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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Tiefen Hirnstimulation des Nu-
cleus subthalamicus (STN-THS) auf das Verhalten und die zelluldre Plastizitat do-
paminerger Strukturen von unilateral 6-OHDA lasionierten Hemiparkinsonratten
untersucht. Eine Besonderheit bestand im innovativen Versuchsdesigns mit chro-
nischer Instrumentierung, welche es erméglicht, Untersuchungen an frei bewegli-
chen Ratten Uber lange Zeitrdume von bis zu sechs Wochen durchzufiihren.

Der Fokus lag dabei insbesondere auf moglichen neurorestaurativen Effekten der
THS auf dopaminerge/katecholaminerge Tyrosinhydroxylase (TH)* Nervenzellen.
AuRerdem wurden im Bereich des Verhaltens die nicht-motorischen, insbeson-
dere psychiatrischen Nebeneffekte der THS analysiert.

Bei Patienten, die einer STN-THS unterzogen werden finden sich haufig uner-
winschte psychiatrische Nebeneffekte wie Angststérungen oder Depression. Die
Grinde hierfir werden auch nach tber 30 Jahren Erfahrung mit dieser Therapie
noch kontrovers diskutiert, sodass tierexperimentelle Studien zur Untersuchung
der zugrundeliegenden Effekte notwendig sind. Aullerdem ist es weiterhin unklar,
ob es sich bei der THS um eine rein symptomatische Therapie handelt oder ob es
neuroprotektive bzw. krankheitsmodifizierende Effekte gibt. Daher ist die wissen-
schaftliche Aufarbeitung dieser Fragen fiir die Zukunft der THS-Therapie von ent-
scheidender Bedeutung.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die STN-THS in der Lage ist, die Mo-
torik der Tiere im Stepping-Test nach drei Wochen Stimulation zu verbessern, wo-
bei der Effekt nach sechs Wochen durch einen noch unbekannten Faktor neutrali-
siert wurde, welcher von der Dichte TH* Zellen in den ausgezahlten Regionen SNpc
und VTA unabhangig war.

Weiterhin konnte kein Einfluss der Stimulation auf die Zelldichte in der SNpc ge-
funden werden. Im Gegensatz dazu fand sich eine mégliche neurorestaurative
Wirkung im Sinne einer erhohten Zelldichte TH* Neurone in der Area tegmentalis
ventralis sowohl nach 3- als auch nach 6-wdchiger STN-THS.

Es konnte auBerdem ein durch STN-THS induziertes Angstlichkeitsverhalten besta-

tigt werden. Dieses wurde mit Hilfe des Open-Field-Tests gemessen und fand sich



nach 3-wochiger Stimulation sowie unter Beriicksichtigung der erhdhten Zell-
dichte in der VTA als Kovariate auch nach 6-wdchiger Stimulation. Die Korrektur
fir die VTA-Zelldichte war notwendig, da eine erhohte Zellzahl in der VTA nach 6
Wochen Stimulation mit einem gréReren Angstlichkeitsverhalten korreliert und
folglich die abhdngige Variable Angst beeinflusst.

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine neurorestaurative Wirkung durch die THS mog-
lich ist und dass diese das Angstverhalten der Tiere positiv beeinflussen kann. An-
dererseits fihrt die THS per se zu einem gesteigerten Angstverhalten, welches
durch die beschriebene neurorestaurative Wirkung auf die VTA nach 6 Wochen
kompensiert werden kann. Das Symptom Angst als THS Nebenwirkung muss folg-
lich durch von der VTA unabhéangige Hirnregionen vermittelt werden. Hierbei fin-
den sich mehrere mogliche Zielstrukturen in enger Nachbarschaft zum STN, wel-
che ungewollt mitstimuliert worden sein kénnten. Diese Beobachtungen lassen
sich gut mit der kontroversen Studienlage zum Thema psychiatrische Nebenwir-
kungen der STN-THS beim Menschen in Einklang bringen und zeigen ein Modell
auf, wie diese durch verschiedene Mechanismen vermutlich in starker Abhangig-

keit von der Mikrolage der Elektrode zustande kommen.



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das idiopathische Parkinsonsyndrom

1.1.1 Geschichte und Klinik

Als erster beschrieb 1817 der englische Arzt James L. Parkinson in seinem "Essay on the
Shaking Palsy" sechs Patienten mit der Symptomtrias Rigor, Tremor und Akinese. Der
franzosische Neurologe Jean-Marie Charcot benannte die Krankheit 1884 nach James
Parkinson. Heute wird sie meist als idiopathisches Parkinsonsyndrom (IPS) bezeichnet.
Erst 1912 gelang der Versuch einer zytopathologischen Charakterisierung durch F.H.
Lewy der die nach ihm benannten ,Lewy-Bodies" als zytoplasmatische Einschliisse er-
kannte (2). Die Pravalenz des IPS betragt weltweit 1,8% bei Menschen Uber 65 Jahren
und bis zu 2,6% fur diejenigen lber dem 85 Lebensjahr. Manifest wird die Erkrankung
am haufigsten zwischen dem 50.-60. Lebensjahr. Alter ist somit einer der groRten Risi-
kofaktoren des IPS (3). AuBerdem wird anhand der Prévalenzen die 6konomische Belas-
tung der Gesellschaft durch die Erkrankung deutlich, insbesondere auch vor dem Hin-
tergrund des demographischen Wandels in einer immer dlter werdenden Bevolkerung.
Obwohl genetische und juvenile Formen des IPS beschrieben sind, ist die Mehrheit der
Falle sporadisch, wahrscheinlich als Kombination aus einem komplexen Gen-Gen und
Gen-Umwelt Zusammenspiel. Umweltfaktoren schliefSen Pestizide, Metalle, Kopfverlet-
zungen, Lebensstile und Erndhrungsgewohnheiten mit ein (4). Eine protektive Wirkung
ist u.a. fur Rauchen, Kaffee- und Teekonsum beschrieben (5). Genetische Formen der
Parkinsonsyndrome haben ihre Ursache u.a. in bestimmten PARK-Genen, die insgesamt
weniger als 10% der Erkrankungen ausmachen, wobei diese auch bei der Pathogenese
der sporadischen Form einen gewissen Anteil haben (6).

Das IPS ist charakterisiert durch die Kardinalsymptome Rigor, Tremor, Akinese und Pos-
turale Instabilitdat kombiniert mit einem guten Ansprechen auf die Therapie mit Levo-
dopa. Charakteristisch ist hierbei aulRerdem eine deutliche Asymmetrie der motorischen
Symptome bezliglich einer Kérperhalfte.

Doch die alleinige Nennung motorischer Symptome des IPS wird der Erkrankung nicht
gerecht, denn es gibt ebenso eine Vielzahl nicht-motorischer Symptome, welche teil-

weise lange vor dem ersten Auftreten motorischer Symptome nachweisbar sind. Dazu
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zahlen u.a. die Hyposmie, Obstipation, Zyklothymie bis hin zur manifesten Depression,
Schmerzen, Tagesmiidigkeit, REM-Schlaf-Verhaltensstorung oder exzessive Traume.
Aber auch Gedachtnisprobleme, so haben 22% der Patienten schon bei Diagnosestel-
lung einen pathologischen MOCA Test (7). Weiter Symptome sind Drangurie, Angst oder
sexuelle Dysfunktionen. Einzelne dieser nicht-motorischen Symptome bzw. bestimmte
Kombinationen aus ihnen erlauben sogar ein ,, wahrscheinliches Parkinsonsyndrom*“ vor
dem Auftreten von motorischen Symptomen zu diagnostizieren. Die grofSte Schwierig-
keit im klinischen Alltag besteht diesbezliglich darin, geeignete Tests zur Erfassung von
nicht-motorischen Symptomen zu finden (8). Besonders die REM-Schlaf-Verhaltenssto-
rung (RBD) hat eine auBergewdhnlich hohe Korrelation mit dem spateren Auftreten von
neurodegenerativen Erkrankungen. Etwa 81% der Patienten mit RBD entwickeln im Mit-
tel etwa 14 Jahre nach Diagnosestellung ein Parkinson- oder demenzielles Syndrom (9).
Der klinische Phanotyp des Parkinsonsyndroms und dabei insbesondere der der nicht-
motorischen Symptome ist sehr heterogen. Dies kdnnte mit den in unterschiedlichem
Male betroffenen Neurotransmittersystemen zusammenhangen. Dabei ist nicht nur
das dopaminerge, sondern auch das cholinerge, noradrenerge und serotonerge System
betroffen. Jedem dieser Systeme lassen sich wiederum unterschiedliche motorische und
nicht-motorische Symptome des Parkinsonsyndroms zuordnen. Mittlerweile gilt es da-
her als etabliert, dass das IPS eher als Multineurotransmitter und sogar Multiorganer-
krankung anzusehen ist. So wurden a -Synuclein Ansammlungen in Darm, Pankreas,
Herz, Speicheldrisen und Haut gefunden (10). Daher sollte eher von Parkinson als Syn-
drom und nicht als Erkrankung gesprochen werden (11). Die Einteilung der verschiede-
nen Phanotypen des IPS anhand der unterschiedlichen Auspragung von nicht-motori-
schen Symptomen und deren Pathogenese je nach Auspragung der Degeneration im zu-
gehorigen Transmittersystem befindet sich zur Zeit im Wandel und wird in Zukunft ver-

mutlich zu einer neuen Einteilung in verschiedene Subtypen fiihren (12).
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1.1.2 Pathogenese

Ein wichtiger Schritt in Richtung eines Verstandnisses der Pathogenese des IPS wurde
durch Braak et al. geleistet, welche postulierten, dass sich die Erkrankung tiber das Ge-
hirn in charakteristischer Weise ausbreitet (Abbildung 1). Dabei scheint die Pathologie
zunachst von der Magenschleimhaut ausgehend iber mesenterialePlexus im Ncl. dorsa-
lis nervi vagi zu beginnen und von dort durch den unteren Hirnstamm, den Locus coeru-
leus, die Substantia nigra und subkortikale Strukturen bis zum Neokortex voranzuschrei-
ten. Diese Entwicklung findet sich in den 6 Braak Stadien wieder (13, 14). Mittlerweile
wurden noch weitere moégliche Routen der Ausbreitung der Neurodegeneration postu-
liert, welche wiederum mit unterschiedlichen nicht-motorischen Symptomen einherge-
hen. Auf der einen Seite die klassische ,Hirnstamm Route”, die wohl dominierend mit
Schlafdysfunktion wie REM-Schlaf-Verhaltensstérung sowie dysautonomen Symptomen
und eher nicht mit Hyposmie einhergeht. Auf der anderen Seite existiert eine olfakto-
risch/limbische Route, welche friih mit Anosmie sowie Depression, Angst und Fatigue
Symptomatik einhergeht. Und letztlich sogar ein neokortikaler Subtyp, welcher durch
friihe kognitive, eher cholinerge Symptome charakterisiert ist (15). Es wird angenom-
men, dass es durch eine Kombination aus verschiedenen Faktoren im Sinne einer "mul-
tiple hit" Theorie zur Schadigung von dopaminergen Neuronen kommt (16). Starke Hin-
weise gibt es fur Proteinfehlfaltung und proteasomale Dysfunktion, welche auf dem Bo-
den einer erh6hten Empfindlichkeit des alternden Gehirns zu synaptischer Fehlverarbei-
tung und Neurotoxizitat fliihren kann. Des Weiteren spielt eine mitochondriale Dysfunk-
tion mit reduzierter Aktivitat des Komplex-I der Atmungskette sowie damit verbunde-
nem oxidativem Stress eine Rolle, welcher wiederum (iber den Mechanismus der Scha-
digung des 26S Proteasoms und konsekutiv verminderten Proteinabbaus wirksam sein
konnte (18, 19). Weitere Theorien beinhalten Neuroinflammation und Neurotransmit-
terfehlfunktionen. Und sogar ein verdandertes Darmmikrobiom, welches zu erhdhter
Darmpermeabilitdt und damit Ausbreitung fehlgefalteter Proteinstrukturen Giber das ve-
getative Nervensystem zum Gehirn fihren konnte wird postuliert (20, 21). Spezielle Pro-
teinablagerungen, die a-Synucleine, spielen dabei eine besondere Rolle. a -Synuclein

Ablagerungen in Form von Lewy-Kdrperchen werden als eosinophile zytoplasmatische
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Abbildung 1: Braak Stadien des IPS

Dargestellt sind die 6 Braak Stadien des IPS. Die Pathologie beginnt friih im Bulbus olfactorius
oder Ncl. dorsalis n. vagi und breitet sich von dort ausgehend zunachst auf weitere Hirnstamm-
kerngebiete wie den Locus coeruleus oder die Ncll. raphes aus. Im nachsten Schritt ist die Sub-
stantia nigra betroffen, was zu den klassischen motorischen Symptomen und zum Ubertritt von
der prasymptomatischen in die symptomatische Phase fiihrt. In Stadium 4 ist erstmalig der Kor-
tex involviert, wobei zundchst mesokortikale Areale betroffen sind, gefolgt von neokortikalen
Assoziationsarealen und im letzten Schritt dann sekundare und primare Kortexregionen. Quelle:
Braak, Riib et al (17).

Einschlusskorperchen in verschiedenen Regionen des Gehirns beim Parkinsonsyndrom
gefunden. a -Synuclein scheint normalerweise eine Rolle fiir die Stabilisierung prasynap-
tischer Vesikel zu spielen (22). Genauer helfen Synucleine den SNARE - Komplex aufzu-
bauen, eine wichtige Struktur in der Freisetzung prasynaptischer Vesikel und haben hier
eine Chaperon-artige Funktion (23). Letztlich bleibt die exakte Funktion allerdings bisher
noch unklar. Physiologischerweise kommt a -Synuclein als Protein mit (iberwiegend a -

helikalen Anteilen vor. Wenn es zu viele R-Faltblatt Formationen enthilt, neigt es zur



Einleitung 5

Aggregierung. Das konnte man eindricklich in einigen familidgren Parkinsonformen zei-
gen (24). Dieses fehlgefaltete a -Synuclein vollfiihrt ein prionenartiges Verhalten, indem
es weitere a -helikale Synucleine aggregiert und sich sogar zwischen Nervenzellen aus-
breitet und durch axonalen Transport in weitere Regionen transportiert wird. Aufgrund
dieser Erkenntnisse kommt dem a -Synuclein eine entscheidende Rolle bei der mogli-
chen Pathogenese des IPS zu. Insbesondere, da man a -Synuclein haltige Einschliisse so-
wohl im Bulbus olfactorius als auch in vegetativen Plexus des Verdauungssystems nach-

weisen konnte. Eine Ausbreitung der Proteine Uber diesen Weg ware also denkbar (25).

1.2 Tiefe Hirnstimulation

Zur Therapie des IPS standen bisher vorwiegend medikamentds-symptomatische An-
satze im Vordergrund. Insbesondere die Therapie mit L-Dopa in Kombination mit einem
Decarboxylase Hemmer oder alternativ Dopaminrezeptoragonisten gelten als Therapie-
standard. Weitere im Einsatz befindliche Substanzen sind COMT (Catechol-O-Methyl-
transferase)-Inhibitoren, MAO-B (Monoaminooxidase B)-Hemmer sowie NMDA (N-Me-
thyl-D-Aspartat)-Antagonisten. Nach der aktuellen Leitlinie der Deutschen Gesellschaft
fiir Neurologie zum IPS sollte Patienten mit entweder medikamentoés nicht behandelba-
ren motorischen Fluktuationen und Dyskinesien oder einem medikamentds nicht kon-
trollierbaren Tremor eine THS Therapie angeboten werden. AulRerdem sollten deren
Symptome auf Levodopa ansprechen (>33% Verbesserung im UPDRS Ill), es sollte kein
demenzielles Syndrom oder eine andere signifikante psychische oder somatische
Komorbiditat bestehen sowie keine neurochirurgischen Kontraindikationen vorhanden

sein.

1.2.1 Entwicklung und Geschichte

Neurochirurgische Verfahren zur Behandlung von Bewegungsstorungen waren bereits
seit Mitte des 20. Jahrhunderts bekannt und wurden von Pionieren wie Irving Cooper
etabliert. Erst 1987 fiel Benabid und Kollegen wahrend einer operativen Thalatomie zu-
fallig auf, dass eine hochfrequente elektrische Stimulation des VIM thalami ebenfalls in

der Lage war, den Tremor des Patienten zu unterdriicken. Dies war die Geburtsstunde



Einleitung 6

der Tiefen Hirnstimulation (26, 27). Zunachst wurden vorwiegend die Regionen VIM und
GPi verwendet. Der STN geriet erstmals in den Fokus der Therapie von Bewegungssto-
rungen, als Bergman und Aziz in den 1990er Jahren im MPTP Primatenmodell zeigen
konnten, dass die Lasion des STN in der Lage war, die Symptome Rigor und Bradykinese
zu verbessern (28, 29). Kurz darauf wurde die erste THS des STN 1993 in Grenoble durch-
gefiihrt (30). Die Stimulation des STN erwies sich in den Folgejahren als effektiv in der
Linderung von Parkinson-typischen Symptomen. Erstmals konnten auch Verbesserun-
gen bei Rigor und Bradykinese erzielt werden. Bei den vorher stimulierten Zielgebieten
VIM und GPi verbesserte sich lediglich der Tremor bzw. die Dyskinesien signifikant (31,
32). Inzwischen wurden weit mehr als 150.000 Patienten einer THS zugefiihrt und die
Behandlung gilt als etabliert zur Verbesserung des klinischen Outcomes sowie der Le-

bensqualitat und ist zudem kosteneffektiv auch in friihen Krankheitsstadien (33).

1.2.2 Zielregion subthalamischer Nucleus

Der STN ist eine bikonvexe Struktur, welche in ein Netz aus Faserstrukturen eingebetet
ist, zu denen u.a. die Capsula interna, der Fasciculus thalamicus (Ansa lenticularis und
Fasciculus lenticularis) sowie der Lemniscus medialis zahlen. Letztere fliihren Fasern vom
GPi zum Thalamus. Ventral an den STN angrenzend findet sich die Substantia nigra,
posteromedial der Ncl. ruber sowie dorsal die Zona incerta, welche den STN vom vent-
ralen Thalamus trennt (34). Diese anatomischen Zusammenhange sind in Abbildung 2
dargestellt.

Der dominierende Zelltyp des Kerngebietes sind glutamaterge Projektionsneurone und
in etwa 7,5% GABAerge Interneurone (35, 36).

Der STN unterhélt afferente und efferente Verbindungen zu verschiedenen Hirnregio-
nen kortikal sowie subkortikal. Insbesondere erhalt er GABAerge Afferenzen aus dem
GPe und entlasst glutamaterge Efferenzen zum GPi, beides vorwiegend via Fasciculus
subthalamicus. Weitere Verbindungen sind: Der hyperdirekte Weg via glutamaterge Af-
ferenzen aus dem Kortex (primar motorischer Kortex, supplementar motorischer Kor-

tex, pramotorischer Kortex, limbische Kortexareale und andere), Afferenzen von paraf
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Abbildung 2: Anatomie des STN

Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung der Anatomie des STN mit seinen benachbar-
ten Strukturen (beim Menschen). Put, Putamen; Thal, Thalamus; IC, Capsula interna; GPe, Glo-
bus pallidus externus; GPi, Globus Pallidus internus; ZI, Zona incerta; STN, Nucleus subthalami-
cus; FL, Fasciculus lenticularis; FS, Fasciculus subthalamicus; AL, Ansa lenticularis; FF, fields of
Forel; H1/H2, H1 bzw. H2-field of Forel; ML, Lemniscus medialis; SN, Substantia nigra; PPN, Nu-
cleus pedunculopontinus. Quelle: Hamani, Florence et al. (46).

aszikuldren und centromedianen Nuclei des Thalamus sowie multiple afferente und ef-

ferente Verbindungen in Hirnstammgebiete wie zur SNpc oder zum LC. Unter letztere

fallen auch Verbindungen zur VTA (37-40).

Flhrt man diese Verbindungen zu einem funktionellen Konzept zusammen, so lasst sich

der Nucleus in 3 unterschiedliche Bereiche unterteilen:

1. Den "limbischen STN", welcher eher medial-rostral liegt und Verbindungen zum lim
bischen Kortex, dem Ncl. accumbens und der VTA hat.

2. Den "Assoziativen STN", welcher ventral-lateral-rostral liegt und Verbindungen zu as-
soziativen Kortexarealen (bspw. prafrontaler Kortex) sowie dem GP und Striatum hat.

