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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

In der Therapie des idiopathischen Parkinson-Syndroms (IPS) ist die Tiefe Hirnstimulation
(THS) eine etablierte Methode um neuronale Signalstérungen zu kompensieren, welche durch
die Degeneration von dopaminergen Neuronen entstehen. Trotz der jahrzehntelangen,
klinischen Anwendung von THS in der Therapie des IPS ist bis heute wenig Uber den
zellbiologischen Einfluss der chronischen THS auf dopaminerge Neurone bekannt. Aus
diesem Grund war das Ziel dieser Arbeit die Klarung der Auswirkung einer chronischen THS

des Nucleus subthalamicus (STN) auf die Plastizitat des dopaminergen Systems.

Im Versuch wurde ein 6-Hydroxydopamin-Parkinsonmodell der Ratte verwendet. Betrachtet
wurden eine stimulierte Versuchsgruppe (STNstiv) sowie eine nicht-stimulierte Kontrollgruppe
(STNsnawm). Die unilaterale Lasion aller Versuchstiere erfolgte sechs Wochen vor Beginn der
THS, welche unilateral, Uber sieben Tage in der STNstiv-Gruppe erfolgte. Anschliel3end wurde
mittels Immunhistochemie die Zellzahl und -aktivitdt dopaminerger Neurone in den
Kerngebieten Substantia nigra pars compacta (SNpc), Substantia nigra pars reticulata (SNpr)
und Area tegmentalis ventralis (VTA) bestimmt. Die Tyrosinhydroxylase (TH) wurde als Marker

fur dopaminerge Neurone, c-Fos als Marker neuronaler Aktivitat verwendet.

Nach siebentagiger, unilateraler STN-THS konnten signifikant mehr dopaminerge Neurone im
Bereich der SNpc, jedoch nicht im Bereich der VTA oder SNpr festgestellt werden. Hinsichtlich
der Anzahl an Neuronen flhrte die STN-THS in keiner der untersuchten Regionen zu einer
signifikanten Veranderung. Aufgrund des heterogenen Expressionsmusters von c-Fos erfolgte
die Gliederung in drei verschiedenen Typen: c-Fos Typ |, Mikroglia-assoziiert und mit
kompakter, zytoplasmatischer Anreicherung, c-Fos Typ Il, mit verstreuter zytoplasmatischer
und nukledrer Expression und c-Fos Typ Ill, mit homogener, flachiger Anreicherung im
Zellkern. Weder fir c-Fos Typ | noch fir c-Fos Typ Il fuhrte die einwdchige Stimulation zu
signifikanten Unterschieden in den untersuchten Regionen. Zellen mit c-Fos Typ Il wurden in
keiner der untersuchten Regionen festgestellt. Da c-Fos Typ llI* Zellen bekannter Weise nach
kurzzeitiger Stimulation nachweisbar sind, wurde zur Kontrolle der immunhistochemischen
Farbung eine zusatzliche 6-Hydroxydopamin lasionierte, vierstiindig stimulierte Kohorte
hinzugezogen. Hier zeigten sich c-Fos Typ llI* Zellen in allen analysierten Regionen, sodass

methodische Ursachen ausgeschlossen werden kénnen.

Zusammenfassend zeigt sich ein signifikanter, stimulierender Einfluss der STN-THS auf die
Zellzahl nigraler Zellen des dopaminergen Systems. Eine signifikante Wirkung von STN-THS

auf die neuronale Aktivitat ergibt sich nicht.




EINLEITUNG

. EINLEITUNG

1.1 DAS PARKINSON-SYNDROM

1.1.1 NOMENKLATUR DES PARKINSON-SYNDROMS

Der Oberbegriff Parkinson-Syndrom steht flir eine Reihe neurologischer Erkrankungen
unterschiedlicher Atiologie (Hacke 2016). Definiert werden diese durch die Verlangsamung
oder Abwesenheit von Willkirmotorik (Brady- oder Akinesie), welche mit mindestens einem
von drei Kardinalsymptomen auftritt. Diese Kardinalsymptome sind Ruhetremor mit einer
Frequenz von vier bis sechs Herz, Starrheit (Rigor) und Haltungsinstabilitat (posturale
Instabilitat; Hacke 2016; Hughes et al. 1992). Fakultativ kbnnen noch weitere auch nicht-
motorische Symptome auftreten. Hierzu zahlen sensorische Stérungen wie Hyposmie oder
Dysasthesien, vegetative Stérungen wie Blutdruck- oder Temperaturdysregulation oder auch

psychische Symptome wie Depressionen und Schlafstérungen (Kalia et al. 2015).

In Bezug auf die Einteilung der Parkinson-Syndrome unterscheidet die Fachliteratur Gblicher
Weise in vier Gruppen. Erstens das idiopathische Parkinson-Syndrom (IPS), die klassische
Variante des Parkinson-Syndroms, welches mit 75 Prozent den gréf3ten Anteil der Parkinson-
Syndrome ausmacht (Bandmann et al. 2015). Zweitens die friih-adulte Form des Parkinson-
Syndroms, welche mit erheblichen Einschrankungen einhergeht und autosomal-rezessiv
durch Mutationen in den Genen PARK2, PINK1 oder auch DJ1 vererbt wird (Schrag et al.
2006). Drittens die atypischen Parkinson-Syndrome, zu denen zum Beispiel die Demenz vom
Lewykorper-Typ, die Multisystematrophie oder auch die progressive supranukleare
Blickparese gehoren (Deutschlander et al. 2018; Hacke 2016; Litvan et al. 2003). Viertens
sekundar bedingte Parkinson-ahnliche Symptome. Ursachlich sind dabei zum Beispiel
Medikamente wie Metoclopramid, Lithium oder Valproinsaure (Hacke 2016; Shin et al. 2012).
Zudem koénnen auch Tumore und metabolische Erkrankungen wie Morbus Wilson oder ein

Hypoparathyreoidismus parkinsonspezifische Symptome auslésen (Bandmann et al. 2015).

1.1.2 VERLAUF UND RISIKOFAKTOREN DES IDIOPATHISCHEN PARKINSON-SYNDROMS

Das IPS ist nach der Alzheimer-Krankheit die zweithaufigste neurodegenerative Erkrankung.
Es ist durch einen chronischen uber Jahrzehnte fortscheitenden Krankheitsverlauf
gekennzeichnet. Hierbei beginnt das IPS typischerweise einseitig und weist auch im Verlauf

eine Asymmetrie der motorischen Stérungen beider Koérperhalften auf (Hacke 2016).
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Durchschnittlich 13 Jahre nach Beginn der Erkrankung ist der IPS-Patient ohne Hilfe von
aullen an das Bett oder den Rollstuhl gebunden (Hoehn et al. 1967; Zhao et al. 2010). 20
Jahre nach Diagnosestellung entwickeln 83 Prozent der Erkrankten eine Demenz (Kalia et al.
2015; Stoker et al. 2018). Insbesondere jingere Patienten haben ein gro3es Risiko friih im
Verlauf der Erkrankung ihre Selbstandigkeit zu verlieren (Bjornestad et al. 2016). Bezlglich
der Risikofaktoren zeigt sich, dass Manner haufiger am IPS erkranken als Frauen (Dorsey
2018). Auch Umweltfaktoren wie Rauchen oder Pestizidkontakt kbnnen die Wahrscheinlichkeit
ein IPS zu entwickeln erhdhen (Stoker et al. 2018). Der zentrale Risikofaktor des IPS ist jedoch
das Alter (Collier et al. 2011).

Im Rahmen einer in der Global Burden of Disease Study angelegten Analyse aus dem Jahr
2016 lag die maximale Pravalenz zwischen dem 85. und 89. Lebensjahr (Frauen zwei Prozent,
Manner sieben Prozent; Dorsey 2018). Die Krankheit tritt typischerweise erst in der zweiten
Lebenshalfte auf, wobei nur etwa zehn Prozent der Erkrankten junger als 50 Jahre sind
(Pringsheim et al. 2014). Dies spiegelt sich auch in der Zahl an Neuerkrankungen in
Deutschland wider. Betrachtet man die deutsche Gesamtbevdlkerung liegt die Inzidenz
zwischen 16 bis 20 Erkrankten pro 100.000 Personen (Hacke 2016). Im Vergleich dazu betrug
die Inzidenz in der Uber 50-jahrigen Bevdlkerung in Deutschland zwischen 2004 und 2010 bis
zu 229 Erkrankten pro 100.000 Einwohner (Nerius et al. 2017). Weltweit hat sich die Anzahl
der am IPS-Erkrankten in den letzten drei Dekaden von 2,5 Millionen (Stand 1990) auf 6,1
Millionen (Stand 2016) mehr als verdoppelt (Rocca 2018; Savica et al. 2016). Bis zum Jahr
2030 wird aufgrund des demografischen Wandels ein weiterer Anstieg der IPS-Patienten von
bis zu 30 Prozent erwartet. Diese prognostizierte Expansion der Erkrankungszahlen in
Zusammenschau mit dem langjahrigen, chronischen Krankheitsverlauf veranschaulicht die
Relevanz des IPS und damit einhergehend die Notwendigkeit von besseren, langfristigen und
adaquaten Therapiemethoden, um der Vielzahl an Betroffenen ein weitgehend symptomfreies

und normales Leben zu ermoglichen.

1.1.3 ATIOLOGIE UND PATHOPHYSIOLOGIE DES IDIOPATHISCHEN PARKINSON-SYNDROMS

Zwar wurde das IPS bereits im Jahr 1817 durch den britischen Arzt James Parkinson in seinem
Assay on the Shaking Palsy beschrieben und ist seit circa 200 Jahren ein zentraler Bestandteil
der experimentellen Neurologie, trotzdem bleibt die eigentliche Genese des IPS bis heute
ungeklart (Kalia et al. 2015; Parkinson 2002). Im Gegensatz dazu ist Uber den

pathophysiologischen Grundmechanismus des IPS mehr bekannt.
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Abbildung 1: Schema der physiologischen Basalganglienschleife. Dargestellt ist die physiologische
Verschaltung der Basalganglienschleife, bestehend aus Globus pallidus pars externa, Globus pallidus pars interna,
Nucleus subthalamicus, Striatum, Substantia nigra pars compacta, Substantia nigra pars reticulata. Zusatzlich
werden die Verbindungen der Area tegmentalis ventralis, des Cortex, des mesolimbischen Systems und des
Thalamus aufgefuhrt. Die Verbindungen werden sowohl hinsichtlich hemmender (Raute) oder erregender (Pfeil)
Wirkung, als auch entsprechend des verantwortlichen Neurotransmitters Dopamin (orange), Gamma-
Aminobuttersdure (GABA; rot) und Glutamat (grin) dargestellt. In Bezug auf Dopamin wird farblich in eine
erregende Verbindung tber den D1-Rezeptor (dunkel orange) und hemmende Verbindung iber den D2-Rezeptor
(hell orange) unterschieden. Adaptiert nach Tafelbildern der Vorlesung fiir Physiologie, Wintersemester 2015/16,
Universitéat Rostock, von Prof. R. K6hling.

Pathophysiologisch ursachlich fur die charakteristischen motorischen Symptome des IPS ist
ein Mangel des Neurotransmitters Dopamin im zentralen Nervensystem (ZNS; Stoker et al.
2018). Dieser Dopaminmangel entsteht durch eine progressive Degeneration Dopamin-
produzierender (dopaminerger) Neurone der Substantia nigra pars compacta (SNpc), einem
Kerngebiet des Mittelhirns (Hacke 2016; Trepel 2021).

