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Tucundi actes labores.

(Marcus Tullius Cicero)
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Einleitung

1. EINLEITUNG

Die Dystonie ist definiert als ein neurologisches Syndrom, in dem anhaltende
Muskelkokontraktionen drehende, repetitive Bewegungen oder abnorme Haltungen
verursachen (Fahn, 1988). Mit einer beschriebenen Privalenz von 40-1800/100000 gehort sie
zu den haufigsten Bewegungsstorungen beim Menschen (Nutt et al., 1988; Augood et al.,
2002; Wenning et al., 2005). Die Bedeutung bei Haustieren ist hingegen bislang wenig
untersucht. Allerdings wurden neurologisch bedingte Bewegungsstorungen bei Scotch
Terriern beschrieben (Clemmons et al., 1980), die Parallelen zur sog. primédren paroxysmalen
Dystonie aufweisen. AuBBerdem gibt es Beschreibungen dystoner Storungen im Kopfbereich
von Pferden (Chang et al., 2008).

Etwa 2/3 der beim Menschen vorkommenden Dystonien sind idiopathisch. Bei ihnen sind
mittels Standardtechniken  keine pathomorphologischen ~ Verdnderungen im
Zentralnervensystem (ZNS) nachweisbar (McGeer und McGeer, 1988). Die Pathophysiologie
dieser primidren Dystonien ist bis heute weitestgehend ungekldrt. Aufgrund von Befunden bei
Patienten mit sekundidren (symptomatischen) Dystonien werden allerdings Dysfunktionen
innerhalb der Basalganglien vermutet. Genanalysen, die Heterogenitit des klinischen
Erscheinungsbildes und die variable Ansprechbarkeit auf Pharmaka weisen auf
unterschiedliche pathophysiologische Mechanismen bei verschiedenen Dystonieformen hin.
Durch eingeschriankte Untersuchungsmoglichkeiten bei Patienten wird die Erforschung des
Krankheitsbildes erschwert. Wegen der mangelnden Kenntnis zur Pathophysiologie der
verschiedenen Dystonieformen erfolgt die Therapie in der Regel rein empirisch und ist meist
nicht ausreichend wirksam, so dass die Erkrankung hédufig in schweren Behinderungen
miindet (Fahn, 1995).

Tiermodelle, die aufgrund der Heterogenitit der Erkrankung fiir die unterschiedlichen
Dystonieformen genau definiert sein miissen, sind daher zur Aufkldrung der Pathophysiologie
und damit zur Entwicklung geeigneter Therapieansitze unerldsslich. Allerdings miissen
solche Tiermodelle vor ihrer Verwendung als Modell genau charakterisiert werden und fiir
eine bestimmte Dystonieform klar definiert sein (Richter und Loscher, 2000). Neben einer
verldsslichen und kontinuierlichen Auspridgung sowie Reproduzierbarkeit eines Phdnomens
(sog. ,reliability*) soll ein geeignetes Tiermodell eine moglichst hohe Vergleichbarkeit mit
der Erkrankung des Menschen aufweisen (sog. ,,validity*). Dies bedeutet, dass das Modell die
klinischen (,,face validity*), therapeutischen (,,predictive validity*) und pathophysiologischen
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(,,construct validity*) Merkmale einer bestimmten Dystonieform widerspiegeln sollte (Richter
und Ldscher, 2000; Jinnah et al., 2005). Besonders wichtig fiir die préklinische
Arzneimittelforschung ist das Vorhandensein einer vergleichbaren klinischen Symptomatik,
um die Wirkung von Pharmaka auf die Bewegungsstorung direkt beurteilen zu kénnen.

Zur Etablierung eines geeigneten Mausmodells fiir eine der schwersten Dystonieformen, der
sog. ,,Early-onset-Torsionsdystonie®, haben Shashidharan et al. (2005) das fiir diese
Dystonieform bekannte humane Defektgen (DYT1) in das Erbgut von Méusen eingebracht.
Beschrieben wurden ,,Dystonie-dhnliche Symptome bei diesen DYTI1-Méusen
(Shashidharan et al., 2005). Die Symptomatik war nur bei etwa 30-40% der gentragenden
Maiuse vorhanden und es wurde zudem eine altersabhidngige Progression beschrieben,
vergleichbar zu den Beobachtungen bei Patienten (Shashidharan et al., 2005). Allerdings kann
durch die Zahl und Art der durchgefiihrten Untersuchungen zur Charakterisierung dieser
Mauslinie bislang keine hinreichende Aussage iiber die wirkliche Eignung der DYT1-Maiuse
als Modell fiir die Early-onset-Torsionsdystonie getroffen werden. Daher wurden in der
vorliegenden Arbeit die von Shashidharan und Mitarbeitern (2005) generierten Maiuse
zunidchst verschiedenen verhaltensanalytischen Untersuchungen unterzogen, um die Kriterien
der ,reliability* und der ,,face validity* zu liberpriifen.

Patienten mit einer Early-onset-Torsionsdystonie weisen vermutlich Dysfunktionen des
dopaminergen Neurotransmittersystems auf (Augood et al., 2004, Breakefield et al., 2008,
Wichmann, 2008). Auch bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten DYT1-Miusen
wurden in vorangegangenen neurochemischen Untersuchungen Fehlfunktionen des
dopaminergen Systems festgestellt (Shashidharan et al.,, 2005). Um der funktionellen
Relevanz dieser Befunde nachzugehen, sollte im Rahmen dieser Arbeit zusdtzlich zu den oben
genannten Verhaltensanalysen ermittelt werden, ob die beschriebenen ,,Dystonie-dhnlichen*
Storungen bei diesen Maiusen durch einmalige und wiederholte pharmakologische
Manipulation mittels dopaminerger Substanzen moglicherweise verbessert oder
verschlimmert werden. Besonderer Wert wurde hierbei auch auf Untersuchungen zu einer
moglichen Progression der beschriebenen dystonen Bewegungsstérungen gelegt, wofiir die
DYT1-Maiuse in verschiedenen Altersstufen untersucht werden sollten. Neben der Ermittlung
der ,predictive validity* dieser Méiuse konnen durch diese pharmakologischen
Untersuchungen auch neue Erkenntnisse iiber die pathophysiologische Bedeutung der

Mutation des DYT1-Gens gewonnen werden.
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2. LITERATURUBERSICHT

2.1. Dystonien

2.1.1. Definition

Unter Dystonie versteht man ein neurologisches Syndrom, in welchem anhaltende
Muskelkokontraktionen verzerrende/drehende und repetitive Bewegungen oder abnorme
Haltungen verursachen (Fahn, 1988).

Der Begriff ,,Dystonie* wurde 1911 eingefiihrt (Goetz et al., 2001). Die systematische
ErschlieBung der Erkrankung mit Aufstellen der oben genannten Definition erfolgte erst
zwischen 1980 und 1990. 1984 wurde die erste Einteilung der verschiedenen Formen
dystoner Bewegungsstorungen durch das AD HOC COMMITEE der Dystonia Medical
Research Foundation beschlossen.

Die in der Literatur angegebenen Prdvalenzen schwanken je nachdem ob sekundire
Dystonieformen mit einbezogen und in welchem Alter die Patienten beurteilt werden
zwischen 40/100000 und 1800/100000 (Augood et al., 2002; Nutt et al., 1988; Wenning et al.,
2005). Es ist allerdings davon auszugehen, dass viele Fille von Dystonien aufgrund der sehr
unterschiedlichen Symptome nicht diagnostiziert werden und somit die tatsdchliche Pravalenz
hoher liegt (Misbahuddin et al., 2005).

Bei unseren Haussdugetieren ist bisher bei den phénotypischen Tiermodellen mit genetischem
Hintergrund (s. 2.2.1.) die Dystonie bekannt und untersucht. Des Weiteren wurden von
Clemmons und Mitarbeitern (1980) neurologisch bedingte Bewegungsstorungen bei Scotch
Terriern beschrieben, die Parallelen zu der primdren paroxysmalen Dyskinesie erkennen
lassen und Chang und Mitarbeiter (2008) beschrieben dystone Bewegungen im Gesicht-
Maulbereich von Pferden. Allerdings gibt es vermutlich aufgrund der oben erwéhnten
schwierigen Diagnose und der beschrankten Kenntnisse keine weiteren Beschreibungen bei

unseren Haustieren.

2.1.2. Einteilung und Genetik der Dystonien

Die Dystonie kann den Dyskinesien (Rostasy et al., 2003) zugeordnet werden. Heute wird
allerdings der Begriff Dyskinesie hdufig fiir medikamentds induzierte Bewegungsstdrungen
gebraucht.

Kokontraktionen von Streck- und Beugemuskulatur sind das Leitsymptom der Dystonie.

Dabei ist das Bewusstsein der Betroffenen ungestort (Perlmutter und Mink, 2004). Das
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Krankheitsbild ist sehr heterogen in Hinsicht auf die Geschwindigkeit, die Stirke und die
Frequenz der dystonen Bewegungen.

Bei der Einteilung unterscheidet man dtiologisch primére (idiopathische) von sekundiren
(symptomatischen) Dystonien. Bei den primiren Dystonien sind mit Standardtechniken keine
pathomorphologischen Verdnderungen nachweisbar. Sekundidren Dystonien liegen oft
pathologische Verdnderungen in den Basalganglien zugrunde. Diese entstehen z.B. durch
Traumata, Schlaganfille, metabolische Storungen oder Medikamente. So kann es bei der
Behandlung des Morbus Parkinson mit Levodopa zur Ausprigung von Dyskinesien mit
dystonen Stérungen kommen (Nemeth, 2002; Vitek, 2002).

Bei den primdren Dystonien unterscheidet man weiter eine infantile (0-12 Jahre), eine
juvenile (13-20 Jahre) und eine adulte Form (> 20 Jahre). Diese Einteilung ist in Hinblick auf
die Prognose sehr wichtig, da es bei den infantilen und juvenilen Formen meist zu einer
Generalisierung kommt, wohingegen beim Eintritt im Erwachsenenalter die Dystonie hiufig
fokal begrenzt bleibt (Nemeth, 2002).

Nach topographischen Gesichtspunkten unterscheidet man fokale (lokal begrenzte
Dystonien), z.B. in Form des Blepharospasmus oder des Schreib-/Musikerkrampfes,
multifokale bzw. segmentale Dystonien (einzelne Kdrperpartien betroffen) und generalisierte
Formen (Fahn, 1988). Abbildung (Abb.) 1 zeigt einen Patienten mit einer generalisierten
Dystonie.

Dystonien sind meist permanent vorhanden, konnen aber durch Stress oder bestimmte
Bewegungsabldufe verstiarkt werden. Davon sind die seltener vorkommenden paroxysmalen
(episodischen) Dystonien abzugrenzen (Nemeth, 2002).

In den letzten Jahren wurden zunehmend Gendefekte identifiziert, die fiir verschiedene
Dystonieformen verantwortlich sind. In Tabelle (Tab.) 1 sind die bisher bekannten genetisch
bedingten Dystonien mit ihren Charakteristika zusammengefasst. Meist liegt ein autosomal
dominanter Erbgang mit einer geringen Penetranz vor, was darauf hindeutet, dass nicht allein
der Gendefekt zur Auspragung der Dystonie filihrt. Als auslosende Faktoren werden z.B.
Hypoxie, Stress, Virusinfektionen, Umwelteinfliisse oder ein Genpolymorphismus diskutiert

(Breakefield et al., 2008).
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Abb. 1: Patient mit generalisierter Dystonie.
Am deutlichsten ist die Drehung des Rumpfes,
aber auch Arme und Beine zeigen Verdrehungen.
Dieses Bild wurde mit Zustimmung des Patienten
verwendet.

2.1.2.1. Die Early-onset-Torsionsdystonie (DY T1-Dystonie)

Die haufigste genetische Dystonieform ist die Early-onset-Torsionsdystonie (DYTI-
Dystonie). Der DYT1-Genort liegt auf Chromosom 9q32-q34. Das Gen wird in den meisten
fetalen und adulten Geweben exprimiert und kodiert fiir das Protein TorsinA (s. 2.1.3.3.). Es
besteht aus 5 Exons, wobei eine Mutation auf Exon 5 als genetische Grundlage fiir das
Auftreten der Early-onset-Torsionsdystonie angesehen wird (Bandmann und Miiler, 2002;
Ozelius et al., 1997). Diese Mutation besteht aus dem Verlust eines GAG (Guanin Adenosin
Guanin) Trinukleotids mit der Konsequenz, dass eine Glutaminsiure nahe dem Karboxylende
des TorsinA verloren geht (Ozelius et al., 1997). Die Erkrankung beginnt zwischen dem 5.
und dem 28. Lebensjahr, einem Alter, das gepridgt ist von motorischem Lernen und einer
hohen synaptischen Plastizitit in den Basalganglien. Meist ist zundchst eine Extremitit
betroffen. Bei ca. 65% der Patienten kommt es aber zu einer progressiven Generalisierung.
Die Symptomatik entspricht oft dem klinischen Erscheinungsbild von Patienten mit
generalisierter Dystonie unbekannter Genese (s. Abb. 1). Der Vererbung liegt ein autosomal-
dominanter Erbgang zugrunde und die Erkrankung weist eine Penetranz von nur 30-40% auf
(Bandmann und Miiler, 2002; Bressman, 2006). Die Privalenz der DYTI1-Mutation ist in
Familien der Ashkenazi Juden besonders hoch (1/9000), in der Gesamtbevdlkerung liegt die
Privalenz bei 1/160000, wobei auch hier davon auszugehen ist, dass die tatsdchliche

Pravalenz hoher liegt (Bressman et al., 2000).
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Abkiirzung Dystonieform Erbgang Genort Genprodukt
DYTI1 Early-onset-TD autosomal- 9932- TorsinA
dominant q34
DYT2 Autosomal-rezessive | autosomal-
TD rezessiv
X-chromosomales X- L
DYT3 Dystonie-Parkinson- | chromosomal | Xql3.1 Gentranskriptionsfaktor
« . TAF1
Syndrom ,,Lubag -rezessiv
DYT4 | .Nicht-DyT1« Tp | 2utosomal
dominant
DYT5a Dopa-responsive- agéiiﬁ?;i_ 14(%2' I- GTP-Zyklohydrolase I
DYT50 Dystonie -Parkinson- . 1
Svnd autosomal- .
(DYT14) yndrom reZesSiv 11pl5.5 Tyrosinhydroxylase
Gemischte TD mit autosomal- p2 ]
DYT6 Beginn im frithen Jominant f? 2
Erwachsenenalter p
Fokale TD mit autosomal-
DYT7 Beginn im Jominant 18p
Erwachsenenalter
Paroxysmale dystone .
DYTS Choreoathetose autospmal- 2q33-25 Myofibrillogeneseregulator
(PDC) dominant I
PDC mit autosomal-
DYT9 episodischer Ataxie Jominant Ip21
und Spastizitdt
Paroxysmale autosomal-
DYTI10 kinesiogene dystone Jominant 16p-ql12
Choreoathetose
) autosomal-
DYT11 Myoklonusdystonie dominant 7921 e-Sarkoglykan
Dystonie-Parkinson- C
DYTI2 Syndrom mit agg?;ﬁ?;ﬂ 19q13 “3'Untelz‘f£‘}‘;§$er Nat-
plotzlichem Beginn
DYT13 Segmentale TD mit | autosomal- | 1p36.13-
juvenilem Beginn dominant 36.32
) autosomal-
DYTI15 Myoklonusdystonie dominant 18p
Generalisierte TD autosomal- Stressantwortprotein
DYTI16 mit friihem Beginn rezessiv 2q PRKRA

Tab. 1: Genetisch bedingte Dystonien: Zusammenfassung der bisher bekannten genetischen
Dystonien mit Dystonieform, Erbgang, Genort und Genprodukt (TD = Torsionsdystonie)
(modifiziert nach Schmidt et al., 2008).
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2.1.3. Pathophysiologie primérer Dystonien

Das Hauptcharakteristikum von Dystonien sind unwillkiirliche Muskelkokontraktionen von
agonistischen und antagonistischen Muskeln, die zu schraubenartigen Verdrehungen fiihren
(Fahn, 1988; Hallett, 1993). Mit Hilfe von elektromyelographischen Untersuchungen (EMG)
konnten diese Muskelkokontraktionen in 3 Typen unterteilt werden: lang anhaltende
Spasmen, mit einer Dauer von mehreren Sekunden (s), repetitive, rhythmische
Kokontraktionen mit einer Dauer von 200-500 ms und kurze, irreguldre Kokontraktionen von
<100 ms (Rothwell, 1995). Bei fokalen und generalisierten Dystonien wurde eine reduzierte
reziproke Hemmung von spinalen- und Hirnstammreflexen nachgewiesen (Hallett, 1993, ,
1998a, 1998b; Vitek, 2002). Durch transkranielle Magnetstimulationen wurde eine erhdhte
kortikale motorische Erregbarkeit bei Dystonie-Patienten festgestellt (Rothwell, 1995).

Die Pathophysiologie der primdren Dystonie ist bis heute nicht geklirt. Es wird vermutet,
dass der nachgewiesene Verlust der Inhibition von spinalen- und Hirnstammreflexen das
Resultat verdnderter absteigender Projektionen zu den inhibitorischen Neuronen ist, die
indirekt durch die Aktivitit hoher geschalteter Zentren, wie den Basalganglien, moduliert
werden (Richter und Loscher, 1998; Vitek, 2002). Obwohl keine neuropathologischen
Verdanderungen durch Computertomographie, Magnetresonanzstudien oder postmortale
histopathologische Untersuchungen nachgewiesen werden konnten, wird die idiopathische
Dystonie zu den Basalganglienerkrankungen gezéhlt (Marsden und Quinn, 1990). Dafiir
sprechen Befunde bei Patienten mit sekunddrer Dystonie, da sie hdufig mit Lisionen im
Striatum, Globus pallidus (GP) und/oder Thalamus (THA) assoziiert sind (Berardelli et al.,
1998; Vitek, 2002). Bei Patienten mit primdrer Dystonie wurden verminderte Entadungsraten
des Globus pallidus internus (GPi) (Vitek, 2002) sowie eine verminderte Aktivitit von
Neuronen des subthalamischen Nucleus (STN) gefunden (Zhuang et al., 2004). Aullerdem
sind nachweisliche Basalganglienerkrankungen, wie z.B. die Parkinson’sche Krankheit und
Chorea Huntington, hdufig von Dystonien begleitet (Richter und Loscher, 1998). Ein weiterer
Hinweis ist, dass ein Dopaminmangel in den Basalganglien bei der Dopa-responsiven

Dystonie (DRD) zur Auspragung der Symptome fiihrt (Hallett, 1998b).

2.1.3.1. Pathophysiologische Bedeutung der Basalganglien

Die Basalganglien umfassen verschiedene miteinander verschaltete subkortikal gelegene
Kerne. Diese erhalten okkulomotorische, motorische, assoziative wund limbische
Informationen, verarbeiten diese und leiten sie iiber den THA zu frontalen Kortexarealen

zuriick (De Repentigny et al., 2003; Smith et al., 1998).
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Zu den Basalganglien zdhlen der Nucleus (N.) caudatus, der N. lentiformis (bestehend aus
Putamen und GP), das dorsale Striatum, der N. accumbens (ventrales Striatum), der STN und
die Substantia nigra (SN) (Smeets et al., 2000). Der GP besteht beim Primaten aus einem
inneren (GPi) und einem duBeren Segment (GPe). Dabei entspricht der GPi dem
entopeduncularen N. (EPN) und der GPe dem GP des Nagers. Der N. caudatus und das
Putamen werden nur beim Primaten durch die Capsula interna getrennt, sie bilden gemeinsam
das dorsale Striatum (nachfolgend nur noch als Striatum bezeichnet). Die SN besteht aus einer
Pars compacta (SNc) und einer Pars reticulata (SNr). Melaninhaltige (schwarze) Neurone in
der SNc¢ haben der Region ihren Namen gegeben (Keyserlingk, 2006; Smith et al., 1998).

Etwa 90% der Neurone der Basalganglien sind Projektionsneurone, die ihre Informationen in
andere Hirnregionen weiterleiten, 10% sind Interneurone (Keyserlingk, 2006). Abb. 2 A zeigt
eine vereinfachte schematische Darstellung der Verkniipfungen innerhalb der Basalganglien.
Die Basalganglieneingangsstruktur ist das Striatum. Dieses bekommt vor allem exzitatorische
glutamaterge und aspartaterge Informationen vom zerebralen Kortex, sowie von der SNc
dopaminerge Zustrome. Motorische und sensible Informationen werden ins Putamen,
assoziative Informationen in den N. caudatus und limbische Informationen in den
N. accumbens projiziert. Unter Ruhebedingungen ist die Aktivitit dieser Neurone relativ
niedrig im Vergleich zu den tonisch aktiven Neuronen des GP und STN. Aktivierung des
kortiko-striatalen Weges fiihrt zu einer erhohten Aktivitdt der Neurone des Striatums. Vom
Striatum aus gibt es einen direkten (striato-nigralen) und einen indirekten (striato-pallidalen)
Weg zu den Ausgangsstrukturen (GPi und SNr). Die Neurone beider Wege setzen den
inhibitorischen Neurotransmitter y-Aminobuttersdure (GABA) frei. Durch den direkten Weg
werden die Ausgangsstrukturen gehemmt, wodurch der THA weniger inhibiert wird. Dies
verstirkt die exzitatorische Wirkung auf den prefrontalen Kortex. Der indirekte Weg hemmt
den GPe, wodurch dieser den STN vermindert hemmt. Dieser erregt dadurch vermehrt die
Ausgangsstrukturen und dies fiihrt zur stdrkeren Hemmung des THA. Durch diese Kette wird
die exzitatorische Wirkung des THA auf die Kortexareale vermindert (Keyserlingk, 2006;
Smith et al., 1998). Auf die beiden Wege wirken dopaminerge Neurone der SNc regulierend.
Dabei wird iiber D;-Rezeptoren der direkte Weg aktiviert und iiber D,-Rezeptoren der
indirekte Weg gehemmt (Vitek und Giroux, 2000). Beides fiihrt somit zu einer verminderten
Aktivierung der Basalganglienausgangsstruktur. Uber die Pyramidenbahn projiziert der
primdre motorische Kortex dann zu spinalen Motoneuronen, die die Koérpermuskeln
innervieren (Schmidt et al., 2008). Unter physiologischen Bedingungen geht man davon aus,

dass der direkte Weg kortikal initiierte Bewegungen verstiarkt, wahrend der indirekte Weg
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antagonistische oder ungewollte Bewegungen inhibiert und sich die beiden Wege im
Gleichgewicht befinden. Somit miissten Storungen in diesem Gleichgewicht zu
hypokinetischen  (Bewegungsverminderung) oder hyperkinetischen (iiberschieende

Bewegungsverstirkung) Bewegungsstorungen fiihren (Vitek, 2002).

A B
Kortex Kortex
l Glu Jvelu 1 4 l' Glu lGIu l
Striatum
2 &' Glu D2gg &0 Glu
Dopamin Dopamin
- <| Thalamus SNc <l Thalamus
< <
(L) A (L)
< <
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< <
o o
| l
Glu_ Gpi (EPN) Glu  Gpi (EPN)
— STN SNr

Abb. 2: Vereinfachte Darstellung wichtiger Verbindungen innerhalb der Basalganglien
unter physiologischen Bedingungen (A) und die Hypothese zur Entstehung
hyperkinetischer Bewegungsstorungen (B). Dargestellt ist die sog. kortiko-striato-thalamo-
kortikale Feedbackschleife. Das Striatum erhilt glutamaterge Informationen aus dem Kortex,
die tiber GABAerge Projektionsneurone direkt oder indirekt iber GPe (GABAerg) und STN
(glutamaterg) zu den Basalganglienausgangsstrukturen (GPi [EPN], SNr) weitergeleitet
werden. Von dort leiten ebenfalls GABAerge Neurone die Informationen zum Thalamus, der
wiederum glutamaterg zum Kortex projiziert. Dopaminerge Projektionen greifen regulierend
auf die beiden Wege ein. Der Hemiballismus (B) kann durch eine Lasion des STN verursacht
werden. Die mangelnde Erregung des Basalganglienausgangskomplexes fiihrt zu einer
Disinhibition thalamischer Kerne. Als Folge tritt eine verstarkte Aktivitdt thalamokortikaler
Neurone ein. (Glu = Glutamat; GPe: Globus pallidus externus, GPi: Globus pallidus internus,
EPN: Nucleus entopeduncularis, SNc: Substantia nigra pars compacta, SNr: Substantia nigra
pars reticulata, STN: subthalamischer Nucleus). Nach Vitek und Giroux, 2000.

Bei Hypokinesien wie z.B. der Parkinson’schen Krankheit kommt es zu Akinesie oder
Bradykinesie, Muskelrigiditdt, gestorter Bewegungsinitiation sowie teils auch zu einem
Ruhetremor. Ein Mangel an Dopamin (DA) im Striatum, durch Degeneration dopaminerger
Neurone in der SNc, filihrt {iber den indirekten und den direkten Weg zu einer erhdhten

Aktivitit der Basalganglienausgangsstruktur (GPi), was zu einer Uberinhibition
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thalamokortikaler Neurone fiihrt (Rouse et al., 2000).

Hyperkinetische Erkrankungen wie der Hemiballismus und Chorea Huntington sind durch
unkontrollierte und relativ schnelle Bewegungen gekennzeichnet, denen pathophysiologische
Veranderungen der Basalganglien zugrunde liegen (Vitek und Giroux, 2000). So kann der
Hemiballismus die Folge eines Schlaganfalls sein, wenn durch diesen der STN stark
beschadigt wurde. Wie Abb. 2B zeigt, werden diese Symptome auf eine reduzierte Erregung
der Basalganglienausgangsstruktur zuriickgefiihrt. Dadurch kommt es zu einer verminderten
inhibitorischen Aktivitit auf den THA und in der Folge zu einer erhdhten Erregung des
Kortex (Vitek, 2002).

Lange wurden die in Kapitel 2.1. detailliert beschriebenen Dystonien aufgrund ihrer
Symptomatik den hyperkinetischen Bewegungsstérungen zugeordnet. Vor allem
elektrophysiologische Untersuchungen an Dystonie-Patienten konnten jedoch zeigen, dass die
oben beschriebene Annahme der pathophysiologischen Verdnderungen fiir hyperkinetische
Bewegungsstorungen, fiir die Dystonie so zu vereinfacht dargestellt ist. Bei Patienten mit
primédrer Dystonie wurde mittels elektrophysiologischen Untersuchungen eine verminderte
Entladungsrate von Neuronen des GPi festgestellt, wodurch der THA enthemmt wird und
dieser daher den Kortex vermehrt erregt. Eine chronische Stimulation des GPi fiihrt daher zu
einer Besserung der Symptome. Im Widerspruch dazu fiihrt allerdings auch eine Pallidotomie
zu einer Verbesserung der Symptome der Dystonie. Daher geht man des Weiteren von einem
verdnderten Endladungsmuster pallidaler Neurone aus (Vitek, 2002). Eine andere Studie hat
auBerdem Verdnderungen in der Entladungsrate des ventralen lateralen Thalamuskerns
nachgewiesen, dies konnte ein Grund dafiir sein, dass eine Thalamotomie zu einer
Verbesserung von Dystonien fiihrt. Ebenso wurde eine verminderte Aktivitit von Neuronen
des STN festgestellt (Zhuang et al., 2004), was eine herabgesetzte glutamaterge Erregung des
GPi (EPN) nach sich zieht (vgl. Abb. 2 B).

2.1.3.2. Physiologische und pathophysiologische Bedeutung von Dopamin (DA)

Fehlfunktionen des dopaminergen Systems scheinen fiir die Entstehung von Dystonien eine
entscheidende Rolle zu spielen. DA (3,4-Dihydroxyphenylethylamin) gehort zu den
Katecholaminen. Die Synthese der Katecholamine erfolgt in mehreren Schritten (s. Abb. 3)
und findet im Zytoplasma statt. Der Vorldufer aller Katecholamine ist L-Tyrosin. Dieses wird
durch das Enzym Tyrosinhydroxylase (TH) zu 3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA oder
Levodopa) hydroxyliert, ein Vorgang, der den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der
Synthese darstellt. Im nichsten Schritt wird L-DOPA durch das Enzym DOPA-
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Decarboxylase zu DA decarboxyliert (s. Abb. 3). In dopaminergen Neuronen ist dies der
Endpunkt der Synthese. In noradrenergen Neuronen hingegen kann DA durch das Enzym

Dopamin-B-Hydroxylase weiter zu Noradrenalin umgesetzt werden (Verheij und Cools,

2008).

HO OH

HO

OH OH

TH DOPA- Adrenalin

— —_— Em— ]

Decarboxylase Noradrenalin
INHQ \/\[\/NHz w

HO™ o HoN

O HO

L-Tyrosin L-DOPA Dopamin

Abb. 3: Schematische Darstellung der Dopaminsynthese. L-Tyrosin wird durch die
Tyrosinhydroxylase (TH) zu L-DOPA und dieses durch die DOPA-Decarboxylase zu DA
umgesetzt.

Die Speicherung von DA erfolgt in Vesikeln (s. Abb. 4). Fiir die Aufnahme des DA in diese
Vesikel sind im ZNS vesikuldre Monoamin-Transporter vom Typ 2 (VMAT?2) verantwortlich
(Iversen, 2006; Liu et al., 1992). Die Freisetzung von DA in den synaptischen Spalt erfolgt
aufgrund von Nervenimpulsen (Iversen, 2006). Postsynaptisch befinden sich
Dopaminrezeptoren, an die das DA bindet und auf diese Weise Reaktionskaskaden auslost.
Das DA aus dem synaptischen Spalt wird entweder durch den Dopamintransporter (DAT)
wieder in die Nervenendigung aufgenommen oder im synaptischen Spalt abgebaut (Barneoud
et al.,, 1996). Wiederaufgenommenes DA kann entweder durch VMAT2 zuriick in Vesikel
transportiert und gespeichert (Recycling) oder abgebaut werden. Dieser Abbau erfolgt
intraneuronal durch die Enzyme Monoaminooxidase Typ A oder B (MAO-A/-B) oder
extraneuronal durch die Katecholamin-O-Methyltransferase (COMT). Dabei entstehen {iiber
Zwischenprodukte die Metabolite  3,4-Dihydroxyphenylessigsdure (DOPAC) und
Homovanillinsdure (HVA) (s. Abb. 4), welche iiber den Harn ausgeschieden werden (Hutson

und Curzon, 1983; Loschmann und Schulz, 1997).
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1 = Tyrosinhydroxylase
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3 = Monoaminooxidase (MAO)
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5 = Katechol-O-Methyltransferase (COMT)
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Abb. 4: Schematische Darstellung der synaptischen Ubertragung durch Dopamin sowie
dessen Abbau. Nach der Synthese von DA wird dieses in Vesikeln gespeichert. Trifft ein
Nervenimpuls ein, so wird das DA in den synaptischen Spalt entlassen. Dort kann es
postsynaptisch an Dopaminrezeptoren binden, iiber DAT wieder ins Neuron aufgenommen
oder durch COMT abgebaut werden. Wiederaufgenommenes DA kann entweder in Vesikeln
gespeichert werden (Recycling) oder wird iiber MAO abgebaut werden. Uber D,
Autorezeptoren kann auflerdem die Ausschiittung gehemmt werden. (DA = Dopamin,
DOPAC = 3,4-Dihydroxyphenylessigsdaure, DAT = Dopamintransporter, HVA =
Homovanillinsdure, MT = Methoxytyramin; VMAT2 = Vesikuldrer Monoamin Transporter
vom Typ 2). Modifiziert nach Starke 2005.

Die Dopaminrezeptoren gehdren zu den transmembrandren G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren. Zunidchst wurden 2 Dopaminrezeptortypen (D; und D,) identifiziert (Kebabian
und Calne, 1979). Aufgrund neuerer Techniken sind heute 5 Dopaminrezeptorsubtypen
bekannt. Da der Ds-Rezeptor strukturelle und pharmakologische Gemeinsamkeiten mit dem

D;-Rezeptor aufweist, werden diese Rezeptoren zur Gruppe der D;-dhnlichen Rezeptoren
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zusammengefasst. Allerdings besitzt der Ds-Rezeptor eine wesentlich hohere Affinitdt zu DA
als der D;-Rezeptor. Der Ds- und der Ds-Rezeptor weisen strukturelle und pharmakologische
Gemeinsamkeiten mit dem D,-Rezeptor auf und werden daher zu den D;-dhnlichen
Rezeptoren gezdhlt (Jaber et al., 1996; Seeman und Van Tol, 1994). Die Aktivierung von D;-
dhnlichen Rezeptoren fiihrt zur Aktivierung einer Adenylatcyclase, wodurch es zur Bildung
von zyklischem Adenosinmonophosphat kommt. Aktivierung der D,-dhnlichen Rezeptoren
hingegen fiihrt zur Hemmung der Adenylatcyclase-Aktivitit (Clark und White, 1987). Beide
Rezeptortypen kommen postsynaptisch vor, der D,-Rezeptor wurde allerdings auch
prasynaptisch gefunden, wo er als Autorezeptor die Transmitterfreisetzung hemmt (Hahn et
al., 2006). Fiir die Verteilung der Dopaminrezeptortypen gibt es in der Literatur
unterschiedliche Angaben. Insgesamt weisen immunhistochemische Untersuchungen
(nachgewiesenes Protein) und in-situ-Hybridisierungs-Studien (Nachweise von mRNA) auf
folgende Verteilung hin: D;-Rezeptoren findet man vor allem in den Basalganglien, im
N. accumbens, im Tuberculum olfactorium und in geringer Dichte im Kortex, THA,
Hypothalamus, Hippocampus und Kleinhirn. Die Verteilung der D;- und Ds;-Rezeptoren
entspricht der des D;-Rezeptors. Ds-Rezeptoren findet man in der Amygdala, im kaudalen
Putamen, im Hypothalamus, in der SN und im Kortex. Ds-Rezeptoren findet man in den
Basalganglien, dem THA, dem Tuberculum olfactorium, dem Hippocampus, dem Kortex,
dem Kleinhirn und im Hypothalamus (zur Ubersicht: Levant, 1996).

Die vier wichtigsten dopaminergen Systeme im ZNS sind das nigrostriatale (Projektion von
der SNc ins Striatum), das mesolimbische (Projektion von der ventralen tegmentalen Area
zum N. accumbens), das mesokortikale (ventrale tegmentale Area-Efferenzen zum Kortex)
und das tuberoinfundibuldre System (Verbindung zwischen N. arcuatus und medialer
Eminenz). Fiir die Motorik von besonderer Bedeutung ist das nigrostriatale System (Jaber et
al., 1996; Marsden, 2006). Im nigrostriatalen System fithren Dopaminagonisten zu einer
Abnahme der Zellaktivitit dopaminerger Neurone, einer Abnahme des Dopaminumsatzes und
des Dopaminkatabolismus. Dopaminantagonisten bewirken das Gegenteil und beschleunigen
die Dopaminsynthese (Cooper et al., 1991). Die im Striatum gelegenen GABAergen Neurone
des direkten Weges exprimieren iiberwiegend D;-Rezeptoren. Bei Aktivierung dieser
Rezeptoren durch DA wird die hemmende Wirkung der Neurone auf den GPi verstiarkt. Die
Projektionsneurone des indirekten Weges exprimieren {liberwiegend D,-Rezeptoren, bei
Aktivierung durch DA folgt eine verminderte Hemmung des GPe, welcher dadurch den STN
vermehrt hemmt. Als Folge wird der GPi durch den STN weniger erregt (Levey et al., 1993).
Beide Wirkungen fiihren dazu, dass der GPi den THA weniger hemmt und somit die
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erregende Aktivitit des THA auf den Kortex verstirkt (vgl. Abb. 2). Bei einem Uberangebot
von DA kommt es daher durch die Hemmung des indirekten Weges und die Verstiarkung des
direkten Weges zu hyperkinetischen Syndromen (DeLong, 1990). Ein striataler
Dopaminverlust hat hingegen eine Uberaktivitit des indirekten Weges sowie eine verminderte
Aktivitit des direkten Weges und dadurch eine reduzierte Inhibition der Ausgangsstrukturen
der Basalganglien zur Folge. Somit kommt es zu einer vermehrten Hemmung des THA,
wodurch ein hypokinetisches Syndrom entsteht (DeLong, 1990).

Je nach Dystonieform konnten bei Patienten unterschiedliche Verinderungen im
dopaminergen System festgestellt werden. So wurde eine verminderte Bindung von DA an
D,-Rezeptoren im Putamen von Patienten mit fokaler und DYTI-Dystonie gefunden,
wiéhrend bei Patienten mit einer DRD eine erhohte D,-Rezeptorbindung nachgewiesen wurde
(Breakefield et al., 2008). In Ubereinstimmung mit der guten Wirksamkeit von L-DOPA fiihrt
ein Dopaminmangel in den Basalganglien bei der DRD zur Ausprigung der Symptome
(Hallett, 1998b). In Gehirnen von DYTI-Patienten wurden sowohl erniedrigte als auch
normale Dopaminspiegel sowie erhohte DOPAC-Spiegel im Striatum beschrieben, was fiir
einen erhohten Dopaminumsatz spricht. Des Weiteren zeigten rezeptorautoradiographische
Untersuchungen eine verminderte Liganden-Bindung an D;- und D,-&hnliche Rezeptoren
(Augood et al., 2004; Wichmann, 2008). Die Zellen der SNc waren bei DYTI1-Patienten
groBer als bei nicht betroffenen Personen, wobei sich die Anzahl nicht unterschied (Rostasy et
al., 2003).