3. Den "motorischen STN", welcher in die klassische motorische Basalganglienschleife

(s.0.) eingebunden ist (41).
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1.2.3 Neurophysiologie der THS

Die hochfrequente Stimulation des STN resultiert in einem GroRteil der Zellen zunachst
in einer erhohten Frequenz von Aktionspotenzialen, welche nach kurzer Zeit in einen
Status der absoluten Hemmung im Sinne eines Depolarisationsblocks libergeht. Diese
konnte vermittelt sein durch die Inaktivierung von Natriumkandlen subthalamischer
Neurone (42). AuBerdem zeigt sich ein erhéhter Kaliumstrom mit einem Anstieg des ext-
razelluldaren Kaliums durch THS, welches ebenfalls zu einem Depolarisationsblock fihrt
(43). Ein weiterer postulierter Mechanismus ist die Exzitation prasynaptischer GABAer-
ger Axonterminalen, welche wiederum die Neurone im Zielgebiet hemmen (44, 45).
Weiterhin gibt es Hinweise, dass THS neben den erwahnten elektrophysiologischen Ver-
anderungen auch zu neurobiologischen Effekten wie direkte Transmitterfreisetzung
flhrt. Es konnte gezeigt werden, dass die THS des STN sowohl beim Affen als auch beim
Menschen zu einer erhohten Dopaminfreisetzung fihrt. Wobei bisher nicht ganz klar ist,
welche Rolle diese Phanomene fiir die Wirksamkeit der THS spielen (47). Ein weiterer
Mechanismus der THS, welcher eine Rolle zu spielen scheint, ist die Unterbrechung von
pathologischen 3-Oszillationen im Netzwerk der Basalganglien. Es gibt eine Tendenz von
neuronalen Elementen innerhalb der Basalganglien, sich mit einer Frequenz um 20 Hz
zu synchronisieren, wenn ein dopaminerger Input fehlt. Durch hochfrequente Stimula-
tion >70 Hz kdnnen diese pathologischen Oszillationen durchbrochen werden (48).
Passend zu dieser Theorie fiihrt die STN-Stimulation mit 20 Hz (8-Band) zur verstarkten
Bradykinese (49). Ein relativ junges Modell zur Beschreibung der pathologischen Kreis-
laufe beim IPS postuliert, dass nicht nur die basalganglien-thalamo-kortikalen Schleifen,
sondern auch die cerebello-thalamo-kortikalen Netzwerke an der Pathophysiologie des
Ruhetremors beim IPS beteiligt sind. Hierbei wurde das "Dimmer-Schalter-Modell" pro-
pagiert, bei dem die pathologischen Oszillationen zwar im Bereich der Basalganglien be-
ginnen (analog zu einem Lichtschalter), aber von diesem in das cerebello-thalamo-kor-
tikale System gelangen und dort zirkulieren und fiir eine Aufrechterhaltung des Ruhe-
tremors sorgen, bzw. seine Amplitude bestimmen (wie ein Lichtdimmer). Als hauptver-

antwortlichen Schalter wurde der GPi identifiziert, von welchem aus die pathologischen
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Oszillationen UGber den Kortex in den Thalamus und damit in die cerebello-thalamo-kor-
tikale Schleife gelangen. Interessant hierbei ist, dass es somit Uberschneidungen mit der
Pathophysiologie des essentiellen Tremors gibt, da auch bei diesem das cerebello-tha-
lamo-kortikale Netzwerk pathologisch oszilliert und damit die Rolle des VIM als Stimula-
tionsregion fir beide Erkrankungen unterstrichen wird. Die Rolle des STN in diesem
Kreislauf bleibt bisher offen. Da der STN im Gegensatz zum GPi in regem afferenten und
efferenten Austausch mit dem Kortex steht und ebenfalls ein gutes Target fir die
THS zur Tremorbehandlung des IPS darstellt, ist es moglich, dass auch dieser Teil des

pathologischen Netzwerkes ist (50, 51).

1.2.4 Klinische Effekte und Nebenwirkungen

STN-THS alleine kann den motorischen Score im UPDRS um 36% verbessern (52, 53).
AuBerdem ist es durch THS mdglich die Antiparkinsonmedikation um 38% zu reduzieren
(54, 55). Interessanterweise ermoglicht der Grad des Ansprechens auf L-DOPA praope-
rativ keine Vorhersage beziiglich des moglichen Ansprechens auf die THS. Daflir kénnen
sich Symptome, die vorher schlecht auf die dopaminerge Medikation angesprochen ha-
ben (insbesondere Tremor und Dyskinesien) durch die THS deutlich verbessern (56). Der
Tremor verbessert sich nach Applikation der THS innerhalb von Sekunden (57). Dem ge-
genliber zeigt sich eine Besserung des Rigors und der Bradykinese nach dem Anschalten
der THS erst nach etwa zwei Stunden und Veranderungen axialer Symptome wie Gang-
bild oder Posturale Instabilitat sind erst Stunden bis Tage spater nachweisbar. In gleicher
Weise verhilt es sich beim Abschalten einer vorher bestehenden THS. Diese Ergebnisse
zeigen, dass es unterschiedliche Mechanismen geben muss nach welchen die THS auf
die motorischen Symptome wirkt. Wahrend die THS bei Symptomen, die schnell antwor-
ten auf die Stimulation moglicherweise eher iber veranderte Netzwerkaktivitat wirkt,
konnten bei anderen Symptomen mit ldngeren Latenzzeiten Mechanismen wie synapti-
sche Plastizitdat oder anatomisches Remodelling eine Rolle spielen (58—60).

Aktuell wird die THS eher in spateren Krankheitsstadien empfohlen (s.0.). In der EARLIS-
TIM Studie konnte an 251 Patienten, welche im Mittel 52 Jahre alt waren und eine

durchschnittliche Krankheitsdauer von 7,5 Jahren hatten gezeigt werden, dass die
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THS auch in friithen Krankheitsstadien beim Auftreten der ersten medikamentenindu-
zierten motorischen Komplikationen effektiv ist. Die THS erwies sich hierbei gegenliber
der medikamentdsen Therapie liberlegen im Bezug auf die Endpunkte Lebensqualitat,
Levodopa-induzierte motorische Komplikationen und Zeit mit guter Mobilitdt und ohne
Dyskinesien. Diese Ergebnisse zeigen, dass es in Zukunft sinnvoll sein kénnte, Patienten
deutlich friiher als aktuell einer THS-OP zuzufiihren (61).

In der klinischen Praxis existiert nur eine limitierte Moglichkeit die Parameter der Stimu-
lation zu verandern. Man kann die Pulsweite, die Frequenz eines Pulses sowie die Strom-
starke einstellen. Die optimalen Parameter werden wahrend der stereotaktischen Ope-
ration unter klinischer Kontrolle zusammen mit dem Patienten gefunden. Bewahrt ha-
ben sich in der Praxis folgende Parameter: Stimulation monopolar, kathodisch, Impuls-
breite: 60-90ms, Amplitude: 1-3,5V und Frequenz: 130Hz. Das Ziel ist es eine optimale
Verbesserung der Symptome bei moglichst minimalen Nebeneffekten zu erhalten. Ne-
beneffekte entstehen bei hoherer Stromstarke, aber insbesondere auch bei falscher
Elektrodenposition. Liegt die Elektrode etwas zu weit in der Nahe der Capsula interna,
kommt es zu tonischen Muskelkontraktionen und Dysarthrie. Bei Fehllage im ventralen
Teil des STN kann es zu einer erhéhten Inzidenz von Manie, Angst und Depression kom-
men, was es auch in den Rattenmodellen aufgrund der besonders geringen GroRe des
Zielgebiets zu beachten gilt.

Die THS hat neben den operativen Komplikationen vielfaltige vor allem psychiatrische
Nebenwirkungen, Giber deren Auftreten und Attribution als direkte Nebenwirkungen der
THS es allerdings Kontroversen in der Literatur gibt. Am haufigsten unter den psychiat-
rischen Nebenwirkungen nach THS treten depressive Zustdnde auf, aber auch Wahn,
Euphorie und Angststorungen sind beschrieben (62, 63).

Einige Autoren kamen zu dem Ergebnis, dass sich unter THS depressive Symptome sogar
verbessern kénnen (64—-66), andere fanden hingegen keinerlei Veranderungen depres-
siver Symptomatik nach THS-OP (67—69) oder sogar das Auftreten von leichter (70, 71)
bis schwerer depressiver Symptomatik bis hin zum Suizid (72).

Uber das Symptom Angst gibt es analog zur Depression kontroverse Ergebnisse, einige

Autoren sahen eine Verbesserung von Angst nach THS (73, 74) andere konnten keinen
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Einfluss der finden (75). Andere berichten von postoperativ erstmaligem Auftreten
von Angst. Auch die Zeitpunkte des Auftretens von psychiatrischen Nebeneffekten vari-
ieren stark, was vor allem am jeweils gewahlten Studiendesign lag. Einige Nebeneffekte
treten direkt wahrend der Operation bei Fehlpositionierung der Elektrode auf. Aber
auch eine Beobachtung der pathologischen Symptome erst Monate nach der Operation
sind beschrieben (76). Dass eine diskrete Fehlplatzierung der Stimulationselektrode zu
schwerwiegenden psychiatrischen Symptomen fiihren kann, berichten Bejjani und Mit-
arbeiter eindriicklich an einem Patienten, der intraoperativ nach einer Teststimulation
2,2mm medial des Zielgebietes ein aggressives Verhalten entwickelte (77). Okun und
Mitarbeiter fanden, dass man Angst durch bestimmte Elektrodenpositionen induzieren
kann (78). Weitere psychiatrische Nebenwirkungen der THS kénnen sein: Hypersexuali-
tat (79), Euphorie (76) , Manie (80), Psychosen (81), oder kognitive Verschlechterung bis
hin zum demenziellen Syndrom (82, 83). Nicht-psychiatrische Nebenwirkungen der
THS umfassen u.a. Gewichtszunahme (84), Dysarthrie, Pardsthesien und Kopfschmerzen
(85). Zusatzlich kommt es sehr auf die Stimulationsparameter oder die Ausbreitungs-
richtung des Spannungsfeldes an, ob Nebeneffekte der THS auftreten. Beim Menschen
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass ein mehr konzentrisch auf den hinteren Teil
des STN gerichtetes Spannungsfeld weniger Nebenwirkungen hervorruft, als ein sich zir-
kuldr ausbreitendes (86). Ein neuer THS Ansatz ist die sogenannte "closed-loop" THS, bei
welcher die Stimulationselektrode nur dann aktiviert wird, wenn ein Empfanger in den
entsprechenden kortikalen Regionen der Neuronenschleifen Aktivitat registriert. (87)
Dies zeigt beispielhaft, dass die optimale Konfiguration der THS noch nicht gefunden
wurde und dass man in den ndchsten Jahren auf diesem Gebiet noch deutliche Fort-

schritte erwarten darf.

1.3 Parkinsonmodelle der Ratte
Ein ideales Modell des Parkinsonsyndroms sollte beinhalten, dass das Tier bei Geburt
Uber eine normale Zellzahl in der Substantia nigra verfigt, dann mehr als 50% der Zellen

Uber einen moglichst kurzen Zeitraum verliert und gleichzeitig die motorischen Kardi-
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nalsymptome der Krankheit ausbildet. AuBerdem sollte es moglichst eine Lewy-Korper-
chen-ahnliche Pathologie aufweisen (88). Eines der am langsten etablierten Modelle des
Parkinsonsyndroms wurde entwickelt, indem man das Toxin 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridin (MPTP) einsetzte. Die Wirkung dieses Giftes wurde 1982 entdeckt, als
einige Drogenslichtige in Kalifornien nach der Injektion von mit MPTP verunreinigtem
Heroin ein akutes Parkinsonsyndrom entwickelten (89). Sie beruht ebenfalls auf einer
Blockade des Komplex-1 der Atmungskette. Das hieraus entwickelte Tiermodell ldsst sich
an Mausen und Primaten anwenden, nicht jedoch an Ratten, da diese im Vergleich zu
Affen eine relativ geringe MPTP Suszeptibilitat aufweisen. Die Tiere entwickeln alle kli-
nischen motorischen Kardinalsymptome. MPTP zerstort dopaminerge Neurone in der
SN und dem LC, wobei die Neurone der benachbarten VTA resistenter zu sein scheinen
(90, 91). Ein anderer Ansatz besteht darin, bestimmte Pestizide als Toxine zu verwenden.
Es ist bekannt, dass die vermehrte Exposition gegenliber Umweltgiften und Pestiziden
beim Menschen zu einer erhdhten Inzidenz des Parkinsonsyndroms fiihrt. Ein Pestizid,
welches im Tiermodell als Ausldser genutzt werden kann ist Rotenon, ebenfalls ein spe-
zifischer Komplex-I Inhibitor. Hierzu wird das Gift intravenoés injiziert und fiihrt zum pro-
gressiven Verlust nigrostriataler Neurone mit konsekutiver Entwicklung der motorischen
Kardinalsymptome sowie an Lewy-Kérperchen erinnernder zytoplasmatischer Ein-
schliisse. Diese Modelle unterstreichen damit auBerdem die besondere Bedeutung
des Komplex-I der Atmungskette in der Pathophysiologie des Parkinsonsyndroms. Da
die intravendose Injektion relativ selektiv zum Verlust dopaminerger Neurone fihrt, ldsst
sich hieraus schlieBen, dass diese Region besonders vulnerabel gegenliber Komplex-I In-
hibition ist. Eine Limitation des Modells ist, dass die Empfindlichkeit der Ratten auf das
Toxin extrem differiert (92). Ein weiteres interessantes Modell ist das von Feany und
Bender entwickelte Modell der a-Synuclein Expression bei der Taufliege Drosophila me-
lanogaster, welches mit einem altersabhangigen Verlust dopaminerger Neurone sowie
motorischer Dysfunktion einhergeht (93). Nach dhnlichem Prinzip wurden inzwischen
auch transgene a-Synuclein Mausmodelle entwickelt (94). Ein weiteres etabliertes Mo-

dell ist das 6-OHDA Modell, welches in verschiedenen Varianten durchfiihrbar ist (95).
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Die am haufigsten verwendeten sind die unilaterale Injektion in die Substantia nigra o-
der in das mediale Vorderhirnbiindel. Eine weitere Variante ist es, das Toxin in das Stri-
atum zu injizieren, wo es dann Uber retrograden Transport durch Axonterminalen von
dopaminergen Projektionsneuronen der Substantia nigra aufgenommen wird. Je nach
Variante kommt es zu einer unterschiedlichen Dynamik und Effektivitat der Lasion. Die
Toxizitdt von 6-OHDA beruht am ehesten auf einer vermehrten Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) durch Autooxidation und ist deshalb spezifisch fir katecholami-
nerge Neurone, da es Uber dieselben Transportsysteme wie die monoaminergen Neu-
rotransmitter in das Zytosol der Nervenzellen gelangt (96).

Die Variante 6-OHDA in das Striatum zu injizieren ist stark davon abhangig, wie haufig
die Injektionen stattfinden und welche Menge an 6-OHDA verwendet wird. Injiziert man
an 4 verschiedenen Stellen etwa je 7ug 6-OHDA resultiert das in einem Verlust von 80-
95% der TH* Faserdichte im Striatum sowie einer 75 prozentigen Reduktion der TH* ka-
techolaminergen bzw dopaminergen Neurone in der SN (ber einen Zeitraum von bis zu
16 Wochen (97, 98). Der Vorteil dieses Modells liegt in dem eher langsam fortschreiten-
den Zelluntergang, welcher auBerdem geringer ausgepragt ist als bei den anderen Mo-
dellen. Dieses Modell ist somit in der Lage eher friihere Krankheitsstadien zu simulieren
(99, 100).

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Modell erfolgte eine Injektion in das mediale Vor-
derhirnbiindel, hierbei kommt es je nach Literatur zu einem bis zu 99 prozentigem Abfall
der Zellzahl TH*dopaminerger Neurone in der SNpc und bis zu 76% in der VTA nach etwa
5 Wochen. Durch den vergleichsweise schnellen Zelltod in Verbindung mit einer hoch-
gradigen Lasion entspricht dieses Modell eher den Endstadien des IPS (101).

Eine weitere Limitation der bisherigen Tiermodelle ist es, dass es noch kein Modell gibt,
welches in der Lage ist auch die nicht-motorischen Symptome der Krankheit wie Riech-
stoérungen, Obstipation, Depression oder kognitive Einschrankungen zu erzeugen. Daher
ist es in der Zukunft erstrebenswert, ein Tiermodell zu finden, dem es gelingt die Patho-

physiologie der Krankheit besser abzubilden.
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1.4 Ziel der Arbeit

Obwohl die Tiefe Hirnstimulation des STN ein seit vielen Jahren etabliertes und sicheres
Verfahren im Rahmen der Behandlung des IPS ist, gibt es weiterhin viele ungeklarte Fra-
gen zu dieser Therapieoption. Kontrovers diskutiert werden u.a. die genauen Wirkme-
chanismen der elektrischen Stimulation von Hirngewebe. AuBerdem ist es immernoch
unklar, ob es sich bei der THS um eine rein symptomatische Therapie handelt, oder ob
hierdurch neuroprotektive/neurorestaurative bzw. krankheitsmodifzierende Effekte
ausgeldst werden kdénnen. Diese Zusammenhange besser erkldaren zu kdnnen ist ent-
scheidend fiir die Zukunft der modernen Parkinsontherapie, da eine THS aktuell erst im
Endstadium der Erkrankung eingesetzt wird. Sollte sich herausstellen, dass der Krank-
heitsprogress durch Stimulation bestimmter Hirnregionen verlangsamt werden kann,
miusste man zukiinftig umdenken und die Therapie den Patienten bereits friiher im
Krankheitsverlauf anbieten. Daher war eine zentrale Fragestellung dieser Arbeit, ob
durch Hochfrequenzstimulation des STN solche neuroprotektiven/neurorestaurativen
Effekte ausgeldst werden kdnnen.

Ein weiteres Problem der THS ist, dass sie mutmallich zu unerwiinschten psychiatri-
schen Nebeneffekten wie Depression und Angststorungen fiihrt. Diesbezlglich gibt es
eine kontroverse Datenlage, wobei aktuell Patienten mit psychiatrischen Erkrankungen
von einer THS ausgeschlossen werden. Deshalb ist es wichtig, diese Effekte genauer zu
untersuchen und zu verstehen, weshalb diese bei einigen Patienten auftreten, bei an-
deren jedoch nicht.

Eine zentrale Frage bestand daher darin, ob die auch im Rattenmodell auftretenden psy-
chiatrischen Symptome unter THS im STN durch Verdanderung auf zelluldrer Ebene, ins-

besondere im dopaminergen System hervorgerufen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien und Chemikalien

Die verwendeten Materialien sind der Tabelle im Anhang A zu entnehmen. Sofern spe-
zielle Materialien und Chemikalien verwendet wurden, sind diese aus Griinden der

Ubersichtlichkeit an der Stelle ihrer Verwendung bezeichnet.

2.2 Tiere

Bei den verwendeten Tieren handelte es sich um madnnliche Wistar Han Ratten der Ver-
suchstierlinie Crl:WI(Han) (Charles River Laboratories, Research Models and Services,
Germany GmbH, Sulzfeld, Deutschland). Die 6-OHDA-Lasion wurde bei Ratten mit einem
Gewicht von 280-320g durchgefiihrt. Die Haltungsbedingungen entsprachen den Richt-
linien, wobei ein 12h Tag/Nacht-Zyklus und geforderte klimatisierte Bedingungen (ca
22°C und 40% relative Luftfeuchte) automatisch kontrolliert wurden. Die Ratten erhiel-
ten ein Alleinfuttermittel in Pelletform (Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest,Deutschland)
und Trinkwasser in Uberkopfflaschen zur uneingeschrinkten Entnahme. Die Reinigung
der Kafige erfolgte einmal pro Woche. Nach operativen Eingriffen wurden paarweise
gehaltene Ratten vereinzelt. Die Tierversuche wurden in Einklang mit der EU-Tierver-
suchsrichtlinie 86/609/EWG zum Schutz der fur Versuche und andere wissenschaftliche
Zwecke verwendeten Tiere durchgefiihrt. Die Kontrolle unterlag hierbei der oértlichen
Tierschutzbehorde des Landesamtes fur Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fi-

scherei Mecklenburg-Vorpommern (Az: LALLF M-V/TSEM/7221.3-1.2-019/10).

2.3 Tiermodell und Tiefe Hirnstimulation

Die fiir diese Arbeit relevante 6-OHDA Lasion, die Implantation sowie Konstruktion der
Stimulatoren und die Durchfiihrung der Verhaltenstests wurden von Dr. rer. nat. Kathrin
Badstlibner-Meeske durchgefiihrt und sind nicht durch den Verfasser dieser Arbeit

durchgefihrt worden. Sie werden im Folgenden trotzdem aus Griinden der
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Abbildung 3: Elektrode im STN

Dargestellt sind Aufnahmen eines TH gefarbten 30 um dicken Frontalschnittes einer Ratte mit
einseitig im STN implantierter Elektrode. (A) Ubersicht mit Darstellung des gesamten Kanals der
Elektrode. (B) AusschnittsvergroRerung aus der Kontaktzone der Elektrode mit dem STN. Der
Malfstabsbalken in A entspricht 1 mm, der in B entspricht 200 um.