Sowohl SNpc als auch Substantia nigra pars reticulata (SNpr) bilden zusammen die Substantia
nigra (SN) und sind Bestandteil der Basalganglienschleife (Abbildung 1). Die Basalganglien
sind eine Gruppe von Kerngebieten, die unterhalb der GroRhirnrinde (Cortex), also subkortikal
liegt. Zu dieser Gruppe gehoéren neben der SN, das Corpus striatum (Striatum), der Globus
pallidus (GP) und Nucleus subthalamicus (STN; Lanciego et al. 2012; Schmitt et al. 2016). Die
einzelnen Kerngebiete der Basalganglienschleife stehen Uber hemmende oder auch
stimulierende Nervenfasern, sogenannte Projektionen, in Verbindung (Keeler et al. 2014). Die
jeweilige Wirkung ist abhangig vom ausgeschitteten Neurotransmitter sowie vom

Rezeptorbesatz der nachgeschalteten Nervenzellen. In der Basalganglienschleife kommen
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Abbildung 2: Schema der pathophysiologischen Basalganglienschleife des IPS. Dargestellt ist die
pathophysiologische Verschaltung der Basalganglienschleife im Rahmen des IPS, bestehend aus Globus pallidus
pars externa, Globus pallidus pars interna, Nucleus subthalamicus, Striatum, Substantia nigra pars compacta,
Substantia nigra pars reticulata. Zusatzlich werden die Verbindungen der Area tegmentalis ventralis, des Cortex,
des mesolimbischen Systems und des Thalamus aufgefiihrt. Die Verbindungen werden sowohl hinsichtlich
hemmender (Raute) oder erregender (Pfeil) Wirkung, als auch entsprechend des verantwortlichen
Neurotransmitters Dopamin (orange), Gamma-Aminobuttersaure (GABA; rot) und Glutamat (griin) dargestellt. In
Bezug auf Dopamin wird farblich in eine erregende Verbindung Uber den Di-Rezeptor (dunkel orange) und
hemmende Verbindung Uber den D2-Rezeptor (hell orange) unterschieden. Unmittelbar vom Verlust von
dopaminergen Nervenzellen betroffene Kerngebiete sind hellgrau hinterlegt. Vom Dopaminmangel betroffene
Verbindungen werden gestrichelt dargestellt. Uberfunktionelle Verbindungen werden ,fett* dargestellt. Adaptiert
nach Tafelbildern der Vorlesung fiir Physiologie, Wintersemester 2015/16, Universitdt Rostock, von Prof. R.
Kohling. Abkiirzung: IPS — idiopathisches Parkinson-Syndrom.

hauptsachlich die Neurotransmitter Gamma-Aminobuttersaure (GABA), Glutamat und
Dopamin vor (Trepel 2021). Dopamin hat hierbei eine duale Wirkung, da es Uber den Ds-
Rezeptor stimulierende und Uber den D>-Rezeptor hemmende Signale erzeugen kann (Keeler
et al. 2014; Ungerstedt et al. 1985).

Eine Aufgabe der Basalganglien besteht in der Verarbeitung von motorischen Informationen,
welche zunachst in ,grober” Form vom Cortex an das Striatum weitergleitet werden (Lanciego
et al. 2012; Trepel 2021). Als Beispiel sei hier der Prozess ,der Finger soll zur Nase geflhrt
werden® genannt. Der Cortex initiiert die grobe Bewegung des Arms zur Nase hin. Durch die
Basalganglien kommt es jedoch erst zum ,Feintuning®, also in welchem Ausmalf3, mit welcher
Kraft und mit welcher Geschwindigkeit der Arm ausgetreckt werden soll, sodass der Finger

auch die Nase frifft.
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Durch den im Rahmen des IPS entstehenden Dopaminmangel im Bereich der SNpc wird der
Informationsfluss zwischen den einzelnen Kernen der Basalganglienschleife gestort (Caligiore
et al. 2016). Es kommt zu einer Uberschiefienden Hemmung von motorischen Signalen durch
die Basalganglien (Abbildung 2; Trepel 2021). Das Resultat ist der erhéhte Muskeltonus
sowie die Brady- oder auch Akinesie des IPS-Patienten (Caligiore et al. 2016). Diese
Tonuserhdhung tritt haufig in wechselnder Intensitat auf, was bei passiven Bewegungen zu

einem ruckartigen Nachgeben der Muskulatur fihren kann (Zahnradphanomen; Hacke 2016).

Neben der klassischen Bewegungssymptomatik kénnen sich bei IPS-Patienten auch nicht-
motorische Symptome wie Hyposmie, Schlafstérungen, Schmerzen, Demenz oder
Depressionen entwickeln (Kalia et al. 2015). Der pathophysiologische Kausalzusammenhang
ist die neuronale Degeneration in Kerngebieten aullerhalb der Basalganglienschleife (Braak
et al. 2003; Hacke 2016). Die entsprechende Reduktion weiterer Neurotransmitter des ZNS
wie Acetylcholin, Serotonin oder auch Adrenalin fihrt dann zur Beeintrachtigung weiterer
Funktionen (Hacke 2016). Beispiele fur bei IPS-Patienten betroffene Regionen sind der
Nucleus basalis Meynert (NBM), dessen Dysfunktion mit der Demenz assoziiert ist, oder auch
die Area tegmentalis ventralis (VTA; Hacke 2016; Healy-Stoffel et al. 2014). Die VTA liegt im
Mittelhirn in unmittelbarer, topografischer Nahe zur SN. Ahnlich wie die SNpc findet sich auch
in der VTA eine groRe Anzahl dopaminerger Neurone (van Domburg et al. 1991). Diese
Neurone stehen in enger funktioneller Verbindung zu einer Vielzahl von Kerngebieten des
ZNS, unter anderem auch zu den Basalganglien (Oades et al. 1987; Schmitt et al. 2012). Im
Gegenzug erhalt die VTA auch Informationen aus den Basalganglien wie zum Beispiel einen

stimulierenden Informationsfluss aus dem STN und hemmende Signale aus dem Striatum.

Abgesehen von ihrer Rolle in der motorischen Verschaltung nimmt die VTA auch Einfluss auf
Emotionskontrolle und Motivationsentwicklung des Menschen durch direkte Verbindungen
zum mesolimbischen System (Oades et al. 1987). Eine Funktionsstérung der VTA ist somit
auch wesentliche Ursache fur die Entwicklung von nicht-motorischen Symptomen im Rahmen
des IPS (Alberico et al. 2015). Sowohl in der VTA als auch in der SN spielt der Neurotransmitter
Dopamin eine zentrale Rolle. Dementsprechend ist auch die Dopamin-Synthese ein wichtiger

Bestandteil der Parkinsonforschung.

Die Dopamin-Synthese besteht aus zwei chemischen Reaktionen (Haddad et al. 2017; Tabrez
et al. 2012). Die erste Reaktion ist eine Hydroxylierung der Aminosaure L-Tyrosin zu L-3,4-
Dihydroxyphenylalanin (L-Dopa) durch die Tyrosinhydroxlase (TH), welche einem eng

regulierten Feedbackmechanismus unterliegt und der limitierende Schritt der
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Abbildung 3: Dopaminsynthese und Regulation der Tyrosinhydroxylase. Dargestellt sind die einzelnen
Reaktionsschritte der Dopaminsynthese. Die blau aufgeflihrten, beteiligten Enzyme sind die Tyrosinhydroxylase
(TH) und die Dopa-Decarboxylase (DDC). Tyrosin, Dopa und Dopamin sind mit ihren jeweiligen chemischen
Strukturformeln dargestellt. Zusatzlich ist der Regulationsmechanismus der Tyrosinhydroxylase aufgefiihrt.
Glukokortikoide, Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) oder auch cAMP stimulieren die Expression und
Enzymaktivitdt von TH. Eine Feedbackhemmung erfolgt durch Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin. Die
Stimulation wird durch einen griinen Pfeil am Linienende und die Feedbackhemmung durch eine rote Raute am
Linienende gekennzeichnet. Abklirzungen: cAMP — cyclisches Adenosinmonophosphat, DOPA -
Dihydroxyphenylalanin.

Dopaminsynthese ist (Haavik et al. 1998). Die zweite Reaktion ist eine Decarboxylierung von
L-Dopa zu Dopamin, welche durch die Aromatische-L-Aminosaure-Decarboxylase (AADC),
auch Dopa-Decarboxylase (DDC) genannt, katalysiert wird (Abbildung 3; Backstrom et al.
2018; Tabrez et al. 2012). Da die TH hauptsachlich in dopaminergen Neuronen synthetisiert
wird, ist sie besonders vom Verlust dopaminerger Nervenzellen im Rahmen des IPS betroffen
(Calvo et al. 2011). Die Dysregulation von Dopamin aufgrund der Degeneration von TH*
Neuronen scheint aus diesem Grund im Pathomechanismus des IPS eine wesentliche Rolle
zu spielen (Oades et al. 1987; Tabrez et al. 2012).

1.1.4 DIAGNOSTIK DES IDIOPATHISCHEN PARKINSON-SYNDROMS

Im Rahmen der Diagnostik des IPS sollte die Basisdiagnostik zunachst klinisch erfolgen
(Hacke 2016; Hoglinger G. 2023; Hughes et al. 1992). Neben der genauen neurologischen
Untersuchung sind Skalen wie die Hoehn-und-Yahr-Skala oder die Unified Parkinson’s

Disease Rating Scale (UPDRS) wichtige Werkzeuge fur Neurologen, um das IPS von
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atypischen Parkinson-Syndromen zu unterscheiden (Hoehn et al. 1967; Litvan et al. 2003).
Eine solche Unterscheidung ist sowohl flr die Prognose als auch fiir die richtige Therapie der
Erkrankung wichtig. Dennoch kann gerade in der Frihphase der Erkrankung nicht immer eine
eindeutige Diagnose getroffen werden (Deutschlander et al. 2018; Litvan et al. 2003). Zum
Ausschluss mdglicher atypischer oder sekundarer Parkinson-Syndrome sollte im Rahmen der
Diagnosestellung zumindest einmalig eine Bildgebung des Gehirns erfolgen. Diese ist beim
IPS-Patienten meist unauffallig oder zeigt eine unspezifische zerebrale Substanzminderung
(Hacke 2016). Erganzend kénnen zum Beispiel auch quantitative Riechtests oder ein
Schellong-Test durchgeflihrt werden. Denn bereits in der Friihphase des IPS zeigen 80 bis
100 Prozent der Patienten eine Hyposmie und Stérungen des autonomen Nervensystems, wie
z.B. eine Blutdruckdysregulation (Braak et al. 2003; Hacke 2016; Hughes et al. 1992). In
manchen Fallen kdénnen unter anderem auch Liquoruntersuchungen oder eine
Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie (SPECT-CT) wegweisende Ergebnisse
erbringen. Insbesondere bei jungen Patienten mit starker psychischer Komponente sollte ein
Morbus Wilson ausgeschlossen werden (Hacke 2016). Auch die Dopamin Substitution im
Rahmen des L-Dopa-Tests kann hilfreiche Aufschlisse geben. Alternativ zu L-Dopa kann der
Dopamin-D2-Rezeptor-Agonist Apomorphin verwendet werden (Carbone et al. 2019). Im
Gegensatz zu den atypischen Parkinson-Syndromen bessern sich Bradykinesie oder auch
Rigor von IPS-Patienten nach L-Dopa Gabe (Levin et al. 2016). Jedoch bleiben solche Tests
nur unterstitzende Werkzeuge neben der eigentlichen klinischen Diagnosestellung. Auch
Patienten mit negativem L-Dopa- oder Apomorphin-Test kdnnen von einer medikamentdsen

Therapie mit L-Dopa oder Apomorphin profitieren (Hacke 2016).

1.1.5 KONSERVATIVE THERAPIE DES IDIOPATHISCHEN PARKINSON-SYNDROMS

Die Therapie des IPS sollte friihzeitig begonnen werden und an das Alter sowie an motorische
und andere fakultative Symptome des Patienten angepasst sein. Im Zentrum stehen die
Verzégerung der Pflegebedurftigkeit und die Erhaltung der Lebensqualitat des IPS-Patienten
(Hacke 2016). Initial wird heute bei unter 70-jahrigen Parkinsonpatienten ohne wesentliche
Vorerkrankungen eine Therapie mit einem langwirksamen Dopamin-D.-Rezeptor-Agonisten
(DA) wie zum Beispiel Pramipexol eingeleitet. Nebenwirkungen der DA sind zum Beispiel
Ubelkeit, Impulskontrollstérungen, vermehrte Tagesmudigkeit, puimonale und endokardiale
Fibrosen (Armstrong et al. 2020). Aufgrund des Nebenwirkungsprofils von DA wird bei alteren
multimorbiden |PS-Erkrankten auf eine medikamentése Behandlung mit L-Dopa in
Kombination mit einem peripher wirksamen Decarboxylase-Hemmer gesetzt (Hacke 2016).
Eine direkte orale Substitution von Dopamin ist nicht moglich, da Dopamin im Gegensatz zu

L-Dopa nicht Blut-Hirn-Schranken-gangig ist. Peripher wirksame Decarboxylase-Hemmer




EINLEITUNG

verhindern den vorzeitigen Abbau von L-Dopa aulRerhalb des ZNS (Haddad et al. 2017). Auch
Physiotherapie, Logopadie oder Ergotherapie kédnnen flir den IPS-Patienten wichtig sein, um
die Funktionalitat des Korpers im Alltag so lange wie mdglich aufrechtzuerhalten (Ramig et al.
2018; Domingos et al. 2018). Des Weiteren sollte auch versucht werden nicht-motorische
Symptome, die bei 83 Prozent der IPS-Patienten auftreten, adaquat zu therapieren. Fir die
Demenz im Rahmen des IPS ist zum Beispiel der Cholinesterasehemmer Rivastigmin als
Therapie zugelassen, jedoch ist die medikamentdse Therapie nicht-motorischer Symptome

des IPS insgesamt eher schwierig (Kalia et al. 2015).