Die Erforschung der Pathophysiologie ist dadurch erschwert, dass es viele Dystonienformen
gibt und somit nicht geniigend Patienten mit einer bestimmten Dystonieform vor Ort
untersucht werden kénnen. Die Heterogenitit in Symptomatik und Genetik und die bereits
vorhandenen  Untersuchungsergebnisse  lassen  vermuten, dass den zahlreichen
Dystonieformen auch unterschiedliche Pathomechanismen zugrunde liegen. Daher sollten
Untersuchungen an Humanpatienten in moglichst homogenen und gut charakterisierten
Gruppen erfolgen (Spinella und Sheridan, 1994). So ist bisher nur fiir die DRD bekannt, dass
ihr ein Dopaminmangel infolge einer mangelnden Dopaminsynthese zugrunde liegt (Nemeth,
2002). Fiir andere Dystonieformen, bei denen Dopaminrezeptorantagonisten wirksam sind,
liegt eher die Vermutung einer erhohten dopaminergen Aktivitit nahe. Untersuchungen der
Zerebrospinalfliissigkeit ergaben in einer Grof3familie mit PDC erhéhte Monoaminspiegel
wihrend dystoner Attacken. Positronen-Emissions-Tomographie (PET) mit einem D,-
Rezeptorliganden zeigten bei denselben Patienten keine Rezeptorverdnderungen (Jarman et

al., 2000). In PET-Bindungsstudien mit einem VMAT2-Liganden konnten bei PDC-Patienten
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ebenfalls keine Abweichungen festgestellt werden (Bohnen et al., 1999). In einem Patienten
mit paroxysmaler Ubungs- (,,exercise-*) induzierten Dystonie wurde nach einer dystonen
Attacke eine erhohte Konzentration von Dopaminmetaboliten in der Zerebrospinalfliissigkeit
nachgewiesen (Barnett et al., 2002). Bei PET-Untersuchungen wurde bei Patienten mit DRD
eine reduzierte bis normale Aufnahme des Markers ['*F]-DOPA festgestellt (Sawle et al.,
1991), wohingegen bei anderen Dystonie-Patienten eine erhohte bzw. normale striatale
Aufnahme vorhanden war (Otsuka et al., 1992). Untersuchungen mittels PET bei Patienten
mit fokalen Dystonien deuten auf eine gestorte Inhibition verschiedener Bereiche im ZNS hin.
AuBerdem wird eine erhohte Plastizitit des motorischen Kortex bei der fokalen Handdystonie
angenommen. Ebenfalls fiir die fokale Handdystonie wird eine abnormale sensorische
Funktion angenommen, die zwar in der Klinik nicht auffillt, aber mit speziellen Tests
nachweisbar ist (Hallett, 1998a, , 2006).

Bisher beschrinken sich Uberlegungen und Untersuchungen zu biochemischen
Fehlfunktionen weitgehend auf das dopaminerge System. Dopaminerge Fehlfunktionen
konnten aber lediglich eine Folge verminderter GABAerger Inhibition sein (Gernert et al.,
2000; Hamann und Richter, 2004; Richter und Lodscher, 1998). Allerdings wurden der
inhibitorische Neurotransmitter GABA und die exzitatorischen Aminosduren (Glutamat,
Aspartat), die in den Basalganglien eine gro3e Rolle spielen, bislang bei Dystonie-Patienten

kaum untersucht.

Die eingeschriankten Untersuchungen mit nicht invasiven Methoden und die oben erwéhnte
geringe Patientenzahl erschweren die Erforschung humaner Dystonien. Aufgrund dieser
Problematik besteht ein grofler Bedarf an geeigneten, gut charakterisierten Tiermodellen fiir
die unterschiedlichen Formen der Dystonie. Durch solche Tiermodelle sind einerseits
Untersuchungen an einer geeigneten Anzahl von Tieren mdglich, andererseits konnen
invasive Methoden zur Erforschung einzelner Fragestellungen durchgefiihrt werden (Richter

und Loscher, 1998).

2.1.3.3. Bedeutung des TorsinA fir die Early-onset-Torsionsdystonie

Das Protein TorsinA wird vom DYTI1- (Synonym: TORIA) Gen codiert. Es ist ein 332
Aminosduren langes Protein mit einem Molekulargewicht von ungefdhr 37 Kilo-Dalton
(Ozelius et al., 1997) und gehort in die Gruppe der AAA" Proteine (ATPase Associated with a
variety of cellular Activities) (Neuwald et al., 1999). Diese Proteine sind unter anderem an
der Faltung und korrekten Lage anderer Proteine beteiligt (Ozelius et al., 1999).

TorsinA kommt in fast allen Geweben des Korpers vor. Im Gehirn wird es in besonders hohen
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Konzentrationen in den dopaminergen Neuronen der SN exprimiert. Auflerdem wurden noch
hohe Konzentrationen im Zerebellum, in unterschiedlichen Thalamuskernen, dem
Hippocampus und dem frontalen Kortex gefunden (Augood et al., 1999). Dabei ist TorsinA
normalerweise vor allem im Lumen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) lokalisiert
(Ozelius et al., 1997). Neuere Studien in Zellkulturen konnten allerdings TorsinA auch im
Lumen der Kernmembran nachweisen (Giles et al., 2008; Goodchild et al., 2005). In der
Literatur gibt es unterschiedliche Auffassungen dariiber, ob es sich bei TorsinA um ein
transmembrandres Protein handelt (Hewett et al., 2000; Liu et al., 2003) oder es nur an
transmembrandre Membranproteine bindet und somit dynamisch mit der Membran des ER
interagiert (Callan et al., 2007; Zhao et al., 2008b). In Gehirnen von Kindern konnte TorsinA
ab einem Alter von 6 Wochen nachgewiesen werden, wobei die Konzentrationen bis zum
Alter von 2 Monaten anstieg. Einzige Ausnahme war die SN, in der es schon im Alter von 4
Wochen nachgewiesen werden konnte (Siegert et al., 2005).

Uber die physiologische Funktion des TorsinA ist noch wenig bekannt. Untersuchungen in
Zellkulturen haben gezeigt, dass es nach Hinzufiigen von TorsinA zu einer Verlagerung des
DAT von der Zelloberfliche ins Zellinnere kommt. Hier liegt dieser dann mit TorsinA
kolokalisiert vor. Auch fiir den Anti-Norepinephrin-Transporter und andere polytope G-
Protein-gekoppelte Transporter konnte eine Verlagerung ins Zellinnere in Anwesenheit von
TorsinA nachgewiesen werden (Torres et al., 2004). Ebenfalls wurde eine Verbindung von
TorsinA zu verschiedenen Proteinen, die am Aufbau des Zytoskeletts beteiligt sind,
nachgewiesen (z.B. Vimentin). Diese Proteine spielen bei der Mobilitdt der Zellmembran und
beim Wachstum von Zellen eine Rolle (Hewett et al., 2006; Kamm et al., 2004). Aullerdem
scheint TorsinA am Recycling von Membranen der synaptischen Vesikel beteiligt zu sein
(Granata et al., 2008). Eine Uberexpression von TorsinA beugt nachgewiesenermaBen der
Aggregatbildung von Proteinen vor und schiitzt Zellen vor Zytotoxizitit bei oxidativem
Stress, bet Hemmung von Proteasomen und bei Entzug von Nahrungsfaktoren (Bressman,
2006; Kuner et al., 2003). Einhergehend mit diesem Nachweis konnten, vermutlich als
Gegenreaktion zur Zytotoxizitdt, erhohte TorsinA Spiegel in einem Mausmodell fiir die
Parkinson’sche Krankheit und in einem akuten Ischdmie-Modell nachgewiesen werden
(Kuner et al., 2004; Zhao et al., 2008b).

Durch die GAG Mutation im DYTI-Gen kommt es beim TorsinA zum Verlust einer
Glutaminsdure nahe dem Karboxylende des Proteins (AE-TorsinA) (Ozelius et al., 1997).
Interessanterweise unterscheidet sich die Verteilung von AE-TorsinA im Gehirn nicht von

derjenigen des normalen TorsinA (Rostasy et al., 2003). In vitro bildet AE-TorsinA
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Einschlusskorperchen im Zytoplasma, die hdufig im Bereich des Zellkerns vorliegen.
Dadurch kann das Protein moglicherweise nicht mehr seine eigentlichen Funktionen
ausfithren (Hewett et al., 2000; Misbahuddin et al., 2005). In diesen Einschlusskdrperchen
wurde auBlerdem VMAT2 nachgewiesen, wodurch Stérungen des Dopaminspiegels bei
DYT]1-Patienten zu erkldren wiren (Misbahuddin et al., 2005). In anderen Zelllinien wurden
allerdings keine Effekte auf die Lokalisation der Transportproteine DAT und VMAT2 durch
AE-TorsinA gefunden (Torres et al.,, 2004). Diese Einschlusskorperchen konnten bei
immunhistochemischen Untersuchungen an menschlichen Gehirnen nicht nachgewiesen
werden, was allerdings nicht bedeuten muss, dass sie nicht existieren. Zum einen kdnnte ihr
Fehlen auf die in vivo wesentlich geringeren Konzentrationen an AE-TorsinA zuriickzufiihren
sein, so dass die geringeren Mengen an Einschlusskoérperchen nicht nachweisbar waren.
Zudem detektieren einige Antikorper (Ak) das mutierte TorsinA schlechter als das normale
TorsinA. Zum anderen wire es moglich, dass sie durch das Melanin in den Neuronen der SN
verdeckt sind. Es kann also durchaus sein, dass geringe Konzentrationen von
Einschlusskorperchen auch im Gehirn von Dystonie-Patienten vorkommen (Rostasy et al.,
2003). Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass das normale und das AE-TorsinA
Proteinkomplexe bilden, was erklédrt, warum auch TorsinA in Anwesenheit von AE-TorsinA
seine Funktion verliert und das AE-TorsinA somit einen dominant negativen Effekt besitzt.
Dies wiirde auch eine Erkldrung dafiir liefern, warum heterozygote Gentrdger erkranken
(Torres et al., 2004). Eine weitere Studie konnte zeigen, dass AE-TorsinA in neuronalen
Zellen, nicht jedoch in anderen Gewebszellen zu einer Verlagerung des TorsinA vom ER zur
Kernmembran fiihren kann. In derselben Studie wurde nachgewiesen, dass AE-TorsinA eine
verkiirzte Lebensdauer gegeniiber normalen TorsinA aufweist. Der involvierte Abbauweg gibt
einen Hinweis auf eine falsche Faltung des AE-TorsinA (Giles et al., 2008). AuBlerdem weist
das AE-TorsinA nicht mehr den Schutz gegen Zytotoxizitit auf (s.o.) (Bressman, 2006; Kuner
et al., 2004; Kuner et al., 2003). In vivo Studien an Knock-out und Knock-in Méusen zeigten,
dass Tiere, die nur das AE-TorsinA besitzen, nicht iiberlebensfdhig sind (Dang et al., 2005;
Goodchild et al., 2005).

Bragg et al. (2004) postulierten einen Zusammenhang von DA und AE-TorsinA in der SN fiir
die Entstehung der DYT1-Dystonie. Den dopaminergen Neuronen der SNc wird dabei eine
Schliisselrolle in der Entstehung von dystonen Bewegungsstorungen unterstellt. Diese Zellen
erfahren oxidativen Stress infolge des Dopaminmetabolismus. Sie exprimieren daher hohe
Konzentrationen an TorsinA, um sich vor oxidativem Stress zu schiitzen. Es wire also

denkbar, dass die Neurone von DYTI-Patienten aufgrund des Funktionsverlusts des AE-
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TorsinA nicht mehr gegen oxidativen Stress geschiitzt sind (Bragg et al., 2004).

2.1.4. Therapie primérer Dystonien

Durch die mangelnde Kenntnis der Pathophysiologie der Dystonien ist deren Therapie in der
Regel rein symptomatisch und empirisch. Die Therapie verlduft hiufig enttduschend und
miindet nicht selten in schweren Behinderungen (Fahn, 1995).

Dopaminerge Substanzen, vor allem der Dopamin-Vorldufer L-DOPA, werden hiufig initial
bei Dystonie-Patienten eingesetzt. Hierbei dienen Sie auch als Diagnostikum, da Patienten mit
DRD sehr gut und meist schon in geringen Dosen auf die Therapie ansprechen. Ist keine
Besserung innerhalb von 4 Wochen sichtbar, kann diese Dystonieform ausgeschlossen
werden. Anders als Parkinson-Patienten entwickeln Patienten mit DRD auch bei
Dauertherapie mit L-DOPA keine Dyskinesien (Nygaard, 1995). Bei 12% der Patienten mit
anderen Dystonieformen fithrt L-DOPA ebenfalls zu einer Verbesserung der Symptome,
allerdings kommt es bei 34% der Patienten zu einer Verschlechterung der Symptomatik
(Spinella und Sheridan, 1994). Dopaminrezeptoragonisten fiihren bei 25% aller Dystonie-
Patienten zur Verbesserung der Symptome (Fahn, 1995). Antidopaminerge Substanzen
wurden in der Vergangenheit hdufig eingesetzt, allerdings haben diese Substanzen viele
Nebenwirkungen, wodurch ihre praktische Anwendung limitiert ist (Jankovic, 2006).
Anticholinerge Substanzen (z.B. Trihexyphenidyl) werden bei segmentalen und
generalisierten Dystonien eingesetzt. Bei einschleichender Dosierung werden diese
Substanzen meist gut vertragen. Allerdings kommt es auch hier bei hoheren Dosen zu
Nebenwirkungen, die den therapeutischen Einsatz limitieren (Jankovic, 2006).

Mit GABA potenzierenden Substanzen (z.B. Baclofen, Benzodiazepine) kann bei 15-20%
der Patienten mit idiopatischer Dystonie eine Verbesserung der Symptomatik erreicht werden
(Fahn, 1995). Aullerdem kommen bei axialen Dystonien auch intrathekale Applikationen von
Baclofen mittels Dauerinfusionspumpe in Betracht (Ford et al., 1996).

Botulinumtoxin, welches die Freisetzung von Acetylcholin an der neuromuskuldren
Endplatte hemmt, ist Mittel der Wahl bei fokalen Dystonien (Lew, 2002). Die Wirkung hilt
aber nur ca. 3 Monate an und einige Patienten entwickeln nach wiederholter Applikation
zudem eine Therapieresistenz durch die Bildung von Ak gegen das Botulinumtoxin (Adler et
al., 2002). Die Ak sind spezifisch fiir das jeweilige Botulinumtoxin, so dass bei Patienten, die
zuvor Botulinumtoxin A erhielten, durchaus mit dem Einsatz von Botulinumtoxin B noch
Therapieerfolge zu erzielen sind. Botulinumtoxin B ruft allerdings weitaus héufiger

Nebenwirkungen hervor und nach wiederholter Gabe kann es auch hierbei durch Bildung von
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Ak zur Therapieresistenz kommen (Ceballos-Baumann et al., 2006; Jankovic, 2006).

Vor dem Einsatz von Botulinumtoxin wurden hédufig periphere Denervationen bei fokalen und
segmentalen Dystonien als Therapiemafinahme angewandt (Bertrand und Molina-Negro,
1988). Da die Operation aber schwerwiegende Komplikationen mit sich bringen kann, erfolgt
sie nur noch bei Patienten, die gegen Botulinumtoxin resistent sind (Krauss et al., 1997).
Mangelnde Erfolge der Pharmakotherapie fiihrten zur Entwicklung verschiedener
chirurgischer Therapieverfahren bis hin zur tiefen Hirnstimulation des GPi (Jankovic, 2006),
mit der bei DYT1-Patienten oft deutliche Besserungen der Dystonie erzielt werden konnten
(Vidailhet et al., 2005). Die neurochirurgischen Verfahren bergen aber einige Risiken, so dass
der Suche nach wirksamen Medikamenten eine grofle Bedeutung zukommt. Dazu und zur
Aufklarung der Pathophysiologie konnen gut charakterisierte Tiermodelle wesentlich

beitragen.

2.2, Tiermodelle fiir primére Dystonien

Wie bereits im vorangehenden Kapitel erldutert, sind die heute bekannten und angewandten
Therapien hidufig nicht zufriedenstellend. Phénotypische Tiermodelle konnen helfen,
Therapien zu verbessern und neue Therapieansdtze zu untersuchen. Genetische Tiermodelle
konnen neue Einblicke in die Pathophysiologie verschiedener Dystonieformen geben und
somit ebenfalls dazu dienen, neue, gezielte Therapien zu entwickeln (Richter und Loscher,
2000).

Damit ein Tiermodell als Modell fiir eine bestimmte Dystonieform verwendet werden kann,
muss es vorher genau charakterisiert werden und fiir eine bestimmte Dystonieform klar
definiert sein (Richter und Loscher, 2000). Die Charakterisierung sollte sich auf die Parameter
Verlésslichkeit (sog. ,,reliability*) und Giiltigkeit (sog. ,,validity*) stiitzen. Die Verlésslichkeit
bezieht sich auf die Kontinuitédt, mit der sich ein Phinomen immer wieder produzieren ldsst.
Die Giiltigkeit trifft eine Aussage liber die Eigenschaft des Modells, ein bestimmtes
Charakteristikum der Krankheit zu reproduzieren. Dabei unterscheidet man weiter die sog.
»face validity* (Vergleichbarkeit der Symptome beim Modell und beim Patienten), die sog.
,predictive validity” (vergleichbares Ansprechen auf Therapiemalnahmen) und die sog.
»construct validity” (Vergleichbarkeit der zugrundeliegenden pathophysiologischen
Mechanismen) (Jinnah et al., 2005; Richter und Loscher, 2000). In Hinblick auf die
»construct validity* ist die Beurteilung eines Tiermodells fiir eine idiopathische Dystonie des
Menschen meist schwierig, weil die Pathophysiologie dieser Dystonien bislang weitgehend

ungeklart ist.
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2.2.1. Phanotypische Tiermodelle

Phénotypische Tiermodelle sind Tiermodelle, die spezifische Symptome einer Erkrankung, in
diesem Falle der Dystonie, zeigen. Der dtiologische Zusammenhang mit der Erkrankung bei
Menschen ist allerdings hdufig nicht geklart (Jinnah et al., 2005).

Grundsitzlich sind hierbei Modelle, bei denen eine Dystonie experimentell induziert wird,
von Modellen mit hereditdrer Dystonie zu unterscheiden (Richter und Loscher, 2000). So
konnen beispielsweise durch die Verabreichung von Bay K 8644, einem Agonisten an
Kalziumkanélen vom L-Typ, dystone Bewegungsstorungen bei Miusen ausgelost werden
(Jinnah et al., 2000). Allerdings eignen sich solche experimentell induzierten Stérungen
weitaus weniger zur Erforschung von Pathophysiologie und neuen Therapiemdglichkeiten
idiopatischer Dystonien als die phénotypischen Modelle mit genetischem Hintergrund
(Richter und Loscher, 2000). Bei den Letztgenannten werden die dystonen
Bewegungsstérungen vererbt, wobei der genetische Hintergrund hédufig nicht genau bekannt

ist bzw. nicht mit denjenigen von Dystonie-Patienten iibereinstimmt.

Die dt-Maus ist eine Spontanmutante in einer BALB/cBy-Mauslinie. Die Tiere besitzen einen
Gendefekt auf Chromosom 1, der autosomal rezessiv vererbt wird (Richter und Lodscher,
1998). Durch diesen Defekt entstehen fortschreitende spinozerebellare Lidsionen und
Degenerationen der peripheren Nerven. Der Gendefekt kodiert fiir ein zytoskelettales Linker-
Protein (,,Dystonin®) (De Repentigny et al., 2003), das fiir die Zellarchitektur in Neuronen
und Muskeln wichtig ist. Lichtmikroskopisch wurden axonale Schwellungen im Hirnstamm
und Riickenmark und Demyelinisierungen peripherer Nerven nachgewiesen (Sotelo und
Guenet, 1988). Im Alter von 2 Wochen zeigen die Miuse zundchst Hyperflexionen der
Hinterextremitdten und Hyperpronationen der Pfoten. Im Alter von 3-4 Wochen haben die
Tiere so schwerwiegende Ataxien, Hyperextensionen und —flexionen der Beckengliedmalfien,
dass sie nicht mehr zur Futter- und Wasseraufnahme in der Lage sind (Duchen et al., 1964).
Dadurch ist die Lebenszeit der Tiere stark verkiirzt und es ist keine Zucht mit homozygoten
Tieren mdglich. Aufgrund des Fehlens der genannten neuropathologischen Verdnderungen
bei Dystonie-Patienten ist die dt-Maus nicht als Modell fiir die Dystonie geeignet (Richter
und Loscher, 2000; Sotelo und Guenet, 1988).

Bei der wri-Maus, die aus einer BALB/c-Inzuchtlinie hervorging, liegt der Gendefekt auf
Chromosom 6. Der Erbgang ist autosomal dominant (Takahashi und Kitamura, 1999). Die
Maiuse zeigen unwillkiirliche drehende und windende Bewegungen des Kopfes und des

Rumpfes (daher wriggle = sich winden). AuBlerdem haben die Tiere Myoklonien und Tremor
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(Ikeda et al., 1989). Die Symptome beginnen im Alter von 10-14 Tagen und es kommt dann
zu einer progressiven Generalisierung bis zum Alter von 12 Wochen. Die Futter- und
Wasseraufnahme ist so stark beeintrichtigt, dass es zur gestorten Vitalitdt und Fruchtbarkeit
kommt. Lichtmikroskopisch waren keine Verdnderungen im Gehirn nachweisbar,
elektronenmikroskopisch zeigte sich jedoch eine Reduktion von synaptischen Kontakten an
den dendritischen Verzweigungen der Purkinje-Zellen im Kleinhirn (Kokubun, 1991). Im
Innenohr der Tiere wurden epitheliale Defekte entdeckt (Takahashi et al.,, 1999).
Neurochemische Studien haben Verdnderungen des dopaminergen und des GABAergen
Systems im Striatum und im Kleinhirn ergeben (Ikeda et al., 1989). Bis jetzt wurden noch
keine EEG-Messungen durchgefiihrt, die ausschlieBen konnten, dass die myoklonischen

Reflexe epileptischen Ursprungs sind (Richter und Loscher, 2000).

Die dt-Ratte, die initial als Tiermodell fiir eine generalisierte TD vorgeschlagen wurde,
entstand durch eine Spontanmutation innerhalb einer Sprague-Dawley-Zuchtlinie (Lorden et
al., 1984). Der Erbgang ist autosomal rezessiv (Naudon et al., 1998). Die Jungtiere weisen im
Alter von ca. 10 Tagen erste Symptome, wie Torticollis und Kreisbewegungen, auf. Die
Symptome zeigen einen progressiven Verlauf und fithren schlieflich zu schraubenartigen
Bewegungen der Gliedmaflen und des Rumpfes, wodurch die Tiere nicht mehr in der Lage
sind, das Gleichgewicht zu halten (Lorden et al., 1984). Diese motorischen Stérungen fiihren
dazu, dass die Tiere infolge einer gestorten Futter- und Wasseraufnahme noch vor Erreichen
der Geschlechtsreife sterben. Daher kann die Zucht nur mit heterozygoten Tieren erfolgen
(Richter und Loscher, 1998). Lichtmikroskopisch wurden keine Verdnderungen im ZNS
nachgewiesen (Lorden et al., 1984). Neurochemische und elektrophysiologische
Untersuchungen wiesen auf Dysfunktionen im Kleinhirn hin. Interessanterweise fiihrte die
Entfernung des Kleinhirns zum vollstdndigen Verschwinden der Dystonie bei den df-Ratten
(LeDoux et al., 1993). Auch beim Menschen kann eine Beteiligung zerebelldrer Stérungen an
der Manifestation einer symptomatischen Dystonie nicht ausgeschlossen werden. Die df-Ratte

wird heute aber nicht mehr als Modell fiir die primare TD berticksichtigt.

Beim dr*-Hamster handelt es sich um eine Spontanmutation in einer Inzuchtlinie syrischer
Goldhamster. Der Erbgang ist autosomal rezessiv (zur Ubersicht: Richter, 2005). Die Hamster
zeigen ab dem 16. Lebenstag bis zur 6. Lebenswoche mehrstiindige Episoden einer
generalisierten Dystonie, die durch Stress induziert werden konnen. Die Symptome wurden
zunichst als Epilepsie fehlgedeutet. Durch genauere Untersuchungen konnte jedoch gezeigt

werden, dass diese Attacken der PDC des Menschen dhneln. Mittels EEG-Messungen
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konnten epileptische Verdnderungen ausgeschlossen werden. EMG-Messungen zeigten
unwillkiirliche Muskelkokontraktionen, die fiir die Dystonie typisch sind (Richter, 2005).
Histologische Standardtechniken lieBen keine ZNS Verdnderungen erkennen (Wahnschaffe et
al., 1990). Immunhistochemische und elektrophysiologische Untersuchungen ergaben, dass
die Basalganglien an der Pathogenese beteiligt sind. Ein Mangel striataler hemmender
Interneurone spielt vermutlich eine zentrale Rolle (Gernert et al., 2000; Richter, 2005).
Neurochemische und neuropharmakologische Untersuchungen erbrachten Hinweise auf eine
entscheidende Beteiligung des GABAergen und dopaminergen Systems. Die Symptomatik
und Ansprechbarkeit auf Pharmaka stimmt mit Patienten iiberein. Aufgrund dieser
Untersuchungsergebnisse gilt der dr*-Hamster als gut charakterisiertes Modell fiir die PDC
(Jinnah et al., 2005; Richter und Loscher, 2002).

2.2.2. Atiologische Tiermodelle: Die DYT1-Maus

Die genetischen Modelle gehoren zu den &tiologischen Modellen, weil sie einen Gendefekt
tragen, der mit dem humanen Gendefekt iibereinstimmt.

Nachdem die Mutation im DYTI1-Gen als Ursache fiir die Early-onset-Torsionsdystonie
identifiziert wurde (s. 2.1.2.1.), ist das mutierte Gen in das Genom verschiedener Mauslinien
eingebracht worden. Hierdurch wird in diesen Mauslinien zusétzlich zum normalen TorsinA
auch AE-TorsinA (s. 2.1.3.3.) in unterschiedlichem Ausmall exprimiert. In den letzten Jahren
wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen DYT1-Mauslinien generiert, wie nachfolgend

beschrieben. Wichtige Befunde sind in Tab. 2 zusammengefasst.

Dang und Mitarbeiter (2005) haben eine Mauslinie generiert, indem sie das Madusegenom an
der Stelle verdnderten, die das Analogon zur DYT1-Mutation im Menschengenom darstellt.
Dadurch kommt es in diesen Miusen zu keiner Uberexpression des AE-TorsinA. Im
,beamwalking Test”, bei dem die Miuse balancierend eine bestimmte Strecke auf schmalen
Staben zuriicklegen miissen, zeigten nur 6 Monate alte mannliche DYT1-Méiuse eine
signifikant geringere Trittsicherheit. Auerdem hatten die DYT1-Ménnchen im Vergleich mit
Wildtyp (WT) Tieren einen abnormen Gang und eine erhohte Bewegungsaktivitit. Alle
DYT1-Mause zeigten im Vergleich mit WT Tieren eine erhohte Anzahl von Drehungen im
Uhrzeigersinn, aber nicht entgegen dem Uhrzeigersinn (Dang et al., 2005). Chemische
Analysen ergaben keine Unterschiede in den DA- und DOPAC-Spiegeln. Allerdings hatten
DYT1-Ménnchen niedrigere HVA-Spiegel als Kontrolltiere. Sowohl makroskopisch als auch
mikroskopisch ~ wurden  keine  pathomorphologischen = Verdnderungen  mittels

Standardtechniken im ZNS gefunden. Beim immunhistochemischen Nachweis von TorsinA
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lieBen sich bei den DYT1-Miannchen aber vermehrt Aggregate des Proteins um den Zellkern
in Zellen der pontinen N. nachweisen, in anderen Gehirnregionen sowie in weiblichen DYT1-
Miéusen  hingegen nicht (Dang et al, 2005). Interessanterweise  wurden
Geschlechtsunterschiede auch hinsichtlich der Dystonieausprigung bei DYT1-Patienten
beschrieben (Bressman et al., 2000). Zwar zeigen Maiuse dieser Linie keine dystonen
Bewegungsstorungen, was die Verwendung zur priklinischen Arzneimitteluntersuchung
ausschlieBt, dennoch konnen Tiere dieser Linie zur Aufkldrung der Zusammenhénge

zwischen mutiertem TorsinA und dem Auftreten von Stérungen dienen.

Sharma und Mitarbeiter (2005) haben 3 Mauslinien generiert, in die humane Gene
eingebracht wurden. In eine Linie wurde komplementire Desoxyribonukleinsdure (cDNA)
vom menschlichen WT (d.h. ,,gesundes®) TorsinA (hWT) und in 2 andere cDNA vom
menschlichen mutierten TorsinA (hMT) eingebracht. Die transgenen Tiere exprimieren das
menschliche Gen doppelt so stark wie das Mausgen. Trotz des Einbaus des Defektgens und
damit der Expression des mutierten TorsinA in hMT -Mausen, entwickelte kein Tier in diesen
Versuchen dystone Bewegungsstorungen. Die hMT-positiven Tiere zeigten im Alter von 9
Monaten ein verzdgertes motorisches Lernen auf dem Rotarod (Sharma et al., 2005).
Interessanterweise wurde auch fiir nicht klinisch manifeste Gentrager beschrieben, dass diese
Menschen neue motorische Bewegungen langsamer erlernen (Ghilardi et al., 2003).
Allerdings konnten die Ergebnisse in der Maus in einer neueren Studie nicht bestétigt werden
(Zhao et al., 2008a). Bei hWT-Maiusen zeigte sich im Footprint Test eine groBere Schrittlinge
im Vergleich zu Kontrolltieren (Sharma et al., 2005) und bei hMT-Tieren ein vergroferter
Abstand zwischen den Hinterpfoten (Zhao et al., 2008a). Zudem wurde im ,,beamwalking
Test eine lingere Latenzzeit zum Uberqueren der Stibe bei hMT-Miusen im Vergleich zu
Kontrollen nachgewiesen. Verdnderungen wurden jedoch hierbei ebenfalls in hWT-Méusen
gefunden (Zhao et al., 2008a). Auch mittels immunhistologischer Untersuchungen zeigten
sich keine Unterschiede zwischen den transgenen und den nicht transgenen Tieren. Das
TorsinA wurde bei allen Tieren im ER nachgewiesen, es waren keine perinukledren
Einschlusskorperchen vorhanden und auch fiir Ubiquitin ergaben sich keine Unterschiede
(Sharma et al., 2005). Bei den hMT-Maiusen konnte eine erhohte Aktivitit striataler
cholinerger Interneurone durch D,-Rezeptor-Agonisten hervorgerufen werden, was als
Hinweis auf Imbalanzen zwischen dem cholinergen und dem dopaminergen
Neurotransmittersystems interpretiert wurde (Pisani et al., 2006). Allerdings wurde keine

Verdnderung der D;-und D,-Rezeptorbindung bei hMT-Midusen im Vergleich zu den
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Kontrollen festgestellt. Die durch Amphetamin auslosbare Dopaminausschiittung war bei
hMT-Maiusen verringert (Balcioglu et al., 2007). Sciamanna und Mitarbeiter (2009) wiesen
eine erhohte GABAerge Aktivitdt im Striatum nach. Im Gegensatz zu hWT- und
Kontrolltieren fiihrt der D,-Agonist Quinpirol bei den hMT-Tieren nicht zu einer Inhibition
der GABAergen Aktivitdt (Sciamanna et al., 2009). Northern Blot Analysen haben gezeigt,
dass die humane TorsinA Expression nicht in allen Mauslinien stabil war. Mittels
neurochemischer Analysen wurden im Vergleich von hMT- und WT-Tieren zu transgenen
Tieren erhohte DOPAC-Spiegel im Zerebellum nachgewiesen. Im Kortex waren die
Serotonin-Spiegel, im Striatum die Gehalte an DOPAC, HVA und Epinephrin erhdht. Die 5-
Hydroxyindolessigsdure (5-HIAA) Spiegel waren in allen untersuchten Hirnregionen bei den
transgenen Tieren unveridndert. Es gab keine Unterschiede im Dopaminspiegel, allerdings war
der Dopaminumsatz (DOPAC/DA und HVA/DA) bei den transgenen Tieren héher (Zhao et
al., 2008a). Aufgrund der fehlenden dystonen Bewegungsstorungen ist diese Linie leider als
nicht geeignet zur Entwicklung von neuen TherapiemaBnahmen anzusehen. Allerdings
konnen {iber Untersuchungen in dieser Linie neue Erkenntnisse zur Pathophysiologie des

mutierten TorsinA gewonnen werden.

Grundmann und Mitarbeiter (2007) stellten zwei Mauslinien her, die das hWT exprimieren
und zwei, die das hMT exprimieren. Dabei iiberexprimieren die hWT-Miuse das TorsinA 2-
16fach und die hMT-Maéuse das Protein 1,6-2fach. Verhaltensdnderungen wurden bei diesen
Tieren erst im Alter von 6 Monaten signifikant. Bei diesen Mauslinien war besonders
interessant, dass auch der Einbau von hWT zu Verdnderungen bei den Miusen fiihrte. Die
hMT-Maiuse zeigten eine signifikant hohere lokomotorische Aktivitdt im Vergleich zu hWT-
und Kontrollmdusen, hWT-Mduse wiesen zusidtzlich eine signifikant geringere
lokomotorische Aktivitdt als die Kontrollméduse auf. Die motorische Koordination und das
motorische Lernen sind bei hMT-Méusen im Vergleich zu den hWT-Méiusen und den
Kontrollmdusen signifikant reduziert. Zwischen den Letztgenannten gab es diesbeziiglich
keine Unterschiede. Die hWT-Miuse zeigten eine signifikant lingere Uberquerungszeit des
mittleren und kleinen runden Stabes beim ,,beamwalking Test” im Vergleich zu den hMT-
Tieren und beim kleinen Stab auch zu den Kontrollmdusen. Zwischen den Kontrollmédusen
und den hMT-Maiusen zeigte sich bei diesem Test kein Unterschied. Die hWT-Tiere wiesen
eine verkiirzte Schrittlinge der Vorder- und Hinterpfoten im Vergleich zu hMT- und
Kontrolltieren auf. Immunhistochemische Untersuchungen des TorsinA zeigten

erstaunlicherweise bei hWT- und hMT-Méusen die gleichen Verdnderungen, wobei diese bei
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hMT-Tieren haufiger auftraten. So wurden Verdnderungen der Kernhiille im Hirnstamm und
im Striatum, sowie Einschlusskorperchen in der Nédhe des Zellkerns in Hirnstammregionen
und im Hypothalamus nachgewiesen. Neurochemische Analysen zeigten im Striatum der
hWT-Miuse reduzierte Konzentrationen von DA, Serotonin und 5-HIAA im Vergleich zu
hMT- und Kontrollmdusen. Keine Unterschiede fanden sich bei DOPAC, HVA, im
DOPAC/DA- sowie im HVA/DA-Verhiltnis. Im Hirnstamm von hWT-Miause wurden im
Vergleich zu hMT- und Kontrolltieren reduzierte HV A-Konzentrationen nachgewiesen. hMT-
Maiuse zeigten verglichen mit den hWT- und Kontrollmdusen erhéhte DOPAC-, Serotonin-
und 5-HIAA-Spiegel. Bei den Dopaminspiegeln gab es im Hirnstamm keine Unterschiede.
Auch diese Linien von DYT1-Maiusen sind wegen fehlender Dystonie-Symptomatik fiir die
praklinische Arzneimittelforschung nicht einsetzbar, wohl aber zur Erforschung der

Pathophysiologie der DYT1-Mutation.

Shashidharan und Mitarbeiter (2005) haben vier hMT-Mauslinien hergestellt, die das
humane AE-TorsinA ca. um das 10fache lberexprimieren. 40% dieser Miuse zeigten ein
abnormes Verhalten, das meist bis zur 3. Lebenswoche offensichtlich wurde. Der
Schweregrad der Symptome stieg mit dem Alter. Die betroffenen Maduse zeigten
Drehbewegungen, wobei die Dauer und die Richtung variierten. Stérungen im Innenohr
wurden als Ursache dieser Drehbewegungen ausgeschlossen. Auflerdem wurde beschrieben,
dass diese Maiuse ,,Dystonie-dhnliche* Bewegungen der Gliedmallen zeigten, wenn sie an
threm Schwanz hochgehoben wurden. Bei Tieren einer Linie traten aulerdem noch abnorme
tremorartige Bewegungen des Kopfes und eine signifikant hohere horizontale Aktivitdt auf.
Immunhistochemisch wurden bei den transgenen Tieren perinukledre Aggregate um den
Zellkern und/oder Ubiquitin- und TorsinA-positive Einschliisse gefunden. Am deutlichsten
waren die Befunde in den cholinergen Neuronen der Pons und des Mittelhirns. AuBerdem
wurden sie noch in Briickenneuronen und in Nervenzellen der periagdaduktalen grauen
Substanz nachgewiesen. Die striatalen Dopaminspiegel waren im Vergleich zu WT-Tieren bei
phanotypisch unauffilligen transgenen Maiusen niedriger und bei phanotypisch auffilligen
Transgenen hoéher. Das Verhiltnis von DOPAC zu DA war sowohl bei den phinotypisch
auffilligen wie auch bei den phénotypisch unauffilligen DYT1-Mé&usen niedriger als beim
WT (Shashidharan et al., 2005). Niedrige Dopaminspiegel wurden auch bei DYT1-Patienten
gefunden, allerdings war bei diesen das Verhéltnis von DOPAC zu DA erhoht (Augood et al.,
2002). Die Stimulation von Schnitten des Striatums fiihrte zu einer verminderten

Dopaminausschiittung in phénotypisch auffilligen DYT1-Méusen. Interessanterweise trat
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dieser Effekt nicht auf, wenn nikotinerge Acetylcholinrezeptoren geblockt wurden (Bao et al.,
2006). Chiken und Mitarbeiter (2008) wiesen bei phinotypisch auffilligen Maéausen
Kokontraktionen des Trizeps und des Bizeps sowie eine anhaltende Muskelaktivitit am Ende
einer Bewegung nach. Des Weiteren zeigten sie eine verminderte Aktivititen des GPi und
GPe, eine lang anhaltende Inhibition des GPe und GPi nach Stimulation des Kortex und eine

verdnderte somatotopische Organisation des GPe und GPi bei den transgenen Tieren.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die bisher durchgefiihrten Untersuchungen der
verschiedenen DYT1-Maduse lediglich einen ersten Schritt zur Charakterisierung der Modelle
darstellen. Es ist allerdings erstaunlich, dass in den Untersuchungen der unterschiedlichen
Mauslinien, so verschiedene Ergebnisse gefunden wurden und sogar hWT-Miuse
Verdanderungen aufwiesen. Zahlreiche weitere Studien werden bendtigt, um festzustellen, ob
sich diese Miuse tatsdchlich als Modell fiir die Early-onset-Torsionsdystonie eignen.