Vollstandigkeit kurz erwahnt. Details zu Elektrodengeometrien, Stimulationsbedingun-
gen und technischer, bzw. praktischer Umsetzung kénnen dem Material- und Metho-
denteil von Badstuebner et al. 2017a und b entnommen werden (1, 102). Die unilaterale
Lasion des medialen Vorderhirnbiindels (MVB) erfolgte mit 6-OHDA. Zur Stimulation der
Tiere wurden uni- und bipolare Pt/Ir-Elektroden entworfen und den Ratten in einer ste-
reotaktischen Operation im Nucleus subthalamicus implantiert. Die Koordinaten der Im-
plantation waren nach Bregma anterior-posterior = -3,8 mm, medial-lateral = -2,4 mm
und dorsal-ventral = -7,6 mm (nach dem Rattenhirnatlas von Paxinos und Watson 2007

(103)). Die Ratten konnten sich mit dem Stimulator auf dem Ricken frei bewegen, was
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Abbildung 4: Instrumentierung der Ratte

Darstellung der chronischen Instrumentierung mit allen Bauteilen. (A) vollstandiger, ex-
plantierter THS-Aufbau. (B) Textiler Anteil des ,Rucksacks” mit Klettverschluss und be-
ziehbarer Weste. (C) Stimulatorplatine mit Batterie. (D) Das zu B gehorige integrierte
elektronische Bauteil mit Stimulatorplatine und Kabeln. (E) Skizze einer Ratte mit aufge-
setzter Instrumentierung. (F) Skizze einer Schnittansicht der Ratte mit implantierter Elekt-
rode und chronischer Instrumentierung, (Abbildung bereitgestellt durch Dr. rer nat. K.
Badstlibner-Meeske, modiziert (1)).

das Besondere an der gewahlten Methodik darstellt. Die Stimulationsparameterwurden
wie folgt gewahlt: konstante Strompulse mit 60 ps, 200 pA bei einer Frequenz von 130

Hz.

2.4 \Versuchsablauf

Der genaue Versuchsablauf ist Abbildung 5 zu entnehmen und ist nochmals detallierter
im Anhang B abgebildet. Die Tiere wurden zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten getes-
tet: Vor der Lasion, nach der Lasion sowie am Ende des jeweiligen Stimulationszeitrau-
mes. Wurde ein Tier nicht ldsioniert oder stimuliert, so wurden die Zeitpunkte dennoch
vergleichbar gewahlt. Nach erfolgter 6-OHDA Applikation wurde den Ratten sechs Wo-
chen Erholungsphase eingerdumt bis zur operativen Elektrodenimplantation und zwei

weitere Wochen bis zum Start der Stimulation.
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Abbildung 5: Versuchsablauf
Dargestelltist der Versuchsablauf anhand einer Zeitachse. Die Zahlen geben die Zeit
in Wochen an. Der Beginn der Stimulation wurde als Zeitpunkt 0 gewahlt. Die Lasion
und operative Elektrodenimplantation sind mit vertikalen roten Pfeilen gekenn-
zeichnet. Der Stimulationsbeginn ist mit einem vertikalen gelben Pfeil gekennzeich-
net und die Dauer der Stimulation auf der Zeitachse mit einem horizontalen gelben
Pfeil. Zu beachten ist, dass dieser Zeitraum zwischen den Gruppen variiert und in
dieser Abbildung exemplarisch auf 6 Wochen gesetzt wurde. Zum Abschluss der
Stimulationsphase erfolgte die Perfusion der Tiere, gekennzeichnet mit vertikalem
schwarzen Pfeil. Verhaltenstests fanden zu verschiedenen mit blauen horizontalen
Pfeilen gekennzeichneten Zeitrdumen statt, (Abbildung bereitgestellt durch Dr. rer
nat. K. Badstiibner-Meeske).

2.5 Verhaltenstests

Es wurden zwei Tests aus mehreren durchgefiihrten Verhaltenstests ndher betrachtet.
Der Open-Field-Test als Gberwiegend nichtmotorischer Test zur Quantifizierung des
Angstlichkeitsverhaltens und der Stepping-Test als motorischer Test zur Quantifizierung

der Bradykinese.

2.5.1 Open-Field-Test

Beim Open-Field-Test handelt es sich um einen definierten Verhaltenstest zur Erfassung
bestimmter Reiz-Reaktions-Beziehungen und anderer Verhaltensinteraktionen der Tiere
auf die Umwelt. Der Test wurde 1932 durch Hall und Ballachey etabliert (104). Es gibt
zwei Varianten des Tests, eine, bei der das Tier in einen umwandeten Raum gesetzt wird
(erzwungenes open-field-Verhalten) und einen bei dem das Tier aus einer Box nach ei-

gener ,Entscheidung” das Feld betreten kann (freiwilliges open-field Verhalten). Fir
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diese Arbeit wurde die Variante ,,erzwungenes open-field-Verhalten” durchgefiihrt. Fir
den Test wurde eine selbstkonstruierte 46x45x40cm3groRe Polykarbonat Box verwen-
det. Wichtig war auBerdem, dass die Helligkeit, Umgebungsgerdausche und Raumtempe-
ratur konstant gehalten wurden. Die Tiere wurden fir 10 Minuten mit einer Kamera
aufgezeichnet und die Parameter ,insgesamt zurilickgelegte Wegstrecke” sowie ,Ver-
haltnis der Wegstrecke im Zentrum zur Gesamtwegstrecke” bestimmt. In dieser Arbeit
wurden die Ergebnisse des Open-Field-Tests zur Beurteilung des Angstlichkeitsverhal-
tens der Tiere herangezogen. Die Grundlage hierfir ist, dass der Test spezifisch phylo-
genetisch gepragtes Angstverhalten der Tiere auf spezifische Stimuli adressiert. Zu die-
sen natdrlich aversiven Stimuli gehdren die Exposition gegen helles Licht sowie eine un-
bekannte offene Umgebung ohne Riickzugsmoglichkeit (105, 106). Als Limitation des
Testes gilt, dass wiederholte Exposition zu Gewdhnungseffekten fiihrt. Innerhalb dieses
Versuches wurden die Tiere insgesamt drei Mal fir je eine Stunde dem open field aus-

gesetzt.

2.5.2 Stepping-Test

Beim Stepping-Test handelt es sich um einen Test, der die Bradykinese des Tieres quan-
tifizieren soll, also ein Testverfahren zur Priifung der Motorik. Der Stepping-Test wurde
nach Olsson et al. durchgefiihrt (107). Mit dem kdnnen verschiedene Parameter gemes-
sen werden. Zum einen die Schrittanzahl in Vor- und Rickhandrichtung und zum ande-
ren die Schrittinitiierungszeiten. Fir diese Arbeit wurde ausschliefllich der Wert:
Schrittinitiierungszeit betrachtet. Hierbei wurden die Ratten mit einem bestimmten
beidhandigen Griff fixiert und anschlieRend ein Anreiz zur Schrittausfiihrung gegeben,
wie z.B. die Aussicht auf den Heimatkafig. AnschlieBend wurde die Zeit bis zur Initiation

des ersten Schrittes gemessen.
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Abbildung 6: Open-Field-Test

Kameraansicht des Open-Field-Tests. Dargestellt ist eine Ratte mit chronischer Instrumentie-
rung, welche sich im Randbereich der Box befindet. Griine Zone: Peripherie, blaue Zone: Zent-
rum, (Abbildung bereitgestellt durch Dr. rer nat. K. Badstiibner-Meeske).

2.6 Kryostatschnitte

Das Protokoll zur Anfertigung der Kryostatschnitte ist Anhang C zu entnehmen. Zur An-
fertigung der Kryostatschnitte mussten die Gehirne zunachst fixiert und entwassert so-
wie tiefgefroren vorliegen. Dazu wurden die Ratten nach Abschluss der Versuche mit
Paraformaldehyd perfundiert und die Hirne entnommen. Zur Kryokonservierung wurde
die Bearbeitungskammer des Kryostaten 30 Minuten vor Beginn der Arbeit auf -30°C
eingestellt. Dann wurden kleine quadratische Alufolien vorbereitet und in den Kryosta-
ten gelegt sowie kleine Papierschnipsel mit den entsprechenden Tiernummern beschrif-
tet und beigelegt. Isopentan, welches bei -80°C in Flaschen zu 250 ml gelagert wurde,
wurde in einen im Kryostaten stehenden Plastikbecher gefiillt, welcher sich seinerseits
in einem Styroporzylinder befand. Die Temperatur des Isopentan beim Absinken der

Hirne betrug -50°C bis -60°C. Das Rattengehirn wurde vorsichtig mit einer Pinzette fiir 5
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Abbildung 7: Stepping-Test

Dargestellt ist die Durchfiihrung des Stepping Tests zur Bestimmung der Initiationszeit der Vor-
derpfote. Der Ratte wurde ein Anreiz zur Schrittinitiierung in Form ihres Heimatkéfigs gegeben.
Dabei wurde die Zeit bis zur Initiierung des ersten Schrittes gemessen. Es wurden abwechselnd
die Zeiten der kontralateral und ipsilateral zur stimulierten Hemisphare liegenden Extremitaten
bestimmt. (Abbildung bereitgestellt durch Dr. rer nat. K. Badstlibner-Meeske)

Minuten in das vorbereitete Isopentan gegeben. Danach zum Aufsaugen Feuchtigkeit
auf ein handelsiibliches Kiichenpapier gelegt und anschlieBend auf die zugeschnittene
Alufolie zusammen mit dem Papierzettel mit der Tiernummer eingewickelt. Die so vor-
bereiteten Gehirne wurden bei -80°C gelagert. Die 30 um dicken Kryostatschnitte wur-
den mit einem Kryostaten angefertigt. Hierzu bendétigte man zunachst eine Kryoprotek-
tionslésung aus 30% Ethylenglycol und 25% Glycerin gelost in PBS. Bevor die Gehirne
dem Schneideprozess im Kryostaten unterzogen wurden, ruhten sie zunachst fiir 30 Mi-
nuten in der Kammer. Danach wurde mittels Tissue Tek auf einer daflir vorgesehenen
Aufnahmevorrichtung ein Plastikzylinder gerade positioniert und festgefroren. Fir die
sogenannte flat skull-Position des Gehirns ist es wichtig, dass dieser Zylinder gerade
sitzt. Anschlieend wurde ein Tropfen Tissue Tek innen an den Rand des Zylinders gege-
ben, das Gehirn mit einer Pipette gegriffen und mit der langen Stirnseite an den inneren

Rand des Zylinders moglichst gerade aufgesetzt. Unter optischer Kontrolle wurde das
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Abbildung 8: Rattenhirn im Kryostaten
Im Kryostaten eingespanntes Rattengehirn, welches bereits angeschnitten wurde. Man erkennt
die Einbettung mittels Tissue Tek sowie den Schneidetisch mit einer eingespannten Klinge.

Gehirn in dieser Position angefroren. Den Plastikzylinder konnte man anschlieRend
durch vorsichtiges Drehen wieder entfernen. Um einen sicheren Sitz auf der Unterlage
zu gewdbhrleisten war es notig das Gehirn nochmals mit Tissue Tek zu ummanteln. An-
schliefend wurde die Aufnahmevorrichtung eingespannt und adjustiert werden, damit
der Anschnitt gerade erfolgt. In unserem Modell wurde der Cortex nicht benétigt und
konnte daher zur Markierung der rechten Seite mit einer Rasierklinge angeschnitten
werden, um spater die linke von der rechten Hemisphare unterscheiden zu kénnen. In
der Hirnstammregion wurde nach selbigem Prinzip mit einer Kantile im basalen Bereich
der rechten Seite eingestochen. Die Schnittdicke wurde am Kryostaten auf 30 um ein-
gestellt, die Kammertemperatur betrug -21°C bei einer Objekttemperatur von -18°C. Der
Schneidewinkel wurde auf 0-3° justiert. Die Schnitte wurden mit einem Pinsel, welcher
zwischendurch mit PBS gesplilt wurde, in 12-Well-Mikrotiterplatten mit der vorbereite-

ten Kryoprotektionslosung tGberfihrt.
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Das Schneideschema wurde wie folgt festgelegt:

Im Bereich Bregma +2,8 bis -3,0 mm befand sich die Region des Nucleus caudatus/Puta-
men (CPu), hier wurden vier Well-Reihen mit Schnitten befillt. Dabei wurde immer bei
3 Schnitten pro Well die Platte gewechselt. In den darauffolgenden vier Abschnitten
wurden immer nur drei Well-Reihen befiillt. Im zweiten Bereich von Bregma -3,0 bis -
4,2 mm befand sich der Nucleus subthalamicus. In der dritten Region Bregma -4,2 bis -
6,7 mm lag die Substantia nigra. Die vierte Region Bregma -6,7 bis -8,8 mm enthielt den
Nucleus pedunculopontinus tegmentalis (PTg). Der letzte Bereich ab Bregma -8,8mm
wurde kontinuierlich bis zum Ende geschnitten. Das Schema wurde so festgelegt um im-
mer je einen Well fur die Nissl Farbung, einen fiir die TH-Farbung und einen als Backup
zu erhalten. Im Bereich CPu wurde zusatzlich noch ChAT gefarbt, daher erfolgte die Auf-
teilung in vier Reihen. Die Schnittbereiche beziehen sich auf die Koordinaten aus dem
Rattenhirnatlas nach Paxinos und Watson [2007] (103) und wurden durch optische Kon-

trolle festgelegt.

2.7 Immunhistochemie

2.7.1 Tyrosinhydroxylase Farbung

Die Immunhistochemische Farbung von dopaminergen Neuronen erfolgte mittels Tyro-
sinhydroxylase (TH) - Farbung. Dabei werden nur die Neurone angefarbt, welche das
genannte Enzym besitzen. Die Farbung ist nicht spezifisch flir dopaminerge Neurone,
sondern farbt auch andere monoaminerge Zellpopulationen an, wie beispielsweise die
noradrenergen Neurone des Locus coeruleus. Dies erklart sich aus dem Stoffwechselweg
in welchem die TH eine Hydroxylierung der Aminosadure L-Tyrosin katalyisert, wodurch
L-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) entsteht. Vom L-DOPA ausgehend wird Uber eine
durch die DOPA-Decarboxylase vermittelte Decarboxylierung zunachst Dopamin synthe-
tisiert und anschliefend lUber weitere Enzyme durch Hydroxylierung Noradrenalin und
von diesem durch Methylierung Adrenalin. Die Katecholaminsynthese vom Tyrosin aus-
gehend ist in Abbildung 9 detalliert dargestellt. Durch die Lokalisation der TH* Neurone
ist jedoch eine Zuordnung zum dopaminergen bzw. noadrenergen Phanotyp gut moglich

und etabliert.
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Abbildung 9: Stoffwechsel der Katecholamine!

Dargestellt ist der Stoffwechsel der Katecholamine von der Aminosdure Tyrosin ausgehend. Ty-
rosin wird Uber die Tyrosinhydroxylase zu DOPA (Dihydroxiphenylalanin) hydrolysiert. DOPA
wird Uber die DOPA-Decarboxylase zu Dopamin decarboxyliert. Im Falle dopaminerger Neurone
endet der Stoffwechselweg an dieser Stelle. Noradrenerge Neurone enthalten zuséatzlich Dopa-
min-B-Hydroxylase, welche Noradrenalin synthetisiert. Adrenerge Neurone des Nebennieren-
markes sind auRerdem in der Lage durch Methylierung aus Noradrenalin Adrenalin herzustellen.

Bei dieser Farbemethode wurde zur Visualisierung der TH-Immunreaktivitdt Diamino-
benzidine (DAB) genutzt. Dabei handelt es sich um ein Derivat des Benzen, welches hau-
fig in immunhistochemischen Prozeduren genutzt wird. Unspezifische Bindungen von
Antikdrpern wurden mit einer Blockierungslosung (Pferde-Serum und bovines Serum-

Albumin) verhindert. Das in der Blockierungslésung enthaltene TritonX100 dient als De-

tergenz zur Erh6hung der Gewebspermeabilitdt um die Penetration der Antikdrper zu

! Mit freundlicher Genehmigung von Herrn Prof. H. Hinghofer-Szalkay - physiologie.cc
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erleichtern. Der Primarantikorper war gegen TH gerichtet, der sekundare Antikorper ist
ein am C-terminalen Ende mit Biotin konjugierter Antikérper. Hierbei dient das Biotin
als Bindepartner fiir Avidin, welches wiederum mit Meerettichperoxidase konjugiert ist.
Das Wasserstoffperoxid bewirkt mit der Peroxidase eine Oxidation des DAB, welches
braun ausfillt. Nickelchlorid dient hierbei der Signalverstarkung, da es lokal mit DAB pra-
zipitiert. Die Farbung erfolgte tiber zwei bis drei Tage.

Der genaue Ablauf der Immunhistochemischen TH-Farbung mit allen notwendigen Rea-
genzien kann dem Protokoll im Anhang D entnommen werden. Zunachst werden die
Schnitte mittels Pinsel aus der Kryolosung in vorher beschriftete 12-Well Mikrotiterplat-
ten mit PBS gegeben, wobei immer 3 Schnitte in einem Well platziert wurden. Es erfolg-
ten 2 Waschschritte von je 10 min auf einem laboriiblichen Schittler (Lab4you, OS-20)
bei 90 rotations per minute (rpm), wobei die Schnitte zwischendurch immer wieder in
ein Well mit frischem PBS tiberfiihrt werden. Als Uberfiihrungshilfe wurden 15mm Siebe
benutzt (Costar 3477, Netwell Permeable Supports). AnschlieRend war es nétig die en-
dogene Peroxidase zu blocken, um falsch positive Reaktionen zu verhindern. Hierzu wur-
den die Schnitte fiir 15 min in 3%igem Wasserstoffperoxid in PBS bei Raumtemperatur
erneut mit 90 rpm geschittelt. Daraufhin war es noétig die Schnitte erneut zwei Mal fir
je 10 min mit PBS nach o.g. Procedere zu waschen, um Uberschiissiges Wasserstoffper-
oxid zu entfernen. Im nachsten Schritt wurden die unspezifischen Bindungsstellen fir
Antikorper geblockt. Ein Schritt, der ebenfalls zwingend notwendig war, um falsch posi-
tive Reaktionen zu verhindern. Hierbei wurden die Schnitte fir eine Stunde in 3%igem,
biotinfreien BSA und einer 1:67 Losung von normalem Pferdeserum (normal horse se-
rum, NHS) in 0,05%igem TritonX100 in PBS bei Raumtemperatur und 70rpm geschiittelt.
AnschlieBend erfolgte die erste Antikorperinkubation mit dem primaren Antikdrper
(anti-TH-AK). Die Verdiinnung der Antikorperlésung wurde 1:1000 angefertigt in 1%i-
gem BSA mit 0,025%igem TritonX100 in PBS. Ein Well musste mit PBS gefillt werden
und diente als Negativkontrolle. Die Inkubation musste tGber Nacht bei 4°C im Kihl-
schrank erfolgen, erneut unter schiitteln mit 70 rpm.

An Tag 2 wurde dann zundchst wieder zwei Mal mit PBS gewaschen. Danach erfolgte die

zweite Antikorperinkubation mit dem biotinylierten Sekundarantikérper. Dieser wurde
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in einer Verdiinnung von 1:200 in einer Losung mit 1%igem BSA mit 0,025%igem Tri-
tonX100 in PBS angewendet. Erneut war die Inkubation bei 4°C (iber Nacht nétig, alter-
nativ ist aber auch auch ein Schema mit zwei stiindiger Inkubation bei Raumtemperatur
und 70 rpm moglich.

An Tag 3 musste zunachst die ABC-Losung vorbereitet werden. Hierzu wurde der Avidin-
Biotin-Peroxidase-Komplex (ABC-KIT, Vectastain Elite) 30 Minuten bei Raumtemperatur
auf einem laborublichen Magnetrihrer (Roth) vorinkubiert. AnschlieRend wurden die
Schnitte erneut zwei Mal in PBS gewaschen. Die gewaschenen Schnitte mussten danach
fiir eine Stunde in ABC-Losung bei Raumtemperatur und 70 rpm inkubieren. Nach der
Inkubation erfolgten wieder zwei Waschschritte. Die Vorbereitung der DAB-LOsung er-
folgte nach einer mit dem KIT mitgelieferten Anleitung. Es wurden destilliertes Wasser
mit Buffer stock, DAB stock, Wasserstoffperoxidase Losung sowie Nickel in einem spezi-
fischen Mischungsverhaltnis (Bufferstock:DABstock:Wasserstoffperoxidase-Losung:Ni-
ckel = 1:2:1:1) vorbereitet. Diese Losung wurde anschlieBend auf Well Platten verteilt
und die Schnitte hinzugegeben. Dabei musste darauf geachtet werden nicht langer als
2-5 min zu inkubieren, da sonst die Schnitte Gberfarbt wurden. Die Farbereaktion wurde
abgestoppt, indem die Schnitte in neue Wells mit PBS (iberflihrt wurden und anschlie-
Rend erneut vier Mal griindlich gewaschen wurden. Die Schnitte konnten in dieser Form
flir mehrere Tage bei 4°C gelagert werden.

