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ABSTRACT

Abstract

Bei der Tiefen Hirnstimulation (THS) handelt es sich um ein in der heutigen Zeit etabliertes
Verfahren, mit dessen Hilfe Bewegungsstérungen, wie der Morbus Parkinson, therapiert
beziehungsweise die auftretenden Symptome gelindert werden kdnnen. Trotz des weitver-
breiteten Einsatzes und umfangreicher Forschungen ist der genaue Wirkmechanismus der
THS bis zum heutigen Tage nicht abschlieend geklart. Fur die Erforschung von Wirkungs-
weisen der THS wurde bislang neben klinischen Forschungsbemiihungen vor allem auf
entsprechende Tiermodelle, mit flir die spezifischen Versuche angepassten Stimulator-Sys-
temen, zuruckgegriffen. Weitverbreitet sind hierbei Stimulator-Systeme, bei denen eine
extrakorporale Stimulationseinheit mit einer intrakorporalen Elektrode, Gber eine Kabelver-
bindung in Kontakt steht. Je nach Anforderung wird die Stimulationseinheit hierbei stationar
oder mobil an den Tieren befestigt. Bei einem bereits etablierten System erfolgt die Unter-
bringung der extrakorporalen Stimulationseinheit in einer ,rucksackahnlichen* Haltevorrich-
tung im Schulterbereich von Ratten. Dieses Modell ermdglicht bereits die Durchfiihrung von
Langzeitversuchen ohne Mobilitatseinschrankungen der Versuchstiere und soll daher in
dieser Arbeit als Standardverfahren angesehen werden. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte
eine Uberprifung der Funktionalitat des THS-Standardverfahrens im Tiermodell der Ratte.
Die durchgefiihrten Versuche konnten die Validitat des verwendeten Tiermodells, dem 6-
OHDA-Hemiparkinsonmodell der Ratte, erneut nachweisen. Zur Beurteilung der Funktiona-
litdt wurden bei den Tieren Verhaltenstests, wie der Stepping- beziehungsweise Korridor-
Test, durchgefihrt. Hierbei erfolgt die Beurteilung der bei dem Tiermodell experimentell er-
zeugten, Parkinson-typischen Symptome der Akinesie und des sensomotorischen
Neglects. Nach entsprechend einseitiger Symptominduktion, durch unilaterale Lasionierung
der Substantia nigra (SN), wurden die Daten der zuvor beschriebenen Tests im Seitenver-
gleich betrachtet und somit die erfolgreiche Induktion eines Hemiparkinson-Modells im Tier-
modell der Ratte erneut erfolgreich dargelegt. Es ergab sich im Stepping-Test ein signifi-
kanter Unterschied der ermittelten Berechnungsgréfe fir die Akinesie im Seitenvergleich
von etwa 25 Prozent. In der Betrachtung des sensomotorischen Neglects ergab sich eine
Seitendifferenz von Gber 50 Prozent. Der Einsatz des standardisierten Stimulationsverfah-
rens mit extrakorporal befestigter Stimulationseinheit, ergab eine Reduktion der Seitendif-
ferenz im Stepping-Test um circa acht Prozent und im Korridor-Test um circa funf Prozent,
im Vergleich zur nicht I&sionierten Kontrollgruppe. Somit fuhrt die Neurostimulation mit dem
Standardverfahren zwar zu einer Symptomreduktion, jedoch lasst sich weiterhin ein deutli-

ches Symptomresiduum beobachten.

Neben den funktionellen Testungen wurden die Tiere auch hinsichtlich ihres Wohlbefindens

und dem hieraus abgeleiteten Belastungsgrad beurteilt. Neben technischen Problematiken,
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wie Beschadigungen oder Dislokationen der extrakorporal angebrachten Stimulationsein-
heiten, fiel bei dem verwendeten Standardmodell ebenfalls eine durchgehend erhéhte Tier-
belastung auf. Es zeigte sich eine durchgehende Depression, beziehungsweise verzogerte

Regression des Korpergewichtes.

Neben der Testung des Standardverfahrens mit extrakorporaler Stimulationseinheit erfolgte
im Rahmen dieser Arbeit auch die erstmalige Verwendung eines weiterentwickelten Stimu-
latorsystems. Bei diesem neuartigen Modell wurde die Stimulationseinheit intrakorporal ein-
gebracht und mittels subkutan verlaufender Kabel mit der Stimulationselektrode verbunden,
hierfir wurde eine biokompatible und implantationsfahige Verkapselung entwickelt. Es ge-
lang, dass neu entwickelte Stimulatorsystem operativ in den Rattensitus zu implantieren. In
der Nachbeobachtung der Tiere mit intrakorporalen Stimulationseinheiten fiel eine gunsti-
gere Belastungssituation, mit flir den Beobachtungszeitraum positivem Kérpergewichtsver-
lauf, auf. Bei den verwendeten Tieren mit intrakorporaler Stimulationseinheit handelte es
sich, aufgrund von behérdlichen Auflagen, zunachst nur um sogenannte ,non-responder*-
Tiere. Dies sind Tiere mit unzureichender Ansprechrate nach unilateraler Lasion der Sub-
stantia Nigra. Aus diesem Grund Iasst sich noch kein direkter Vergleich des Neuentwickel-
ten mit dem Standarttestverfahren darstellen. Tendenziell Iasst sich hieraus jedoch die The-
orie ableiten, dass es sich bei dem mittels Halterung extrakorporal befestigten THS-System
(Standardverfahren) um eine Storquelle handelt, welche die Testergebnisse in den durch-
geflhrten Verhaltenstests negativ beeinflusste. Auch wenn, aus Griinden der behérdlichen
Genehmigung, die erneute Durchfiihrung von Verhaltenstests in dieser Arbeit noch nicht
moglich war, so lassen die guten Ergebnisse des neuen, vollimplantierbaren THS-Systems
auf eine Verbesserung der Testergebnisse hoffen und dienen somit als Grundlage fir wei-

tere Versuchsdurchfihrungen.

Die vorliegende Dissertation dient als Grundlagenarbeit flr weitergehende Versuche. Die
Ergebnisse der Studie wurden unter dem Thema: , The software defined implantable modu-
lar platform (STELLA) for preclinical deep brain stimulation research in rodents” im Journal

of Neural Engineering veroffentlicht (Plocksties et al., 2021a).
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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Tiefe Hirnstimulation (THS)

1.1.1 Historie und Verlauf

Die Geschichte der THS reicht bereits einige Jahrzehnte zurick. Méglich wurde diese Ent-
wicklung durch das zunehmende Verstandnis von physiologischen Schaltablaufen und Pro-
zessen im menschlichen Gehirn. So konnte die irrtimliche Annahme, dass eine chirurgi-
sche Intervention im Bereich der Basalganglien nicht moéglich ist, widerlegt werden (Dandy
and Kdébcke, 1938). Bestatigt wurde die Annahme durch die erstmalige Resektion von An-
teilen der Basalganglien durch den Neurochirurgen R. Meyers im Jahre 1939. Der operierte
Patient zeigte anschlieliend keinerlei Beeintrachtigungen des Bewusstseins, jedoch eine

deutliche Linderung, der vorab bestehenden Parkinsonsymptomatik (Abel et al., 2016).

Klinisch etabliert wurden lasionelle Operationen zur Linderung von Bewegungsstorungen
mittels gezielter Zerstérung von Nervengewebe. Dies wurde jedoch erst mit der Entwicklung
einer Apparatur zur stereotaktischen Durchfliihrung neurochirurgischer Eingriffe durch A.
Spiegel und H. Wycis im Jahre 1947 mdglich (Spiegel et al., 1947). Sowohl bei Bewe-
gungsstorungen als auch bei psychiatrischen Erkrankungen, erzielten lasionelle Operati-
onsverfahren Erfolge in der Behandlung, sodass diese Form der operativen Therapie in den
1970er-Jahren ihren Hohepunkt erreichte (Rzesnitzek et al., 2019). Eine Begriindung hier-
fur lag an fehlenden Alternativen, beispielsweise einer pharmakologischen Therapie (Hariz
et al., 2010). Daher erscheint es nicht verwunderlich, dass mit Verbesserung der medika-
mentdsen Behandlungsoptionen, sei es durch die Entwicklung von L-Dopa in der Therapie
des Morbus Parkinson oder der Einfihrung von Psychopharmaka in der psychiatrischen
Therapie, ein deutlicher Rlickgang derartiger Operationen zu verzeichnen war (Holtzheimer
and Mayberg, 2011).

Die trotz optimaler, medikamentdser Therapie persistierenden Symptome vieler Patienten
fuhrten jedoch in den 1990er-Jahren zu einer Wiederbelebung der in den Hintergrund ge-
tretenen Operationsmethoden. Befeuert wurde dies durch die maf3geblich von dem franz6-
sischen Neurochirurgen A. Benabid (Benabid et al., 1987) weiterentwickelte Moglichkeit,
moderne Neurostimulationssysteme als Ersatz fur irreversible Lasionen zu implantieren
(Neumann et al., 2019). Somit gilt Benabid mit seiner im Jahre 1987 erstmals publizierten
Beschreibung Uber Erfolge der THS bei Tremorpatienten als einer der Grindungsvater der
heutigen THS-Therapie (Benabid et al., 1987).
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1.1.2 Konzepte zur Wirkungsweise

Trotz intensiver Forschungsbemuiihungen Uber die Wirkungsweisen der THS sind bis zum
heutigen Tage viele Aspekte ungeklart. Klinische Beobachtungen bei THS-therapierten Pa-
tienten konnten zeitliche Divergenzen bei verschiedenen, THS-responsiven Symptomen
zeigen (siehe Tab. 1). So lassen sich die therapeutischen Auswirkungen der THS in akute
und chronische Effekte mit unterschiedlichen molekularen Wirkansatzen unterteilen. Auch
konnten unterschiedliche Effekte, in Abhangigkeit vom Abstand des Nervengewebes zu den

Elektroden, gezeigt werden (Wichmann and DelLong, 2016).

Die meisten Erkenntnisse zu den Mechanismen der THS entstammen Forschungsarbeiten
zum idiopathischen Parkinsonsyndrom (IPS). Ein abschlieRendes Verstandnis der Tiefen
Hirnstimulation oder die Ubertragbarkeit auf andere THS-responsive Krankheitsbilder ist in

vielen Fallen bislang jedoch noch nicht moglich (Malek, 2019).

Tabelle 1:  Symptome & Wirkmechanismen der THS

Sekunden-Minuten e Frequenzabhangige Modulation neuronaler Ubertragung
¢ Depolarisationsblockade (Na, K)
e Axonale/somatische Entkopplung

Minuten-Tage o Lokale GABA-Freisetzung
e Somatische Hyperpolarisation
e Adenosinfreisetzung
e Glutamatabnahme

Mechanismus

e Unterdrickung pathologischer Oszillationen

Tage-Wochen e Langzeitpotenzierung und Depression

e Modulation der Neurotransmitterfreisetzung vor- und nach-
geschalteter Areale

Wochen-Monate e Neurogenese

Sekunden-Minuten e Effekte auf Tremor (ET, IPS)

Minuten-Tage e Schmerzen
o Effekte auf Rigor und Bradykinese (IPS)

Klinisches
Ansprechen

Tage-Wochen e Epileptische Anfalle
e Dystonie
Wochen-Monate e Stimmungsstabilisierung

e Angst bei Zwangsstdrungen

Darstellung der zeitlichen Ansprechraten verschiedener Symptome auf eine THS-Therapie und mégliche Wirk-
mechanismen (© abgewandelt nach (Lozano et al., 2019a)). ET: essentieller Tremor; iPS: idiopathisches Par-
kinsonsyndrom.



EINLEITUNG

1.1.3 Indikationsgebiet Idiopathisches Parkinsonsyndrom
1.1.3.1 Uberblick und Atiologie

Eines der am besten erforschten und mit der THS-Therapie assoziierten Krankheitsbilder
ist das ldiopathische Parkinsonsyndrom oder der Morbus Parkinson. Bei dieser nach ihrem
Erstbeschreiber, dem britischen Arzt James Parkinson, benannten Form der Bewegungs-
stérung, kommt es aus bislang nicht abschlieend geklarter Ursache zu einem degenerativ
bedingten Mangel des Neurotransmitters Dopamin im Gehirn der betroffenen Patienten
(Armstrong and Okun, 2020). Als zentrale Schaltstelle der Bewegungsablaufe sind die tief
im Gehirn liegenden Basalganglien wichtigster Angriffspunkt fur die THS bei IPS. Anato-
misch beinhalten die Basalganglien das Striatum (zusammengesetzt aus Nucleus caudatus
und Putamen) sowie das Pallidum mit seinen zwei Zentren, dem Globus pallidus externus
(GPe) und dem Globus pallidus internus (GPi) (Nambu, 2007). An der Funktion der Ba-
salganglien sind daruber hinaus noch weitere Strukturen beteiligt, welche deshalb unter
funktionellen Aspekten ebenfalls zu den Basalganglien gezahlt werden. Dies umfasst vor
allem die Substantia nigra (SN) sowie den Nucleus subthalamicus (STN). Alle diese Struk-
turen stehen funktionell in Verbindung miteinander, wodurch sich verschiedene Schaltmus-

ter ergeben (siehe Abb. 1).

Ursachlich fur die motorischen Kernsymptome zeigt sich hierbei vor allem der Verlust von
Dopamin produzierenden Neuronen im Bereich der SN pars compacta. Der hierdurch ent-
stehende Mangel an Dopamin fuhrt zu einer Verschiebung des Gleichgewichts in den Ba-
salganglien hin zu einer Uberaktivierung des STN, woraus sich der typische Bewegungs-

mangel ergibt.

Neben dem Mangel an Dopamin kommt es im Verlauf der Erkrankung zu weiteren Dege-
nerationen von Neurotransmitter-produzierenden Neuronen. Die Degeneration von Seroto-
nin- und Noradrenalin-produzierenden Zellen kann zu psychiatrischen Auffalligkeiten flh-
ren, wie beispielsweise Depressionen. Ebenso kommt es bei einem Teil der Patienten zur
Zerstorung von Acetylcholin produzierenden Neuronen im Bereich des Ncl. basalis Mey-
nert, was in Verbindung mit der Entstehung demenzieller Symptome gebracht wird (Deuschl
et al., 2019).
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Hyperdirekter Weg

Abbildung 1:  Schematischer Aufbau der Basalganglien

Als zentrale Station der Basalganglien-Schleife erhalt das Striatum Informationen von der GroRhirnrinde sowie
der SN und dem STN. Aufgrund der Stimulation des Striatum durch die SN, mittels des Neurotransmitters Do-
pamin, kommt es beim Eingang von Informationen der Grof3hirnrinde zur selektiven Weiterleitung tiber ein Zwei-
Wege-System. Vereinfacht dargestellt lassen sich die weiteren Verschaltungen in den sogenannten direkten
und den indirekten Weg einteilen. Beim direkten Weg kommt es durch GABAerge-Neurone des Striatum zu
einer Hemmung des GPi, welcher ungehemmt seinerseits tiber GABAerge-Neurone den Thalamus inhibiert.
Zusammenfassend fiihrt eine Fortleitung mittels direkten Weges zu einer Enthemmung des Thalamus und damit
positiver Initiierung von Bewegungen.

Dem gegentiber gestellt verlauft der indirekte Weg. Hierbei kommt es mittels hemmender Einwirkung auf den
GPe zu einem Wegfall der Inhibition auf den STN. Dessen Funktion, die Stimulation des GPi mittels Glutamats,
wird hierdurch nicht mehr unterdriickt und es kommt im Weiteren zu einer Hemmung des Thalamus durch den
stimulierten GPi mit konsekutiv verminderter Bewegungsinitiierung. (© abgewandelt nach ,Parkinson-Syndrome
und andere Bewegungss(Irungen®, Oertel at. all. 2011). STN: Nucleus subthalamicus; GPe: Globus pallidus
externus; GPi: Globus pallidus internus; SN: Substantia nigra.

Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass es Unterschiede in der Pravalenz des IPS
zwischen verschiedenen ethnischen Gruppen gibt. Hieraus lasst sich die Theorie ableiten,
dass die Atiologie der Erkrankung auf genetischen Faktoren beruht. Es konnten genetische
Veranderungen in einem Teil der an IPS erkrankten Personen nachgewiesen werden
(Bandres-Ciga et al., 2020). Da diese genetischen Veranderungen nur einen Teil der er-
krankten Personen betreffen, muss davon ausgegangen werden, dass es sich bei diesen
Patienten um eine atiologische Subgruppe handelt. Ein eindeutiger Nachweis, einer dem
Morbus Parkinson zugrunde liegenden Atiologie, ist bei einem GroRteil der Erkrankten, trotz

intensiver Forschung, bislang nicht erfolgt.

Bei a-Synuklein handelt es sich um ein kdrpereigenes Protein, welches mit der Entstehung
des IPS in Verbindung gebrachten wird. Nachweis des Proteins, in Nervenfasern der Haut
und des enterischen Nervensystems, deuten auf eine periphere Atiologie mit sekundérer
Verschleppung der Erkrankung in das zentrale Nervensystem (ZNS), beispielsweise aus
dem Darm hin (Zhu et al., 2020).

Seite 4
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Die vorab beschriebenen Theorien (Zhu et al., 2020) sind noch nicht hinreichend erforscht.
Aufgrund der verschiedenen Ansatze lasst sich mit hoher Wahrscheinlichkeit sagen, dass
es sich bei dem IPS um eine heterogene Gruppe in Bezug auf seine Atiologie bzw. Atiopa-

thogenese handelt.

1.1.3.2 Symptome

Klinisch aufert sich die Erkrankung durch die motorischen Kardinalsymptome Hypokinese,
Tremor, Rigor und posturale Instabilitat. Aufgrund der obligat vorliegenden Hypokinesie bis
hin zur Akinesie wird das IPS auch zu den Bewegungsstérungen, mit vermindertem (hypo-
kinetischen) Bewegungsprofil, gezahlt. Je nach Erkrankungsform kdnnen die genannten
Symptome in stark heterogener Auspragungsweise vorliegen (siehe Tab. 2). Verdeutlicht
wird dies durch die klinische Einteilung in einen tremor-dominanten- und einen akinetisch-
rigiden Typus. Neben den motorischen Symptomen leiden viele Patienten mit IPS zusatz-
lich auch an einer Vielzahl nicht-motorischer Symptome, beispielsweise vegetativen Sto-

rungen und Depressionen (Deuschl et al., 2019).

Tabelle 2:  Uberblick nicht motorischer Symptome beim IPS Deuschl et al., 2019

Symptomkomplex Beinhaltete Symptome

Neuropsychiatrische Stérungen Depressionen

Apathie, Anhedonie

Frontal exekutive Stérung

Demenz

Psychose

Impulskontrolle

Dopaminerges Dysregulationssyndrom
Schlafstérungen Insomnie

Rapid Eye Movement (REM) Sleep Behav-
ior Disorder (RBD)

Restless-Legs-Syndrom (RLS)/Periodische
Beinbewegungen im Schlaf (PLMS)

Pathologische Tagesmudigkeit
Autonome Dysfunktion Orthostatische Hypotension
Farbdiskriminationsstérung

Schmerz

1.1.3.3 Therapieansitze

Zur Therapie der motorischen Symptome steht ein Spektrum verschiedener medikamentd-

ser Substanzen zur Verfugung.
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Diese erhéhen entweder durch Ersatz, Abbauhemmung oder Stimulation, die zur Verfigung
stehende Dopaminkonzentration innerhalb der Basalganglien-Schleife. Leitsubstanz in der
Pharmakotherapie des IPS stellt seit den 1970er-Jahren L-Dopa als Vorlaufersubstanz des
Dopamins dar. Durch die Kombination mit Decarboxylase-Hemmern eignet sich diese Sub-
stanz auch bei peripherer Applikation als Ersatztherapie der bei den betroffenen Patienten
vorliegenden Dopaminmangels (Bethesda, 2012). Als grofer Nachteil zeigt sich bei der
Therapie mit L-Dopa eine Uber Jahre fortschreitende Abnahme der Wirkung, vermutlich
aufgrund einer zunehmend eingeschrankten Decarboxylaseleistung der verbliebenen Neu-
rone in der SN. Aus diesem Grund erfolgt die medikamentdse Therapie in einem Stufen-
schema, abhangig von Patientenalter und Symptomauspragung, in Kombination mit weite-

ren Substanzen (Voges and Timmermann, 2017).