1.1.6 GRENZEN DER KONSERVATIVEN THERAPIE

Fluktuationen eines IPS-Patienten im Tagesverlauf
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Abbildung 4: Fluktuationen eines IPS-Patienten im Tagesverlauf. In der Grafik ist der zeitliche Verlauf zwischen
guter Beweglichkeit (On-Phase) und einem Zustand der rigiden Akinesie eines IPS-Patienten (Off-Phase) mit
fortgeschrittenem IPS dargestellt. Diese Fluktuationen stehen in zeitlichem Zusammen mit der Einnahme der
Parkinsonmedikation. Das Hinlbergleiten in die Off-Phase und die anschlieRende Besserung nach der
Medikamenteneinnahme wird als wearing off bezeichnet. Als Grundlage fiir diese Grafik diente die unter Parkinson
Europe 2zu findende grafische Abbildung des wearing off (https://www.parkinsonseurope.org/about-
parkinsons/symptoms/motor-symptoms/wearing-off-and-motor-fluctuations/, Stand: 18.06.2023). Abkiirzung: IPS —
idiopathisches Parkinson-Syndrom.

Limitiert wird die medikamentdse Therapie des IPS durch das Auftreten von Fluktuationen im
Verlauf der Therapie (Hacke 2016; Werner Poewe 2019). Der Begriff Fluktuation steht fir den
Wechsel zwischen guter Beweglichkeit (On-Phase) und einem Zustand der rigiden Akinesie
des IPS-Patienten (Off-Phase). Jedoch zeigen auch nicht-motorische Symptome L-Dopa-

abhangige Fluktuationen (Kalia et al. 2015). Die meisten Erkrankten bemerken finf bis zehn
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Jahre nach Beginn der Erkrankung deutliche On-Off-Zustande (Hacke 2016). Ein Grund fur
diese Fluktuationen ist der zunehmende Verlust an dopaminergen Nervenzellen. Dadurch
bedingt sinkt auch die basale Konzentration an Dopamin im ZNS. Es missen immer héhere
Konzentrationen von L-Dopa zugefiihrt werden, dessen Wirkspiegel bedingt durch die kurze
Halbwertszeit von etwa drei Stunden Uber den Tag deutlich schwankt (Armstrong et al. 2020).
Es kommt so zum sogenannten wearing off, welches das Hineingleiten in den Off-Zustand des

IPS-Patienten zwischen zwei L-Dopa Gaben beschreibt (Abbildung 4; Werner Poewe 2019).

Um kontinuierliche Konzentrationsspiegel von L-Dopa zu erreichen, kdnnen neben der oralen
Gabe auch subkutane Anwendungen von Apomorphin (Pflaster oder Fertigspritzen) oder eine
Applikation als Gel erfolgen (Armstrong et al. 2020; Fernandez et al. 2018; Katzenschlager et
al. 2018). Jedoch sind auch diesen Therapieoptionen Grenzen gesetzt. Bedingt durch eine
hohe Dosierung von L-Dopa kann eine Hyperkinesie in der Extremitatenmuskulatur sowie der
Muskulatur im Hals- und Gesichtsbereich auftreten, sodass geordnete Bewegungsablaufe fur
den IPS-Patienten unmoglich werden. Auch Psychosen, exzessive Tagesmudigkeit oder
Tachykardien koénnen durch eine Uberdosierung von L-Dopa entstehen und eine
Dosisreduktion notwendig machen (Hacke 2016; Kalia et al. 2015). Zusatzlich treten
Fluktuationen bei langjahrigen IPS-Patienten auch unabhangig vom Wirkspiegel auf, sodass
Patienten innerhalb von Sekunden zwischen On- und Off-Zustanden wechseln, was ein

normales Alltagsleben nahezu unmdglich macht (Hacke 2016).
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1.2 DIE TIEFE HIRNSTIMULATION

1.2.1 ANWENDUNG DER TIEFEN HIRNSTIMULATION

In Fallen von ausgepragter Fluktuation bietet die Tiefe Hirnstimulation (THS) eine etabliert,
alternative Therapiemdglichkeit des IPS (Rodriguez-Oroz et al. 2005). Bereits in den 1950er
und 1960er Jahren wurden ablative, neurochirurgische Verfahren zur Therapie des IPS
angewandt, jedoch nur mit maRigem Erfolg. Aufgrund der bahnbrechenden Therapieerfolge
durch L-Dopa, verlor die THS im Rahmen der IPS-Behandlung zunachst an Bedeutung. Erst
mit dem zunehmenden Aufkommen von L-Dopa resistenten IPS-Patienten nach einer L-Dopa
Langzeittherapie in den 1980er Jahren gewann die THS wieder an Bedeutung (Schwalb et al.
2008). Nach der Endwicklung von intrakraniell implantierbaren Elektroden und Anwendung der
THS bei L-Dopa resistenten IPS-Patienten im Rahmen von Studien folgte im Jahr 1997 die
Zulassung des Verfahrens auf dem amerikanischen Markt durch die Food and Drug
Administration (Gardner 2013). In den ersten zehn Jahren nach der Zulassung wurden bereits
Uber 40.000 IPS-Patienten mittels THS therapiert (Schwalb et al. 2008).

Fir eine THS kommt jedoch nicht jeder IPS-Patient in Frage. Als Kontraindikationen gelten
Demenz, Depression sowie andere relevante somatische Komorbiditaten. Des Weiteren muss
es sich um eine auf Dopamin ansprechende Form des Parkinson-Syndroms handeln. Laut der
deutschen Leitlinie fir das IPS sollten sich initial eine Verbesserung um mindestens 33 Prozent
des UPDRS Ill nach L-Dopa-Gabe gezeigt haben (Hacke 2016; Hoglinger G. 2023). Auch
sollten die medikamentdsen Therapieoptionen ausgeschépft sein, da es sich um einen
operativen Eingriff handelt, der mit Risiken wie Wundinfektionen, intrakraniellen Blutungen und
letztendlich auch dem Tod verbunden sein kann (Hdglinger G. 2023). Die Mortalitat des
Eingriffs liegt in Deutschland laut multizentrisch gefuhrten Studien bei ungefahr 0,4 Prozent
(Voges et al. 2007). Insbesondere bei jlingeren Patienten, die das sechste Lebensjahrzehnt
noch nicht Gberschritten haben und bereits friihzeitig nach dem Beginn einer medikamentbsen
Therapie unter Fluktuationen oder Dyskinesien leiden, ist laut aktueller Studienlage eine THS
sinnvoll (Hanna et al. 2018; Krause et al. 2022; Schuepbach et al. 2013). Voraussetzung sollte
in diesem Fall ein sehr gutes initiales Ansprechen der Symptome auf L-Dopa sein (> 50
Prozent des UPDRS III; Hacke 2016). Gerade diese Patientengruppe profitiert im Vergleich
zur medikamentésen Therapie besonders von der THS durch eine deutliche Verbesserung der

Lebensqualitat und Alltagsfunktionalitat (Schuepbach et al. 2013).
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Abbildung 5: Auswirkungen der THS auf die Basalganglienschleife im IPS. Dargestellt ist die
pathophysiologische Verschaltung der Basalganglienschleife im Rahmen des IPS, bestehend aus Globus pallidus
pars externa, Globus pallidus pars interna, Nucleus subthalamicus (STN), Striatum, Substantia nigra pars
compacta, Substantia nigra pars reticulata. Zusatzlich werden die Verbindungen der Area tegmentalis ventralis,
des Cortex, des mesolimbischen Systems und des Thalamus aufgefiihrt. Die Verbindungen werden sowohl
hinsichtlich hemmender (Raute) oder erregender (Pfeil) Wirkung, als auch entsprechend des verantwortlichen
Neurotransmitters Dopamin (orange), Gamma-Aminobuttersaure (GABA; rot) und Glutamat (griin) dargestellt. In
Bezug auf Dopamin wird farblich in eine erregende Verbindung Uber den Di-Rezeptor (dunkel orange) und
hemmende Verbindung Uber den D2-Rezeptor (hell orange) unterschieden. Unmittelbar vom Verlust von
dopaminergen Nervenzellen betroffene Kerngebiete sind hellgrau hinterlegt. Vom Dopaminmangel betroffene
Verbindungen werden gestrichelt dargestellt. Uberfunktionelle Verbindungen werden fett* dargestellt. Eigentlicher
Stimulationsort ist der STN. Das THS-Signal wird als schwarze Linie mit einem Kreis am Endpunkt dargestellt. Die
stimulierten Kerngebiete sind mit einem Blitz gekennzeichnet. Adaptiert nach Tafelbildern der Vorlesung fiir
Physiologie, Wintersemester 2015/16, Universitdt Rostock, von Prof. R. Kbéhling. Abkirzungen: IPS —
idiopathisches Parkinson-Syndrom, THS — Tiefe Hirnstimulation.
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Im Rahmen der THS bei IPS-Patienten werden intrakraniell implantierbare Elektroden operativ
in Kerngebiete der Basalganglienschleife eingebracht. Ziel sind haufig entweder der STN oder
der Globus pallidus pars interna (GPi; Rodriguez-Oroz et al. 2005). Die eingebrachten
Elektroden wirken mit Standardstimulationsparametern auf die Nervenzellen des Kerngebiets
ein. Die genaue Bestimmung der einzelnen Stimulationsparameter ist komplex, da sich
einzelne Kerngebiete in den Stimulationsparametern unterscheiden und eine genaue
Platzierung der Elektroden im betreffenden Kerngebiet notwendig ist (Volkmann et al. 2006).
Typische Parameter der monopolaren, chronischen Stimulation sind eine Spannung von 2,5
bis 3,5 Volt, eine Impulsdauer von 60 bis 90 us und eine Frequenz von 110 bis 170 Herz
(Ramasubbu et al. 2018). Dies kann verschiedene kurzzeitige therapeutische Effekte
hervorrufen (Voges 2018): Erstens Einbringung eines neuen Rhythmus in die
Basalganglienschleife, der orthodrom fortgeleitet wird. Zweitens eine Blockade von Signalen
vorgeschalteter Kerngebiete, die im Rahmen des IPS dysfunktional arbeiten, durch eine
antidrome Weiterleitung des Elektrodensignals. Daraus resultiert eine Reduktion der
UberschieRenden, hemmenden Wirkung der Basalganglien, die durch den Dopaminmangel in
der SNpc entsteht. Das sichtbare Ergebnis ist die innerhalb von Sekunden bis Minuten

eintretende Besserung von Bradykinese und Tremor des |IPS-Patienten (Abbildung 5).