Zu beachten ist, dass nur die von Shashidharan und Mitarbeitern (2005) generierten
transgenen DYT1-Méuse dystone Bewegungen entwickeln und somit moglicherweise das
Kriterium der sogenannten ,,face validity* erfiillen. Hieriiber konnten diese Méuse nicht nur
zur Aufklarung der Pathophysiologie hilfreich sein, sondern auch einen moglichen Beitrag zur

préklinischen Arzneimittelentwicklung leisten.

Tab. 2 (S. 33): Zusammenstellung der bisher vorliegenden Untersuchungen in den
verschiedenen DYT1-Mauslinien, die von Sharma et al. (2005), Shashidharan et al.
(2005), Grundmann et al. (2007) und Dang et al. (2005) beschrieben wurden. Aus
Griinden der Ubersichtlichkeit wurden nicht sémtliche FErgebnisse aufgenommen.
Veranderungen beziehen sich immer auf den Vergleich zwischen Wildtyp- und transgenen
Tieren. (DA = Dopamin; d = Tag; phdn + = phinotypisch positive Tiere; phin - =
phinotypisch negative Tiere; Hyper = Hyperlokomotion; Hypo = Hypolokomotion; + =
Verdnderung; <> = keine Verdnderung; 1 = erhdht; | = erniedrigt; n.g. = nicht getestet).
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2.3. Fragestellung der vorliegenden Arbeit

2.3.1. Zielstellung und Arbeitshypothese

Die zugrundeliegenden Mechanismen von Dystonien sind bislang weitestgehend ungeklért.
Die bisher durchgefiihrten TherapiemaBBnahmen sind deswegen rein empirisch und aufgrund
fehlenden Therapieerfolgs miinden Dystonien hdufig in schweren Behinderungen. Daher
werden Tiermodelle dringend benétigt, um die neuroanatomischen, biochemischen und
pathophysiologischen Ursachen von Dystonien zu erforschen. Auf diese Weise konnen sie
einen erheblichen Beitrag zur Entwicklung neuer, rationaler Therapieansitze leisten.
Aufgrund des sehr heterogenen Erscheinungsbildes der Dystonie ist es unerldsslich,
Tiermodelle zu entwickeln, die fiir spezielle Dystonieformen klar definiert sind. Nur so kann
man spezifische Einblicke in die Pathogenese der unterschiedlichen Dystonieformen erlangen
und auf diese Weise spezifische Therapien entwickeln.

Fiir die Early-onset-Torsionsdystonie wurde ein Zusammenhang mit einem Defekt des DYT1-
Gens festgestellt, welches das Protein TorsinA codiert (Ozelius et al., 1989). Dieses
Defektgen wurde daraufthin in verschiedene Mauslinien (s. 2.2.2.) eingebracht und diese
Miuse wurden als Tiermodelle fiir die Early-onset-Torsionsdystonie vorgeschlagen (Dang et
al., 2005; Grundmann et al., 2007; Sharma et al., 2005; Shashidharan et al., 2005). Nur in den
von Shashidharan und Mitarbeitern (2005) generierten transgenen Mausen wurden ,,Dystonie-
dhnliche” Bewegungsstorungen beobachtet. Insgesamt lassen die bisher durchgefiihrten
Untersuchungen zur Charakterisierung dieser Mauslinien keine Aussagen liber die wirkliche
Eignung als Tiermodell fiir die Erforschung der Pathophysiologie und neuer Therapieansitze
fiir die Early-onset-Torsionsdystonie zu. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit die von
Shashidharan und Mitarbeitern (2005) generierten DYT1-Méuse wegen der beschriebenen
Bewegungsstorungen fiir eine weitere Charakterisierung als Modell fiir die Early-onset-
Torsionsdystonie zundchst verhaltensanalytischen Untersuchungen unterzogen, um die
Kriterien der ,,reliability* und der ,,face validity* (s. 2.2.) zu liberpriifen.

Dazu wurden verschiedene Tests zur Beurteilung der Motorik durchgefiihrt. Im Open field
und im Activity cage ldsst sich die Bewegung direkt beobachten und die Aktivitdt messen.
Auf dem Rotarod wird das Koordinationsvermdgen beurteilt und der Grip-strength Test sowie
der Wire-hang Test sind fiir die Beurteilung der Muskelkraft herangezogen worden. Mit dem
Footprint Test wurde eine Ganganalyse durchgefiihrt, um Verdnderungen im Gangbild zu
untersuchen. Zur Beurteilung des Angstverhaltens wurde das Elevated plus maze eingesetzt.

Diese Tests wurden in Anlehnung an Literaturangaben durchgefiihrt (Baird et al., 2001;
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Crawley, 1999b; Dunnett et al., 2003). Im Staircase Test lassen sich auch Unterschiede in der
Feinmotorik hinsichtlich der Féhigkeit und Geschicklichkeit des Greifens mit den
Vorderpfoten beurteilen (Baird et al., 2001). Da bei Patienten mit Early-onset-
Torsionsdystonie meistens ein progressiver Verlauf der Erkrankung vorliegt und von
Shashidharan und Mitarbeitern (2005) Hinweise beschrieben wurden, dass sich die
beobachteten Stérungen bei den DYT1-Méusen ebenfalls mit zunehmendem Alter der Tiere
verschlimmern, wurden die genannten Tests bei 3, 6, 9 und 12 Monate alten Méausen
durchgefiihrt. Dieses Vorgehen erlaubte eine Quantifizierung der bisher rein deskriptiven
Beobachtung einer Progression der Symptome bei den Mausen.

Das dopaminerge System spielt eine entscheidende Rolle bei Dystonien. So gibt es die DRD,
in der ein genetischer Defekt in der Dopaminsynthese vorliegt. Mutationen im Gen, das die
TH kodiert, fiihren zu Dystonien, genauso wie Mutationen im Gen fiir den D,-Rezeptor und
ein Polymorphismus im Ds-Rezeptor (zur Ubersicht: Wichmann 2008). Einen anderen
Hinweis liefert die Entwicklung von Dyskinesien mit dystonen Stérungen bei Parkinson-
Patienten, die mit L-DOPA therapiert werden (zur Ubersicht: Wichmann 2008).
Untersuchungen an Dystonie-Patienten zeigten unterschiedliche Verdnderungen im
dopaminergen System. So wurde eine verminderte D,-Rezeptorbindung im Putamen bei
Patienten mit fokaler und DYTI1-Dystonie, bei Patienten mit DRD wurde allerdings eine
erhohte Bindung nachgewiesen (Breakefield et al., 2008). In Gehirnen von DYT1-Patienten
wurden sowohl erniedrigte als auch normale Dopaminspiegel sowie erhohte DOPAC-Spiegel
im Striatum gefunden, was flir einen erh6hten Dopaminumsatz spricht. Des Weiteren wurde
eine verminderte Bindung an Rezeptoren vom D;-Typ gefunden (Augood et al., 2004;
Wichmann, 2008).

Diese Befunde bei Dystonie-Patienten weisen darauf hin, dass Fehlfunktionen des
dopaminergen Systems eine entscheidende pathophysiologische Rolle bei der Dystonie
zukommt. Auch bei den in dieser Arbeit untersuchten DYTI-Méusen wurden in
vorangegangenen Untersuchungen Hinweise auf Fehlfunktionen des dopaminergen Systems
gefunden (Shashidharan et al., 2005). Um nun die funktionelle Relevanz dieser Befunde zu
beleuchten, sollte im Rahmen dieser Doktorarbeit zusitzlich zu den oben genannten
Verhaltensanalysen ermittelt werden, ob vorliegende Storungen bei diesen Méausen durch
pharmakologische Manipulationen des dopaminergen Systems verbessert oder verschlimmert
werden konnen bzw. ob es Unterschiede im Ansprechen auf verschiedene Substanzen mit
unterschiedlichen Angriffspunkten im dopaminergen System im Vergleich zu Kontrollmiusen

gibt.
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Die Auswahl der Substanzen und Dosierungen erfolgte in Anlehnung an Literaturangaben fiir
die systemische Applikation bei Nagern. Dabei sollten die Dosierungen so gewihlt werden,
dass Verhaltenseffekte bei Maiusen ausgelost werden (s. Tab. 3). Als Substanz mit
allgemeiner Wirkung auf das dopaminerge System wurde der Dopamin-Vorldufer L-DOPA
(L-3,4-Dihydroxyphenylalanin) benutzt. Dieser wurde mit dem Decarboxylasehemmer
Carbidopa (S-[-]-a-Hydrazino-3,4-Dihydroxy-2-Methylbenzenepropansdure) kombiniert, um
den peripheren Abbau des L-DOPA zu verhindern. Fiir L-DOPA gibt es in der Literatur
widerspriichliche Angaben hinsichtlich des Effekts auf die lokomotorische Aktivitit. So
wurde sowohl eine Hyperlokomotion nach Verabreichung von 120 mg/kg (Schmidt, 1984) als
auch eine Hypolokomotion nach Verabreichung von 50-100 mg/kg (Gronan, 1975; Quinn et
al., 2006) beschrieben. Bei Dosen von 250 mg/kg wurden aulerdem Straub tail, stereotypes
Putzen und erhdhte Aggressivitdt beschrieben (Gronan, 1975).

GBR 12935 (1-[2-Diphenylmethoxyethyl]-4-[3-Phenylpropyl]Piperazin Dihydrochlorid)
hemmt selektiv die Wiederaufnahme von DA aus dem synaptischen Spalt (Reith et al., 1994).
Bei Ratten konnte eine erhohte Aktivitdt nach akuter Gabe von 10-30 mg/kg GBR 12935
nachgewiesen werden (Acri et al., 1996; Zhu et al., 2004).

Zur Erhohung des Dopaminumsatzes wurde Amphetamin eingesetzt. Amphetamin entleert die
vesikuldren Dopaminspeicher, hemmt die Wiederaufnahme und verzdgert durch Hemmung
der MAO den Abbau. Dadurch wird der extrazellulire Dopaminspiegel erhoht (Gothert et al.,
2005). Bei Ratten wurden nach Amphetamin-Applikation in Dosierungen von 1,5-30 mg/kg
eine erhohte Lokomotion, stereotypes Aufrichten, stereotypes Schniiffeln (Sniffing),
stereotypes Lecken (Licking) und webende Kopfbewegungen beobachtet (Randrup und
Munkvad, 1966; Salmi et al., 1998; Seiden et al., 1993).

Fir die Manipulation des D;-Rezeptors wurden der D;-Agonist A 68930 (cis-[£]-1-
[Aminomethyl]-3,4-Dihydro-3-Phenyl-1H-2-Benzopyran-5,6-diol Hydrochlorid) und der
D;-Antagonist SCH 39166 ([6aS-trans]-11-Chloro-6,6a,7,8,9,13b-Hexahydro-7-Methyl-5H-
Benzo[d]naphth[2,1-bJazepin-12-0l Hydrobromid) eingesetzt. Beide Substanzen haben eine
hohe Selektivitit fiir D;-Rezeptoren (Deveney und Waddington, 1997). A 68930 erzeugte in
Versuchen mit Ratten eine Reduzierung der lokomotorischen Aktivitit, stereotypes Putzen
und stereotypes Leerkauen nach Verabreichung von 0,25-4 mg/kg (Deveney und Waddington,
1997). Im ,,Paw-retraction Test* zeigten mit 0,05-1 mg/kg SCH 39166 behandelte Ratten eine
verldngerte Reaktionszeit (Prinssen et al., 1993).

Zur Manipulation des D,-Rezeptors wurden der D,-Agonist Quinpirol ([4aR-trans]-
4,4a,5,6,7,8,8a,9-Octahydro-5-Propyl-1H-pyrazolo[3,4-g]Quinoline Hydrochlorid) und der
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D,-Antagonist  Racloprid  (3,5-Dichloro-N-[1-Ethylpyrrolidin-2-ylmethyl]-2-Hydroxy-6-
Methoxybenzamid (+)-Tartrat) eingesetzt. Die Substanzen zeigen eine hohe Selektivitat fiir
den D,-Rezeptor (Eilam et al., 1989; Jackson et al., 1989). Nach Verabreichung von Quinpirol
wurden bei Ratten nach niedrigen Dosen von 0,1-0,5 mg/kg eine Hypolokomotion und nach
hoheren Dosen von 1-10 mg/kg ca. 60 Minuten (min) nach Injektion eine Hyperlokomotion
mit stereotypem Putzen und Sniffing beobachtet (Eilam et al., 1989; Horvitz et al., 2001;
Jackson et al., 1989). Nach Applikation von 0,9 mg/kg Racloprid konnte eine verminderte
lokomotorische Aktivitit und in hoheren Dosen Katalepsie beobachtet werden, wobei 16
mg/kg bendtigt wurden, um die maximale Auspragung zu erreichen (Hillegaart und Ahlenius,
1987; Parra et al., 1999).

Aus den oben genannten Griinden sollte untersucht werden, ob Unterschiede in der
Ansprechbarkeit auf pharmakologische Manipulationen bei den transgenen Méiusen im
Vergleich zu Kontrolltieren auftreten. Dabei wurde auch die Altersabhéngigkeit beziiglich der
Effekte untersucht. Um die Wirkung der verschiedenen dopaminergen Substanzen auf den
Schweregrad der von Shashidharan und Mitarbeitern (2005) beschriebenen ,,Dystonie-
dhnlichen” Bewegungen besser quantifizieren zu konnen, sollte hierfiir im Rahmen der
Doktorarbeit ein Score-System etabliert werden. Dies sollte in Anlehnung an Score-Systeme
anderer Tiermodelle geschehen (Lundblad et al., 2002; Richter, 2005). Erginzend zu den
akuten Versuchen wurde L-DOPA chronisch appliziert, um zu untersuchen, ob die

Langzeitgabe von L-DOPA zur verstirkten Manifestation dystoner Storungen fiihrt.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Material

3.1.1. Versuchstiere

Fiir die Versuche wurden ménnliche und weibliche transgene Miuse sowie Kontrollmiuse
des Hintergrundstammes C57B1/6J im Alter von 70 Tagen bis 13 Monaten verwendet. Bei
den transgenen Méusen handelt es sich um Tiere, die das humane mutierte DYT1-Gen tragen.
Alle Tiere wurden im Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie des Fachbereichs
Veterindrmedizins der Freien Universitit Berlin geziichtet. Fiir die institutseigene Zucht
wurden Zuchtpaare der transgenen Tiere von Dr. Pullani Shashidharan, Mount Sinai Medical
School (New York, USA) zur Verfligung gestellt. Jeweils ein Ménnchen und ein Weibchen
wurden verpaart und die gesamte Nachzucht genotypisiert, da wir keine Kenntnis davon
hatten, ob es sich bei den zur Verfligung gestellten Miusen um homo- oder heterozygote
Tiere handelte. Zuchtpaare des Inzuchtstammes C57Bl/6J waren schon im Institut vorhanden.
Insgesamt wurden in den Versuchen 43 transgene Miuse und 41 Kontrollmiuse eingesetzt,
wobei die Tiere wiederholt verwendet wurden. Es wurde darauf geachtet, dass zwischen 2
verschiedenen Substanzen mindestens eine Woche und zwischen einer Substanzbehandlung
und dem néchsten Versuch fiir unbehandelte Tiere mindestens ein Monat Pause war. Die
Zucht und die durchgefiihrten Tierversuche waren von der zustindigen Behorde genehmigt
(Landesamt fiir Gesundheit und Soziales Berlin, Genehmigungsnummern G 0355/05, G
0005/08, O 0119/07 und ZH5).

3.1.2. Haltung und Fiitterung

Die Zucht und die Haltung erfolgten in Rdumen der institutseigenen gentechnischen Anlage
(S1, 167/00) unter Standardbedingungen (Raumtemperatur 23 + 1 °C, relative
Luftfeuchtigkeit 60 + 5%, zwolfstiindiger Hell-Dunkel-Rhythmus mit einer Lichtphase von 6-
18 Uhr). Das Absetzen der Tiere vom Muttertier erfolgte mit dem 21. Lebenstag. Danach
wurden die Versuchstiere in Gruppen von 2-3 Tieren in Kunststoffkidfigen mit Metalldeckel
(Makrolon®, Normtyp III) auf Standardeinstreu (ssniff® Lignocel 3-4 S, Soest, BRD)
gehalten. Die Tiere erhielten Trinkwasser und Standardfutter (ssniff® R/M-H, Soest, BRD)

ad libitum.
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Wirkung auf das Losungs-
Substanz Dosierung Literatur
dopaminerge System mittel
25; 100 mg/kg Quinn et al., 2006*
L-DOPA' + | Dopamin-Vorliufer + (L-DOPA) + Jonkers et al., 2001 **
. 5 0,9% NaCl )
Carbidopa Decarboxylasehemmer 10 mg/kg Fleming et al., 2006*
(Carbidopa) Pavon et al., 2006*
Erhohung des Adriani und Laviola, 2002*
Amphetamin ' 5; 10 mg/kg | 0,9% NaCl _
Dopaminumsatzes Kuczenski et al., 1997**
_ 0,3%; 2%
3 Dopamin- _
GBR 12935 . 15; 45 mg/kg Tween® | Darmani, 1998*
Wiederaufnamehemmer %0
. . Deveney und Waddington,
A 68930 D;-Agonist 1; 2 mg/kg 0,9% NaCl
1997%*
s ) Daly und Waddington,
SCH 39166 D;-Antagonist 0,3; 0,6 mg/kg | 1% DMSO
1992%*
Quinpirol® D,-Agonist 1; 5 mg/kg 0,9% NaCl | Horvitz et al., 2001**
Racloprid’ D,-Antagonist 0,5; 3 mg/kg | 0,9% NaCl | Parra et al., 1999%*

Tab. 3: Verwendete Substanzen mit Wirkung auf das dopaminerge System, angewandte
Dosierungen und jeweiliges Losungsmittel. Die Dosierungen beziehen sich auf kg
Korpergewicht (KGW) und wurden in einem Injektionsvolumen von 10 ml/kg intraperitoneal
verabreicht. (Untersuchte Tierart: * = Maus, ** = Ratte; chemische Bezeichnung der
Substanzen: 1 = L-3,4-Dihydroxyphenylalanin; 2 = S-[—]-a-Hydrazino-3,4-Dihydroxy-2-
Methylbenzenepropansiure; 3 = 1-[2-Diphenylmethoxyethyl]-4-[3-Phenylpropyl]Piperazin
Dihydrochlorid; 4 = cis-[£]-1-[Aminomethyl]-3,4-Dihydro-3-Phenyl-1H-2-Benzopyran-5,6-
diol Hydrochlorid; 5 = [6aS-trans]-11-Chloro-6,6a,7,8,9,13b-Hexahydro-7-Methyl-5H-
Benzo[d]naphth[2,1-b]azepin-12-0l-Hydrobromid;, 6 = [4aR-trans]-4,4a,5,6,7,8,8a,9-
Octahydro-5-Propyl-1H-pyrazolo[3,4-g]Quinoline Hydrochlorid; 7 = 3,5-Dichloro-N-[1-
Ethylpyrrolidin-2-ylmethyl]-2-Hydroxy-6-Methoxybenzamid (+)-Tartrat)

3.1.3. Verwendete Substanzen

Die verwendeten Substanzen, ihre pharmakologischen FEigenschaften, die gewdhlten
Dosierungen und die entsprechenden Losungsmittel sind in Tab. 3 aufgefiihrt. Diese
Substanzen wurden iiber folgende Firmen bezogen: L-DOPA als Hydrochlorid, S-(—)-
Carbidopa, (—)-Quinpirol Hydrochlorid, S(—)-Racloprid Tartrat und das Losungsmittel
Dimethylsulfoxid (DMSO) von der Firma Sigma-Aldrich (Miinchen, BRD); GBR 12935
Dihydrochlorid, A 68930 Hydrochlorid und SCH 39166 Hydrobromid von der Firma Tocris

(Bristol, UK); Amphetamin von der Firma Merck (Darmstadt, BRD); das Losungsmittel
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Tween® 80 von der Firma Carl Roth (Karlsruhe, BRD) und die 0,9%ige Natriumchlorid
(NaCl)-Losung von der Firma DeltaSelect (Dreieich, BRD).

Alle Substanzen wurden frisch vor der Applikation angesetzt. Hierzu wurde die bendtigte
Menge an Festsubstanz auf einer Feinwaage (Sartorius, Goettingen, BRD) abgewogen und
anschliefend auf einem Magnetriihrer (IKA-Combimag RCT, IKA, Staufen, BRD) im
Losungsmittel (Vehikel) gelost. Das Injektionsvolumen betrug jeweils 10 ml/kg und wurde
intraperitoneal (i.p.) appliziert. Die Dosierungen wurden in Anlehnung an Literaturangaben
bei Ratten oder Maiusen gewihlt, in denen die verwendeten Konzentrationen der
Testsubstanzen charakteristische Verhaltensdnderungen hervorriefen (s. 2.3.1.).

Da es sich beim Racloprid um ein Tartrat handelt, wurde vor dem Abwiegen die Menge der
Reinsubstanz ausgerechnet. Die Dosierungsangaben der anderen Wirkstoffe beziehen sich auf

deren Salzform.

3.2. Methoden

3.2.1. Genotypisierung

Um die Genotypisierung der transgenen Miuse vorzunehmen, wurde von den Tieren beim
Absetzen vom Muttertier eine Schwanzspitzenbiopsie entnommen. Dazu wurde ein etwa
0,5 cm langes Stiick der Schwanzspitze mittels einer sterilen Schere abgetrennt und
anschliefend in ein steriles Eppendorf-Reaktionsgefall (1,5 ml) verbracht. Aus dieser Biopsie
wurde mittels eines DNA (Desoxyribonukleinsdure) Extraktionskits (Invisorb® Spin Tissue
Mini Kit, Invitek, Berlin, BRD) die DNA extrahiert (Durchfiihrung s. Anhang). Dieses
Extrakt wurde dann fiir die nachfolgend beschriebene Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
verwendet.

Die PCR erfolgte in Anlehnung an die von Shashidharan et al. (2005) beschriebene
Genotypisierung. Die Proben wurden auf Eis gekiihlt, die DNA Konzentration der Extrakte
photometrisch (Biowave S 2100, Biochrom, Cambridge, UK) bestimmt und ein 50 pl Ansatz
hergestellt. Dieser bestand aus 100 ng DNA, 5 ul Tag-Puffer, 1 ul dNTPs, 0,4 pl Tag-
Polymerase (Taq-DNA-Polymerase 'all inclusive', PEQLAB, Erlangen, BRD), 0,5 pl Primer
forward (5’-CCTGGAATACAAACACCTA-3’) sowie 0,5 ul Primer reverse (5°-
CAGTGACTCCGGCTGCCAATC-3’) (TIB MOLBIOL, Berlin, BRD) und wurde dann mit
autoklaviertem bidestilliertem Wasser (ddH,O) auf 50 pl aufgefiillt. Die Proben wurden in
den Thermocycler (TRIO-Thermoblock TB1, BIOMETRA, Goéttingen, BRD) gestellt und

durchliefen folgendes Programm: Initiale Denaturierung bei 94 °C fiir 1 min, gefolgt von 30
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Wiederholungen aus Denaturierung (94 °C fiir 1 min), Annealing (Anlagerung der Primer an
die DNA) (55 °C fiir I min) und Elongation (Bildung des neuen DNA Stranges) (72 °C fiir 1
min). Danach folgte ein letzter Extensionsschritt (72 °C fiir 10 min) und die Abkiihlung auf
4 °C. Die gewonnenen PCR Proben wurden in einem weiteren Schritt mit dem Enzym BseRI
(New England Biolab, Frankfurt am Main, BRD) verdaut. Dazu wurde ein 20 pl Ansatz
hergestellt, welcher 4 ug DNA, 0,5 ul BseRI, 2 ul NEBuffer 2 (New England Biolabs,
Frankfurt am Main, BRD) enthielt und mit autoklaviertem ddH,O auf 20 ul aufgefiillt wurde.
Danach wurden die Proben im Thermocycler bei 37 °C fiir 2 h verdaut.

Die elektrophoretische Auftrennung der Proben erfolgte in TBE-Puffer (TRIS-Borat-EDTA-
Puffer) auf 7%igem Polyacrylamidgel (PA-Gel) (Herstellung s. tabellarischer Anhang). Zur
Herstellung des Gels wurde das GelgieBmodul der MINI-Vertikal Doppel-Elektrophorese-
Kammer Standard von Carl Roth® (Karlsruhe, BRD) verwendet. Die Glasplatten wurden vor
dem Zusammenbau mit 99%igem Ethanol entfettet. Das Gel wurde zwischen die Glasplatten
gegossen, der Kamm zum Bilden der Taschen eingesetzt und dann ca. 45 min zum
auspolymerisieren stehen gelassen. Von den PCR-Proben wurden je Probe 10 pl mit 2 ul
Laufpuffer (Roti®-Load DNA mit Glycerin, Carl Roth®, Karlsruhe, BRD) versetzt. Zu den
Verdauproben wurden jeweils 4 pl Laufpuffer zugegeben. PCR- und Verdauprobe eines
Tieres wurden jeweils in 2 nebeneinander liegende Taschen und in die mittlere Tasche des
Gels die DNA-Leiter (peqGOLD 50 bp DNA-Leiter, PEQLAB, Erlangen, BRD) zum
Abgleich der Basenpaar (bp) Grofle aufgetragen. Die Kammer wurde an einen Stromgeber
(Power Pack P25, BIOMETRA, Géttingen, BRD) angeschlossen, der auf eine konstante
Spannung von 100 Volt eingestellt war. Die Auftrennung wurde beendet, wenn die
Farbstofffront des Laufpuffers die untere Kante der Glasplatte erreicht hatte (nach ca. 1,5 h).
Das Gel wurde aus der Kammer entfernt und fiir ca. 15 min in eine Ethidiumbromidlésung
(50 png/100 ml TBE) iiberfiihrt. Danach wurden die Banden mittels eines UV-Schirms (TI1
BIOMETRA, Gottingen, BRD) und mit Hilfe einer Kamera (BioDoc® CCD-Camera,
BIOMETRA, Goéttingen, BRD) auf einem Bildschirm (Panasonic, Hamburg, BRD) sichtbar
gemacht und anschlieBend iiber einen Thermodrucker (UP-890CE, Sony, Heerlen, NL)

ausgedruckt.

3.2.2. Untersuchung der Vitalitit, der Motorik und des Angstverhaltens

Die Vitalitit der Tiere wurde tiber den Versuchszeitraum durch Kontrolle des
Korpergewichtes (KGW) an den Versuchstagen sowie durch die Priifung von neurologischen

Reflexen beurteilt und protokolliert. Die Verhaltensuntersuchungen fanden in vom Tageslicht
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abgeschirmten Versuchsrdumen unter Standardbedingungen (320-480 Lux, 24 = 1 °C) in der
Zeit von 8:00 bis 13:00 Uhr statt. Die Tiere wurden 1 h vor Versuchsbeginn in die
Versuchsrdume gebracht, damit sie sich an die Bedingungen gewohnen konnten. Die
Versuchsapparaturen wurden vor und zwischen den Tieren gereinigt, um Verhaltenseffekte
durch die Wahrnehmung des Geruchs von Artgenossen auszuschliefen. Unbehandelte Tiere
wurden im Alter von 3, 6, 9 und 12 Monaten getestet. Dabei wurde das Open field und das
Elevated plus maze an 2 separaten Tagen durchgefiihrt, der Activity cage, das Rotarod, die
neurologischen Reflextests, der Wire-hang Test, der Grip-strength Test sowie der Footprint
Test fanden jedoch an einem Tag gemeinsam statt. Zwischen dem Rotarod und dem Wire-
hang Test, sowie zwischen dem Wire-hang Test und dem Grip-strength Test wurde den
Tieren jeweils eine Pause von 5 min eingerdumt. Der Staircase Test fand getrennt von den

anderen Tests statt.

32.2.1. Neurologische Reflexe

Um die Vitalitdit der Tiere zu {berpriifen, wurden im Rahmen der Verhaltenstests
verschiedene neurologische Reflexe iiberpriift. Ein Reflex galt als normal, wenn eine direkte
Reaktion (innerhalb von 1-2 s) auf den Reiz stattfand, als gestort wurde ein Reflex angesehen,
wenn auf den Reiz mit einiger Verzogerung (mindestens 2-3 s) reagiert wurde und als
fehlend, wenn keine Reaktion innerhalb von 10 s gezeigt wurde. Mit Hilfe eines sauberen
Wattestdbchens wurde durch leichtes Antippen des Lidwinkels des Auges der Lidreflex
ausgelost. Die Hautsensibilitdt wurde getestet, indem die Ohrmuschel des Tieres beriihrt
wurde. Auf diesen Reiz wird bei ungestorten Reflexen mit Zuriickziehen der Ohrmuschel
reagiert. Durch leichtes Berithren der Tasthaare wurde der Tastsinn (Orientierungsreflex)
tiberpriift. Gesunde Tiere halten inne und drehen sich zu der Korperseite, an der sie beriihrt
wurden. Der Haltungsreflex wurde getestet, indem man eine Maus in einen leeren
Makrolonkéfig setzte und diesen vorsichtig hin und her schwenkte. Diese Bewegung gleichen
gesunde Miuse durch kontrolliertes Gegenstiitzen der GliedmaBen aus. Zum Uberpriifen des
Stellungsreflexes wurden die Tiere auf den Riicken gedreht, wobei sich gesunde Méuse sofort
nach dem Loslassen wieder in die Bauchlage drehen.

Bei Beobachtungen der Méuse in ihrem Heimkifig zeigten weder Kontrollmiuse noch die
transgenen Tiere einseitiges circling, d.h. spontane Drehbewegungen. Nur eine transgene
Maus zeigte Drehbewegungen in beide Richtungen. Insofern handelt es sich bei den

transgenen Tieren nicht um ein lateralisiertes Tiermodell.
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32.2.2. Lokomotorische Aktivitit

Im Open field wird die lokomotorische Aktivitdit von Miusen beurteilt. Fiir diesen Versuch
wurde eine Box mit den Mallen 50 x 50 x 30 cm verwendet (s. Abb. 5). Diese Box befand
sich in einer flir Verhaltenstests vorgesehenen, verschlieBbaren und schallgeddmmten
Kammer in der gleichbleibende Versuchsbedingungen herrschten. Oberhalb der Box befand
sich eine Kamera (TSE Systems, Bad Homburg, BRD), {iber die es moglich war, die Tiere
auBerhalb der Kammer {iber einen Bildschirm zu beobachten. Am Bildschirm wurde die Box
mit Hilfe von 2 senkrechten und 2 waagerechten Linien in 9 gleichgroBe Quadrate aufgeteilt.
Die Tiere wurden in das Quadrat in der Mitte gesetzt und anschlieBend 5 min beobachtet.
Wihrend dieser Zeit wurden folgende Parameter gezéhlt: 1. die Anzahl der mit allen vier
Pfoten liberquerten Linien (horizontale Bewegungsaktivitdt, Transitions), 2. das Aufrichten,
bei dem beide Vorderpfoten den Boden verlieBen (vertikale Bewegungsaktivitit, Rearings)
und 3. die Putzaktivitit (,,Grooming®). Fiir die Ermittlung der horizontalen Aktivitdt wurde
das Open field anhand der Linien auf dem Bildschirm zusétzlich in eine innere Zone A und
eine dullere Zone B aufgeteilt (s. Abb. 5). Hierdurch konnte neben der Gesamtzahl aller
iiberquerter Linien auch die Zahl der Ubertritte aus der duBeren Zone B in die innere Zone A
(bzw. umgekehrt) erfasst werden. Dieses Vorgehen erlaubte neben der Ermittlung der
Bewegungsaktivitit auch Riickschliisse auf das Angstverhalten der Miuse, da in der Regel die
dullere Zone B von den Mdusen als sicherer Riickzugsort préferiert wird, wahrend die innere

Zone A als ,,unsicher empfunden und der Aufenthalt in diesem Bereich von den Miusen

vermieden wird.

Abb. 5: Open field firr die
Aktivititsmessung von Maiusen.
Uber dem Open field befindet sich
eine Kamera, ilber die man
auBerhalb der Versuchskammer
die Maus auf einem Bildschirm
beobachten kann. Anhand von 2
senkrechten und 2 waagerechten
Linien auf dem Bildschirm war
das Open field in 9 gleichgrof3e
Felder aufgeteilt. A markiert den
inneren Bereich, B den &dufleren
Bereich des Open field.
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Beim Activity cage handelt es sich um eine Box (41 x 41 x 33 cm) mit durchsichtigen
Acrylglasseitenwianden zur automatischen Aktivititsmessung (Model 7420, UGO BASILE,
Comerio, VA, Italien) (s. Abb. 6). Uber Infrarotsensoren wurde die horizontale Aktivitit
(Transitions) gemessen, aufgrund eines technischen Defekts wurde die vertikale Aktivitét
(Rearings) per Hand gezéhlt. Die Maus wurde in den zentralen Bereich der Box gesetzt und

die Bewegungsaktivitit iiber einen Zeitraum von 5 min erfasst.

. Abb. 6: Activity cage zur automa-
tischen Aktivititsmessung. Die Bewe-
gungsaktivitit der Maus wird durch
Infrarotsensoren gemessen und auf
dem Display angezeigt, sowie am Ende
der Versuchzeit ausgedruckt.

Im Rahmen der pharmakologischen Untersuchungen wurde auch ein Score-System zur
Beurteilung der Hyper- oder Hypolokomotion eingesetzt. Dabei wurden folgende Scores
vergeben:

Score -4 = Hypolokomotion, die sich durch dulere Reize nicht unterbrechen lisst;

Score -3 = Hypolokomotion, die sich durch dulere Reize fiir 2-3 Schritte unterbrechen lisst;
Score -2 = Hypolokomotion, die sich durch dullere Reize fiir > 2-3 Schritte unterbrechen lasst;
Score -1 = Hypolokomotion, die sich durch &duflere Reize fiir > 10 Schritte unterbrechen lisst;
Score 0 = normale Bewegung;

Score 1 = Hyperlokomotion, die < 50% der Zeit anhilt;

Score 2 = Hyperlokomotion, die > 50% der Zeit anhilt;

Score 3 = Hyperlokomotion, die durch duere Reize unterbrechbar ist;

Score 4 = Hyperlokomotion, die sich durch duflere Reize nicht unterbrechen lasst.

3.2.2.3. Katalepsie

Da antidopaminerge Substanzen Katalepsie, d.h. ein anhaltendes Verharren in einer
bestimmten (passiv vorgegebenen) Korperhaltung bei erhdhter Muskelspannung, verursachen

konnen, wurde im Rahmen der pharmakologischen Untersuchungen zusétzlich mit Hilfe des

44



Material und Methoden

Block Tests tiberpriift, ob die Tiere kataleptisch waren. Die Mause wurden dazu mit den
Vorderpfoten auf einen 4 cm hohen Block gesetzt und die Zeit gemessen, die die Maus ohne
duBeren Einfluss mit beiden Vorderpfoten auf dem Block verharrte. Die maximale Testzeit
betrug 30 s. Die Mduse wurden zweimal hintereinander auf den Block gesetzt und die kiirzere
Zeit des Verharrens wurde gewertet. Ab einer Verweildauer von 8 s wurde von einer

Katalepsie ausgegangen.

3.2.2.4. Koordination

Um das Koordinationsvermdgen der Mduse zu testen, wurde ein akzelerierendes Rotarod
(Drehstab) (Modell 7650, Robert & Jones, UGO BASILE, Comerio, VA, Italien) verwendet.
Das Rotarod besteht aus einem Drehstab aus profiliertem Hartgummi, der durch
undurchsichtige Plastikscheiben in 5 Kompartimente unterteilt ist und von einem
Elektromotor angetrieben wird (s. Abb. 7). Unter dem Drehstab befinden sich Kontaktplatten,
die mit einem digitalen Sekundenzihlwerk verbunden sind. Man startet das
Sekundenzdhlwerk, wenn die Maus auf den sich drehenden Stab gesetzt wird. Die Zeit wird
automatisch gestoppt, sobald die Maus beim Herunterfallen den Kippschalter fiir die
Kontaktplatte beriihrt (s. Abb. 7). Im Accelerating-Modus erfolgt iiber einen Zeitraum von
300 s eine Beschleunigung der Umdrehungsgeschwindigkeit von 4 Rotationen pro min (rpm)
auf 40 rpm. Zunichst konnten sich die Maus bei 4 rpm 60 s an die ungewohnte Situation
gewohnen, danach wurde der Accelerating-Modus eingeschaltet und gemessen, wie lange sich
die Maus auf dem Stab halten kann (,,Latency to fall*). Nach Ablauf von 300 s wurde der

Versuch beendet.

J 5 I , f.' Abb. 7: Rotarod zum Testen des

. Koordinationsvermogens. Die Maus wird auf den
sich  drehenden Stab gesetzt. Wenn sie
herunterfallt, 16st sie die Kontaktplatte aus. Auf
der Digitalanzeige kann man die
Aufenthaltsdauer in s ablesen.
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3.2.2.5. Muskelkraft

Mit dem ,, Wire-hang Test*“ wird die Muskelkraft der Vorder- und HintergliedmafB3en beurteilt.
Die Maus wurde auf einen Kéfigdeckel (Normtyp III) gesetzt, der am Rand mit Klebeband
abgedeckt war, so dass eine Innenfliche von 20 x 15 cm entstand. Durch das Klebeband
wurde verhindert, dass die Maus wihrend des Tests an den Deckelrand gelangt. Auf dieses
Innenfeld wurde die Maus fiir 60 s zur Gewdhnung gesetzt. Danach wurde der Deckel erst um
90°, dann um 180° gedreht (s. Abb. 8) und die Zeit gestoppt, die sich die Maus festhalten

konnte (,,Latency to fall*). Die maximale Testzeit fiir jede Position betrug 60 s.

Abb. 8: Wire-hang Test zum Testen der
neuromuskuldren Stirke. Die Maus wurde auf
einen an den Rindern abgeklebten Kéfigdeckel
gesetzt und der Deckel erst um 90°, dann um 180°
, gedreht und dabei die Zeit gestoppt, die sich die
| Maus am Deckel festhalten konnte.