1.1.3.4 Einsatz funktioneller Therapien

Neben der Pharmakotherapie hat sich in den letzten Jahren eine weitere wichtige Thera-
piesaule in der Behandlung von Patienten mit IPS etabliert. Die Tiefe Hirnstimulation oder
im Englischen ,Deep brain stimulation® stellt ein relativ junges Behandlungskonzept im The-
rapieschema des IPS dar. Hierbei handelt es sich um eine funktionelle Therapie, welche
ein selektives Eingreifen in den Basalganlgien-Schaltkreislauf neuronaler Prozesse ermég-
licht.

Zu diesem Zweck werden, nach umfangreichen Voruntersuchungen, im Rahmen einer neu-
rochirurgischen Operation, Elektroden an genau definierten Positionen des Gehirns implan-
tiert. Die Implantation erfolgt im Falle des IPS je nach Symptomatik stereotaktisch meist im
Bereich des Nucleus subthalamicus (STN), seltener auch in den Globus pallidus oder Tha-
lamus. Eine Kontrolle der korrekten Elektrodenlage erfolgt intraoperativ mittels Elektrostim-

ulation und elektrophysiologischer Kontrolle (Malek, 2019).

Anders als die pharmakologische Therapie zielt die THS nicht auf die Stimulation oder den
Ersatz von Neurotransmittern ab. Durch die elektrische Stimulation gelingt es mit dieser
Therapie, die aus dem Gleichgewicht geratenen Schaltprozesse, direkt zu beeinflussen. Im
Falle des IPS kann so eine Aktivitatsstabilisierung, des durch den pathologischen Prozess
uberaktivierten STN, erreicht werden. Dies kommt vor allem Patienten mit stark ausgeprag-
ten Wirkfluktuationen unter der Pharmakotherapie zugute. Darlber hinaus lasst sich durch
die THS eine umfangreiche Symptomreduktion, des fur den Patienten stark belastenden

Tremors, erzielen (Armstrong and Okun, 2020).

In den meisten Fallen reicht es bislang noch nicht aus, eine alleinige Tiefe Hirnstimulation
durchzufiihren. Vielmehr wendet man eine Kombination aus Pharmakotherapie und THS

an. Durch den Einsatz der THS kann die medikamentése Therapie meist deutlich reduziert
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und in vielen Fallen eine Stabilisierung der Wirkfluktuation geschaffen werden (Volkmann
et al., 2013).

Als positiv zeigt sich der Einsatz von THS bereits in frlheren Stadien des IPS (= 5-7 Jahr
Krankheitsdauer). So lieR sich wahrend einer groRen Studie die Uberlegenheit der THS-
Therapie beziiglich reduzierter motorischer Symptome und Lebensqualitat gegenuiber einer

optimierten medikamentdsen Therapie nachweisen (Schuepbach et al., 2013).

Zusammen mit dem Einsatz neuer, spezifischerer Elektroden zeichnet sich somit ein deut-
lich groReres Einsatzspektrum der THS in der Therapie des IPS in den nachsten Jahren
ab.

1.1.4 Weitere Indikationsgebiete

Seit den ersten Erfolgen der THS im Jahre 1987 hat sich die klinische Expertise und auch
die verwendete Technik weiterentwickelt. So wurden seit den Anfangen circa 100.000 Pa-
tienten mittels THS versorgt. Die grof3ten Erfahrungen zeigen sich in diesem Zusammen-
hang bei der Therapie des IPS sowie beim essenziellen Tremor, aber auch Dystonien und
andere Bewegungsstérungen werden erfolgreich mittels THS therapiert (siehe Tab. 3) (Vo-
ges, 2017). Mit circa 700 Operationen pro Jahr hat sich die THS auch in Deutschland zu
einem etablierten und zukunftsweisenden Therapieverfahren entwickelt, welches sich ten-

denziell fur ein zunehmendes Krankheitsspektrum einsetzen lasst (Malek, 2019).

Tabelle 3: Ubersicht etablierter Indikationsgebiete fiir eine THS-Therapie

Diagnose Zulassungsjahr  Indikation Zielpunkt
Parkinson 1998 e Fluktuationen e STN
o Medikamentds refraktarer Tre- o GPi (Vim)
mor

¢ Medikamentenrestriktion

Tremor 1995 Unwirksamkeit von 2 Medikamenten ~ Vim
Dystonie 2006 Unwirksamkeit von Medikation/Botuli- GPi (STn)
numtoxin
Zwangssto- 2009 Unzureichender Effekt von medika- Ventrales Striatum
rungen mentdser, kognitiver und Verhaltens-
therapie
Epilepsie 2010 Fokale/sekundar generalisierte ANT

Epilepsie mit Pharmakoresistenz

Neben der Therapie des Morbus Parkinson zeigen sich auch in anderen, vor allem schwer therapierbaren Er-
krankungen deutliche Verbesserungen unter THS. (© abgewandelt nach Voges und Timmermann; Tiefe Hirn-
stimulation: Grundlagen, Indikationen, Verfahren 2017)
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1.1.5 Maogliches Potenzial und aktuelle Limitationen

Wie die vorangegangenen Punkte eindrucksvoll demonstrieren, bildet die THS bei einem
grolien Spektrum von neurologischen Erkrankungen alternative Ansatzpunkte zur Thera-
pie. Vor allem Patienten, welche mittels etablierter Therapieméglichkeiten nicht oder nur
unzureichend von ihrem Leiden befreit werden kdnnen, bietet eine gezielte Neurostimula-
tion eine nicht zu unterschatzende Alternative und Hoffnung. Nicht verwunderlich erscheint
daher, dass die Zahl implantierter Stimulationssysteme und sich darauf spezialisierte Zen-

tren in den letzten Jahren deutlich zugenommen hat (Armstrong and Okun, 2020).

Neben den vorangegangen aufgelisteten Indikationen gibt es Bestrebungen, die THS bei
weiteren Bewegungsstorungen, wie der Huntington-Erkrankung einzusetzen (Wojtecki et
al., 2016). Viele dieser Ansatze befinden sich noch in der Anfangsphase. Die rasanten Er-
folge aus Indikationsgebieten, beispielsweise dem Morbus Parkinson, zeigen jedoch das
Potenzial dieser Methode, sodass die THS in Zukunft sicherlich einen festen Platz in neu-

rologischen und psychiatrischen Zentren einnehmen kann.

Trotz der klinischen Erfolge stellt die THS ein Verfahren dar, welches aus Zufallsbefunden
entstanden ist und keiner grundlagenorientierten und gezielten Entwicklung entstammt.
Dementsprechend sind viele Aspekte zur Wirkungsweise und damit verbundenen Optimie-
rungsmaoglichkeiten noch unbekannt. Neuerungen im Bereich der bildgebenden Diagnostik,
wie funktionelle MRT- und PET-Darstellungen, eréffnen hier neue Moglichkeiten. Unabding-
bar fur das Verstandnis auf zelluldrer Ebene bleiben hierbei Grundlagenforschungen bei-

spielsweise mittels entsprechender Stimulationsmaoglichkeiten in Tiermodellen.

1.1.6 Notwendigkeit eines Tiermodells

Durch die Weiterentwicklung der THS in vielen Anwendungsgebieten kann bereits einem
grolien Patientenspektrum geholfen und die Symptome der zugrunde liegenden Erkrankun-
gen gelindert werden. Ein intensives Verstandnis verantwortlicher Prozesse der THS, sowie
Einflisse auf Verschaltungen und Neurotransmitterverschiebungen ist somit von erhebli-
chem Interesse in diesem Teilgebiet der Neurowissenschaften. Der Einsatz moderner
Technik und die Arbeit mit Zellkulturen bieten gute Moglichkeiten, Fragestellungen zu aktu-
ell verwendeten Systemen unter physiologischen Bedingungen zu erforschen. Die Darstel-
lung spezieller Voraussetzungen, im Sinne genauer Versuchsaufbauten zu bestimmten
Fragestellungen, lassen sich jedoch nur bedingt beantworten. Bei der Erforschung komple-
xer, neuronaler Netzwerke, ist der Einsatz von Zellkulturen in den meisten Fallen nicht aus-
reichend (Robinson et al., 2019). Hierfur bedarf es des Einsatzes spezieller, geeigneter

Tiermodelle mit adaquaten Stimulationsmdglichkeiten. Mithilfe dieser Modelle kdnnen Ver-
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suchsaufbauten unter physiologischen Bedingungen, speziell auf bestimmte Erkrankungs-
bilder zugeschnitten, untersucht werden. Auch wenn sich Erkenntnisse aus Tiermodellen
haufig nicht vollstandig auf den Menschen (bertragen lassen, so ergeben sie doch Tenden-
zen, welche hilfreich fiir das Verstandnis komplexer Mechanismen sind. Somit sind sie fir
die Forschung nach derzeitigem Stand unabdingbar (Romanova and Sweedler, 2018). Vor
dem Hintergrund einer ethischen Verantwortung bei dem Einsatz von Versuchstieren, sollte
sehr genau zwischen Aufwand und Nutzen abgewogen werden. Aus diesem Grund ist eine
ausfuhrliche Versuchsplanung mit moglichst realistischem Nachstellungsvermogen essen-

ziell.

1.2 Tiefe Hirnstimulation im Tiermodell

1.2.1 Anforderungen an ein optimales Stimulationssystem unter experimentellen

Bedingungen

Durch den Einsatz von Stimulationssystemen unter experimentellen Bedingungen entste-
hen spezielle Herausforderungen, welche die Entwicklung geeigneter Verfahren erschwe-
ren. Einen entscheidenden Unterschied zum Einsatzspektrum am Menschen, stellt die Kor-
pergrofe der meisten sich im Einsatz befindlichen Tiermodelle dar. Aufgrund der geringen
Kdrpergrole vieler Versuchstiere ist es erforderlich, miniaturisierte Stimulationssysteme zu
entwickeln (Ashouri Vajari et al., 2020). Diese diurfen sowohl bezlglich des Volumens als
auch des Gewichtes zu keiner UbermafRigen Belastung oder Beeintrachtigung der Tiere
fuhren. Ein weiterer, nicht zu unterschatzender Faktor besteht in der enormen Agilitat und
Wendigkeit solcher Tiere. Die Stimulationskomponenten missen robust, hoch flexibel und
je nach Modell resistent gegen Umwelteinflisse, beispielsweise Schmutz und Feuchtigkeit
sein (Anderson et al., 2020).

Folglich sind Stimulationssysteme im Tiermodell hohen Beanspruchungen ausgesetzt. Hie-
raus leitet sich ein hohes Mal3 an Entwicklungsarbeit fur die Etablierung und Verbesserung
solcher Systeme ab. Im Laufe der vergangenen Jahre wurden bereits mehrere Ansatze zu

Neurostimulatoren fir die THS am Tiermodell entwickelt und eingesetzt.

1.2.2 Uberblick bislang verwendeter Stimulationssysteme

Die Verwendung von Neurostimulationssystemen an Versuchstieren, wie beispielsweise
der Ratte, wurde bereits von mehreren Arbeitsgruppen durchgefuhrt. Die hierbei verwen-
deten Verfahren unterschieden sich vor allem in GréRe und Lokalisation. Im Folgenden
werden stellvertretend drei unterschiedliche Verfahren naher erlautert, welche bislang in

experimentellen Studien zum Einsatz kamen.
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1.2.2.1 Stimulationssystem mit stationdrem Impulsgeber

Ein in vielen Arbeitsgruppen etabliertes Verfahren zur Neurostimulation am Tiermodell ist
die Impulsabgabe mittels eines stationaren Impulsgebers (siehe Abb. 2). Als Vorbereitung
hierfur erfolgt eine stereotaktische Implantation von Elektroden in vorher festgelegte Zen-
tren des Gehirns. Diese werden intraoperativ fest mit dem Schadelknochen des Tieres ver-

bunden und verbleiben wahrend der gesamten Versuchszeit im Tier.

Als Verbindungspunkt mit dem Impulsgeber werden die Kontakte der Elektrode mittels
transkutanem Stecker nach aufden geleitet. Fur den Zeitraum der Stimulation erfolgt eine
Verbindung der implantierten Elektrode mit dem externen Impulsgeber, mittels Kabelver-
bindung. Vorteile dieses Verfahrens sind die einfache Handhabung und uneingeschrankte
Ausbaumadglichkeit sowie Zuganglichkeit der Impulsgebereinheit. So lassen sich wahrend
des Stimulationszeitraumes komplexe Technologien kombinieren und Parameter anpas-

sen, ohne dass dies fur das Tier eine zusatzliche Belastung bedeutet (Tan et al., 2010).

Stimulator

Abbildung 2: Darstellung einer THS mit extrakorporalem, stationdrem Impulsgeber

(© abgewandelt nach Tan et all 2010)

Der grote Nachteil bei diesem Verfahren besteht in dem deutlich beschrankten Bewe-
gungsspielraum fir das Tier wahrend der Stimulationsphasen. Eine Langzeitstimulation von
Versuchstieren ist daher nicht durchfiihrbar. Die Méglichkeit der Stimulation beschrankt sich
auf einen definierten Zeitraum, beispielsweise wahrend der Durchfihrung von Verhaltens-
testungen, also im Sinne einer ,Kurzzeit Stimulation®. Hieraus leitet sich jedoch das Unver-
mogen der Erforschung von Langzeiteffekten durch die Neurostimulation auf das umge-
bende Hirngewebe ab. Der perkutane Verlauf der Kabelverbindung stellt dazu ein nicht un-

erhebliches Infektionsrisiko fur die Versuchstiere dar.
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1.2.2.2 Stimulationssystem mit mobilem, nicht-implantiertem Impulsgeber

Neben der Moglichkeit einer komplett vom Tier getrennten Stimulationseinheit gibt es be-
reits Verfahren, bei denen der Impulsgeber an das Tier gekoppelt ist. Somit flhrt das Tier
die komplette Stimulationseinheit konstant bei sich und hat folglich einen erweiterten Be-
wegungsradius zur Verfiigung (siehe Abb. 3). Diese Systeme ermdglichen eine konstante
Stimulation Gber einen langeren Zeitraum, auch auf3erhalb von bestimmten Testsituationen.
Aufgrund der direkten Platzierung am Tier ist es erforderlich, deutlich kleinere und leichtge-
wichtigere Stimulatoren zu verwenden. Dartber hinaus missen sie ein hohes Maf} an Er-
schutterungen und aulleren Einflissen wie Staub standhalten. Durch den ebenfalls perku-
tanen Verlauf der Kabelverbindungen werden die Tiere einem nicht unerheblichen Infekti-

onsrisiko ausgesetzt.

Fir den autarken Betrieb missen diese Systeme mit einer geeigneten Energiequelle, mit
ausreichender Laufzeit und erforderlicher Spannung, ausgestattet sein. Ein grofl3er Vorteil
nicht implantierter Impulsgeber besteht in der guten Zuganglichkeit und der Mdéglichkeit ei-
nes Batteriewechsels. Die Befestigung des Impulsgebers erfolgt hierbei meist mithilfe einer

rucksackahnlichen Textilkonstruktion.

Abbildung 3: Funktionelle Testung externer DBS-Impulsgeber

(A) Stepping-Test (B) Korridor-Test (© mit freundlicher Genehmigung von K. Badstiibner)

Hiermit kdnnen sich die Tiere frei bewegen und auch langstreckige Testungen wie den Kor-
ridor-Test absolvieren. Bisherige Anwendungen ergaben den Nachteil einer hohen, techni-
schen Stoéranfalligkeit, beispielsweise dem Abstreifen von Stimulatoren oder zerbissenen
Kabeln. DarUber hinaus erscheint das Verhalten mancher Tiere durch die externen Bauteile
(z.B. Rucksack) verandert beziehungsweise deren Bewegungsradius durch die Halterun-
gen, eingeschrankt (Badstuebner et al., 2017).
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1.2.2.3 Stimulationssystem mit mobilem, teilimplantiertem Impulsgeber

Neben den bisherigen Varianten, bei denen die Platzierung des Impulsgebers extern er-
folgte, gibt es bereits Erfahrungen mit THS-Modellen, welche weitgehend in das Tier im-
plantiert werden (siehe Abb. 4). Die gesteigerte Invasivitat bedeutet zwar einen erhéhten

Aufwand bei der Installation des Systems, ergibt jedoch auch einige Vorteile.

Der erhdhte Aufwand entsteht vor allem in der Praparation der Stimulatorkomponenten.
Diese mussen flr eine Implantation vorbereitet, verkapselt und getestet werden. Im Ver-
gleich zu den Varianten in vorangegangenen Kapiteln ist eine nachtragliche Reparatur- be-
ziehungsweise der Austausch einzelner Komponenten bei dieser Form von THS nicht mehr

maoglich.

Abbildung 4:  Platzierung eines teilimplantierten THS-Systems

Die Implantation des Systems erfolgt in mehreren Schritten. Nach Praparation und Verkapselung der Stimula-
toren, hier mittels biokompatiblen Silikons, erfolgt die Implantation von Elektrode und Impulsgeber (blau) mit
transkutaner Ausleitung der an diesen befestigten Steckverbindungen (griin). Anschlieend werden die extern
liegenden Komponenten, bestehend aus Batterien (gelb) und Kabelverbindungen, angebracht. (© abgewandelt
nach Alpaugh et. all 2019)

Als vorteilhaft zeigt sich hierbei jedoch der weitgehend uneingeschrankte Bewegungsspiel-
raum der Tiere, welcher auch unabhangig von Veranderungen der KorpergrofRe besteht.
Auch die Anfalligkeit des Systems gegentber dulleren Stdrfaktoren erscheint, durch die
Implantation der meisten Komponenten deutlich minimiert. Bei der hier vorgestellten Vari-
ante eines implantierten THS-Systems handelt es sich um ein teilimplantiertes System. Bei
diesem befinden sich die meisten Komponenten, innerhalb des Tieres. Einige, wenige Bau-

teile werden aullerhalb platziert.
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In diesem Fall handelt es sich um Steckverbindungen, welche transkutan nach auften ge-
fuhrt werden und so die Kontrolle tber die Funktionsfahigkeit und Moéglichkeiten von Mes-
sungen, wie den Impedanzen, bieten. Als nachteilig erweist sich dabei das erhéhte Verlet-

zungs- und Infektionsrisiko der Tiere (Alpaugh et al., 2019).

1.2.3 Eigenschaften eines voll-implantationsfahigen Stimulationsmodelles

Anhand der beschriebenen Beispielmodelle zeigt sich eine grofie Diversitat in der Durch-
fuhrung von experimentellen Studien der THS im Tiermodell. Die Wahl der geeigneten Me-
thode hangt hierbei mallgeblich von dem geplanten Versuchsablauf ab. Kurzzeitstimulatio-
nen, welche nur auf bestimmte Testsituationen beschrankt sind, lassen sich am einfachsten
mit stationdren Stimulatoren realisieren. In der Anwendung von Langzeitstudien hingegen
erscheint es sinnvoll, mdglichst autark arbeitende Systeme einzusetzen, welche die Tiere

wenig beeinflussen und eine geringe Storanfalligkeit aufweisen.

Eine Mdglichkeit, Stimulationssysteme an Versuchstieren anzubringen, besteht darin, diese
mithilfe eines chirurgischen Eingriffs zu implantieren. Hierbei zeigt sich eine starke Aquiva-
lenz zu gangigen Verfahren in der Humanmedizin. Um ein System komplett implantations-
fahig zu machen, bedarf es umfangreicher Vorbereitungen und Entwicklungen. So mussen
die verwendeten Komponenten biokompatibel verkapselt und so fir den Einsatz in einem
Organismus vorbereitet werden. Hierbei wird auch die Funktionsweise in einem anaeroben

Bereich, ohne zu starke Warmeentwicklung, vorausgesetzt.

Eine weitere Hirde besteht in der schlechten Zuganglichkeit zu den implantierten Kompo-
nenten. Einmal verkapselt und implantiert ist ein Austausch oder eine Reparatur einzelner
Bestandteile kaum mehr mdglich. Eine garantierte Laufzeit entsprechend der geplanten
Versuchslange ist daher unabdingbar. Darlber hinaus muissen etwaige Systeme in der

Lage sein, den aktuellen Funktionszustand flr den Beobachter ersichtlich anzuzeigen.

Zusammenfassend lassen sich als Anforderungen an ein in vollem Umfang implantations-
fahiges THS-System unter anderem folgende Punkte auffihren: miniaturisiert, thermoneut-
ral, biokompatibel, implantationsfahig, mechano-resistent, programmierbar/kommunikati-

onsfahig (Plocksties et al., 2021a).