Flr das Aufziehen der gefarbten Schnitte auf Objekttrager musste zunachst eine Schale
mit PBS vorbereitet werden. In diese wurden nacheinander je 3 Schnitte aus einem Well
gegeben und vorsichtig mit einem Aquarellmalpinsel (NeolLab, Rotmarderhaar, 9951)
auf Objekttrager aufgezogen. Dabei musste darauf geachtet werden, die Schnitte in der
richtigen Reihenfolge von rostral nach caudal anzuordnen. Hierzu wurde als Vorlage der
Rattenhirnatlas von Paxinos und Watson [2007] (103) genutzt. Die Schnitte mussten an-
schliefend auf den Objekttragern fiir 30 min bei Raumtemperatur lufttrocknen. Zum
Eindecken wurde zunachst zwei Mal fiir 5 Minuten in Xylen (Dimethylbenzen) gut ge-

spiilt und anschliefend mit Deckglasern in Leica Mount (Leica, Wetzlar, D) eingedeckt.
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Abbildung 10: Arbeitsaufbau Stereologie

2.8 Stereologie

Als histologische Parameter wurden die Zelldichten TH* Neurone in drei verschiedenen
Regionen bestimmt: Substantia nigra, pars compacta (SNpc), Area tegmentalis ventralis
(VTA) und Locus coeruleus (LC). Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe der Stereo-Inves-
tigator-Analyse. Hierfir wurde die Stereo-Investigator-Software (v8.0, MicroBrightField
Bioscience, Vermont, USA) herangezogen. AuBerdem bendtigt wurde ein Lichtmikro-
skop (BX 51, Olympus, Tokyo, Japan), eine Digitalkamera (CX9000, MicroBrightField
Bioscience, Vermont, USA), ein PC mit Bildschirm (64-BIT Windows-XP) sowie ein an-
steuerbarer Objekttragertisch (MT12; Heidenhain, Traunreut, Germany) zur Bewegung
des Objekttisches.

Bei der Stereologie handelt es sich um eine 1961 von Hans Elias entwickelte Methode
zur Gewinnung quantitativer Strukturinformationen tber biologische Objekte. Das Prob-
lem, welches von der Stereologie geldst wird ist, dass man i.d.R. bei histologischen Un-
tersuchungen keine vollstandige 3D-Struktur, sondern lediglich eine Art ,Flachland Aus-
wahl“ des Gewebes untersucht. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit eine Methode zu

finden, die die Mdglichkeit zur dreidimensionalen statistischen Rekonstruktion bietet.
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Ill

Die Zahlung arbeitet nach dem Paradigma ,, do more less well“, versucht also einen pra-
zisen Schatzwert mit einem akzeptablen Aufwand zu generieren. Dabei soll der Unter-
sucher weniger Zeit pro Testfeld verbringen, daflir aber mehr Testfelder zahlen oder
eine hohere Anzahl von Schnitten des jeweiligen Organs auswerten (108-110).

Als stereologische Methode wurde zur Quantifizierung der Neurone das Prinzip des op-
tical fractionator angewendet (111-113). Bei dieser stereologischen Methode handelt
es sich um eine Kombination aus dem ,optical dissector” (111) und dem ,fractionator”
(114). Der Experimentator zahlt hierbei Subvolumina durch und extrapoliert diese spa-
ter mittels einer Software auf die gesamte Zellpopulation. Bei dieser Methode sollte un-
bedingt eine hohe Schnittdicke gewahlt werden (in dieser Arbeit 30 um).

Die Software erzeugt dann einen virtuellen Raum, den ,,optical dissector”. Die Oberfla-
che des optical dissector ist der ,counting frame“ oder Zahlrahmen. Innerhalb dieses
Zahlrahmens wird nach bestimmten Regeln gezahlt: Es dirfen nur diejenigen Objekte
oder Zellen gezahlt werden, deren Somata innerhalb der Hohe des ,,dissectors” scharf
zur Darstellung kommen. Als Zahlpunkt wird hierbei eine virtuelle Tangente auf die
Spitze der Zelle gelegt, der Berlihrungspunkt ist dabei der Zahlpunkt. Liegt dieser Punkt
innerhalb des Zahlrahmens, darf die Zelle gezahlt werden (Abbildung 11, Objekt 2).
Schneidet die Zelle eine Begrenzung des Rahmens, darf sie nur gezahlt werden, wenn
sie den oberen oder rechten (mit griin markierten) Rand schneidet (Abbildung 11, Ob-
jekt 3). Wird dagegen der untere oder linke Rand tangiert, wird die Zelle nicht gezahlt
(Abbildung 11, Objekt 1).

Der ,optical dissector” wird entlang der Hohe h, welche der Z-Achse unter dem Mikro-
skop entsprit durchgemustert. Kombiniert wurde der ,,optical dissector” mit der , frac-
tionator”- Methode, indem viele verschiedene Dissektoren lber die gesamte, vorher
markierte, Region des Interesses (region of interest = ROI) verteilt wurden.

Dies geschah nach vorher eingestellten Regeln, indem man die GroRe des Zahlrahmens

und des sogenannten ,sampling grids“ wahlt. In einer groBen Region mit vielen Zellen

wahlt man einen eher groBen ,sampling grid”, in kleinen Regionen mit wenigen Zellen
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A (counting frame)
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Abbildung 11: Optical dissector und counting frame

Darstellung des optical dissectors mit der Hohe h und der Flache A, definiert als Oberfla-
che des counting frame. Die Objekte 1, 2, und 3 sind drei Neurone im Bereich eines ,,0p-
tical dissectors”, die die Zahlregeln verdeutlichen sollen. (Quelle: Keuker et al. 2001, mo-
difiziert nach Lammel 2004)

einen eher Kleinen. Mit dieser Methode wird es durch eine systematische Verteilung der
Dissektoren moglich, nicht die gesamte Region auswerten zu miissen, sondern nur einen
Teil von ihr. Wurden alle Dissectoren einer ROl durchgezahlt, errechnet die Software

anschlieRend nach folgender Gleichung die Gesamtzahl der Objekte (N).

o1 1 1
N = ZQl xgxaxa

Die hierflir benotigten Werte sind die Summe der pro Schnitt gezahlten Zellen (Qj), die
Fraktion des Schnittes (,section sampling fraction”, ssf, entsprechend jedem dritten
Schnitt) die Fraktion der Schnittflache (,,area sampling fraction”, asf, entsprechend der
gewahlten Parameter des sampling grids) sowie die Fraktion der Schnittdicke (,,thickness
sampling fraction”, tsf, entsprechend des Verhiltnisses der Hohe h des optical dissectors
zur reelen Schnittdicke t von 15um). Letztere wurde bei 30um Schnitten auf 15um an-

gepasst, um der erfahrungsgemaR auftretenden, methodisch bedingten Schrumpfung
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Abbildung 12: Verteilung der optical dissectors iiber die ROI

Systematische Verteilung der optical dissectors Uiber die gesamte ROI. x und y sind die
Parameter des sampling grids. A ist die Flache des Selbigen. h bezeichnet die Hohe eines
optical dissectors. t entspricht der Hohe eines Schnittes (30um) (Quelle: Keuker et al.
2001 (112)).

der Schnitte beim Schneide- und Farbeprozess zu begegnen. Um die Qualitat der ge-
wahlten Zahlparameter zu evaluieren wurde der Fehlerkoeffizient nach Gundersen be-
trachtet. Dieser sollte moglichst unter 0,05 liegen. Treten hier deutliche Abweichungen

auf, mussen die Zahlparameter individuell angepasst werden.

2.9 Gruppen

Aus Tabelle 1 ergeben sich die Beobachtungs- und Kontrollgruppen. Die Bezeichnungen
erfolgten nach folgendem System: Wurde ein Tier ldsioniert, erhielt es die Bezeichnung
,L+“, erfolgte keine Lasion oder lediglich eine Schein-Lasion (sham) erhielt es ,L-“.
Wurde ein Tier tber drei Wochen stimuliert erhielt es die Bezeichnung ,S1+“, wurde es
dagegen nicht stimuliert oder nur Schein-Stimuliert (sham), aber trotzdem nach Ablauf
von drei Wochen Beobachtungszeitraum euthanasiert, erhielt es die Bezeichnung , S1-“.
Analog wurde flir den Beobachtungszeitraum von sechs Wochen verfahren, wobei , S2+“
fir eine Stimulation tber weitere drei Wochen, nach schon erfolgten drei Wochen, steht

und , S2“- fur keine Stimulation mehr in den letzten drei Wochen. Bei der Gruppe L-S1-

handelt es sich um naive, unbehandelte Tiere. Die Gruppen L-S1+ und L-S1+S52+ stellen
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Gruppen Anzahl Beobachtungszeit- Lasion Stimulation

(n) raum
L-S1- n=>5 3 Wochen Nein Nein
L-S1+ n=4 3 Wochen sham Ja

(bipolar)

L+S1- n=4 3 Wochen Ja Sham (bipolar)
L+S1+ n=3 3 Wochen Ja Ja (bipolar)
L-S1+S2+ n=>5 6 Wochen sham Ja (unipolar)
L+S1+S2+ n=>5 6 Wochen Ja Ja (unipolar)
L+S1+S2- n=>5 6 Wochen Ja Ja (unipolar)

Tabelle 1: Gruppenbezeichnungen

die Lasionskontrollen dar, hier wurden die Tiere (iber drei bzw. sechs Wochen stimuliert
ohne die 6-OHDA Lasion im Vorfeld erhalten zu haben. Die Gruppe L+S1- ist demgegen-
Uber als Stimulationskontrolle zu verstehen, wobei die Tiere zwar 6-OHDA lasioniert,
aber lediglich schein-stimuliert wurden.

Die Beobachtungsgruppen sind die Gruppe L+S1+ (Stimulation tGber drei Wochen) und
die Gruppen L+S1+S2+ (Stimulation tGber sechs Wochen durchgehend) sowie L+51+S2-
(Stimulation Uber drei Wochen, danach Beobachtung des Tieres lber weitere drei Wo-
chen bei abgeschaltetem Stimulator). Da leider die Stimulationskontrolle fiir den sechs
Wochen Zeitraum (L+S1-S2-) fehlt, wurde im Folgenden stattdessen die drei Wochen
Kontrolle fir die Analysen verwendet. Dies ist aus inhaltlichen Erwdgungen unproble-

matisch.

2.10 Ausgezdhlte Regionen
In allen Regionen wurde eine Zelle als solche definiert, wenn sie intakt war, ein deutli-
cher Nukleolus abzugrenzen war und/oder ein Axon in Verbindung zum Zellkérper gese-

hen wurde.
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Abbildung 13: Schnittserie VTA/SNpc

Dargestellt sind vier aufeinanderfolgende TH gefarbte Hirnschnitte einer unilateral 6-OHDA 13-
sionierten Ratte, auf denen jeweils unterschiedliche Abschnitte der Regionen SNpc und VTA zu
erkennen sind. Die jeweiligen Regionen sind dementsprechend bezeichnet und an ihrer TH-Po-
sitivat zu erkennen. (A) Auf Hohe von Bregma -4,8 mm. (B) Auf Hohe von Bregma -5,2 mm. (C)
Auf Hohe von Bregma -5,52 mm. (D) Auf Hohe von Bregma -5,76 mm. Die Lageangaben wurden
mit Hilfe des Paxinos und Watson Rattenhirnatlas (103) bestimmt. Die Mal3stabsbalken entspre-
chen 1 mm.

2.10.1 Substantia nigra pars compacta

In dieser Region wurde die sampling grid GréBe auf 150 umx150 pum gesetzt und die
GroRe des counting frames auf 100 umx100 um. Die Substantia nigra besteht aus einer
pars compacta (SNpc) und einer pars reticularis (SNpr), gezahlt wurde nur in der pars
compacta. Die Einteilung erfolgte anhand anerkannter anatomischer Kriterien und
wurde mit Hilfe des Rattenhirnatlas von Paxinos und Watson (103) vorgenommen. Die

SN befindet sich bei der Ratte zwischen Bregma -6,60 mm und Bregma -4,36 mm. Die
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Grenze zwischen der SN und der angrenzenden VTA wurde anhand des Lemniscus me-
dialis vorgenommen und wo dieser weiter rostral nicht mehr vorhanden war, anhand
einer gedachten Linie als Verlangerung der von lateral kommenden oberen Grenze der

SNpc.

2.10.2 Area tegmentalis ventralis

In dieser Region wurde die sampling grid Gréfie ebenfalls auf 150 umx150 um gesetzt
und die GrolRe des counting frames auf 100 umx100 um. Die Abrenzung zur benachbar-
ten Substantia nigra erfolgte wie weiter oben beschrieben. Die VTA als Gesamtkomplex
besteht aus den Strukturen: Paranigraler Nukleus (PN), Parainterfaszikularer Nukleus
(PIF), Parabrachialer pigmentierter Nukleus (PBP) und rostrale VTA (VTAR) und wurde
auch entsprechend markiert (115). Die VTA der Ratte befindet sich zwischen Bregma -
6,60 mm und -4,56 mm. Eine TH gefdrbte Schnittserie auf welcher die Regionen SNpc

und VTA zu erkennen sind, ist exemplarisch in Abbildung 13 dargestellt.

2.10.3 Locus coeruleus

In dieser Region wurde die sampling grid GréBe auf 100 umx100 um gesetzt und die
GroRe des counting frames ebenfalls auf 100 umx100 pum. Aufgrund fehlender TH* Nach-
barstrukturen musste keine Abgrenzung anhand anatomischer Strukturen vorgenom-
men werden, sondern es wurde der gesamte TH* Bereich des jeweiligen Schnittes ge-
zahlt (siehe Abbildung 14). Der Locus coeruleus der Ratte befindet sich zwischen Bregma
-9,48 und Bregma -10,32. Die retrospektive Auswertung dieser Region war nur bei drei
Gruppen moglich, da im Vorfeld systematisch auf die Mitentnahme des Hirnstamms ver-

zichtet wurde.

2.11 Statistik

Die Daten wurden zunachst in Excel (Excel 2003) in eine Tabelle eingetragen und auf
Ubertragunsfehler und Vollstindigkeit Gberpriift, bevor die Ubertragung in das Statis-
tikprogramm SPSS (IBM Statistical Package for Social Sciences, Version 24) erfolgte.

Fir die deskriptive Statistik wurden die Haufigkeit (n), der Mittelwert (MW) sowie der
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Abbildung 14: 30um Hirnstammschnitt mit Locus coeruleus

Dargestellt ist ein 30 um Hirnstammschnitt einer 6-OHDA lasionierten Ratte. Deutlich zu erken-
nen sind die beiden um den vierten Ventrikel liegenden TH* Loci coerulei. Der MaRstab ist oben
links im Bild angegeben und entspricht 2mm.

Standardfehler des Mittelwertes (SEM) ermittelt. Die Auswahl der entsprechenden Test-
verfahren wurde je nach Skalenniveau der Daten gewahlt. Auf Normalverteilung wurde

mittels Kolmogorov-Smirnov-Test geprift.

Die statistische Analyse der Verhaltenstests und Zellzahlen wurden bei Gruppenverglei-
chen zwischen zwei Gruppen mittels Student-t-Test durchgefiihrt. Wurden dagegen
mehr als zwei Gruppen miteinander verglichen, wurde eine einfaktorielle Varianzana-
lyse (ANOVA) verwendet. Die Vergleiche der Histologie mit den Verhaltenstests wurden
mittels Korrelationsanalysen untersucht und der Korrelationskoeffizient nach Pearson
bestimmt. Fur den Effekt der Stimulation auf die Verhaltenstests unter Einbeziehung der
Zellzahl als Kovariate wurde eine Kovarianzanalyse (ANCOVA) gerechnet. Als signifikant
wurden Ergebnisse mit einem p-Wert von p £ 0,05 angesehen. Dabei gilt ein Wert von p
< 0,001 als hoch signifikant. Ein statistischer Trend wurde bei Werten von 0,05 < p £0,08

angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Substantia nigra pars compacta

3.1.1 Lasionskontrolle

Um die Effektivitat der 6-OHDA induzierten Lasionierung in der Substantia nigra auch
auf zelluldrer Ebene zu zeigen, wurden zunadchst zwei nicht- bzw. schein-stimulierte
Gruppen miteinander verglichen, wobei die Tiere der einen Gruppe 6-OHDA lasioniert
waren wahrend die Tiere der anderen Gruppe keine solche Injektion erhielten. Im Vor-
feld dieser Arbeit diente als Bestatigung Gber einen ausreichenden Lasionserfolg ein me-

dikamenten-induzierter Rotationstest (mittels Apomorphin).

Abbildung 15 zeigt exemplarisch einen 30 um — Schnitt auf H6he der Substantia nigra
eines 6-OHDA lasonierten Tieres mit Anfarbung der TH* dopaminergen Neurone.

Wie in Abbildung 16 graphisch dargestellt, hatten Tiere, welchen 6-OHDA injiziert
wurde, im Mittel eine Zelldichte von 5.874 Zellen/mm3 auf der zur Lsion ipsilateralen
Substantia nigra mit einem Standardfehler von 1.324 Zellen/mm?3. Dagegen fanden sich
bei Tieren, die lediglich eine Injektion mit Zitratpuffer erhalten hatten im Mittel 10.835
Zellen/mm?3 mit einem Standardfehler von 452 Zellen/mm3. Hierbei zeigten sich signifi-
kant weniger TH* Zellen (p = 0,006) in der lasionierten Gruppe gegeniiber der nicht-lasi-
onierten auf der ipsilateral zur Lasion gelegenen Hemisphare. Auf der zur Lasion kontra-
lateralen Seite zeigten sich erwartungsgemaR keine signifikanten Unterschiede. So fan-
den sich bei den Tieren der Gruppe mit lasioniertem MVB im Mittel 17.890 + 625 Zel-

len/mm?3 gegeniiber 15.288 * 2.125 Zellen/mm?3 in der Gruppe ohne Lasion.
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Abbildung 15: Substantia nigra einer unilateral 6-OHDA lasionierten Ratte

Dargestellt ist ein TH-gefarbter 30 um Schnitt auf Hohe der Substantia nigra einer 6-OHDA |asi-
onierten Ratte. (A) Ubersichtsbild mit den Substantiae nigrae beider Seiten. Zu sehen ist auRer-
dem der auf der lasionierten Seite zu Markierungszwecken angeschnittene Kortex. Der Mal3-
stabsbalken oben links im Bild A entspricht einem Millimeter. Quadratisch markiert sind die la-
teralen Bereiche der Substantiae nigrae, welche in B und C als Ausschnitt dargestellt sind. Die
MaRstdbe hier entsprechen jeweils 200 um. (B) Ausschnittsvergréerung Substantia nigra der
lasionierten Seite. (C) AusschnittsvergroBerung Substantia nigra der nicht-lasionierten Seite.
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Abbildung 16: Lasionskontrolle Substantia nigra pars compacta

Angegeben ist jeweils die Zahl gezahlter TH* Zellen pro mm? in der SNpc. In der Gruppe L-S1-
(naiv) finden sich auf der ipsilateral zur Stimulation gelegenen Hemisphare signifikant mehr Zel-
len als in der Gruppe L+S1- (Lasion, Scheinstimulation). Signifikanzen sind bei einem p-Wert von
< 0,05 mit Sternchen als solche gekennzeichnet und wurden mittels t-Test nach Student ermit-
telt. Die Fehlerindikatoren kennzeichnen die Standardabweichung vom Mittelwert. Auf der
kontralateralen Hemisphare findet sich kein Unterschied.

3.1.2 Stimulationskontrolle

Um zu sehen, ob die Tiefe Hirnstimulation auch einen Effekt auf die Zelldichte der Sub-
stantia nigra im gesunden Tier hat, wurden zwei Gruppen ohne 6-OHDA Injektion mit-
einander verglichen, wobei die eine Gruppe einer 3-wochigen Tiefen Hirnstimulation
unterzogen wurde.

Hierbei zeigten sich (Abbildung 17) auf der ipsilateral zur Stimulation gelegenen Hemi-
sphare signifikant (p=0,02) mehr Zellen in der stimulierten Gruppe gegeniber der nicht-
stimulierten Gruppe. Wahrend Tiere der nicht-stimulierten Gruppe im Mittel eine Zell-

dichte von 10.835 Zellen/mm?3 mit einem Standardfehler von 452 Zellen/mm?3 hatten,
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Abbildung 17: Stimulationskontrolle Substantia nigra pars compacta

Angegeben ist jeweils die Zahl gezdhlter TH* Zellen pro mm? in der SNpc. Es finden sich signifi-
kant mehr Neurone in der Gruppe L-S1+ (Scheinldsion, 3 Wochen Stimulation) verglichen mit
der Gruppe L-S1- (naiv) auf der ipsilateral zur Lasion gelegenen Hemisphare. Auf der kontralate-
ralen Hemisphare ergibt sich kein solcher Unterschied. Der Fehlerbalken reprasentiert die Stan-
dardabweichung. * = signifikant (p < 0,05), ermittelt mittels t-Test nach Student.

fanden sich bei den Tieren der stimulierten Gruppe im Mittel 13.728 Zellen/mm?3 mit
einem Standardfehler von 390 Zellen/mm3.

