LB6W 1M -43,2 LB6W 6M -48,24
LB6W 1M -38,31 LB6W6M -49,62
LB6W1M -34,52 LB6W6M -49,97
LB6W1M -31,3 LB6W6M -48.,4
LB6WI1IM -43,62 LB6WIM -47,41
LB6W3M -48.,46 LB6WIM -62,75
LB6W3M -54,3 LB6WIM -50,83
LB6W3M -58,58 LB6WIM -51,7
LB6W3M -54,83 LB6WIM -50,17
LB6W3M -52,22 LB6WIM -50,35
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Gruppe Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD
LV LV6W 1M -53,36 LV6W3M -64,97
LV6W1M -52,09 LV6W3M -66,54
LV6WIM -38,18 LV6W3M -62,05
LV6WIM -51,81 LV6W3M -58,49
LV6W1M -57,72 LV6W3M -57,04
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Tabelle 17: Relative RD der einzelnen Tiere jeder Untergruppe der mAChR-M;-[*H]|Pirenzepin. Jede
Untergruppenbezeichnung steht fiir ein Tier aus der jeweiligen Gruppe. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

M,-[’'H|Pirenzepin

Gruppe Untergruppe relative RD
K K -1,37
K -2,91
K -1,55
K -4,71
K -0,83
K -3,98
K -1,87
Gruppe Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD
L L3W -8,76 L6W1M -16,78 L6W 6M -5,89
L3W -11,02 L6W1M -19,6 L6W 6M 2,93
L3W -11,92 L6W1M -20,66 L6W6M -7,58
L3W -14,48 L6W1M -3,9 L6W 6M -10,39
L3W -11,53 L6W1M -13,1 L6W 6M -6,64
L3W -10,66 L6WIM -9,39 L6W6M -2,98
L3W -9,99 L6W1M -12,9 L6W 6M -7,43
L6W -11,7 L6W3M -17,57 L6W9M -6,58
L6W -8,33 L6W3M -10,18 L6W9IM -4,57
L6W -13,38 L6W3M 0,28 L6W9M -6
L6W -7,63 L6W3M -10 L6W9M 9,3
L6W -9,8 L6W3M 9,74 L6W9M 5,93
L6W -11,16 L6W3M -12,63 L6W9M -4,01
L6W 9,34 L6W3M -5,74
Gruppe Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD
B B2W -6,52 B3M 2,61 BIM 3,13
B2W -7,61 B3M -0,79 BIM 5,75
B2W -4,3 B3M -1,94 BIM 14,8
B2W -10,49  |B3M 0,98 BIM 413
B2W -10,5 B3M -0,31 BIM 4,64
B2W -8,93 B3M 2,17 BIM -0,34
B2W -1,74 B6M 1,66 BIM 3,92
B1M -5,14 B6M 1,5
BIM -6,62 B6M 1,75
B1M -6,73 B6M -1,27
B1M -3,03 B6M 4,81
BIM 2,84 B6M 7,7
B1M -6,53 B6M 0,97
Gruppe Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD
LB LB6W 1M -2,5 LB6W6M -3,53
LB6WIM -4,39 LB6W6M 3,91
LB6WIM -8,31 LB6W6M 1,84
LB6W 1M -13,07 LB6W 6M 4,96
LB6WIM 9,58 LB6W6M -0,5
LB6WIM -2,63 LB6W6M 9,22
LB6W 1M -8,68 LB6W6M -11,28
LB6WIM -6,98 LB6W6M -0,51
LB6WIM -12,08 LB6W9M 9,62
LB6W3M 2,66 LB6W9M 9,75
LB6W3M 11,38 LB6W9M -0,38
LB6W3M -6,6 LB6W9M -3,78
LB6W3M 2,47 LB6W9M -1,98
LB6W3M -12,31 LB6W9M -3,98
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Gruppe Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD

LV LV6WI1M -13,67 LV6W3M -10,62
LV6WIM -6,45 LV6W3M -10,68
LV6WI1M 5,2 LV6W3M -3,97
LV6WIM -9,27 LV6W3M -5,19
LV6W1IM -11,68 LV6W3M -11,19
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Tabelle 18: Relative RD der einzelnen Tiere jeder Untergruppe der mA ChR-M,-[*H]Oxotremorin. Jede
Untergruppenbezeichnung steht fiir ein Tier aus der jeweiligen Gruppe. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