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die Tiefe Hirnstimulation stellt seit ihrer Einflhrung vor anndhrend 30 Jahren eine aus-
sichtsreiche und zunehmend etablierte Therapieoption, vor allem bei neurologischen Er-

krankungen, wie dem Morbus Parkinson, dar. So profitieren ein steigendes Patientenklien-
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tel mit neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen von der Méglichkeit, pathologi-
sche Prozesse von Hirnstrukturen mittels gezielter Neurostimulation positiv zu beeinflus-
sen. Neuere Forschungsergebnisse verdeutlichen den positiven Einfluss auf ein immer gré-
Rer werdendes Krankheitsspektrum, ohne dass der Mechanismus hinter diesen Erkennt-
nissen vollstandig bekannt ist. Hieraus ergibt sich die Problematik, neben den klinisch ein-
dricklichen Verbesserungen auch die hieraus eventuell entstehenden Nebenwirkungen
ausreichend zu verstehen und abzuwenden. Da sich gezielte Studien Uber die Wirkungs-
weise auf molekularer Ebene aus ethischen Gesichtspunkten bei menschlichen Probanden
verbieten, bleibt als derzeit einzige Moglichkeit die Nachahmung und Behandlung entspre-

chender Krankheitsbilder im Tiermodell.

Bei der Durchfiihrung dieser Testungen stellt sich die Frage nach der Ubertragbarkeit und
Umsetzbarkeit. Aus diesem Grund ist es aus wissenschaftlicher Sicht sinnvoll, Modelle zu
entwickeln, welche maoglichst identisch zu den verwendeten Methoden in der klinischen
Praxis sind. Darlber hinaus sollte aus ethischen Grinden die Funktionalitat optimiert wer-
den, um unnétige Tierversuche mit womdglich zweifelhafter Aussagekraft zu vermeiden so-

wie die Belastung der Tiere soweit moglich zu reduzieren.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, ein bislang etabliertes, weitgehend extrakorporales THS
System beim Hemiparkinson-Modell der Ratte (Standardverfahren) auf dessen Funktiona-
litdt hin zu testen. Darliber hinaus wird erstmals ein neues Stimulationssystem biokompati-
bel verkapselt und vollstandig intrakorporal in die Versuchstiere implantiert. Diese Variante
stellt sich als praxisorientierter dar, bei deren Einsatz eine bessere Akzeptanz durch die
Tiere und eine geringere, technische Storanfalligkeit angestrebt wird. Aus den genannten

Ansatzen ergeben sich daher folgende Fragestellungen:

1. Zeigt der Einsatz des bisher verwendeten extrakorporalen Stimulationssystems
(Standardverfahren) im Tiermodell der Ratte Wirkung?

2. Lasst sich das neu entwickelte, vollstandig intrakorporal liegende, Stimulationsmo-
dell in die Tiere implantieren?

3. Halten Verkapselung und Technik des neuen Stimulationsmodells den Anforderun-

gen unter Implantationsbedingungen stand?
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2 Material und Methodik
2.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4:  Auflistung Verbrauchsmaterialien und Gerate

Verbrauchsmaterial/Gerat Hersteller

Alleinfuttermittel, pelletiert Ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, D

Alkohol-Tupfer B. Braun Melsungen AG, D

Ankerschraube, vergoldet (M1,4; L 3,4 MailShop GmbH Augenoptik, MChlacker, D

mm)

Aufspannvorrichtung HP16047D Agilent Technologies Deutschland GmbH,
Blblingen, D

Batterien (12 V) Duracell® Procter and Gamble Switzerland SARL

Batterien (3 V) CR 2032 Lithium Eunicell; Berlin, D

Bipolare Pt/Ir-Elektroden FHC Inc., Bowdoin, USA

Buchse M52-500XX45 Harwin Europe, UK

Crimphiilsen- und Zange RS Components GmbH, M(rfelden-Walldorf, D

Dentalbohrer Foredom®, Bethel, USA

Dieffenbach-GefaRklemmen (GroRe 3,5 Allgaier Instrumente, Frittlingen/Tuttlingen, D

cm)

Golddraht (@ 0,2 mm) Goodfellow GmbH, Bad Nauheim, D

Hamilton Mikroliterspritze (5 pl) Postnova Analytics, Landsberg/Lech, D

Infusionsset, Intrafix® B. Braun Melsungen AG, D

Injektionskaniilen (G 16) B. Braun Melsungen AG, D

Impedanzspektrometer Sciospec ISX3 Sciospec Scientific Instruments, Pausitz, D

Impedanzspektrometer (4194A Imped- Hewlett Packard, Palo Alto, USA

ance/ Gain-Phase Analyzer)

Kabel (Einzelader @ 0,6 mm) Conrad Electronic SE, Hirschau, D

Korridor-Test-Anordnung Eigenkonstruktion der Werkstatt des Institutes
f{r Anatomie der Universitat Rostock

Labornetzgerat (Strom- und Spannungs- Voltcraft, Conrad Electronic AG, Wollerau, CHE

quelle)

Lanzetten Carl Roth, Karlsruhe, D

Lotstation WEIDINGER GmbH, Eichenau, D

Lotzinn, bleifrei Conrad Electronic SE, Hirschau, D

Mischpistole 10:1 mit dazugehdrigen M+W Dental Webshop, Bdingen, D

Mischkaniilen

ReaktionsgefaBe (1,5 ml) Eppendorf, Hamburg, D

Rotlichtlampe Petra, Burgau, D

»Rodent-Rotometer” Eigenentwicklung des Lehrstuhls flr Biophysik

Schermaschine fiir Tierhaar Aesculap, Tl bingen, D

Schrumpfschlauch, biokompatibel RS Components GmbH, M(rfelden-Walldorf, D

Skalpelle Bayha®, Tuttlingen, D
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Spritzen (1 ml, 5 ml)

Stereotaktischer Apparat mit Rattenadap-
ter

THS-Stimulatoren (Extrakorporal)

THS-Stimulatoren (Intrakorporal)

Tier-Funktionstextil

Tierwaage

Tektronix TDS2014B 4-Kanal Oszilloskop
Unipolare Pt/Ir-Elektroden

AWG-Litzen; 0,22mm? aus 7%0,20
Narkosegerit, EZ-108SA

B. Braun Melsungen AG, D
Stoelting CO. Wood Dale, lllinois, USA

RCckmann & Arndt, Berlin, D

Eigenentwicklung des Instituts flr
angewandte Mikroelektronik und Datentechnik;
Leitung: Prof. Timmermann, Warnemiinde, D

Lomir Biomedical inc., Malone, USA
Ohaus, Pine Brook, NJ, USA
Tektronix, Inc.

Polyfil, Zug, Schweiz

metrofunk Kabel-Union, Berlin

E-Z Systems Inc., P.O. Box 3544, Palmer, PA
18043

Tabelle 5:  Auflistung Reagenzien und Chemikalien

Reagenz/Chemikalie

Hersteller

2-Komponentenkleber (Luxatemp Plus, 76
g Kartusche)

6-OHDA

Apomorphin
Diethyl-Ether
Ethanol 70 %

Epoxidklebstoff auf Silberbasis (RS 186-
3616)

Paraformaldehydlésung (3,7%ig)

Ketamin-Hydrochlorid, Ketanest S® (25
mg/ml)

Kochsalzlésung

Metamizol (Novaminsulfon-ratiopharm®,
500mg/ml)

Silikon, biokompatibel
Vidisic® Augengel

Xylazin, Rompun® 20 mg/ml Injekti-
onslésung fir Tiere

DMG Chemisch-Pharmazeutische Fabrik
GmbH, Hamburg, D

Sigma®, Deisenhofen, D

Teclapharm, LCneburg, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

RS Components GmbH, M(rfelden-Walldorf, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Pfizer Deutschland, Berlin, D

Fresenius Kabi Deutschland, Bad Homburg, D
Ratiopharm GmbH, Ulm, D

NuSil Technology, Carpinteria, USA
Bausch und Lomb GmbH, Berlin, D
Bayer Austria, Wien, A
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2.2 Kilassifikation und Haltung

Als Versuchstiere fir die Durchfihrung der Experimente wurden Albino Ratten verwendet.
Hierbei handelte es sich ausschliel3lich um mannliche Ratten des Stammes Wistar Han.
Bezogen wurden die Tiere von Charles River Laboratories (Charles River Laboratories, Re-

search Models and Services Germany GmbH, Sulzfeld, Deutschland).

Bei Ubernahme hatten die Tiere ein Kérpergewicht von circa 200 Gramm. Gehalten wurden
die Ratten in einem separaten Versuchstierstall, in welchem ein kinstlicher 12 Stunden
Tag/Nacht-Zyklus vorherrschte. Als Nahrung erhielten sie fir Nagetiere spezialisierte Pel-
lets (Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland) sowie Wasser. Die Tiere hatten je-

derzeit Zugang zu Futter und Wasser, in ausreichender Menge und Qualitat.

Die Tiere wurden in Einzelhaltung mit offener Kafighaltung. Bei der Betreuung und Durch-
fuhrung der Versuche wurde ein grof3tmoégliches Augenmerk auf eine artgerechte und tier-
schutzkonforme Haltung der Tiere gelegt. Die Haltung und samtliche Versuche an den Tie-
ren wurden nach Richtlinie 2010/63/EU bzw. dem deutschen Tierschutzgesetz der Tier-

schutz-Versuchstierverordnung durchgefuhrt.

Die durchgefiihrten Tierversuche wurden vollumfanglich durch die zustandige Tierschutz-
behorde des Landesamtes fur Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Meck-
lenburg-Vorpommern genehmigt und kontrolliert (Az: LALLF M-V/ 7221.3-1-051/17). Als
versuchsdurchfiihrende Person fungierte Frau Dr. rer. nat. K. Badstibner. Herr Martin Nis-

sel arbeitete als Assistent unter standiger Aufsicht von Frau Dr. rer. nat. K. Badstubner.

2.3 Versuchsablauf und Gruppenorganisation

Fir die Versuchsdurchfihrung wurden zwei Versuchsreihen gebildet. Aus organisatori-
schen Grunden wurden die Versuche der verschiedenen Versuchsreihen zeitlich hinterei-

nander durchgefiihrt.
Zu Beginn erhielten alle Tiere eine Eingewdhnungszeit von mindestens einer Woche.

Fir den Vergleich der verschiedenen Eigenschaften wurden die Tiere in mehrere Unter-
gruppen aufgeteilt. Die Versuchsreihe eins bezog sich auf den Nachweis der Funktionalitat
des bisher verwendeten, extrakorporalen THS-Systems. Hierfur erfolgte ein Vergleich der
Hypokinese und des sensomotorischen Neglects. Diese stellten typische Symptomatiken
des Morbus Parkinson am Tiermodell dar. Dazu erfolgte eine Testung der Tiere aus Gruppe
eins, zu verschiedenen Zeitpunkten und im Vergleich zu den Testleistungen der als Kon-

trollgruppe fungierenden Gruppe zwei (siehe Tab. 6).
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Tabelle 6: Einteilung der verwendeten Tiere in Untergruppen

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
e Lasion der SN rechtssei- e Kontrollgruppe e Lasion der SN rechtsseitig
tig mittels 6-OHDA, er- e Keine chirurgischen mittels 6-OHDA, nicht erfolg-
folgreich Interventionen reich (non-responder)
e Stimulation mittels extra- e  Stimulation mittels mobiler,
korporaler THS intrakorporaler THS

Tabelle 7: Testablauf der Versuchsreihe 1

Zeitpunkt Gruppe Test
Nach der Lasionierung mittels 6-OHDA, e Gruppe 1 e Stepping-Test
noch keine THS e Gruppe 2 e Korridor-Test
Nach der Lasionierung mittels 6-OHDA e Gruppe 1 e Stepping-Test

und 3-wochiger THS e Korridor-Test

In Konsens mit der zustandigen Tierschutzbehoérde und aus ethischen Griinden erfolgte die
Implantation der intrakorporalen Stimulatoren in Gruppe drei als Pilotprojekt an Tieren, wel-
che in der Lasionskontrolle (siehe Kap. 2.3.1) durchgefallen und daher fiir weitergehende
Versuche zum Beispiel in Gruppe eins nicht mehr geeignet waren. Dies stellte eine Voraus-
setzung flr die Genehmigung weiterfihrender funktioneller Testungen bei sich ergebender

Funktionalitat und erkennbarem Nutzen dar.

Aus diesem Grund erfolgte keine weitere Testung mittels der vorab verwendeten Verhal-
tenstests (Stepping- und Korridor-Test) (siehe Tab. 7). Die zu erfassenden Aspekte be-
schranken sich auf den Verlauf von Kérpergewicht und Befindlichkeit, als Indikatoren fir

die Akzeptanz des THS-Systems durch die Versuchstiere (siehe Tab. 8).

Tabelle 8: Testablauf der Versuchsreihe 2

Zeitpunkt Gruppen Test

Nach der Lasionierung mittels 6-OHDA e Gruppe 1 e Gewichtsverlauf

\?vrg?:lr?i;eeift]ﬂ?lzsw. als non-responder mit 3- e Gruppe 3 e Score Befindlichkeit

2.3.1 Selektion durch Apomorphin-Rotationstest

Als Grundlage fur die Einteilung in die verschiedenen Versuchsgruppen diente der Nach-
weis Uber die erfolgreiche Lasion mittels 6-OHDA (siehe Kap. 2.7.2). Hierzu erfolgte die
Anwendung des Apomorphin-induzierten Rotationstest nach Ungerstedt und Arbuthnott

(1970). Die Injektion von Apomorphin (Apomorphin, 10 mg/ml), einem Dopamin-Agonisten,
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erfolgte intraperitoneal. Hierbei erhielten die Tiere 0,25 mg Apomorphin pro Kilogramm Kor-
pergewicht in 0,9%iger Kochsalzlésung. AnschlieRend erfolgte die Erfassung moglicher
Seitendifferenzen bei Rotationsbewegungen. Hierf(J (wurden die Tiere in einem ,Rodent-
Rotometer” platziert und die Rotationen flinf Minuten nach Injektion fir 40 Minuten aufge-
zeichnet. Als erfolgreich lasioniert wurden hierbei die Tiere angesehen, welche mindestens

zwei Umdrehungen pro Minute in entsprechender Richtung absolvierten (siehe Abb. 5).

Abbildung 5:  ,Rodent-Rotometer”

Gerat mit digitaler Anzeigetechnik und Erfas-
sung beidseitiger Rotationen. (© mit freundli-
cher Genehmigung durch K. Badstiibner)

2.4 Elektroden

Bei den fur die Stimulation eingebrachten Elektroden handelte es sich um Pt/Ir-Elektroden
(Pt90Ir10). Diese wurden speziell fir den Einsatz von THS im Tiermodell entworfen (Polyfil,
Zug/Schweiz, Abb. 6).

Die Elektroden wurden mit einer duReren Isolationsbeschichtung bezogen, wobei ein 100
pm langer Bereich an den Spitzen unisoliert blieb. Aus physikalischen Grinden wurde zu-
satzlich eine Gegenelektrode implantiert, welche aus einem 30 mm langen und 0,2 mm
dicken Golddraht (Goodfellow GmbH, Bad Nauheim, Deutschland) bestand. Die Implanta-
tion der Gegenelektrode erfolgte subkutan im Nackenbereich des Tieres. Fur die Verbin-
dung mit dem Stimulator wurden die 15 mm langen ,Drahtst cke® der Elektroden mit einem
biokompatibel ummantelten Kabel verbunden. Aufgrund der hitzeempfindlichen Isolations-
beschichtung, wurde auf eine L tverbindung verzichtet und das Zusammenflgen stattdes-
sen mittels leitfahigen Epoxidklebstoff auf Silberbasis (RS 186-3616, RS Components
GmbH, Mrrfelden- Walldorf, Deutschland) durchgefiihrt. Die so entstandene Verbindungs-
stelle wurde anschliefdend mit einem biokompatiblem Schrumpfschlauchst ck umhiillt, wel-

ches zusatzlich mit biokompatiblem Silikon Uberzogen wurde.
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A B C
Kabelve

D |- Lange: 15 mm
e }-— Spitze:100 um abisoliert Ende: 2 mm abisoliert — —
| ]
\ Pt/Ir-Draht, \ Isolationsbeschichtung: Polyesterimid,
200 um @ 25um

Abbildung 6:  Aufbauschema Stimulationselektroden

Der Aufbau der Stimulationselektroden erfolgte aus Pt/Ir-Draht. Dieser wurde mittels Polyesterimid mit Aus-
nahme von freiliegenden Teilstiicken an der Spitze (A) sowie am Ende (B) ummantelt. Die Verbindung mit dem
Kabel erfolgte mittels leitfahigen Klebstoffes und Abschirmung durch biokompatibles Silikon (C). (© mit freund-
licher Genehmigung durch K. Badstiibner)

2.5 Stimulationssysteme

2.5.1 Extrakorporales Stimulator-System

Fur die Verwendung von nicht implantationsfahigen Stimulatoren zur THS wurde sich eines
etablierten und bereits mehrfach eingesetzten Systems bedient (Badstubner et. al 2013).
Komponenten des Systems waren eine Stimulationselektrode, ein Impulsgeber sowie eine
Spannungsquelle. Die Stimulationselektrode (siehe Kap. 2.4) wurde mittels operativen Ein-
griffes in das Zielgebiet implantiert. Nach der stereotaktischen Platzierung und Fixation der
Elektrode (siehe Kap. 2.7.3) wurden die mit der Elektrode verbundenen Kabel subkutan
verlegt und im Nackenbereich des Tieres transkutan ausgeleitet. AnschlielRend erfolgte
nach entsprechender Zeitkarenz in einem zweiten Schritt die Anbringung textiler Haltevor-
richtungen, welche entsprechend der Tiergrélie bezogen (Lomir Biomedical Inc., Vertrieb
durch Fhr Medical Instruments (FMI) GmbH, Seeheim, Deutschland) und angepasst wur-
den. Mithilfe dieser Rucksack-ahnlichen Halterungen, die mittels Klettverschlusses ver-
schlossen werden konnten, war es moglich, die verwendeten Stimulatoren an den Tieren
zu befestigen, ohne ihren Bewegungsspielraum einzuschranken. Die Rucksacke wurden in
regelmafigen Abstanden auf ihre Passgenauigkeit kontrolliert und entsprechend den Um-
fangsveranderungen der Tiere angepasst. Als Impulsgeber dienten speziell hierfur be-
stuckte Leiterplatinen (Rl'ckmann & Arndt, Berlin, Deutschland; Harwin Europe, UK).
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Pin 3 als Verdrehschutz —

..

Abbildung 7:  Bauschema Steckverbindungen

Der Aufbau der Steckverbindungen zwischen Stimulationselektrode und Impulsgeber erfolgte mittels 3-fach
Steckpol und mehrschichtiger Isolierung mit Schrumpfschlduchen (© mit freundlicher Genehmigung durch K.
Badsttibner).

Geschitzt durch eine Kapsel aus PMMA wurden die Impulsgeber innerhalb des vorab
(siehe Abb. 8) beschriebenen Rucksackes platziert und mittels Steckverbindung (siehe
Abb. 7) an das ausgeleitete Kabel der Stimulationselektrode angeschlossen. Die elektrische
Versorgung wurde durch das Anlten bzw. Platzieren in hierflir vorgesehene Halterungen
von zwei Batterien sichergestellt. Hierbei handelte es sich um eine 12V Batterie (Duracell
MN21 23 Alkali Batterie 12V) sowie zur Unterstiitzung eine 3V Knopfbatterie (VARTA
CR2025 Lithium Knopfzelle 3V Batterie).

g ﬁ3
: 2 : L
&ﬂ . 0
& r ) ~

1 ' 5 : .

Abbildung 8:  Aufbauschema extern platzierter Neurostimulator

(A) Skizze einer Ratte mit platzierter Stimulatorhalterung (Textil-Rucksack). (B) Skizze in sagittaler Darstellung
der implantierten Stimulationselektrode (siehe Kap. 2.4). (C) Foto einer explantierten Stimulationselektrode mit
Befestigungsmaterial. (D) Textil-Rucksack zur Impulsgeberbefestigung mit Klettverschluss. (E) Oberseite des
verwendeten Impulsgebers in einer Kapsel aus PMMA mit Steckverbindungen zur Elektrode und 12V Batterie.
(F) Unterseite Impulsgeber mit 3V Knopfbatterie (© mit freundlicher Genehmigung durch K. Badstiibner).
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Fur die Stimulation wurden die Impulsgeber auf die Abgabe von rechteckigen Impulsen mit
einer Frequenz von 130 Hz programmiert. Die monophasisch ausgegebenen Impulse hat-
ten eine Breite von 60 us und eine HLI € von 200 pA. Vor Platzierung erfolgten eine Funk-
tionskontrolle und Feinjustierung mithilfe eines Oszilloskops (Tektronix, Inc.; sieche Abb. 9).