Auf der zur Stimulation kontralateral gelegenen Seite konnte kein solcher Unterschied
gesehen werden. So zeigten sich hier in der naiven Gruppe 15.288 + 2.125 Zellen/mm?

gegenuber 16.715 + 833 Zellen/mm?3 in der stimulierten Gruppe.

3.1.3 Beobachtungszeitraum 3 Wochen

Die Auswertung der immunhistochemisch gegen Tyrosinhydroxylase gefarbten Substan-
tia nigra-Schnitte von (ber drei Wochen unilateral bipolar stimulierten Tieren ergab
keine Unterschiede zwischen den Gruppen. Als Kontrolle diente hierbei eine zwar eben-
falls 6-OHDA lasionierte, allerdings lediglich schein-stimulierte Gruppe.

Abbildung 18 zeigt, dass sich auf der zur Lasion ipsilateralen Hemisphare in der nicht

stimulierten Gruppe im Mittel 5.874 Zellen/mm?3 mit einem Standardfehler von 1.324
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Abbildung 18: Zelldichte in der Substantia nigra pars compacta nach 3-wochiger Sti-
mulation

Angegeben ist jeweils die Zahl gezahlter TH* Zellen pro mm?3 in der SNpc. Es zeigt sich weder auf
der ipsilateral noch auf der kontralateral zur Stimulation gelegenen Hemisphare ein signifikanter
Unterschied in der Zelldichte zwischen den Gruppen L+S1- (Ldsion, Scheinstimulation) und L+S1+
(Lasion, bipolare Stimulation liber 3 Wochen). Ermittelt mittels t-Test nach Student. Der Fehler-
balken reprasentiert die Standardabweichung.

Zellen/mm? finden gegentiber im Mittel 5.735 Zellen/mm?3 mit einem Standardfehler
von 2.035 Zellen/mm? bei den Gber 3 Wochen stimulierten Tieren. Demgegeniber
zeigten sich auf der zur Lasion kontralateralen Hemisphare im Mittel 17.890 + 625 Zel-
len/mm? bei den nicht-stimulierten Tieren und 16.277 + 901 Zellen/mm?3 bei den sti-

mulierten Tieren.

3.1.4 Beobachtungszeitraum 6 Wochen
In der stereologischen Auswertung der gegen TH gefarbten Neurone der Substantia
nigra von unilateral, unipolar Gber 6 Wochen stimulierten sowie unipolar, unilateral

Uber 3 Wochen stimulierten und tGber weitere 3 Wochen weiter beobachteten Tieren
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Abbildung 19: Zelldichte Substantia nigra pars compacta nach 6-wochiger Stimulation
Angegeben ist jeweils die Zahl gezdhlter TH* Zellen pro mm?3 in der SNpc. Es findet sich weder
auf der ipsilateral noch auf der kontralateral zur Stimulation gelegenen Hemisphare ein signifi-
kanter Unterschied in der Zelldichte zwischen den Gruppen, ermittelt mittels einfaktorieller A-
NOVA. Verglichen wurden die Gruppen L+S1+S2- (Ldsion, 3 Wochen Stimulation, 3 Wochen Sti-
mulator aus) sowie L+S1+S2+ (Lasion, 6 Wochen Stimulation) jeweils mit der Gruppe L+S1- (La-
sion, Scheinstimulation). Der Fehlerbalken reprasentiert die Standardabweichung.

ergaben sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Als Kon-
trollgruppe diente hier ebenfalls die Gruppe ohne Stimulation allerdings mit erfolgter 6-
OHDA Lasion. Diese Gruppen sind in Abbildung 19 gegentlibergestellt. In der tGiber 6 Wo-
chen durchgehend stimulierten Gruppe fanden sich auf der ipsilateral zur Stimulation
gelegenen Seite im Mittel 3.706 Zellen/mm?3 mit einem Standardfehler von 1282 Zel-
len/mm?3. In der tiber 3 Wochen durchgehend stimulierten und anschlieRend tiber 3 Wo-
chen weiter beobachteten Gruppe fanden sich im Mittel 2.413 Zellen/mm?3 mit einem
Standardfehler von 619 Zellen/mm?3. In der Kontrollgruppe ergaben sich dagegen 5.874
+ 1324 Zellen/mm?3. Auf der zur Stimulation kontralateral gelegenen Seite fanden sich
in der 6 Wochen stimulierten Gruppe im Mittel 15.388 + 405 Zellen/mm3 gegenuber
14.967 + 666 Zellen/mm3 in der nur 3 Wochen durchgehend stimulierten Gruppe und

17.890 + 625 Zellen/mm?3 in der Kontrollgruppe.
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Abbildung 20: Area tegmentalis ventralis einer unilateral 6-OHDA lasionierten Ratte
Dargestellt ist ein TH gefarbter 30 um Schnitt auf Hohe der VTA einer 6-OHDA lasionierten Ratte.
(A) Ubersichtsbild mit den VTA beider Seiten. Zu sehen ist auRerdem der auf der |4sionierten
Seite zu Markierungszwecken angeschnittene Kortex. Der MaRstabsbalken oben links im Bild
entspricht einem Millimeter. Quadratisch markiert sind die mittigen Bereiche der VTA, welche
in B und C als Ausschnitt dargestellt sind. (B) AusschnittsvergréRerung VTA der l3sionierten
Seite. (C) AusschnittsvergréBerung VTA der nicht-lasionierten Seite. Die Malstabsbalken in B
und C entsprechen 200 um.

3.2 Areategmentalis ventralis

3.2.1 Lasionskontrolle

Um die Effektivitat der 6-OHDA Léasion auf zellularer Ebene in der Area tegmentalis
ventralis zu zeigen, wurden analog zur Substantia nigra zwei nicht- bzw. schein-stimu-

lierte Gruppen miteinander verglichen, wobei die Tiere der einen Gruppe eine 6-OHDA



Ergebnisse 42

18000

16000 *

14000 T

12000

10000

8000

TH* Zellen/mm?3

6000

4000

2000

L+S1- L-S1- L+S1- L-S1-

ipsi contra

Abbildung 21: Lasionskontrolle Area tegmentalis ventralis

Angegeben ist jeweils die Zahl gezdhlter TH* Zellen pro mm? in der VTA. Hierbei finden sich auf
der ipsilateral zur Lasion gelegenen Hemisphdre signifikant mehr Zellen in der Gruppe
L-S1- (naiv) verglichen mit der Gruppe L+S1- (Ldsion, Scheinstimulation). Auf der kontralateralen
Hemisphare findet sich kein solcher Unterschied. Der Fehlerbalken reprasentiert die Stan-
dardabweichung. * = signifikant (p < 0,05), verglichen mittels t-Test nach Student

induzierte Lasion des medialen Vorderhirnbiindels erhielten, die der anderen Gruppe
nicht.

Es fanden sich hierbei signifikant (p= 0,000042) mehr Zellen in der naiven Gruppe im
Vergleich zur lasionierten, wie Abbildung 21 eindriicklich zeigt. Die ldsionierten Tiere
hatten im Mittel eine Zelldichte von 4.519 Zellen/mm?3 mit einem Standardfehler von 76
Zellen/mm?3 gegenlber im Mittel 12.968 Zellen/mm? mit einem Standardfehler von 824
Zellen/mm?3 bei den Tieren ohne Lasion. Auch hier konnte also der Erfolg der Lasion auf
zelluldrer Ebene gesehen werden. In der zur Lasion kontralateralen Hemisphare zeigte
sich kein solcher Unterschied. So ergaben sich hier Zellzahlen von 15.067 + 913 Zel-
len/mm?3 fir die Lasionsgruppe im Vergleich zu 13.517 + 838 Zellen/mm?2 in der naiven
Gruppe. Abbildung 20 zeigt exemplarisch einen 30 um-Schnitt auf Héhe der VTA eines

6-OHDA lasionierten Tieres.
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Abbildung 22:Stimulationskontrolle Area tegmentalis ventralis

Angegeben ist jeweils die Zahl gezahlter TH* Zellen pro mm?2 in der VTA. Es findet sich kein signi-
fikanter Unterschied in der Zelldichte zwischen den Gruppen, weder auf der ipsilateral noch auf
der kontralateral zur Stimulation gelegenen Hemisphare. Verglichen wurde immer die Gruppe
L-S1+ (Keine Lasion, Stimulation) mit der Gruppe L-S1- (naiv). Der Fehlerbalken reprasentiert die
Standardabweichung. Verglichen wurde mittels t-Test nach Student.

3.2.2 Stimulationskontrolle

Um zu untersuchen, ob die Tiefe Hirnstimulation auch einen Effekt auf die Zelldichte der
Area tegmentalis ventralis im gesunden Tier hat, wurden wieder zwei Gruppen ohne 6-
OHDA Injektion miteinander verglichen, wobei die eine Gruppe einer 3-wochigen Tiefen
Hirnstimulation unterzogen wurde. Wie in Abbildung 22 dargestellt fanden sich zwi-
schen keiner der Gruppen signifikante Unterschiede. Auf der zur Stimulation ipsilatera-
len Hemisphare wurde die mittlere Zelldichte mit 15.500 Zellen/mm?3 und einem Stan-
dardfehler von 1.158 Zellen/mm?3 in der Stimulationsgruppe gezahlt. Demgegentiber
standen 12.968 Zellen/mm?3 und ein Standardfehler von 824 Zellen/mm?3 in der Gruppe

ohne Stimulation. Auf der zur Stimulation kontralateralen Hemisphare zeigten sich



Ergebnisse 44

18000
16000

14000 T

12000

10000

8000

TH* Zellen/mm3

6000

4000

2000

L+S1- L+S1+ L+S1- L+S1+

ipsi contra

Abbildung 23: Zelldichte Area tegmentalis ventralis nach 3-wéchiger Stimulation
Angegeben ist jeweils die Zahl gezihlter TH* Zellen pro mm?3 in der VTA. Es finden sich signifikant
weniger Zellen auf der ipsilateral zur Stimulation gelegenen Hemisphére in der Gruppe L+S1-
(Lasion, Scheinstimulation) verglichen mit der Gruppe L+S1+ (Lasion, 3-wdchige bipolare Stimu-
lation). Auf der kontralateralen Hemisphare findet sich kein Unterschied zwischen den Gruppen.
Der Fehlerbalken reprasentiert die Standardabweichung. * = signifikant (p < 0,05), verglichen
mittels t-Test nach Student.

11.748 + 906 Zellen/mm?3 bei den stimulierten Tieren und 13.517 *+ 838 Zellen/mm?3 bei
den nicht stimulierten Tieren.kontralateralen Hemisphare zeigten sich 11.748 + 906 Zel-
len/mm? bei den stimulierten Tieren und 13.517 + 838 Zellen/mm?3 bei den nicht stimu-

lierten Tieren.

3.2.3 Beobachtungszeitraum 3 Wochen

Die Auswertung der immunhistochemisch gegen Tyrosinhydroxylase gefarbten Area
tegmentalis ventralis Schnitte von (iber 3 Wochen unilateral bipolar stimulierten Tieren
ergab eine signifikant (p = 0,024) hohere Zelldichte in der Giber 3 Wochen bipolar stimu-
lierten Gruppe gegentber der lediglich scheinstimulierten. Als Kontrolle diente hierbei
eine zwar ebenfalls 6-OHDA lasionierte, allerdings lediglich schein-stimulierte Gruppe.

Abbildung 23 stellt diesen Unterschied dar. Auf der ipsilateral zur Stimulation gelegenen
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Abbildung 24: Hirnschnitte nach 6-wochiger Stimulation

Dargestellt sind TH-gefarbte Hirnschnitte der sechs Wochen Gruppen sowie der Kontrollgruppe.
Bereits makroskopisch zu erkennen ist die geringere Zelldichte der Kontrollgruppe im Vergleich
zu den stimulierten Gruppen. (A) Schnitt aus der Gruppe L+S1+S2+. Der quadratisch umrandete
Ausschnitt ist in B dargestellt. (B) Ausschnitt aus A in 20-facher VergréRerung. Man erkennt die
TH*Zellgruppen (C) Schnitt aus der Gruppe L+S1+S2-. Der quadratisch umrandete Ausschnitt ist
in D dargestellt. (D) Ausschnitt aus C in 20-facher VergréRerung. (E) Schnitt aus der Kontroll-
gruppe L+S1-. Der quadratisch umrandete Ausschnitt ist in F dargestellt. (F) Ausschnitt aus E in
20-facher VergroRerung. Der Malistabsbalken in den Abbildungen A, C, E entspricht 1 mm, der
in den Abbildungen B, D, F entspricht 200 um.

Hemisphare fanden sich mit im Mittel 6.404 Zellen/mm?3 mit einem Standardfehler von
699 Zellen/mm?3 in der tGiber 3 Wochen stimulierten Gruppe signifikant mehr TH* Zellen
als in der Kontrollgruppe. Hier waren es lediglich im Mittel 4.519 Zellen/mm?3 mit ei-

nem Standardfehler von 76 Zellen/mm?. Auf der kontralateral zur Stimulation



Ergebnisse 46

20000

18000

16000 T

14000

12000

10000

TH* Zellen/mm3

8000

6000

4000

2000

O 1 T 1 T 1 1 T 1 T 1
L+S1- L+S1+S2- L+S1+S2+ L+S1- L+S1+S2- L+S1+S2+

ipsi contra

Abbildung 25: Zelldichte Area tegmentalis ventralis nach 6-wdchiger Stimulation
Angegeben ist jeweils die Zahl gezédhlter TH* Zellen pro mm?2 in der VTA. Es zeigt sich eine signi-
fikant hohere Zelldichte auf der ipsilateral zur Stimulation gelegenen Hemisphdre sowohl in der
Gruppe L+S1+S2- (Lasion, 3 Wochen Stimulation, 3 Wochen abgeschaltete Stimulation) als auch
in der Gruppe L+S1+S2+ (Lasion, 6 Wochen Stimulation) jeweils gegeniiber der Kontrollgruppe
L+S1- (Lasion, keine Stimulation). Der Fehlerbalken reprédsentiert die Standardabweichung. * =
signifikant (p < 0,05), gemessen mittels einfaktorieller ANOVA

gelegenen Hemisphare ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Grup-
pen bei im Mittel 15.067 + 913 Zellen/mm? in der Kontrollgruppe gegeniiber 13.695 +

1.193 Zellen/mm?3 in der Stimulationsgruppe.

3.2.4 Beobachtungszeitraum 6 Wochen

Im Block der 6 Wochen beobachteten Tiere fanden sich signifikant mehr TH* Zellen in
der Area tegmentalis ventralis sowohl von 6 Wochen durchgehend unilateral unipolar
stimulierten Tieren (p = 0,008) als auch bei Stimulation von 3 Wochen unipolar unilateral
mit anschlieRendem Abschalten des Stimulators und Beobachtung liber 3 weitere Wo-

chen (p =0,00044). Jeweils auf der ipsilateral zur Stimulation gelegenen Hemisphare und
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Abbildung 26: Locus coeruleus einer unilateral 6-OHDA lasionierten Ratte

Dargestellt ist ein TH gefarbter 30um Schnitt auf Hohe des LC einer 6-OHDA lasionierten Ratte.
(A) Ubersichtsbild mit den LC beider Seiten. Der MaRstabsbalken oben links im Bild entspricht
zwei Millimeter. Quadratisch markiert sind die vorderen Bereiche des LC, welche in B und C als
Ausschnitt dargestellt sind. (B) Ausschnittsvergroferung LC der lasionierten Seite. (C) Aus-
schnittsvergroRerung LC der nicht-lasionierten Seite.

gegenlber der Kontrolle mit lediglich Scheinstimulation. Dieser Effekt ist konsistent zu
den nach 3 Wochen gefundenen Veranderungen aus Abbildung 23.

In der Gruppe mit 6 Wochen durchgehender Stimulation fanden sich nach Auswertung
auf der ipsilateral zur Stimulation gelegenen Hemisphare im Mittel 7.013 TH* Zel-
len/mm3 mit einem Standardfehler von 470 Zellen/mm?3. In der lediglich 3 Wochen sti-
mulierten Gruppe zeigten sich dagegen 8.159 Zellen/mm? mit einem Standardfehler von

529 Zellen/mm?3 gegeniiber lediglich 4.519 + 76 Zellen/mm?3 in der Kontrollgruppe. Auf
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Abbildung 27: Zelldichte Locus coeruleus nach 6-wéchiger Stimulation

Angegeben ist jeweils die Zahl gezdhlter TH* Zellen pro mm3 im LC. Es fanden sich keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den Gruppen weder auf der ipsilateral noch auf der kontralateral
zur Stimulation gelegenen Hemisphdre. Der Fehlerbalken reprdsentiert die Standardabwei-
chung.

der kontralateral zur Stimulation gelegenen Seite konnte kein solcher Unterschied ge-
funden werden. Dies zeigt sich in einer mittleren Zellzahl von 17.371 + 621 Zellen/mm?3
in der 6 Wochen durchgéngig stimulierten Gruppe gegeniber 15.732 + 632 Zellen/mm?
in der lediglich 3 Wochen durchgéngig stimulierten Gruppe im Vergleich zu 15.067 + 913
Zellen/mm?3 in der Kontrollgruppe (Abbildung 25).

3.3 Locus coeruleus

Bei der Auswertung des Locus coeruleus wurden aus technischen Griinden nur die 6-
Wochen beobachteten Gruppen ausgewertet. Hierbei stand leider keine Kontrollgruppe
mit Lasion aber ohne Stimulation zur Verfligung, sodass lediglich die Gruppe L-S1+S2+

(keine Lasion aber 6-wochige Stimulation) als Kontrolle betrachtet werden konnte. In



Ergebnisse 49

100

90

80

70

60

50

40

30

20

Initiationszeit im Stepping Test in Prozent

10

L+S1- L+S1+

Abbildung 28: Initiationszeit im Stepping-Test nach 3 Wochen Stimulation

Angegeben ist die Initiationszeit der Vorderpfote im ST in Prozent nach gegeniiber vor der 3-
wochigen Stimulation. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe L+S1+ ge-
geniber der Kontrollgruppe L+S1-. Der Fehlerbalken reprasentiert die Standardabweichung. * =
signifikant (p < 0,05), gemessen mittels Student-t-Test.

diesem Block konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen gefun-
den werden, wie in Abbildung 27 dargestellt.

Auf der ipsilateral zur Stimulation gelegenen Seite fanden sich in der tiber 6 Wochen
kontinuierlich stimulierten Gruppe im Mittel 8.661 TH*Zellen/mm?3 mit einem Standard-
fehler von 742 Zellen/mm?3. Wahrend in der lediglich Giber 3 Wochen kontinuierlich sti-
mulierten Gruppe im Mittel 7.430 Zellen/mm?3 mit einem Standardfehler von 896 Zel-
len/mm? gesehen wurden. Demgegentiiber stehen 7.066 Zellen/mm?3 mit einem Stan-
dardfehler von 1.135 Zellen/mm?3 in der Kontrollgruppe.

Auf der kontralateral zur Stimulation gelegenen Seite zeigten sich in der (iber 6 Wochen
kontinuierlich stimulierten Gruppe im Mittel 9.658 + 719 TH* Zellen/mm?3 gegen 8.276 +
1.044 Zellen/mm?3 in der lediglich Gber 3 Wochen stimulierten Gruppe im Vergleich zu

7.545 + 1.607 Zellen/mm3 in der Kontrollgruppe. Da der Locus coeruleus im Gegensatz
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Abbildung 29: Initiationszeit im Stepping-Test nach 6 Wochen Stimulation

Angegeben ist die Initiationszeit im ST in Prozent nach gegeniber vor der 6-wdchigen Stimula-
tion. Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Der Fehlerbalken
reprasentiert die Standardabweichung. * = signifikant (p < 0,05), gemessen mittels einfaktoriel-
ler ANOVA

zu den anderen betrachteten Regionen nicht von der 6-OHDA-induzierten Lasion betrof-
fen ist, finden sich hier auch keine Unterschiede zwischen linker und rechter Hemi-

sphare. Dies ist noch einmal anhand eines Hirnschnittes in Abbildung 26 verdeutlicht.