Beim ,,Grip-strength Test beurteilt man nur die Muskelkraft der Vorderpfoten. Hierzu wurde
ein ,,Grip-strength Meter” (Model 47106, UGO BASILE, Comerio, VA, Italien) verwendet
(s. Abb. 9). Die Maus greift beim Zuriickziehen reflexartig einen Metallbiigel, der iiber ein
Kabel mit dem Kraftmesser verbunden ist. Wenn die nach hinten ziehende Kraft des
Untersuchers die Muskelkraft der Maus tibersteigt, lasst diese den Metallbiigel los. Die Kraft
kann man auf der Digitalanzeige ablesen. Fiir jede Maus fanden 5 Messungen hintereinander

statt, diese wurden gemittelt. Das Ergebnis ergab die Griffstirke in Gramm (g).

Abb. 9: Grip-strength Test zum Testen
der neuromuskuldren Stéarke der
=\ VordergliedmaBen. Die Maus greift beim
7" Zuriickziehen reflexartig einen Metallbtigel.
Wenn die nach hinten ziehende Kraft des
Untersuchers die Muskelkraft der Maus
iibersteigt, ldsst diese den Metallbiigel los.
Die Kraft kann man auf der Digitalanzeige
ablesen.
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3.2.2.6.  Ganganalyse

Um den Gang der Méiuse analysieren zu konnen, wurde der so genannte Footprint Test
durchgefiihrt. Die Vorder- und Hinterpfoten der Maus wurden verschiedenfarbig mit
ungiftiger, wasserloslicher Farbe (Plaka®, Pelikan, Hannover, BRD) markiert. Dann musste
die Maus durch einen blickdichten Tunnel (85 x 5 x 5 cm) iiber ein Blatt Papier laufen. Dabei
entstanden FuBabdriicke, an denen die Schrittlinge der Vorder- und Hinterpfoten, der
Abstand zwischen den Pfoten der linken und rechten Seite, sowie die Abstand der Vorder-
von der Hinterpfote jeder Seite gemessen wurde (s. Abb. 10). Fiir jeden Parameter wurden 3
Messungen durchgefiihrt, die gemittelt wurden. Dabei blieben die ersten und letzten ca. 7 cm

der Laufbahn unberticksichtigt.
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Abb. 10: Footprint Test zur Ganganalyse. Die Maus lduft mit farbig markierten Pfoten
(Vorderpfoten rot und Hinterpfoten schwarz) durch einen Tunnel (linkes Bild) iiber Papier.
An den dabei entstandenen Pfotenabdriicken (rechtes Bild) werden die Parameter Schrittlinge
der Hinter- (A) bzw. Vorderpfoten (B), der Abstand zwischen den Hinter- (C) bzw.
Vorderpfoten (D) der linken zur rechten Korperseite, sowie die Abstand der Vorder- von der
Hinterpfote (E) jeder Korperseite gemessen.

3.2.2.7. LDystonie“-Score

Um die Ausprigung der von Shashidharan und Mitarbeitern (2005) beschriebenen ,,Dystonie-
dhnlichen* Bewegungen der Hintergliedmallen besser beurteilen zu konnen, wurde im
Rahmen dieser Doktorarbeit ein Score-System fiir diese Bewegungen etabliert (s. Abb. 11).
Da bei 3 Monate alten unbehandelten Méusen diese Bewegungen noch nicht offensichtlich
waren, sondern erst nach L-DOPA Applikation deutlich zum Vorschein traten, wurde dieses
Score-System nur im Rahmen der pharmakologischen Untersuchungen bei substanz- und
vehikelbehandelten Maiausen eingesetzt. Hierbei wurden die ,,Dystonie-dhnlichen®

Bewegungen (gekriimmte Haltung der Hinterextremitéiten), die sich im Laufen bzw. im
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Hiangen zeigten, jeweils mit Score 0-4 beurteilt:

Score 0 = nicht vorhanden;

Score 1 = einseitig nicht permanent;

Score 2 = einseitig permanent;

Score 3 = beidseitig nicht permanent;

Score 4 = beidseitig permanent.

Die Scores aus Hangen und Laufen wurden bei jedem Tier zusammengefasst, so dass bei

jedem Tier ein individueller Maximalscore von 8 erreicht werden konnte (Beispiel

s. Abb. 11).

N

Abb. 11: ,,Dystonie-ihnliche* Bewegungen der Hintergliedmaflien im Hingen (A) und
im Laufen (B) sowie die normale gestreckte Haltung der Hintergliedmaflen bei einer
hingenden Kontrollmaus (C). Beispiel: A zeigt Score 4 (beidseitig, permanent), B zeigt
Score 2 (einseitig, permanent) in derselben Maus, so dass dieses Tier einen individuellen
Maximalscore von 6 erreicht.

3.2.2.8. Hiandigkeit und Geschicklichkeit

Im Staircase Test kann die Geschicklichkeit und Héndigkeit der Vorderpfoten beurteilt
werden. Der Staircase (modifiziert nach dem Modell 80301, Lafayette Instrument Co. Europe,
Loughborough, U.K.) besteht aus 2 Abteilen (s. Abb. 12). Das hintere Abteil (9 x 5 x 5 cm)
dient als Aufenthaltsbereich und besteht an den Seiten aus undurchsichtigem grauem Plastik,
der Boden wird von Metallquerstreben (1/16°”) gebildet. Der Deckel ist aus durchsichtigem
Plexiglas mit Luftlochern. Das vordere Abteil (7,5 x 2,7 x 4,3 cm) besteht vollstindig aus
durchsichtigem Plexiglas. In der Mitte, auf 2,2 cm Hohe, befindet sich ein 1,5 cm breiter Steg,
auf den die Méuse vom hinteren Abteil aus gelangen kdnnen. Links und rechts unter dem Steg
befindet sich eine ,, Treppe® mit acht Stufen. Jede Stufe hat eine Vertiefung (0 0,7 cm, Tiefe:
0,2 cm), in die ein Futterpellet (Dustless Precision Pellet, TSE Systems, Bad Homburg, BRD)
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platziert wird. Hinter den Treppen befindet sich ein kleiner vertikaler Steg, der das Erreichen
der unteren Treppenstufen fiir die Maus vom hinteren Abteil her verhindert. Die Treppen der
linken und rechten Seite sind durch ein Metallteil verbunden und man kann sie nach vorne
herausziehen, um sie zu befiillen. Der Test fand in einem abgeschlossenen Raum statt, so dass
die Maiduse nicht durch den Untersucher gestort wurden. Jeder Versuch bestand aus 3
Trainingstagen, an die sich 5 Testtage anschlossen. Den Méusen wurde am Abend zuvor das
Futter entzogen (Nahrungsentzug 16 h), Wasser erhielten sie weiterhin ad libitum. 2
»Staircases” wurden vor einen Spiegel gestellt, so dass beide Seiten des Staircase auf der
Videoaufzeichnung sichtbar waren (s. Abb. 12). In jeden Staircase wurde jeweils eine Maus
in das hintere Abteil gesetzt. Das Verhalten der Maus wurde iiber einen Zeitraum von 15 min
mittels einer Digitalkamera (DCR-PC100E, Sony, Berlin, BRD) aufgezeichnet. Unmittelbar
nach dem Test erhielten die Méuse wieder Standardfutter, sowie Sonnenblumenkerne und
Feuchtfutter (eingeweichtes Standardfutter) fiir 8 h, um einen Gewichtsverlust durch die
nichtliche Futterkarenz zu vermeiden. Anhand der Videoaufnahmen wurden dann die
Parameter ,,erfolgreich aufgenommene Pellets* (die Maus griff und fra3 das Pellet), ,,nicht
erfolgreich aufgenommene Pellets* (die Maus griff das Pellet, lieB es dann aber wieder fallen)

und ,,verstreute Pellets (beim Versuch ein Pellet zu greifen, fiel dieses von der Stufe)

gezéhlt.

Abb. 12: Staircase Test.
2 Staircases wurden vor
einem Spiegel platziert, so
dass beide Seiten sichtbar
waren. Die Miuse konnten
aus dem hinteren Abteil
(A) auf den Steg (B)
klettern und dann nach
den auf den Stufen
platzierten  Futterpellets
greifen.
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3.2.2.9. Angstverhalten

Das Angstverhalten wurde mit dem FElevated plus maze beurteilt. Es bestand aus 2
kreuzformig angeordneten gleichlangen Stegen (30 x 5 cm), die in der Mitte verbunden
(5 x 5 cm Plattform) und 50 cm iiber dem Boden befestigt waren. 2 sich gegeniiberliegende
Arme waren an den Seiten durch eine Wand aus undurchsichtigem Plastik geschlossen (Hohe
10 cm), die anderen beiden Arme ragten frei {iber den Boden (s. Abb. 13). Das Elevated plus
maze befand sich in einer Kammer, die verschlieBbar und schallgedimmt war. In dieser
Kammer herrschten gleichbleibende Versuchsbedingungen. Sie wurde mit 3 100-Watt-
Lampen so ausgeleuchtet, dass in den offenen Armen eine Lichtstirke von 210 Lux, in den
geschlossenen Armen von 60 Lux und im Zentrum eine Lichtstirke von 140 Lux erreicht
wurde. Durch die hohe Beleuchtungsintensitit wurde die Aversion der Tiere gegeniiber den
offenen Armen gesteigert. Auflerdem war eine Kamera (TSE Systems, Bad Homburg, BRD)
installiert. Die Maus wurde auf die Plattform ins Zentrum gesetzt und 10 min auBlerhalb der
Kammer iiber einen Bildschirm beobachtet. Protokolliert wurden dabei die Eintritte in die
offenen bzw. geschlossenen Arme (wobei als Eintritt nur gezdhlt wurde, wenn alle vier Pfoten
den anderen Arm betreten haben), die Aufenthaltsdauer in den offen und geschlossenen
Armen bzw. im Zentrum, die Rearings (das Aufrichten auf die Hinterpfoten) sowie Head dips
(das Hinunterbeugen des Kopfes liber den Rand der offenen Arme hinaus).

Zu den klassischen Parametern, die das Angstverhalten beschreiben, zéhlen das prozentuale
Verhiltnis der Eintritte in die offenen Arme zu den Gesamteintritten, die Verweildauer auf
den offenen Armen sowie die Anzahl der Head dips. Angstliche Tiere betreten die offenen
Arme seltener und verbringen weniger Zeit auf den offenen Armen. Dieses Verhalten wird
zudem von einer niedrigen Anzahl an Head dips verdeutlicht. Die Anzahl der Rearings

beschreibt die vertikale Bewegungsaktivitit, wobei diese unabhingig vom Angstverhalten ist.

Abb. 13: Elevated plus maze zur Beurteilung
des Angstverhaltens. Es werden die Eintritte in
die offenen und geschlossenen Arme, die
Aufenthaltsdauer in  den  offenen und
geschlossenen Armen sowie im Zentrum und die
Anzahl der Rearings und Head dips gezihlt bzw.
gemessen.
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DYT1 Kontrollen Durchsoefiihrte
Substanz Dosierung Alter (Anzahl | (Anzahl der g
. . Untersuchungen
der Tiere) Tiere)
3. LM 10 10
Priifung neurologischer
. 6. LM 10 10 Reflexe; Tests zur Motorik,
unbehandelte Tiere Aktivit sndiekei
9. LM 10 10 tivitdt, zur Hindigkeit
und zum Angstverhalten
12. LM 10 10
3.LM Priifung neurologischer
100 mg/kg Reflexe; Tests zur Motorik
(L-DOPA) + 6. LM 8-10 9-10 und Aktivitét; ,,Dystonie*-
10 mg/kg 9.LM Score; Katalepsie;
(Carbidopa) 1 Verhaltens-/Aktivitits-
- LM Scores
25 mg/kg -
Dystonie“-Score;
- + - ? 9
L DO.PA (L-DOPA) + 6. LM 10 10 Katalepsie; Verhaltens-
Carbidopa 10 mg/kg o
. /Aktivitits-Scores
(Carbidopa)
25 mg/kg
(Ll_(l)) SP/’E) - 9s: 10S: ,,Dystonie*“-Score;
1K 13. LM ; ’ Katalepsie; Verhaltens-
(Carbidopa) A% oV S
N /Aktivitédts-Scores
chronisch tiber
20 Tage
6. LM Priifung neurologischer
: Reflexe; Tests zur Motorik
9 LM ) ) und Aktivitét; ,,Dystonie®-
15 mg/kg 8-10 9-10 Score; Katalepsie;
GBR 12935 12. LM Verhaltens-/Aktivitéts-
Scores
,Dystonie“-Score;
45 mg/kg 6. LM 5 5 Katalepsie; Verhaltens-
/Aktivitdts-Scores
5 mg/kg 5 5 »»DYystonie“-Score;
Amphetamin 6. LM Katalepsie; Verhaltens-
10 mg/kg 5 S /Aktivitits-Scores
1 mg/kg 5 5 ,Dystonie“-Score;
A 68930 6. LM Katalepsie; Verhaltens-
2 mg/kg 5 S /Aktivitéts-Scores
0,3 mg/kg 5 5 »Dystonie“-Score;
SCH 39166 6. LM Katalepsie; Verhaltens-
0,6 mg/kg 5 S /Aktivitits-Scores
1 mg/kg 5 5 ,Dystonie“-Score;
Quinpirol 6. LM Katalepsie; Verhaltens-
5 mg/kg 5 5 /Aktivitéts-Scores
0,5 mg/kg 5 5 »Dystonie“-Score;
Racloprid 6. LM Katalepsie; Verhaltens-
3 mg/kg 5 S /Aktivitéts-Scores

Tab. 4: Anzahl der Tiere, die in den Verhaltensuntersuchungen und pharmakologischen
Untersuchungen eingesetzt wurden. Die Gruppenzugehorigkeit der Tiere war dem
Experimentator bekannt, allerdings wusste er nicht, welche Tiere die Substanz und welche das
Vehikel erhalten hatten. (LM = Lebensmonat; S = Substanz, V = Vehikel)
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3.2.3. Pharmakologische Manipulation des dopaminergen Systems

Die GroBle der Versuchsgruppen sowie die jeweils durchgefiihrten Untersuchungen sind in
Tab. 4 zusammengefasst. Die pharmakologischen Untersuchungen wurden im sog. ,,Cross-
over" Design durchgefiihrt. Hierfiir wurde sowohl die Gruppe der Kontrolltiere als auch die
der transgenen Mdiuse halbiert. Die Hilfte jeder Tiergruppe erhielt die Testsubstanz, die
andere Hilfte das Vehikel. Im Abstand von einer Woche erhielt dann die Tiergruppenhalfte,
die initial die Testsubstanz erhalten hatte nun das Vehikel und umgekehrt. Somit stellte jedes
Tier seine eigene Vehikelkontrolle dar. Dabei wusste der Untersucher nicht, welches Tier
welche Injektion erhielt (,,Blindversuch®). Die Substanzen wurden i.p. in einem
Injektionsvolumen von 10 ml/kg verabreicht. Die Dosierungen wurden in Anlehnung an
Literaturangaben bei Ratten oder Miusen gewihlt, in denen die verwendeten Konzentrationen
der Testsubstanzen charakteristische Verhaltensdnderungen hervorriefen (s. 2.3.1.).

Zunichst sollte grundsatzlich festgestellt werden, ob durch pharmakologische Manipulationen
des dopaminergen Systems altersabhidngige Unterschiede in der Motorik zwischen Kontroll-
und transgenen Méusen verursacht werden konnen. Hierzu diente der Dopamin-Vorldufer
L-DOPA in einer Dosierung von 100 mg/kg in Kombination mit 10 mg/kg Carbidopa
(Decarboxylasehemmer) als Testsubstanz, die bei Tieren im Alter von 3, 6, 9 und 12 Monaten
i.p. appliziert wurde, um 20 min nach Injektion die bereits genannten Tests zur Uberpriifung
der neurologischen Reflexe und der Motorik (Activity cage, Rotarod, Wire-hang Test, Grip-
strength Test und Footprint Test) durchzufiihren (s. Abb. 14).

Als zweite Testsubstanz mit einem anderen pharmakologischen Wirkungsmechanismus diente
der Dopamin-Wiederaufnahmehemmer GBR 12935 in einer Dosierung von 15 mg/kg. Er
wurde in den genannten Tests bei Mdusen im Alter von 6, 9 und 12 Monaten eingesetzt
(s. Tab. 4). Da bei den Versuchen mit L-DOPA keine Unterschiede zwischen dem 3. und dem
6. Lebensmonat (LM) erkennbar waren, wurde auf eine Applikation im 3. LM verzichtet.

Ein zweiter Schwerpunkt der pharmakologischen Untersuchungen war die Beurteilung einer
moglichen Verstirkung bzw. Verminderung der von Shashidharan und Mitarbeitern (2005)
initial beschriebenen ,,Dystonie-dhnlichen Bewegungen (s. 3.2.2.7.) durch dopaminerge
Substanzen. Dies erfolgte mittels eines Score-Systems zusitzlich bei den genannten
Untersuchungen von L-DOPA und GBR 12935. AufBlerdem wurde dies bei weiteren
Dosierungen dieser Substanzen und bei den in Tab. 3 aufgefiihrten Substanzen im Alter von 6

Monaten getestet.
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Applikation
l 20' 25' 30'-35' 40'-45' 50'
| | | 5' Pause |5' Pause | .
| | 1 | |
2 2 X X X
O@Q (b\ob ‘\\®+ <& <& <&
R QP\ ok ,bog S '\\f‘\
& @ 2 R
¥ § & <«°
O\O @Q

Abb. 14 Zeitstrahl zum Ablauf der pharmakologischen Verhaltenstests nach
Applikation von Vehikel bzw. Substanz. Zwischen dem Rotarod und dem Wire-hang Test,
sowie zwischen dem Wire-hang Test und dem Grip-strength Test wurde den Tieren jeweils
eine Pause von 5 min eingerdumt. Da die Tiere unterschiedlich lange auf dem Rotarod
verblieben, gestalteten sich die Zeiten danach variabel (wurden durch die Pausen bestimmt),
weshalb hier die moglichen Zeitrdume angegeben sind. Der Footprint Test fand als letzter
Test max. 50 min nach der Injektion statt.

Vor der Untersuchung mittels Score-System wurden die Maduse einzeln in hohe
Makrolonkéfige (Normtyp III-180) gesetzt und diese mittels durchsichtiger Plexiglasscheiben
mit Luftschlitzen abgedeckt, um ein iiberméBiges Explorationsverhalten sowie ein
Entweichen der Tiere zu verhindern. Im Anschluss an die Injektion der Testsubstanz bzw. des
Vehikels wurden die Tiere {iber einen Zeitraum von 3 h zu festgelegten Zeitpunkten beurteilt.
Die Beurteilung erfolgte in min 0 (unmittelbar vor Substanzapplikation) und 10, 20, 30, 45,
60, 90, 120, 150 und 180 min nach der Injektion. Neben den Effekten auf die ,,Dystonie-
dhnlichen” Bewegungen wurden auch weitere Verhaltenseffekte bzw. Nebenwirkungen wie
Schniiffeln (Sniffing), stereotypes Putzen und gestreckter Schwanz (Straub tail) mittels Scores
beurteilt. Die Beurteilung dieser Verhaltenseffekte erfolgte in Anlehnung an das Score-
System, das fiir L-DOPA induzierte Dyskinesien verwendet wird (Lundblad et al., 2002).
Folgende Scores wurden fiir diese Effekte vergeben:

Score 0 = normales Verhalten,;

Score 1 = geringgradig (unter 50% der Beobachtungszeit vorhanden);

Score 2 = mittelgradig (liber 50% der Beobachtungszeit vorhanden);

Score 3 = hochgradig (ohne Unterbrechung vorhanden).

AuBerdem wurde im Rahmen dieser Untersuchungen der Block Test durchgefiihrt
(s. 3.2.2.3.) und die Aktivitdt ebenfalls mittels Scores beurteilt (s. 3.2.2.2.).
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Im Anschluss an diese akuten Versuche wurde bei 13 Monate alten Tieren L-DOPA in einer
Dosierung von 25 mg/kg in Kombination mit 10 mg/kg Carbidopa iiber 20 Tage chronisch
verabreicht. Dabei wurde die geringere Dosierung von L-DOPA gewihlt, da sich in den
akuten Versuchen durch Verabreichung der hoheren Dosierung sehr starke Effekte auf die
Lokomotion und die ,,Dystonie-dhnlichen* Bewegungen gezeigt hatten. Die chronische
Verabreichung sollte hingegen zeigen, ob sich durch eine ldnger anhaltende Manipulation des
dopaminergen Systems mittels einer geringen Dosierung ohne starke akute Effekte
Verdnderungen der ,,Dystonie-dhnlichen® Bewegungen provozieren lassen. Hierzu wurden
aus 18 transgenen und 19 Kontrolltieren eine Substanzgruppe (9 bzw. 10 Tiere) und eine
Vehikelgruppe (9 Tiere) gebildet. Die Tiere wurden an den Tagen 1, 4, 8, 11, 15, 18 und 20

des 20-tdgigen Injektionszeitraums mit dem oben beschriebenen Score-System beurteilt.

3.3. Statistische Versuchsauswertung

Da sich bei den verschiedenen Versuchen immer wieder Ausreifler zeigten, die gegen eine
Normalverteilung sprachen, wurden fiir die Auswertung nur nicht parametrische statistische
Testverfahren angewendet. Bei den Testverfahren wurde auf eine Bonferroni-Korrektur der p-
Werte (Uberschreitungswahrscheinlichkeit) verzichtet, was bei der Interpretation der Daten
beachtet werden muss. Die Irrtumswahrscheinlichkeit a (,,Signifikanzniveau®), bei der die
Nullhypothese abgelehnt wird, wurde in dieser Arbeit mit o = 0,05 festgelegt. Wenn p < a
war, wurde davon ausgegangen, dass die Abweichung der Versuchsergebnisse von den zu
erwartenden Werten bei Giiltigkeit der Nullhypothese nicht nur zufallsbedingt war. Diese
Abweichungen bzw. Unterschiede wurden als signifikant bezeichnet. Bei p-Werten von 0,05
< p < 0,1 wurde von einer Tendenz gesprochen. Die Qualitit der Aussage wurde umso hoher
angesehen, je kleiner die p war. Fir die Auswertung wurden die Einzeltierwerte
herangezogen. Die p-Werte wurden mit dem Programm SigmaStat® (Version 3.0) errechnet.

Die Darstellungen der Ergebnisse erfolgt mit sog. ,,Boxplots* (Median mit 25. / 75. Perzentile
und Whisker 10. / 90. Perzentile). Zusitzlich sind das arithmetische Mittel (x) als
gestrichelte Linie und Ausreiler als schwarze Punkte (®) abgebildet. Von dieser
Abbildungsart wird bei der chronischen Applikation aus Griinden der Ubersichtlichkeit
abgewichen. Da sich in diesen Untersuchungen das X nicht stark vom Median unterschied,

werden in diesen Abb. das X und der Standardfehler (S.E.) dargestellt.

3.3.1. Untersuchung der Vitalitit, der Motorik und des Angstverhaltens

Da es sich bei den verschiedenen Alterstufen um dieselben Tiere handelte, wurde zunéchst die
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Varianz fiir die Altersverldufe mit der Friedman-Varianzanalyse flir verbundene Stichproben
mit Messwiederholungen ermittelt. Zeigten sich hierbei Unterschiede, so wurde der
Wilcoxon-Signed-Rank-Test fiir verbundene Stichproben herangezogen, um die Altersstufen
3.IMzu 6. LM, 6. LM zu 9. LM und 9. LM zu 12. LM zu beurteilen. Innerhalb der einzelnen
Altersstufen wurden die transgenen Tiere und die Kontrollmiduse mit Hilfe des Mann-

Whitney-U-Tests ausgewertet.

3.3.2. Pharmakologische Manipulation des dopaminergen Systems

Unterschiede zwischen Substanz- und Vehikelbehandlung innerhalb der Kontroll- bzw.
transgenen Tiere in einer Altersstufe wurden mit dem Wilcoxon-Signed-Rank-Test ermittelt.
Bei den anderen Vergleichen wurde jeweils die Differenz zwischen Substanz- und
Vehikelbehandlung von jedem Tier herangezogen. Bei den Verhaltensuntersuchungen wurde
analog zu 3.3.1. vorgegangen. (Substanz — Vehikel).

Beim Score-System wurden jeweils die Maximalwerte der Substanz- und
Vehikeluntersuchung, die ein Tier im Beobachtungszeitraum erreicht hat, betrachtet. Mit
Hilfe des Chi-Quadrat-Tests konnen Unterschiede in den Verteilungseigenschaften der
Gruppen getestet werden. Da die erwarteten Wahrscheinlichkeiten jedoch < 5 waren, konnte
der Chi-Quadrat-Test nicht durchgefiihrt werden. Daher wurde die Auswertung wie folgt
durchgefiihrt: Die Altersstufen (3. LM zu 6. LM, 6. LM zu 9. LM und 9. LM zu 12. LM)
wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Test auf Unterschiede getestet, da es sich in den
einzelnen Altersstufen hier um verschiedene Tiere handelte. Der Gruppenvergleich zwischen
Kontroll- und DYT1-Méusen fand ebenfalls mit dem Mann-Whitney-U-Test statt. Bei den
Substanzen, die nur im 6. LM getestet wurden fand lediglich der Gruppenvergleich zwischen
transgenen- und Kontrollmdusen statt. Der Mann-Whitney-U-Tests bei den Scores erfolgte
mit dem Programm SPSS® (Version 16), da das Programm SigmaStat® keine korrigierten p-
Werte fiir Stichproben mit Bindungen berechnet.

Bei der chronischen Applikation von L-DOPA wurden die einzelnen Gruppen (Kontrollen
Vehikel, Kontrollen Substanz, DYT1 Vehikel und DYT1 Substanz) zundchst mit der
Friedman-Varianzanalyse auf Unterschiede im Versuchsverlauf untersucht. Zeigten sich
hierbei Unterschiede, wurden die Versuchstage jeweils auf Unterschiede zu Tag 1 mit dem
Wilcoxon-Signed-Rank-Test untersucht. An den einzelnen Versuchstagen wurde mit dem
Mann-Whitney-U-Test ermittelt, ob es Unterschiede zwischen der Substanz- und

Vehikelgruppe einer Mauslinie bzw. zwischen den Kontroll- und den DYT1-Mé&usen gab.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Genotypisierung

Um sicherzustellen, dass die transgenen Méuse das humane Defektgen tragen, wurde eine
Genotypisierung mittels PCR durchgefiihrt. Wie in Abb. 15 beispielhaft dargestellt, wiesen
Proben von transgenen Tieren als PCR-Produkt 1 Bande mit einer Grofle von ~213 bp und
nach dem Verdau mit BseRI 2 Banden, 1 bei 118 bp und 1 bei 95 bp, auf. Bei Kontrolltieren
treten diese Banden nicht auf. Nur wenn sich die oben beschriebenen, fiir transgene Tiere

typischen, Banden zeigten, wurden die transgenen Méuse in Versuchen eingesetzt.

ABCDEFGH | J

Abb. 15: Beispiel einer Genotypisierung mittels PCR: H stellt die Positivkontrolle vor
Verdau und I die verdaute Positivkontrolle (Probe einer transgene Maus) dar. J ist die
Negativkontrolle (Probe einer Kontrollmaus). A, C und E sind PCR-Produkte von positiven
Tieren und B, D und F die dazugehdrigen Verdauproben. G ist die DNA-Leiter (50 bp Leiter)
als Standard zum Abgleich der Bandengrof3e der aufgetragenen Proben.

4.2. Untersuchung der Vitalitat, der Motorik und des Angstverhaltens
bei unbehandelten Miusen

Diese Untersuchungen wurden bei naiven (d.h. unbehandelten) Kontrollmdusen und
transgenen Mausen in vier verschiedenen Altersstufen (3, 6, 9 und 12 Monate) durchgefiihrt.
Diese Altersabhingigkeit war von besonderem Interesse, da die Erkrankung beim Menschen
einen progressiven Verlauf aufweist und daher gekldrt werden sollte, ob die DYT1-Miuse

ebenfalls einen solchen aufweisen. Der Median, die 25. und 75. Perzentile, das x , der S.E.
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sowie die Minimal- und Maximalwerte der jeweiligen Gruppe sind dem tabellarischen

Anhang zu entnehmen.

4.2.1. Vitalitit und neurologische Reflexe

Uber den Versuchszeitraum wurde das KGW zur Beurteilung der Vitalitit ermittelt. Es zeigte
sich, dass die Gewichtszunahmen bei beiden Versuchsgruppen gleich verliefen (ohne
Abbildung).

Der Lidreflex, die Hautsensibilitdit, der Tastsinn (Orientierungsreflex) und der Stellungsreflex
waren bei allen Tieren in allen Altersstufen ungestort, d.h. die Reflexantwort erfolgte
innerhalb 1-2 s. Beim Haltungsreflex zeigten eine Kontrollmaus mit 6 Monaten und eine mit
12 Monaten sowie eine DYT1-Maus mit 12 Monaten eine leicht verzogerte Reflexantwort
von 2-3 s. Alle anderen Miuse zeigten einen ungestorten Haltungsreflex (ohne Abbildung).
Dartiber hinaus wurden die Miuse in ihrem Heimkéfig sowie im Open field (s.u.) regelméBig
in allen Altersstufen beobachtet, mit Hauptaugenmerk auf mogliche Bewegungsstérungen.
Das von Shashidharan et al (2005) beschriebene Circling konnte dabei bei einer Dyt1-Maus

beobachtet werden. Die ,,Dystonie-dhnlichen* Bewegungen waren hieriiber nicht aufgefallen.

4.2.2. Lokomotorische Aktivitit

Bei der lokomotorischen Aktivitdt zeigte sich sowohl bei Kontrollmdusen als auch bei DYT1-
Maiusen im Open field und im Activity cage eine signifikant geringere horizontale
Bewegungsaktivitdt (Transitions) bei 6 Monate alten Tieren im Vergleich zu 3 Monate alten
Maiusen (s. Abb. 16). Zwischen den beiden Tiergruppen gab es hingegen keinen signifikanten
Unterschied. Es zeigte sich allerdings, dass es bei den transgenen Tieren in allen Altersstufen
groBere Streuungen gab als bei der Kontrollgruppe. Wenn man die Ubertritte von einem
duBeren Quadrat in ein anderes dufleres Quadrat (B-B) (s. Abb. 17 A) und von einem dufBeren
Quadrat in das innere Quadrat (B-A) (s. Abb. 17 B) im Open field gesondert betrachtet, so
betraten die transgenen Tiere das innere, d.h. ,junsichere®, Quadrat im 3. LM signifikant
hiufiger als die Kontrolltiere. Beide Tiergruppen zeigten im Alter von 3 Monaten signifikant
mehr Transitions im Vergleich zum 6. Monat sowohl von B zu B als auch von B zu A. Beim
Vergleich des 6. mit dem 9. LM ergab sich eine signifikant geringere Anzahl an Transitions

von B zu A bei den transgenen Tieren.
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Abb. 16: Horizontale Bewegungsaktivitit (Transitions) im Open field (A) und im
Activity cage (B) im Alter von 3, 6, 9 und 12 Monaten. Die Werte von 10 transgenen Méusen
(grau) und 10 Kontrolltieren (wei) sind als Boxplots dargestellt (Median mit 25. / 75.
Perzentile und Whisker 10. / 90. Perzentile). Zusdtzlich sind das X als gestrichelte Linie und
Ausreiller als schwarze Punkte (e®) abgebildet. Signifikante Unterschiede zwischen
verschiedenen Altersstufen der Kontrollméduse sind mit Kreisen (°°p<0,01) und signifikante
Unterschiede zwischen verschiedenen Altersstufen der DYTI1-Miuse sind mit Rauten
("p<0,05, "p<0,01) gekennzeichnet.
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Abb. 17: Horizontale Aktivitit im Open field. Ubertritte von einem #uBeren Quadrat in
ein duBeres Quadrat (A) und Ubertritte von einem #iuBeren Quadrat in das innere
Quadrat (B) im Alter von 3, 6, 9 und 12 Monaten. Die Werte von 10 transgenen Miusen
(grau) und 10 Kontrolltieren (wei) sind als Boxplots dargestellt (Median mit 25. / 75.
Perzentile und Whisker 10. / 90. Perzentile). Zusétzlich sind das x als gestrichelte Linie und
Ausreifler als schwarze Punkte (@) abgebildet. Signifikante Unterschiede zwischen Kontroll-
und DYTI1-Méusen sind mit Sternen (*p<0,05), signifikante Unterschiede zwischen
verschiedenen Altersstufen der Kontrollmiuse sind mit Kreisen (°p<0,05, °°p<0,01) und
signifikante Unterschiede zwischen verschiedenen Altersstufen der DYT1-Méuse sind mit

Rauten ("p<0,05, #p<0,01) gekennzeichnet.
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Die Ergebnisse fiir die vertikale Bewegungsaktivitdit (Rearings) im Open field und im Activity

cage sind in Abb. 18 dargestellt. Im Open field konnte eine signifikant geringere Zahl an

Rearings bei 6 Monate alten Kontroll- und transgenen Mdusen beobachtet werden als bei den

entsprechenden 3 Monate alten Tieren. Zudem zeigte sich hier eine signifikante Reduktion

der Rearings bei 12 Monate alten Kontrollmdusen im Vergleich zu 9 Monate alten Tieren,

wihrend zwischen diesen Altersstufen keine Unterschiede bei DYT1-Méusen vorlagen. Im

Activity cage wurde eine signifikant geringere Zahl der Rearings bei 6 Monate alten

Kontrolltieren im Vergleich zum Alter von 3 Monaten festgestellt. Uberraschenderweise war

die Anzahl der Rearings bei 3 Monate alten DYTI1-Méusen signifikant niedriger als bei

gleichaltrigen Kontrollmiusen. Andere signifikante Unterschiede zwischen den Tiergruppen

oder zwischen den Altersstufen innerhalb der Tiergruppen lagen nicht vor.
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Abb. 18: Vertikale
Bewegungsaktivitit im
Open field (A) wund
Activity cage (B) im Alter
von 3, 6, 9 und 12
Monaten. Die Werte von
10 transgenen Mdusen
(grau) und 10 Kontroll-
tieren (weill) sind als
Boxplots dargestellt
(Median mit 25. / 75.
Perzentile und Whisker 10.
/ 90. Perzentile). Zuséitz-
lich sind das Xx als
gestrichelte  Linie und
Ausreiler als schwarze
Punkte (e®) abgebildet.
Signifikante Unterschiede
zwischen Kontroll- und
DYTI1-Méusen sind mit
Sternen (*p<0,05), sig-
nifikante Unterschiede
zwischen  verschiedenen
Altersstufen der Kontroll-
miuse sind mit Kreisen
(°p<0,05, °°p<0,01) und
signifikante Unterschiede
zwischen  verschiedenen
Altersstufen der DYTI-
Miuse sind mit Rauten
("p<0,05) gekennzeichnet.
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Bei der Putzaktivitit (Grooming) im Open field zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
im Altersverlauf innerhalb der beiden Gruppen. Im 9. LM wiesen allerdings die transgenen

Tiere eine deutlich hohere Putzaktivitét auf als die Kontrolltiere (s. Abb. 19).
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Abb. 19: Putzaktivitit im Open field im Alter von 3, 6, 9 und 12 Monaten. Die Werte von
10 transgenen Madusen (grau) und 10 Kontrolltieren (weill) sind als Boxplots dargestellt
(Median mit 25. / 75. Perzentile und Whisker 10. / 90. Perzentile). Zusétzlich sind das x als
gestrichelte Linie und Ausreifler als schwarze Punkte (e®) abgebildet. Signifikante
Unterschiede zwischen Kontroll- und DYTI1-Méusen sind mit Sternen (*p<0,05)
gekennzeichnet.

Zusammenfassend zeigte sich eine altersabhingige Abnahme der lokomotorischen Aktivitit
im Vergleich des 6. LM mit dem 3. LM, jedoch wiesen die transgenen Méuse keine starken

Abweichungen zu den Kontrollmiusen auf.

4.2.3. Koordination

Im Accelerating-Modus, in dem iiber einen Zeitraum von 300 s eine Beschleunigung von
4 rpm auf 40 rpm stattfand, zeigte sich eine signifikante Verbesserung der Rotarod-
Performanz bei 6 Monate alten Kontrolltieren im Vergleich zu 3 Monaten (s. Abb. 20).
Insgesamt zeigten die transgenen Méause keine Defizite in der Koordination im Vergleich zu

den Kontrollen.
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Abb. 20: Latenzzeit bis zum Herabfallen (,,Latency to fall“) auf dem Rotarod im
Accelerating-Modus im Alter von 3, 6, 9 und 12 Monaten. Die Werte von 10 transgenen
Maiusen (grau) und 10 Kontrolltieren (weil}) sind als Boxplots dargestellt (Median mit 25. /
75. Perzentile und Whisker 10. / 90. Perzentile). Zusétzlich sind das x als gestrichelte Linie
und Ausreifler als schwarze Punkte (®) abgebildet. Signifikante Unterschiede zwischen
verschiedenen Altersstufen der Kontrollméuse sind mit Kreisen (°°p<0,01) gekennzeichnet.

4.2.4. Muskelkraft

Bei der Kraftmessung mittels Grip-strength Test zeigten sowohl die transgenen als auch die
Kontrolltiere einen signifikanten Unterschied im Vergleich des 6. mit dem 9. LM, wobei es zu
einer Verminderung der Muskelkraft kam (s. Abb. 21 A).

Beim Wire-hang Test (s. Abb. 21 B) zeigten sich in beiden Tiergruppen bei einer Drehung
von 90° (keine signifikanten altersabhingigen Unterschiede ohne Abbildung). Bei einer
Drehung von 180° zeigte die Friedman-Varianzanalyse einen signifikanten Unterschied im
Altersverlauf in beiden Tiergruppen, der auf eine verringerte Muskelkraft hindeutete. Dieser
lie sich mit dem post-hoc-Test in den von uns untersuchten Altersvergleichen allerdings
nicht bestdtigen. Auch beim Vergleich der beiden Tiergruppen ergaben sich weder bei einer
Drehung des Gitters um 90° (ohne Abbildung), noch bei einer Drehung um 180° signifikante

Unterschiede.
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Abb. 21: Griffstirke beim Grip-strength Test (A) sowie die Latenzzeit bis zum
Herabfallen (,,Latency to fall) beim Wire-hang Test bei einer Kifigdeckeldrehung von
180° (B) im Alter von 3, 6, 9 und 12 Monaten. Die Werte von 10 transgenen Mé&usen (grau)
und 10 Kontrolltieren (weifl) sind als Boxplots dargestellt (Median mit 25. / 75. Perzentile
und Whisker 10. / 90. Perzentile). Zusitzlich sind das x als gestrichelte Linie und Ausreif3er
als schwarze Punkte (e) abgebildet. Signifikante Unterschiede zwischen verschiedenen
Altersstufen der Kontrollmiuse sind mit Kreisen (°°p<0,01) und signifikante Unterschiede
zwischen verschiedenen Altersstufen der DYT1-Miuse sind mit Rauten (*p<0,01)
gekennzeichnet.