Bei abweichenden Werten erfolgte die Nachjustierung der Stimulationswerte mithilfe auf

der Platine verbauten Drehwiderstanden.

Abbildung 9: Kontrollmessung extrakorporaler Stimulator

Kontrolle der Stimulationsparameter mittels Oszilloskops unter Verwendung eines 10 kQ Widerstands bei ex-
terner Spannungsquelle (© mit freundlicher Genehmigung durch K. Badstiibner).

2.5.2 Intrakorporales Stimulator-System

Neben dem vorab beschriebenen Stimulator-System (siehe Kap. 2.5.1) kam auch erstmals
ein durch die Mitglieder des Sonderforschungsbereiches 1270 ,ELAINE® der Universitat
Rostock entwickeltes Stimulator-System zum Einsatz, woflr eine vollstandig intrakorporale

Nutzung samtlicher Komponenten konzipiert wurde.

Das System bestand ebenfalls aus einer Stimulationselektrode, einem Impulsgeber sowie
einer Spannungsquelle. Als Stimulationselektrode kamen bei den Versuchen die identi-
schen Modelle zum Einsatz, wie sie bereits bei den vorherigen Versuchen (siehe Kap. 2.5)

verwendet wurden.

Als Impulsgeber fungierten miniaturisierte Leiterplatinen, welche vorab fertig bestickt und
entsprechend programmiert wurden (Universitat Rostock, Collaborative Research Centre
1270 “ELAINE®, AG: B03, Leitung: Prof. D. Timmermann). Die Impulsabgabe erfolgte in
Form von Rechteckimpulsen mit 100 pA Stromstarke und 60 us Pulsbreite sowie einer Fre-

quenz von 130 Hz.

Um die Implantationsfahigkeit der Leiterplatinen herzustellen, wurden die Platinen biokom-
patibel verkapselt (siehe Kap. 2.5.3). Um eine ON-/OFF Schaltung der Stimulatoren durch-
fuhren zu kénnen, waren diese mit einem Magnetschalter versehen, welcher mittels trans-

kutaner Magnetstimulation ausgeldst werden konnte. Als Statuskontrolle fur den Modus des
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Gerats wurden die Platinen mit einer LED bestiickt. Diese zeigte mithilfe verschiedenartiger

Leuchtsignale den Funktionsstatus des Stimulators an.

Als Spannungsquelle fir den Impulsgeber wurde eine biokompatibel verkapselte Knopfbat-
terie verwendet (VARTA CR2032 Lithium Knopfzelle 3 V Batterie). Flr die Verbindungen
zwischen den einzelnen Komponenten wurden vor der Verkapselung mit biokompatiblem

Silikon ummantelte Kabel an die Bauteile gel6tet (siehe Abb. 10).

Nach abschlieRender Kontrolle mittels Oszilloskops erfolgte die operative Implantation des

Stimulator-Systems (siehe Kap. 2.7.4).

Abbildung 10:  Aufbau intrakorporales Stimulationssystem

A) Spannungsquelle (VARTA CR2032 Lithium Knopfzelle 3V Batterie); B) Impulsgeber; C) Testaufbau zur
Spannungsmessung mittels Oszilloskops

2.5.3 Isolierung und Verkapselung
2.5.3.1 Version 1: Zwei-Komponenten Silikon

Um eine Verwendung des gesamten THS-Systems unter implantierten Bedingungen im Or-
ganismus maoglich zu machen, bedarf es einer besonderen Beachtung auf die Isolierung
und Abschirmung der verwendeten Bauteile, gegen die in diesem Milieu wirkenden Ein-
flusse, beispielsweise Feuchtigkeit und Reibungen. Dariber hinaus stellt ein lebender Or-
ganismus ein kompliziertes Biosystem dar, welches empfindlich auf Fremdkdérper innerhalb
dieses Kompartiments reagiert. So kann das Einbringen fremder Materialien zu massiven
Immun- und AbstoRBungsreaktionen flhren, was nicht nur Auswirkungen auf das Material,
sondern vor allem auf das Wohlbefinden des betroffenen Lebewesens haben kann. Beno-
tigte Eigenschaften einer guten Abschirmung des THS-Systems sind neben der Dichtigkeit
auch eine entsprechende Biokompatibilitat. Hierzu eignen sich verschiedene Materialien,
welche je nach Schwerpunktsetzung unterschiedliche Vorteile besitzen. Ein in der Isolie-

rung elektronischer Materialien haufig eingesetztes Material ist Silikon. Diese synthetisch
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hergestellten Silicium Polymere zeichnen sich je nach Beschaffenheit durch ein hohes Maf}
an Warmebestandigkeit aus und bilden dariber hinaus ein hydrophobes Dielektrikum. Je
nach Zusammensetzung erflllen Silikone verschiedene Anspriiche der Biokompatibilitat.

Hieraus ergibt sich in der Medizin ein weites Anwendungsspektrum.

Zur Verkapselung und elektrischen Isolierung der Bauteile wurden diese in einem mehrzei-
tigen Gussverfahren mittels verschiedenartiger Silikone ummantelt (sieche Abb. 11). Hierflr
wurden anhand der Bauteilproportionen mittels CAD-Software angepasste Gussformen er-
stellt, welche anschlieRend in 3D-Druckverfahren produziert wurden (Rapidobject GmbH,
Weillenfelser Stralde 84, 04229 Leipzig, Deutschland).

In einem ersten Gussverfahren erfolgte die Versiegelung und elektrische Isolierung der
Bauteile Mithilfe eines niedrig viskosen Silikons zum Elektronikverguss (AS1700, ACC Si-
licons Ltd., Somerset, UK). Nach mehrtagiger Aushartungszeit erfolgte in einem zweiten
Gussverfahren der Aufzug einer biokompatiblen Silikonschicht als Au3enhdille in einer gro-
Rer proportionierten Gussform (WACKER SILPURAN® 4200).

B)

Abbildung 11:  Verkapselung im Zweischicht-GielRverfahren mittels Silikons

A) Gussform aus 3-D-Druck Verfahren; B) Einpassung der Komponenten in die Gussform; C) Ausguss der
Form mit Silikon

2.5.3.2 Version 2: PEEK und Epoxidharz

Bei der Verarbeitung und Benutzung von Stimulator-Systemen, welche nach der Vorge-
hensweise von Version eins (siehe Kap. 2.5.3.1) verkapselt wurden, zeigten sich im Laufe
der Benutzung gewisse Defizite. Eine ndhere Beschreibung dieser Defizite findet sich unter
der Rubrik Ergebnisse (siehe Kap. 3.2.2). Ziel der Entwicklung eines neuen Stimulator-Sys-
tems ist die Zurverfigungstellung eines voll-implantationsfahigen Neurostimulators im Mi-

niaturdesign, zur Langzeit Anwendung im Tiermodell. Um dieses Ziel Uber den bisherigen
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Zeitraum mit Version eins hinaus weiter verfolgen zu kénnen, wurden die bislang verwen-

deten Isolierungen neu konstruiert und weiterentwickelt.

Kern der Weiterentwicklung war eine Abschirmung aller Bauteile, mit einer Hulle aus Po-
lyetheretherketon (PEEK). Hierbei handelt es sich um einen hochtemperaturbestandigen,
thermoplastischen Kunststoff. Chemisch gehért PEEK zur Stoffgruppe der Polyaryletherke-
tone. Als moderner Hochleistungswerkstoff findet PEEK bereits breite Anwendung in ver-
schiedensten Bereichen der Medizin. Mit seinen Materialeigenschaften (siehe Tab. 9) ist
PEEK dabei eine interessante Alternative flr den bisherigen Einsatz von Materialien, wie
Titan, medizinischem Stahl oder Amalgam. Seit der offiziellen Zertifizierung von PEEK als
Implantat Material durch die American Food and Drug Administration (FDA), nimmt das

Einsatzspektrum, beispielsweise in der Orthopadie oder der Zahnheilkunde, stetig zu.

Tabelle 9: PEEK-Eigenschaften
PEEK (Poly-Ether-Ether-Keton)

Biokompatibel, I6sungsmittelfrei
Compoundierbar mit verschiedenen Zusatzen
Verblendbar mit konventionellen Kompositen
Mehrere Verarbeitungsverfahren moglich
Hochbestandig gegeniiber Verschleify
Geringe Wasseraufnahme
Réntgentransparent

Thermisch stark belastbar

Leicht aufgrund niedriger Dichte

Elektrisch und thermisch isolierend
Bestandig gegen Strahlung

Keine Plagueadharenz
Nach Schitalla et. all 2014

Vor allem das geringe Gewicht, die enorme Harte und Widerstandsfahigkeit sowie die Bio-
kompatibilitdt machen PEEK interessant fur die Verkapselung von Neurostimulatoren unter
experimentellen Bedingungen. Die Planung der Kapselform erfolgte mittels CAD-Modell.
Anhand dieser CAD Zeichnungen wurden die Kapselteile aus PEEK-Rohmaterial mittels
Drehbank millimetergenau abgedreht (Institut fir Physik, Feinmechanische Werkstatt, Uni-
versitat Rostock, Albert-Einstein-Strale 23-24, 18059 Rostock) (siehe Abb. 12).
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Abbildung 12:

Konstruktionsplan PEEK Kapsel

MaRe Stimulator-Verkapselung in Millimetern

A

mmo o w

18

1,5

15

5

1,5

Deckel: 15x1

MaRe Batterie-Verkapselung in Millimetern

A.

mmo o w

26

1,5

23

6

1,5

Deckel: 26x1

CAD Konstruktionsplan der PEEK Kapsel mit entsprechenden Abmessungen unterteilt in Stimulator- und

Batteriekapseln

2.5.3.3 Kabelverbindungen

Die elektrische Verbindung zwischen den einzelnen Komponenten wurde durch den Ein-

satz spezieller, biokompatibler Kabel gewahrleistet. Diese wurden im Rahmen der vorab

beschriebenen Verkapselungen in die verschiedenen Bauteile integriert und wahrend der

Implantation mittels Verbindungselement zusammengefiigt. Zum Einsatz kamen hierbei

Polytetrafluorethylen (PTFE) ummantelte Kupferleitungen (AWG-Litzen; 0,22 mm? aus
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7*0,20; metrofunk Kabel-Union, Berlin). Diese zeichneten sich durch eine hohe Belastbar-
keit und aufgrund des inerten Isolationsmaterials vollstandigen Biokompatibilitat aus (siehe
Tab. 10).

Tabelle 10: Eigenschaften von PTFE als Isolationsstoff

Schwere Entflammbarkeit

Ozonbestandigkeit

Keine Wasseraufnahme

Hoher Lichtbogenwiderstand

Resistent gegen Lésungsmittel

Bestandigkeit gegen Mikrokulturen und Pilze

Hohe Witterungsbestandigkeit

Hohe Temperaturbestandigkeit

Biokompatibilitat

(© abgewandelt nach metrofunk Kabel-Union, Berlin)

Die Verbindung zwischen den Kabeln der Hirnelektrode und dem Stimulator-Batterie-Kom-
plex erfolgte durch eine Létverbindung, welche mittels biokompatiblem Schrumpfschlauch
(RS Components GmbH, M( rfelden-Walldorf, D) und Epoxidharz Ausguss isoliert wurde.

2.6 Anasthesie

Die medikamentése Komponente bestand hierbei aus einer speziellen Mischung (,Mou-
semix“) von 10 mg Ketamin-Hydrochlorid (Ketanest S® 25 mg/ml, Pfizer, Karlsruhe,
Deutschland) und 0,5 mg Xylazin (Rompun® 20 mg/ml Injektion fur Tiere, 20 mg/ml, Bayer

Austria, Wien). Diese wurden gewichtsadaptiert pro 100 g Kérpergewicht dosiert und intra-

peritoneal (i.p.) injiziert.

3

Abbildung 13:  Narkosegerat
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S-Ketamin wirkt stark analgetisch und dissoziativ anasthetisch. Xylazin besitzt neben eben-
falls analgetisch und hypnotisch wirkenden Eigenschaften vor allem einen muskelrelaxie-
renden Effekt. Als inhalative Komponente kam bei den Operationen Isofluran (Isofluran
CP®, CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH, Burgdorf, Germany) zum Einsatz. Dieses
volatile Anasthetikum zeichnet sich durch ein geringes Risikopotential flr Schleimhautirri-
tationen aus und wurde in diesem Versuch mithilfe eines Nager-spezifischen Narkosege-
rats (EZ-108SA, E-Z Systems Inc., P.O. Box 3544, Palmer, PA 18043) appliziert (siehe Abb.
13).

2.7 Operative Verfahren

2.7.1 Durchfiihrung stereotaktischer Operationen

Um eine millimetergenaue Lasionierung und Platzierung zu gewabhrleisten, erfolgten die
Operationen mittels stereotaktischer Verfahren. Dies wird durch die exakte Kartografie der
einzelnen Hirnareale ermdglicht. Hierbei kam der Rattenhirnatlas nach Paxinos und Watson
zum Einsatz [2007].

Wahrend der Vorbereitungsphase der Operation erhielten die Tiere eine 3-tdgige Schmerz-

prophylaxe mit Novaminsulfon (1 g/100 ml) als Trinkwasserzugabe.

Zu Beginn der Operation erfolgte eine griindliche Rasur des Operationsgebietes mithilfe
eines elektrischen Tierhaarschneiders (Aesculap, T bingen, Deutschland). AnschlieRend
wurden die Tiere in einem stereotaktischen Rahmen (Stoelting CO. Wood Dale, lllinois,
USA) eingespannt. In der sogenannten ,flat-skull“ Position ergab sich somit, mithilfe des
Hirnatlas, ein reproduzierbares Operationsgebiet. Wahrend der Operationen wurden die
Ratten auf einer elektrischen Warmematte gelagert, um eine Hypothermie zu verhindern.
Um einer potenziellen Augenschadigung, durch den bei der Narkose ausgefallenen Lid-
schlussreflex entgegenzuwirken, wurde den Tieren prophylaktisch ein Tranenersatzgel (Vi-

disic®, Bausch und Lomb GmbH, Berlin, Deutschland) verabreicht.

2.7.2 Unilaterale 6-OHDA Lasion

Zur artifiziellen Induktion einer parkinsonoiden Symptomatik wurde durch die stereotakti-
sche Injektion eines Zellgiftes (6-OHDA) eine selektive Lasionierung des medialen Vor-
derhirnbindels (MVB) hervorgerufen. Die Zielkoordinaten bei unilateraler Lasion des MVB
relativ zum Bregma lauteten hierbei: anterior-posterior (AP) = -2,3 mm, medial-lateral (ML)
= -1,5 mm und dorsal-ventral (DV) = -9 mm nach Paxinos und Watson (K. Badstibner,
2012). Nach der Hautpraparation und Freilegung der Suturen wurde das Bregma mit der

Spitze der eingespannten 5 pl Hamiltonspritze (Postnova Analytics, Landsberg/Lech,
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Deutschland) angesteuert und die Koordinaten an der Skala des Stereotaxie-Apparates ab-
gelesen. Nach Berechnung der absoluten Zielkoordinaten in x/y-Richtung wurden diese an-
gesteuert und mithilfe des Stifts auf dem Knochen markiert. Die Eréffnung der Schadelde-
cke erfolgte mithilfe eines Dentalbohrers. Hierbei wurde, unter Schonung der Dura mater,
vorsichtig ein Loch durch die Schadeldecke gebohrt. Diese wurde vorsichtig mit einem Skal-
pell inzidiert und die Zielkoordinate in z-Richtung angesteuert. Nun erfolgte die Applikation
von 4 ul 0,1-molarer Zitratpuffer-Lésung, welche 24 ug 6-OHDA enthielt. Durch die Appli-
kation von 6-OHDA kam es zur selektiven Zerstérung Dopamin produzierender Neurone in

der Zielregion.

Zur Erfolgsprufung der Lasion, wurde nach zwolf-vierzehn Tagen der Apomorphin-indu-
zierte Rotationstest (siehe Kap. 2.3.1) durchgefihrt. AnschlieRend erfolgte die Selektion in

Jasionierte” und ,non-responder” Tiere.

2.7.3 Platzierung der Stimulationselektroden

Nach erfolgreicher Lasion, beziehungsweise im Falle der implantierten Stimulations-Sys-
teme bei ,non-responder” Tieren, erfolgte die operative Platzierung der Stimulationselekt-
roden. Die Implantation der THS-Elektroden wurde anschlieRend erneut stereotaktisch in
den STN der vormals lasionierten Hemisphare durchgefiihrt. Nach Paxinos und Watson
[2007] ergaben sich hieraus folgende Koordinaten: anterior-posterior (AP)= -3,8 mm, me-
dial-lateral (ML) = -2,4 mm und dorsal-ventral (DV) = -7,6 mm (K. Badsttbner, 2012). Bei
Ratten mit einem Kirpergewicht ber 350 g wurde eine Korrektur der Koordinaten vorge-
nommen. Hier lauteten die Zielkoordinaten: anterior-posterior (AP).3504 = -4,0 mm, medial-

lateral (ML)s3s0g = -2,4 und DVs3504 = -8,1 mm.

Die Ansteuerung der Operationsstelle sowie die Schadeleréffnung erfolgten ident dem Ver-
fahren der 6-OHDA Lasion (siehe Kap. 2.7.2). Zur spateren Fixation der Elektrode wurde
eine sogenannte ,Ankerschraube” (MailShop GmbH Augenoptik, M["hlacker, Deutschland)
in dem Knochen um die Operationsstelle platziert. Nach Vorbohrung wurde diese mittels
eines Mini-Schraubendrehers in den Knochen der linken Hemisphare weniger als 1 mm

eingedreht, sodass der Schraubenkopf aus dem Knochen herausragte.

Die eingespannte Elektrode wurde nun zur Zielkoordinate in z-Richtung in das Hirn abge-
senkt. Die endguiltige Fixation erfolgte mittels zwei-Komponentenkleber, welcher innerhalb
von circa 30 Sekunden komplett aushartete (Luxatemp-Automix Plus, DMG Chemisch-
Pharmazeutische Fabrik GmbH, Hamburg, Deutschland). Somit ergab sich eine feste Ver-

bindung von Elektrode, Knochen und Halteschrauben.
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Nach Aushartung des Klebers wurde die Klemmvorrichtung des Elektrodenkabels vorsich-
tig abgeldst. Anschliellend wurden die von der Elektrode abgehenden Kabel, entsprechend

dem angewendeten Stimulator-Modells verlegt.

Im Falle des nicht implantationsfahigen Stimulator-Systems erfolgte die subkutane Durch-
stechung der Kabel mit transkutaner Ausleitung im Schulter-Nacken Bereich der Tiere. Bei
den implantationsfahigen Systemen erfolgte zudem die subkutane Konnektierung mit den

Kabeln der Impulsgebereinheit.
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2.7.4 THS-Implantation

Um eine vollstandig intrakorporale Lage aller Komponenten zu gewahrleisten, erfolgte die
Implantation der Stimulationseinheit in den subkutanen Rickenbereich der Tiere. Die ent-
sprechenden Kabel wurden anschlieRend subkutan getunnelt und mit den Kabeln der Sti-
mulationselektrode verbunden. AnschlieRend wurden alle Wunden subkutan sowie intra-
kutan vernaht. Alle Komponenten wurden entsprechend den Anforderungen an langfristige

Implantate zum Schutz gegen Feuchtigkeit verkapselt (siehe Kap. 2.5.3).

Nach ersten Probedurchldufen wurde die Operationszeit mit circa 60 Minuten veranschlagt.

2.8 Beurteilung, Tests und Scores

2.8.1 Stepping-Test

Die Durchfuhrung des Stepping-Tests erfolgte nach Olsson et al. [1995] und Schallert et al.
[2000]. Hierbei handelte es sich um ein Verfahren zur Erfassung des motorischen Defizites
im Seitenvergleich. Wahrend des Tests erfolgte eine Provokation von Ausfallschritten (,ad-
justing-steps®) sowohl der lasionierten als auch der gesunden Vorderpfote des Tieres (siehe
Abb. 14). Wahrend der Durchfihrung wurden die Ratten mit einem speziellen Handgriff
fixiert, sodass die Hinterpfoten nicht bewegt werden konnten und nur eine Vorderpfote den
Boden berlhrte. Es erfolgte eine Erfassung der Schrittanzahl in Vor-und Rickhandrichtung,
wahrend einer definierten Zeitspanne von funf Sekunden und Uber eine festgelegte Strecke
von 90 cm. Die gezahlten Schritte jeder Seite wurden, mithilfe des ,Kontrolateralen Bias®,

im Verhaltnis der gesamten Schrittanzahl in Prozent betrachtet.