M,-[’H]O xotremorin

Gruppe Untergruppe relative RD
K K 5,09
K -1,6
K 9,54
K 1,15
K -1,7
K 17,64
K 7,66
Gruppe Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD
L L3W 131,76 L6W 1M -8,41 L6W6M -4,03
L3W 132,76 L6WIM -23,95 L6W6M -7,34
L3W 140,88 L6WIM -19,76 L6W6M -10,05
L3W 130,8 L6WI1IM -2,87 L6WeM -7,94
L3W 199,65 L6WI1M -13,97 L6W6M -7,08
L3W 145,5 L6WIM -10,24 L6Wo6M -4,77
L3W 153,73 L6WIM -11,55 L6Wo6M -6,25
L6W 156,45 L6W3M -12,46 L6W9M -10,85
L6W 165,04 L6W3M -5,25 L6WIM -11,34
L6W 154,72 L6W3M -9,11 L6W9M 0,08
L6W 176,58 L6W3M -9,85 L6W9M -14,42
L6W 168 L6W3M -6,85 L6WIM 2,13
L6W 149,8 L6W3M -5,75 L6W9M -9,4
L6W 134,7 L6W3M 6,26
Gruppe Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD
B B2W -6,89 B3M 5,87 BIM -0,88
B2wW -14,7 B3M 0,63 BIM 21,01
B2wW -11,12 B3M 2,66 BIM 28,53
B2W -4,87 B3M -9,35 BIM 6,24
B2W -7.8 B3M -2,33 BIM 12,6
B2W -7,34 B3M -0,14 BIM 8,02
B2W -4,13 B6M -0,83 BIM 17,47
B1M -8,72 B6M 4,32
BIM -25,26 B6M -1,82
B1M -11,91 B6M 3,63
BIM -13,27 B6M 4,15
B1M -8,99 B6M -0,05
BIM -14,62 B6M 9,3
Gruppe Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD
LB LB6W 1M -3,17 LB6W 6M 6,43
LB6WIM -8,12 LB6W6M -6,98
LB6WIM 2,33 LB6W6M -5,51
LB6W 1M -8,89 LB6W 6M 23,75
LB6WIM -14,25 LB6W6M -6,97
LB6WIM -13,61 LB6W 6M -10,31
LB6WI1M -16,98 LB6W6M 2,67
LB6W 1M -10,42 LB6W 6M 0,92
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Gruppe Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD
LV LV6W 1M -7,52 LV6W3M -14,34
LV6WI1M 1,55 LV6W3M -12,24
LV6W 1M 0,94 LV6W3M -3,67
LV6WIM -5,65 LV6W3M 0,15
LV6W 1M 2,74 LV6W3M -6,76
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Tabelle 19: Relative RD der einzelnen Tiere jeder Untergruppe der mAChR-M,-[°H]AF-DX384. Jede
Untergruppenbezeichnung steht fiir ein Tier aus der jeweiligen Gruppe. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

M,-[°H]AF-DX 384

Gruppe Untergruppe relative RD
K K -3,19
K -1,99
K 1,11
K 1,44
K -0,23
K -2,8
K -0,34
Gruppe Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD  Untergruppe relative RD
L L3W -10,04 L6WI1M -23,59 L6Wo6M -11,98
L3W -14,35 L6WIM -24,16 L6W6M -11,23
L3W -13,74 L6WIM -25,68 L6W6M -23,64
L3W -12,48 L6WI1IM -6,17 L6WoM -15,18
L3W -8,56 L6WI1IM -19,44 L6Wo6M -13,37
L3W -9,48 L6WI1IM -16,63 L6Wo6M -15,41
L3W -9,71 L6WIM -14,65 L6W6M -24,69
L6W -20,24 L6W3M -20,7 L6WIM -18,89
L6W -15,75 L6W3M -12,35 L6WIM -15,68
L6W -12,04 L6W3M -17,07 L6WIM -17,39
L6W -18,04 L6W3M -18,83 L6WIM -18,54
L6W -17,09 L6W3M -14,72 L6WIM -9,48
L6oW -15,28 L6W3M -9,27 L6WIM -10,48
L6W -18,29
Gruppe Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD  Untergruppe relative RD
B B2W -18,78 B3M -10,12 BIM 6,43
B2W -22 B3M -7,31 BIM 0,66
B2W -12,82 B3M -5,72 BIM 8,49
B2W -17,07 B3M -17,75 BIM -0,46
B2W -17,78 B3M -12,94 BIM 10,01
B2W -8,48 B3M -3,12 BIM 1,73
B2W -11,63 B6M 1,06 BIM -2,15
BIM -8,41 B6M 2,06
B1M -21,35 B6M -3,54
B1IM -5,81 B6M -4,47
B1IM -8,95 B6M 0,62
BIM -6,83 B6M -4,89
B1M -14,24 BoM 4,96
Gruppe Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD
LB LB6WIM -18,35 LB6W6M -12,35
LB6WIM -19,12 LB6W6M -13,43
LB6WIM -17,04 LB6W6M -1,5
LB6WIM -13,74 LB6W6M 8,2
LB6WI1M -23,12 LB6W6M -17,05
LB6WIM -22,23 LB6W6M -19,35
LB6WIM -25,13 LB6W6M -15,47
LB6WIM -15,6 LB6W6M -7,86
LB6WIM -25,62 LB6WIM -16,07
LB6W3M -8,45 LB6WI9M 1,34
LB6W3M -3,28 LB6WIM -17,01
LB6W3M -20,32 LB6WIM -2,5
LB6W3M -16,11 LB6WIM -14,09
LB6W3M -323 LB6W9M -1,39
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Gruppe Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD
LV LV6WI1IM -17,62 LV6W3IM -9,5
LV6WI1M -14,59 LV6W3M -17,14
LV6WI1M -0,08 LV6W3M -18,96
LV6WI1IM -16,54 LV6W3M -10,12
LV6W1M -21,97 LV6W3M -14,95
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Tabelle 20: Relative RD der einzelnen Tiere jeder Untergruppe der mAChR-M;-[*H]4-DAMP. Jede
Untergruppenbezeichnung steht fiir ein Tier aus der jeweiligen Gruppe. Untergruppenbezeichnungen s. Tabelle 1