63



Ergebnisse

4.2.5. Ganganalyse

Da sich bei den Schrittldngen der linken und der rechten Korperseite keine Unterschiede
zeigten und es sich nicht um ein lateralisiertes Tiermodell handelt (s. 3.2.2.1.), wurde fiir
jedes Tier das X aus den Werten der linken und rechten Korperseite gebildet. Fiir die
Schrittlinge der Vorder- und Hinterpfoten (s. Abb. 22) ergab sich im Altersverlauf eine
signifikante Verlangerung der Schrittlinge im Vergleich des 6. mit dem 9. LM bei den
Kontrolltieren und im Vergleich des 3. mit dem 6. LM sowie des 9. mit dem 12. LM bei den
transgenen Tieren. Beim Vergleich der beiden Tiergruppen war im 9. LM eine signifikante
kiirzere Schrittlange der transgenen Tiere zu sehen.

Der Abstand zwischen den Vorderpfoten bzw. Hinterpfoten der linken und rechten
Korperseite zeigte keine signifikanten Unterschiede (s. Abb. 23).

Bei dem Abstand der Vorder- von der Hinterpfote zeigte sich im Altersverlauf innerhalb der
Tiergruppen weder auf der linken noch auf der rechten Korperseite ein signifikanter
Unterschied. Im Vergleich der beiden Tiergruppen zeigte sich ein signifikant gréBerer
Abstand von der Vorder- zur Hinterpfote bei den transgenen Tieren auf der rechten

Korperseite im Alter von 12 Monaten (s. Abb. 24).

Insgesamt zeigten transgene Mduse somit ab dem 9. LM leichte Ganganomalien im Vergleich
zu Kontrollméusen. Die Anzahl der Tiere in der Auswertung schwankte um 1 bis 2 Tiere, da

vereinzelt die Footprints nicht auswertbar waren.
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Abb. 22: Schrittlinge (in cm) der Vorderpfoten (A) und der Hinterpfoten (B) im Alter
von 3, 6, 9 und 12 Monaten. Die Werte von 8-10 transgenen Méusen (grau) und 10
Kontrolltieren (weil) sind als Boxplots dargestellt (Median mit 25. / 75. Perzentile und
Whisker 10. / 90. Perzentile). Zusitzlich sind das x als gestrichelte Linie und Ausreif3er als
schwarze Punkte (®) abgebildet. Signifikante Unterschiede zwischen Kontroll- und DYT1-
Maiusen sind mit Sternen (**p<0,01), signifikante Unterschiede zwischen verschiedenen
Altersstufen der Kontrollméuse sind mit Kreisen (°°p<0,01) und signifikante Unterschiede
zwischen verschiedenen Altersstufen der DYT1-Miuse sind mit Rauten (“p<0,05, #p<0,01)
gekennzeichnet.
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Abb. 23: Abstand zwischen den Vorderpfoten (A) und zwischen den Hinterpfoten (B) im
Alter von 3, 6, 9 und 12 Monaten. Die Werte von 8-10 transgenen Méiusen (grau) und 10
Kontrolltieren (weil3) sind als Boxplots dargestellt (Median mit 25. / 75. Perzentile und
Whisker 10. / 90. Perzentile). Zusétzlich sind das x als gestrichelte Linie und Ausreiler als
schwarze Punkte (@) abgebildet.

66



Ergebnisse

=

2.0 -
Kontrollen
[ DYTI

Y
(8]
|

o
n
.
}7
|
|
|
q_
.
|
|

Abstand (vo-hi) links {cm)
°
|
%
H
}—p

0,0
3 6 9 12
Alter (Monate)
B) 2,0 -
1,5 -
T T i ol .

10 =1

Abstand (vo-hi) rechts (cm)

0,0

3 6 9 12
Alter (Monate)

Abb. 24: Abstand zwischen Vorder- und Hinterpfote der linken Seite (A) und der
rechten Seite (B) im Alter von 3, 6, 9 und 12 Monaten. Die Werte von 8-10 transgenen
Mausen (grau) und 10 Kontrolltieren (weil) sind als Boxplots dargestellt (Median mit 25. /
75. Perzentile und Whisker 10. / 90. Perzentile). Zusitzlich sind das x als gestrichelte Linie
und Ausreifler als schwarze Punkte (e) abgebildet. Signifikante Unterschiede zwischen
Kontroll- und DYTI1-Méusen sind mit Sternen (*p<0,05) gekennzeichnet. (vo-hi =
Vorderpfote-Hinterpfote)
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4.2.6. Hindigkeit und Geschicklichkeit

Der Staircase Test bestand aus 3 Trainingstagen, an die sich 5 Testtage anschlossen. Dieses
Vorgehen wurde gewdhlt, da sich zeigte, dass nach 3 Tagen keine wesentlichen
Verdanderungen in der Anzahl der Pellets der einzelnen Parameter vorhanden waren.
Beispielhaft wird dies in Abb. 25 fiir die Anzahl der verstreuten Pellets im Alter von
3 Monaten dargestellt.

o 16 -

° —®m— DYTI Abb. 25: Anzahl
o 14 - —-O— Kontrollen der verstreuten
o 12 - Pellets im Alter
c

I3 von 3 Monaten.
3 10 A Die Werte von 8
5 transgenen Mausen
o 8 1 . Training o Testtage . (Quadrate) und 10
Q 6 - ' Kontrolltieren
st (Kreise).  Darge-
T 4 - stellt sind das Xx
£ und  S.E. der
= 2 - beiden Gruppen an
@ 0| den verschiedenen
5 Tagen des Ver-

. : - . - . . . suchszeitraumes.

Tiere, die wahrend des gesamten Versuchszeitraumes der einzelnen Altersstufen gar keine
Aktivitdt zeigten oder hochstens an den Trainingstagen Pellets verstreuten, gingen nicht in die
Auswertung ein. Dies waren im Alter von 3 Monaten 2 und im Alter von 6 Monaten 3 DYT1-
Maiuse aber keine Kontrollmaus, im Alter von 9 und 12 Monaten jeweils 2 transgene Méause
und eine Kontrollmaus. Fiir die Auswertungen wurden das x der 5 Testtage fiir die einzelnen
Parameter von jedem Tier herangezogen. Da sich bei Betrachtung der Daten gezeigt hat, dass
auch Kontrollmduse individuelle Praferenzen beziiglich der Benutzung der Pfoten zeigten und
es sich bei den transgenen Tieren nicht um ein lateralisiertes Tiermodell handelt, wurde das x
aus der Anzahl der linken und der rechten Korperseite gebildet und somit die
Geschicklichkeit insgesamt beurteilt.

Bei der Anzahl der gefressenen Pellets gab es weder signifikante Unterschiede im
Altersverlauf innerhalb der beiden Versuchsgruppen, noch im Vergleich zwischen den

Versuchsgruppen (s. Abb. 26 A). Die Kontrolltiere haben im Vergleich des 6. LM mit dem
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9. LM signifikant mehr Pellets verstreut. DYT1-Méuse zeigten bei diesem Parameter keine
Unterschiede im Altersvergleich und auch zwischen den Versuchsgruppen gab es keine
Unterschiede (s. Abb. 26 B). Bei den nicht erfolgreich aufgenommenen Pellets zeigten
ebenfalls nur die Kontrolltiere einen signifikanten Unterschied im Altersverlauf, diesmal
zwischen dem 3. und dem 6. LM, wobei sie im 6. LM mehr Pellets nicht erfolgreich
aufnahmen (s. Abb. 26 C).

Insgesamt war die Handigkeit und Geschicklichkeit bei transgenen Miusen im Vergleich zu

den Kontrollméusen unveriandert.
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Abb. 26 Staircase Test: Anzahl (n)
gefressener Pellets (A), verstreuter
Pellets (B) und nicht erfolgreich
14 - aufgenommener Pellets (C) im Alter von
3, 6,9 und 12 Monaten. Die Werte von 10
transgenen Méusen (grau) und 10
10 - Kontrolltieren (wei) von den 5 Testtagen
sind als Boxplots dargestellt (Median mit
25./75. Perzentile und Whisker 10. / 90.
Perzentile). Zusitzlich sind das x als
gestrichelte Linie und Ausreiller als

r o schwarze  Punkte (®)  abgebildet.

Anzahl (n)

Signifikante ~ Unterschiede = zwischen
verschiedenen Altersstufen der
Kontrollméuse sind mit  Kreisen
(°°p<0,01) gekennzeichnet.
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4.2.7. Angstverhalten

Die Kontrolltiere zeigten im Elevated plus maze eine signifikante Abnahme der Eintritte in
die offenen Arme in % der Gesamteintritte vom 3. zum 6. LM. Transgene Méuse traten im 9.
LM signifikant hiufiger in die offenen Arme ein als die Kontrolltiere (s. Abb. 27 A).

Bei der Aufenthaltsdauer auf den offenen Armen in s (s. Abb. 27 B) zeigten die Kontrolltiere
eine signifikant verkiirzte Aufenthaltsdauer im 6. LM im Vergleich zum 3. LM. Die DYT]1-
Tiere zeigten zwar mit der Friedman-Varianzanalyse einen signifikanten Unterschied im
Altersverlauf, was auf eine Abnahme der Aufenthaltsdauer hindeutete, dies lief sich aber mit
dem Wilcoxon-Signed-Rank-Test in den von uns untersuchten Altersvergleichen nicht
bestitigen. Zwischen den Tiergruppen waren keine Unterschiede festzustellen.

Bei den Head dips (s. Abb. 27 C) zeigten die Kontrolltiere eine signifikante Abnahme im 6.
LM im Vergleich zum 3. LM. Bei den DYTI1-Tieren war hingegen kein Unterschied im
Altersverlauf sichtbar. Im Alter von 3 Monaten zeigten die transgenen Tiere aber signifikant
weniger Head dips als die Kontrolltiere. Im Gegensatz dazu wiesen die transgenen Tiere im
Alter von 12 Monaten signifikant mehr Head dips auf als die Kontrolltiere.

Die vertikale Bewegungsaktivitdt, ausgedriickt durch die Rearings (s. Abb. 27 D), zeigte eine
signifikante Reduktion vom 3. zum 6. LM bei den Kontrolltieren. Im Altersverlauf bei den

DYTI1-Tieren sowie zwischen den Versuchsgruppen waren keine Unterschiede nachweisbar.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse im Alter von 3 Monaten auf eine eher groflere
Angstlichkeit bei transgenen Miusen im Vergleich zu den Kontrollen hin. Im Gegensatz dazu
steht die eher geringere Angstlichkeit der transgenen Tiere in den anderen Altersstufen, was
mit den Beobachtungen im Open field (Ubertritte B in A) iibereinstimmt. Nur die

Kontrolltiere zeigten eine Abnahme aller Parameter im Vergleich vom 3. zum 6. LM.
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Abb. 27: Elevated plus maze mit Anzahl der Eintritte in die offenen Arme in % der
Gesamteintritte (A), Aufenthaltsdauer auf den offenen Armen in s (B), Anzahl der Head
dips (C) und Anzahl der Rearings (D) im Alter von 3, 6, 9 und 12 Monaten. Die Werte von
7-9 transgenen Mausen (grau) und 9-10 Kontrolltieren (wei3) sind als Boxplots dargestellt
(Median mit 25. / 75. Perzentile und Whisker 10. / 90. Perzentile). Zusitzlich sind das x als
gestrichelte Linie und Ausreiler als schwarze Punkte (®) abgebildet. Signifikante
Unterschiede zwischen Kontroll- und DYT1-Maiusen sind mit Sternen (*p<0,05, **p<0,01),
signifikante Unterschiede zwischen verschiedenen Altersstufen der Kontrollmiuse sind mit
Kreisen (°°p<0,01) gekennzeichnet.
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4.3. Pharmakologische Manipulation des dopaminergen Systems

Das dopaminerge System spielt eine entscheidende Rolle bei Dystonien (s. 2.1.3.2.). Daher
sollte an den DYTI-Méusen untersucht werden, ob es Unterschiede im Ansprechen auf
verschiedene Substanzen mit unterschiedlichen Angriffspunkten im dopaminergen System
gibt oder ob sich durch Manipulation des dopaminergen Systems dystone Bewegungen bei
DYTI1-Miusen auslosen bzw. verstirken lassen. Die pharmakologischen Untersuchungen
wurden im sog. Cross-over Design durchgefiihrt. Zusitzlich handelte es sich um
Blindversuche, das heif3t, dass der Untersucher nicht wusste, welche Tiere das Vehikel und
welche die Substanz bekamen.

Fiir die statistischen Vergleiche der transgenen Maiuse mit den Kontrolltieren und der
Altersverldufe innerhalb der Tiergruppen wurde immer die Differenz von Effekten unter
Substanzapplikation und Effekten unter Vehikelapplikation eines jeden Tieres herangezogen.
Die einzige Ausnahme war die Untersuchung der chronischen L-DOPA Applikation, da hier
die Tiere nicht ihre eigene Vehikelkontrolle darstellten.

Der Median, 25. und 75. Perzentil, x, S.E. sowie die Minimal- und Maximalwerte der

einzelnen Gruppen sind dem tabellarischen Anhang zu entnehmen.

4.3.1. Wirkungen von L-DOPA und GBR 12935 in Abhingigkeit vom Alter

Die Early-onset-Torsionsdystonie hat beim Menschen meist einen altersabhingigen
progressiven Verlauf. Daher war die Untersuchung einer Altersabhéngigkeit bei den DYT1-
Miusen von besonderem Interesse, um zu untersuchen ob die Tiere einen progressiven

Verlauf der Symptome zeigen, wie die bei DYT1-Patienten der Fall ist (s. 2.1.2.1.).

4.3.1.1. Akute Effekte von L-DOPA

Bei den Untersuchungen der neurologischen Reflexe zur Ermittlung der Vitalitdt nach i.p.
Applikation einer Dosis von 100 mg/kg L-DOPA + 10 mg/kg Carbidopa war der Lidreflex,
der Tastsinn (Orientierungsreflex) und die Hautsensibilitdit bei allen Tieren ungestort. Nach
Substanzapplikation war der Haltungsreflex im 3. LM bei 1 Kontrollmaus und 1 transgenen
Maus gestort. Im 6. LM zeigten 2 transgene Tiere gar keinen Haltungsreflex, 4 Kontrolltiere
und 3 transgene Miuse zeigten einen gestorten Reflex. 9 Kontrolltiere und 2 transgene Tiere
hatten aufBlerdem einen gestorten Stellungsreflex. Im Alter von 9 Monaten zeigten
6 Kontrolltiere und 5 DYTI1-Miuse einen gestorten Haltungsreflex. 5 Kontrolltiere und
2 transgene Tiere hatten auflerdem einen gestorten Stellungsreflex. Im 12. LM zeigten

6 Kontrolltiere und 4 transgene Tiere einen gestorten Haltungsreflex. 5 Kontrolltiere und
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6 DYTI1-Maiuse hatten einen gestorten Stellungsreflex (ohne Abbildung). Widererwartend
zeigten aber auch vehikelbehandelte Tiere beider Versuchsgruppen vereinzelt gestorte
Reflexe (ohne Abbildung).

Die horizontale Bewegungsaktivitit (Transitions) wurde durch ip. Applikation von
100 mg/kg L-DOPA + 10 mg/kg Carbidopa bei beiden Tiergruppen in allen Altersstufen
vermindert (s. Abb. 28). Einzige Ausnahme waren die 3 Monate alten DYTI1-Maiuse. Im
Vergleich zu Kontrollmiusen war eine signifikant gréere Differenz zwischen Substanz- und
Vehikelbehandlung bei den DYT1-Mdusen im 9. LM festzustellen. Die DYT1-Méiuse zeigten
auflerdem einen signifikanten Unterschied im Altersverlauf. Dies lieB sich mit dem post-hoc-
Test jedoch nicht bestdtigen.

Auch die vertikale Aktivitdt (Rearings) wurde durch die Applikation von L-DOPA in allen
Altersstufen bei beiden Tiergruppen signifikant vermindert. Es waren aber keine
altersabhéngige Verminderung der Differenzen oder Unterschiede zwischen den Tiergruppen
nachweisbar (s. Tab. 5).

Mittels Rotarod war fiir beide Tiergruppen in jeder Altersstufe eine signifikante
Verschlechterung der Rotarod-Performanz nach Applikation von L-DOPA nachweisbar.
Beim Vergleich der beiden Tiergruppen und beim Altersverlauf ergaben sich jedoch keine
Unterschiede (s. Tab. 5).

Im Grip-strength Test liel sich kein Unterschied zwischen der Substanz- und der
Vehikelapplikation erkennen. Auflerdem zeigten sich weder zwischen den Tiergruppen noch
zwischen den verschiedenen Altersstufen innerhalb einer Tiergruppe Unterschiede (s. Tab. 5).
Im Wire-hang Test fanden sich ebenfalls weder zwischen Substanz- und Vehikel-Applikation
noch im Altersverlauf signifikante Unterschiede. Auch zwischen den Tiergruppen waren

keine Unterschiede nachweisbar (s. Tab. 5).
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Abb. 28: Horizontale Aktivitit im Activity cage nach i.p. Applikation von 100 mg/kg
L-DOPA + 10 mg/kg Carbidopa im Alter von 3, 6, 9 und 12 Monaten. Die Werte von 9-10
vehikelbehandelten transgenen Médusen (grau) und 9-10 vehikelbehandelten Kontrolltieren
(weiBl) sind als Boxplots dargestellt (Median mit 25. / 75. Perzentile und Whisker 10. / 90.
Perzentile). Zusétzlich sind das X als gestrichelte Linie und Ausreier als schwarze Punkte
(e) abgebildet. Die Substanzapplikationen sind als schraffierte Flichen gekennzeichnet.
Signifikante Unterschiede zwischen Vehikel und Substanzapplikation innerhalb der Gruppe
von Kontroll- bzw. DYT1-Miusen ('p<0,05, ~'p<0,01), signifikante Unterschiede zwischen
Kontroll- und DYT1-Maiusen sind mit Sternen (*p<0,05) gekennzeichnet.

Im Footprint Test liefen einige der L-DOPA-behandelten Tiere nicht durch den Tunnel, da die
Bewegungsaktivitit zu stark vermindert war (s.0.). Diese Tiere gingen nicht mit in die
Auswertung ein. Es ergab sich fiir die Schrittlinge der Vorderpfoten und der Hinterpfoten bei
den Kontrolltieren jeweils eine signifikant kiirzere Schrittldinge nach Substanzgabe im 6., 9.
und 12. LM im Vergleich zur Vehikelgabe. Die transgenen Tiere zeigten im Vergleich
zwischen der Substanz- und der Vehikelgabe nur im 9. LM eine signifikant verkiirzte
Schrittlainge der Vorderpfoten. Im Vergleich der beiden Versuchsgruppen war im 12. LM eine
signifikant stdrker verkiirzte Schrittlinge der Vorderpfoten nach Substanzgabe bei den
Kontrollmausen als bei den DYT1-Mausen zu sehen (s. Abb. 29 A).

Die Substanzgabe hatte bei beiden Tiergruppen keinen Einfluss auf den Abstand zwischen
den Vorderpfoten der linken und der rechten Korperseite. Auch im Altersverlauf oder beim
Vergleich der beiden Versuchsgruppen ergab sich diesbeziiglich kein signifikanter
Unterschied (ohne Abbildung). Nach Substanzapplikation zeigten die Kontrolltiere im 6., 9.

und 12. LM einen signifikant geringeren Abstand zwischen den Hinterpfoten als nach der
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Vehikelapplikation (s. Abb. 29 B). Auch hier gab es keine Unterschiede im Altersverlauf,
beim Vergleich der beiden Versuchsgruppen zeigte sich allerdings im Alter von 6 und 9
Monaten eine signifikant hohere Differenz zwischen Substanz- und Vehikelgabe bei den
Kontrolltieren im Vergleich zu den transgenen Tieren.

Der Abstand zwischen der Vorder- und der Hinterpfote zeigte auf der rechten Korperseite
keine signifikanten Unterschiede (nicht dargestellt). Fiir die linke Kd&rperseite zeigte sich nur
bei den Kontrolltieren im Alter von 3 Monaten ein signifikant groerer Abstand nach
Substanzapplikation. Auflerdem waren bei den Kontrolltieren in allen Altersvergleichen (3. zu
6., 6. zu 9. und 9. zu 12. Monat) signifikante Unterschiede nachweisbar, wobei die Abstinde
teils groBer, teils kleiner wurden. Beim Vergleich der transgenen Tiere mit den Kontrolltieren
zeigte sich ein signifikanter Unterschied im 3. LM, wobei die Differenz zwischen Substanz-
und Vehikelbehandlung bei den DYTI1-Miusen negativ und bei den Kontrolltieren positiv
war, d.h. die DYTI-Méduse hatten unter Substanzgabe einen groBeren Abstand als bei

Vehikelgabe und die Kontrolltiere unter Substanzgabe eine geringeren Abstand als bei

Vehikelgabe (s. Abb. 29 C).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Tiere beider Versuchsgruppen nach

Substanzapplikation eine Verdnderung des Gangbildes aufwiesen.

Abb. 29 (Seite 77): Schrittlinge der Vorderpfoten (A), Abstand der Hinterpfoten
zwischen der rechten und linken Korperseite (B) und Abstand zwischen der Vorder-
und der Hinterpfote der linken Korperseite (C) nach i.p. Applikation von 100 mg/kg L-
DOPA + 10 mg/kg Carbidopa im Alter von 3, 6, 9 und 12 Monaten. Die Werte von 6-10
transgenen Méusen (grau) und 9-10 Kontrolltieren (weil) sind als Boxplots dargestellt
(Median mit 25. / 75. Perzentile und Whisker 10. / 90. Perzentile). Zusétzlich sind das x als
gestrichelte Linie und Ausreiler als schwarze Punkte (®) abgebildet. Die
Substanzapplikationen sind als schraffierte Flichen gekennzeichnet. Signifikante
Unterschiede zwischen Vehikel- und Substanzapplikation innerhalb der Gruppe von Kontroll-
bzw. DYT1-Miusen sind mit Plus ("p<0,05, "p<0,01), signifikante Unterschiede zwischen
Kontroll- und DYTI1-Méusen sind mit Sternen (*p<0,05, **p<0,01), signifikante
Unterschiede zwischen verschiedenen Altersstufen der Kontrollmduse sind mit Kreisen
(°p<0,05, °°p<0,01) gekennzeichnet.
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Beim ,, Dystonie “-Score wurde die gekrimmte Haltung der Hinterextremititen, die von
Shashidharan und Mitarbeitern (2005) beschrieben wurde, beurteilt. Sie zeigte sich im Laufen
und im Héngen und wurden jeweils mit einem Score von 0-4 beurteilt (s. 3.2.2.7.).
Interessanterweise zeigten auch vehikelbehandelt Kontrolltiere wiedererwartend ,,Dystonie-
ahnliche* Bewegungen (s. Abb. 30). Fiir die Dosierung von 100 mg/kg L-DOPA + 10 mg/kg
Carbidopa 1i.p. zeigte sich bei beiden Versuchsgruppen nach Substanzapplikation eine
signifikante Erhohung des Scores in allen Altersstufen. Allerdings ergaben sich keine
weiteren signifikanten Unterschiede, weder im Vergleich der Altersstufen noch im Vergleich

der beiden Versuchsgruppen.
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Abb. 30: ,,Dystonie“-Score (Maximalscore innerhalb von 3 h) nach i.p. Applikation von
100 mg/kg L-DOPA + 10 mg/kg Carbidopa im Alter von 3, 6, 9 und 12 Monaten. Die
Werte von 10 transgenen Méusen (grau) und 10 Kontrolltieren (wei) sind als Boxplots
dargestellt (Median mit 25. / 75. Perzentile und Whisker 10. / 90. Perzentile). Zusétzlich sind
das X als gestrichelte Linie und Ausreiler als schwarze Punkte (@) abgebildet. Die
Substanzapplikationen sind schraffiert dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen
Vehikel und Substanzapplikation innerhalb der Gruppe von Kontroll- bzw. DYT1-Mausen
sind mit Plus ("p<0,05, "p<0,01) gekennzeichnet.

Im Rahmen der Applikation von 100 mg/kg L-DOPA + 10 mg/kg Carbidopa i.p. wurden

aulerdem die stereotypen Verhaltensweisen Schniiffeln (Sniffing), gestreckter Schwanz

78



Ergebnisse

(Straub tail) und Putzen (Grooming) beurteilt (s. Tab. 6). Die transgenen Tiere zeigten im 3.
LM und die Kontrolltiere im 9. und 12. LM eine signifikant geringere Schniiffelaktivitdit nach
Substanzapplikation. Bei den transgenen Tieren war auflerdem eine signifikant grofere
Differenz zwischen Substanz- und Vehikelbehandlung beim Vergleich zwischen dem 3. und
dem 6. LM zu sehen. Beim Vergleich der Kontroll- mit den DYT1-Méusen zeigten sich
signifikante Unterschiede in der Differenz zwischen Substanz- und Vehikelbehandlung beim
Sniffing im 12. LM (s. Tab. 6).

Im 3., 6. und 12. LM l6ste die Substanzapplikation bei den transgenen Tieren einen Straub
tail aus (s. Tab. 6). AuBerdem waren bei diesen Tieren signifikante Unterschiede zwischen
dem 3. und 6. sowie zwischen dem 6. und 9. LM vorhanden, wobei die Differenz zwischen
Substanz- und Vehikelbehandlung im 6. Monat grof3er war als im 3., dann aber im 9. Monat
wieder kleiner war als im 6. Monat. Auflerdem zeigten die transgenen Tiere im Alter von 6
Monaten eine deutlich groBere Differenz zwischen Substanz- und Vehikelbehandlung als die
Kontrolltiere.

Beim Parameter Grooming traten keine signifikanten Unterschiede auf.

Eine deutliche Hypolokomotion war auch im Score-System bei allen Tieren unter
Substanzgabe nachweisbar, die nur im 3. LM bei den Kontrolltieren nicht signifikant war
(s. Tab. 6). Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen des Activity cage (s.0.)

Der Block-Test zur Beurteilung der Katalepsie zeigte nach L-DOPA-Applikation bei den
Kontrolltieren im 9. und 12. LM und bei den transgenen Tieren im 12. LM eine signifikant
verlangerte Aufenthaltsdauer auf dem Block. Auflerdem gab es eine signifikant groBere
Differenz zwischen Substanz- und Vehikelbehandlung im 9. LM im Vergleich zum 6. LM bei
den Kontrolltieren, d.h. die Verweildauer unter Substanzapplikation war im 9. LM ladnger.
Allgemein ist allerdings festzuhalten, dass sowohl Kontroll- als auch transgene Tiere im 3.
und 6. LM hochstens 8 s auf dem Block verharrten (ohne Abb.).

Weitere Verhaltensdnderungen nach Substanzapplikation, die jedoch nicht quantitativ
beurteilt und nicht statistisch ausgewertet wurden, waren eine KuBhandstellung bei einer
transgenen Maus im Alter von 3 Monaten und einer Weiteren im Alter von 9 Monaten. Eine
Hyperreaktivitdt war im 6. LM bei einem transgenen Tier und im 9. LM bei 6 transgenen
Tieren zu sehen. Im 9. LM und im 12. LM zeigten 2 transgene Tiere ein offensives Verhalten.
Ein transgenes Tier zeigte im 9. LM sogenanntes ,Piano playing“, d.h. auf den
HintergliedmaBlen sitzend fiihrte sie stereotype horizontale Bewegungen mit den
Vorderpfoten aus. Unkontrolliertes Springen an den Kifigdeckel zeigte im Alter von 3

Monaten 1 Kontrolltier und im Alter von 6 Monaten 4 Kontrolltiere.
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L-DOPA auf die Parameter Sniffing, Putzen, Straub tail, Aktivitit und Block Test.

mner

Maximalscores

Tab. 6

Angegeben sind der Median und die 25. / 75. Perzentile; Signifikante Unterschiede zwischen
Vehikel- und Substanzapplikation innerhalb der Gruppe von Kontroll- bzw. DYT1-Méausen

signifikante Unterschiede in der Differenz von Substanz — Vehikel zwischen verschiedenen

sind mit Plus (+p<0,05 , ++p<0,01), signifikante Unterschiede in der Differenz von Substanz —
Altersstufen der Kontroll- bzw. DYT1-Miusen mit Kreisen (°p<0,05) gekennzeichnet.

Vehikel zwischen Kontroll- und DYT1-Méusen DYT1 sind mit Sternen (*p<0,05, **p<0,01),
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Insgesamt konnten keine wesentlichen altersabhingigen Unterschiede festgestellt werden.
Daher wurde die zweite Dosierung von 25 mg/kg L-DOPA + 10 mg/kg Carbidopa nur im
Alter von 6 Monaten beurteilt.

In einer Dosierung von 25 mg/kg L-DOPA + 10 mg/kg Carbidopa zeigte sich beim
»Dystonie“-Score in beiden Tiergruppen ein signifikanter Unterschied zwischen der
Vehikelbehandlung und der Substanzbehandlung. Allerdings gab es wie auch schon bei der
hoheren Dosierung keinen Unterschied zwischen den Tiergruppen (s. Abb. 31). Fiir alle
anderen bewerteten Parameter (Sniffing, Straub tail, Grooming und Katalepsie) zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede, weshalb auf die Darstellung der Daten verzichtet wird. Im
Gegensatz zur hoheren Dosis von 100 mg/kg L-DOPA + 10 mg/kg Carbidopa trat in dieser
Dosierung keine Hypolokomotion auf (ohne Abb.) auf. Als Verhaltensdnderungen wenige
min nach Substanzapplikation war unkontrolliertes Springen an den Kéifigdeckel bei 2

Kontrollméusen auffillig.

Abb. 31:  ,Dystonie“-Score

8 [ Kontrollen Vehikel (Maximalscore innerhalb von 3
B350 Kontrollen L-DOPA h) nach i.p. Applikation von 25

77 DYTIL Vehikel mg/kg L-DOPA + 10 mg/kg

EEE8 DYTI L-DOPA Carbidopa im Alter von 6

6 Monaten. Die Werte von 10
H transgenen Mdusen (grau) und 10

Kontrolltieren (weifl) sind als
Boxplots dargestellt (Median mit
4 - 25. / 75. Perzentile und Whisker
10. / 90. Perzentile). Zusitzlich
sind das x als gestrichelte Linie
H und Ausreif3er als schwarze Punkte
° () abgebildet. Die Substanzap-
plikation ist schraffiert dargestellt.
Signifikante Unterschiede zwi-
schen Vehikel- und Substanzap-
Py plikation bei Kontroll- und DYT]1-
Miusen sind mit Plus ("p<0,01)
gekennzeichnet.

Score

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass es nach L-DOPA-Applikation in beiden
Dosierungen keine wesentlichen Unterschiede zwischen den DYT1- und den Kontrollméusen

gab.
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4.3.1.2. Wirkungen von GBR 12935

Da die Ergebnisse der akuten i.p. Applikation von L-DOPA alleine noch keinen Ausschluss
altersabhingiger Effekte von dopaminergen Manipulationen zulieBen, wurde GBR 12935, ein
Dopamin-Wiederaufnahmehemmer, als weitere Substanz mit einem anderen Angriffspunkt
als L-DOPA bei 6, 9 und 12 Monate alten Tieren i.p. verabreicht. Auf eine Applikation bei 3
Monate alten Tieren wurde verzichtet.

Bei der Untersuchung der neurologischen Reflexe nach Verabreichung einer Dosis von
15 mg/kg GBR 12935 war der Haltungsreflex im 6. LM nach Substanzapplikation jeweils bei
einer Kontrollmaus und einer transgenen Maus sowie im Alter von 9 Monaten bei 3
transgenen Tieren gestort. Im 12. LM hatten 2 transgene Tiere nach Substanzapplikation
einen gestorten Haltungsreflex. Alle anderen Reflexe waren unauffallig (nicht dargestellt).
Die horizontale Aktivitdt, gemessen im Activity cage, wurde durch i.p. Applikation von
15 mg/kg GBR12935 in beiden Tiergruppen in allen Altersstufen signifikant erhdht.
Zwischen den Altersstufen innerhalb einer Tiergruppe und zwischen den Tiergruppen in den
einzelnen Alterstufen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (s. Abb. 32 A).
Substanzbehandelte Kontrolltiere in allen Altersstufen und transgene Tiere im Alter von 6
Monaten zeigten eine signifikant erhohte vertikale Aktivitit. Die Varianzanalyse ergab eine
Signifikanz im Altersverlauf fiir die Kontrolltiere, die sich mit dem post-hoc-Test jedoch
nicht bestdtigen lief. Beim Vergleich der Versuchsgruppen gab es einen signifikanten
Unterschied im Alter von 6 Monaten, wobei die Differenz zwischen Substanz- und
Vehikelbehandlung bei den transgenen Tieren kleiner war (s. Abb. 32 B).

Im Rotarod ergaben sich keine signifikanten Effekte auf die Koordination (s. Tab. 7).

Der Grip-strength Test und der Wire-hang Test bei einer Gitterdrehung von 90° zeigten keine
signifikanten Unterschiede, weder durch die Substanzapplikation, noch innerhalb bzw.
zwischen den Tiergruppen. Bei einer Gitterdrehung von 180° waren beim Wire-hang Test
(s. Tab. 7) ebenfalls keine Substanzeffekte zu erkennen. Allerdings war ein signifikanter
Unterschied im Alter von 9 Monaten im Vergleich der DYT1- mit den Kontrollmiusen
nachweisbar , wobei die Differenz zwischen Substanz- und Vehikelbehandlung bei den
Kontrolltieren negativ und bei DYT1-Tieren positiv war, d.h. die Kontrolltiere konnten sich
unter Substanzgabe eine kiirzere Zeit am Deckel festhalten als bei Vehikelgabe und die
DYTI1-Tieren konnten sich unter Substanzgabe eine ldngere Zeit am Deckel halten als bei

Vehikelgabe.

82



Ergebnisse

A _
) 3000 + | C Kontrollen Vehikel
e |53 Kontrollen GBR 12935
2500 = DYTI Vehikel
E BEEE DYT! GBR 12935
0 2000 -
=
e 1500 -
c
ks T,
S 1000 - §
c
© _
= 500 _
0 .
6 9 12
Alter (Monate)
B) 100 -
Iz 80 -
£
[Ty}
~ 60 -
=
7)) +
2 40 T
S
&
20 -
0

12
Alter (Monate)

Abb. 32: Activity cage nach i.p. Applikation von 15 mg/kg GBR 12935 bzw. Vehikel,
Transitions (A) und Rearings (B) im Alter von 6, 9 und 12 Monaten. Die Werte von 8-10
transgenen Méiusen (grau) und 8-10 Kontrolltieren (weil) sind als Boxplots dargestellt
(Median mit 25. / 75. Perzentile und Whisker 10. / 90. Perzentile). Zusétzlich sind das X als
gestrichelte Linie und Ausreiler als schwarze Punkte (®) abgebildet. Die
Substanzapplikationen sind schraffiert dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen
Vehikel- bzw. Substanzapplikation bei Kontroll- und DYT1-Miusen sind mit Plus ("'p<0,05,
p<0,01), signifikante Unterschiede zwischen Kontroll- und DYT1-Méusen sind mit Sternen
(*p<0,05) gekennzeichnet.
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Der Footprint Test zeigte auf der rechten Korperseite bei transgenen Tiere im 6. LM einen
signifikant groeren Abstand zwischen Vorder- und Hinterpfote nach Substanzapplikation.
Ein weiterer signifikanter Unterschied ergab sich beim Abstand der Hinterpfoten der linken
und rechten Korperseite bei den Kontrolltieren im Vergleich vom 9. mit dem 12. LM. Dabei
war auffillig, dass die Differenz von Substanz- zu Vehikelapplikation im 9. LM leicht positiv
und im 12. LM leicht negativ war, was darauf hindeutet, dass im 9. LM die Tiere nach
Substanzgabe einen weiteren Abstand zwischen den Pfoten zeigten und im 12. Monat nach
Substanzgabe einen geringeren Abstand aufwiesen (ohne Abb.).

Die Applikation von 15 mg/kg GBR 12935 hatte keine signifikanten Effekte auf den
,, Dystonie “-Score (Tab. 8). Auch im Altersverlauf und zwischen den Tiergruppen gab es
keine Unterschiede. Allerdings zeigten auch hier sogar vehikelbehandelte Kontrolltiere
»Dystonie-dhnliche* Bewegungen.

Nach Substanzapplikation trat bei den Kontrolltieren in allen Altersgruppen vermehrtes
Sniffing auf (Tab. 8), wohingegen die transgenen Tiere nur im Alter von 9 und 12 Monaten
vermehrtes Sniffing zeigten. Im 6. LM zeigte sich dementsprechend ein signifikanter
Unterschied zwischen den transgenen und den Kontrolltieren. Die Ergebnisse aus dem
Activity cage (Abb. 32) konnten mit dem Score-System bestétigt werden. Auch hier ergab
sich eine signifikant erhohte Aktivitit bei beiden Tiergruppen nach Substanzapplikation in
allen Altersstufen (Tab. 8). Ein Straub tail war im 6. LM bei den Kontrolltieren und im 9. LM
bei den transgenen Maiusen nach Substanzgabe zu sehen. Beim stereotypen Putzen waren
keine Unterschiede nachzuweisen (s. Tab. 8) und im Katalepsie-Test verharrte keine Maus
langer als 8 s auf dem Block (nicht dargestellt).

Wie bei der Applikation von 100 mg/kg L-DOPA zeigten sich auch bei 15 mg/kg GBR keine
wesentlichen Altersunterschiede, weshalb alle anderen Substanzen und Dosierungen

ausschlieflich im Alter von 6 Monaten getestet wurden.