Abbildung 14: Stepping-Test

Stepping-Test am 6-OHDA Hemiparkinson Model der Ratte und THS mittels extrakorporalen THS-Systems (©
mit freundlicher Genehmigung durch K. Badstlbner)
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2.8.2 Korridor-Test

Die Durchfiihrung des Korridor-Tests erfolgte nach Dowd et al. [2005]. Hierzu wurden die
Tiere funf Minuten in einen 240 cm langen, sieben Zentimeter breiten und 23 cm hohen
Korridor gesetzt (siehe Abb. 15). Der Korridor war in regelmafligen Abstanden beidseitig
mit kleinen Futternapfen mit speziellen Zuckerpellets (5TUT, TestDiet®, USA) bestlckt.
Den Ratten war es wahrend des Versuchs moglich, den Korridor finf Minuten frei zu erkun-
den und Zuckerpellets zu fressen. Nach jedem Durchlauf erfolgte eine erneute Bestlickung
der Futternapfe mit jeweils flnf Pellets. Die Erfassung der Annaherungen an die Futternapfe
zur kontra- und ipsilateralen Seite erfolgte manuell. Es wurden sowohl das Fressen der
Pellets, als auch die bloRe Annaherung der Tiere an die Futternapfe gewertet. Die gezahl-
ten Annahrungen jeder Seite wurden mithilfe des ,Kontrolateralen Bias“ im Verhaltnis der

gesamten Schrittanzahl in Prozent betrachtet.

Abbildung 15: Korridor-Test

Korridor-Test am 6-OHDA Hemiparkinson Model der Ratte und THS mittels nicht-implantierten THS-Systems
(© mit freundlicher Genehmigung durch K. Badstiibner)Erhebung von Gewichtsdaten

Fir die Beurteilung von Leid und Schmerzen bei Versuchstieren gibt es im allgemeinen
Konsensus verschiedene Surrogatmarker (Leuchtweis et al., 2020). Neben Verhaltensan-
derungen und Auffalligkeiten des Haarkleides, sind Veranderungen des Kérpergewichts,
insbesondere eine Gewichtsreduktion, als sensible Anhaltspunkte fiir eine Belastungssitu-

ation der Tiere anzusehen (Klune et al., 2019).

Eine Kontrolle und Protokollierung des Koérpergewichts erfolgten taglich bei allen Tieren
(siehe Abb. 16).
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Abbildung 16:  Kdrpergewicht Erfassung

2.8.4 Beurteilung von allgemeiner Befindlichkeit und Belastung

Neben Veranderungen des Korpergewichts zeigen Tiere, abgangig von der ausgesetzten
Belastung, noch weitere klassifizierbare Veranderungen. So kommt es bei zunehmender
Belastung zu Abweichungen vom naturlichen, artspezifischen Verhalten. AuRerdem sind
Veranderungen der Fellbeschaffenheit festzustellen. Fir diesen Versuch wurde, zur ge-
nauen Klassifizierung der oben genannten Veranderungen, ein Score-System entwickelt
(siehe Tab. 11).
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Tabelle 11: Score-Sheet Tierbelastungen

Kategorie Beobachtung

Koérpergewicht Unbeeinflusst oder Anstieg

Gewichtsreduktion <5 %

Gewichtsreduktion 5-10 %

Gewichtsreduktion 11-20 %

Gewichtsreduktion > 20 %

INIGETGEIGFASERCIE Fell glatt; Kérperdffnungen sauber; Augen klar, glanzend
Felldefekte (verminderte oder libersteigerte Kérperpflege)

Fell stumpf, ungeordnet; ungepflegte Korperéffnungen; Augen
trib; erhohter Muskeltonus

Schmutziges Fell; feuchte oder klebrige Kérperéffnungen; un-
normale Haltung; Augen triib; hoher Muskeltonus

Verkrampfungen, Lahmungen (Rumpfmuskulatur, Extremita-
ten); Atemgerausche; Palpable Hypothermie

ST e VETGENC) I Normales Verhalten (Schlafen, Reaktion auf Anblasen und Be-
rihrung, Neugier, Sozialkontakte)

Geringe Abweichungen vom Normalverhalten (z.B.: nach
Transport, nach dem Umsetzen, neuer Kafiggemeinschaft)

Ungewohnliches Verhalten (eingeschrankte Motorik oder Hy-
perkinetik; Stressreaktionen: gestraubtes Fell, Schnappatmung,
gekrimmte Korperhaltung)

Selbstisolation, Lethargie; ausgepragte Hyperkinetik bzw. Ver-
haltensstereotypien; Koordinationsstérungen

Selbstamputationen (Autoaggression, Autonomie)

2.8.5 Beurteilung von Wundverhaltnissen

Punktwertung
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Die Erfassung der durch die chirurgischen Eingriffe entstandenen Wunden erfolgte bei allen

Tieren mit implantierten Stimulatoren nach den folgenden Kriterien (siehe Tab. 12).
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Tabelle 12: Score-Sheet Wundverhaltnisse nach Southampton-Wound-Score

Hauptkategorie Subkategorie Punktwert
Wundtyp chronisch 1

akut
Lokalisation Gleichbleibende Stelle

Veranderte Stelle
Epidermis

Subkutis

Faszie, Muskel

Sehnen

Koérperhdhle

Flache (c gleichbleibend oder kleiner
groer

Epithel

Granulation

Fibrin

Nekrose
Heilungsphase Reparation
Proliferation/Granulation
Resorption
Exsudation/Entziindung
Sekretmenge keine

wenig

malig

viel

Sekretfarbe transparent

braunlich

gelblich

grunlich
Umgebungshaut transparent

braunlich

gelblich

ekzematos
Automutilative Exkoriation nein

ja

MaRnahmen (z.B. Antibiose) keine

g O = O W N =~ O ON ~ N~ O O W N~ O~ o o b W NDN|»~ ~ O O©

erforderlich
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2.9 Perfusion und Gehirnentnahme

Nach Abschluss der Versuchsreihen erfolgte die schmerzfreie Totung der Versuchstiere.
Hierzu wurden die Tiere mittels Isofluran narkotisiert. Anschlielend erhielten die Tiere eine
Uberdosis ,Mousemix“'. Nach Todeseintritt erfolgte die Eréffnung des Thorax mit anschlie-
Render Kanulierung der rechten Herzkammer. Durch Einleitung einer 3,7%igen Paraformal-
dehyd Lésung erfolgte die Fixation der Gewebestrukturen, wodurch die Entnahme der Ge-

hirne erméglicht wurde.

2.10 Statistik

Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte anhand des Programms SPSS
(IBM SPSS Statistics Version 25).

Zunachst wurde die Normalverteilung der Daten mittels Kolmogorov-Smirnov-Test Uber-
pruft. Bei fehlender Normalverteilung wurden anschiel3end nicht-parametrische Tests an-

gewendet.

Im Falle unverbundener Stichproben wurde der Krushal-Wallis- sowie der Post-Hoc Mann-
Whitney-Test und fir verbundene Stichproben der Bonferroni-korrigierte Post-Hoc Wil-
coxon-Test verwendet. Um Unterschiede der Daten an mehreren Zeitpunkten des Ver-

suchsverlaufes festzustellen, wurde der Friedmann-Test angewendet.

Als Signifikanzniveau in dieser Arbeit galt ein Wert von a=0.05. Dementsprechend gelten
Ergebnisse mit einem p<0.05 als statistisch signifikant. Ein Signifikanzniveau von a=0.08,
also p=<0.08, ist als Trend definiert (Pitak-Arnnop et al., 2010).

Die Literaturverwaltung erfolgte mittels Literatursoftware (Endnote X8, Clarivate Analytics).

1 Ketamin/Xylazin
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ERGEBNISSE

3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse Apomorphin Rotationstest

Wie in Kap. 2.3.1 beschrieben, wurden die Tiere nach den Ergebnissen im Apomorphin
induzieren Rotationstest in verschiedene Gruppen selektiert. Der Nachweis einer erfolgrei-
chen Lasion der unilateralen Substantia nigra (SN) bestand per Definition darin, wenn die
Tiere Uber einen Zeitraum von 40 Minuten, mindestens 2 Umdrehungen pro Minute in die

kontralaterale Richtung der lasionierten Seite machten.

Somit konnten die Tiere in erfolgreich |asionierte, responder Tiere (Gruppe 1) und nicht
erfolgreich lasionierte, oder non-responder Tiere (Gruppe 3) unterschieden werden (Tabl.
13+14).

Tier-ID Rotationen gesamt Rotationen/min Ergebnis Tabelle 13: Ergebnisse
Rotationstest Gruppe 1
3 121 3.03 responder (Responder).
22 92 2.3 responder Rotationen gesamt tber 40
Minuten; Rotationen pro Mi-
25 96 2.4 responder nute
35 82 2.05 responder
286 88 2.2 responder
298 91 2.28 responder
Tier-ID Rotationen gesamt Rotationen/min Ergebnis Tabelle 14: Ergeb-
nisse Rotationstest Gruppe
303 76 1.9 non-responder 3 (non-Responder).
304 68 1.7 non-responder Rotationen gesamt tber 40
Minuten; Rotationen pro Mi-
310 59 1.48 non-responder nute
330 74 1.85 non-responder
511 51 1.28 non-responder
513 46 1.15 non-responder

Somit ergab sich fiir die Gruppe der erfolgreich lasionierten Tiere (Responder) eine Grup-

penstarke von n=6. Ebenso wurde eine Gruppe mit einer Gréflte von n=6 nicht erfolgreich

lasionierter Tiere (Non-Responder) zusammengestellt.
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3.2 Ergebnisse Verhaltenstests ohne THS

3.2.1 Stepping-Test

Wie in Kap. 2.8.1 beschrieben, wurde der Stepping fiir jede Vorderpfote in Vorwartsrichtung
(Vorhand) und in Ruckwartsrichtung (Ruckhand) durchgefuhrt. Es erfolgte eine erste Tes-
tung bei den erfolgreich lasionierten Tieren der Gruppe 1 (Pra_Stimulation) und den Tieren

ohne Lasionen (Kontrolle).

£0,00

40,00

Kontralateraler Bias

20,00

a0

Pra_Stimulation Kontrolle

Abbildung 17: Stepping-Test ohne THS, Vorhand

Auswirkungen einer durch 6-OHDA-induzierten Lasion auf die Akinesie. Priifung der forcierten Ausfallschrittrate
bei seitlicher Bewegung in Vorhand. Die unterschiedlichen Boxplots reprasentieren hierbei verschiedene Sub-
gruppen; griin gepunktet zeigt das Ergebnis der Tiere mit 6-OHDA-induziertem Hemiparkinson (Gruppe 1; n=6);
Tirkis gestreift zeigt das Ergebnis der Kontrollgruppe, ohne 6-OHDA-induziertem Hemiparkinson (Gruppe 2;
n=6); Die statistische Priifung auf signifikante Unterschiede erfolgte hierbei mittels nicht-parametrischer Tes-
tung. Fur unverbundene, nicht normalverteilte Stichproben unter Verwendung des Mann-Whitney-U-Test. * (sig-
nifikant): p< 0,05.

Nach erfolgreicher Lasion der unilateralen Substantia nigra (SN) (Gruppe 1), kam es bei
diesen Tieren zu einer signifikanten Verschlechterung des Kontralateralen Bias. Dies liefl3
sich sowohl bei der Durchfihrung des Stepping-Tests in Vorhand (p=0.025) als auch bei
der Durchfiihrung des Stepping-Tests in Rickhand (p=0.016) beobachten (Abb. 17+18).
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Abbildung 18: Stepping-Test ohne THS, Riickhand

Auswirkungen einer durch 6-OHDA-induzierten Lasion auf die Akinesie.. Prifung der forcierten Ausfallschritt-
rate bei seitlicher Bewegung in Riickhand. Die unterschiedlichen Boxplots reprasentieren hierbei verschiedene
Subgruppen; griin gepunktet zeigt das Ergebnis der Tiere mit 6-OHDA-induziertem Hemiparkinson (Gruppe 1;
n=6); Tlrkis gestreift zeigt das Ergebnis der Kontrollgruppe, ohne 6-OHDA-induziertem Hemiparkinson (Gruppe
2; n=6); Die statistische Priifung auf signifikante Unterschiede erfolgte hierbei mittels nicht-parametrischer Te-
stung. Fur unverbundene, nicht normalverteilte Stichproben unter Verwendung des Mann-Whitney-U-Test. *
(signifikant): p< 0,05.

3.2.2 Korridor-Test

Neben dem Stepping-Test wurde, wie in Kap. 2.8.2 beschrieb ebenfalls der Korridor Test
durchgeflihrt. Dieser wurde bei den Tieren der Gruppe 1 ebenfalls nach erfolgreicher 6-
OHDA Lasionierung der unilateralen Substantia nigra (SN) angewendet. Auch die Tiere der
Kontrollgruppe (Gruppe 2) wurden dem Korridor-Test unterzogen. Die Ergebnisse wurden
mit Hilfe des Kontralateralen Bias bewertet. Im Vergleich mittels nicht parametrischer Tes-
tung konnte keine signifikante Verschlechterung des Kontralateralen Bias bei den Tieren
nach erfolgreicher Lasion im Verhaltnis zur Kontrollgruppe beobachtet werden (p=0.054).
Es ergab sich jedoch eine Tendenz (p<0.08) hinsichtlich eines Einflusses auf den senso-

motorischen Neglect, welcher bei der Durchflihrung des Korridor-Tests bewertet wird.
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Abbildung 19 Korridor-Test ohne THS.

Auswirkungen einer durch 6-OHDA-induzierten Lasion auf den sensomotorischen Neglect. Die unterschiedli-
chen Boxplots reprasentieren hierbei verschiedene Subgruppen; griin gepunktet zeigt das Ergebnis der Tiere
mit 6-OHDA-induziertem Hemiparkinson (Gruppe 1; n=6); Tlrkis gestreift zeigt das Ergebnis der Kontrollgruppe,
ohne 6-OHDA-induziertem Hemiparkinson (Gruppe 2; n=6). Die statistische Priifung auf signifikante Unter-
schiede erfolgte hierbei mittels nicht-parametrischer Testung. Fir unverbundene, nicht normalverteilte Stichpro-
ben unter Verwendung des Mann-Whitney-U-Test. * (signifikant): p< 0,05; T (Trend): p< 0,08.

3.3 Tiere mit extrakorporalen THS

3.3.1 Ergebnisse der Verhaltenstests
3.3.1.1 Stepping-Test

Um die Auswirkungen der THS bei durch Injektion von 6-OHDA hervorgerufenen Lasion
der Substantia Nigra (SN) auf die Motorik bzw. Akinesie der Tiere erfassen zu koénnen,

wurde der Stepping-Test vor und nach einer 3-wdchigen THS durchgefihrt (Abb. 20+21).

Beobachtet wurde erneut der Kontralaterale Bias der Tiere bei Versuchsdurchgéngen in
Vorhand sowie in Rickhand. Nach der 21-tagigen Stimulation des Nucleus subthalamicus
(STN) zeigte sich bei der Versuchsdurchfliihrung in Vorhand keine signifikante Verbesse-
rung der Werte (p=0.6). Bei der Durchfiihrung des Versuchs in Riickhand konnte ebenfalls
kein signifikanter Zusammenhang zwischen einer Verbesserung der Akinese und der Sti-

mulation mittels extrakorporaler THS gezeigt werden (p=0,917).
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Abbildung 20: Stepping-Test mit extrakorporaler THS, Vorhand

Auswirkungen der THS auf die 6-OHDA-induzierte Akinesie bei unilateraler Stimulation des STN. Priifung der
forcierten Ausfallschrittrate bei seitlicher Bewegung in Vorhand. Die unterschiedlichen Boxplots reprasentieren
hierbei verschiedene Subgruppen; griin gepunktet zeigt das Ergebnis der Tiere mit 6-OHDA-induziertem Hemi-
parkinson vor der THS (Gruppe 1; n=6); Tlrkis gestreift zeigt das Ergebnis der Tiere mit 6-OHDA-induziertem
Hemiparkinson nach der THS (Gruppe 3; n=6). Die statistische Priifung auf signifikante Unterschiede erfolgte
hierbei mittels nicht-parametrischer Testung. Fir unverbundene, nicht normalverteilte Stichproben unter Ver-
wendung des Wilcoxon-Test. * (signifikant): p< 0,05.
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Abbildung 21: Stepping-Test mit extrakorporaler THS, Rickhand

Auswirkungen der THS auf die 6-OHDA-induzierte Akinesie bei unilateraler Stimulation des STN. Prifung der
forcierten Ausfallschrittrate bei seitlicher Bewegung in Riickhand. Die unterschiedlichen Boxplots reprasentie-
ren hierbei verschiedene Subgruppen; griin gepunktet zeigt das Ergebnis der Tiere mit 6-OHDA-induziertem
Hemiparkinson vor der THS (Gruppe 1; n=6); Turkis gestreift zeigt das Ergebnis der Tiere mit 6-OHDA-indu-
ziertem Hemiparkinson nach der THS (Gruppe 3; n=6). Die statistische Prufung auf signifikante Unterschiede
erfolgte hierbei mittels nicht-parametrischer Testung. Fir unverbundene, nicht normalverteilte Stichproben unter
Verwendung des Wilcoxon-Test. * (signifikant): p< 0,05.
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3.3.1.2 Korridor-Test

Um die Auswirkungen der THS bei durch Injektion von 6-OHDA hervorgerufenen Lasion
der Substantia Nigra (SN) auf motorischen Neglect der Tiere erfassen zu kdnnen, wurde
der Korridor-Test vor und nach einer 3-woéchigen THS durchgefihrt (Abb. 22).

Beobachtet wurde erneut der Kontralaterale Bias der Tiere. Nach der 21-tdgigen Stimula-
tion des Nucleus subthalamicus (STN) lie3 sich kein signifikanter Unterschied zu den Er-

gebnissen vor der Stimulation nachweisen (p=0.345).
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Abbildung 22: Korridor-Test mit extrakorporaler THS.

Auswirkungen der THS auf den 6-OHDA-induzierten sensomotorischen Neglect bei unilateraler Stimulation des
STN. Die unterschiedlichen Boxplots reprasentieren hierbei verschiedene Subgruppen; griin gepunktet zeigt
das Ergebnis der Tiere mit 6-OHDA-induziertem Hemiparkinson vor der THS (Gruppe 1; n=6); Turkis gestreift
zeigt das Ergebnis der Tiere mit 6-OHDA-induziertem Hemiparkinson nach der THS (Gruppe 3; n=6). Die sta-
tistische Prifung auf signifikante Unterschiede erfolgte hierbei mittels nicht-parametrischer Testung. Fiir unver-
bundene, nicht normalverteilte Stichproben unter Verwendung des Wilcoxon-Test. * (signifikant): p< 0,05.

3.3.2 Technische Ergebnisse

Die in der Gruppe 1 verwendeten Stimulatoren wurden vor ihrer Platzierung mittels Oszil-
loskop auf ihre Funktionsfahigkeit geprift und nach den gesetzten Parametervorgaben

(siehe Kap. 2.5.1) genormt.

Die nachfolgenden Uberpriifungen der Funktionsfahigkeit erfolgten durch zeitweise Ab-
nahme der Stimulatoren von dem Tier und erneuter Messung der Stimulationsparameter

mittels Oszilloskop.
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Wahrend des Versuchszeitraums wurde auf die korrekte Funktionsweise der Stimulatoren
geachtet. Zudem wurden Schwierigkeiten bei der Systembefestigung, das Tier oder die
Verkabelung betreffend, dokumentiert. Hierbei ergaben sich die in Tabelle 15 aufgelisteten

Komplikationen.