1.2.2 CHRONISCHE EFFEKTE DER TIEFEN HIRNSTIMULATION

Weiterfuhrend scheint die THS auch langfristige Effekte beziehungsweise Effekte mit [angerer
Latenz bis zum Wirkungseintritt hervorzurufen. So bessern sich Gangunsicherheit und
posturale Instabilitat des IPS-Patienten noch Wochen nach dem Therapiebeginn (Shin et al.
2012; Voges 2018). Die Besserung von nicht-motorischen Symptomen ist im Gegensatz zu
den positiven motorischen Effekten nicht unmittelbar nach dem Einschalten der THS fiir den
IPS-Patienten spurbar, sondern tritt erst mit einer Latenz von einigen Tagen bis Wochen ein.
Daflr bessern sich nicht-motorischen Symptome noch Monate nach Beginn der THS (Dafsari
et al. 2016; Georgiev et al. 2021). Fir die Mechanismen dieser progressiven Verbesserungen
nach THS bestehen aktuell mehrere Hypothesen. Zum einen wird vermutet, dass durch die
dauerhafte Stimulation im Rahmen der THS die neuronale Plastizitat angeregt wird (van
Hartevelt et al. 2014). Zum anderen wird gemutmalt, dass auch Gliazellen des ZNS durch
eine langfristige und kontinuierliche Stimulation erregt werden. Glia- und Nervenzellen stehen
in enger metabolischer Homdostase zueinander. THS scheint eine schnellere intrazellulare
Aufnahme von Neurotransmittern in die Gliazellen nach einer exzessiven neuronalen
Ausschuttung sowie eine verringerte Freisetzung von Entziindungsmediatoren aus Gliazellen
zu férdern. Dementsprechend wird angenommen, dass sich die THS langfristig stabilisierend

auf Neurotransmitter- und Zytokinkonzentration auswirkt (Fenoy et al. 2014; Voges 2018).
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Gliazellen des ZNS koénnen in Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikroglia gegliedert werden.
Die Astrozyten bilden das Stitzgewebe des ZNS und sind an der Formung der Blut-Hirn-
Schranke beteiligt (Jakel et al. 2017). Die Oligodendrozyten bilden die Isolationsschicht der
Nervenzellen. Die Mikroglia sind wesentlicher Bestandteil von immunologischen Vorgangen
des ZNS. Sie kdnnen Antigene prasentieren, betreiben Phagozytose nach traumatischem
Zelluntergang, sind mitverantwortlich flr die Zusammensetzung des extrazellularen Milieus
und stehend in enger metabolischer Homdostase mit den Nervenzellen (Jakel et al. 2017).
Aufgrund dieser engen metabolischen Verknlpfung zwischen Neuronen und Gliazellen
erscheint es jedoch nur logisch, dass diese Homobostase einen mal3geblichen Einfluss auf die

neuronale Plastizitat ausubt.

1.2.3 TIEFE HIRNSTIMULATION UND NEURONALE PLASTIZITAT

Neuronale Plastizitat beschreibt die Fahigkeit des Nervensystems sich langfristig funktionell
und strukturell an intrinsische und extrinsische Stimuli anzupassen (Cramer et al. 2011). Dies
geschieht durch die Bildung von neuen synaptischen Verbindungen, Anderungen der
Transmitterausschittung oder auch durch die Beeinflussung der Genregulation durch
Veranderungen der Transkriptionsfaktorsynthese. Die neuronale Plastizitat ist somit zentraler
Bestandteil von physiologischen Funktionen des Nervensystems wie dem Erlernen von
Sprache oder auch motorischen Fahigkeiten. Auch im pathophysiologischen Kontext spielt die
neuronale Plastizitat eine wesentliche Rolle, da diese im Rahmen von neurodegenerativen
Erkrankungen wie dem IPS durch die neuronale Degeneration eingeschrankt wird oder ganz
zum Erliegen kommt. Die THS bietet eine vielversprechende Mdéglichkeit durch die chronische
Beeinflussung der neuronalen Aktivitdt einen stimulierenden Einfluss auf die neuronale
Plastizitat auszutiben (van Hartevelt et al. 2014). Da sich nicht-motorische Symptome des IPS
wie Depression, Demenz oder auch Schlafstérungen noch Jahre nach dem Beginn der THS
in IPS-Patienten bessern kdnnen, sprechen gerade diese Veranderungen flir einen
langfristigen THS-Effekt auf die neuronalen Netzwerke (Georgiev et al. 2021). Jedoch ist die
Erforschung solcher THS-Effekte im IPS-Patienten aufgrund der Latenz bis zum
Wirkungseintritt, hoher technischer Anforderungen und der notwendigen Patientencompliance
schwierig. Aus diesem Grund ist aktuell weiterhin wenig Uber die Auswirkungen der THS auf
die neuronale Plastizitat des Gehirns eines IPS-Patienten bekannt, obwohl die THS bereits
seit Jahrzehnten bei IPS-Patienten angewendet wird und als feste Therapieoption in der
deutschen Leitlinie aufgefuhrt ist (Hacke 2016; Hoglinger G. 2023). In diesem Zusammenhang
bieten Tierversuchsmodelle die Madglichkeit unabhangig von IPS-Patienten motorische
Symptome des IPS, Auswirkungen der THS sowie die Veranderungen auf zellularer Ebene zu

untersuchen (Fauser et al. 2021; Faust et al. 2021; Spieles-Engemann et al. 2010).
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1.3 EFFEKTE DER THS AUF DIE NEURONALE PLASTIZITAT IM TIERMODELL DES IPS

1.3.1 DAS 6-HYDROXYDOPAMIN-PARKINSONMODELL DER RATTE

Heutzutage werden zu 48 Prozent Ratten und zu 37 Prozent Mause fur Tierversuchsmodelle
des IPS verwendet, jedoch kommen auch Hamster und Primaten in Frage. Um den Untergang
nigro-striataler, dopaminerger Neurone herbeizufiihren, werden sowohl Neurotoxine als auch
genetische Alterationen der PARK Gene genutzt (Stoker et al. 2018).

Ein weitverbreitetes Neurotoxin zur gezielten L&sion nigro-striataler, dopaminerger
Nervenzellen ist 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP; Stoker et al. 2018).
MPTP erzeugt nach systemischer Gabe eine schnelle beidseitige Degeneration von
dopaminergen Neuronen, was in starken motorischen Symptomen resultiert. Es wurde im Jahr
1983 nach dem Auftreten von Parkinson-Syndromen bei mehreren Suchtpatienten durch die
unsachgemale Herstellung von Opioiden entdeckt (Langston et al. 1983). Es kann in Mausen
und Primaten verwendet werden. Ratten sind gegeniuber MPTP resistent (Stoker et al. 2018).
Ein weiteres haufig angewandtes Neurotoxin ist 6-Hydroxydopamin (6-OHDA,; Kirik et al.
1998). Es ist strukturell verwandt mit Dopamin und wirkt daher sehr selektiv auf dopaminerge
Neurone, da es durch den gleichen Dopamintransporter aufgenommen wird. Durch die
Aufnahme von 6-OHDA wird eine Blockade der Atmungskette in Mitochondrien induziert. Dies
fuhrt zu Energiemangel und der intrazellularen Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, was
folglich den Zelltod des Neurons herbeiflhrt (Rodriguez-Pallares et al. 2007). Der genaue
Mechanismus der 6-OHDA-Toxizitdt ist jedoch noch nicht endgultig geklart.
Interessanterweise ist der Grad der Degeneration in unterschiedlichen dopaminergen
Kerngebieten unterschiedlich hoch (Masini et al. 2021). So erzeugt die Anwendung von 6-
OHDA im Bereich der SNpc eine dopaminerge Degeneration von 90 Prozent, im Bereich der
VTA liegt der Grad der dopaminergen Degeneration lediglich bei 30 bis 80 Prozent (Masini et
al. 2021; Kirik et al. 1998). Diese unterschiedliche Vulnerabilitat liegt daran, dass dopaminerge
Neurone der VTA reaktive Sauerstoffspezies besser verstoffwechseln kénnen als nigrale,

dopaminerge Neurone (Dias et al. 2013).

Annlich wie Dopamin kann auch 6-OHDA die Blut-Hirn-Schranke nicht Gberwinden (Stoker et
al. 2018). Um ein Parkinsonmodell zu generieren, muss 6-OHDA aus diesem Grund direkt
intrakraniell injiziert werden (Kirik et al. 1998). Die einseitige Injektion von 6-OHDA bietet die
Moglichkeit durch Asymmetrie der motorischen Symptome die Starke der Degeneration zu
untersuchen (Metz et al. 2005). Das 6-OHDA-Parkinsonmodell (6-OHDA-Modell) wird

aufgrund der oft einseitig gesetzten Lasion auch 6-OHDA-Hemiparkinson-Modell genannt.
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Durch die Gabe von Apomorphin wird ein Rotationsverhalten im Tier induziert, wobei die
Anzahl an linksseitigen Drehungen gegentber den rechtsseitigen Drehungen direkt mit der
Starke der einseitigen Degeneration der SN korreliert (Metz et al. 2005). Eine geringe Wirkung
auf die kontralaterale Hemisphare nach unilateraler Applikation von 6-OHDA kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden (Henning et al. 2008). Um die Genauigkeit der gezielten Injektion zu
erhdhen, wird diese mit Hilfe eines stereotaktischen Rahmens vorgenommen. Ahnlich wie bei
neurochirurgischen Operationen wird hierbei die Lokalisation der Kerngebiete Uber genaue
Koordinaten in einem dreidimensionalen Koordinatensystem angegeben (Paxinos et al. 2006).
Ubliche Zielpunkte der 6-OHDA Injektion sind die SNpc, das Striatum oder auch das mediale
Vorderhirnbindel (MVB; Masini et al. 2021). Je nach Lokalisation der 6-OHDA Injektion wird
ein unterschiedlich schneller Ablauf der dopaminergen Degeneration im Tiermodell erzeugt.
Wird 6-OHDA direkt in die SNpc injiziert, beginnt innerhalb von 24 Stunden die Degeneration
und fuhrt innerhalb von wenigen Tagen zum Verlust von Uber 90 Prozent der nigro-striatalen
Neurone (Stoker et al. 2018). Das Absterben der Neurone passiert hierbei eher ungeordnet in
Form von Nekrosen (Dauer et al. 2003). Wird 6-OHDA in das Striatum eingespritzt, kommt es
zu einem retrograden Absterben der Nervenzellen Uber ein bis drei Wochen im Rahmen einer
Apoptose (Masini et al. 2021). Die Applikation in das MVB generiert innerhalb von drei bis funf
Wochen einen fast vollstdandigen Verlust an neuronalen Fasern und Zellkérpern der nigro-
striatalen Neurone (Masini et al. 2021). Durch diese Arten der Applikation werden Modelle des
fortgeschrittenen IPS generiert (Yuan et al. 2005). Neben den Nervenzellen werden auch die
Gliazellen in unterschiedlichem Ausmald je nach Ort der 6-OHDA-Applikation beeinflusst
(Henning et al. 2008). So konnten Henning et al. eine deutlich gesteigerte Aktivitat von
Astroglia in der SNpc nach einer Injektion von 6-OHDA in das MVB nachweisen. Auch bei
Mikroglia konnte eine vermehrte Aktivitat in der SNpc nach der Injektion von 6-OHDA in das
MVB festgestellt werden. Diese Aktivierung der Gliazellen resultiert aus der 6-OHDA

induzierten neuronalen Degeneration.

Insbesondere in den letzten Jahrzehnten wurde mit Hilfe von Tiermodellen der Effekt der THS
auf das IPS analysiert. Herkdmmliche Versuchstiere des 6-OHDA-Modell sind hierbei zum
Beispiel Ratten (Stoker et al. 2018). Neben den unmittelbar eintretenden motorischen Effekten
ricken auch die Effekte der THS mit langerer Latenz bis zum Wirkungseintritt in den
Vordergrund. Beispielsweise sind die Besserung von nicht-motorischen Symptomen und die
Induktion von neuronaler Plastizitadt nach THS aktuell ein intensiver Forschungsschwerpunkt
der experimentellen Parkinsonforschung. Da THS-Effekte mit langer Latenz haufig erst nach
einigen Tagen bis Wochen einsetzen, ist auch im Tiermodell eine ausreichend lange
Stimulationsdauer von mehreren Tagen erforderlich. Wie bereits dargelegt, bietet das 6-
OHDA-Modell der Ratte eine praktikable Moéglichkeit, um die Auswirkungen der THS im IPS in
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langfristig angelegten experimentellen Studien zu untersuchen. Solche Studien wurden jedoch
in der Vergangenheit aufgrund von hohen technischen Anforderungen wie zum Beispiel
miniaturisierte Elektroden und Stimulator-Systeme sowie komplexe Operationsablaufe oder
auch aufgrund der hohen Belastung fir die Versuchstiere durch externe Systeme und lange
Stimulationsdauer nur selten durchgefiihrt. In einer experimentellen Studie von Fauser et al.
Uber die STN-THS im 6-OHDA-Modell der Ratte konnte gezeigt werden, dass nach STN-THS
signifikant mehr dopaminerge Neurone auftraten als in der Kontrollgruppe. Neurorestaurative
Effekte nach STN-THS wurden nicht nur im Bereich der Basalganglienschleife, sondern auch
im mesolimbischen System festgestellt. Neben der STN-THS wurden auch Effekte nach THS
des Nucleus entopeduncularis (EP), der das Aquivalent des GPi im Menschen darstellt, durch
Fauser et al. untersucht. Interessanterweise konnten positive Effekte auf nicht-motorische
Symptome und neuronale Plastizitat nur nach STN-THS jedoch nicht nach EP-THS festgestellt
werden (Fauser et al. 2021). Auch Spieles-Engemann et al. konnten &hnliche neuroprotektive
Ergebnisse nach STN-THS im 6-OHDA-Modell der Ratte in Bezug auf nigrale, dopaminerge
Neurone nachweisen (Spieles-Engemann et al. 2010). Eine deutliche Limitation der Studie ist
jedoch, dass im anhaltend neurodegenerativen Prozess des Toxins stimuliert wurde.
Erklarungen fir die stimulierende Wirkung von STN-THS koénnten die Anregung der
Ausschattung von Wachstumsfaktoren oder auch die Anregung der Proliferation neuronaler

Vorlauferzellen bieten (Faust et al. 2021; Furlanetti et al. 2015).