Die Applikation einer Dosis von 45 mg/kg GBR 12935, die nur im Alter von 6 Monaten
verabreicht wurde, hatte ebenfalls keine Auswirkung auf den ,,Dystonie*“-Score. Auch bei den
Parametern Sniffing, Straub tail, Grooming, Aktivitit und Katalepsie konnten keine
Unterschiede nach Substanzapplikation bzw. zwischen den Kontrollmédusen und den DYT1-
Maiusen hervorgerufen werden (s. Tab. 8). Als Substanzeffekt trat unkontrolliertes Beillen in
den Boden bei 3 transgenen und 4 Kontrolltieren auf. Zudem wurde bei einer transgenen und

einer Kontrollmaus eine Ataxie nach Substanzapplikation beobachtet.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die akute i.p. Applikation von GBR 12935 in den
getesteten Dosierungen keine wesentlichen Unterschiede zwischen den DYTI1- und den

Kontrollméusen erkennen lief3.

4.3.2. Wirkungen von Amphetamin

Amphetamin, das die Ausschiittung des DA und damit den Dopaminumsatz erh6ht, wurde in
Dosierungen von 5 und 10 mg/kg i.p. appliziert. In den getesteten Dosierungen hatte
Amphetamin keine Effekte auf den ,,.Dystonie“-Score und es waren keine Unterschiede
zwischen den DYTI- und den Kontrollmdusen nachweisbar (s. Abb. 33). In beiden
Dosierungen zeigte sich fiir keinen der weiteren bewerteten Parameter (Sniffing, Straub tail,
Grooming, Aktivitit und Katalepsie) Unterschiede nach Substanzgabe oder zwischen den
transgenen Miusen und den Kontrollmédusen (ohne Abbildung). Unter Substanzbehandlung
war bei der niedrigen Dosierung bei einer transgenen Maus nach Substanzapplikation Licking
(stereotypes Lecken mit der Zunge) zu beobachten. Bei der hoheren Dosierung zeigten jeweils
3 transgene und 3 Kontrolltiere nach Substanzapplikation Licking. Insgesamt ergab sich nach

akuter i.p. Applikation von Amphetamin kein Unterschied zwischen den Tiergruppen.

A) 8 - B) 8 -
1 Kontrollen Yehikel
FEEZA Kentrollen Amphetamin
6 1 CO DYTI Vehikel 6 4
B DYTI Amphetamin
e 2
S 4 2 4
n wn
2 2 A
0 R 0

Abb. 33: ,,Dystonie“-Score (Maximalscore innerhalb von 3 h) nach i.p. Applikation von
5 mg/kg (A) bzw. 10 mg/kg (B) Amphetamin im Alter von 6 Monaten. Die Werte von 5
transgenen Méusen (grau) und Kontrolltieren (wei3) sind als Boxplots dargestellt (Median mit
25. / 75. Perzentile und Whisker 10. / 90. Perzentile). Zuséitzlich ist das x als gestrichelte
Linie abgebildet. Die Substanzapplikationen sind schraffiert dargestellt.
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4.3.3. Wirkungen von D;- und D,-Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten

4.3.3.1.  Wirkungen des D;-Rezeptor-Agonisten A 68930

A 68930 wurde in den Dosierungen 1 und 2 mg/kg untersucht. Es gab nach i.p.
Verabreichung von beiden Dosierungen keine Unterschiede beim ,,Dystonie*“-Score weder
innerhalb noch zwischen den Tiergruppen (s. Abb. 34). Auch die anderen bewerteten
Parameter (Sniffing, Straub tail, Grooming, Aktivitdt und Katalepsie) unterschieden sich nicht
zwischen den transgenen Miusen und den Kontrollmiusen (s. Tab. 9). Bei einer Dosierung
von 1 mg/kg hatten alle substanzbehandelten Tiere eine auffallend hyperdamisierte Nase. Nach
Applikation der hohen Dosierung zeigten alle Tiere kurzzeitige sich wiederholende Krimpfe

und eine transgene sowie 2 Kontrollméiuse ausgeprigtes Licking.

A) 8 1 B) 8 -
| Kontrollen Vehikel

FXX] Kontrollen A 68930

T DYTI Vehikel

6 - =l DYT1 A 68930 6
@ @
= —
(»] i
o 4 8 4 -
2 N

2 2

NIl RIS

Abb. 34: ,,Dystonie*“-Score (Maximalscore innerhalb von 3 h) nach i.p. Applikation von
1 mg/kg (A) bzw. 2 mg/kg (B) A 68930 im Alter von 6 Monaten. Die Werte von 5
transgenen Miusen (grau) und 5 Kontrolltieren (wei}) sind als Boxplots dargestellt (Median
mit 25. / 75. Perzentile und Whisker 10. / 90. Perzentile). Zusétzlich ist das x als gestrichelte
Linie abgebildet. Die Substanzapplikationen sind schraffiert dargestellt.
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4.3.3.2.  Wirkungen des D;-Rezeptor-Antagonisten SCH 39166

SCH 39166 wurden in Dosierungen von 0,3 und 0,6 mgkg i.p. appliziert. Nach
Verabreichung beider Dosierungen zeigten sich weder im ,,Dystonie*“-Score (s. Abb. 35) noch
in einem der anderen bewerteten Parameter (Sniffing, Straub tail, Grooming, Aktivitit und
Katalepsie) Unterschiede zwischen der jeweiligen Substanz- und Vehikelgruppe oder

zwischen den transgenen Miusen und den Kontrollméusen (s. Tab. 9).

A) 8 1 B) 8 -
I | Kontrollen Vehikel
XX Kontrollen SCH 39166
= DYTI Vehikel

6 4 EEEE DYT1 SCH 39166 6

Score
o

Score
o

o L .

Abb. 35: ,,Dystonie*“-Score (Maximalscore innerhalb von 3 h) nach i.p. Applikation von
0,3 mg/kg (A) bzw. 0,6 mg/kg (B) SCH 39166 im Alter von 6 Monaten. Die Werte von 5
transgenen Mdusen (grau) und 5 Kontrolltieren (weil}) sind als Boxplots dargestellt (Median
mit 25. / 75. Perzentile und Whisker 10. / 90. Perzentile). Zusétzlich ist das x als gestrichelte
Linie abgebildet. Die Substanzapplikationen sind schraffiert dargestellt.
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4.3.3.3.  Wirkungen des D,-Rezeptor-Agonisten Quinpirol

Quinpirol wurde in den Dosierungen 1 und 5 mg/kg i.p. verabreicht. Fiir den ,,Dystonie®-
Score lag bei beiden Dosierungen im Vergleich der Substanzbehandlung mit der
Vehikelbehandlung jeweils nur ein tendenzieller Unterschied von p = 0,063 vor, was
vermutlich auf die geringe Tierzahl (n = 5) zurilickzufiihren ist. Allerdings zeigte sich
zwischen den Kontrollmdusen und den DYT1-Maiusen kein Unterschied (s. Abb. 36), so dass
auf eine VergroBerung der Versuchsgruppen verzichtet wurde. Ebenso lag bei beiden
Dosierungen eine deutliche Hypolokomotion nach Substanzapplikation in beiden Tiergruppen
vor, die allerdings ebenfalls nur tendenziell (p = 0,063) war. Durch Verabreichung von
5 mg/kg zeigten die transgenen Tiere allerdings eine signifikant ausgeprégtere
Hypolokomotion als die Kontrolltiere. Es lagen keine Unterschiede in einem der anderen
bewerteten Parameter (Sniffing, Straub tail, Grooming und Katalepsie) vor (s. Tab. 10). Eine

transgene Maus war nach Substanzapplikation auffallend angriffslustig.

A)8 - B) 8 -
— 1 Kontrollen Vehikel
ZXFA Kontrollen Quinpirol
1 DYT! Vehikel
6 | === DYT! Quinpirol 6 -
L H QO
& S
G 4 o 47
w wn
2 1 - 2
0 0

Abb. 36: ,,Dystonie“-Score (Maximalscore innerhalb von 3 h) nach i.p. Applikation von
1 mg/kg (A) bzw. 5 mg/kg (B) Quinpirol im Alter von 6 Monaten. Die Werte von 5
transgenen Mdusen (grau) und 5 Kontrolltieren (weil3) sind als Boxplots dargestellt (Median
mit 25. / 75. Perzentile und Whisker 10. / 90. Perzentile). Zusétzlich ist das x als gestrichelte
Linie abgebildet. Die Substanzapplikationen sind schraffiert dargestellt.
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4.3.3.4.  Wirkungen des D,-Rezeptor-Agonisten Racloprid

Die Effekte von Racloprid wurden in den Dosierungen 0,5 und 3 mg/kg i.p. untersucht. Beide
Dosierungen hatten keinen Einfluss auf den ,,Dystonie“~-Score (s. Abb. 37), auch zwischen
den Kontrolltieren und den DYT1-Méusen waren keine Unterschiede nachweisbar. Nach
Substanzapplikation war eine deutliche Hypolokomotion in beiden Tiergruppen erkennbar,
die allerdings aufgrund der geringen Tierzahl (n = 5) nur tendenziell (p = 0,063) war. In der
hoheren Dosierung von 3 mg/kg zeigte sich eine signifikant groBere Differenz zwischen
Substanz- und Vehikelbehandlung bei den transgenen Tieren im Vergleich zu den
Kontrollmdusen. In keinem der anderen bewerteten Parameter (Sniffing, Straub tail,
Grooming und Katalepsie) gab es Unterschiede zwischen der jeweiligen Substanz- und
Vehikelgruppe oder zwischen den transgenen Midusen und den Kontrollmdusen (s. Tab. 10).
Eine transgene Maus zeigte nach Applikation der hohen Dosierung unkontrollierte hektische

Bewegungen im Kifig.
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Abb. 37: ,,Dystonie*“-Score (Maximalscore innerhalb von 3 h) nach i.p. Applikation von
0,5 mg/kg (A) bzw. 3 mg/kg (B) Racloprid im Alter von 6 Monaten. Die Werte von 5
transgenen Mdusen (grau) und 5 Kontrolltieren (weil}) sind als Boxplots dargestellt (Median
mit 25. / 75. Perzentile und Whisker 10. / 90. Perzentile). Zusétzlich ist das x als gestrichelte
Linie abgebildet. Die Substanzapplikationen sind schraffiert dargestellt.

Insgesamt zeigte die Manipulation mit D;- und D,-Agonisten und -Antagonisten mittels
akuter i.p. Applikation keine wesentlichen Unterschiede zwischen den DYT1- und den

Kontrolltieren.
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4.3.4. Chronische Effekte von L-DOPA

Da die akute Manipulation des dopaminergen Systems keine Unterschiede zwischen den
transgenen und den Kontrolltieren aufdeckte, sollte nun mittels chronischer Applikation von
L-DOPA/Carbidopa geklart werden, ob eine langere Aktivierung des dopaminergen Systems
zu Unterschieden zwischen den DYTI1- und Kontrollmdusen bei den ,,Dystonie-dhnliche*
Bewegungen® fiihrt. L-DOPA wurde als Substanz fiir den chronischen Versuch ausgewéhlt,
da von dieser Substanz bekannt ist, dass sie z.B. bei Parkinson-Patienten nach lidngerer
Therapie zur Auspriagung von Dyskinesien fithren kann.

Fiir den chronischen Versuch wurde eine Dosierung von 25 mg/kg ausgewihlt, da sich nach
akuter Applikation dieser Dosis im Gegensatz zu 100 mg/kg keine so starken Effekte auf den
,Dystonie“-Score gezeigt hatten und die lokomotorische Aktivitdt nicht beeinflusst wurde,

was eventuell die Effekte der chronischen Applikation hétte tiberlagern konnen.

Wie Abb. 38 zu entnehmen ist, stieg der ,,Dystonie“-Score wédhrend der chronischen
L-DOPA-Gabe nur bei den DYT1-Maiusen signifikant iiber den Zeitraum von 20 Tagen an,
hingegen nicht in der vehikelbehandelten Gruppe von DYTI1-Miusen und auch in keiner
Gruppe der Kontrollmduse. Dieser Anstieg war signifikant zwischen 1. und 15., 1. und 18.
und 1. und 20. Injektionstag. Innerhalb der Gruppe der DYT1-Méuse zeigten sich signifikant
hohere ,,Dystonie“~-Scores nach L-DOPA Behandlung im Vergleich zur Vehikelapplikation
mit Ausnahme des 1. und 11. Injektionstages. Innerhalb der Gruppe der Kontrollmause
konnten keine Unterschiede zwischen L-DOPA- und Vehikelapplikation festgestellt werden.
Bei den L-DOPA-behandelten transgenen Maiusen gab es signifikant hohere Scores im
Vergleich zu den L-DOPA-behandelten Kontrolltieren am 8., 15., 18. und 20. Injektionstag
(s. Abb. 38), wihrend keine Unterschiede zwischen vehikelbehandelten transgenen und

Kontrolltieren beobachtet werden konnten.
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Abb. 38: Entwicklung des ,,Dystonie““~-Scores wihrend der chronischen i.p. Applikation
von L-DOPA 25 mg/kg L-DOPA + 10 mg/kg Carbidopa (Maximalscore innerhalb von
3 h). Dargestellt sind das ¥ und S.E. jedes Versuchstages wihrend der 20-tigigen
Behandlung, von 9 substanzbehandelten transgenen Mausen (dunkelblau), 9
vehikelbehandelten transgenen Maiusen (tiirkis), 10 substanzbehandelten Kontrolltieren
(dunkelrot) und 9 vehikelbehandelten Kontrolltieren (schwarz). Signifikante Unterschiede
zwischen den L-DOPA behandelten transgenen und Kontrollmdusen sind mit Sternen
gekennzeichnet (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Auf die Darstellung der Signifikanzen aus
anderen statistischen Vergleichen wurde aus Ubersichtsgriinden verzichtet (s. Text).

Fiir die Hypolokomotion (s. Abb. 39) ergaben sich in den verschiedenen Versuchsgruppen
keine wesentlichen Verdnderungen wihrend des Versuchszeitraumes. Bei den transgenen
L-DOPA behandelten Tieren konnte eine signifikant ausgepriagtere Hypolokomotion (Tag 4,
11, 15 und 18) im Vergleich zu den vehikelbehandelten transgenen Tieren beobachtet werden.
Die Kontrolltiere zeigten keine Unterschiede zwischen Substanz- und Vehikelbehandlung.
Die L-DOPA-behandelten transgenen Tiere hatten am 15. Versuchstag hingegen eine
signifikant ausgepréagtere Hypolokomotion als die L-DOPA-behandelten Kontrolltiere.
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Abb. 39: Entwicklung der Hypolokomotion wihrend der chronischen i.p. Applikation
von L-DOPA 25 mg/kg L-DOPA + 10 mg/kg Carbidopa (Maximalscore innerhalb von
3 h). Dargestellt sind das x und S.E. jedes Versuchstages wihrend der 20-tigigen
Behandlung. Dargestellt sind die Werte von 9 substanzbehandelten transgenen Méusen
(dunkelblau), 9 vehikelbehandelten transgenen Maéusen (tiirkis), 10 substanzbehandelten
Kontrolltieren (dunkelrot) und 9 vehikelbehandelten Kontrolltieren (schwarz) dargestellt.
Signifikante Unterschiede zwischen den L-DOPA behandelten transgenen und
Kontrollmdusen sind mit Sternen gekennzeichnet (*p<0,05). Auf die Darstellung der
Signifikanzen aus anderen statistischen Vergleichen wurde aus Ubersichtsgriinden verzichtet
(s. Text).

Der Parameter Sniffing (s. Tab. 11) zeigte bei den substanzbehandelten DYT1-Méduse mit der
Friedman-Varianzanalyse zwar einen signifikanten Unterschied iiber den Versuchszeitraum,
dieser lieB sich jedoch mit dem post-hoc-Test in den von uns untersuchten Vergleichen nicht
bestdtigen. Bei vehikelbehandelten transgenen Tieren waren signifikante Unterschiede
zwischen dem 1. und 15. sowie zwischen dem 1. und 18. Injektionstag nachweisbar. Die
vehikelbehandelten transgenen Tiere zeigten im Vergleich mit den vehikelbehandelten
Kontrolltieren einen signifikant hdheren Score am 1. Injektionstag.

Beim Parameter Putzen wiesen L-DOPA-behandelten transgenen Tieren eine signifikante
Zunahme am 11. und 15. Tag, im Vergleich zum ersten Behandlungstag auf (s. Tab. 11). Der
Vergleich zwischen vehikel- und substanzbehandelten Tieren zeigte signifikante Erh6hungen
am 8., 11., 15. Tag, 18. und 20. Tag bei den transgenen Mausen sowie am 4. und 18. Tag bei
den Kontrolltieren. Zwischen den Tiergruppen ergaben sich signifikant héhere Scores bei den

substanzbehandelten transgenen Tieren am 8. und am 11. Tag im Vergleich zu den
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substanzbehandelten Kontrolltiere. (s. Tab. 11).

Fiir den Parameter Straub tail wies keine der Versuchsgruppen signifikante Unterschiede im
Verlauf des Versuchs auf. Zwischen Kontroll- und transgenen Méusen zeigten sich am 1. und
8. Injektionstag moderate, doch signifikante Unterschiede. (s. Tab. 11).

Im Block Test verharrte an den einzelnen Versuchstagen keine Kontrollmaus langer als 5 s auf
dem Block. Von den DYTI1-Miusen verharrte eine substanzbehandelte Maus am 1.
Versuchstag 10 s und am 4. Injektionstag 8 s auf dem Block, alle anderen transgenen Tiere
verharrten zu keinem Zeitpunkt ldnger als 5 s (ohne Abbildung).

Als Verhaltenseffekte wurde auerdem sowohl bei einigen substanz- und vehikelbehandelten
DYT]1- als auch bei einigen Kontrolltieren ein unkontrolliertes Springen an den Kéfigdeckel

und ungerichtetes Graben auf dem leeren Kifigboden beobachtet.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass es wihrend der chronischen Gabe von
L-DOPA/Carbidopa im Gegensatz zur akuten Gabe (s. 4.3.1.1.) zu einer signifikanten
Verschlimmerung des ,,Dystonie“~-Scores bei den DYTI1-Midusen jedoch nicht bei den
Kontrollméusen kam. Hingegen wurden andere L-DOPA-Effekte nicht durch Langzeitgabe

verstarkt.

Tab. 11 (S. 98): Maximalscores innerhalb von 3 h nach i.p. Applikation von 25 mg/kg L-
DOPA + 10 mg/kg Carbidopa iiber einen Zeitraum von 20 Tagen auf die Parameter
Sniffing, Putzen und Straub tail. Angegeben ist der Median und die 25. / 75. Perzentile der
maximal erreichten Scores innerhalb von 3 h nach i.p. Applikation an dem jeweiligen
Versuchstag; Signifikante Unterschiede im Versuchsverlauf der Kontroll- bzw. DYTI-
Maiusen sind mit Kreisen (°p<0,05), signifikante Unterschiede zwischen Vehikel- und
Substanzapplikation bei den Kontroll- bzw. DYT1-Miusen mit Plus ("p<0,05, ~'p<0,01),
signifikante Unterschiede zwischen vehikelbehandelten bzw. substanzbehandelten Kontrollen
und vehikel- bzw. substanzbehandelten DYT1-M4iusen sind mit Sternen (*p<0,05, **p<0,01)
gekennzeichnet.
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5. DISKUSSION

Zur  Aufklirung der Pathogenese und zur Erforschung neuer, effizienter
Therapiemoglichkeiten ist es essentiell, spezifische Tiermodelle fiir bestimmte
Dystonieformen zu entwickeln. Bisher gibt es nur wenige gut etablierte und geeignete
Tiermodelle fiir paroxysmale Formen (Jinnah et al., 2008; Richter und Ld&scher, 2000).
Tiermodelle sollten eine hohe Vergleichbarkeit mit der Erkrankung des Menschen
gewihrleisten, was bedeutet, dass sie die klinischen (,,face validity*) und zugrunde liegenden
pathophysiologischen Merkmale (,,construct validity*) einer Dystonie widerspiegeln und
zudem ein den Dystonie-Patienten vergleichbares Ansprechen auf Therapiemafinahmen
(,,predictive validity*) aufweisen. AuBBerdem sollte das Modell verlésslich sein (,,reliability*),
d.h. die Symptome miissen sich reproduzieren lassen (Crawley, 1999b).

Fiir die Early-onset-Torsionsdystonie, flir die bislang noch kein geeignetes Tiermodell
existiert, wurde als genetischer Hintergrund eine Mutation im DYTI1-Gen ausgemacht
(Ozelius et al., 1989). Dieser Gendefekt steht mit der Produktion eines verdnderten Proteins,
des mutierten TorsinA (AE-TorsinA) in Zusammenhang. Bis auf diesen Gendefekt ist {iber die
Pathophysiologie der Erkrankung bisher wenig bekannt. Von besonderem Interesse ist hierbei
die geringe Penetranz von nur 30-40% bei Gentragern. Welche Faktoren zur Manifestation
fiihren, ist bis heute rdtselhaft. Die Erkrankung beginnt im Jugendalter und zeigt meist einen
progressiven Verlauf. Eine spezifische Therapie ist, wie bei anderen Dystonieformen auch,
aufgrund der geringen Kenntnis iiber die Pathogenese nicht moglich. Den besten
Therapieerfolg erzielt man momentan mit tiefen Hirnstimulationen.

Miuse, die das Defektgen tragen, konnten als dtiologische Tiermodelle wichtige Beitrdge zur
Erforschung dieser Dystonieform leisten. Allerdings weisen verschiedene Mauslinien mit dem
humanen Defektgen keinen Phédnotyp auf und sind somit nicht fiir die préklinische
Arzneimittelentwicklung geeignet (s. 2.2.2.). Von Interesse ist daher die von Shashidharan et
al. (2005) beschriebene Mauslinie, die eine ,,dystonie-dhnliche* Symptomatik entwickelt
sowie eine vergleichbare Penetranz und Progression der Erkrankung wie bei Patienten mit der
Early-onset-Torsionsdystonie aufzuweisen scheint. Bislang waren die von Shashidharan und
Mitarbeitern (2005) durchgefiihrten Untersuchungen und Beobachtungen jedoch nicht
ausreichend, um eine Aussage iiber die Eignung der Miuse als Tiermodell fiir die Early-
onset-Torsionsdystonie zu treffen. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene
Verhaltens- und pharmakologische Untersuchungen bei den DYT1-Médusen durchgefiihrt, um

ihre tatsdchliche Eignung nédher zu beleuchten.
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5.1. Aspekte zur Methodik

5.1.1. Genotypisierung

Transgene DYT1-Zuchttiere wurden uns freundlicherweise von Dr. P. Shashidharan (Mount
Sinai Medical School, New York, USA) zu Verfligung gestellt. Die Nachzucht dieser Méuse
wurde in unserem Institut vorgenommen. Dabei war die Fertilitit der transgenen Tiere
vergleichbar mit der von Kontrollmiusen. Bei jeder DYT1-Maus wurde das humane
Defektgen mittels PCR nachgewiesen, einer Methode, die als sensitiv fiir den Nachweis der
entsprechenden DNA anzusehen ist (Schenkel, 2006b). Nur auf diese Weise konnte
sichergestellt werden, dass die in den Versuchen eingesetzten Tiere auch das humane
Defektgen tragen, da uns nicht bekannt war, ob die zur Verfiigung gestellten Zuchttiere
homo- oder heterozygot waren. Die PCR erfolgte in Anlehnung an das von Shashidharan und
Mitarbeitern (2005) beschriebene PCR-Protokoll. Wiahrend der gesamten Genotypisierung
wurde auf steriles Arbeiten und auf Kiihlung der Proben geachtet, um eine Verunreinigung
bzw. Schadigung des DNA-Materials zu verhindern. Es wurde bei jedem Ansatz eine positive
und eine negative Kontrolle mitgefiihrt, um falsch positive und falsch negative Ergebnisse
auszuschliefen.

Die Ergebnisse der von uns durchgefiihrten PCR waren robust und reproduzierbar. Daher
kann davon ausgegangen werden, dass die in den Versuchen eingesetzten Tiere das humane
Defektgen trugen (s. 3.2.1.). Allerdings muss bedacht werden, dass das Vorliegen des
entsprechenden Gens allein nicht ausreichend ist, um Aussagen iiber die Expression des von
ihm codierten Proteins TorsinA zu treffen (Schenkel, 2006a). Daher wire eine Detektion des
Proteins unter Umstdnden sinnvoll gewesen. Hiervon wurde aber abgesehen, da dieser
Nachweis in der transgenen Mauslinie, aus der wir Tiere zur Weiterzucht zur Verfligung
gestellt bekommen haben, bereits von der kooperierenden Arbeitsgruppe erbracht wurde.
Deshalb wurde davon ausgegangen, dass Tiere, bei denen in unseren Untersuchungen das

humane Defektgen nachgewiesen wurde, auch das entsprechende mutierte Protein

exprimieren.
5.1.2. Untersuchungsmethoden zur Beurteilung der Vitalitit, der Motorik und des
Angstverhaltens

Zur Einschitzung der Eignung eines Tiermodells miissen die Tiere auf die Auspriagung der
beim Patienten auftretenden Symptome untersucht werden.

Diese sogenannte ,,face validity* der DYT1-Maus wurde von Shashidharan und Mitarbeitern
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(2005) bisher nur unzureichend tiberpriift. So stiitzten sich die bisherigen Aussagen allein auf
die Ergebnisse zur Untersuchung der spontanen lokomotorischen Aktivitit im Activity cage,
sowie auf reine Beobachtungen von abnormen Kopfschiittel-, Kreis- und ,,.Dystonie-
dhnlichen” Bewegungen. Eine Quantifizierung der Auspriagung erfolgte bislang nicht. Um
diesen wichtigen Parameter zur Charakterisierung eines Tiermodells weiter zu untersuchen,
wurden verschiedene Verhaltenstests (Open field, Activity cage, Rotarod, Wire-hang Test,
Grip-strength Test, Footprint Test und Staircase Test) ausgewdhlt. Diese sind geeignet,
motorische Storungen zu untersuchen (Baird et al., 2001; Crawley, 1999a; Dunnett et al.,
2003).

Die Untersuchung einer eventuellen Altersabhingigkeit war bei den DYTI1-Médusen von
besonderem Interesse, da die Erkrankung beim Menschen meist einen progressiven Verlauf
aufweist (Bandmann und Miiler, 2002; Bressman, 2006). Zudem trafen Shashidharan und
Mitarbeiter (2005) die Aussage, dass sich die bei den Miusen auftretenden Stérungen mit
zunehmendem Alter verschlimmerten, ohne dies durch geeignete Untersuchungen zu belegen.
Das Alter von 3 Monaten wurde in unseren Untersuchungen als jlingstes Alter gewahlt, weil
von Shashidharan et al. (2005) beschrieben wurde, dass in diesem Alter bei den Tieren
eindeutige phénotypische Merkmale erkennbar waren (s.0.). Bei Méusen wird dieses Alter als
Ubergang vom Jugend- zum Erwachsenen-Alter angesehen (Crawley, 1999b). Auch beim
Menschen tritt die DYT1-Dystonie spidtestens in dieser Altersphase auf. Daher kann ein
Untersuchungsbeginn bei 3 Monate alten Mdusen als geeignet angesehen werden. Um eine
eventuell vorhandene Progression der Storung bei den Miusen aufzudecken, wurden diese
zusétzlich noch im Alter von 6, 9 und 12 Monaten untersucht.

Wihrend der bereits genannten Tests zur Beurteilung motorischer Storungen durchgefiihrt
wurden, erfolgte eine Testung der neurologischen Reflexe (Lidreflex, Hautsensibilitit,
Tastsinn [Orientierungsreflex], Haltungsreflex und Stellungsreflex) sowie des KGW. Dieses
diente der Uberpriifung der allgemeinen Gesundheit der Tiere sowie der Aufdeckung
moglicher neurologischer Defizite. Dieses Verfahren war notwendig, da bei der Interpretation
von Untersuchungen des motorischen Systems beriicksichtigt werden sollte, dass das
motorische Verhalten nicht allein durch die zentrale Modulation innerhalb der Basalganglien,
sondern auch von anderen zentralen und peripheren Nervenstrukturen und von der Vitalitét
der Tiere abhingig ist (Matthews, 2001). Dies spielt im Falle der untersuchten DYT1-Méiuse
insbesondere eine Rolle, da nicht ausgeschlossen werden kann, dass die genetische
Manipulation auf die Basalganglien beschrinkt bleibt. Die in dieser Arbeit verwendeten

Testverfahren (s.o.) sind in der Literatur beschrieben und anerkannt (Crawley, 1999a).
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Im Open field und im Activity cage konnte neben der spontanen Bewegungsaktivitit, die auf
dem Erkundungsverhalten der Méause beruht, auch beobachtet werden, wie sich die Tiere
bewegen. Somit konnte man eventuell auftretende Bewegungsstorungen oder
Korperfehlstellungen bei diesen einfachen Tests schon beurteilen. Bei der horizontalen
Bewegungsaktivitit zeigten beide Tests vergleichbare Ergebnisse. Interessanterweise gab es
jedoch bei der vertikalen Bewegungsaktivitit Unterschiede zwischen den Ergebnissen der
beiden Tests. So zeigten DYT1-Mause im 3. LM im Activity cage eine signifikant niedrigere
Aktivitdt als die Kontrolltiere, wohingegen im Open field kein Unterschied zwischen den
beiden Gruppen erkennbar war. Dies konnte auf die Tatsache zuriickgefiihrt werden, dass die
Tiere im Open field den Untersucher im Gegensatz zum Activity cage nicht sehen konnten.
Bei beiden Tiergruppen kam es im Vergleich vom 3. zum 6. LM zu einem signifikanten
Abfall der Aktivitdt in beiden Tests, wihrend danach ein solcher Abfall nur zwischen dem 9.
und 12. LM und nur bei der vertikalen Aktivitdt im Open field bei den Kontrolltieren zu
beobachten war. Dies konnte auf eine Habituation an die Versuchsbedingungen im
Altersverlauf zuriickgefiihrt werden, da in jeder Altersstufe dieselben Tiere untersucht
wurden. Eine allgemeine altersabhéngige Bewegungsabnahme wurde schon in der Literatur
beschrieben (Ammassari-Teule et al., 1994; Lhotellier und Cohen-Salmon, 1989). Durch
getrennte Beobachtung der Eintritte ins Zentrum im Open field konnte auch eine gewisse
Aussage iiber das Angstverhalten gemacht werden (Dunnett et al., 2003). Diese Ergebnisse
konnten dann erginzend zum Elevated plus maze (s.u.) zur Beurteilung herangezogen
werden.

Mit dem  Rotarod im  Accelerating-Modus  konnten = Aussagen iiber das
Koordinationsvermogen sowie iiber das motorische Lernen gemacht werden, da die Tiere ihre
Bewegung stindig der ansteigenden Geschwindigkeit anpassen mussten (Crawley, 1999b).
Der Geschwindigkeitsanstieg von 4 zu 40 rpm innerhalb von 5 min ist fiir diesen Test
Standard (Crawley, 1999b; Karl et al., 2003). Dieser Parameter war bei den DYTI1-Méusen
von besonderem Interesse, da fiir DY T1-Patienten aber auch fiir nichtbetroffene Gentrager ein
verlangsamtes motorisches Lernen beschrieben wurde (Ghilardi et al., 2003). Somit war zu
erwarten, dass sowohl phinotypisch auffillige als auch unauffillige DYT1-Méuse hier
altersabhingige Defizite aufweisen wiirden. Dies wurde auch bereits in anderen DYTI-
Mausmodellen nachgewiesen (Grundmann et al., 2007; Sharma et al., 2005). Die hier
untersuchten DYT1-Miuse zeigten hingegen keine Defizite (s. 5.2.1.).

Die Muskelkraft ist bei Dystonie-Patienten normalerweise nicht herabgesetzt (Kong et al.,

2001). Allerdings wurde dieser Parameter bisher bei keinem der vorhandenen DYTI-
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Mausmodelle gemessen um diesen im Sinne der ,,face validity* zu bestimmen. Bei Mdusen
lasst sich die Griffstirke mittels zweier Tests beurteilen. Der Wire-hang Test dient zur
Beurteilung der Muskelkraft sowohl von Vorder- als auch von Hinterpfoten. Bei diesem Test
musste darauf geachtet werden, dass das Gitter, an dem sich die Méause festhielten, nicht zu
dicht tiber dem Boden gehalten wurde. Sonst zeigten die Mause eine zu geringe Motivation
sich festzuhalten und lieBen sich wie im Heimkéfig in den unter dem Gitter stehenden Kéfig
fallen, was zu einer Verfdlschung der Ergebnisse gefiihrt héitte. Die Festsetzung der
Maximalzeit von 60 s erfolgte nach Literaturangaben und gilt als Standard fiir diesen Test
(Crawley, 1999a; Karl et al., 2003). Beim Grip-strength Test wird iiber einen Metallbiigel, der
mit einem elektronischen Kraftmesser verbunden ist, isoliert die Kraft der Vorderpfoten
gemessen. Auch bei diesem Test ist die Motivation zum Ergreifen des Biigels wichtig. Diese
Motivation lieB bei einigen Méusen vermutlich durch einen Trainingseffekt im Verlauf des
Versuches deutlich nach. Eine weitere wichtige Fehlerquelle bei diesem Test ist der
Experimentator, da dieser, je nachdem mit welcher Geschwindigkeit er das Tier nach hinten
zieht, das Ergebnis beeinflussen kann. Daher musste genau darauf geachtet werden, dass bei
jeder Maus eine gleichméfige nach hinten gerichtete Kraft aufgebracht wurde. Um diese
Fehlerquellen zu verringern, wurden fiir jedes Tier 5 Messungen durchgefiihrt, aus denen
dann das x gebildet wurde. Eine Verbesserung hinsichtlich der Motivation der Miuse hitte
eventuell erreicht werden kénnen, indem man den Biigel frei liber einer Tischkante montiert
hitte, so dass die Méuse keinen Boden gesehen und der Biigel fiir sie den einzigen Halt
geboten hitte.

Mit dem Footprint Test konnen auch leichte Ganganomalien beurteilt werden, die mit bloBem
Auge nicht erkennbar sind. So sprechen verkiirzte Schrittlingen sowie ein groBerer Abstand
zwischen den Vorder- bzw. Hinterpfoten der linken und rechten Kdorperseite fiir eine Ataxie
(Dunnett et al., 2003). Dieser Test wurde schon eingesetzt, um Gangfehler durch Defekte im
Striatum, genetische Defekte der Purkinje Zellen, sensorische Neuropathien und diffuse
Kleinhirnerkrankungen zu beurteilen (Zhao et al., 2008a). Von jeder Maus wurde aus 3
Messungen pro Parameter das x gebildet, wobei die ersten und letzten Schritte wie in der
Literatur beschrieben nicht gemessen wurden. Dieses Vorgehen ist sinnvoll, da sowohl die
initialen Schritte, als auch die letzten Schritte andere Gangmuster aufweisen, als die Schritte
in der normalen Vorwirtsbewegung (Karl et al., 2003). Durch die 3 Messungen wurden
normale Variationen in den Parametern mit beriicksichtigt. Fernagut und Mitarbeiter (2002)
haben nachgewiesen, dass Méuse keinen Trainingseffekt bei diesem Test aufweisen, daher

wurde auch in der vorliegenden Arbeit auf ein Training verzichtet und der erste Versuch
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gewertet. Um die Motivation der Tiere zu erh6éhen hitte man eine Lampe am Startpunkt
anbringen und das Ende des Tunnels verdunkeln konnen (Karl et al., 2003). Da die
unbehandelte Tiere allerdings ohne Probleme durch den Tunnel liefen, wurde auf dieses
Vorgehen verzichtet.

Der Staircase Test wurde von Montoya und Mitarbeitern (1991) zum ersten Mal beschrieben
und fiir die Untersuchung von unilateral ldsionierten Ratten zur Detektion von Lisionen im
Kortex (Montoya et al., 1991) oder im Striatum (Fricker et al., 1996) eingesetzt. Baird und
Mitarbeiter (2001) haben den Ratten-Staircase fiir Mduse modifiziert und getestet. In
Anlehnung an diese Beschreibungen modifizierten wir den Staircase Test, da der gekaufte
Staircase und die beschriebene Vorgehensweise unseres Erachtens Verbesserungspotenzial
hatten. So ragten die Schrauben, mit denen der Deckel befestigt war, in den vorderen
Versuchsraum. Dadurch zeigte sich vereinzelt, dass sich die Schrauben zeitweise in den
Riicken der Maus driickten, wenn diese an die Pellets im vorderen Versuchsraum gelangen
wollte. AuBerdem war der Magnet zum VerschlieBen des Staircasedeckels so stark, dass man
ihn nicht kontrolliert schliefen konnte. So bestand die Gefahr, den Schwanz der Maus
zwischen Deckel und Wand des Staircase einzuklemmen. Um dies zu vermeiden, haben wir
einen Schiebedeckel konstruiert, welcher sich sehr kontrolliert schlielen liefl. Des Weiteren
besaB der Original-Staircase im vorderen Bereich des Steges eine schlitzformige Offnung.
Dies fiihrte zu starkem Explorationsverhalten der Méuse, die sich somit nicht mehr so stark
fiir die angebotenen Futterpellets interessierten. Diesen Schlitz verschlossen wir daher mit
Hilfe eines Plexiglaswinkels. Der Test war mit einem langen Futterentzug verbunden. Von
Baird und Mitarbeitern (Baird et al., 2001) war ein Futterentzug von 20 h angegeben, direkt
nach dem Test bekamen die Miuse fiir 4 h Standardfutter. Nach unseren Beobachtungen
verloren vor allem die jiingeren (3 Monate alte) Mduse mit diesem Regime zu viel KGW
(teilweise bis zu 20% von einem auf den anderen Tag). Wir verkiirzten daher den
Futterentzug auf 16 h und fiitterten direkt nach dem Versuch zusétzlich zum Standardfutter
noch Feuchtfutter sowie Sonnenblumenkerne, wodurch wir das KGW der Tiere relativ stabil
halten konnten. Der Gewichtsverlust lag bei max. 5% von einem zum anderen Tag und glich
sich hdufig zum darauf folgenden Tag wieder aus. Dadurch betrug die maximale
durchschnittliche Gewichtsabnahme innerhalb eines Versuchszeitraums 3%, die maximale
Zunahme sogar 6%. Durch diese Verdanderung gab es keine Verschlechterung der Motivation
der Tiere Futterpellets aufzunehmen, was aus der unverinderten Anzahl der aufgenommenen
Pellets interpretiert werden konnte. Eine Anpassung erfolgte ebenso in Hinblick auf die

Trainingstage und die Testzeit. Beschrieben wurden 15 Tage &4 15 Trainingsminuten (Baird et
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al., 2001). Allerdings konnten wir an unseren Kontrolltieren beobachten, dass sich bereits
nach 3 Tagen eine stabile Pelletaufnahme zeigte, so dass wir die Trainingszeit auf 3 Tage
verkiirzten. An den Testtagen wurde sogar eine Testzeit von 30 min angegeben (Baird et al.,
2001). Diese verringerten wir aufgrund unserer eigenen initialen Beobachtungen ebenfalls auf
15 min, weil die Miuse wihrend einer 30 min Testzeit die groffite Aktivitit innerhalb der
trainierten 15 min zeigten und die restliche Zeit meist reglos im Kéfig salen. Eine weitere
Modifikation des Tests wurde hinsichtlich der Zahl der angebotenen Pellets vorgenommen.
So verringerten wir die Anzahl der Pellets pro Stufe von 2 (Baird et al., 2001) auf 1 Pellet.
Bei 2 Pellets pro Stufe verstreuten die Mduse hdufig beim Greifen eines Pellets das Zweite
automatisch, was allerdings nichts mit Ungeschicklichkeit zu tun hatte, sondern darin
begriindet lag, dass beide Pellets nicht in die Vertiefungen passten. Dies hdtte somit die
Ergebnisse verfilscht. Eine weitere Beobachtung war, dass einzelne Méiuse (auch
Kontrolltiere) von sich aus eine gewisse Hindigkeit aufwiesen. Insgesamt ergab sich jedoch
weder fiir DYT1- noch fiir die Kontrollméduse eine Hiandigkeit. Daher wurden fiir weitere
Auswertungen die Pellets der linken und rechten Seite zusammengezdhlt und somit die
Geschicklichkeit insgesamt beurteilt. Dieses Vorgehen wurde auch schon in der Literatur
beschrieben (Dunnett et al., 2003).