Tabelle 15: Komplikationen extrakorporaler Stimulator

Art Anzahl betroffener Zeitpunkt (Tage)
Tiere (n;%) -

(n= 6) Median IQR

Verlust/Verrutschen von Stimulatoren 5 (83 %) 5 2
Beschadigung von Kabeln 4 (67 %) 11 1,5
Systembedingte Hautlasionen 3 (50 %) 14 2,5

Kontaktprobleme Batterie 1(17 %) 3 0

Wundprobleme, Elektrode 2 (33 %) 17 3

Darstellung des durchschnittlichen Auftretens eines spezifischen Fehlers bei allen Stimulatoren. Dargestellt ist
die Anzahl der von einem Fehler betroffenen Tiere in absoluter Anzahl und Prozent bei insgesamt 6 Tieren, in
dieser Gruppe. Weiterhin ist der Zeitpunkt in Tagen des erstmaligen Auftretens eines Fehlers als Median und
Interquartilsabstand (IQR) dargestellt.
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3.3.3 Funktionelle Ergebnisse

3.3.3.1 Gewichtsverlauf

Gewichtsveranderungen in % vom Ausgangswe

Z
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=z

Gewichtsverdnderungen in % vom Ausgangswert

Abbildung 23:
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Gewichtsveranderungen nicht-implantierte Stimulatoren.

Prozentuale Gewichtsveranderungen bei Tieren mit nicht-implantierten Stimulatoren. Abb. A zeigt den durch-
schnittlichen Verlauf der Kérpergewichte in prozentualer Veranderung zum Ausgangswert. Abb. B stellt die ta-
gesspezifische Streuung der prozentualen Veranderungen im Gewichtsverlauf dar. Hierbei zeigt sich im Fried-
mann-Test ein signifikanter Gewichtsverlust (p=0,004; Signifikanzniveau: a<0,05). In der genaueren Betrach-
tung mittels Friedmann Post-hoc-Test beschrankt sich der signifikante Bereich auf die ersten fiinf Messtage
(Bereich 1). Zwischen dem fiinften und dem 20. Messtag (Bereich 2) ergibt sich demnach kein signifikanter

Unterschied.
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Das Korpergewicht als wesentlicher, objektiver Parameter fir die Beurteilung des Allge-
meinzustands der Tiere eignete sich gut fur eine Verlaufskontrolle wahrend des Versuches.
Die taglich erhobenen Koérpergewichte in Gramm wurden im prozentualen Verhaltnis zum
Ausgangswert gesetzt (Abb. 23). Hierbei zeigte sich ein ausgepragter Gewichtsverlust zu
Beginn der Stimulationsphase. Dieser begann unmittelbar mit dem Start der Stimulations-
phase und dauerte die ersten vier Tage an. Somit zeigten die Tiere durch die Stimulation
eine signifikante Verschlechterung des Gewichtsverlaufes. Anschliefiend war eine lang-
same und diskontinuierliche Erholungsphase des Korpergewichts ab dem funften Tag bis
zum 19. Tag festzustellen. Am letzten Tag zeigte sich nochmals ein geringer Abwartstrend
der Gewichtsentwicklung. Zusammenfassend war fir den Zeitraum der THS ein zweipha-
siger Gewichtsverlauf zu verzeichnen. Dieser begann mit einer signifikant ausgepragten
Reduktionsphase zu Beginn und ging anschlieRend in eine schleichende Erholungsphase
Uber. Am Ende des Stimulationszeitraumes wurde das Ausgangsgewicht nicht erneut er-
reicht. Es ergab sich statistisch jedoch kein signifikanter Unterschied zum Ausgangspunkt.
Fir die Streuweite der Gewichtsveranderungen bestand an den einzelnen Tagen eine un-
terschiedliche Auspragung (siehe Abb. 23B). Demnach reagierten die einzelnen Tiere un-

terschiedlich sensibel auf die Belastungen, durch die angebrachten Stimulatoren.
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3.3.3.2 Allgemeine Befindlichkeit und Belastung
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Abbildung 24: Score-Sheet Index in Punktsumme bei extrakorporaler THS.

Abb. A zeigt den durchschnittlichen Verlauf der summierten Punktwerte. Abb. B stellt die tagesspezifische Ver-
teilung der summierten Punktwerte dar. Im Friedmann-Test ergibt sich hierbei eine signifikante Verschlechte-
rung der Punktwerte (p=0,009; Signifikanzniveau: a<0,05). In der genaueren Betrachtung mittels Post-hoc-Test
betrifft dies sowohl den Zeitraum wahrend der ersten finf Tage (Bereich 1), als auch den gesamten Messzeit-
raum (Bereich 2).

Die allgemeine Befindlichkeit und Belastung der Tiere wurden mittels Score-Sheet (siehe

Kap. 2.8.4) beurteilt. Neben objektiven Bestandteilen, zum Beispiel dem Kdrpergewicht,
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spielten hierbei auch subjektive Beobachtungen, beispielsweise die Fellbeschaffenheit eine
Rolle.

Anhand der Abb. 24 ist zu erkennen, dass die Beobachtungen am Ausgangszeitpunkt mit
dem Punktwert Null begonnen haben. Im Verlauf der ersten Tage, nach Platzierung des
nicht-implantierten Stimulators, kam es zu einem stetigen Anstieg der Punktwerte mit einem
ersten Peak, nach vier Tagen. Dies stellte eine signifikante Verschlechterung des Aus-
gangsbefindens der Tiere dar. Anschliefend kam es zu einem unstetigen Rickgang der
Belastungen im Sinne eines Gewdhnungseffektes, bis zu einem abschlielenden Wert von
circa drei Punkten. Dies stellte ebenfalls eine signifikante Verschlechterung der Belastungs-

situation im Bezug zur Ausgangssituation dar.

Wie in der Abbildung zu erkennen (siehe Abb. 24B) ist, zeigte sich die Streuweite an den
einzelnen Tagen unterschiedlich ausgepragt. Demnach reagierten die einzelnen Tiere ver-

schieden sensibel auf die Belastungen durch die angebrachten Stimulatoren.
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3.4 Tiere mit vollimplantierten Stimulatoren

3.4.1 Ergebnisse Entwicklung

Die Planung der Kapselform erfolgte mittels CAD-Modell. Anhand dieser CAD Zeichnungen
wurden die Kapselteile aus PEEK Rohmaterial mit Hilfe einer Drehbank millimetergenau
abgedreht (Institut fir Physik, Feinmechanische Werkstatt, Universitat Rostock, Albert-Ein-
stein-StralRe 23-24, 18059 Rostock). Anschliellend wurden die durch Lotstellen verbunden
Bauteile des Neurostimulators in den PEEK Kapseln platziert und durch den Verguss eines
zwei-Komponenten-GielRharzes (Mastersil Med 151, Masterbond, Hackensack, USA) fixiert
(Abb. 25). Fir eine leichtere Implantation wurden Impulsgeber und Batterie hierbei in sepa-
raten Kapseln untergebracht. Nach dem Verguss wurden die Kapseln mit einem Deckel,

ebenfalls aus PEEK, verschlossen.

Anschlielend erfolgte eine Funktionsprifung in vitro in einem 35 °C warmen Gefall mit

Vollelektrolytldsung (Ringer-Lactat).

G) H)

Abbildung 25: Aufbau Verkapselung PEEK und Epoxidharz

A+B: Rohkapsel aus PEEK; C: Einpassen von Impulsgeber und Batterie in die Kapseln; D: Anl6éten der Kabel
an die einzelnen Komponenten; E+F: Einlegen und Endverkabelung aller Komponenten; G: Ausguss der Kap-
seln mit Epoxidharz; H: Fertige Stimulatoren mit Deckel
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3.4.2 Operative Ergebnisse

Zur vollstandigen Implantation des intrakorporalen Stimulator-Systems wurde im rasierten
Ruckenbereich zunachst eine circa zwei Zentimeter lange Hautinzision, leicht paraverteb-
ral, angelegt (Abb. 26). Um die Bewegungsfahigkeit der Vordergliedmalien so wenig wie
mdglich zu beeinflussen, wurde darauf geachtet, den Schnitt mindestens 1 cm kaudal der
Scapula zu beginnen. AnschlieRend wurde durch stumpfes Praparieren mit einer Schere,
beidseits paravertebral, eine subkutane Hautfalte geschaffen. Hierbei musste darauf ge-
achtet werden, die GroRe moglichst exakt an den Stimulator, beziehungsweise die Batterie
anzupassen. Alle Komponenten wurden entsprechend den Anforderungen an langfristige
Implantate zum Schutz gegen Feuchtigkeit verkapselt (siehe Kap. 2.5.3). Nach der Implan-
tation erfolgte die Verbindung der von kranial durchtunnelten Elektrodenkabel, an den Sti-
mulator, durch Lotverbindungen. Anschliel3end wurden die Verbindungskabel zwischen Sti-
mulator und Elektrode schlaufenformig eingelegt. Dies diente zur Sicherstellung einer un-
eingeschrankten Flexion der Wirbelsaule. Im nachsten Schritt wurden beide Bauteile in die
entsprechenden Hauttaschen eingelegt und mittels Faden (Prolene® monofil 3-0) und chi-
rurgischen Knoten mit der Haut fixiert. Die Zugangswege der Hauttaschen zur Hautinzision
wurden anschliellend mit subkutanen Nahten verschlossen, um eine bessere Wundheilung
zu fordern und ein moégliches Verrutschen zu verhindern. Am Ende wurden die Hautinzisi-
onen in Donati-Nahttechnik verschlossen. Eine Woche nach der Implantation wurde der

Stimulator von aulRen per ,Fernbedienung“ aktiv geschaltet.

Ein wesentlicher Unterschied in der Vorgehensweise zwischen dem Einsatz von extern
platzierten, nicht-implantierten Stimulatoren und dem Einsatz implantationsfahiger Stimula-
toren, bestand in der umfangreicheren Auspragung der operativen Komponente. Wahrend
fur die Verwendung nicht-implantierter Stimulatoren die Durchfuhrung lokalisiert stereotak-
tischer Eingriffe zur Elektrodenplatzierung ausreichend waren, erforderten die Verwendung
implantationsfahiger Hirnstimulatoren den grof¥flachigeren Einsatz operativer MalRnahmen.
Neben den hierfur erforderlichen chirurgischen Kenntnissen spiegelte sich dies vor allem in
den bendétigten Operationszeiten wider. Wahrend fir die Platzierung der Elektroden durch-
schnittlich 30 Minuten pro Tier notwendig waren, so erforderten die Implantierungen der

Stimulatoren im Durchschnitt 75 Minuten pro Tier.
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Abbildung 26: Implantation intrakorporaler Stimulator

A: Implantation Elektrode; B: Inzision im Rickenbereich; C: beidseitige Praparation von subkutanen Taschen;
D: Einbringen von Batterie und Impulsgeber; E: Tunnelierung der Kabelverbindungen zwischen beiden Opera-
tionsgebieten; F: mehrschichtig vernahte Operationswunden

Mit Hilfe der durchgefuhrten Operationen konnte somit erstmals die Praktikabilitat und
grundsatzliche Funktionsfahigkeit der Operationsmethode, sowie der neu entwickelten Sti-
mulationseinheiten demonstriert werden. Wie in Abbildung 26 zu sehen, gelang es alle
Komponenten vollstdndig in das Tier zu integrieren. Der vollstdndige Wundverschluss
stellte sich problemlos dar. Es erfolgte eine Versiegelung der Wunden mit Silberspray. Post-
operativ zeigten die operierten Tiere, trotz der langeren Narkose, ein schnelles Aufwach-
verhalten. Anhand von Abbildung 27 ist ersichtlich, dass es durch die Operation zu keinen
klinischen Defiziten kam. Somit gelang es, im Hinblick auf sich anschlieBende Versuche,
dass neue Operations- und Implantationskonzept, erfolgreich zu etablieren.
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Abbildung 27:  Tier postoperativ nach Implantation des Stimulators.

3.4.2.1 Komplikationen

Nach einem circa vierzehn-tagigen Zeitraum stellte sich bei einem der Tiere eine langsam
progrediente Umfangszunahme der Implantationsstelle dar. Die zu Beginn tastbare und mit
zunehmender GroRe sichtbare Umfangsvermehrung prasentierte sich als weiche, ver-
schiebliche Struktur. Die Operationsnarbe prasentierte einen reizfreien Verlauf. Eine Dehis-
zenz war nicht zu eruieren, ebenfalls zeigte sich keine Hautverfarbung. Aufgrund der Pro-
gredienz wurde eine Punktion der Umfangsvermehrung durchgefihrt und die enthaltene
Flissigkeit drainiert. Es konnten mehrere Milliliter klare bis rétliche Flissigkeit, entfernt wer-
den. Aufgrund der Zusammensetzung und Viskositat der entnommenen Flussigkeit ist bei
der Umfangsvermehrung am ehesten von Gewebsflussigkeit und Lymphe, im Sinne eines
Seroms auszugehen. Nach Punktion kam es zu einer Stabilisierung der Wundheilung. Ab
Tag sechzehn kam es zudem bei einem der Tiere zu einer progredienten, sekundaren
Wundheilungsstoérung. Dies prasentierte sich anfangs mit einer zunehmenden Rétung im
Umfeld der Operationsnarbe. Schlie8lich stellte sich auch im direkten Umfeld der Narbe
eine rotliche Verfarbung sowie eine derbe Verdickung der Narbenstruktur dar. Nach circa
zwei Tagen begann eine progrediente Dehiszenz der Wundrander, bis die Wunde weitge-
hend gedffnet war. Aus diesem Grund war eine chirurgische Revision mit Spulung der
Wunde und Re-verschluss notwendig. Zudem waren selbstbeigeflgte Irritationen der Wun-
den, in Form von Verbiss, bei den Tieren festzustellen. Ein Tier zeigte dartber hinaus eine
Irritation im Bereich des seitlichen Abdomens. Diese entstand vermutlich durch Scheuern
der mittels Naht verschlossenen Kopfwunde, bei der taglichen Fellpflege des Tieres.

Eine Verschiebung von Komponenten des Stimulationssystems war indes bei drei Tieren

zu beobachten.
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3.4.3 Technische Ergebnisse
3.4.3.1 Vollimplantierter Stimulator in vitro

Wie in Kapitel 2.5.3.2 bereichtet, erfolgt zunachst eine in vitro Testung der neuen Stimula-

toren.

Tabelle 16: Funktionstest vollimplantierbarer Stimulator in vitro

Tag Batterieleistung (Volt) LED-Signal
1 3,20 Voll funktionsfahig
5 3,18 Voll funktionsfahig
10 3,17 Voll funktionsfahig
15 3,14 Voll funktionsfahig
20 3,08 Voll funktionsfahig
25 3,04 Voll funktionsfahig
30 3,01 Ladestand gering
35 2,87 Funktionsausfall

3.4.3.2 Vollimplantierbarer Stimulator in vivo

Wahrend der Verkapselung wurde die korrekte Funktion der Stimulatoren unter Zuhilfen-
ahme eines Oszilloskops getestet. Hierbei ergaben sich identische Rechteck-Impulse mit
einer Frequenz von 130 Hz. Eine fortwahrende Uberpriifung durch ein Oszilloskop war auf-
grund der Implantation nicht mdéglich. Um die Funktionsfahigkeit der Stimulatoren dennoch
Uberprifen zu kénnen, waren diese mit einer Kontroll-LED ausgestattet, welche durch einen
Magnetschalter stimuliert, die korrekte Funktion transkutan anzeigte. Durch die Codierung
von Fehlern mittels Signalabfolge der LED war es somit moglich, spezifische Anfalligkeiten

zu registrieren. Hierbei ergaben sich die in Tabelle dreizehn aufgefiihrten Funktionsmel-

dungen.

Abbildung 28:  Oszilloskopmessung intrakorporaler Stimulator wahrend der Verkapselung. Darstellung eines
Rechteckimpulses (130 Hz)
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Tabelle 17: Auflistung gemeldeter Systemfehler

Art der Problematik Anzahl betroffener Tiere (n;%) Zeitpunkt des Auftretens (Tage)

(n=6) Median IQR
Kompletter Funktions- 5 (83 %) 17 4
verlust
Erhohter Widerstand 3 (50 %) 13 2
Batteriestand gering 4 (67 %) 16 2,25

Darstellung des durchschnittlichen Auftretens eines spezifischen Fehlers bei allen Stimulatoren. Dargestellt ist
die Anzahl der von einem Fehler betroffenen Tiere in absoluter Anzahl und Prozent bei insgesamt 6 Tieren, in
dieser Gruppe. Weiterhin ist der Zeitpunkt in Tagen des erstmaligen Auftretens eines Fehlers als Median und
Interquartilsabstand dargestellt (IQR).

Bei der Verkapselung einiger Stimulatoren wurde eine Hulle aus mehrschichtigem Silikon
verwendet, siehe Kapitel 2.5.3. Bei dieser Methode ergaben sich wahrend des Stimulati-
onszeitraums deutliche Anfalligkeiten des Silikons beziiglich der mechanischen Einwirkun-
gen in dem implantierten Milieu. Bei mehreren Stimulatoren waren, vermutlich bedingt
durch Scherkrafte, Ablosungen der Silikonschichten zwischen der elektrisch-isolierenden
Schicht im Inneren und der biokompatiblen auferen Schicht, festzustellen. Der hierdurch

ermodglichte Eintritt von Feuchtigkeit flihrte bei einigen Geraten zum Funktionsverlust.

Eine nachgebesserte Verkapselung mittels PEEK-Hullen, siehe Kap. 2.5.3., erwies sich
makroskopisch als gut geeignete Variante zur Abschirmung der Systemkomponenten unter
Implantationsbedingungen. So fuhrte ein Stimulationszeitraum von 20 Tagen zu keinen

makroskopisch auffalligen Schaden an der Verkapselung.

Als problematisch zeigten sich jedoch die verwendeten Kabelverbindungen. Zur Anwen-
dung kamen, siehe Kap. 2.5.3.3, Kupferleiter, welche mit Silikon ummantelt waren. Es
zeigte sich, dass die verwendeten Kabel, fur die auf sie einwirkenden Bewegungen in der
Ratte, nicht flexibel genug waren. So registrierten wir wahrend der Durchfiihrung mehrere
Widerstandserhéhungen, welche wahrscheinlich auf Beschadigungen der Kabel zuriickzu-
fuhren waren. Bei der Explantation der Systeme vielen dartiber hinaus mehrere makrosko-

pisch sichtbare Beschadigungen der Kabel auf.

Nachgebesserte Kabel aus PTFE ummantelten Kupferleitern prasentierten eine wesentlich
héhere Widerstandsfahigkeit und daraus resultierend eine verminderte Rate an techni-
schen Stoérungen. Als deutliche Schwachstelle bei diesem Konzept zeigten sich die Verbin-
dungsstelle zwischen den Kabeln des Stimulators und der implantierten Elektrode (siehe
Abb. 15). Hier zeigten sich nach Explanation deutliche Korrosionsschaden mit starker Er-

héhung des elektrischen Widerstands.
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3.4.4 Funktionelle Ergebnisse

3.4.41 Gewichtsverlauf
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Abbildung 29: Gewichtsveranderungen in Prozent bei intrakorporaler THS.

Gewichtsveranderungen in Prozent bei Tieren mit intrakorporalen Stimulatoren. Abb. A zeigt den durchschnitt-
lichen Verlauf der Krpergewichte in prozentualer Veranderung zum Ausgangswert. Abb. B stellt die tagesspe-
zifische Verteilung der prozentualen Veranderungen im Gewichtsverlauf dar. Hierbei zeigt sich im Friedmann-
Test eine signifikante Gewichtsveranderung (p=0,03; Signifikanzniveau: a<0,05). In der genaueren Betrachtung
mittels Friedmann Post-hoc-Test beschrankt sich der signifikante Bereich jedoch auf den Bereich zwischen dem
5. und dem 20. Messtag (Bereich 1). Fir den Gesamtzeitraum (Bereich 2) lasst sich kein signifikanter Unter-
schied nachweisen.
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In Abb. 29 wird die tagliche Schwankung des Koérpergewichts aller Tiere, welche mit voll-
implantierbaren Stimulator-Systemen versehen wurden dargestellt. Da es sich bei dem ge-
zeigten Verlauf um durchschnittlich prozentuale Werte im Vergleich zum Ausgangswert
handelt, beginnen die Werte bei null. Nach der Implantation und dem Beginn der Stimulation
zeigten die Tiere einen vorubergehenden Gewichtsverlust. Dieser fiel in den ersten zwei
Tagen steil aus und flachte sich ab dem dritten Tag deutlich ab. Bis zum vierten Tag hatten
die Tiere durchschnittlich fast drei Prozent ihres Kérpergewichtes verloren. Nach Tag vier
kam es zu einer ausgepragten Erholung des Kdérpergewichtes. So kam es wahrend weiterer
vier Tage zu einem kompletten Ausgleich des Gewichtsverlustes, sodass die Tiere an Tag
acht ihr urspringliches Korpergewicht wiedererlangten. Im weiteren Verlauf zeigte sich ein
diskontinuierlicher Verlauf, welcher tendenziell jedoch positiv verlief und eine Gewichtszu-
nahme darstellte. Am Ende des Stimulationszeitraumes nach 20 Tagen hatten die Tiere

circa vier Prozent an Kdrpergewicht, im Vergleich zum Stimulationsbeginn, zugelegt.