1.3.2 C-FOS — NEURONALE AKTIVITAT UND SYNAPTISCHE PLASTIZITAT

Gerade in Bezug auf die Anregung von Nervenzellen durch THS stellt sich die Frage, wie man
diese Anregung nachweisen kann. Ein etablierter Marker fur neuronale Aktivitdt und
synaptische Plastizitat, der auch elektrisch beeinflusst werden kann, ist das Protein c-Fos
(Velazquez et al. 2015; Shehab et al. 2014). Es wurde von Curran et al. 1982 entdeckt (Curran
et al. 1982). Codiert wird das c-Fos-Protein durch das Immediate early gen c-fos (Schulte et
al. 2006). Zusammen mit dem Protein c-Jun bildet c-Fos ein Dimer das Teil des
Transkriptionsfaktors Aktivator-Protein-1 (AP-1) ist (Shaulian et al. 2001). Als Teil von AP-1 ist
c-Fos eng in die Regulation von Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose eingebunden
und nimmt zudem Einfluss auf die Zellen des Immunsystems, wie zum Beispiel Mikroglia
(Colotta et al. 1992; Cruz-Mendoza et al. 2022; Shaulian et al. 2001; Sheng et al. 1990).

Die c-fos-Expression und die c-Fos-Synthese kdnnen durch verschiedene Stimuli wie zum
Beispiel Krampfanfalle, Hypoxie, Amphetamine oder Aktivierung des Langzeitgedachtnisses
induziert werden (Barros et al. 2015; Couceyro et al. 1994; Gallo et al. 2018; Gass et al. 1992;

Umino et al. 1995). Auch nach elektrischer Stimulation erhoht sich die Dichte von
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c-Fos* Zellen in Hirnregionen wie dem Thalamus, dem STN sowie im motorischen Cortex, den
Basalganglien oder auch dem Hippocampus (Schulte et al. 2006; da Silva et al. 2014). In den
stimulierten Kerngebieten korreliert die Dichte c-Fos™ Zellen mit der neuronalen Aktivitat (da
Silva et al. 2014). In Analysen des Expressionsmusters und der Refraktionszeit von c-Fos
wurde festgestellt, dass die Zahl c-Fos* Zellen eine Stunde nach Stimulationsbeginn ihr
Maximum erreicht und in der Regel drei bis sechs Stunden nach Beginn der Stimulation wieder
auf ein basales Niveau zuriickkehrt (Barros et al. 2015; Wessel et al. 1991). Anderungen der
Dichte von c-Fos™ Zellen sind aber auch noch Stunden bis Tage nach dem Stimulus moéglich
(Morgan et al. 1987; Zheng et al. 2014). Im Rattengehirn fokussiert sich c-Fos unmittelbar auf
den Zellkern und zeigt in diesem Bereich ein eher heterogenes Anlagerungsmuster. In
Nervenfasern und Dendriten kommt c-Fos kaum vor, da es sich um einen Transkriptionsfaktor
handelt (Dragunow et al. 1988). Eine gestorte c-fos-Expression wird mit neuronaler

Dysfunktion sowie Gedachtnis- und Lerndefiziten in Verbindung gebracht (Gallo et al. 2018).

1.3.3 C-FOs UND DIE TIEFE HIRNSTIMULATION

Nicht nur kurzzeitige Auswirkungen der THS, auch Auswirkungen der langerfristigen
Stimulation auf die Dichte c-Fos™* Zellen wurden bereits untersucht (Pfliiger et al. 2019). In der
Studie von Pfllger et al. wurden die Auswirkungen einer sechstagigen THS des dorsolateralen
Striatum im Rattengehirn auf die Anzahl c-Fos®™ Zellen im Vergleich zu einer dreistiindigen
Stimulation geprift. Hierbei konnte weder nach dreistindiger noch nach sechstagiger
Stimulation ein Unterschied in der Dichte c-Fos* Zellen im Vergleich zu den Kontrollgruppen
festgestellt werden. Limitationen der Studie sind die geringe Zahl an Versuchstieren in den
Versuchsgruppen von drei bis flinf Tieren sowie die Platzierung der Elektrode im Striatum, da
andere Kerngebiete der Basalganglien sowie Teile des Cortex im THS-Downstream erfasst
werden. Im Gegensatz zu Pfliger et al. konnten Schulte et al. einen klaren Anstieg in der Zahl
c-Fos* Zellen nach zwei- und vierstindiger THS des STN im Rattengehirn bestimmen (Schulte
et al. 2006). Zudem zeigte sich auch in primaren und sekundaren Projektionsgebieten des
STN wie der SN, dem GP und dem motorischen Cortex eine erhdhte Dichte c-Fos* Zellen.
Ahnliche Ergebnisse konnten auch durch Shehab et al. in der Ratte dargelegt werden. Nach
einer Stimulationszeit des STN von 20 oder 90 Minuten zeigte sich sowohl im STN als auch in
primaren und sekundaren Projektionsgebieten des STN wie der SN und dem GP eine erhdhte
Dichte c-Fos* Zellen (Shehab et al. 2014).

Auch im 6-OHDA-Modell des IPS wurde eine erhdhte Dichte c-Fos®™ Zellen bereits nach
vierstindiger THS nachgewiesen (Saryyeva et al. 2011). Saryyeva et al. analysierten den

Thalamus, den Nucleus pedunculopontinus tegmentalis (PPTg) sowie den motorischen Cortex
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und den Hippocampus nach PPTg-THS. Eine erhdhte Zahl c-Fos™ Zellen konnte im unmittelbar
stimulierten Kerngebiet, dem PPTg, festgestellt werden. In den anderen untersuchten
Kerngebieten zeigte sich keine Veranderung in der Anzahl c-Fos* Zellen nach vierstiindiger
THS des PPTg. Insgesamt scheint somit auch fiir die Beeinflussung von c-Fos in primaren
oder sekundaren Projektionsgebieten das Gleiche zu gelten wie fur die Beeinflussung der
nicht-motorischen Symptome in der Studie von Fauser et al. — das Stimulationstarget ist
entscheidend flr die Wirkung der THS (Fauser et al. 2021).

Die vorangegangenen Arbeiten haben sich bereits intensiv mit c-Fos als Marker flir neuronale
Aktivitat und Plastizitat im Rahmen der THS auseinandergesetzt. Jedoch ist bis jetzt noch nicht
untersucht worden, ob es nach einer langfristigen STN-THS im 6-OHDA-Modell zu einer
Anderung in der Dichte c-Fos* Zellen kommen kann (Schulte et al. 2006; Shehab et al. 2014).
Eine solche Analyse ist allerdings essentiell, um herauszufinden, ob c-Fos auch als Marker
neuronaler Plastizitat in Tiermodellen des IPS mit langfristiger STN-THS dienen und somit
wichtige Informationen zu THS-Effekten mit langer Latenz liefern kann. Auch eine Betrachtung
der TH als zentrales Enzym der Dopaminsynthese und zentraler Teil der IPS-Pathologie

konnte hierbei von Bedeutung sein.
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1.4 ZIEL DER PROMOTIONSARBEIT

Ziel dieser Arbeit ist es zeitlich latente Effekte einer Tiefen Hirnstimulation (THS) des Nucleus
subthalamicus (STN) auf das dopaminerge System in einem Modell des idiopathischen
Parkinson-Syndroms (IPS) darzustellen. Insbesondere sollen zeitlich latente Effekte der THS
auf die neuronale Plastizitat untersucht werden. Hierflr erfolgte zunachst eine siebentagige,
unilaterale Stimulation des STN im 6-Hydroxydopamin-Parkinsonmodell (6-OHDA-Modell) der
Ratte. Im Anschluss wurden dopaminerge Zellpopulationen in reprasentativen Kerngebieten

des motorischen und limbischen Systems untersucht.

Im Rahmen der Erforschung der THS spielt die Beeinflussung der neuronalen Plastizitat eine
zentrale Rolle, um therapeutische THS-Effekte mit langer Latenz bis zum Wirkungseintritt
richtig einzuordnen. In der Vergangenheit haben sich mehrere Studiengruppen mit der
Beeinflussung der neuronalen Plastizitat durch die THS befasst (Pflliger et al. 2019; Saryyeva
et al. 2011; Schulte et al. 2006). Der wesentliche Schritt, die THS langfristig in einem
pathophysiologischen Tiermodell des IPS zu implementieren, wurde jedoch nur durch Fauser
et al. durchgefiihrt (Fauser et al. 2021). Denn nur durch eine langfristige Beeinflussung der
neuronalen Aktivitat ist es moglich, THS-Effekte mit langer Latenz zu untersuchen. Dies gilt
vor allem fir die Beeinflussung der neuronalen Plastizitat. Eine minimale Stimulationsdauer
von mehreren Tagen, wie sie in dieser Arbeit angewendet wurde, ist somit essentiell. Denn
das Ziel der Arbeit ist es nicht, die kurzfristigen Effekte der THS zu analysieren, sondern

Effekte mit langer Latenz zu untersuchen.

Neben der richtigen Stimulationsdauer spielt auch das richtige Stimulationstarget eine
wesentliche Rolle. Denn das Ziel dieser Arbeit ist es den Einfluss der THS auf das neuronale
Netzwerk im 6-OHDA-Modell des IPS zu prifen und nicht die unmittelbare elektrische
Beeinflussung einzelner Neurone in der Elektrodenumgebung zu betrachten. Es wurde hierflr
der STN als Stimulationstarget verwendet, denn nur nach STN-THS wurde bis jetzt ein Einfluss

auf die neuronale Plastizitat nachgewiesen (Fauser et al. 2021; Shehab et al. 2014).

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit mit dem Transkriptionsfaktor c-Fos ein Marker fir
Zellaktivitat verwendet, der in viele Prozesse der neuronalen Plastizitat, wie Zellproliferation,
Zelldifferenzierung und Apoptose, eingebunden ist. Das Ziel ist es, mit c-Fos einen
funktionellen Biomarker in einem Tiermodell mit langfristiger Stimulation zu untersuchen, der
die Plastizitat eines neuronalen Netzwerks mdglichst multimodal widerspiegelt (Sheng et al.
1990; Shaulian et al. 2001; Colotta et al. 1992; Cruz-Mendoza et al. 2022).
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In dieser Arbeit wurde das etablierte 6-OHDA-Modell der Ratte mit einer einseitigen Lasion
des medialen Vorderhirnblindels (MVB) verwendet, um die Auswirkungen der STN-THS auf
ein fortgeschrittenes Modell des IPS und somit auf ein deutlich beeintrachtigtes neuronales
Netzwerk zu untersuchen. Betrachtet wurden hierflr die Kerngebiete Substantia nigra pars
compacta (SNpc), Substantia nigra pars reticulata (SNpr) und Area tegmentalis ventralis
(VTA). Diese dopaminergen Kerngebiete haben einen zentralen Stellenwert in der
Pathophysiologie des IPS und sind sowohl Teil des motorischen als auch des limbischen
Systems (Healy-Stoffel et al. 2014; Caligiore et al. 2016).