3.4 \Verhaltenstests

Fir die Durchfihrung und Bereitstellung der Daten zu den Verhaltenstests mochte ich
mich herzlich bei Frau Dr. rer. nat. Kathrin Badstiibner-Meeske bedanken. Hierbei diente
der Stepping-Test (ST) dazu, Verdnderungen in der Motorik zu zeigen, wahrend der O-
pen-Field-Test (OFT) dazu genutzt wurde das Angstlichkeitsverhalten der Tiere darzu-
stellen. Im ST entspricht eine kurze Initiationszeit einer guten Motorik bzw. geringen
Akinese. Im OFT entspricht dagegen eine groBere zurlickgelegte Wegstrecke einem ge-

ringer ausgepragten Angstlichkeitsverhalten.
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Abbildung 30: Zuriickgelegte Wegstrecke im Open-Field-Test nach 3 Wochen Stimula-
tion

Angegeben ist jeweils die zurlickgelegte Wegstrecke im OFT in Prozent der Strecke nach gegen-
Uber vor der 3-wochigen Stimulation. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der
Stimulationsgruppe L+S1+ verglichen mit der Kontrollgruppe L+S1-. Der Fehlerbalken reprasen-
tiert die Standardabweichung. * = signifikant (p < 0,05), gemessen mittels Student-t-Test.

Die Verhaltenstests wurden immer zu den Zeitpunkten , Pra-Lasion”, ,Post-Lasion” und
,Post-Stimulation” durchgefiihrt. Um einen Effekt durch die Tiefe Hirnstimulation sicht-
bar zu machen wurden aus den Variablen Post-Lasion und Post-Stimulation Quotienten
gebildet und diese in Prozent angegeben. Ein Wert von 100% bedeutet also, dass keine
Veranderung zwischen den Werten vor und nach der Stimulation besteht. Verglichen
wurden hier nur noch die lasionierten und tiber mehrere Wochen stimulierten Gruppen

immer jeweils mit der Kontrollgruppe mit Lasion aber ohne Stimulation.

3.4.1 Stepping-Test
Wie in Abbildung 28 dargestellt, findet sich nach 3-wéchiger (bipolarer) Stimulation im
ST eine signifikant (p = 0,041) niedrigere Initiationszeit bei den Tieren in der Stimulati-

onsgruppe gegeniber der Kontrollgruppe.
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Abbildung 31: Zuriickgelegte Wegstrecke im Open-Field-Test nach 6 Wochen Stimula-
tion

Angegeben ist die jeweils die zuriickgelegte Wegstrecke im OFT in Prozent der Strecke nach ge-
geniber vor der 6-wdchigen Stimulation. Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Gruppen. Der Fehlerbalken reprasentiert die Standardabweichung. * = sig-
nifikant (p < 0,05), gemessen mittels einfaktorieller ANOVA.

Wahrend die Tiere der Kontrollgruppe mit im Mittel 77 £ 14 % eine im Vergleich zu vor
der Stimulation kaum veranderte Initiationszeit aufwiesen, war diese in der Stimulati-
onsgruppe mit im Mittel 25 + 9 % deutlich vermindert, was auf eine verbesserte moto-
rische Funktion hindeutet. Die nach 3 Wochen gezeigte Verbesserung der motorischen
Funktion im ST konnte nach 6 Wochen nicht mehr nachgewiesen werden. Hier zeigte
sich kein statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zwischen den beiden Stimu-
lationsgruppen mit der Kontrollgruppe (Abbildung 29). In der 6 Wochen durchgehend
stimulierten Gruppe hatten die Tiere mit im Mittel 82 + 14 % Initiationszeit eine fast
unveranderte Initiationszeit im Vergleich zu vor der Stimulation. Ein dhnliches Ergebnis
fand sich in der Gruppe L+S1+S2-, wobei die Initiationszeit im Mittel 73 + 12 % betrug

und sich damit ebenfalls auf einem Niveau vor und nach der Stimulation befindet.
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Abbildung 32: Vergleich der Zelldichte in der ipsilateralen Area tegmentalis ventralis
nach 3 Wochen Stimulation mit der Initiationszeit im Stepping-Test

Dargestellt ist die Zellzahl/mm?3 in Tausend in der ipsilateral zur Stimulation gelegenen VTA ge-
geniber der Initiationszeit in Sekunden im ST nach 3 Wochen. Es zeigt sich eine negative Korre-
lation mit einem Koeffizienten nach Pearson von -0,504. Zu beachten ist ein Ausreil’er von
18,33s Initiationszeit.

3.4.2 Open-Field-Test

Betrachtet man die zuriickgelegte Wegstrecke im Open-Field-Test im Vergleich vor und
nach der Stimulation so findet sich nach 3-wdchiger THS eine signifikant (p = 0,034) nied-
rigere zurlickgelegte Wegstrecke als in der Kontrollgruppe.

Wahrend die Tiere in der Kontrollgruppe mit im Mittel 105 + 12 % eine dhnliche zurlick-
gelegte Wegstrecke vor und nach Stimulation aufwiesen, zeigte sich in der Stimulations-
gruppe mit im Mittel 53 + 13 % eine deutlich verminderte Aktivitat im OFT.

Fiihrt man denselben Vergleich nach 6 Wochen durch, verschwindet dieser Effekt wie-
der und es zeigen sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Grup-

pen.
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Abbildung 33: Vergleich der Zelldichte in der ipsilateralen Area tegmentalis ventralis
nach 6 Wochen Stimulation mit der Initiationszeit im Stepping-Test

Dargestellt ist die Zellzahl/mm?3 in Tausend in der ipsilateral zur Stimulation gelegenen VTA ge-
genlber der Initiationszeit in Sekunden im ST nach 6 Wochen. Es zeigt sich eine negative Korre-
lation mit einem Koeffizienten nach Pearson von -0,488. Zu beachten ist ein Ausreil’er von
18,33s Initiationszeit.

Nach 6 Wochen durchgangiger THS finden sich mit im Mittel 70 + 10 % zurlickgelegter
Wegstrecke dhnliche Werte vor und nach Stimulation. In der Gruppe L+S1+S2- konnte
mit 142 + 35 % sogar eine Verbesserung der Aktivitat im OFT gezeigt werden, welche

aber im Intergruppenvergleich mit der Kontrollgruppe nicht signifikant ist.

3.5 Korrelation der Histologie mit den Verhaltenstests

Um die histologischen Ergebnisse mit den Ergebnissen der Verhaltenstests in Zusam-
menhang zu bringen wurden zunachst Korrelationsanalysen durchgefiihrt. Hierbei
wurde betrachtet inwiefern eine Veranderung in der Zellzahl in den einzelnen unter-

suchten Regionen mit einer Veranderung in den Parametern der beiden durchgefihrten
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Abbildung 34: Vergleich der Zelldichte in der ipsilateralen Area tegmentalis ventralis
nach 3 Wochen Stimulation mit der Wegstrecke im Open-Field-Test

Dargestellt ist die Zellzahl/mm?3 in Tausend in der ipsilateral zur Stimulation gelegenen VTA ge-
geniber der gesamt zurlickgelegten Wegstrecke im OFT Uiber 3 Wochen. Es zeigt sich kein Zu-
sammenhang der beiden Variablen bei einem Korrelationskoeffizient nach Pearson von 0,063.

Verhaltenstests einhergeht. Ein starker Zusammenhang wurde ab einem Korrelations-
koeffizienten von >0,5 angenommen.

Fir den ST wurde die Initiationszeit in Sekunden zum Zeitpunkt nach der Stimulation
verwendet und flr den OFT die insgesamt zurlickgelegte Wegstrecke ebenfalls zum Zeit-
punkt nach der Stimulation. Eine Verwendung der vorher berechneten Pra-Post-Quoti-
enten war an dieser Stelle nicht moglich, da es keine entsprechenden Pra-Post-Werte
fir die Histologie gibt. Dies wére in einem neuen Experiment in der Zukunft mittels funk-

tioneller Bildgebung wie PET-CT moglich.

3.5.1 Vergleich ST mit Zelldichte in der VTA
Wird die Initiationszeit in Sekunden mit der Zelldichte in der ipsilateralen VTA nach 3-

wochiger THS miteinander verglichen, so zeigt sich ein statistisch nicht signifikanter
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Abbildung 35: Vergleich der Zelldichte in der ipsilateralen Area tegmentalis ventralis
nach 6 Wochen Stimulation mit der Wegstrecke im Open-Field-Test

Dargestellt ist die Zellzahl/mm?3 in Tausend in der ipsilateral zur Stimulation gelegenen VTA ge-
geniber der gesamt zuriickgelegten Wegstrecke im OFT. Es zeigt sich eine deutlich positive Kor-
relation mit einem Koeffizienten nach Pearson von 0,636. Dieser ist mit p = 0,014 signifikant.

negativer Korrelationskoeffizient von -0,504. Dieser Zusammenhang ist dargestellt in
Abbildung 32. Vergleicht man die erreichte Initiationszeit in Sekunden mit der Zelldichte
in der ipsilateralen VTA nach 6-wdchiger THS miteinander, so findet sich ein nicht statis-
tisch signifikanter negativer Korrelationskoeffizient von -0,488 (siehe Abbildung 33). Zu-
sammenfassend kann keine signifikante Korrelation, weder nach 3- noch nach 6-wéchi-
ger Stimulation, zwischen den beiden Parametern Zelldichte VTA und ST Initiationszeit

angenommen werden.

3.5.2 Vergleich OFT mit Zelldichte in der VTA
Vergleicht man die zurilickgelegte Wegstrecke im OFT mit der Zelldichte in der ipsilate-
ralen VTA nach 3 Wochen, so lasst sich kein Zusammenhang zwischen beiden Variablen

finden. Der Korrelationskoeffizient nach Pearson betragt lediglich 0,063.
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Abbildung 36: Vergleich der Zelldichte in der ipsilateralen Substantia nigra pars com-
pacta nach 3 Wochen Stimulation mit der Initiationszeit im Stepping-Test

Dargestellt ist die Zellzahl/mm?3 in Tausend in der ipsilateral zur Stimulation gelegenen SNpc ge-
geniber der Initiationszeit in Sekunden im ST nach 3 Wochen. Es zeigt sich eine positive Korre-
lation mit einem Koeffizienten nach Pearson von 0,205. Zu beachten ist der extreme AusreiRer
von 18,33s Initiationszeit.

Korreliert man die zurlickgelegte Wegstrecke im OFT mit der Zelldichte der ipsilateralen
VTA nach 6 Wochen Stimulation, so ldsst sich ein statistisch signifikanter positiver Zu-
sammenhang finden. Der Korrelationskoeffizient betragt 0,636 und ist auf einem Niveau
von 0,014 (2-seitig) signifikant. Es zeigt sich also, dass eine hohe Zelldichte in der VTA

mit einer hohen zuriickgelegten Wegstrecke im OFT einhergeht.

3.5.3 Vergleich ST mit Zelldichte in SNpc

Betrachtet man den Zusammenhang zwischen der Zelldichte in der ipsilateralen SNpc
nach 3-wochiger STN-THS mit der Initiationszeit im ST, so findet sich ein nicht statistisch
signifikanter positiver Korrelationskoeffizient nach Pearson von 0,205 (siehe Abbildung

36). Vergleicht man die Zelldichte in der ipsilateral zur Stimulation gelegenen Substantia
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Abbildung 37: Vergleich der Zelldichte in der ipsilateralen Substantia nigra pars com-
pacta nach 6 Wochen Stimulation mit der Initiationszeit im Stepping-Test

Dargestellt ist die Zellzahl/mm?3 in Tausend in der ipsilateral zur Stimulation gelegenen SNpc ge-
genlber der Initiationszeit in Sekunden im ST. Es zeigt sich eine positive Korrelation mit einem
Koeffizienten nach Pearson von 0,446. Zu beachten ist der extreme Ausreifler von 18,33s Initia-
tionszeit.

nigra (pars compacta) mit der Initiationszeit im ST nach 6 Wochen THS, so findet sich ein
mit 0,446 positiver Korrelationskoeffizient, der allerdings nicht statistisch signifikant ist.
Dieser Zusammenhang ist in Abbildung 37 dargestellt. Es kann hier nicht von einem star-
ken Zusammenhang der beiden Parameter ausgegangen werden, weder nach 3-wochi-

ger noch nach 6-wochiger STN-THS.

3.5.4 Vergleich OFT mit Zelldichte in SNpc

Wie in Abbildung 38 dargestellt findet sich lediglich ein Korrelationskoeffizient nach
Pearson von 0,173, wenn man die insgesamt im OFT zurlickgelegte Wegstrecke mit der
Zelldichte in der ipsilateral zur Stimulation gelegenen SNpc nach 3-wochiger STN-THS

miteinander vergleicht.
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Abbildung 38: Vergleich der Zelldichte in der ipsilateralen Substantia nigra pars com-
pacta nach 3 Wochen Stimulation mit der Wegstrecke im Open-Field-Test

Dargestellt ist die Zellzahl/mm?3 in Tausend in der ipsilateral zur Stimulation gelegenen SNpc ge-
geniber der insgesamt zurlickgelegten Wegstrecke im OFT Uber 3 Wochen. Es zeigt sich eine
diskret positive Korrelation mit einem Koeffizienten nach Pearson von 0,173.

Bringt man die zurlickgelegte Wegstrecke im OFT mit der Zelldichte der ipsilateralen
SNpc nach 6-wochiger Stimulation zusammen, so findet sich ein mit 0,344 diskret posi-
tiver Korrelationskoeffizient welcher nicht statistisch signifikant ist. Es kann auch hier
nicht von einem signifikanten Zusammenhang der beiden Parameter gesprochen wer-

den.

3.6 Kovarianzanalysen

Aufgrund des deutlich positiven Zusammenhangs einer hohen Zelldichte in der VTA mit
der zuriickgelegten Wegstrecke im OFT kann angenommen werden, dass der Parameter
»Zelldichte VTA“ das Ergebnis der Stimulation auf den OFT konfundieren kdnnte. Um
den Einfluss des Faktors Zelldichte auf die Verhaltenstests herauszurechnen wurde eine

Kovarianzanalyse (ANCOVA) durchgefiihrt.
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Abbildung 39: Vergleich der Zelldichte in der ipsilateralen Substantia nigra pars com-
pacta nach 6 Wochen Stimulation mit der Wegstrecke im Open-Field-Test

Dargestellt ist die Zellzahl/mm?3 in Tausend in der ipsilateral zur Stimulation gelegenen SNpc ge-
geniber der insgesamt zurilickgelegten Wegstrecke im OFT nach 6 Wochen. Es zeigt sich eine
diskret positive Korrelation mit einem Koeffizienten nach Pearson von 0,344.

3.6.1 Einfluss 6-wochige THS auf den ST

Betrachtet man den Einfluss der 6-wdéchigen THS auf die Initiationszeit im ST, so findet
man keinen Unterschied zwischen den Parametern mit oder ohne Berlicksichtigung der
Zelldichte in der VTA als Kovariate, wie Abbildung 40 zeigt. Die Mittelwerte der Initiati-
onszeit in der Kontrollgruppe betragen 7,83s gegeniiber 7,684s wenn man die Zelldichte
der VTA als Kovariate bericksichtigt.

In den beiden Stimulationsgruppen verhalt es sich dhnlich. Die Initiationszeit der Gruppe
L+S1+S2- betrug im Mittel 2,2 s gegenliber 2,3 s unter Einschluss der Zelldichte der VTA,

die der Gruppe L+S1+S2+ betrug 2,3 s gegeniiber 2,3 s mit der Kovariate.
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Abbildung 40: Einfluss der 6-wochigen THS auf die Initiationszeit im Stepping-Test
Dargestellt ist die Initiationszeit der ipsilateralen Vorderpfote in Sekunden im ST Uiber die drei
Gruppen L+S1- (Kontrolle) gegenliber den beiden Stimulationsgruppen L+S1+S2- und L+S1+S2+.
Die orangene Linie mit Wertepunkten symbolisiert den Verlauf ohne die Zelldichte der ipsilate-
ralen VTA als Kovariate einzubeziehen. Die rote Linie mit Wertedreiecken symbolisiert den Ver-
lauf mit der Zelldichte der ipsilateralen VTA als Kovariate.

3.6.2 Einfluss 6-wochige THS auf den OFT

Flihrt man eine Kovarianzanalyse mit der Zelldichte in der VTA als Kovariate fiir den Zu-
sammenhang der 6-wochigen THS auf die zuriickgelegte Wegstrecke im OFT durch, dann
finden sich deutliche Unterschiede zwischen den Gruppen.

Wie in Abbildung 30 gezeigt findet sich nach 3 Wochen THS zwar eine signifikant nied-
rigere zurlickgelegte Wegstrecke im OFT, dieser Effekt verschwindet allerdings nach 6
Wochen wieder (Abbildung 31).

Berlicksichtigt man nun die Korrelation einer hohen Zelldichte in der VTA mit einem gu-
ten Ergebnis im OFT (Abbildung 35), so lasst sich schlieRen, dass die hohe Zellzahl in der
VTA das Ergebnis der Stimulation auf den OFT beeinflusst. Dieser Zusammenhang wird

in Abbildung 41 deutlich. Vergleicht man nun die korrigierten mittleren zurlickgelegten
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Abbildung 41: Einfluss der 6-wochigen THS auf die Wegstrecke im Open-Field-Test
Dargestellt ist die zurlckgelegte Wegstrecke im OFT in cm Uber die drei Gruppen L+S1- (Kon-
trolle) gegeniiber den beiden Stimulationsgruppen L+S1+S2- und L+S1+S2+. Die orangene Linie
mit Wertepunkten symbolisiert den Verlauf ohne die Zelldichte der ipsilateralen VTA als Kovari-
ate einzubeziehen. Die rote Linie mit Wertedreiecken zeigt den Verlauf mit der Zelldichte der
ipsilateralen VTA als Kovariate.

Wegstrecken (unter Berlicksichtigung der VTA als Kovariate), so findet sich ein signifi-
kant (p = 0,033) schlechteres Ergebnis im OFT in der Gruppe L+51+S2- gegeniber der
Kontrollgruppe. Fir die Gruppe L+S1+S2+ ist dies immerhin als statistischer Trend auch
sichtbar (p = 0,072). Der Effekt also, den man auch nach 3 Wochen Stimulation gese-
hen hatte. Diesen Zusammenhang zeigt Abbildung 42. Die mittlere zurlickgelegte Weg-
strecke in der Kontrollgruppe betragt jetzt 1864 cm mit einem Standardfehler von 286
cm gegenliber 478 + 214 cm in der Gruppe L+514S2- und 943 + 154 cm in der Gruppe
L+S1+S2+.
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Abbildung 42: Einfluss der 6-wochigen THS auf die Wegstrecke im Open-Field-Test kor-
rigiert fiir die Zelldichte in der ipsilateralen Area tegmentalis ventralis

Dargestellt ist die ingesamt zurlickgelegte Wegstrecke im OFT in cm (iber die Gruppen L+S1-
(Kontrolle) sowie die beiden Stimulationsgruppen L+S1+S2- und L+S1+52+, wenn man die Zell-
dichte der ipsilateralen VTA als Kovariate verwendet. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe L+S1+S2- sowie ein statistischer Trend zwischen
der Kontrolle und der Gruppe L+S1+S2+. Der Fehlerbalken reprasentiert den Standardfehler des
Mittelwerts (SEM). P-Werte nach Student-t-Test ermittelt.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, potentielle neurorestaurative Wirkungen der STN-
THS in einem Langzeitstimulationsmodell der Ratte aufzuzeigen sowie diese mit den in
Verhaltenstests gefundenen Veranderungen in Verbindung zu bringen. Obwohl die STN-
THS eine in der Therapie des IPS seit vielen Jahren etablierte Methode ist, sind die zu-
grundeliegenden Mechanismen immer noch unzureichend verstanden. Tiermodelle tra-
gen hier zum Verstandnis sowie zur Optimierung der Parameter der THS bei (31, 116).
Das Besondere des hier verwendeten Tiermodells ist, dass es Verhaltensuntersuchun-
gen an vollkommen frei beweglichen Ratten tber lange Zeitrdume von bis zu 6 Wochen
ermoglicht.