Wie in der Abbildung 29B zu erkennen ist, zeigte sich die Streuweite an den einzelnen
Tagen unterschiedlich ausgepragt. Demnach reagierten die einzelnen Tiere verschieden

auf die Belastungen durch die angebrachten Stimulatoren.
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3.4.4.2 Allgemeine Befindlichkeit und Belastung
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Abbildung 30: Score-Sheet Index in Punktsumme bei intrakorporaler THS.

Abb. A zeigt den durchschnittlichen Verlauf der summierten Punktwerte. Abb. B stellt die tagesspezifische Ver-
teilung der Punktwerte dar. Im Friedmann-Test ergibt sich hierbei eine signifikante Verschlechterung der Punkt-
werte (p=0,01; Signifikanzniveau: a<0,05). In der genaueren Betrachtung mittels Friedmann Post-hoc-Test trifft
dies jedoch nur auf den Gesamtzeitraum zu (Bereich 2). Wahrend der ersten fiinf Tage (Bereich 1) lasst sich
demnach keine signifikante Veranderung feststellen.
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Die Darstellung in Abbildung 30 bezieht sich auf das Wohlbefinden und die Belastungen
der Tiere, wahrend des Versuchszeitraumes. Ermittelt wurden diese mithilfe eines Score-
Sheets unter Berlcksichtigung von Koérpergewicht, duleren Merkmalen und Verhalten.
Hierbei zeigte sich eine ausgepragte Belastungszunahme nach der Implantation der Kom-
ponenten und Stimulationsbeginn. So kam es zu einem Anstieg mit einem Maximalwert von
drei Punkten. Diese Stresssituation hielt wahrend der ersten drei Versuchstage an. An-
schlielfend kam es zu einer Minderung der Punktwerte. So halbierte sich die Belastung im
Zeitraum zwischen dem fiinften und zehnten Tag. Im weiteren Verlauf gingen die Belastun-
gen weiter zuruck und erreichten am funfzehnten Tag ihren Tiefpunkt seit Beginn des Sti-
mulationszeitraumes. Gegen Ende des Beobachtungsfensters kam es jedoch erneut zu ei-
ner signifikant relevanten Zunahme der Belastungssituation, mit einem Anstieg der Werte

uber zwei Punkte.

Wie in der Abbildung 30B zu erkennen ist, zeigte sich die Streuweite an den einzelnen
Tagen unterschiedlich ausgepragt. Demnach reagierten die einzelnen Tiere verschieden

auf die Belastungen durch die angebrachten Stimulatoren.
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3.4.4.3 Wundheilung
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Abbildung 31:  Durchschnittliche Punktwerte im Wound-healing-Score

Abb. A zeigt den durchschnittlichen Verlauf der summierten Punktwerte. Abb. B stellt die tagesspezifische Ver-
teilung der Punktwerte dar. Im Friedmann-Test ergibt sich hierbei eine signifikante Verschlechterung der Punkt-

werte (p=0,006; Signifikanzniveau: a<0,05). In der genaueren Betrachtung mittels Post-hoc-Test trifft dies so-

wohl auf den Bereich zwischen dem Anfang und 5. Tag zu, als auch zwischen dem Anfang und 20. Tag, zwi-
schen dem 5. und 20. Tag ergibt sich kein signifikanter Unterschied.
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In Abbildung 31 wird der Verlauf des Wound-healing-Scores, angelehnt an den Southhamp-
ton-Wound Score wahrend des Stimulationszeitraumes dargestellt. Es handelte sich um die
taglichen, durchschnittlichen Summenwerte aller Tiere. Wie in der Grafik zu erkennen,
zeigte sich zu Beginn ein ausgepragtes Wundmuster mit hohen Punktwerten. Im Verlauf
waren bei den Tieren Heilungstendenzen mit kontinuierlichem Riickgang der Scoring Werte
festzustellen. Diese Tendenz zeigte sich flir etwa zwei Wochen bestandig. So kam es zwi-
schen Tag eins und Tag dreizehn zu einer Punkte-Reduktion von circa 75 Prozent. Kompli-
kationen, wie unter Kap. 3.2.1.1 beschrieben, fihrten ab dem vierzehnten Tag zu einem
erneuten Anstieg der Punktwerte im Wound-healing-Score. Diese erreichten nicht mehr den

Ausgangswert, zeigten jedoch zeitweise eine deutliche Zunahme.

Wie in der Abbildung 31B zu erkennen ist, zeigte sich die Streuweite an den einzelnen
Tagen unterschiedlich ausgepragt. Demnach reagierten die einzelnen Tiere verschieden

auf die Belastungen durch die angebrachten Stimulatoren.
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4 Diskussion

4.1 Notwendigkeit von Tiermodellen zur

Weiterentwicklung der THS

Die Tiefe Hirnstimulation hat sich wahrend der letzten Jahre zu einer etablierten Therapie-
option bei Erkrankungen, vor allem aus dem neurologischen Krankheitsspektrum, entwi-
ckelt (Cernera et al., 2020). Angefangen mit der Therapie von Symptomen des Morbus
Parkinson, welches bis zum heutigen Tage eine der Hauptindikationen fir THS darstellt,
erhalten inzwischen immer mehr Patienten anderer Krankheitsbilder (beispielsweise Pati-
enten mit essentiellen Tremor) die MAglichkeit, ihre Krankheitssymptome durch den Einsatz
von THS zu lindern (Doshi, 2018).

Die Forschungsbemiiihungen der letzten Jahre haben dabei umfangreiche Ansatze und Er-
kenntnisse uber die Wirkungsweise der THS ergeben (David et al., 2020). So halt man im
Falle des IPS die Resynchronisation von pathologischen, neuronalen Oszillationen, hervor-
gerufen durch gestoérte kortikobasale Regelkreise, als wahrscheinlichste Erklarung fur die
Wirkungsweise der THS (Mclintyre and Anderson, 2016). Die Umsetzung dieser Resynchro-
nisation beruht hierbei wahrscheinlich auf einer umfangreichen Kaskade lokaler und syste-
mischer Stimulationseffekte (siehe Kap. 1.1.2), wobei diese bislang nur teilweise nachge-
wiesen werden konnten (Muthuraman et al., 2020). Fir andere Indikationsgebiete lassen
sich die zu Grunde liegenden Wirkmechanismen derzeit nur bedingt erklaren (Lozano et
al., 2019b). Es ist daher sinnvoll, verbesserte Simulationsbedingungen auf experimenteller
Ebene zu schaffen, um die bislang ungeklarten Mechanismen besser verstehen und somit

die THS noch spezifischer und umfangreicher einsetzen zu kénnen.

Ein bislang unersetzbares Verfahren zur gezielten Simulation von Krankheitsbildern in vivo
stellen hierbei spezifische Tiermodelle der jeweiligen Erkrankung dar (Garattini and
Grignaschi, 2017). Fir die Verbesserung von Stimulationssystemen auf experimenteller
Ebene scheint es hierbei sinnvoll, auf bereits etablierte Tiermodelle, wie dem 6-OHDA-He-

miparkinson-Model der Ratte, zurlickzugreifen (Stefani et al., 2021).

Die Anwendung von Weiterentwicklungen an diesem Tiermodell erscheint jedoch nur dann
von Nutzen, wenn dieses in entsprechendem Male die spezifischen Eigenschaften der zu
imitierenden Erkrankung zeigt und vulnerabel flr die Therapie mittels THS ist (Veening-
Griffioen et al., 2021).
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4.2 Ergebnisse extrakorporales Stimulator-System

4.2.1 Verhaltenstests

Zur Uberpriifung der unter Kapitel 4.1 beschriebenen Voraussetzungen erfolgten im Rah-
men dieser Arbeit experimentelle Verhaltenstestungen. Hierbei zeigten sich klare Verande-
rungen der gezeigten Leistungen nach der kinstlichen Induktion einer parkinsonoiden Sto-
rung durch Lasion der SN mittels 6-OHDA. So fielen die motorischen Leistungen der Iasio-
nierten Tiere im Stepping-Test signifikant schlechter aus als bei den gesunden Kontrolltie-
ren. Auch die sensomotorischen Leistungen im Korridor-Test zeigten eine schlechtere Ten-
denz nach erfolgter Lasion. Der hierbei zugrunde liegende Wirkmechanismus beruht auf
einer Veranderung im mitochondrialen Sauerstoffstoffwechsel der umliegenden Neurone,
mit Aktivierung reaktiver Sauerstoffverbindungen, was schlussendlich zu einer Autooxida-
tion und neuronalen Apoptose fihrt (Prasad and Hung, 2020). Neben dem 6-OHDA-Ver-
fahren gibt es aullerdem Erfahrungen mit 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
(MPTP) und 1-Methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) (Lai et al., 2018). Urspriinglich wurden
diese Verfahren jedoch bei cerebral niedriger entwickelten Lebewesen, beispielsweise
Goldfischen, getestet und erhalten erst nach und nach Einzug in etablierten Simulations-
modellen mit Nagetieren (Manasa et al., 2020). Aufgrund ausgiebiger Erfahrungen stellt die
6-OHDA-Induktionsmethode ein pradisponiertes und sicheres Verfahren zur Untersuchung
neuer Methoden dar. Wie bereits in zahlreichen anderen Studien gezeigt wurde (Su et al.,
2021), konnten wir auch im Rahmen dieser Studie die zuverlassige Wirksamkeit der 6-
OHDA-Induktion fur Parkinson-Modelle mit signifikanten Veranderungen, sowohl im Step-

ping-, als auch im Korridor-Test, bestatigen.

Die Therapie mittels THS der lasionierten Tiere erfolgte mit extrakorporalen Stimulatoren.
Nach circa drei-wdchiger Stimulationszeit wurde eine erneute Testung der Motorik und Sen-
somotorik durchgefiihrt. Trotz optischer Symptomlinderung zeigten sich fir den Stepping-
Test und den Korridor-Test keine signifikanten Veranderungen der nach der Lasion sicht-
baren Symptome. Mdgliche Griinde fir den schlechten Outcome erscheinen vielfaltig. Als
Ursache sind Wesensveranderungen durch Stress, bedingt durch Umweltfaktoren anzufih-
ren. In Studien konnte hierbei der negative Einfluss von kérperlichem Stress auf neuroen-
dokrine Prozesse und kognitive Leistungen bei Raten nachgewiesen werden (Gonzalez-
Pardo et al., 2019). Dies stellt gerade bei Bewertungen des Spontanverhaltens einen nicht
unerheblichen Einflussfaktor dar (Slikker et al., 2005).

Aufgrund der niedrigen Fallzahl sind naturliche Storfaktoren, beispielsweise Umweltfakto-
ren und das Stresslevel der Tiere, mitverantwortlich fir eine hohe Standartabweichung der
Testergebnisse, welche einen negativen Einfluss auf die Aussagekraft der Ergebnisse ha-

ben kann (Mishra et al., 2019). Mogliche Optionen zur Optimierung bestehen also in einer
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Erhéhung der GruppengréfRe sowie einer Reduktion externer Storfaktoren, beispielsweise
extrakorporal angebrachten Bauteilen von Stimulatoren, durch welche sich die Tiere gestort

fuhlen kénnten (Ewing et al., 2013).

4.2.2 Korpergewicht und Wohlbefinden

Neben den Verhaltenstests, welche eine Momentaufnahme darstellen, eignen sich das Er-
fassen von Kérpergewichten und auReren Merkmalen, zum Beispiel dem Wohlbefinden, als
interessante Verlaufsparameter fir den klinischen Zustand der Tiere. So gilt das Kérperge-
wicht als Surrogat-Parameter fir den Gesundheitszustand von Versuchstieren sowie fur
sich verandernde Belastungssituationen, weshalb dieses taglich kontrolliert wurde
(Knyazeva et al., 2012). In der Tiergruppe, welche mittels extrakorporalen Stimulatoren be-
handelt wurde, zeigte sich nach Beginn der Stimulation eine deutliche Reduktion der Kor-
pergewichte. Diese begann unmittelbar nach Stimulationsbeginn und hielt etwa vier Tage
kontinuierlich an. Hieraus lasst sich eine mogliche Stress- und Belastungssituation fur die
Versuchstiere ableiten, welche mit einer eingeschrankten Nahrungsaufnahme der Tiere in
Zusammenhang gebracht werden kann. Die Ergebnisse decken sich hierbei mit Beobach-
tungen anderer Studien, bei welchen durch kiinstliche Stressinduktion eine Veranderung
der Nahrungsaufnahme und Futterverwertung hervorgerufen werden konnte (Tu et al.,
2019). Aufgrund der ausgepragten erkennbaren Gewichtsreduktion scheinen die Tiere
durch das externe Bauteil auf ihrem Ricken stark irritiert und beangstigt zu sein. Fir diese
Annahme spricht die kontinuierliche Zunahme von Belastungswerten in dem hierfur ver-
wendeten Score (siehe Kap. 3.1.3.2). Auch hier zeigt sich ein kontinuierlicher Anstieg in-

nerhalb der ersten vier Tage.

Die Stagnation, beziehungsweise tendenzielle Verbesserung der Werte ab dem flinften
Tag, lasst eine gewisse Gewodhnung oder Toleranz der Tiere vermuten. Die starke Anpas-
sungsfahigkeit und Toleranz gegenuber Stérquellen bei Raten hat sich bereits in anderen
Versuchen dargestellt (Silva et al., 2016). Eventuell reicht die Toleranz jedoch im Verhaltnis
zur bestehenden Stoérquelle (extrakorporale Stimulationseinheit) nicht aus, um eine voéllige
Erholung der Tiere zu gewahrleisten. So werden wahrend der gesamten Stimulationsperi-
ode die urspringlich erhoben Werte nicht mehr erreicht. Als Gegenargument lasst sich hier-
bei jedoch eine progrediente Muskelatrophie, hervorgerufen durch die erfolgreiche Lasion
der unilateralen SN, anbringen (Peker et al., 2018). Diese kénnte ebenfalls zu einem nega-

tiven Einfluss auf das Kérpergewicht und dessen Erholung flihren.

Zusammenfassend lasst sich durch den Einsatz eines extrakorporalen Stimulator-Systems
eine Belastungssituation der Versuchstiere eruieren, welche trotz einsetzendem ,Gew! £

nungseffektes” wahrend des gesamten Versuchs bestehen bleibt. Kritisch zeigt sich in der
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Verwendung des Korpergewichtes als Surrogat-Marker die tendenziell héhere Moglichkeit
von muskularen Atrophien, bedingt durch die Einschrankungen der Motorik bei erfolgreich

lasionierten Versuchstieren.

4.2.3 Technische Ergebnisse

Der Einsatz des extrakorporalen Stimulator-Systems zeigte, dass es sich hierbei um ein
technisch funktionierendes System handelt, welches Langzeittestungen an Versuchstieren
ermoglicht. Die Impulsgeber-Einheiten zeichneten sich, wahrend des Versuchszeitraums,
durch eine hohe Resistenz gegentber Umweltfaktoren, beispielsweise Feuchtigkeit und
Staub aus. Vorteilhaft ist auRerdem die weitgehende Wiederverwendbarkeit der Stimulato-
ren, da diese einfach zu tberholen und mit neuer Batterie ausstattbar sind, was sich positiv
auf die Wirtschaftlichkeit der Systeme auswirkt (Badstuebner et al., 2017).

Als negativer Kritikpunkt ist die hohe Fragilitat des Systems im Bereich der Befestigungen
und Kabelverbindungen anzufiihren, beispielsweise der Verlust der Impulsgebereinheit ei-
nes Tieres. DarUber hinaus waren haufig Beschadigungen an den extern verlaufenden Ka-
beln zwischen Impulsgeber und Elektrode erkennbar. Abgemildert wurden diese Schaden
zwar durch die Tatsache, dass sie bei guter Zuganglichkeit leicht zu reparieren sind, jedoch
bedeutet dies jedes Mal eine Unterbrechung der Stimulationszeit und durch den Eingriff

eine zusatzliche Belastung fur die Tiere.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es sich bei dem verwendeten extrakorporalen
System um ein funktionierendes und einfach zu handhabendes System zur Neurostimula-
tion am Tiermodell handelt. Negativ erscheinen ein hoher Pflegeaufwand sowie eine aus-

gepragte Storanfalligkeit des Systems auf mechanische Einflisse.
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4.3 Ergebnisse vollstandig intrakorporales Stimulator-

System

4.3.1 Korpergewicht und Wohlbefinden

In der Tiergruppe, welche mit vollstandig-implantierten Stimulatoren ausgestattet war, wur-
den kontinuierlich das Korpergewicht und das duf3ere Wohlbefinden der Versuchstiere re-

gistriert.

Ahnlich dem Verlauf der nicht-implantierten Gruppe kam es auch bei diesen Tieren zu einer
Reduktion des Korpergewichtes innerhalb der ersten vier Tage. Bei der Betrachtung des
Kurvenverlaufes konnte somit auch bei diesem System von einer anfanglichen Stress- und
Belastungssituation ausgegangen werden (Tu et al., 2019). Diese besserte sich jedoch kon-
tinuierlich ab dem flinften Tag. Die Tatsache, dass an Tag elf das urspriingliche Ausgangs-
niveau erneut erreicht wurde, kénnte auf eine Erholung der Tiere von der anfanglichen
Stresssituation hindeuten. Diese Hypothese wird durch die im weiteren Versuchsablauf fol-
gende, kontinuierliche Gewichtszunahme der Tiere, im Vergleich zum Ausgangswert, be-
statigt (siehe Abb. 30). Auch die Erfassung der Belastungen mittels Score-Sheet spiegelt
tendenziell die Ergebnisse der bei den Kérpergewichten postulierten Erkenntnisse wieder
(Hu et al., 2017). Auch hier zeigt sich eine ausgepragte Zunahme der erfassten Belastun-
gen zu Beginn des Versuches. Nach einer ersten Stress- und Belastungssituation erfolgt
auch hier ein Rickgang der registrierten Auffalligkeiten im Verlauf. Im Gegensatz zu den
Kdrpergewichten wird hierbei das Ausgangsniveau nicht erneut erreicht. Mogliche Grinde
hierfir kdnnten in der tendenziell schnelleren Regenerationsfahigkeit vegetativer Mecha-

nismen, im Gegensatz zu psychischen Auswirkungen auf Stress sein (McEwen, 2007).

Zusammenfassend lasst sich bei der Gruppe von Tieren, bei welchen die verwendeten Sti-
mulatoren vollstandig in das Tier implantiert wurden, ein zweiphasiger Verlauf der erhobe-
nen Werte registrieren. Dieser beginnt mit einer Verschlechterung des Wohlbefindens zu
Beginn des Versuches, wahrscheinlich infolge einer Anpassungsstérung an das neu einge-
brachte Fremdmaterial. Nach einigen Tagen tritt jedoch ein Gewdhnungseffekt mit konse-
kutiver Erholung der Tiere und stellenweise sogar verbesserten Werten im Vergleich zur

Ausgangssituation ein.

Die erhobenen Daten sollten vor dem Tatbestand der Objektivierbarkeit betrachtet werden.
So stellt die Erfassung von Werten des Korpergewichtes ein rein objektives Verfahren dar.
Die Erstellung eines Score-Sheet fur das Wohlbefinden und die Belastung der Tiere bein-
haltet, wie in Kap. 2.8.4 zu sehen ist, subjektiv einzuschatzende Komponenten. Obwohl

umfangreicher, zeigt sich die Aussagekraft im Vergleich zu den rein objektiv erhoben Ge-
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wichtsdaten erschwert. Dies ist bedingt durch das Bias eines individuellen Einschatzungs-
musters, der erhebenden Person, welches trotz konkreter Erfassungsangaben einge-
schrankt ist (Hernan et al., 2004). Als weitere Limitierung speziell fur die Erfassung des
Korpergewichtes fallt weiterhin auf, dass es bei den Tieren mit intrakorporalen Stimulatoren
vorab nicht zu einer erfolgreichen Lasion im Bereich der SN gekommen war. Dies kénnte,
bedingt durch eine weniger ausgepragte atrophische Wirkung, einen positiven Einfluss auf

die erfassten Daten des Korpergewichtes haben (Peker et al., 2018).