Der ,beamwalking Test“ wird hdufig zur Beurteilung von DYT1-Miusen herangezogen
(Dang et al., 2005; Grundmann et al., 2007; Sharma et al., 2005). Dieser Test dient zur
Beurteilung feinmotorischer Stérungen. Die Mduse miissen dabei Stibe mit verschiedenen
Durchmessern iiberqueren und es wird gezdhlt, wie hiufig die Tiere vom Stab abgleiten
(Crawley, 1999b). Da bei unseren Untersuchungen im Staircase keine Unterschiede zwischen
den Tiergruppen erkennbar waren, wurde darauf verzichtet, diesen Test im Institut zu
etablieren, da er vermutlich keine weiteren Erkenntnisse gebracht hitte.

Zurzeit werden psychologische Komponenten von Dystonien diskutiert. So zeigten sich in
Untersuchungen von Patienten mit unterschiedlichen Dystonieformen hiufig Depressionen
und Angststérungen (Balas et al., 2006; Heiman et al., 2004; Jabusch et al., 2004). Daher
wurde bei den DYT1-Mdusen das Elevated plus maze, ein gut etablierter und anerkannter
Test zur Beurteilung des Angstverhaltens, herangezogen. Er beruht auf dem natiirlichen
Konflikt zwischen dem Erkundungsverhalten und dem Vermeiden von offenen und daher
ungeschiitzten Fliachen (Crawley, 1999b; Karl et al., 2003). AuBerdem konnte durch
Modifikation des Open field mit einer Einteilung in eine duflere ,,sichere® und eine innere
,unsichere® Zone eine zusitzliche Aussage iiber das Angstverhalten der Miuse gemacht

werden. Allerdings werden auf diese Weise mogliche kognitive Defekte oder Depressionen
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nicht untersucht. Da das Hauptziel der Arbeit die Beurteilung motorischer Stérungen war,

wurde jedoch auf weitergehende Verhaltenstests verzichtet.

5.1.3. Pharmakologische Manipulation des dopaminergen Systems

Verschiedene Untersuchungen deuteten darauf hin, dass Fehlfunktionen innerhalb des
dopaminergen Systems eine besondere pathophysiologische Rolle bei der Dystonie zukommt
(Wichmann, 2008). So wurden bei DYTI1-Patienten eine verminderte Bindung an D;- und
D,-Rezeptoren sowie verdnderte DA- und DOPAC-Spiegel nachgewiesen (Augood et al.,
2004; Wichmann, 2008).

Bei den in dieser Arbeit untersuchten DYT1-Méusen wurden verdnderte Dopaminspiegel im
Striatum nachgewiesen (Shashidharan et al., 2005). Der funktionellen Relevanz dieser
fritheren Befunde sollte deshalb mittels pharmakologischer Manipulationen durch die akute
Applikation dopaminerger Substanzen nachgegangen werden. Hierzu wurden 2 Substanzen
mit unterschiedlichen Angriffspunkten, ndmlich der Dopamin-Vorldufer L-DOPA in einer
Dosierung von 100 mg/kg in Kombination mit 10 mg/kg des Decarboxylasehemmers
Carbidopa sowie der Dopamin-Wiederaufnahmehemmer GBR 12935 in einer Dosierung von
15 mg/kg, in verschiedenen Altersstufen appliziert. Auf diese Weise konnte eine mdégliche
altersabhidngige Verdnderung des dopaminergen Systems, die mit dem progressiven Verlauf
der Erkrankung im Zusammenhang stehen konnte, bei den Maiusen iberpriift werden.
Besonderes Augenmerk wurde hierbei auf eine mogliche Verschlimmerung motorischer
Storungen bzw. ,Dystonie-dhnlicher Symptome sowie auf die hervorgerufenen
Nebenwirkungen im Sinne einer erh6hten oder verminderten Reaktionen bei DY T1-Mé&usen
gelegt. Die Zeitpunkte der Untersuchungen im Score-System wurden in Anlehnung an die
Untersuchungen in einem Mausmodell fiir L-DOPA induzierte Dyskinesien gewihlt
(Lundblad et al., 2005). Auch der Startzeitpunkt fiir die akuten Versuche wurde auf dieser
Grundlage ausgewéhlt, da bei L-DOPA nach 20 min deutliche Effekte auftreten und diese
auch lange genug anhalten, um alle Tests durchzufiihren. Beim Score-System wurden nur die
maximal erreichten Werte innerhalb der dreistiindigen Testphase dargestellt. Dieses
Verfahren wurde gewihlt, da die Darstellungen tibersichtlicher sind und sich wéhrend des
Verlaufs keine Unterschiede zwischen den Gruppen zeigten. Bei den pharmakologischen
Versuchen handelte es sich um ,Blindversuche* im ,,Cross-over Design®“, d.h. der
Untersucher wusste nicht, ob die Tiere die Substanz oder das Vehikel bekamen und die Tiere
stellten ihre eigene Kontrolle dar. Einzige Ausnahme waren die chronischen Versuche mit

L-DOPA, die zwar als ,,Blindversuch* durchgefiihrt wurden, aber nicht in einem ,,Cross-over
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Design®, da die Vehikel- und Substanzgruppe parallel untersucht wurden.

Dazu wurden zum einen die oben beschriebenen Verhaltenstests (Activity cage, Rotarod,
Wire-hang Test, Grip-strength Test und Footprint Test) durchgefiihrt, zum anderen wurde im
Rahmen der pharmakologischen Manipulation des dopaminergen Systems ein Score-System
fiir die von Shashidharan und Mitarbeitern (2005) beschriebenen ,,Dystonie-dhnlichen
Bewegungen etabliert, damit diese Bewegungen besser quantifiziert werden konnten.

Das Problem jedes Score-Systems ist die subjektive Beurteilung durch den Untersucher,
weshalb es wichtig war, dass immer der gleiche Untersucher die Tiere beurteilte. Trotzdem
gelten Score-Systeme als geeignetes Beurteilungsmittel im Rahmen der Untersuchung von
Tiermodellen (Jinnah und Hess, 2005). Scores zur Beurteilung von dystonen Bewegungen
sind in anderen Tiermodellen, wie dem df**-Hamster (Richter, 2005) und dem Ratten- sowie
dem Mausmodell fiir die L-DOPA induzierte Dyskinesie (Lundblad et al., 2002; Lundblad et
al., 2004) gut etabliert und anerkannt. Beim Score-System fiir die L-DOPA induzierte
Dyskinesie in der Maus werden aber nicht nur motorische Stérungen, sondern auch andere
Verhaltensweisen, wie z.B. die Aktivitit, mit Scores beurteilt (Lundblad et al., 2004). In
Anlehnung an diese Scores entwickelten wir fiir die Beurteilung der DYT1-Méuse ein eigenes
System. Fiir die ,,Dystonie-dhnlichen” Bewegungen wurde beschrieben, dass die DYTI-
Maiuse, wenn sie am Schwanz hochgehoben wurden, ,,Dystonie-dhnliche* Bewegungen der
HintergliedmaBen zeigten (s. 3.2.2.7.), wohingegen Wildtyptiere eine gespreizte Haltung der
GliedmaBen aufwiesen. Die ersten eigenen Beobachtungen nach L-DOPA-Applikation
zeigten zudem, dass die Miuse auch im Laufen ein verdndertes Vorfithren der Hinterpfoten
zeigten. Allerdings war dabei kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Auspridgung der
»Dystonie-dhnlichen* Bewegungen im Héngen mit derjenigen im Laufen erkennbar. Daher
wurden 2 einzelne Scores vergeben, die dann zu einem endgiiltigen Score addiert wurden.
Dieses Vorgehen geschah nicht willkiirlich, sondern wurde in Anlehnung an das Score-
System bei der L-DOPA induzierten Dyskinesie der Ratte vorgenommen, bei dem die
verschiedenen Scores der abnormalen unfreiwilligen Bewegungen (AIMs) ebenso addiert
werden (Lundblad et al., 2002). Der Schweregrad wurde in unseren Untersuchungen von
,keine , Dystonie-dhnlichen” Bewegungen zu erkennen (Score = 0) iiber ,einseitig
nichtpermanent* (Score = 1), ,,beidseitig nichtpermanent“ (Score = 2), ,,einseitig permanent®
(Score = 3) bis ,,beidseitig permanent™ (Score = 4) bestimmt, da davon ausgegangen wurde,
dass eine beidseitige Storung schwerwiegender ist als eine einseitige, bzw. eine permanente
Storung schwerwiegender ist als eine nichtpermanente. Ein demnach erreichbarer

Maximalscore von 8 (hochster erreichbarer Score = 4 im Héngen + hdochster erreichbarer
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Score = 4 im Laufen) schien den nétigen Spielraum fiir eine sinnvolle Quantifizierung der
,Dystonie-dhnlichen“ Bewegungen zu bieten. Wie sich durch die Untersuchung
vehikelbehandelter DYT1-Méiuse in Verbindung mit den Untersuchungen zu L-DOPA sowie
GBR 12935 zeigte, gab es keine altersabhéngigen Unterschiede.

Daher wurde im Anschluss an die oben beschriebene Untersuchung der altersabhingigen
Effekte von 100 mg/kg L-DOPA und 15 mg/kg GBR 12935 die Untersuchung weiterer
Dosierungen dieser beiden Substanzen sowie auch der Substanzen Amphetamin (zur
Erh6éhung des Dopaminumsatzes), A 68930 (selektiver D,-Agonist), SCH 39166 (selektiver
D;-Antagonist), Quinpirol (selektiver D,-Agonist) sowie Racloprid (selektiver D,-Antagonist)
nur noch im Alter von 6 Monaten vorgenommen. Durch dieses Vorgehen konnte im Sinne des
Tierschutzes eine Verringerung der Tierzahl bzw. der Belastung von Einzeltieren durch
wiederholte Untersuchungen erreicht werden.

Fiir ein grobes Screening dieser Wirkstoffe, das vor allem der Erfassung einer abnormen
Ansprechbarkeit und somit Hinweise auf bestimmte Verdnderungen (z.B. D;- oder D»-
Rezeptor-Verdnderungen) diente, wurde auf umfangreiche Verhaltenstests (s.0.) verzichtet.
Statt des Activity cage sollte die Aktivitit mit Hilfe eines einfachen Score-Systems beurteilt
werden. Hierzu wurde eine Reduktion der lokomotorischen Aktivitdt, also eine sogenannte
Hypolokomotion, mit Scores von -4 bis 0 und eine erhohte lokomotorische Aktivitit, also
eine sogenannte Hyperlokomotion, mit Scores von 0 bis 4 (s. 3.2.2.2.) bewertet, wobei 0 als
normale Aktivitit angesehen wurde. Wie der Vergleich der Daten des Activity cages von 15
mg/kg GBR 12935 und 100 mg/kg L-DOPA mit den Daten des Score-Systems zeigte, war
dieses Vorgehen durchaus geeignet, die Aktivitit der Tiere zu beurteilen, da beide Systeme
gleiche Aussagen lieferten. Andere Substanzeffekte (Sniffing, Putzen, Straub tail) wurden mit
einem Score von 0 (nicht vorhanden) bis 3 (dauerhaft zu sehen) beurteilt, um zu ermitteln, ob
sich die transgenen Tiere von den Kontrollmdusen im Ansprechen auf die Substanzen
unterscheiden.

Da durch die oben genannten akuten, d.h. einmaligen, Applikationen dopaminerger
Substanzen keine Unterschiede zwischen den DYTI1- und den Kontrollmiusen auftraten,
sollte abschlieBend geklart werden, ob es durch eine ldngere Manipulation des dopaminergen
Systems mittels chronischer Applikation zum Auftreten ,,Dystonie-dhnlicher Symptome
kommen wiirde, bzw. ob eine Verschlimmerung eintreten wiirde. Diese Vermutung griindete
auf dem Auftreten von Dyskinesien bei Parkinson-Patienten, die chronisch mit L-DOPA
behandelt werden (Luquin et al., 1992), wihrend gesunde Personen keine Dyskinesien

entwickeln (Thanvi et al., 2007). Daher wihlten wir ebenfalls L-DOPA als Substanz fiir

108



Diskussion

unseren Versuch. Zur Beurteilung wurde das Score-System aus den akuten Versuchen
iibernommen. Die Linge der Behandlung (20 Tage) und die Dosierung (25 mg/kg) wurde in
Anlehnung an das Mausmodell fiir L-DOPA induzierte Dyskinesie von Lundblad und
Mitarbeitern (2004) gewdhlt. AuBlerdem erschien diese Dosierung sinnvoll, da sie in den
akuten Versuchen noch keinen so starken Effekt auf die ,,Dystonie-dhnlichen* Bewegungen
zeigte und die lokomotorische Aktivitdt nicht beeinflusste. Zu beachten ist, dass die Tiere im
chronischen Versuch mit 13 Monaten schon recht alt waren. Um auslésende Mechanismen fiir
die Early-onset-Torsionsdystonie zu untersuchen, wire es sinnvoller, junge Tiere zu
beurteilen, da die Erkrankung beim Menschen vor dem 28. Lebensjahr auftritt und somit
auslosende Mechanismen frither gewirkt haben miissten. Unsere Untersuchung sollte
allerdings zunichst nur einen Hinweis auf eine eventuelle Verdnderung des dopaminergen
Systems der DYT1-Maduse liefern, weshalb hier auch nur eine Substanz in einer Dosierung
untersucht wurde. AufBlerdem wurden aufgrund dieses Vorgehens keine weiteren Tiere
benotigt. Bei weiterfithrenden Untersuchungen sollte man allerdings auf junge Tiere (max. 3
Monate) zuriickgreifen. Auch eine weitere Beurteilung der Tiere in bestimmten Abstdnden
nach der letzten chronischen Substanzapplikation wire sinnvoll, um einen anhaltenden Effekt

erkennen zu konnen.
5.2. Ergebnisse

5.2.1. Untersuchung der Vitalitit, der Motorik und des Angstverhaltens bei

unbehandelten Miusen

Die neurologischen Reflexe und das KGW zeigten keine Unterschiede zwischen den DYT1-
Maiusen und den Kontrolltieren, was belegte, dass die DYT1-Maiuse eine gute Vitalitidt und
keine schwerwiegenden neurologischen Defizite aufwiesen. Bei Dystonie-Patienten werden
klinisch nur die dystonen Bewegungsstorungen gesehen (Ceballos-Baumann, 1996),
allerdings fehlen genaue Beschreibungen zu den klinisch feststellbaren neurologischen
Reflexe.

Da die altersabhingige Abnahme der horizontalen und vertikalen Bewegungsaktivitit in
beiden Versuchsgruppen auftrat, war sie vermutlich durch das zunehmende Alter bedingt.
Diese altersabhdngige Bewegungsabnahme wurde schon in der Literatur beschrieben
(Ammassari-Teule et al., 1994; Lhotellier und Cohen-Salmon, 1989). Die von Shashidharan
und Mitarbeitern (2005) beschriebene Hyperaktivitit der transgenen Tiere konnte in der

vorliegenden Arbeit nicht bestdtigt werden. Mdglicherweise ist dies darin begriindet, dass
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Shashidharan et al. (2005) die Tiere nur in einer Altersstufe untersuchten und in unseren
eigenen Untersuchungen eine Habituation durch das wiederholte Testen der verschiedenen
Altersstufen mogliche Unterschiede verdeckt haben kdnnte (Bolivar et al., 2000). Allerdings
hitte man dann zumindest eine Hyperaktivitit im Alter von 3 Monaten bei den DYTI-
Maiusen vermutet. Eine weitere Ursache fiir die Abweichung der Befunde konnte sein, dass in
der vorliegenden Arbeit im Unterschied zu der Studie von Shashidharan und Mitarbeitern
(2005) nicht zwischen phédnotypisch aufféilligen und phinotypisch unauffilligen Tieren
unterschieden wurde. Dieses Vorgehen wurde gewihlt, da auch die von Shashidharan et al.
(2005)  Dbeschriebene  phidnotypische  Ausprigung von  30-40%  (Kreis- und
Kopfschiittelbewegungen) in der Nachzucht unseres Instituts nicht anteilsmifBig auftrat. Daher
erachteten wir es als tierschutzrechtlich nicht vertretbar eine Vielzahl phanotypisch
unauffalliger Tiere zu ziichten, die fiir die Versuche keine Verwendung gefunden hitten, um
10 phénotypisch auffillige Tiere in der Nachzucht zu erhalten. Allerdings muss dieses
Vorgehen bei der Interpretation aller Daten beriicksichtigt werden. Diese anteilsmifig nur
gering vorhandene phénotypische Ausprigung in unserer Nachzucht liel auBBerdem Zweifel
an der ,reliability* (also der Verlésslichkeit) dieses Mausmodells als phinotypisches Modell
aufkommen.

Die Ergebnisse auf dem Rofarod zeigten, dass die DYT1-Maiuse keine Schwierigkeiten mit
dem Koordinationsvermogen oder dem motorischen Lernen hatten. Untersuchungen des
Koordinationsvermdgens in den anderen DYT1-Mausmodellen kamen zu unterschiedlichen
Ergebnissen. So wiesen Sharma et al. (2005) eine schlechtere Rotarod-Performanz fiir ihre
transgenen Mdiuse nach, was allerdings durch Zhao und Mitarbeiter (2008a) im gleichen
Mausmodell nicht bestétigt werden konnte. Dang et al. (2005) fanden in ihrem Mausmodell
ebenfalls keine Unterschiede zwischen den transgenen und den Wildtyptieren, wohingegen
Grundmann und Mitarbeiter (2007) eine schlechtere Rotarod-Performanz fiir ihre transgenen
Maiuse im Vergleich zu Kontrolltieren nachwiesen. Bei DYTI1-Gentrigern wurde ein
schlechteres motorisches Lernen nachgewiesen, wobei es keine Rolle spielte, ob diese auch
eine klinisch manifeste Dystonie aufwiesen (Ghilardi et al., 2003). Allerdings fehlen weitere
Studien an humanen DYT]1-Patienten um diese Ergebnisse abzusichern. Fraglich erscheint
daher, ob es fiir die ,,face validity* eines DY T1-Tiermodells wichtig ist, dass die transgenen
Tiere Defizite im motorischen Lernen aufweisen. Da diese Defizite beim Menschen
unabhingig von der Ausprdagung einer klinisch manifesten Dystonie sind, sollte es bei diesem
Test auch keine Rolle spielen, dass wir, wie oben beschrieben, nicht zwischen phanotypisch

auffilligen und phédnotypisch unauffélligen Tieren unterschieden haben.
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Beim Grip-strength Test kam es zu einer signifikanten Abnahme der Kraft der Vorderpfoten
im Vergleich zwischen dem 6. und 9. Monat in beiden Tiergruppen. Dieser Effekt der
altersabhéngigen Abnahme der Griffstirke wurde fiir Méuse schon in fritheren Studien
beschrieben (Ingram, 1988) und ldsst sich aufgrund des Vorkommens in beiden Tiergruppen
nicht als durch den Gendefekt verursacht interpretieren. Des Weiteren zeigten sich im Wire-
hang Test keinerlei Unterschiede, weder zwischen den Tiergruppen noch im Altersverlauf
innerhalb der Tiergruppen. Daher wird davon ausgegangen, dass bei den DYT1-Maiusen keine
Muskelschwiche vorliegt. Dies war fiir die sogenannte ,,face validity* von Bedeutung, da
Dystonie-Patienten ebenfalls keine Defizite in der Muskelkraft aufweisen (Kong et al., 2001).

Die Schrittlinge stieg bei beiden Tiergruppen im Alter an, was sicherlich auf die zunehmende
Korperldnge der Tiere zuriickgefiihrt werden kann (Fernagut et al., 2002). Im Vergleich zu
den Kontrolltieren wiesen die transgenen Tiere jedoch im 9. und 12. Monat eine kiirzere
Schrittlinge der Vorderpfoten und im 9. Monat auch der Hinterpfoten auf. Allerdings war der
Abstand zwischen den Vorder- bzw. Hinterpfoten der linken und rechten Korperseite
unauffillig. Da diese beiden Parameter zur Beurteilung einer Ataxie herangezogen werden
(Dunnett et al., 2003), kann hdchstens von einer leichten Ataxie bei den DYTI1-Méusen
ausgegangen werden. Eine verkiirzte Schrittlinge wurde im MPTP-Mausmodell, ein
Parkinson-Modell, sowie nach Gabe von Reserpin und Haloperidol nachgewiesen (Fernagut
et al., 2002). Bei diesen Untersuchungen wird davon ausgegangen, dass der Dopaminspiegel
im Gehirn erniedrigt war bzw. die Dopaminrezeptoren blockiert wurden. Bei dem in der
vorliegenden Arbeit verwendeten DYTI1-Mdusen wurden verringerte Dopaminspiegel im
Striatum von phinotypisch auffilligen Tieren nachgewiesen (Shashidharan et al., 2005). Beim
Menschen mit dem DYT1-Gendefekt ist eine reduzierte Bindung an D;- bzw. D,-Rezeptoren
bekannt (Breakefield et al., 2008), die eventuell auch bei den DYTI1-Médusen vorliegen
konnte. Diese beiden Phinomene, zusammen mit den bekannten Ergebnissen aus dem MPTP-
Modell, wiren eine mogliche Erkldrung fiir die verkiirzte Schrittlinge der transgenen Tiere.
Da die Bindung von D;- und D;,-Rezeptoren in dem hier verwendeten Mausmodell noch nicht
untersucht wurde, kann hieriiber allerdings nur spekuliert werden. Dagegen spricht allerdings,
dass D;- und D,-Rezeptor-Manipulationen in unseren Untersuchungen keine abweichenden
Effekte beim Vergleich der DYTI1- mit den Kontrollmiusen bewirkten (s. 5.2.2.). Die
Bindung an D;- sowie D,-Rezeptoren wurde bisher lediglich in dem Mausmodell von Sharma
und Mitarbeitern (2005) untersucht. Dabei wurde nachgewiesen, dass die transgenen Tiere die
gleiche Dichte an Bindungsstellen aufwiesen wie die Kontrolltiere (Balcioglu et al., 2007).

Beim Staircase Test zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Tiergruppen. Daher ist
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davon auszugehen, dass die DYTI1-Méuse keine Probleme mit dem gerichteten Greifen
aufweisen. Weil dieser Test auch etwas mit Koordination und motorischem Lernen zu tun hat,
werden hierdurch die Ergebnisse des Rotarods bestétigt und somit die fehlende ,,face validity*
des Modells diesbeziiglich unterstrichen.

Beim FElevated plus maze Test werden die Eintritte in die offenen Arme in % der
Gesamteintritte, die Aufenthaltsdauer auf den offenen Armen sowie die Anzahl der Head dips
als Parameter zur Beurteilung der Angstlichkeit der getesteten Tiere herangezogen (Karl et
al., 2003). Zwischen den beiden Tiergruppen lagen in den vorgenommenen Untersuchungen
nur wenige, teilweise sogar widerspriichliche Unterschiede vor. So war die Anzahl der
Head dips bei 3 Monate alten DYT1-Méusen geringer als bei altersgleichen Kontrolltieren,
was fiir eine groBere Angstlichkeit der DYT1-Miuse sprechen wiirde. In den anderen oben
genannten Parametern waren in dieser Altersstufe jedoch keine Unterschiede vorhanden. Bei
6 Monate alten Tieren zeigten sich in keinem untersuchten Parameter signifikante
Unterschiede zwischen DYTI1- und Kontrollmiusen, wiahrend 9 Monate alte DYT1-Méuse
haufiger in die offenen Arme eintraten und 12 Monate alte DY T1-Maiuse eine hohere Anzahl
von Head dips aufwiesen als vergleichbare Kontrolltiere. Dies wiirde wiederum fiir eine
geringere Angstlichkeit von 9 und 12 Monate alten DYT1-Miusen sprechen. Aufgrund der
Befunde von Depressionen und erhohter Angstlichkeit von DYT1-Patienten (Heiman et al.,
2004) hitte man erwartet, dass die DYT1-Maduse nicht nur im Alter von 3 Monaten, sondern
auch in den anderen Altersstufen ein dngstlicheres Verhalten als die Kontrolltieren zeigen.
Dies hitte einer guten ,,face validity* im DYT1-Mausmodell entsprochen, die aufgrund der
vorliegenden Befunde jedoch nicht eindeutig ist.

Auftillig war auBBerdem, dass bei den Kontrolltieren im 6. LM eine signifikante Reduktion
aller Parameter auf eine groBere Angstlichkeit als im 3. LM hinwies. Dieser
Altersunterschied, der fiir Méuse in der Literatur allgemein beschrieben wird (Bessa et al.,
2005), konnte interessanterweise bei den DYT1-Méusen nicht beobachtet werden. Es ergab
sich lediglich eine Tendenz (p = 0,058) fiir den Altersverlauf mit der Friedmann-
Varianzanalyse fiir den Parameter ,,Eintritte in die offenen Arme in % der Gesamteintritte®,
jedoch fiir keinen der anderen Parameter. Eine Erkldrung fiir diese Befunde konnten mdogliche
kognitive Defekte bei den DYTI1-Miusen sein. Da in den verschiedenen Altersstufen
dieselben Méuse eingesetzt wurden, wire es moglich, dass die Kontrolltiere sich an die
Versuchsbedingungen habituierten und die altersabhidngige Reduktion aller Parameter durch
ein geringeres Explorationsverhalten begriindet ist. Die transgenen Tiere miissten hingegen

bei einem kognitiven Defekt und einem reduzierten Lernprozess die Apparatur in jeder
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Altersstufe neu erkunden. Ein reduziertes motorisches Lernen wurde im Rotarod Test in
anderen DYTI1-Mausmodellen gefunden (Grundmann et al., 2007; Sharma et al., 2005).
Allerdings sprechen die Ergebnisse des Rotarod Tests sowie die Untersuchungen im Open
Fields bzw. im Activity cage (s.0.) in unseren Untersuchungen gegen eine geringere
Habituation und einen kognitiven Defekt bei den hier untersuchten DYTI1-Méusen. Auch
Untersuchungsergebnisse von DYTI-Patienten sprechen gegen einen ursdchlichen

Zusammenhang des Gendefekts mit kognitiven Stérungen (Balas et al., 2006).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Untersuchungen an unbehandelten Méiusen
keinen entsprechenden dystonen Phdnotyp bei den DYTI1-Mdusen von Shashidharan und
Mitarbeitern (2005) erkennen lieBen. Dies bedeutet, dass die ,face validity” in diesem
Tiermodell bei unbehandelten DYT1-Mausen nicht gegeben ist. AuBBerdem ist die ,,reliability*
als phinotypisches Tiermodell wie oben beschrieben nicht gegeben, was allein aus
tierschutzrechtlichen Griinden dazu fithren sollte, dass dieses Tiermodell nicht als
phénotypisches Tiermodell fiir die priklinische Arzneimittelforschung eingesetzt werden

sollte.

5.2.2. Pharmakologische Manipulation des dopaminergen Systems

Da bei unbehandelten Tieren in der vorliegenden Arbeit keine ,,face validity* nachgewiesen
werden konnte, sollte untersucht werden, ob bei den DYTI-Méusen dystone
Bewegungsstorungen durch pharmakologische Manipulationen des dopaminergen Systems
ausgelost werden konnen.

Die akute i.p. Applikation von 100 mg/kg L-DOPA + 10 mg/kg Carbidopa bewirkte bei
beiden Tiergruppen in allen Altersstufen einen Abfall der lokomotorischen Aktivitit. Diese
Beobachtung deckt sich mit Ergebnissen von Quinn et al. (2006) bei C57Bl/6J Méusen, bei
denen eine dosisabhingige Abnahme (50, 100 und 200 mg/kg) der Aktivitit auftrat.
Aullerdem zeigten diese Miuse eine Akinesie. Eine hochgradige Hypolokomotion war auch
bei den Méusen in der vorliegenden Arbeit zu sehen (s. 4.3.1.1.), auch wenn nur im 9. und 12.
LM bei den Kontrolltieren und im 12. LM bei den DYTI1-Méiusen im Block-Test eine
Katalepsie bestitigt werden konnte. Uber diese hochgradige Hypolokomotion lisst sich der
Ausfall bzw. die Beeintrachtigung des Stellungs- und Haltungsreflexes bei einigen Mausen
sowie die schlechte Rotarod-Performanz nach L-DOPA-Applikation erklidren. Die verkiirzte
Schrittlinge, die im 6., 9. und 12. LM bei den Kontrolltieren sowie im 9. LM bei den
transgenen Tieren nach Substanzapplikation auftrat, deutet wie oben erwdhnt auf eine geringe

Ataxie hin (Dunnett et al., 2003). Allerdings spricht der gleichzeitig verkleinerte Abstand
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zwischen den Hinterpfoten bei den Kontrolltieren in den gleichen Altersstufen nach der
Substanzapplikation gegen eine Ataxie, da dieser bei einer Ataxie groBBer wird (Dunnett et al.,
2003). Die Griffstirke war durch die Substanzapplikation nicht beeinflusst. Diese an sich
gleichen Effekte in beiden Tiergruppen zeigten, dass die DYT1-Méuse und Kontrolltiere
vergleichbar auf die Substanzgabe reagierten. In keinem der durchgefiihrten Tests konnten
Unterschiede im Altersverlauf nachgewiesen werden, mit Ausnahme des Abstandes zwischen
Vorder- und Hinterpfote der linken Korperseite bei den Kontrolltieren. Allerdings gab es
widerspriichliche Verdnderungen, so nahm die Differenz zwischen Substanz- und
Vehikelapplikation einerseits zu und andererseits ab. Da kein anderer Parameter des Footprint
Tests Verdnderungen im Altersverlauf aufwies, ist dies nicht aussagekréftig.

Die substanzbehandelten Tiere zeigten einen Anstieg des ,,Dystonie“-Scores, der in der
Dosierung von 100 mg/kg L-DOPA stirker ausgeprdgt war als nach Applikation von
25 mg/kg. Die bei einzelnen DYTI1-Midusen gesehene KuBhandstellung war nur im
Ruhezustand zu sehen. Sobald sich die Tiere bewegten, fulten sie normal, weshalb dabei
nicht von einer dystonen Bewegung ausgegangen wird. Auch bei einem anderen Modell fiir
eine generalisierte Dystonie, dem df*-Hamster, wirkte L-DOPA prodyston (Loscher und
Fredow, 1992). Allerdings zeigten in der vorliegenden Arbeit auch die Kontrollméiuse diesen
Anstieg ,,Dystonie-dhnlicher Bewegungen. Zwischen den Tiergruppen gab es keinen
signifikanten Unterschied und die Bewegungen traten auch vereinzelt bei vehikelbehandelten
Kontrolltieren auf. Dies spricht gegen die von Shashidharan et al. (2005) vorgeschlagene
Deutung dieser Bewegungen als Dystonie bei den DYT1-Méusen.

Da TorsinA Einfluss auf die Monoamin-Transporter DAT und VMAT hat (Torres et al.,
2004), sollte der Vermutung nachgegangen werden, ob hierdurch die DYTI1-Miuse eine
hohere Sensitivitdt auf eine Hemmung der Wiederaufnahme von DA zeigen. Hierzu wurde
GBR 12935, ein selektiver Dopamin-Wiederaufnahmehemmer eingesetzt. In beiden
Tiergruppen erhdhte sich die lokomotorische Aktivitit in allen Altersstufen nach Applikation
von 15 mg/kg GBR 12935. Dies entspricht auch Beobachtungen bei Ratten (Zhu et al., 2004).
Die Griffstirke und die Rotarod-Performanz wurden hingegen durch die Substanzapplikation
nicht beeinflusst. Auch im ,,Dystonie“-Score zeigten sich weder durch die Applikation von
15 mg/kg noch durch 45 mg/kg Unterschiede zwischen den beiden Tiergruppen oder im
Altersverlauf. Dies ldsst die Vermutung zu, dass AE-TorsinA in vivo bei den DYT1-Méausen
keine Verdnderung des DAT mit Funktionsbeeintrichtigung zur Folge hat. Ebenfalls gegen
ein unterschiedliches Ansprechen auf die Hemmung der Wiederaufnahme von DA spricht,

dass bei beiden Tiergruppen in vergleichbarem Male eine erhohte Aktivitit sowie vermehrtes
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Schniiffeln nach Applikation von 15 mg/kg GBR 12935 zu beobachten waren. Im dr*-
Hamster, einem Modell fiir die PDC, zeigte sich nach Applikation eines Dopamin-
Wiederaufnahmehemmers ein deutlich prodystoner Effekt (Nobrega et al., 1999).

Amphetamin erhoht den extrazelluliren Dopaminspiegel, indem es den vesikuldren
Dopaminspeicher entleert, die Wiederaufnahme hemmt sowie den Abbau verzogert (Gothert
et al., 2005). Dabei 16st die Wirkung auf den N. accumbens eine erhohte lokomotorische
Aktivitdit aus, wihrend die Wirkung im Striatum flir das Auftreten von stereotypen
Verhaltensweisen verantwortlich ist (Sharp et al., 1987). Als stereotype Verhaltensweisen
sind bei Ratten Schniiffeln, Aufrichten, webende Koptbewegungen und stereotype
Maulbewegungen beschrieben (Salmi et al., 1998; Seiden et al., 1993). Nach Applikation von
5 bzw. 10 mg/kg Amphetamin zeigten sich keine Unterschiede im Auftreten der ,,Dystonie-
dhnlichen* Bewegungen im Vergleich der DYT1-Mduse zu den Kontrolltieren. Im Gegensatz
dazu zeigte sich im Modell fiir die PDC, dem df*“-Hamster, ein deutlich prodystoner Effekt ab
einer Dosierung von 5 mg/kg (Rehders et al., 2000). Dies konnte mit unterschiedlichen
Pathomechanismen, die den verschiedenen Dystonieformen vermutlich zugrunde liegen,
erklart werden. Interessanterweise wurde im DYTI-Mausmodell von Sharma und
Mitarbeitern  (2005) nachgewiesen, dass die durch Amphetamin induzierte
Dopaminausschiittung bei transgenen Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren verringert war
(Balcioglu et al., 2007). Wenn diese Dopaminausschiittung aufgrund des mutierten TorsinA
verringert wire, konnte man vermuten, dass dies auch bei den in dieser Arbeit verwendeten
DYT1-Maiusen von Shashidharan et al. (2005) der Fall ist. Nachgewiesenermal3en ist bei den
DYTI1-Miusen von Shashidharan und Mitarbeitern (2005) die Dopaminausschiittung nach
Stimulation des Striatums in phinotypisch auffilligen Miusen geringer als bei Kontrolltieren
(Bao et al., 2006). Eventuell ist eine verminderte Dopaminausschiittung bei den DYTI1-
Miusen dafiir ausschlaggebend, dass es zu keiner Auspridgung von ,,.Dystonie-dhnlichen*
Bewegungen nach Applikation von Amphetamin kam. Da die stereotypen Verhaltensweisen
Sniffing und Licking sowie eine erhohte lokomotorische Aktivitdt bei beiden Tiergruppen in
vergleichbarem Mafe auftraten, ist allerdings nicht davon auszugehen, dass die DYT1-Maiuse
eine erhohte oder erniedrigte Empfindlichkeit gegeniiber Amphetamin aufweisen.

Die bisher beschriebenen Substanzen haben iiber Verdnderungen extrazelluldrer
Dopaminspiegel eine Wirkung auf verschiedene Dopaminrezeptortypen. Da allerdings davon
ausgegangen wird, dass die D;- und D,-Rezeptoren mit ihrem Einfluss auf den direkten bzw.
indirekten Weg innerhalb der Basalganglien an der Pathophysiologie der Dystonie beteiligt

sind, sollte die spezifische Wirkung bei Manipulation der einzelnen Rezeptoren untersucht
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werden. Hierzu wurden selektive D;- bzw. D,-Agonisten und -Antagonisten eingesetzt.