Insgesamt baut diese Arbeit auf den Ergebnissen vorangegangen Studien auf und vereint
hierbei das pathophysiologische Tiermodell mit einem langfristigen klinischen Therapieansatz.
Es werden so zeitlich latente Effekte einer STN-THS auf das dopaminerge System in einem
Modell des IPS untersucht.
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Il. MATERIAL UND METHODIK

Alle im folgenden Kapitel aufgefiihrten Gerate, Materialien, Losungsmittel und Antikérper sind
mit Handelsnamen und Herstellervermerk im Flie3text genannt. Entsprechende
Bestellnummern und Herstelleradressen der einzelnen Artikel sind zusammenfassend im
Kapitel 7.2 aufgeflihrt. Alle Versuchsmethoden wurden durch die verantwortlichen Behdrden
(Landesamt fur Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei, Mecklenburg-
Vorpommern, Deutschland, Aktenzeichen 7221.3-1.1-051/17) genehmigt und im Rahmen der
ARRIVE Richtlinien sowie den EU-Vorgaben 2010/63/EU zum Schutz der fur Versuche und
andere wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere durchgefiihrt. Die im Rahmen dieser
Promotionsarbeit durchgefuhrten operativen Eingriffe (Lasion, Elektrodenimplantation,
Stimulation und Perfusion) wurden durch Dr. Kathrin Badstibner-Meeske, Dr. Mareike Fauser
und Maria Kober durchgefiihrt. Die Verfasserin dieser Arbeit hat hierbei assistiert. Alle weiteren
im Kapitel Material und Methodik beschrieben Arbeitsschritte wurden selbststandig durch die

Verfasserin dieser Arbeit durchgefuhrt.

21 TIERE, LASION UND GRUPPENEINTEILUNG

2.1.1 TIERE UND TIERHALTUNG

In dieser Arbeit wurden mannliche Wistar/Wistar-Han Ratten (265-360 g; erworben bei Charles
River Laboratories, Deutschland) verwendet. Die Versuchstiere wurden in einem 12-stlindigen
Tag-Nacht-Rhythmus unter kontrollierten, klimatisierten Bedingungen (ca. 21 °C und 40-60
Prozent Raumfeuchte) gehalten. Die Ratten erhielten ein Alleinfuttermittel in Pelletform (Ssniff
Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland). Trinkwasser in Uberkopfflaschen war jederzeit fiir
die Versuchstiere frei zuganglich. Die Einstreu (Bedding Abedd (10 kg) Espe Maxi 3-5 mm,
Abedd, Lettland) wurde mindestens einmal pro Woche gewechselt. Alle Ratten wurden zwei
Mal wochentlich gewogen. Zum Schutz vor Beschadigung des Stimulators durch andere Tiere

wurden die Tiere nach der Elektrodenimplantation einzeln gehalten.

2.1.2 6-OHDA-INJEKTION

Alle verwendeten Versuchstiere wurden einer unilateralen Lasion mit 6-OHDA unterzogen. Die
Injektion erfolgte in MVB der rechten Hemisphdre des Rattengehirns. Wie bereits in

vorangegangen wissenschaftlichen Arbeiten durch Badstubner et al. oder auch Yuan et al.
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Abbildung 6: Studiendesign. Insgesamt wurden acht 6-OHDA Iasionierte Tiere nach erfolgter Lasionskontrolle in
eine nicht-stimulierte Kontrollgruppe (STNsnam) und eine stimulierte Versuchsgruppe (STNstiv) eingeteilt. Allen
Tieren wurde acht Wochen nach Lasion eine Elektrode in den Nucleus subthalamicus (STN) der lasionierten
Hemisphare implantiert. Bei allen Tieren der STNstim-Gruppe wurde die Tiefe Hirnstimulation (THS) eine Woche
nach Elektrodenimplantation begonnen. Bis auf die Aktivierung der THS unterlagen die Tiere der STNsnauv-Gruppe
den gleichen Bedingungen. Nach sieben Tagen wurde die Stimulation der STNstim-Gruppe beendet und eine
transkardiale Perfusion aller Versuchstiere durchgefiihrt. Das adaptierte Schema ist aus der Publikation
~Subthalamic nucleus deep brain stimulation induces nigrostriatal dopaminergic plasticity in a stable rat model of
Parkinson's disease” Ubernommen (Helf et al. 2023). Abkirzungen: 6-OHDA — 6-Hydroxydopamin, R —
Apomorphin-induzierter Rotationstest.

beschrieben, erzeugt diese Injektion einen Untergang von dopaminergen Neuronen im
ventralen Mittelhirn (Badstuebner et al. 2017; Yuan et al. 2005). Die Ratten wurden vor dem
operativen Eingriff mittels Isofluran (Forene, AbbVie, Deutschland; Baxter, Deutschland) und
einer gewichtsadaptierten Ketamin-Xylazine-Mischung (Ketanest, Pfizer, USA; Rompun,
Bayer Vital, Deutschland) anasthesiert. Die Koordinaten wurden in einem stereotaktischen
Apparat (Stoelting Neuroscience, Irland) festgelegt und richteten sich nach dem Rattenatlas
von Paxinos und Watson. Die 6-OHDA-Lasion wurde acht Wochen vor der Implantation der
Elektrode durchgefiihrt (Abbildung 6).

2.1.3 APOMORPHIN-INDUZIERTER ROTATIONSTEST

Das Ausmal} der dopaminergen Degeneration in der SNpc der einzelnen Versuchstiere wurde
mittels Apomorphin-induziertem Rotationstest sechs Wochen nach der 6-OHDA-Injektion
Uberpruft (Badstuebner et al. 2017). Dabei wurde Apomorphin (Apomorphin 10mg/ml,
Teclapharm GmbH, Lineburg, Deutschland) gewichtsadaptiert intraperitoneal injiziert. Bei

erfolgreicher, einseitiger Lasion der SNpc induziert die Injektion von Apomorphin
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asymmetrische Rotationsbewegungen des Versuchstieres um die eigene Achse. Der
Dopaminagonist Apomorphin erzeugt in diesem Rotationstest auf der intakten Seite einen
starkeren Bewegungsstimulus (Metz et al. 2005). Zur Objektivierung wurden die Versuchstiere
in einen Zylinder gesetzt, in dem sie Drehungen um 360° vollzogen. Die Zahlung der einzelnen
Rotationen wurde finf Minuten nach der Applikation von Apomorphin begonnen und dauerte
40 Minuten. Gezahlt wurden die Umdrehungen pro Minute. Bei rechtsseitiger Lasion rotierten
die Versuchstiere hauptsachlich nach links, dementsprechend wurden Rechtsrotationen von
der Gesamtzahl an Linksrotationen abgezogen. Als Rotation wurde eine vollstandige Drehung
um 360° gewertet. Die Lasion wurde als erfolgreich gewertet, wenn ein Versuchstier nach dem
Abzug der Rechtsrotationen mehr als vier Linksrotationen pro Minute durchlaufen hatte. Nach
den Ergebnissen des Rotationstests wurden die Tiere gleichmaRig in zwei Versuchsgruppen
aufgeteilt (Abbildung 6). Eine Versuchsgruppe diente als Kontrollgruppe (STNshawm). Die
zweite Gruppe (STNstim) war Uber sieben Tage einer THS des STN ausgesetzt. Bis auf die
eigentliche Stimulation wurden beide Versuchsgruppen im Experiment in gleicher Weise
behandelt.
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2.2 ELEKTRODENIMPLANTATION, STIMULATION UND PERFUSION

2.2.1 ELEKTRODENIMPLANTATION

Abbildung 7: Elektrodenimplantation. Abgebildet ist ein reprasentatives Versuchstier mit freigelegter
Schadelkalotte und fixierten Ankerschrauben (A) sowie wahrend der Elektrodenimplantation (B). Das Versuchstier
ist in einem stereotaktischen Apparat (Stoelting Neuroscience, Irland) fixiert, wodurch die Elektrode exakt
entsprechend der stereotaktischen Koordinaten des Nucleus subthalamicus platziet werden kann. Das
Versuchstier befindet sich wahrend des gesamten Eingriffs in chirurgischer Narkosetiefe und wird pra-, peri- sowie
postoperativ analgetisch versorgt.

Acht Wochen nach der Injektion von 6-OHDA wurde jeweils eine unipolare Platin-Iridium-
Elektrode (Microprobes for Life Science, USA) in den STN der lasionierten Hemisphare
implantiert. Die Koordinaten fiur die Platzierung der Elektrodenspitze richteten sich auch in
diesem Eingriff nach dem Rattenhirnatlas von Paxinos und Watson und wurden durch einen
stereotaktischen Apparat (Stoelting Neuroscience, Irland) exakt realisiert (Paxinos et al. 2006).
Die implantierten Elektroden und der Stimulator wurden von Badstibner et al. entwickelt und
durch die Firma Microprobes for Life Science hergestellt (Badstuebner et al. 2017). Auch in
diesem Fall wurden die Ratten mittels Isofluran (Forene, AbbVie, Deutschland; Baxter,
Deutschland) und einer gewichtsadaptierten Ketamin-Xylazine-Mischung (Ketanest, Pfizer,
USA; Rompun, Bayer Vital, Deutschland) in chirurgischer Narkosetiefe anasthesiert. Nach
Freilegung der Schadelkalotte wurden drei Ankerschrauben zur spateren Fixierung der
Elektrode in der Kalotte befestigt (Abbildung 7A). Danach wurde der Schadelknochen in

unmittelbarer Nahe durchbohrt, um die Dura mater freizulegen. Diese wurde dann vorsichtig
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mit einer Lanzette durchschnitten. Die im stereotaktischen Apparat fixierte Elektrode
(Abbildung 7B) wurde anschlieRend vorsichtig bis zu den vorher festgelegten Koordinaten
des STN eingeflhrt und anschliefiend an der Kalotte fixiert. Nach der Implantation wurden die
isolierten Stimulationskabel um die Ankerschrauben geschlungen und mit einem
lichthartenden Haftmittel (lvoclar Vivadent, Lichtenstein) ebenfalls an der Schadelkalotte
fixiert. Aponeurose und Kopfhaut wurden im Anschluss mittels Einzelknopfnahten wieder
verschlossen. Um einen intraoperativen Warmeverlust des Versuchstieres zu vermeiden,
wurden mit warmem Wasser gefiillte Handschuhe in unmittelbarer Nahe des Rattenkérpers
platziert und wahrend des Eingriffs mehrfach ausgetauscht. Um das Austrocken der Kornea
zu vermeiden, wurde ein Augen-Gel angewendet (Vidisic, Dr. Mann Pharma GmbH,
Deutschland). Postoperativ wurden die Versuchstiere mit Metamizol analgesiert. Des Weiteren
wurden die Ratten unmittelbar nach den Operationen mit abdeckten Képfen in einer ruhigen
Umgebung unter einer Rotlichtlampe platziert, um das Auskihlen des Rattenkdrpers zu
verhindern. Die Ratten standen in diesem Setting unter Uberwachung bis Kérperfunktionen
wie Entleerung der Blase, Augenzwinkern und Bewegung einzelner Gliedmallen wieder

moglich waren.

2.2.2 STIMULATIONSEINSTELLUNGEN UND KONTROLLE

Abbildung 8: Setting zur Kontrolle von Elektrode und Stimulator. Unter kurzzeitiger Narkose des Tieres wurden
Elektrode und Stimulator (roter Pfeil) temporar an ein Oszilloskop (Rigol DS 1054, UltraVision, GroRbritannien)
angeschlossen. Anhand dessen wurden Funktionsféhigkeit sowie die Stimulationsparameter kontrolliert.
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Eine Woche nach der Elektrodenimplantation wurden Stimulator und Batterie mittels
Rucksacks am Versuchstier befestigt. Verwendet wurde ein in der Arbeit von Badstibner et
al. entwickeltes Stimulator-System (Badstuebner et al. 2017). Anschlieliend erfolgte die
Stimulation der STNstim-Gruppe fiir sieben Tage mit folgenden Parametern: Frequenz 130
Herz, Impulsdauer 60 Mikrosekunden (us), Stromstarke 200 Mikroampere (UA), Spannung
1,25 Volt. Die Funktionsfahigkeit von Elektrode und Stimulator wurde dabei regelmalf3ig mit
Hilfe eines Oszilloskops (Rigol DS 1054, UltraVision, GroRbritannien) kontrolliert (Abbildung
8). Die STNsHam-Gruppe wurde nicht stimuliert und trug jedoch einen in Form und Gewicht

identischen Dummy-Stimulator im Rucksack.