Der Fokus dieser Arbeit lag insbesondere auf den nicht-motorischen Effekten bzw. Ne-
benwirkungen der THS. In den aktuellen Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Neu-
rologie (DGN) werden Patienten mit nicht medikamentés-induzierten psychiatrischen
Auffalligkeiten von einer THS Therapie ausgeschlossen. Dies liegt nicht zuletzt auch darin
begriindet, dass man unter THS eine erhéhte Inzidenz psychiatrischer Symptome wie
Angst oder Depression findet (63, 72, 62, 76). Fur diesen Sachverhalt gibt es unterschied-
liche Erklarungsansatze, wobei eine zu schnelle postoperative Reduktion der dopami-
nergen Medikation eine Rolle spielen konnte (117, 118). Andererseits ist das Auftreten
psychiatrischer Nebenwirkungen abhangig von der stimulierten Region und sogar von
der Mikrolage innerhalb einer Region. Die Stimulation des GPi oder VIM sind weniger
mit psychiatrischen Nebeneffekten vergesellschaftet als die des STN. Eine mogliche Er-
klarung dafiir ist, dass die Regionen GPi und VIM um ein Vielfaches groRer sind als der
STN und damit Fehllagen der Elektrode seltener vorkommen (menschliche STN-GroRRe
nach Schaltenbrand und Wahrens Atlas: 12x12x5mm, ElektrodengroRe:
1,5mmx1,27mm). AulRerdem konnte die zuvor beschriebene funktionelle Dreiteilung
des STN die Effektivitat der THS beeinflussen. Der dorsolaterale Teil des STN reprasen-
tiert seinen motorischen Anteil und ist das Ziel der neurochirurgischen Operation (119).
Die mediale Spitze des STN ist dagegen eher Teil limbischer Schleifen und daher nicht
primares Ziel einer Tiefen Hirnstimulation beim IPS, wobei diese Selektivitat bei den ge-

gebenen GroRenverhéltnissen in der Praxis hdufig schwer zu realisieren ist (120, 121).
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4.1 Effektivitdt des Tiermodells

Zunachst wurde die Effektivitat der 6-OHDA-Lasion auf die dopaminergen Strukturen in
SNpc und VTA Uberpriift. Hierbei zeigte sich, dass die verwendete Methode der 6-OHDA-
Injektion in das MVB in der Lage war, die Zelldichte TH* Neurone in beiden Regionen auf
der ipsilateralen Seite signifikant zu reduzieren ohne einen Einfluss auf die kontralate-
rale Seite zu haben (Abbildung 16 und Abbildung 21). Der LC dagegen ist nicht von der
Lasion betroffen (Abbildung 27). Diese Veranderungen wurden bereits ausfiihrlich
durch andere Autoren untersucht und quantifiziert. Yuan und Mitarbeiter [2005] (101)
beschreiben Zellverluste TH* Zellen von 82% nach 3 Wochen in der SN und 54% in der
VTA. In unserem Modell war eine vollstandige Auszahlung der entsprechenden Areale
nicht notwendig, weshalb keine Angabe der absoluten Zellzahlen und damit kein exakter
Vergleich mit entsprechenden Studien moéglich war. Es kann jedoch von einem vergleich-

baren Effekt ausgegangen werden.

4.2 Einfluss der THS auf die neuronale Plastizitdt in der SNpc

Einige Autoren berichten tber eine Zunahme der Zellzahl in der SNpc nach Lasion oder
THS des STN (122-125). Es ist allerdings nicht abschlieRend geklart, ob es sich bei den
gefundenen TH* Zellen um durch Neurogenese entstandene Zellen handelt. Zhao und
Mitarbeiter [2003] (126) fanden Hinweise auf Neurogenese in der SN, welche man durch
experimentelle Lasionierung induzieren kann. Andere Autoren konnten ebenfalls Hin-
weise auf Stammzellen in der Substantia nigra finden, wobei sich diese eher zu Mikroglia
entwickeln, als zu dopaminergen Zellen (127, S. 31). Durch verschiedene Autoren wird
aulRerdem ein AnstoR von Neurogenese durch THS postuliert, allerdings bisher nur im
Bereich des Hippocampus (128, 129). Frielingsdorf und Mitarbeiter [2004] (130) wieder-
legten eine Neurogenese dopaminerger Substantia nigra-neurone eindrucksvoll. Sie
fanden mit ahnlichen Methoden wie Zhao und Mitarbeiter weder Hinweise auf Neuro-
genese in der SNpc noch auf Migration neuronaler Stammzellen aus den periventrikula-
ren Stammzellnischen in die Substantia nigra. Daher ist eine Neurogenese dopaminer-

ger Zellen in der SN aktuell als unwahrscheinlich zu betrachten.
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Ein weiterer Mechanismus, der zur vermehrten Expression TH* Zellen in der SN beitra-
gen konnte, ist der phanotypische Switch nicht-dopaminerger Zelltypen zu dopaminer-
gen. Dieser Mechanismus ist flir andere Nervenzellgruppen beschrieben. Neurotrans-
mitterwechsel auf bestimmte externe Stimuli kommen bspw. im Hypothalamus vor, wo
Somatostatin Neurone durch Exposition zu langen oder kurzen Lichtperioden zu dopa-
minergen Neuronen werden (131). Auch in monoaminergen Zellpopulationen wurde
dieser Effekt beschrieben (Wechsel von serotoninerg zu dopaminerg) (132).

Die TH-Expression ist auRerdem aktivitdtsabhangig und beginnt sich nach etwa 20h
Dauer einer verdanderten neuronalen Aktivitat deutlich zu andern. Dies konnte auch fir
die Substantia nigra gezeigt werden (133—-135). Es ist sogar moglich die Anzahl der TH*
Zellen in der SN durch Infusion bestimmter lonenkanal-Agonisten oder Antagonisten um
bis zu 10% zu verdandern. Diese Studien zeigen auf, dass der Transmitterbesatz von Ner-
venzellen des ZNS nicht fix ist, sondern auf Umweltreize reagieren und sich verandern
kann. Uber diesen als Neurotransmitter-Plastizitit bezeichneten Mechanismus wire es
auch moglich, die veranderte Zellzahl nach THS zu erklaren. Um diesen Effekt in Zukunft
weiter zu untersuchen miisste man neben der Zahlung TH* Neurone noch die Gesamt-
zahl der in der entsprechenden Region enthaltenen Nervenzellen betrachten.

Ein vielversprechender Ansatz zur Erklarung einer Zellzahlzunahme in vom STN inner-
vierten Regionen ist die durch ungehemmte synaptische Glutamatfreisetzung verur-
sachte Exzitotoxizitat. Eine ungehemmtes Glutamat-Angebot flhrt in der postsynapti-
schen Zelle zur Aktivierung von Ca-Kanalen, ein konsekutiver intrazelluldrer Calciumex-
zess wiederum flhrt Gber verschiedene Signalkaskaden schlussendlich zum Zelltod (136,
137). Die Steigerung der Glutamatfreisetzung in der SN im Rahmen eines IPS sowie in
den Parkinsontiermodellen wird durch einen aufgrund Dopaminmangels disinhibierten
STN verursacht. Folglich ist ein Zellschaden in allen vom STN innervierten Regionen
denkbar (138). Eine THS des STN fiihrt nachweillich zur Reduktion der Feuerrate gluta-
materger STN Neurone (45, 139, 140). Uber diesen Mechanismus kénnte die THS neu-
rorestaurativ wirken. Dieser Ansatz wurde bereits von anderen Autoren als Begriindung

fir die durch THS verursachte Zellzahlerhéhung in der SN verwendet (125, S. 100).
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Ein Ziel dieser Arbeit war es, die bereits beschriebene neurorestaurative Wirkung der
STN-THS auf die SNpc zu bestatigen, in unserem Modell konnte allerdings kein solches
Ergebnis gefunden werden. Es zeigte sich weder nach dreiwdchiger noch nach sechswo-
chiger THS eine signifikante Veranderung der Zellzahl in der SNpc gegeniber der Kon-

trolle ohne THS (Abbildung 18 und Abbildung 19).

4.3 Einfluss der THS auf die Motorik

Um den Einfluss der THS auf die Motorik zu beurteilen wurde der Stepping-Test heran-
gezogen. Eine lange Initiationszeit gilt entsprechend als Zeichen der Bradykinese. Die
Initiationszeit wird in der Literatur als sensitivster Parameter im Rahmen des ST be-
schrieben, daher wurde auf die Angabe weiterer Parameter wie der Anzahl der Ausfall-
schritte verzichtet (107).

Die Verbesserung motorischer Kardinalsymptome durch STN-THS gilt sowohl in Parkin-
sonmodellen der Ratte als auch beim Parkinsonpatienten als etabliert (141-143). Mit
dem in dieser Arbeit verwendeten Modell konnte nach 3 Wochen ipsilateraler THS ein
signifikant positiver Einfluss auf die Motorik gefunden werden (Abbildung 28), welcher
allerdings nach 6 Wochen Stimulation nicht mehr vorhanden war (Abbildung 29).

Um den potentiellen Einfluss zellularer Veranderungen auf diesen Effekt zu untersuchen
wurden zunéachst Korrelationsanalysen mit den Ergebnissen des ST und den in SNpc und
VTA gefundenen Zelldichten durchgefiihrt. Nach 3- bzw. 6-wdchiger THS konnte keine
signifikante Korrelation zwischen dem Ergebnis im ST und der Zelldichte in der SNpc ge-
funden werden (Abbildung 36 und Abbildung 37). Auch zwischen ST und Zelldichte in
der VTA fand sich weder nach drei noch nach 6 Wochen THS eine signifikante Korrela-
tion.

Im nachsten Schritt wurde, um fiir die Zelldichte in der SN zu korrigieren eine Kovari-
anzanalyse durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass der Einfluss der THS auf den ST von der
Hohe der Zelldichte in der SNpc unabhdngig ist (Abbildung 40). Es ist zu beachten, dass
fir letzteren Vergleich nicht wie in Abbildung 28 und Abbildung 29 die Quotienten des

Ergebnisses vor der Stimulation und nach der Stimulation gebildet wurden, sondern die
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Absolutwerte nach Stimulation verwendet werden mussten. Dies ergibt sich aus der Tat-
sache, dass man methodisch bedingt keine pra-post-Vergleichswerte fiir die Histologie
zur Verfliigung hatte und dementsprechend diese beiden Parameter lediglich im Zustand
nach erfolgter Stimulation miteinander vergleichen konnte. Daher erscheint es in Abbil-
dung 40 so, als hatten sich die Tiere durch die Stimulation verbessert, was aber in den
entscheidenderen pra-post-Quotienten nicht der Fall ist.
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass sich:

» eine 3-wochige THS positiv auf die Motorik im ST auswirkt und

» nach 6 Wochen THS ein noch unbekannter Faktor diesen Effekt neutralisiert, wel-

cher nicht in den histologisch betrachteten Regionen SNpc und VTA gefunden

werden konnte.

4.4 Einfluss der THS auf die neuronale Plastizitdt im LC

Im Rahmen der Parkinsonkrankheit spielt nicht nur die Degeneration dopaminerger Zell-
gruppen eine Rolle, sondern auch noradrenerge Strukturen wie der Locus coeruleus sind
vom Zellverlust betroffen (144). Im Rahmen des hier gewahlten Tiermodells bleibt der
LC jedoch vom Toxin unbeeinflusst. Allerdings gibt es Hinweise, dass die STN-THS den
Locus coeruleus im Menschen negativ beeinflusst. Im Rahmen einer groBen post-mor-
tem Analyse an IPS Patienten fand man eine gréRere Last an a -Synuclein Pathologien
im LC, wenn diese zu Lebzeiten eine STN-THS erhalten hatten. Dieser Effekt war auch
sichtbar, nachdem man fiur Krankheitsdauer und -schwere korrigiert hatte (145). Analog
zu diesen Daten wiirde man nach STN-THS eine verminderte Zelldichte TH* Zellen im LC
erwarten. Wie in Abbildung 27 dargestellt, konnte kein solcher Einfluss der THS auf die
Dichte TH* Zellen im LC gefunden werden, weder ipsi- noch kontralateral zur stimulier-
ten Hemisphare. Limitierend ist anzumerken, dass lediglich die 6-Wochen Gruppen un-
tersucht werden konnten, da methodisch bedingt bei einem GroRteil der Gruppen auf

die Konservierung des Hirnstamms verzichtet wurde.
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4.5 Einfluss der THS auf die neuronale Plastizitdt in der VTA

Die VTA unterhalt zahlreiche Verbindungen zum STN und wird von diesem glutamaterg
innerviert (146). Die limbische Region des STN ist in einen Kreislauf mit dem mesolimbi-
schen dopaminergen Pfad tber die VTA und den Ncl. accumbens zu weiteren limbischen
kortikalen Strukturen eingebettet. Die mediale Spitze des Nucleus subthalamicus repra-
sentiert seinen limbischen Anteil. Dieser Subnucleus erhalt Afferenzen u.a. aus dem Nu-
cleus accumbens und der VTA und projiziert zum limbischen Teil der Substantia nigra
und der VTA. Damit ist der STN eine der zentralen Kontrollstationen des limbischen Sys-
tems (120). Innerhalb dieses Modells werden emotionale und motivationale Informati-
onen, welche aus dem medialen prafrontalen Kortex kommen neokortikal integriert, in
den Basalganglien gelernt und im Papez-Neuronenkreis gespeichert (146, S. 424—-425).
Das koénnte erklaren, dass limbische Dysfunktionen nach subthalamischer Stimulation
auftreten, da hier empfindliche Informationen zwischen dem STN und der VTA gestort
werden (147).

Aufgrund dieser Verbindungen wiirde man also analog zu den von zahlreichen Autoren
gefundenen Veranderungen der SN nach STN-THS auch in der VTA eine erhdhte Zell-
dichte durch verminderte Exzitotoxizitat erwarten. In diesem Modell konnte diese Zell-
zahlzunahme sowohl nach 3-wdchiger THS als auch nach 6-woéchiger THS gefunden wer-
den (Abbildung 23 und Abbildung 25). Dieser Zusammenhang ist stabil und iber drei
unabhangige Gruppen nachweisbar. Als Limitation des gewahlten Versuchsdesigns
konnte angefiihrt werden, dass es nur eine liber 3 Wochen mitgefiihrte Kontrollgruppe
mit Scheinstimulation gab. Um einen exakteren Vergleich mit den (iber 6 Wochen beo-
bachteten Tieren zu erhalten, ware es notwendig gewesen, noch eine zweite Kontroll-
gruppe mit lingerer Uberlebenszeit zu haben. Dennoch kann angenommen werden,
dass sich bei lediglich schein-stimulierten Tieren nach 6 Wochen ein dhnliches Ergebnis
gefunden hatte, wie das nach 3 Wochen beobachtete.

Im Gegensatz zur SN gibt es fir die VTA keine Berichte liber adulte Neurogenese. Dieser
Mechanismus ist also zum aktuellen Zeitpunkt aufgrund mangelnder Studien zu diesem

Thema schwer zu diskutieren. Ein phanotypischer Switch durch Transdifferenzierung
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nicht-dopaminerger Interneurone durch die Stimulation ware als der gefundenen er-
hohten Zelldichte TH* Neurone zugrunde liegender Mechanismus denkbar.

Aullerdem gibt es auch flr die VTA Berichte iber durch externe Stimuli angestoRene
Neurotransmitter-Plastizitat (135).

Ungeklart bleibt, warum man diese Veranderungen zwar in der VTA, nicht aber in der
SN findet. Eine mogliche Erklarung ware es, dass der von uns verwendete Elektroden-
zielpunkt zu weit medial-rostral im limbischen Teil des STN gewahlt wurde. Insbeson-
dere aus diesem Teil des STN gelangen Efferenzen zur VTA (146). Diese Hypothese gilt

es in zukiinftigen Versuchsdesigns zu falsifizieren.

4.6 Einfluss der Zelldichte auf das Angstverhalten

Wie weiter oben erldutert gibt es aktuell eine sehr kontroverse Studienlage zum Thema
psychiatrische Effekte der STN-THS. Es ist weiterhin unklar, ob die THS psychiatrische
Symptome verursacht, keinen Einfluss hat, oder sie eher verbessert. Beschrieben sind
sowohl Angst, Depression als auch Apathie nach THS (63, 72). Obwohl einige Autoren
auch von einer Verbesserung psychiatrischer Symptome berichten, ist aktuell vor Beginn
einer THS zu prifen, ob eine vorbestehende psychiatrische Erkrankung besteht und es
gilt in diesem Fall die Indikation zur THS kritisch zu Giberprifen.

Im Tiermodell wurde durch Reymann und Mitarbeiter [2013] (148) gezeigt, dass eine
bilaterale Lasion des STN zur vermehrten Auspragung von dngstlichem Verhalten bei
den Tieren flihrt. Diese Studie bestatigt eindriicklich den Einfluss des STN auf limbische
Funktionen.

In unserem Modell wurde als Test um das Angstlichkeitsverhalten der Tiere zu quantifi-
zieren der Open-Field-Test durchgefiihrt. Betrachtet man den Einfluss der Stimulation
auf die Ergebnisse im OFT, so findet sich nach 3 Wochen Stimulation ein signifikant
schlechteres Abschneiden der Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe mit Scheinstimula-
tion (Abbildung 30). Dieser Effekt ist nach 6 Wochen allerdings nicht mehr nachweisbar
(Abbildung 31). Es konnte folglich das kurzfristige Auftreten von gesteigertem Angstlich-
keitsverhalten nach STN-THS bestatigt werden, wobei dieses im weiteren Verlauf der

Therapie wieder verschwindet. Nach 6 Wochen kdnnte ein Lern- und Gewohnungseffekt



Diskussion 71

eine Rolle spielen, da die Tiere die Bedingungen im OFT bereits kennen. Um diesen Ef-
fekt gering zu halten, wurde die Anzahl der Testungen auf drei Mal pro Lebenszeit eines
Tieres reduziert. In zuklinftigen Versuchsdesigns ware es auBerdem wiinschenswert, zu-
satzliche spezifische Verhaltenstests wie den elevated plus maze zu verwenden, da der
OFT nicht nur durch Angstverhalten, sondern auch durch das generelle lokomotorische
Aktivitatsniveau des Tieres beeinflusst wird.

Eine zentrale Frage, die die Daten aufwirft ist, inwiefern sich die in der VTA gefundene
erhéhte Zelldichte mit dem durch die THS verursachten Angstlichkeitsverhalten in Ver-
bindung bringen lasst. Diesbeziiglich wurde zunachst versucht, die Parameter: ,Zell-
dichte in der VTA” und ,zurlickgelegte Wegstrecke im OFT“ mittels Korrelationsanalyse
zu untersuchen.

Uberraschenderweise korreliert eine erhéhte Zelldichte in der VTA nach 6 Wochen eher
mit einem guten Ergebnis im OFT und damit einem tendenziell geringeren Angstlich-
keitsverhalten (Abbildung 35). Nach 3 Wochen Stimulation ist dies noch nicht der Fall.
Hier findet sich kein Zusammenhang zwischen Zelldichte und Angstlichkeitsverhalten
(Abbildung 34).

Auch fiir die SNpc lasst sich kein Zusammenhang zwischen Zelldichte und Angstlichkeits-
verhalten feststellen. Weder nach 3- noch nach 6-woéchiger THS gibt es eine signifikante
Korrelation (Abbildung 38 und Abbildung 39).

Die Erkenntnis, dass eine verminderte Anzahl/Aktivitat dopaminerger Zellen in der VTA
mit dem Auftreten von depressivem oder angstlichem Verhalten zusammenhangt
wurde bereits von zahlreichen Autoren berichtet (149-151). Allerdings ist anzumerken,
dass die Organisation der VTA komplex ist und unterschiedliche Subpopulationen dopa-
minerger Neurone existieren, welche nicht nur zu verschiedenen Hirnregionen projizie-
ren, sondern sich funktionell erheblich unterscheiden (152—-154). An dieser Stelle kann
also weder mit Sicherheit gesagt werden, innerhalb welcher Gruppe von Nervenzellen
die THS zu einer Veranderung gefiihrt hat, noch welche dopaminergen Zellgruppen der
VTA aktiviert wurden, um zu einem verminderten Angstlichkeitsverhalten zu fiihren.
Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die THS des STN zu einer erhohten Zell-

dichte TH* VTA-Neurone fihrt, welche wiederum mit einem besseren Ergebnis im OFT
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korreliert. Offen bleibt, warum sich diese Korrelation nach 6-wdchiger, nicht aber nach
3-wdchiger Stimulation findet. Sollte es sich bei den gefundenen Nervenzellen um pha-
notypisch veranderte Nervenzellen handeln, kénnte es sein, dass diese zunachst funkti-
onell in bestehende Regelkreise integriert werden miissen und diese Anpassungsvor-
gange nach 3 Wochen nicht abgeschlossen sind. Auch fiir die Hypothese der Neuropro-
tektion durch verminderte Exzitotoxizitat kann eine gewisse Latenz der Wirkung ange-
nommen werden.
In Kenntnis dieser Zusammenhange muss die Zellzahl in der VTA als eine das Ergebnis
des OFT positiv beeinflussende Kovariate angesehen werden. Um deren Einfluss ent-
sprechend zu berlicksichtigen wurde eine Kovarianzanalyse mit dem Ziel durchgefiihrt,
den Einfluss der THS auf das Angstverhalten im OFT unabhangig von der Zellzahl in der
VTA zu beurteilen. Diese Zusammenhange sind in Abbildung 41 und Abbildung 42 dar-
gestellt. Hier ist zu erkennen, dass die Tiere durch die Stimulation nach 3 Wochen
schlechter im OFT abschneiden wahrend dieser Effekt nach 6 Wochen nicht mehr vor-
handen ist. Bezieht man nun die Zelldichte in der VTA als Kovariate mit ein, dann redu-
ziert sich der durch sie verursachte positive Einfluss auf das Ergebnis im OFT und der
Einfluss der THS wird sichtbar im Sinne eines signifikant schlechteren Abschneidens auch
nach 6 Wochen. Dieser Effekt ist fiir die Gruppe signifikant, welche einer 3-wéchigen
THS unterzogen wurde, die Tiere allerdings Gber weitere drei Wochen nach Abschalten
des Stimulators beobachtet und getestet wurden. Fir die Gruppe mit sechs Wochen
durchgangiger THS findet sich ebenfalls ein schlechteres Abschneiden im OFT, allerdings
lediglich als statistischer Trend (p = 0,072).
Diese Kausalkette fihrt zu zwei Schlussfolgerungen:
1. Der negative Einfluss auf das Angstverhalten durch die THS scheint von der Region
VTA unabhéngig zu sein.
2. Der gefundene Effekt wird nach 3 Wochen Stimulation angestof3en, ist aber erst nach
6 Wochen nachweisbar.