4.3.2 Technische Ergebnisse

Bei der Verwendung des intrakorporalen und somit vollstandig-implantierbaren Systems im
Tiermodell der Ratte konnte dessen Funktionalitdt und Praktikabilitat mit Einschrankungen
nachgewiesen werden. So zeigten die Stimulatoren zu allen Messzeitpunkten stabile Sti-
mulationswerte. Auch die Schaltfunktionen mittels Magnetschaltung funktionierten, trotz

transdermaler Ubertragung, uneingeschrankt.

Als technische Schwachstelle bei der Verwendung der Stimulatoren in vivo stellten sich die
Kabelverbindungen zwischen den einzelnen Komponenten dar. Wahrend die zum Einsatz
kommenden silikonumhdillten Kabel eine in vitro Testung komplikationslos Uberstanden,
kam es bei der Verwendung in vivo zu gehauften Kabelbrichen und damit verbunden zu
erhdhten Widerstanden bei der Impulsweitergabe. Als Folge hiervon reduzierte sich die
Batterieleistung der Stimulatoren enorm. Kabelbriiche gehdren sowohl im praklinischen, als
auch im klinischen Bereich, zu einer hervorzuhebenden Schwachstelle implantationsfahiger
Systeme (Revesz et al., 2016). Eine Systemverbesserung durch den Einsatz von PTFE
umhullten Kabeln fuhrten, in diesem Versuch, zu einem deutlichen Ruckgang von Kabel-
schaden. Als persistente Schwachstelle stellten sich die Verbindungsstellen zwischen den
einzelnen Kabeln heraus. Diese bestanden aus Létpunkten, ummantelt mit einem biokom-
patiblen Schrumpfschlauch, welcher mit Epoxidharz ausgegossen wurde. Die Lotpunkte
erwiesen sich, trotz der Isolierung, sehr anfallig fir Korrosion. Dies hatte eine Erhéhung des
elektrischen Widerstandes zu Folge (Niemann G., 2001). Zuklnftige Versuche sollten mit
moglichst korrosionsbestandigen Verbindungsstellen, zwischen den einzelnen Bauteilen,
erfolgen, um eine uneingeschrankte Funktionsfahigkeit, bei optimaler Lebensdauer der Bat-

terien, zu ermoglichen.

4.3.21 Verkapselung

Ein essenzieller Bestandteil dieser Arbeit bestand in der Entwicklung und Testung von Mog-
lichkeiten der Verkapselung, um die verwendeten Komponenten fur die Implantation in Ver-

suchstieren tauglich zu machen. Hierfir wurden zwei verschiedene Strategien verfolgt. Ein
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Konzept wurde durch den Einsatz verschiedener Silikonschichten um die verwendeten Bau-
teile realisiert. Durch die Verwendung speziell angefertigter Gussformen gelang eine gleich-
mafige Umhillung mit zwei Schichten unterschiedlicher Silikone (siehe Kap. 2.5.3.1) pro
Bauteil. In der Verwendung in vivo zeigte sich, trotz positiver in vitro Testung, die Anfalligkeit
der Variante gegeniiber mechanischen Kraften, welche unter Implantationsbedingungen im
Tiermodell wirken. Der Versatz zwischen innerer und auflerer Silikonschicht, mit hierdurch
feuchtigkeitsbedingten Funktionsverlust, verdeutlichte die Herausforderungen bei der Ent-

wicklung von biokompatiblen und implantationsfahigen Komponenten.

Als Weiterentwicklung der Verkapselung aus mehrschichtigem Silikon erfolgte anschlie-
Rend die Verwendung eines Hochleistungskunststoffes in Form von PEEK. Mit seinen flr
die in vivo Verwendung positiven Eigenschaften wie Biokompatibilitat, chemischer Resis-
tenz und Harte lie3 sich das Material gut verarbeiten (Panayotov et al., 2016). Sehr prakti-
kabel zeigte sich bei der Verwendung dieser Variante auch die Mdglichkeit der Serienpro-
duktion. So lassen sich die entsprechenden PEEK-Hullen maschinell in groen Stuckzah-
len produzieren und dienen im anschlieRenden Verarbeitungsprozess direkt als aullere
Hulle sowie als Gussform fur den inneren Kern aus Epoxidharz. Somit ist es moglich, meh-
rere Stimulatoren auf einmal zu verkapseln, da keine wiederverwendbaren Gussformen no-
tig sind. Hierdurch wird die Wirtschaftlichkeit des Systems erhéht und zu einer Beschleuni-
gung des Versuchsablaufes beigetragen. Trotz reduzierter Leistungsfahigkeit in vivo, zeig-
ten Funktionstests, nach Entnahme der Stimulatoren aus dem Tier, die grundsatzliche
Funktionsfahigkeit der Stimulatoren. Dies zeigt die grundsatzliche Tauglichkeit der Verkap-

selung unter Implantationsbedingungen.

4.3.2.2 Operation

Fir die Platzierung der Stimulatoren in den Tiersitus erfolgte eine operative Implantation
von Impulsgeber und Batterie. Hierbei wurde ein Verfahren gewahlt, bei welchem Stimula-
tionselektrode und Stimulator an getrennten Lokalisationen mit separaten Zugangswegen
implantiert wurden. Vorteilhaft bei dieser Art der Implantation zeigte sich eine mdglichst
kleinvolumige Wundhohle mit reduzierter Gefahr von Gewebewassereinlagerungen. Dar-
uber hinaus erfolgte, als Verbindung zwischen Stimulator und Elektrode, eine langstreckige,
subkutane Tunnelung. Hierdurch sollte tendenziell eine geringere Infektionsgefahr zwi-
schen beiden Operationsgebieten, durch Biofilm-Bildung, erreicht werden. Dieses Vorge-
hen zeigte sich hierbei similar zur klinischen Herangehensweise, bei dem ebenfalls auf
moglichst geringe Wundgroé3en und lange, subkutane, Tunnelungen geachtet wurde, um
die Infektionszahlen niedrig zu halten (Panayotov et al., 2016). Aufgrund der ahnlichen Her-
angehensweise zwischen praklinischem Versuchsablauf und klinischer Anwendung ergab

sich daruber hinaus eine hohere Vergleichbarkeit (Kim et al., 2019).

66



DISKUSSION

Als nachteilig bei diesem Vorgehen stellte sich eine vergroRerte Narbenflache, als bei-
spielsweise bei einer unifokalen Implantation aller Bestandteile mit gro3flachiger Hautpra-

paration, beispielsweise von kranial ausgehend, dar.

4.3.2.3 Wundheilung

Als zentraler Bestandteil bei der Etablierung eines neuen Implantationsverfahrens erfolgte,
im Rahmen dieser Arbeit die Erfassung der Wundverhaltnisse. Die in der klinischen Praxis
verwendeten Wund-Scores sind nicht direkt auf den gegebenen Versuchsablauf anwend-
bar, aus diesem Grund erfolgte eine Modifizierung des Southampton-Wound-Scores
(MacFarlane et al., 2014).

Wie zu erwarten, ergaben sich zu Beginn des Versuchs erhdhte Werte. Dies Iasst sich vor
allem aufgrund der grofieren Wundflache mit initialen Entziindungsreaktionen erklaren
(Martin, 2020). Zwischenzeitlich kam es zu einem deutlichen Riickgang mit normal verlau-
fender Wundheilung. Erst gegen Ende des Versuches stiegen die Werte im Wund-Score,
aufgrund von Komplikationen, beispielsweise mechanischen lIrritationen, erneut an. Dies
zeigte sich eher kontrar zu klinischen Beobachtungen. Hier treten die Uberwiegende Anzahl
an Komplikationen zu Beginn der Therapie auf (Bernstein et al., 2019). Zukinftig stellt sich
also die Aufgabe, den physiologischen Wundverlauf weiter zu fordern und Strategien zu

entwickeln, mégliche Langzeitkomplikationen zu vermeiden.
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4.4 Vergleich implantiertes vs. nicht-implantiertes

Stimulator-System

4.41 Vergleich Korpergewicht und Belastungen

Ein Hauptfokus bei der Entwicklung eines intrakorporalen Stimulator-Systems bestand in
der Verminderung von Stress und Belastungen fir die Versuchstiere, wahrend des Stimu-
lationszeitraumes. Bei einer direkten Gegenuberstellung des extra- und intrakorporalen Sti-
mulator-Systems, bezlglich Korpergewichtsverlauf und detektiertem Wohlbefinden der
Versuchstiere, lieR sich eine tendenzielle Uberlegenheit des intrakorporalen gegeniiber
dem extrakorporalen Stimulator-Systems vermuten. Aufgrund der ungleichen Ausgangsbe-
dingungen, welche durch die, bei diesem Versuch zu Grunde liegenden, behdrdlichen Ge-
nehmigungen bedingt waren, verbietet sich ein direkter Vergleich der genannten Parame-
ter. Die zunehmende Gewichtsreduktion der Tiere der Versuchsgruppe mit extrakorporalen
Stimulatoren, lasst sich moglicherweise auch auf eine erfolgreiche Lasion der SN mit kon-
sekutiv umfangreicher, ausgepragter Muskelatrophie zurickfihren (Shahidi et al., 2018).
Fur einen definitiven Vergleich ist es in weitergehenden Versuchen unabdingbar, vollkom-
men gleiche Ausgangsbedingungen, mit beidseits erfolgreich lasionierten Versuchstier-

gruppen, zu definieren.

Isoliert betrachtet zeigten die Tiere in der Versuchsgruppe mit intrakorporalen Stimulatoren
einen positiven Verlauf. Zu Beginn des Versuches war eine Gewichtsreduktion der Tiere zu
verzeichnen, mit hoher Wahrscheinlichkeit bedingt, durch den initialen Adaptionsstress der
Tiere an die Versuchssituation (Sahagun et al., 2019). Uber den Gesamtzeitraum betrachtet

konnte wahrend des Versuchs eine Zunahme des Korpergewichts detektiert werden.

4.4.2 Aufwand und Umsetzbarkeit der Systeme

Ein nicht zu unterschatzender Faktor, in der Verwendung von vollstandig-implantierten Sti-
mulator-Systemen im experimentellen Setting, ist der zeitliche und materielle Mehraufwand.
Vor der Implantation ist die Verkapselung aller Komponenten als zusatzlicher Arbeitsschritt
notwendig, um die Implantations-Kompatibilitadt gewahrleisten zu kénnen. Aufgrund der Tat-
sache, dass es sich bei den verwendeten Stimulator-Systemen in der Regel um Eigenent-
wicklungen der jeweiligen Forschungsgruppen handelt, ebenso in diesem Versuch, existie-
ren fUr die Verkapselung kaum erwerbbare Mdglichkeiten. Somit bedarf es eines eigenent-
wickelten Verfahrens zur Isolation und Abschirmung der verwendeten Komponenten, ge-

gen Flussigkeiten und schadliche Einflisse, unter Implantationsbedingungen.
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Die verwendeten Komponenten miissen zum einen biokompatiblen Charakter aufweisen
und zusatzlich den enormen mechanischen und chemischen Einfliissen im Korper der Ver-
suchstiere standhalten konnen. Darlber hinaus stellt die Wirtschaftlichkeit, flir die zukinf-
tige Verwendung im gréReren Umfang, einen nicht auf3er Acht zu lassenden Faktor dar.
Durch die Verwendung von modernen Materialien beispielsweise PEEK konnten ein wirt-
schaftlich interessantes und den aufgefihrten Anspriichen gentigendes Verfahren zur Ver-
kapselung von Stimulatoren und Batterien realisieren. Die Verkapselung (siehe Kapitel
2.5.3) konnte durch die mittels CNC-Drehtechnik vorgefertigten PEEK Bauteile schnell und
unkompliziert durchgeflhrt werden. Da komplizierte Formgussvorgange (siehe Kapitel
2.5.3) entfallen, lasst sich diese nachgebesserte Verkapselungsvariante auch von ungeib-
ten Personen einfach realisieren. Aufderdem wird hierdurch die Herstellung umfangreicher
Stlckzahlen in einem wirtschaftlich vertretbaren Zeitrahmen gewahrleistet. Somit verringert
sich der Aufwand in der Herstellung der Komponenten. Nachteilig gegentber dem Verfah-
ren mit nicht-implantierten Stimulatoren zeigt sich der erhdhte Zeitaufwand, wahrend der
operativen Implantation. Durch die umfangreicheren Operationsschritte kommt es bei dem
voll-implantierten System im Durchschnitt zu einer Verdoppelung der Operationszeiten.
Kompensiert wird dies durch die geringere Stéranfalligkeit und damit einem verminderten
Pflegeaufwand, im Vergleich zu den im Rucksack untergebrachten, nicht-implantierten Sti-

mulatoren.

Abschlielend Iasst sich sagen, dass die Verwendung von voll-implantierten Stimulatorsys-
temen einen Mehraufwand in Produktion und Implantation bedeuten. Dieser Mehraufwand
lasst sich durch die Optimierung, beispielsweise durch maschinell produzierte Verkapse-
lungskomponenten, reduzieren. Dartber hinaus bendétigen implantierte Komponenten we-
niger Betreuung, weshalb sich der Mehraufwand gegenuber nicht-implantierten Stimulator-

systemen weiter kompensiert.

4.5 Kiritikpunkte

In der hier vorgestellten Studie zeigte sich eine Wirksamkeit des etablierten 6-OHDA-indu-
zierten Hemiparkinson-Tiermodells der Ratte. So ergaben sich nach der Lasion signifikant
schlechtere Werte der betroffenen Seite fir Motorik und Sensomotorik in entsprechenden
Testungen. Die Stimulation mittels nicht-implantierten Stimulator-System fuhrte zu keiner
signifikanten Verbesserung der gezeigten Symptome. Als negativ fur die Aussagekraft die-
ser Ergebnisse ist hierbei die geringe Fallzahl der verschiedenen Gruppen zu werten. Dies
hat einen negativen Einfluss auf die Aussagekraft der Ergebnisse und folglich auf die M6g-

lichkeiten der statistischen Auswertung.
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Im weiteren Verlauf des Versuchs konnten Erfahrungen mit selbst entwickelten Konzepten
zur Verkapselung und Implantation eines neu konstruierten Stimulatorsystems gesammelt
werden. Das Auftreten technischer Schwierigkeiten erforderte ein Nachbessern bei den
Verkapselungen, wahrend des Versuchsablaufes. Aus diesem Grund wurden in der Gruppe
mit vollstandig-implantierten Stimulatoren zwei Varianten von Verkapselungen verwendet.
Diese wurden exakt identisch implantiert. Auch bei den Vergleichen von vollstandig-implan-
tierten, mit nicht-implantierten Stimulatoren, erfolgte die Testung hinsichtlich Machbarkeit
und Wohlbefinden an Gruppen mit geringen Fallzahlen. Dies fihrte zudem zu Einschran-
kungen der Aussagekraft und Auswertbarkeit. Ein Grund hierfur lag in ethischen Bestre-
bungen, Tierversuche zur Neuetablierung von Methoden an einer moglichst geringen Fall-
zahl zu beginnen, da es keine Erfahrungswerte Uber die Funktionalitdt und Umsetzbarkeit
der Versuche gibt. Eine weitere Einschrankung in der Auswertung ergab sich zudem durch

eine fehlende Normalverteilung der Daten.
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5 Schlussfolgerung und Ausblick

Mit der vorliegenden Studie konnte veranschaulicht werden, dass es durch die kiinstliche
Induktion eines IPS mittels 6-OHDA-Lasion der SN zu nachweisbaren Verschlechterungen
im motorischen und sensomotorischen Outcome, der entsprechend getesteten Versuchs-
tiere kommt. Ebenso stellten sich partiell belegbare, positive Veranderungen nach dem Ein-
satz eines nicht-implantierten Stimulator-Systems dar. Diese waren nicht in allen Versuchs-
aufbauten nachweisbar und erreichten das Referenzniveau der Kontrollgruppe nicht. Ein
moglicher Grund hierfir kbnnte in der Beeintrachtigung der Tiere durch das nicht-implan-
tierte Stimulationssystem selbst liegen. So prasentierten die Tiere wahrend des Ver-
suchsablaufes eine ausgepragte Zunahme in der Beurteilung der gezeigten Belastungspa-
rameter. Hoffnungsvoll erscheint hier der mildere Verlauf dieser Werte bei den Tieren mit
vollstandig implantierten Stimulatoren. Leider waren vergleichende Testungen bezlglich
Motorik und Sensomotorik aus Griinden der behdérdlichen Genehmigung zum Zeitpunkt die-
ser Studie noch nicht mdglich. Die positive Tendenz, der hier prasentierten Werte, lasst auf
einen Ausbau der nachweisbaren Erfolge in Verhaltenstestungen, mit deutlicherer Annahe-

rung von stimulierten Tieren und Tieren der Kontrollgruppe hoffen.

Die erstmaligen Implantationen des vollstandig implantierbaren Stimulator-Systems zeigten
eine grundsatzliche Funktionalitdt des gesamten Systems. Wahrend des Gebrauchs stell-
ten sich die verwendeten Kabelverbindungen als eine der Hauptschwachstellen des Sys-
tems dar. Die hier aufgetretenen Kabelbrliche flhrten nicht selten zum Funktionsverlust des
Stimulator-Systems. Aus diesem Grund bedarf es weiterer Anstrengungen, technisch und
funktionell kompatible Kabel bereitzustellen, welche den enormen Anforderungen im im-
plantierten Zustand standhalten. Dies gelang bereits partiell durch den Einsatz von PTFE

ummantelten Kabeln.

Anfanglich aufgetretene Probleme bei der Verkapselung der Komponenten konnten durch

den Einsatz von PEEK Hiullen beseitigt werden.

Somit erscheint es sinnvoll, bei der Beseitigung der noch bestehenden Problematiken den
Einsatz von Neurostimulatoren in Tiermodellen auf die Nutzung vollstandig implantierbarer
Systeme zu fokussieren. Dies trifft vor allem auf den Einsatz bei Langzeitstudien zu, da sich
der durch die vollstandige Implantation erhdhte Aufwand hierbei am deutlichsten ausgleicht.
Bei der Beseitigung der Problematiken, welche durch die Kabelverbindungen entstanden
sind, scheint ein kontinuierlicher Einsatz auch tber zwanzig Tage mit dem hier erprobten
System mdglich. Somit eréffnen sich weitere Mdglichkeiten, Langzeiteffekte durch Stimula-

tion definierter Hirnareale in Bezug auf Verhalten, aber auch post mortem auf zellularer
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Ebene zu erforschen. Neben weiteren Erkenntnissen Uber die Behandlung des Morbus Par-
kinson ergeben sich hierdurch auch vereinfachte Moglichkeiten, neue Indikationsgebiete

der Tiefen Hirnstimulation zu erforschen.

Somit dienen die Ergebnisse und Beobachtungen dieser Arbeit als Grundlage fir die Be-
antragung und Planung weiterer Versuche, mit vollstandig implantierten Stimulator-Syste-

men.
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e Deep Brain Stimulation, Stereotactic Radiosurgery
and High-Intensity Focused Ultrasound Targeting
the Limbic Pain Matrix: A Comprehensive Review
(Nussel et al., 2022)

e Burst Motor Cortex Stimulation Evokes Sustained
Suppression of Thalamic Stroke Pain: A Narrative
Review and Single-Case Overview (Nussel et al.,
2021)
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Thesen

VI.

VII.

Durch die intrazerebrale Injektion von 6-OHDA kommt es zu einer nachweisbaren
Induktion von Symptomen des Morbus Parkinson.

Durch den Gebrauch von extrakorporalen Stimulatoren zur Tiefen-Hirnstimulation
lassen sich Defizite, wie Akinesie und motorischer Neglect signifikant verbessern.
Durch eine vollstandige Verkapselung lassen sich Stimulatoren flir einen Versuchs-
zeitraum von mindestens 20 Tagen vollstandig in die Versuchstiere implantieren.
Bezlglich objektivierbarer Parameter, wie dem Verlauf der Kérpergewichte zeigt
sich die intrakorporale Stimulationsvariante gegentber der extrakorporalen Stimu-
lationsvariante Uberlegen.

Die intrakorporale Stimulationsvariante zeigt eine niedrigere Belastung flir die Ver-
suchstiere.

Tiermodelle sind aktuell weiterhin notwendig, um neue Therapiekonzepte zu etab-
lieren.

Die Verwendung neuer Materialien, wie PEEK, eréffnen neue Mdglichkeit fir die

Etablierung von Versuchsmodellen.
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