2.2.3 PERFUSION, KONSERVIERUNG UND LAGERUNG

Unmittelbar nach dem Ende der siebentagigen Stimulation wurden die Versuchstiere mit
10mg/kg Ketamin/Xylazin (Ketanest, Pfizer, USA; Rompun, Bayer Vital, Deutschland)
anasthesiert. AnschlieRend erfolgte eine transkardiale Perfusion mit vier Prozent
Paraformaldehydiésung (PFA, Morphisto, Deutschland) tber 16 Minuten mit einer Flussrate
von 20 ml/min zur Konservierung der Rattenkorper. Nach erfolgter Perfusion wurden die
Rattengehirne aus dem Schadel enthommen und Uber 24 Stunden in vier Prozent
Paraformaldehydiésung (PFA, Morphisto, Deutschland) gelagert. Anschlielend wurden die
Gehirne fur mindestens 24 Stunden in einer 30-prozentigen Saccharoselésung (Carl Roth,
Deutschland) entwassert und bei ca. -65 °C schockgefroren. Bis zur weiteren Verarbeitung

wurden die Rattengehirne bei -80 °C gelagert.
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2.3 IMMUNHISTOCHEMIE UND MIKROSKOPIE

2.3.1 HIRNREGIONEN

Cortex

accumbens

Amygdala

S
e

Ort der Lasion

Ort der Stimulation

Abbildung 9: Wesentliche Hirnregionen des Experiments. Das schematisch dargestellte Rattenhirn enthalt
wesentliche topografische Punkte des Experiments. Dargestellt werden die Kerngebiete Substantia nigra pars
compacta (SNpc), Substantia nigra pars reticulata (SNpr) und Area tegmentalis ventralis (VTA) sowie deren
Projektionen. Zusatzlich dargestellt sind das mediale Vorderhirnbiindel (MVB) als Ort der Lasion und der Nucleus
subthalamicus (STN) als Ort der Stimulation. Adaptiert nach A. Dahlstrom und K. Fuxe ,Evidence for the existence
of monoamine-containing neurons in the central nervous system” (Dahlstroem et al. 1964).

In dieser Arbeit wurden die Kerngebiete Substantia nigra pars compacta (SNpc), Substantia
nigra pars reticulata (SNpr) und Area tegementalis ventralis (VTA) untersucht. Im Gegensatz
zur VTA und SNpc, die hauptsachlich aus dopaminergen Zellen bestehen, besitzt die SNpr
groBtenteils GABAerge Zellen. Jedoch weist die SNpr eine enge topografische Verbindung zur
SNpc und zahlreiche dopaminerge Efferenzen aus der SNpc auf (Abbildung 9). Alle im
Experiment betrachteten Kerngebiete sind wie bereits in der Einleitung beschrieben von hoher
Relevanz fur motorische und nicht-motorische Symptome des IPS (Caligiore et al. 2016;
Oades et al. 1987).

2.3.2 GEFRIERSCHNITTE

Zur Herstellung von Gefrierschnitten wurde in dieser Arbeit ein Kryostat (CM3050 S, Leica,
Deutschland) verwendet. Das Prinzip der Gefrierschnittanfertigung beruht auf einem

Rotationsmikrotom, in dem sich der zu schneidende Gewebsblock auf das feststehende Mes-
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Abbildung 10: Anfertigung von Gehirnschnitten im Kryomikrotom. Abgebildet ist ein in TissueTek/PBS
eingebettetes Rattengehirn, welches im Objekthalter eingespannt ist. Durch Bewegen des Objekthalters gegen die
Kryomikrotomklinge, zu sehen im unteren Bilddrittel, kdnnen Serien von ultradiinnen (30-40 um) Gewebeschnitten
angefertigt werden. Abkiirzung: PBS — Phosphat-gepufferter Salzlésung.

ser zubewegt. Zum Zeitpunkt der Schnittgewinnung sollte die Temperatur in der
Kryostatenkammer bei ungefahr -21 °C liegen. Zum Anfertigen der Gefrierschnitte wurden die
bei -80 °C gelagerten Rattengehirne zwei Stunden vor Schnittbeginn aus dem Kihlschrank
entnommen und in einem Einbettungsmedium aus TissueTek (Sakura Fine Tek, Niederlande)
und Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS, Thermo Fisher Scientific, USA) im Mikrotom fixiert
(Abbildung 10). Am vorderen Rand des Gefriertischs wurde eine zuvor geklhlte Rasierklinge
eingespannt. Die Schnittdicke wurde auf 30 um justiert und die Gehirne von rostral nach caudal
geschnitten. Die einzelnen Schnitte wurden mittels in PBS getranktem Pinsel in 12-Well-
Mikrotiterplatten (Cellstar, Greiner Bio-One, Osterreich) gefiillt mit Kryoprotektionslésung (30-
prozentigen Ethylenglycol, 25-prozentigen Glycerin in PBS) Uberfuhrt. Wahrend der
Schnittgewinnung wurden die einzelnen Kerngebiete in Anlehnung an den Rattenatlas von
Paxinos und Watson in Wellplatten einsortiert und markiert (Paxinos et al. 2006). Diese
Markierung diente als Orientierung fir die spatere immunhistochemische Farbung. Die
Koordinaten der Hirnregionen wurden in Bezug auf das Bregma angegeben. Das Bregma ist
der Schnittpunkt von Sutura sagittalis und Sutura coronalis. Die Koordinaten lagen fur die
SNpc zwischen Bregma -6,60 mm und Bregma -4,56 mm, fur die SNpr zwischen Bregma -
6,72 mm und Bregma -4,36 mm und fir die VTA zwischen Bregma -6,84 mm und -4,56 mm.

Die Lagerung der Schnitte erfolgte anschlieRend bei -20 °C bis zur weiteren Verarbeitung.
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2.3.3 INDIREKTE IMMUNFLUORESZENZFARBUNG UND ZELLPOPULATIONEN

Zur weiterfihrenden Bestimmung verschiedener Zellpopulationen wurde eine indirekte
Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt. Bei dieser Methode wird ein primarer Antikorper
eingesetzt, der gegen spezielle Zellproteine (Antigene) gerichtet ist. Anschlieliend wird ein
fluorochromierter, sekundarer Antikérper zur Signalverstarkung angewendet, welcher gegen
den Primarantikdrper gerichtet ist. Angewendet wurden in dieser Arbeit primare Antikdrper
gegen das Neuronale Nuclei Antigen (NeuN), TH und c-Fos. NeuN ist ein DNA-bindendes
Protein, das ausschlieBlich in den Zellkernen und Perikaryen von Neuronen vorkommt
(Gusel'nikova et al. 2015). Die TH wird als Marker flir dopaminerge Neurone eingesetzt und
kommt ubiquitar im Zytoplasma von Nervenzellen vor, die einen der drei Botenstoffe Adrenalin,
Noradrenalin oder Dopamin synthetisieren (Calvo et al. 2011). Das Protein c-Fos wird von
Zellen nach elektrischer Stimulation vermehrt synthetisiert und ist ein Marker fir erhdhte
Zellaktivitat (Schulte et al. 2006; da Silva et al. 2014). Als Teil eines Transkriptionsfaktors
interagiert es mit der DNA und ist hauptsachlich im Zellkern lokalisiert. Zur Bestimmung der
Gesamtzellzahl wurde zusatzlich eine 4‘6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)-Kernfarbung
eingesetzt. DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, welcher mit DNA interkaliert und somit alle

kernhaltigen Zellen anfarbt.

2.3.4 ETABLIERUNG DER C-FOS-FARBUNG

| c-Fos 1:500 I c-Fos 1:1000

Abbildung 11: Kontrolle der immunhistochemischen Farbung von c-Fos. Dargestellt werden DAPI* und
c-Fos* Zellen in 20-facher VergroRRerung im Bereich des Ventrikels. Die c-Fos Antikérperkonzentration liegt links
bei 1:500 und rechts bei 1:1000. Im rechten Bild sind die Zellen klarer c-Fos positiv, da sie nicht von
Hintergrundrauschen Uberlagert werden. Beide Bilder enthalten einen weilen Malstabbalken (50 um). Abkiirzung:
DAPI — Diamidin-2-phenylindol.
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Vor der eigentlichen Farbung wurde zunachst die Verdinnung des c-Fos Antikdrpers in
Testfarbungen optimiert. Als Referenzregion wurde die Ventrikelregion im Rattengehirn
betrachtet. Es wurde in einer Konzentration von 1:500 und 1:1000 gefarbt. Aufgrund des
geringeren Hintergrundrauschens von c-Fos bei 1:1000 wurde diese Konzentration verwendet
(Abbildung 11).

2.3.5 ABLAUF DER IMMUNHISTOCHEMISCHEN FARBUNG

Das detaillierte Farbeprotokoll ist im Kapitel 7.3.1 aufgefihrt. Zur Verbesserung der
Ubersichtlichkeit des FlieRtextes sind die Hersteller der primaren und sekundéren Antikdrper

erst in der Materialliste des Kapitels 7.2.4 aufgefuhrt.

Zunachst wurden die einzelnen Schnitte aus der PBS-Losung (Thermo Fisher Scientific, USA)
in Tris-gepufferter Salzldsung mit Tween20 (TBST) Uberflihrt und gewaschen. Um die Zellen
permeabler fur die einzelnen Antikérper zu machen, folgte eine Inkubation mit Citrat Puffer
(Carl Roth, Deutschland) bei 95 °C. Nach einem anschlieienden Waschdurchgang mit TBST
und Aqua destillata wurden die Schnitte flr 30 Minuten in einer Blockldsung mit Donkey-Serum
(Jackson ImmunoResearch, GrofRbritannien) gelegt, um eine unspezifische Bindung der
primaren Antikérper zu verhindern. Danach folgte eine Antikérperinkubation mit den
Primarantikorpern in TBST (anti-chicken NeuN 1:1000, anti-rabbit c-Fos 1:1000, anti-mouse
TH 1:1000) Uber Nacht bei 4 °C. Die Schnitte wurden hierbei stetig durch einen Schuttler
(Unimax 1010, Heidolph, Deutschland) bewegt.

Alle Farbeschritte des zweiten Tags wurden in einer abgedunkelten Umgebung durchgefuhrt,
da nun immunfluoreszierende Antikdrper angewendet wurden. Nach erneutem Waschen mit
TBST wurde eine zweite Antikorperinkubation mit in TBST verdinnten, sekundaren,
fluoreszierenden Antikdrpern Uber eine Stunde bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Als
sekundare Antikdrper dienten donkey anti-chicken Cy3, donkey anti-rabbit Alexa Fluor 488
und donkey anti-mouse Alexa Fluor 647. Zuletzt folgte Uber drei Minuten die DAPI-

Kernfarbung ebenfalls bei Raumtemperatur.

Im Anschluss an die Farbung wurden die einzelnen Schnitte direkt auf Objekttrager (Thermo
Fisher Scientific, USA) gezogen und mit auf 37 °C vorgewarmten ProLong Diamond
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA) eingedeckelt. Die Schnitte wurden nach dem

Eindeckeln fir einen Tag ausgehartet und bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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2.3.6 NACHTRAGLICHE FARBUNG ZUR IDENTIFIZIERUNG VON MIKROGLIA

Im Verlauf der Arbeit stellte sich die Notwendigkeit heraus, Mikroglia sicher identifizieren zu
kénnen. Dies war zu Beginn der Arbeit nicht vorhersehbar. Aus diesem Grund ist die Farbung
nachtraglich an einem Tier der STNstim- und STNsHam-Gruppe durchgefiihrt worden (STNsham-
Gruppe: Tier 302; STNstwv-Gruppe: Tier 219). In dieser separaten indirekten
Immunfluoreszenzfarbung wurde ein primarer Antikbrper gegen ionisiertes Calcium-bindendes
Adaptermolekil-1 (Iba-1) verwendet. Iba-1 ist ein gangiger Marker fur Mikroglia und
Makrophagen (Cruz-Mendoza et al. 2022; Mendes-Pinheiro et al. 2021). Astrozyten und
Oligoglia werden durch Iba-1 nicht gefarbt. Das detaillierte Farbeprotokoll ist im Kapitel 7.3.2
aufgefuhrt. Die Hersteller der primaren und sekundaren Antikorper sind in der Materialliste des

Kapitels 7.2.4 aufgelistet.