Letzteres vermutlich durch die o.g. notige funktionelle Integration der VTA Neurone.



Diskussion 73

In dieser Arbeit konnten also drei unabhangig voneinander bestehende Effekte der THS
gezeigt werden:
» die THS hat eine neurorestaurative Wirkung auf dopaminerge Nervenzellen der
Area tegmentalis ventralis,
» die THS fihrt zu psychiatrischen Nebenwirkugnen im Sinne eines gesteigerten
Angstverhaltens und
» die neurorestaurative Wirkung auf die VTA neutralisiert nach 6 Wochen das ei-

gentlich durch die STN Stimulation verursachte Angstverhalten.

Da die VTA nicht fiir die gefundene THS-abhangige Verhaltensanderung verantwortlich
zu sein scheint, stellt sich die Frage, wie die STN-THS zu dem auch bei zahlreichen Pati-
enten gefundenen Symptom Angst fihren kann. Der STN ist ein kleines Kerngebiet von
etwa 167 mm? (beim Menschen) in dessen unmittelbarer Ndhe sich zahlreiche sensible
Strukturen befinden. Eine Elektrodenlokalisation in seinem limbischen Teil (mediale
Spitze) kann nicht nur zur Beeinflussung von mit dieser Region efferent verbundenen
Arealen fihren, sondern auch zur unbeabsichtigten Stimulation benachbarter Areale
wie bspw. des MVB. Innerhalb des MVB ziehen zahlreiche Fasern zur Amygdala, eine eng
mit Angstlichkeitsverhalten assoziierte Region. Andere benachbarte limbische Struktu-
ren beinhalten die Zona incerta sowie den lateralen Hypothalamus (155). Letzterer un-
terhalt wiederum Verbindungen zum Nucleus accumbens und hat daher ebenfalls einen
Einfluss auf limbische Funktionen (156). Insgesamt sind die psychiatrischen Nebenwir-
kungen der STN-THS also stark von der Mikrolage der Elektrode innerhalb des STN ab-
hangig (157, 158). Fir eine Elektrodenlage in zu enger Beziehung zum limbischen Sub-
nukleus des STN ist bereits ein Zusammenhang mit dem vermehrten Auftreten psychi-
atrischer Symptome wie Apathie beschrieben (159, 160). Die effektivste Elektrodenlage

innerhalb des STN befindet sich wohl in dessen lateraler anterodorsaler Subregion (121).

4.7 Ausblick
Es bedarf weiterer Forschung, um herauszufinden, in welcher Weise die STN-THS zu psy-

chiatrischen Nebeneffekten fiihrt. Es bleibt letztlich unklar, ob die gefundenen Effekte
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durch eine direkte Beeinflussung des limbischen STN-Anteils oder durch akzidentielle
Stimulation benachbarter Strukturen vermittelt werden. Diesbezlglich sind weitere Un-
tersuchungen zum Einfluss der exakten Mikrolage der Elektrode, aber auch zur Auswir-
kung der Modifikation unterschiedlicher Stimulationsparameter (Pulsdauer, Intensitat,
Frequenz) notwendig.

Weiterhin ware es wiinschenswert eine héhere GruppengroRe zur Verfligung zu haben,
um die statistische Aussagekraft zu erhéhen und diesbezliglich noch eine nicht-stimu-
lierte 6-Wochen Kontrollgruppe mitzufiihren.

AulRerdem sollte in zuklnftigen Versuchsdesigns eine differenziertere Darstellung der
VTA Neurone erfolgen, um eine bessere Aussage liber den Ursprung und die Funktiona-
litat dieser Zellen und damit Giber die moégliche neurorestaurative Wirkung der THS zu
erhalten. Dies ist mit unterschiedlichen Fluoreszenzmarkern wie c-fos oder BrdU mog-
lich, welche als Aktivitats- bzw. Proliferationsmarker fungieren kénnen. Insbesondere
um eine Coexpression anderer klassischer Neurotransmitter mit Dopamin nachzuweisen
mussten Mehrfachfarbungen mit bspw. GABA oder Glutamat erfolgen angefertigt wer-
den.

Im Bereich der Verhaltenstests muss nach aussagekraftigeren Tests gesucht werden, um
insbesondere das Angstverhalten der Tiere besser quantifizieren zu kénnen. Dies ist

nicht nur im Tiermodell, sondern auch beim Menschen eine Herausforderung.
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5 Thesen

Die Tiefe Hirnstimulation des Nucleus subthalamicus ist ein sicheres, etabliertes Verfahren in
der Behandlung des Idiopathischen Parkinsonsyndroms, dessen exakte Wirkmechanismen al-

lerdings weiterhin unklar sind.

Psychiatrische Nebeneffekte limitieren den Einsatz der Tiefen Hirnstimulation und sind stark

abhangig von der genauen Lage der Elektrode.

Der Nucleus subthalamicus ist ein heterogenes Kerngebiet, dessen funktionelle Unterteilung
noch zu wenig in der Zielfindung der optimalen Elektrodenlage und der dadurch ausgeldsten

Effekte berticksichtigt wird.

Die Tiefe Hirnstimulation des Nucleus subthalamicus verbessert effektiv motorische Symptome

von Patienten mit Idiopathischem Parkinsonsyndrom

Die Tiefe Hirnstimulation des Nucleus subthalamicus ist im Parkinson-Tiermodell in der Lage,
Uber neurorestaurative Effekte krankheitsmodifizierend zu wirken und ein frilherer Einsatz im

Krankheitsverlauf sollte erwogen werden.

Neurorestaurative Effekte haben nicht nur einen Einfluss auf die Motorik, sondern kénnen

auch Verhaltensanderungen herbeifiihren.

Die durch die Tiefe Hirnstimulation des Nucleus subthalamicus ausgeldsten psychiatrischen Ne-
benwirkungen kénnen im Parkinson-Tiermodell durch angestoRene neurorestaurative Effekte

neutralisiert werden.

Durch weitere Miniaturisierung und Verbesserung der Spannungsfelder der Elektroden kénnen
zuklnftig unerwiinschte Stimulationen benachbarter Kerngebiete oder funktionell unter-
schiedlicher Subnuclei des STN vermieden und dadurch die Wirksamkeit und Vertraglichkeit

der THS gesteigert und mogliche restaurative Effekte optimiert werden.
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Anhang A: Materialien

Verbrauchsmaterial/Gerat

Hersteller

Desktop-PC (16GB RAM, Intel
Duocore)

Hewlett-Packard, Boblingen, D

Hamilton Mikroliterspritze (5 ul)

Postnova Analytics, Landsberg/Lech, D

Mikroskop VHX-5000, KEYENCE

KEYENCE Deutschland GmbH, Neu-Isenburg,

D

ReaktionsgefaRe (1,5 ml)

Eppendorf, Hamburg, D

Monoclonal anti-tyrosine hydrox-
ylase clone TH-2

Sigma-Aldrich, Inc. , USA

Biotinylierter horse anti-mouse-IgG-
AK Vectastain Elite

Vector Laboratories, Burlingame, USA

BSA biotinfrei 3%

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

DAB (3,3’-diaminobenzidin) Peroxi-

dase Substrat Kit

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Ethylenglykol >99%

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Glycerin >98%, Ph.Eur., wasserfrei

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Normal Horse Serum (NHS)

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Phosphate-Buffered Saline (PBS) 7.4
(10X) liquid

Life Technologies Europe BV, NL

Triton X 100

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Wasserstoffperoxid 35%

Merk, Darmstadt, D

Leica CV Mount

Leica Biosystems, Wetzlar, D

Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex

Vector Laboratories, Burlingame, USA

(ABC-Kit)

Schiittler Leica Biosystems, Wetzlar, D

15mm Sieb Costar 3477, Netwell Permeable Supports
Magnetriihrer Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Aqguarellmalpinsel Rotmarderhaar,

9951

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Stereo-Investigator Software v8.0

MicroBrightField Bioscience, USA

Lichtmikroskop BX51

Olympus, Tokyo, Japan

Digitalkamera CX9000

MicroBrightField Bioscience, USA




Anhang B: Versuchsablauf

Tage

.1 Ankunft (Ratten ~ 200-250g)

| Handling + Training ST

8 ST

9 Training OFT

10 OFT

11 Meal feeding (1 h/Tag)
12 Meal feeding

13 Meal feeding + Training CT
| |14 Meal feeding + Training CT
15 €T

Pra-Lasion

16 6-OHDA-Lasion (Raten ~ 300g)

_1 1 Erholungsphase
30 1. Apomorphin- Injektion
31 RT + Gruppeneinteilung

Post-Lasion

! Erholungsphase

41 Elektroden-Implantation (Ratten ~ 450g)

49 chronische Instrumentierung + Start THS

1

_/[ 3Tage;&

i g
61 OFT

Post-THS 3d
Post-THS 3w

53 RT T
l
66 CT

74 OFT

/1 3Wochenﬁ+3Tage off@
70 RT ™
71
- 21
[}
79 cT |

l
57 ST
¥67 Perfusion:
Gruppen: 6-OHDA_uni_3d

72 ST
73
¥ 80 Perfusion:
Gruppen: 6-OHDA_uni_3w/3w+3d off

6-OHDA_bi_3d 6-OHDA_bi_3w
Schein_bi_3d Schein_bi_3w
///2 6 Wochen //‘/l 3Wochenﬁ&+3 Wochen@
5 91 RT 7 91 RT 7
92 w192
a []93 st EEE 93 ST
= [Joa — ﬁ 2& [ ]94 —
2 []95 oFT S = ]95 OFT
g ! =Y
[ {100cT | 100CT _

101 Perfusion:
Gruppen: 6-OHDA_uni_bw
Schein_uni_6w

Y101 Perfusion:
Gruppen: 6-OHDA_uni_3w+3w offf

RT = Rotationstest, ST = Stepping-Test, OFT = Open-Field-Test, CT = Korridor-Test
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Anhang C: Protokoll Anfertigung von Kryostatschnitten 2

Gehirne fixieren und entwassern

nach Abschluss der Versuche wurden die Ratten mit Paraformaldehyd per-
fundiert und die Gehirne entnommen

Falcons mit Paraformaldehyd fiillen und beschriften

Gehirne in die Falcons Uberflihren und bei 4°C (iber Nacht, max. 2 Tage
fixieren (ansonsten Gefahr der Uberfixierung, schlecht fiir AK- Bindung)
danach Gehirne in 20% Sucrose (Haushaltszucker) in PBS tberfiihren Gber

Nacht bei 4°C bis Hirne abgesunken sind Gehirne tieffrieren

Kryostat 30 min vor Beginn der Arbeit auf -30°C stellen

kleine gquadratische Alufolien vorbereiten und in den Kryostaten legen,
kleine Papierschnipsel mit entsprechenden Tiernummern beschriftet (Blei-
stift) ebenso

Isopentan (bei -80°C in mehreren kleinen Flaschen zu 250 ml lagern) in ei-
nen Plastikbecher fillen, der in einem Styroporzylinder steht und in den
Kryostaten stellen

Temperatur messen: Soll: ca. -50°C bis -60°C

die Sucrose aus dem Falcon mit dem Gehirn vorsichtig tiber dem Ausguss
ausschitten - Falcon in den Kryostaten legen

Hirn vorsichtig mit Pinzette herausnehmen und auf ein Kiichentuch abtup-
fen

Gehirne fir 5 min in -50°C bis -60°C kaltes Isopentan geben

danach vorsichtig auf Kiichentuch legen (um letzte Feuchtigkeit aufzusau-
gen)

Gehirne auf die zugeschnittene Alufolie legen und zusammen mit einem
Papierzettel mit der Tiernummer einwickeln

in beschrifteten Pappkartons (mit Gruppenbezeichnung) bei -80°C lagern

2 protokoll erstellt von Kathrin Badstiibner-Meeske, Forschungslabor fiir experimentelle Neurolo-
gie, Klinik fir Neurologie, Universitatsmedizin Rostock

X1



Isopentan zurlickschitten (kann wiederverwendet werden) Kryoschnitte
anfertigen
Kryoprotektionslosung ansetzten: o 30% Ethylenglycol o0 25% Glycerin oin

PBS gelost
1 1: 300 ml Ethylenglykol + 250 ml Glycerin auf 1 | auffiillen mit PBS

die Gehirne sollten ca. 30 min ruhen bevor sie geschnitten werden (in der
Zeit alles vorbereiten)

Tissue Tek auf den Pilz geben (RT) und einen Zylinder gerade daraufsetzen
(wichtig fir flat skull Position des Gehirnes) und im Kryostaten anfrieren
ein Tropfen Tissue Tek innen an den Rand des Zylinders geben

das Gehirn mit einer Pipette greifen und mit der langen Stirnseite an den
inneren Rand des Zylinders moglichst gerade aufsetzen (optische Kon-
trolle, notfalls nachjustieren) und anfrieren lassen

wenn komplett angefroren, dann vorsichtig den Zylinder durch leichtes
Drehen entfernen

das Gehirn mit Tissue TEK nochmals ,Ummanteln” und anfrieren

Pilz einspannen und ausjustieren, dass der Anschnitt genau gerade erfolgt
an der rechten Seite mit einer Klinge den Cortex anschneiden, um spater
die Ausrichtung der Schnitte zu ermitteln

spater wenn der duBere Bereich sich vom Schnitt |6st (im Bereich Sth/SN),
mit einer Kanile mittig im Gehirn rechts einstechen

Klinge Einsetzen

Schnittdicke 30um einstellen

Kammertemperatur 21°C, OT 17-18°C, Winkel 0-3°C

solange anschneiden bis man sich im gewtlinschten Bereich befindet

die Schnitte mit einem Pinsel, den man immer mit PBS splilt, in Wells mit
Kryoprotektionslosung liberfiihren

dabei das Schneideschema einhalten

Die Schnitte in den Wells mit Kryoprotektionslésung kdnnen in Alufolie um-

wickelt bei -20° Gber einen langeren Zeitraum gelagert werden.

Xl



Anhang D: Protokoll TH-Farbung?

Immunhistochemische Farbung (ABC Methode) von Tyrosinhydroxylase mittels
DAB-Visualisierung und Nickelionenverstarkung von 30 um dicken Kryoschnitten
des Rattenhirns (Farbung der Bereiche SN und PTg).

Die Schnitte liegen in Kryoprotektionslosung (30% Ethylenglycol und 25% Glycerol
in Phosphatgepufferter Saline (PBS)) bei -20°C vor. Die Farbung erfolgt im ,Free
floating“-Verfahren in 12 Well Zellkulturschalen, wobei sich in jedem Well 3

Schnitte von 30 um Dicke befinden.

Tag 1 (TH-Farbung)

1.) Schnitte mittels Pinsel aus der Kryolosung in beschriftete Wells mit PBS

geben

2.) Schnitte waschen

2 x 10 min in 2 ml PBS pro Well bei RT schiitteln (90 rpm)

3.) Endogene Peroxidase blocken
15 min in 3% H.0: (in PBS) bei RT schiitteln (90 rpm)

Stammlosung 35% H,0, Verdiunnung 1:11,7

2 ml pro Well x Wells = ml Endvolumen werden bendtigt
1:11,7 ml
X: ml Endvolumen x = ml 35% H,0>
ml PBS + ml 35% H,0; = ml Endvolumen

4.) Waschen (1) Entfernen des tberschissigen H,0;

2 x 10 min in 2 ml PBS pro Well bei RT schiitteln (90 rpm)

3 Protokoll erstellt von Franziska Alfen (MTA), Forschungslabor fiir experimentelle
Neurologie, Klinik und Poliklinik fiir Neurologie, Universitatsmedizin Rostock
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5.) Blocken von unspezifischen Bindungsstellen
1 h in 3% BSA biotinfrei + 1:67 normales Pferdeserum (normal horse se-
rum, NHS) in 0,05% Triton X 100 in PBS bei RT schiitteln (70 rpm)
0,6 mlproWellx = mlEndvolumen werden benétigt

3% BSA in 0,05% Triton X 100 in PBS

3% = 3g :100 ml

X . mlEndvolumenx=___ gBSA
___gBSAeinwiegenundin ____mIl0,05% Triton X100 in
PBS I6sen, auf dem Magnetrihrer erhitzen und riihren las-
sen
NHS
1:67

X: ml Endvolumen x=___ ml 100% NHS

ml 3% BSA in 0,05% Triton X 100 in PBS + ml 100% NHS

= ml Endvolumen

6.) Erste Antikorperinkubation
Primar-AK: Maus (mouse) Anti-TH liber Nacht bei 4°C schiitteln (70 rpm)
Stammldsung B Verdinnung 1:1000 in 1% BSA 0,025% Triton X 100 in PBS
0,6 mlproWellx__ Wells=___ ml Endvolumen werden benétigt
Ein Well mit PBS fiillen als Negativkontrolle. 1% BSA in 0,025% TX in
doppelter Menge ansetzen, da es auch fir die Zweitantikérperinku-

bation benétigt wird.

BSA
1% = 1lg :100 ml
X : ml Endvolumen x = g BSA

> 2Xx g BSA einwiegen und in 2 x ml 0,025% Triton X

|6sen,

bY



rihrend auf Magnetrihrer erhitzen, vor Benutzung auf RT abkih-

len lassen

Antikorper
1:1000

X: ml Endvolumen X = ml = pl Mouse-Anti-TH-

AK

> ml 1% BSA in 0,025% Triton X 100 + ml Mouse-Anti-TH-

A

= ml Endvolumen

Tag 2 (TH-Farbung)

7.) Waschen: 2 x 10 min in 2 ml PBS pro Well bei RT schiitteln (90 rpm)

8.) Zweite Antikorperinkubation
Sekundar-AK biotinyliert: Pferd (horse) Anti-Mouse-IgG (Vectastain Elite)
liber Nacht bei 4°C schiitteln (70 rpm, oder 2h bei RT)
Stammldsung B Verdinnung 1:200 in 1% BSA 0,025% Triton X 100 in PBS

0,6 ml pro Well x ___Wells =___ml Endvolumen werden bendtigt
Antikorper
1:200 ml
X: ml x= ml = pl Horse-Anti-Mouse-IgG-AK

ml 1% BSA in 0,025% Triton X 100 + ml Horse-Anti-

Mouse-lgG-AK = ml Endvolumen

Tag 3 (TH-Farbung)
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9.) Vorbereitung der ABC-Losung
Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex (ABC-Kit, Vectastain Elite) vorberei-
ten durch 30 min Vorinkubation bei RT auf Magnetriihrer

0,6 ml proWellx___ Wells = ml Endvolumen werden benotigt

Solution A 1:50 + Solution B 1:50 in PBS

1: 50 ml
X: ml  x= ml = pl Solution A bzw. B

ml PBS + pl Solution A + ul Solution B = ml
Endvolumen

10.) Waschen: 2 x 10 min in 2 ml PBS pro Well bei RT schiitteln (90 rpm)

11.) ABC-Inkubation
1 h in ABC-L6sung bei RT schiitteln (70 rpm)
0,6 ml der vorbereiteten Losung werden in Wells eingefillt und die

Schnitte Gberfuhrt

12.) Waschen

2 x 10 min in 2 ml PBS pro Well bei RT schiitteln (90 rpm)

13.) Vorbereitung DAB-L6sung aus KIT

1. H20 dest 20ml

+Buffer stock 8 Tropfen Mischen
2. +DAB stock 16 Tropfen Mischen
3. +Hydrogen Peroxidase Solution 8 Tropfen Mischen
4, +Nickel Solution 8 Tropfen Mischen

XV



Losung in Wells geben, Schnitte hinzu; Farbung sehr stark: 2-5 min reichen.

15.) Farbereaktion abstoppen durch Uberfiihren der Schnitte in eine neue

Platte mit PBS und 10 min in 2 ml PBS bei RT schitteln (90 rpm)

16.) nochmaliges Waschen in 2 ml PBS, da Schnitte noch nachfarben

Schnitte kdnnen bei 4°C und 70 rpm mehrere Tage gelagert werden

17.) Aufziehen der gefarbten Schnitte auf OT
Schnitte in Schale mit 1 x PBS 1:10 verdiinnt geben und mit Pinsel
auf OT platzieren (3 Schnitte pro OT in richtiger Reihenfolge: siehe
Paxinos und Watson [2007]

18.) Trocknen

30 min OT bei RT lufttrocknen

19.) Eindecken vorbereiten

2 x 5 min in Xylen (Dimethylbenzen) gut spiilen

20.) Eindecken

mit Deckgldschen in Leica Mount eindecken

Abb. 47: Beispiel fir TH-Farbung
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