M,-[*H]4-DAMP

Gruppe Untergruppe relative RD
K K 0,46
K 2,43
K -0,1
K 4,97
K 1,92
K -3,82
K 3,12
Gruppe Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD  Untergruppe relative RD
L L3W 0,93 L6WIM -9,36 L6W6M -6,28
L3W -6,74 L6WIM -13,21 L6Wo6M -0,34
L3W -6,2 L6WIM -10,32 L6W6M -4,54
L3W -7,07 L6WIM -1,26 L6W6eM -9,45
L3W -3,4 L6WIM -8,71 L6W6M -6,41
L3W -9,18 L6WIM -8,3 L6WeM -3,26
L3W -4,69 L6WI1IM -9,83 L6W6M -7,2
L6W -2,54 L6W3M -6,08 L6WIM -9,29
L6W -3,98 L6W3M -3,25 L6WIM -5,43
L6W -0,6 L6W3M -2,6 L6W9M -6,05
L6W 4,42 L6W3M -3,5 L6WIM -5,99
L6W -6,17 L6W3M -14,63 L6WIM 1,42
L6W 0,28 L6W3M -11,72 L6W9M -4,72
L6W -4,89 L6W3M -5,06
Gruppe Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD
B B2wW -6,12 B3M 5,69 BIM 10,49
B2W 1,27 B3M -6,06 BIM 5,38
B2wW -2,2 B3M -4,52 BIM 8,4
B2W -3,39 B3M 1,37 B9M 8,58
B2W -6,85 B3M -3,64 BIM 13,2
B2wW -8,72 B3M -5,23 BIM 1,1
B2W 4,13 B6M -8,38 BIM 7,45
B1IM 15,24 B6M 16,25
BIM 9,13 B6M 3,95
B1IM -2,71 B6M 1,9
B1IM 3,65 B6M 7,63
B1IM -5,42 B6M 9,68
B1IM 0,26 B6M 0,12
Gruppe Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD
LB LB6WIM -9,66 LB6W6M 7,59
LB6WIM -6,97 LB6W6M -0,26
LB6WI1M -9,93 LB6W6M 9,09
LB6WIM -5,19 LB6W6M 4,2
LB6WIM 6,24 LB6W6M -1,9
LB6WIM -7,99 LB6W6M -5,48
LB6WIM -6,11 LB6W6M -8,79
LB6WIM -9,58 LB6W6M -3,95
LB6WIM -10,89 LB6WIM -4,03
LB6WIM -2,95 LB6WIM -0,76
LB6W3M -5,49 LB6WIM -5,14
LB6W3M 14,04 LB6W9M 4,67
LB6W3M -8,7 LB6W9M -1,77
LB6W3M -4,57 LB6WIM -4,76
LB6W3M -8,97 LB6W9M 1,65
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Gruppe Untergruppe relative RD Untergruppe relative RD
LV LV6WI1M -8 LV6W3IM -0,81
LV6W 1M -1,25 LV6W3M -1,01
LV6W1M 7,17 LV6W3M -6,23
LV6eWIM -5,4 LV6W3IM -3,14
LV6W1M 4,06 LV6W3M -6
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