Die selektive Beeinflussung des D;-Rezeptors mit dem Agonisten 4 68930 in Dosierungen
von 1 und 2 mg/kg und dem Antagonisten SCH 39166 in Dosierungen von 0,3 und 0,6 mg/kg
zeigte keinen Einfluss auf die Auspragung des ,,Dystonie“-Scores bei den DYT1-Méusen. Die
D;-Rezeptoren wurden bisher nur im DYTI1-Mausmodell von Sharma und Mitarbeitern
(2005) untersucht, wobei keine Unterschiede in der Bindung an die Rezeptoren im Vergleich
zwischen den transgenen Tieren und den Kontrolltieren gefunden wurden (Balcioglu et al.,
2007). Bei DYTI-Patienten wurde allerdings eine verminderte Bindung an den D;-
Rezeptoren nachgewiesen (Augood et al., 2002). Diese Studie bezieht sich allerdings auf
Messungen an lediglich 3 Gehirnen von DY T1-Patienten und weitere Studien fehlen. Bei den
hier untersuchten DYTI1-Miusen kann bislang eine reduzierte D;-Rezeptorbindung nicht
ausgeschlossen werden. Eine verminderte Rezeptorbindung kann zum einen auf eine
verminderte Affinitdt, zum anderen aber auch auf eine geringere Dichte hinweisen. Allerdings
wire es bei einer reduzierten D;-Rezeptordichte nach Applikation des D;-Antagonisten
vermutlich zu einer voélligen Blockierung der Rezeptoren gekommen. In einem transgenen
Mausmodell, in dem ein Verlust von D;-Rezeptoren ausgelost wurde, sind ,,Dystonie-
dhnliche* Bewegungen im Tail-suspension Test beschrieben worden, die den von
Shashidharan und Mitarbeitern (2005) beschriebenen ,,Dystonie-dhnlichen Bewegungen der
hier untersuchten Méuse gleichen (Gantois et al., 2007). Daher hitte man vermutet, dass eine
vollstdndige Blockade der Rezeptoren zu einer Verschlimmerung dieser ,,Dystonie-&hnlichen®
Bewegungen in den hier untersuchten transgenen Miusen fithren wiirde. Wenn allerdings eine
verminderte Affinitdt vorldge, so konnte dies den ausbleibenden Effekt des Antagonisten
erklaren. Die Krampfe, die in beiden Tiergruppen bei einer Dosierung von 2 mg/kg A 68930
1.p. aufgetreten sind, wurden zuvor schon bei Ratten (DeNinno et al., 1991) und Méiusen
(O'Sullivan et al., 2005) beschrieben. Da sowohl DYT1- als auch Kontrolltiere diese Krampfe
in gleichem Ausmal} zeigten, ist nicht von einer verminderten D;-Rezeptorbindung bei den
transgenen Mdausen auszugehen. O’Sullivan und Mitarbeiter (2005) haben in einer Studie
nachgewiesen, dass diese Krampfe nicht durch Bindung am Ds-Rezeptor zustande kommen.
Auch die anderen bewerteten Parameter (Sniffing, Straub tail, Grooming, Aktivitdt und
Katalepsie) wiesen keine Unterschiede zwischen den Genotypen auf, was ebenfalls dafiir
spricht, dass beide Tiergruppen gleich auf die applizierten Substanzen ansprachen. Somit
liegen vermutlich keine Verdanderungen der D;-Rezeptoren bei den DY T1-Méusen vor.

Es wird angenommen, dass eine Enthemmung des THA mit nachfolgender Aktivierung

kortikaler Felder bei der Entstehung der Dystonie eine Rolle spielt (Hallett, 1993). Dies ist
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z.B. durch verstirkte Aktivierung des striato-pallidalen Weges iiber D,-Rezeptoren moglich,
da diese einen hemmenden Einfluss auf die GABA-Transmission im Projektionsgebiet haben.
Die daraus resultierende Aktivierung pallidaler Neurone fithrt dann zu einer vermehrten
Hemmung des STN. Dadurch ist die aktivierende Wirkung auf die Basal-
ganglienausgangsstrukturen verringert und der THA wird in geringerem Malle inhibiert,
wodurch es zu einer verstirkten Aktivierung kortikaler motorischer Felder kommt
(Wichmann und DeLong, 1996). Es wire also davon auszugehen, dass D,-Agonisten iiber
diesen Weg einen prodystonen Effekt aufweisen, wie dies in einem anderen Dystoniemodell,
dem dr*-Hamster, auch nachgewiesen wurde (Rehders et al., 2000). Der D,-Rezeptoragonist
Quinpirol wurde in einer Dosierung von 1 und 5 mg/kg appliziert und fiihrte in beiden
Tiergruppen zu einer tendenziellen Erh6hung des ,,Dystonie‘“-Scores, wobei es vermutlich auf
die geringe Tierzahl (n = 5) zuriickzufiihren ist, dass es nicht zu einer signifikanten Erh6hung
kam. Diese Ergebnisse sollten daher Anlass zu weiteren Untersuchungen in grofleren
Tiergruppen und Ergédnzungen weiterer Dosierungen geben. Im Gegensatz zum Agonisten
wiirde ein Antagonist eine erhohte Aktivitit der Projektionsneurone zur Folge haben. Dadurch
wiirde es zu einer erhohten Inhibition des GPe und damit zu einer verminderten Inhibition des
STN kommen. Die Basalganglienausgangsstrukturen waren vermehrt erregt, in der Folge der
THA starker gehemmt und dadurch die kortikalen Felder weniger aktiviert (Wichmann und
DeLong, 1996), was nach heutiger Auffassung einen antidystonen Effekt zur Folge hitte. Der
D,-Rezeptor Antagonist Racloprid zeigte nach Applikation von 0,5 bzw. 3 mg/kg in der
vorliegenden Arbeit keinen Effekt auf den ,,Dystonie“-Score. Fiir Racloprid ist beschrieben,
dass es in Dosierungen von 0,01-2,5 mg bei der Ratte vor allem auf prisynaptische D»-
Autorezeptoren wirkt, was eine dosisabhingige Erhohung der Dopaminfreisetzung zur Folge
hat (Andersson et al., 1995). Im df*-Hamster fiihrte dies vermutlich dazu, dass es bei einer
Dosierung von 0,1 mg/kg i.p. zu einem prodystonen Effekt kam, wohingegen Dosierungen
von 1 und 5 mg/kg eher zu leicht antidystonen Effekten fiihrten (Rehders et al., 2000). Dies
wire auch fiir die in dieser Arbeit gewéhlten Dosierungen bei den DYTI1-Méusen denkbar
gewesen, wurde durch die Ergebnisse allerdings nicht bestétigt. Da fiir DY T1-Gentrager eine
verminderte D,-Bindung nachgewiesen wurde (Asanuma et al., 2005; Augood et al., 2004),
konnte dies auch bei den DYT1-Mausen der Fall sein und somit erklart werden, warum es bei
den DYTI1-Méusen zu keiner Veranderung der Bewegungen kam. Allerdings beziehen sich
diese Studien auf Messungen an nur wenigen Gehirnen und fiir die DRD wurden erhéhte D,-
Rezeptorbindungen beschrieben (Breakefield et al., 2008). In einem anderen DYTI-

Mausmodell von Sharma und Mitarbeitern (2005) wurde allerdings der Nachweis erbracht,
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dass es in diesem Modell keine Unterschiede in der Bindung an Dopaminrezeptoren gibt
(Balcioglu et al., 2007). Dennoch ist zu betonen, dass die transgenen Tiere nach Applikation
von 5 mg/kg Quinpirol und 3 mg/kg Racloprid sogar eine stirkere Hypolokomotion als die
Kontrolliere zeigten. Daher ist erstmal nicht von einer verminderten Bindung an die D,-
Rezeptoren bei den DYT1-Méusen auszugehen. Die Ausprdagung einer Hypolokomotion nach
Applikation dieser Substanzen deckt sich mit Angaben aus der Literatur (Hillegaart und
Ahlenius, 1987). Die Ergebnisse der pharmakologischen Untersuchungen in der vorliegenden
Arbeit erlauben insgesamt aber keine eindeutige Aussage beziiglich der pathophysiologischen
Bedeutung der Dopaminrezeptoren, zumal nur ein enges Spektrum an Dosierungen getestet
wurde. Wie oben erwihnt, sollten weiterfithrende Untersuchungen von D,-Liganden ndhere
Aufschliisse geben.

Besonderes Augenmerk wurde bei allen applizierten Substanzen auf die Ausprigung der von
Shashidharan und Mitarbeitern (2005) beschriebenen und als ,,Dystonie-dhnliche* Stérungen
interpretierten Bewegungen bei den Maiusen gelegt. Da in den hier durchgefiihrten
Untersuchungen diese Bewegungen auch bei vehikelbehandelten Kontrollmiusen beobachtet
werden konnten, ist die Interpretation als Dystonie hochst zweifelhaft. Klammernde
Bewegungen der HintergliedmaBen (sog. hindlimb clasping) beim Anheben von Méusen am
Schwanz sind bei Méusen mit Kleinhirnldsionen (Lalonde, 1987a, 1987b), in Mausmodellen
fiir Morbus Huntington (Auerbach et al., 2001), in spasmodischen Miusen (Buckwalter et al.,
1993) und einem Mausmodell der Tay-Sachs Erkrankung (Miklyaeva et al., 2004)
beschrieben. Da diese Bewegungen allgemein in Miusen mit verschiedensten neurologischen
Storungen auftreten (Zhao et al., 2008a), bei denen unterschiedliche Gehirnregionen und
verschiedene Neurotransmittersysteme involviert sind, kann ein kausaler Zusammenhang mit
einer spezifischen Stérung bislang nicht festgestellt werden. Bisher werden diese
Bewegungen in den verschiedenen Publikationen héufig als typisch flir die jeweilige
Erkrankung beschrieben, ohne dass sich beim Vergleich der Beschreibungen fiir den
auBlenstehenden Betrachter Unterschiede in den Bildern zeigen. Leider gibt es bisher keine
Untersuchungen, die allein diese Bewegungen charakterisieren und den Grund fiir deren
Auftreten genauer definieren. Obwohl die ,,hindlimb claspings® vermutlich zentral verursacht
sind, sollten sie nicht als ,,Dystonie* interpretiert werden. Das Auftreten der Bewegungen bei
den hier verwendeten Kontrolltieren war besonders unter Substanzapplikationen und bei
ausgeprigter Hypolokomotion sichtbar, so dass vermutetet werden kann, dass die Wirkung
auf das dopaminerge System fiir das Auftreten dieser Bewegungen eine besondere Rolle

spielte.
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Nachdem die akute Applikation von Substanzen mit unterschiedlichen Angriffspunkten im
dopaminergen System keine Unterschiede zwischen den DYTI-Méusen und den
Kontrolltieren ergaben, sollte mittels téglicher Applikation von 25 mg/kg L-DOPA +
10 mg/kg Carbidopa tiiber 20 Tage untersucht werden, ob durch diese chronische
Manipulation des dopaminergen Systems bei den DYT1-Méusen ein eindeutiger dystoner
Phanotyp auslosbar ist.

Der hierbei ermittelte Anstieg des ,,Dystonie‘“-Scores bei den DYT1-Méusen wéhrend der 20-
tdgigen Applikation von L-DOPA dhnelt dem Anstieg der AIMs im Mausmodell fiir die
L-DOPA induzierte Dyskinesie von Lundblad und Mitarbeitern (2005). Im Gegensatz dazu
stechen die Befunde von Patienten mit DRD, bei der es zu einer Verbesserung der
Symptomatik nach Applikation von L-DOPA kommt. Auch eine chronische Verabreichung
dieser Substanz bei Patienten mit DRD fiihrt, im Gegensatz zu Parkinson-Patienten, nicht zum
Auftreten von Dyskinesien (Nygaard, 1995). Bei anderen idiopathischen Dystonien kommt es
in wenigen Féllen ebenfalls zu einer Verbesserung der Symptomatik (s. 2.1.4.). Eine
Erklarung fiir diese Unterschiede zwischen Parkinson- und DRD-Patienten gibt es bisher
nicht. Bei beiden Erkrankungen liegt ein Dopaminmangel vor. Bei der Parkinson schen
Krankheit tritt dieser aufgrund eines Neuronenuntergangs auf, bei der DRD aufgrund einer
fehlenden Dopaminsynthese. Diskutiert wird, ob Altersunterschiede im physiologischen
Signalweg der Basalganglien zum unterschiedlichen Ansprechen auf die Gabe von L-DOPA
fiihren, denn héufiger entwickeln sich Dyskinesien bei Parkinson-Patienten mit frithem
Erkankungsbeginn vor dem 20. Lebensjahr (Furukawa und Kish, 1999). Ein erniedrigter
Dopaminspiegel wurde von Shashidharan et al. (2005) auch fiir die hier untersuchten DYT1-
Maiuse nachgewiesen.

In einem Versuch in dem verschiedene Metaboliten von DA direkt ins Gehirn appliziert
wurden, konnte festgestellt werden, dass die Metabolite 3-Methoxytyramin sowie DOPAC
selbst Einfluss auf stereotype Verhaltensweisen sowie die lokomotorische Aktivitdt ausiiben
konnen (Nakazato und Akiyama, 2002). Allerdings sind hierfiir sehr hohe Konzentrationen
notwendig, die physiologischerweise nicht erreicht werden. Nachgewiesenermaflen kommt es
aber nach chronischer Applikation von L-DOPA zu einer erhohten Konzentration dieser
Metaboliten (Pycock et al., 1982). In den hier untersuchten Kontrollmidusen war eine
Erhohung dieser Metaboliten aber vermutlich nicht ausreichend, um einen entsprechenden
Effekt auf die ,,Dystonie-dhnlichen* Bewegungen auszuldsen. Bei den DYT1-Méusen von
Sharma und Mitarbeitern (2005) wurde schon bei unbehandelten Tieren ein erhohter

Dopaminumsatz festgestellt, der auch bei DYT1-Patienten nachgewiesen wurde (Augood et
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al., 2004). Wenn nun die chronische exogene Zugabe von L-DOPA mit dem erhohten
Dopaminumsatz bei den DYT1-Méausen zusammenfillt, konnten die Konzentrationen dieser
Metaboliten kritisch erh6ht gewesen sein, so dass bei diesen Tieren ,,Dystonie-dhnliche*
Bewegungen aufgetreten sind. Dieser Vermutung konnte man mittels Mikrodialyse bei den
DYTI1-Maiusen nachgehen. Gegen diese Vermutung spricht, dass Shashidharan et al. (2005)
ein erniedrigtes DOPAC/DA-Verhiltnis (verminderter Dopaminumsatz) im Hirnhomogenat
von DYTI-Méusen nachgewiesen haben. Mittels Mikrodialyse konnten jedoch andere
Ergebnisse auftreten, da hierbei im Gegensatz zum Hirnhomogenat nur die extrazelluldren
Gehalte bestimmt werden. AuBerdem wurde bei diesen Untersuchungen 3-Methoxytyramin
nicht untersucht. Eine Untersuchung dieses Metaboliten wére fiir den Ausschluss dieser
Hypothese interessant.

Ein weiterer interessanter Aspekt konnte die erhohte Konzentration von Noradrenalin bei
chronischer Applikation von L-DOPA darstellen (Pycock et al., 1982). Bei Patienten mit
idiopatischer Dystonie sowie im df**-Hamster wurden erhohte Noradrenalinkonzentrationen
ermittelt, die bei der Entstehung der Dystonie eine Rolle spielen konnten (Richter und
Loscher, 1998). Sollte diese Erhdhung bei DYT1-Mdusen durch die langfristige L-DOPA-
Applikation hervorgerufen werden, so wire dies eine Erklarung fiir die stirkere Ausprigung
der ,,Dystonie-dhnlichen Bewegungen. Dieser Vermutung konnte mittels Messung der
Noradrenalinkonzentration im Gehirn von DYT1-Miusen nachgegangen werden.

Auch das cholinerge System konnte bei der Verschlimmerung der ,,Dystonie-dhnlichen®
Bewegungen eine Rolle spielen. Im Mausmodell von Sharma und Mitarbeitern (2005) wurde
eine erhohte Aktivitit cholinerger Interneurone nach Applikation des D,-Agonisten Quinpirol
nachgewiesen (Pisani et al., 2006). Dies ist erstaunlich, da bei gesunden Individuen die
Aktivierung von D,-Rezeptoren normalerweise zu einer Hemmung cholinerger Interneurone
fiihrt (Loscher und Fredow, 1992; Pisani et al.,, 2006). Interessanterweise hatte die
Applikation sowohl cholinerger Substanzen als auch des D,-Agonisten Quinpirol in einem
anderen Dystoniemodell, dem dr**-Hamster, einen deutlich prodystonen Effekt zur Folge
(Loscher und Fredow, 1992; Rehders et al., 2000). Zwar hatte die akute Gabe von Quinpirol
in dem hier untersuchten Mausmodell keinen signifikanten Effekt auf die ,,Dystonie-
dhnlichen* Bewegungen und es zeigten sich keine Unterschiede zwischen den transgenen und
den Kontrolltieren. Einer tendenziellen Zunahme sollte jedoch durch erginzende
Untersuchungen nachgegangen werden (s.0.). Allerdings konnte die chronische L-DOPA-
Applikation iiber einen erhohten D,-Tonus bei den DYTI1-Méusen zu einer langer

andauernden erhohten Aktivitdt der cholinergen Interneurone fiihren und somit zu einer

120



Diskussion

Verschlimmerung der ,,Dystonie-dhnlichen® Bewegungen beitragen. Leider gibt es bislang
keine Untersuchungen iiber die pathophysiologische Bedeutung des cholinergen Systems bei
DYTI1-Patienten (Pisani et al., 2006). Allerdings werden anticholinerge Substanzen
erfolgreich in der Therapie eingesetzt, auch wenn ihr Einsatz durch Nebenwirkungen begrenzt
ist (Jankovic, 2006). Um diese Vermutung weiter abzuklédren, sollte das cholinerge System

bei den DYT1-Mdéusen weiter untersucht werden.

5.3. Schlussbetrachtungen

Die Mutation im DYT1-Gen wird als genetische Grundlage fiir das Auftreten der Early-onset-
Torsionsdystonie angesehen (Ozelius et al., 1997). Verschiedene Mausmodelle, in die dieser
Gendefekt eingebracht wurde, sind nach der Entdeckung der Mutation entwickelt und als
Tiermodell fiir die Early-onset-Torsionsdystonie vorgeschlagen worden (Dang et al., 2005;
Grundmann et al., 2007; Sharma et al., 2005; Shashidharan et al., 2005). Ein ideales
Tiermodell fiir eine Erkrankung des Menschen sollte eine hohe Vorhersagevaliditit fiir die
klinische Wirksamkeit von moglichen Therapeutika aufweisen (,,predictive validity*). Dies
kann jedoch nur gewihrleistet werden, wenn im Modell eine dem Patienten vergleichbare
klinische Symptomatik ausgeprigt ist (,face validity*), die nach Moglichkeit durch
vergleichbare pathophysiologische Mechanismen bedingt sein sollte (,,construct validity®).
Fiir die Untersuchungen in dieser Arbeit wurde eine Linie transgener Mause ausgewdhlt, die
aufgrund der initialen Beschreibungen von Shashidharan und Mitarbeitern (2005) ,,Dystonie-
dhnliche* Bewegungen aufwiesen und hiermit das Kriterium der ,,face validity” zu erfiillen
schienen. Es zeigte sich jedoch in den hier durchgefiihrten altersabhingigen Studien
unbehandelter Miuse, dass diese keinen eindeutigen dystonen Phédnotypen aufweisen und
damit das Kriterium der ,,face validity* als wichtige Voraussetzung fiir einen Einsatz in der
praklinischen Arzneimittelforschung nicht erfiillen.

Aufgrund des Einbaus des humanen Defektgens sollte das Kriterium der ,,construct validity*
zumindest teilweise als erfiillt gelten. Erstaunlicherweise fiihrt dies allein aber nicht zu einer
klinischen Ausprigung der Erkrankung in den DYTI1-Mdiusen. Allgemein muss bei
transgenen Tiermodellen immer bedacht werden, dass ein humanes Gen in einem tierischen
Organismus nicht unbedingt die gleichen Symptome verursachen muss, die es beim
Menschen ausldst. AuBerdem bedeutet die hiufig vorhandene Uberexpression der Gene Stress
fir den gesamten Organismus, was wiederum zu Storungen in anderen physiologischen
Ablaufen fithren kann. Durch die Verwendung von anderen als den physiologischen

Promotoren kann es auerdem zur Genexpression in nicht physiologischen Geweben kommen
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(Dang et al., 2005). Dazu kommt, dass in transgenen Tieren hdufig das tierische gesunde
neben dem menschlichen kranken Gen vorliegt, wie es in dem in dieser Arbeit untersuchten
Tiermodell der Fall ist. Auf diese Weise kann es dazu kommen, dass die Funktion des
humanen Defektgens durch das noch vorhandene gesunde Gen des Tieres iibernommen wird
und somit keine Symptomatik auftritt. Diesem Punkt kann man eventuell dadurch
entgegenwirken, dass man homologe Sequenzen direkt im tierischen Genom verindert, so wie
es von Dang und Mitarbeitern (2005) in einem DY T1-Mausmodell durchgefiihrt wurde. Aber
auch hierbei stellt sich die Frage, ob die Verdnderung der homologen Sequenz auch
tatsdchlich zu den gleichen Verdnderungen in dieser Spezies fiihrt. So zeigt auch das
Mausmodell von Dang et al. (2005) keinen eindeutigen dystonen Phinotyp. Insgesamt
verdeutlichen diese Daten, dass transgene Tiermodelle genau charakterisiert werden miissen,
bevor sie als Modell fiir eine humane Erkrankung herangezogen werden kénnen.

Trotz seiner fehlenden ,.face validity” konnte das in dieser Arbeit untersuchte Tiermodell
jedoch in Zukunft von groem Nutzen sein, um die Pathophysiologie der Early-onset-
Torsionsdystonie aufzudecken. Hierbei sind vor allem die auslosenden Mechanismen von
Interesse, die die Erkrankung mit einer Penetranz von nur 30-40% unter den menschlichen
Gentriagern zur Auspragung kommt (Bressman, 2006). Bisher existieren iiber die Ursachen
hierfiir nur Spekulationen. Wiirde durch weiterfiihrende Untersuchungen an der DYT1-Maus
eine Aufkldarung von den auslosenden Faktoren, die zur Manifestation der Erkrankung fiihren,
erfolgen, so konnten auf dieser Grundlage spezifische Therapien fiir die Early-onset-
Torsionsdystonie entwickelt werden.

Obwohl Befunde bei DYT1-Patienten, vorangehende Untersuchungen in den DYT1-Méusen
und die Kenntnisse iiber die Funktion des Proteins TorsinA auf mdgliche Stérungen des
dopaminergen Systems hingewiesen haben (Shashidharan et al., 2005; Wichmann, 2008),
konnte die funktionelle Relevanz dopaminerger Fehlfunktionen durch die akute Applikation
dopaminerger Substanzen in der DYT1-Maus nicht bestétigt werden. Eine Verschlimmerung
bzw. Verbesserung der von Shashidharan und Mitarbeitern (2005) beschriebenen ,,Dystonie-
dhnlichen” Bewegungen durch pharmakologische Manipulation des dopaminergen Systems
blieb aus. Interessanterweise wurden diese Bewegungen in den Substanzuntersuchungen aber
auch von Kontrollmédusen gezeigt. Da sogar vehikelbehandelte Kontrolltiere, wenn auch nur
in sehr geringer Auspragung, diese Bewegungen zeigten, ist auszuschlieBen, dass diese eine
Dystonie darstellen.

Die Befunde einer Zunahme der ,,.Dystonie-dhnlichen* Bewegungen in transgenen Miusen

nach der chronischen Manipulation des dopaminergen Systems mittels 20-tdgiger Applikation

122



Diskussion

von L-DOPA im Vergleich zu behandelten Kontrolltieren erhirten hingegen die Hinweise auf
Fehlfunktionen des dopaminergen Systems in diesem Mausmodell (Shashidharan et al., 2005)
und damit auf einen kausalen Zusammenhang zur DYT1-Mutation. Weitere histologische,
neurochemische, elektrophysiologische und pharmakologische Untersuchungen sind jedoch
dringend erforderlich, um dieser Annahme weiter nachzugehen. Diese Untersuchungen
sollten auch andere, an der Pathophysiologie der Early-onset-Torsionsdystonie vermutlich
beteiligte Neurotransmittersysteme wie das cholinerge und das noradrenerge System mit

einbeziehen.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Dystonien gehdren zu den héufigsten Bewegungsstorungen des Menschen und sind
charakterisiert durch unwillkiirliche Muskelkokontraktionen, die repetitive drehende
Bewegungen verursachen. Die Early-onset-Torsionsdystonie ist gekennzeichnet durch eine
Mutation des DYT1-Gens und stellt die hdufigste genetische Form der Dystonie dar (Schmidt
et al., 2008). Die Erkrankung beginnt zwischen dem 5. und 28. Lebensjahr, weist eine
Penetranz von nur 30-40% unter den Gentrdgern auf und hat meist einen progressiven Verlauf
(Bandmann und Miiler, 2002; Bressman, 2006). Verschiedene Mausmodelle, in die dieser
Gendefekt eingebracht wurde, sind als Modell fiir die Early-onset-Torsionsdystonie
vorgeschlagen worden (Grundmann et al., 2007; Sharma et al., 2005; Shashidharan et al.,
2005). Allerdings beruhte die Charakterisierung der einzelnen DYT1-Mauslinien bisher auf
wenigen Untersuchungen.

Die sog. ,,face validity* (Vergleichbarkeit der Symptome beim Modell und beim Patienten)
stellt ein wichtiges Kritertum zur Eignung eines Modells fiir préklinische
Arzneimitteluntersuchungen dar. Erste Beschreibungen von Shashidharan und Mitarbeitern
(2005) lieBen vermuten, dass die von ihnen generierten transgenen Maduse eine dystone
Symptomatik aufweisen. Daher wurde dieses Mausmodell in der vorliegenden Arbeit weiter
charakterisiert. Zunidchst wurden unbehandelte DYT1-Maduse mittels verschiedener Tests zur
Beurteilung der Motorik und des Angstverhaltens untersucht. Diese Tests wurden in
verschiedenen Altersstufen durchgefiihrt, um eine mdgliche Progression der Erkrankung
erkennen und so eine bessere Aussage in Hinblick auf die ,,face validity treffen zu kénnen.
Entgegen der initialen Beschreibung von Shashidharan und Mitarbeitern (2005) machten die
Ergebnisse dieser Untersuchungen jedoch deutlich, dass dieses Mausmodell keine eindeutige
dystone Symptomatik aufweist.

Sowohl Befunde bei DYT1-Patienten als auch Ergebnisse vorangehender Untersuchungen
und die Kenntnisse tiber die Funktion des Proteins TorsinA deuteten darauf hin, dass dem
dopaminergen System eine kritische Rolle fiir die Manifestation von DYTI-Dystonien
zukommt (Shashidharan et al., 2005; Wichmann, 2008). Einer moéglichen funktionellen
Relevanz dopaminerger Fehlfunktionen sollte in der vorliegenden Arbeit zundchst durch die
akute intraperitoneale (i.p.) Applikation verschiedener dopaminerger Substanzen
nachgegangen werden. Dabei sollten vor allem auf eine eventuelle Verschlimmerung bzw.

Verbesserung der von Shashidharan et al. (2005) beschriebenen ,,Dystonie-dhnlichen®
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Bewegungen geachtet werden. Zunichst wurde daher mit Hilfe des Dopamin-Vorldufers
L-DOPA in einer Dosierung von 100 mg/kg in Kombination mit dem Decarboxylasehemmer
Carbidopa in einer Dosierung von 10 mg/kg sowie des Dopamin-Wiederaufnahmehemmers
GBR12935 in einer Dosierung von 15 mg/kg untersucht, ob es altersabhdngige Unterschiede
im Ansprechen auf diese Substanzen bzw. im Auftreten der ,,Dystonie-dhnlichen®
Bewegungen gibt. Hierfiir wurden verschiedene Verhaltenstests durchgefiihrt und zusitzlich
ein Score-System zur Beurteilung der ,,Dystonie-dhnlichen Bewegungen etabliert, um diese
besser quantifizieren zu kdnnen. Nachdem in diesen Untersuchungen keine altersabhidngigen
Effekte auftraten, wurden die Effekte nach Applikation von 25 mg/kg L-DOPA, 45 mg/kg
GBR 12935, 5 und 10 mg/kg Amphetamin (zur Erhéhung des Dopaminumsatzes), 1 und 2
mg/kg des selektiven Dj-Agonisten A 68930, 0,3 und 0,6 mg/kg des selektiven D;-
Antagonisten SCH 39166, 1 und 5 mg/kg des selektiven D,-Agonisten Quinpirol sowie 0,5
und 3 mg/kg des selektiven D,-Antagonisten Racloprid nur noch im Alter von 6 Monaten mit
Hilfe des Score-Systems beurteilt.

Da diese akuten Applikationen keine abweichenden Effekte bei DYT1-Maiusen im Vergleich
zu Kontrolltieren zeigten, die auf dopaminerge Fehlfunktionen hdtten hinweisen konnen,
wurde untersucht, ob eine lidngerfristige Manipulation des dopaminergen Systems zu
Verianderungen der ,,Dystonie-dhnlichen* Bewegungen fiihrt. Hierzu wurde L-DOPA in einer
Dosierung von 25 mg/kg in Kombination mit 10 mg/kg Carbidopa chronisch iiber einen
Zeitraum von 20 Tagen tiglich i.p. appliziert. Im Gegensatz zur akuten Applikation erhirten
die festgestellten Befunde die Hinweise auf Fehlfunktionen des dopaminergen Systems in
diesem Mausmodell und damit auf einen kausalen Zusammenhang zur DY T1-Mutation. So
zeigte sich eine Zunahme der ,,Dystonie-dhnlichen” Bewegungen bei transgenen Maéusen,
hingegen nicht bei den Kontrolltieren.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse einer fehlenden ,,face validity* ist das in dieser Arbeit
untersuchte DYT1-Mausmodell als nicht geeignet fiir die praklinische Arzneimittelforschung
zu beurteilen. Trotzdem kann dieses Mausmodell eventuell niitzliche Hinweise auf die
Pathophysiologie der Erkrankung geben und dazu beitragen, auslosende Mechanismen fiir die

Manifestation der Erkrankung aufzudecken.

125



Summary

7. SUMMARY

Nikola Lange

Behavioral and pharmacological investigations in a transgenic mouse model

of early-onset torsion dystonia

Dystonia, one of the most common movement disorders, is characterized by involuntary
muscle cocontractions, causing repetitive twisting movements. The early-onset torsion
dystonia can be identified by a mutation of the DYT1 gene and represents the most common
hereditary type of dystonia (Schmidt et al., 2008). This type of dystonia usually occurs
between the 5th and the 28th year of age, has a penetrance of only 30-40% in gene carriers
and tends to generalize (Bandmann und Miiler, 2002; Bressman, 2006). After the detection of
the mutation, different mouse lines which carry the human gene defect are recommended as
models for the early-onset torsion dystonia (Grundmann et al., 2007; Sharma et al., 2005;
Shashidharan et al., 2005). However, characterization of these models is based on only few
analyses so far.

The “face validity” (comparable symptoms in model and patient) is an important criterion for
the use of a model in the preclinical drug research. Initial descriptions by Shashidharan et al.
(2005) led to the assumption that their transgenic mouse model shows “dystonic-like”
postures. Therefore, we chose this mouse model for further characterization in this study. For
this purpose, we firstly investigated untreated DYTI1 mice with different tests for the
evaluation of the motor activity and fear behavior. These investigations were done at different
ages to recognize a possible progression of the disease and for a better prediction of the “face
validity”. Contrary to the initial descriptions by Shashidharan et al. (2005) the results of these
studies revealed that this mouse model does not exhibit a clear dystonic phenotype.

The results from DYT]1 patients as well as the findings from previous studies in DYT1 mice
and knowledge about the function of the protein TorsinA indicate that the dopaminergic
system plays a critical role for the occurrence of DYT1 dystonia (Shashidharan et al., 2005;
Wichmann, 2008). In order to determine the possible functional role of dopaminergic
dysfunctions in DYT1 mice, different dopaminergic drugs were acutely applicated
intraperitoneally. Thereby, attention was paid to an exacerbation respectively an improvement

of the “dystonic-like” postures initially described by Shashidharan et al. (2005). By the
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application of the dopamine-precursor L-DOPA at a dosage of 100 mg/kg in combination
with the decarboxylase inhibitor carbidopa (10 mg/kg) and of the dopamine reuptake inhibitor
GBR 12935 at a dosage of 15 mg/kg at different ages, it was investigated if age-dependent
differences in the side effects of these compounds respectively in the “dystonic-like” postures
occur. For this purpose, we used several behavioral tests and additionally we established a
score-system for the evaluation of “dystonic-like” postures to firstly quantify these postures
and movements. Since age-related differences could not be observed in these investigations,
the effects of 25 mg/kg L-DOPA, of 45 mg/kg GBR 12935, of 5 and 10 mg/kg amphetamine
(to increase the dopamine turnover), of 1 and 2 mg/kg of the selective D -agonist A 68930, of
0.3 and 0.6 mg/kg of the selective D;-antagonist SCH 39166, of 1 and 5 mg/kg of the
selective D,-agonist quinpirole as well as 0.5 and 3 mg/kg of the selective D,-antagonist
raclopride were only evaluated at an age of 6 month by using a score-system.

These acute applications of different dopaminergic substances did not reveal abnormal
reactions in DYT1 mice in comparison to control mice and thus, did not indicate a functional
relevance of a dopaminergic dysfunction in DYT1 mice. Therefore, it was determined if
possible changes of the “dystonic-like” movements and postures could be provoked by
chronic manipulations of the dopaminergic system. Consequently, L-DOPA was given at a
dose of 25 mg/kg in combination with 10 mg/kg carbidopa i.p. once a day over a period of 20
days. In contrast to the acute application, L-DOPA enhanced the severity of "dystonic-like"
movements in transgenic mice but not in L-DOPA treated control animals. This finding
indicates that malfunction of the dopaminergic system is involved in this mouse model.

As shown by the results, the here examined DYT1 mouse model shows no ,,face validity”.
Therefore this transgenic line is not suitable for the preclinical drug research. Nevertheless,
this mouse model could probably give useful insights into the pathophysiology of the disease.

This model can be helpful to identify trigger mechanisms for the manifestation of the disease.
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TABELLARISCHER ANHANG

Protokoll fiir die DNA Extraktion aus Schwanzspitzenbiopsien mittels Invisorb® Spin

Tissue Mini Kit

—

W ® N 0N kv

e e e e e T
N N R WD = O

18.
19.
20.

400 pl Lyse-Puffer + 40 ul Proteinkinase K in ein 1,5 ml Tube zur Probe geben;
die Probe 5-10 s vortexen;

die Probe bei 52°C bis zur Lyse inkubieren (ca. 1 h 30 min);

Elution Buffer D auf 52°C vorwirmen,;

die Probe 2 min bei 13000 rpm zentrifugieren;

das Supernatant in ein neues 1,5 ml Tube geben,;

200 pl Binding Puffer T hinzu geben, dann vortexen;

Spinfilter in 2 ml Receiver Tube stellen;

das Lysat auf den Spinfilter geben und 1 min bei Raumtemperatur inkubieren;

. 2 min bei 13000 rpm zentrifugieren, dann das Filtrat verwerfen;
. 550 pl Wash Buffer auf den Filter geben;

. 1 min bei 13000 rpm zentrifugieren, dann das Filtrat verwerfen,;
. 550 ul Wash Buffer auf den Filter geben,;

. 1 min bei 13000 rpm zentrifugieren, dann das Filtrat verwerfen;
. 2 min bei 13000 rpm zentrifugieren;

. Filter in ein neues 1,5 ml Receiver Tube geben,;

. 50 pl Elution Buffer D auf Spin Filter geben und 3 min bei Raumtemperatur

inkubieren,;
1 min bei 8500 rpm zentrifugieren;
den Filter verwerfen,;

im Filtrat den DNA Gehalt photometrisch bestimmen.
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Tab. 1: Zusammensetzung und Herstellung der Losungen fiir das Polyacrylamidgel

Losung | Zusammensetzung | Herstellung
30% Acrylamid 30 g Acrylamid
0,8 g N’N’-Methylenbis-
acrylamid
dH,0 auf 100 ml auffiillen und unter Rithren
16sen
10% Ammoniumperxidsulfat 0,2 g APS
(APS)
dH,0 auf 2 ml auffullen und unter Rithren

16sen

10xTBE

108 g Tris-Base

55 g Borsédure

40 ml 0,5 M EDTA
dH,O auf 1000 ml

auffullen und unter Rithren
16sen

7%iges Polyacrylamidgel

19,85 ml dH,O

3 ml 10xTBE

7 ml 30%iges Acrylamid
150 pl 10%iges APS

40 ul TEMED

vermischen und sofort
zwischen die Glasplatten
der vorbereiteten Elektro-
phoresekammer gieflen
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Gemeinsame Legende fiir die Tabellen 2 - 4

Tabellarische Ubersicht zum Median, zu den Perzentilen (25. / 75.), zum arithmetischen
Mittelwert (X ), zum Standardfehler (S.E.) sowie dem Minimal- und Maximalwert (Min-
Max) innerhalb der Gruppe zu den Parametern, die an unbehandelten DYTI- und

Kontrollmiusen untersucht wurden.

Beim Open field wurden die Anzahl der Eintritte von einem dufleren in ein anderes dulleres
Quadrat (B-B) und die Eintritte von einem dufleren in das innere Quadrat (B-A) getrennt
betrachtet. Da die Anzahl der Eintritte vom inneren in ein dufleres Quadrat gleich der Anzahl
der Eintritten von einem dufleren in das innere Quadrat (B-A) waren, wurden diese nicht

gesondert aufgefiihrt, allerdings sind diese in den Gesamttransitions (Ges.) enthalten.
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Tabellarischer Anhang

Gemeinsame Legende fiir die Tabellen 5 - 25

Tabellarische Ubersicht zu Median, Perzentilen (25. / 75.), arithmetischer Mittelwert (X ),
Standardfehler (S.E.) sowie dem Minimal- und Maximalwert (Min-Max) innerhalb der
Gruppe zu den Parametern, die an behandelten DYTI1- und Kontrollmdusen untersucht
wurden. Die intraperitoneal (i.p.) applizierten Substanzen und Dosierungen befinden sich in

den Uberschriften bzw. in den Tabellen. Das Injektionsvolumen betrug 10 ml/kg.
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