2.3.7 MIKROSKOPISCHE AUFNAHMEN

DAPITH

Abbildung 12: Ubersichtsaufnahmen. Die Aufnahmen von Zellkernen (DAPI, blau) und dopaminergen Neuronen
(TH, rot) der linken und rechten Hemisphéare zeigen deutlich die 6-OHDA induzierte, rechtsseitige Lasion in beiden
Gruppen (STNsHauw-Gruppe: Tier 302; STNstim-Gruppe: Tier 219). Dargestellt sind die Kerngebiete Substantia nigra
pars compacta (SNpc), Substantia nigra pars reticulata (SNpr) und Area tegmentalis ventralis (VTA) Die Lange des
Malfstabbalkens entspricht 1000 um. Das Bild ist aus der Publikation ,,Subthalamic nucleus deep brain stimulation
induces nigrostriatal dopaminergic plasticity in a stable rat model of Parkinson's disease” Ubernommen (Helf et al.
2023). Abktirzungen: DAPI — Diamidin-2-phenylindol, TH — Tyrosinhydroxylase.
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Abbildung 13: Darstellung der Analysestrategie. Die Aufnahme (links) zeigt DAPI*, NeuN* und TH* Zellen in
der Substantia nigra pars compacta (SNpc), Substantia nigra pars reticulata (SNpr) sowie der Area tegmentalis
ventralis (VTA) im nicht-lasionierten Mittelhirn (linke Hemisphare) eines nicht-stimulierten Tieres. Die Regions of
interest (ROIs) von 100x100 pym? (SNpc und VTA) und 200x200 pum? (SNpr) wurden zufallig innerhalb der
entsprechenden Kerngebiete verteilt. Die ROIs wurden mittels strukturierter Beleuchtung (Apotome) als Z-Stapel
mikroskopiert und anschlieBend analysiert. Gezeigt ist eine Aufnahme eines Tieres der STNstim-Gruppe (Tier 219).
Der Mal3stabbalken entspricht 500 uym. Abktirzungen: DAPI — Diamidin-2-phenylindol, NeuN —Neuronales Nuclei
Antigen, STN — Nucleus subthalamicus, TH — Tyrosinhydroxylase.

Die Aufnahmen wurden mit einem Axio.Observer.Z1 mit Apotome.2 Fluoreszenzmikroskop mit
ZEN Blue 3.1 Software (ZEISS, Deutschland), ausgestattet mit Kachel- und Positionsmodul,
durchgefuhrt. Die genaue Topographie der einzelnen Regionen in den Aufnahmen konnte
anhand der TH-Farbung fir dopaminerge Zellen bestimmt werden (Abbildung 12). Die
Aufnahmen wurden in allen Versuchstieren im Bereich Bregma -6,60 mm bis -4,36 mm
getatigt, in dem die drei Kerngebiete vorlagen. Fur die Aufnahmen wurden in den Kerngebieten
jeweils vier quadratférmige Regions of Interest (ROIs) zufallig platziert (Abbildung 13). Diese
ROls hatten in der SNpc und der VTA, die Malke 100x100x30 um?® und in der SNpr die Male
200x200x30 uym®. Die GroRe der ROIs wurde an die Ausdehnung der zu analysierenden
Regionen und deren Zelldichte angepasst. In der Tiefe wurde die ROI in einen Z-Stapel von
17 Einzelaufnahmen gegliedert und mittels 20-fachem Trockenobjektiv aufgenommen
(Abbildung 13). Jede Position wurde dabei mit vier verschiedenen Beleuchtungssettings
aufgenommen (DAPI, AF488, AF555, AF647). Die einzelnen Aufnahmen konnten mit Hilfe der
ZEN Blue 2.3 Software fusioniert oder separat angesehen werden. Da die 17 Einzelaufnahmen
Uberlappend aufgenommen wurden, wurde diese Uberlappung nachtraglich zur Optimierung

des Hintergrundrauschens und Bildverkleinerung im sogenannten Shrinking herausgerechnet.
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2.4 QUANTIFIZIERUNG UND STATISTIK

Die einzelnen ROIs wurden mit Hilfe der ZEN Blue 3.1 Software (ZEISS, Deutschland)
ausgezahlt. Wahrend des Auszahlens wurde ein gesamter Z-Stapel einer ROI betrachtet um
das doppelte Zahlen einer Zelle zu vermeiden. Die Zahlung wurde in einer codierten Excel-
Tabelle festgehalten. Zunachst wurde die Gesamtzellzahl im DAPI-Kanal bestimmt. Daraufhin
wurden nacheinander die anderen Kanale hinzugeschaltet. Innerhalb eines Z-Stapels erfolgte
die Zahlung im gleichen Kontrast. Die Ergebnisse der einzelnen ROIs wurden dann zur

weiteren Auswertung zunachst auf einen Kubikmillimeter genormt.

Zur weiteren statistischen Auswertung und grafischen Darstellung wurden die Daten in die
Statistiksoftware Prism 9.0 (GraphPad Software Inc., USA) Ubertragen. Im Anschluss erfolgte
eine separate Normierung der Daten fir jeden Zelltyp. Normiert wurden die absoluten
Zellzahlen der lasionierten Hemispharen auf die absoluten Zellzahlen der nicht-lasionierten
Hemispharen. Es folgte eine deskriptive statistische Analyse mit Bestimmung des Mittelwerts
und des Standardfehlers (standard error of mean, SEM). Auf Normalverteilung wurde mittels
Shapiro-Wilk-Test getestet und die Varianzhomogenitat im Levene-Test tberprift. Lag beides
vor, wurde mit einem t-Test fir unabhangige Stichproben (Vergleich STNsnam und STNstim)
auf Unterschiede der Mittelwerte getestet. Lag keine Normalverteilung vor bzw. zeigte sich
eine inhomogene Varianz, wurde mittels t-Test mit Welch-Korrektur (Welch’s t-test) auf
Signifikanz getestet. Die statistische Signifikanz wurde auf P < 0.05 festgelegt. Alle Daten sind
als Mittelwert + SEM dargestellt. Die Daten sind aufgrund der erfolgten Normierung in Prozent

angegeben.
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. ERGEBNISSE

In diesem Kapitel werden zunachst die Ergebnisse des Apomorphin-induzierten
Rotationsverhaltenstests vorstellt. AnschlieBend werden die verschiedenen c-Fos
Anlagerungsmuster gezeigt, ein unerwartetes Ergebnis dieser Arbeit. Es folgen darauf die
Ergebnisse der quantitativen und qualitativen Analyse. Prasentiert werden die Unterschiede
zwischen den Gruppen STNsuam und STNstiv in der Zelldichte verschiedener Zelltypen.
Dargestellt sind die relativen Werte, welche sich aus der Normierung der absoluten Zellzahl
der lasionierten Hemisphare auf die absolute Zellzahl der nicht-lasionierten Hemisphare
ergeben. Aufgrund der Ubersichtlichkeit wird im Kapitel Ergebnisse das Prozentzeichen (%)

verwendet.

31 LASIONSKONTROLLE: APOMORPHIN-INDUZIERTER ROTATIONSVERHALTENSTEST

Tabelle 1: Ergebnisse des Apomorphin-induzierten Rotationsverhaltenstests. Aufgefiihrt sind die einzelnen
Rotationen jedes Tieres sowie der Mittelwert + Standardfehler (SEM) fir jede Gruppe. Die Linksrotationen wurden
im Versuch von den Rechtsrotationen abgezogen (I-r).

Apomorphin-induzierter Rotationsverhaltenstest

STNsHam STNsTim
Tier Nr. Drehungen (I-r) / min Tier Drehungen (I-r) / min
315 18,7 228 21,0
325 13,1 223 18,7
314 8,1 216 7,5
302 4,7 219 6,1
Mittelwert £+ SEM 11,15+ 3,05 Mittelwert + SEM 13,33 + 3,81

In einem vor der Elektrodenimplantation durchgeflihrten Apomorphin-induzierten
Rotationsverhaltenstest zur Lasionskontrolle 6 Wochen nach der 6-OHDA-L&sion war die
Anzahl der Rotationen pro Tier in beiden Gruppen normalverteilt. Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Kohorten (P = 0,67), sodass eine aquivalente
Lasion von dopaminergen Neuronen der SNpc in beiden Versuchsgruppen vorlag. Wahrend
des Rotationstests wurden Rechts- von Linksumdrehung abgezogen (I-r). Eine Drehung
musste 360° umfassen, um gewertet zu werden. Es sind sowohl die Einzelergebnisse als auch
Mittelwerte + SEM angegeben (Tabelle 1).
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3.2 DIE DREI MUSTER DER C-FOS-ANLAGERUNG

c-Fos Typ lI* Zellen " c-Fos Typ I* Zellen I

DAPI*/NeuN*/c-Fos* Zellen

c-Fos Typ llI* Zellen
| |

Abbildung 14: Verschiedene Anlagerungsmuster von c-Fos an den Zellkern. Abgebildet sind drei
unterschiedliche Arten der c-Fos-Anlagerungen. c-Fos Typ I* Zellen hatten eine randstédndige Anlagerung von
c-Fos und NeuN. Der Zellkern dieser Zellen war 5-10 uym grof. c-Fos Typ II* Zellen hatten eine eher punktférmige
inhomogene Anlagerung und einen 20-25 ym groRen Zellkern, der ebenfalls flir NeuN* war. c-Fos Typ IlI* Zellen
zeichneten sich durch eine flachige, homogene Anlagerung von c-Fos aus und hatten einen 20-25 ym grofen
Zellkern, der auch fir NeuN positiv war. In der ersten und zweiten Zeile sind Zellen eines Tieres der
STNsmim-Gruppe abgebildet (Tier 216). In der dritten Zeile sind Zellen eines Versuchstieres der STNstiman-Gruppe
gezeigt (Tier 211). Die Zellen sind in 20-facher VergrofRerung dargestellt. Alle Bilder enthalten einen weiflen
Mafstabbalken (10 um). Abkiirzungen: DAPI — Diamidin-2-phenylindol, NeuN — Neuronales Nuclei Antigen, STN —
Nucleus subthalamicus.

Im Laufe der quantitativen Analyse zeigten sich drei Anlagerungsformen des c-Fos-Proteins
an den Zellkern. Aus diesem Grund wurde im Rahmen der quantitativen Analyse in drei
Zelltypen unterschieden (Abbildung 14). c-Fos Typ I* Zellen zeigten eine kompakte, flachige
Anlagerung von c-Fos im Zytoplasma in unmittelbarer Nahe des Zellkerns. Die Zellkerne
dieser Zellen hatten einen ungefahren Durchmesser von 5-10 ym. c-Fos Typ II* Zellen zeigten
ein inhomogenes, punktférmiges Anlagerungsmuster von c-Fos in den Zellkernen. c-Fos Typ
[II"” Zellen zeigten ein homogenes, flachiges Anlagerungsmuster von c-Fos in den Zellkernen.
Die Zellkerne von c-Fos Typ II* und IlI* Zellen hatten einen ungefahren Durchmesser von 20-

25 um.
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c-Fos-Konzentration nach
4 Stunden (STNgrman)

c-Fos-Konzentration nach
7 Tagen (STNgqy

Abbildung 15: Zeitliche Dynamik der nukledren c-Fos-Konzentration. Die Immunhistochemie von c-Fos zeigt
eine persistierende, basale c-Fos-Konzentration im Zellkern nach 7 Tagen kontinuierlicher STN-THS. Der weil3e
Pfeil markiert die basale, heterogene c-Fos-Konzentration, die sich von der flachigen c-Fos-Konzentration nach
vierstiindiger Stimulation unterscheidet. Die Zellen sind in 20-facher VergroRerung dargestellt. Alle Bilder enthalten
einen weillen Mafistabbalken (10 pm). Abgebildet sind in der ersten Zeile Zellen eines Tieres der STNstim-Gruppe
(Tier 216). In der zweiten Zeile sind Zellen eines Versuchstieres der STNstiman-Gruppe dargestellt (Tier 211). Das
Bild ist in adaptierter Form aus der Publikation ,Subthalamic nucleus deep brain stimulation induces nigrostriatal
dopaminergic plasticity in a stable rat model of Parkinson's disease” iUbernommen (Helf et al. 2023). Abklirzungen:
DAPI — Diamidin-2-phenylindol, NeuN — Neuronales Nuclei Antigen, STN — Nucleus subthalamicus, THS — Tiefe
Hirnstimulation.

Der flachige c-Fos Typ lll konnte in diesem Experiment in den betrachteten Kerngebieten der
siebentagig stimulierten Versuchstiere nicht nachgewiesen werden. Genau dieser Typ wurde
jedoch von anderen Arbeitsgruppen gezeigt und ausgewertet (Saryyeva et al. 2011; Schulte
et al. 2006; Shehab et al. 2014; da Silva et al. 2014). Aus diesem Grund wurden zusatzlich
zwei vierstindig stimulierte Versuchstiere einbezogen (STNstiman). Die quantitative Analyse
dieser zwei Versuchstiere ist tabellarisch im Kapitel 7.1 aufgeflhrt. Diese Tiere sollten
validieren, dass durch die elektrische Stimulation in diesem Versuchsaufbau prinzipiell auch
diese Art der c-Fos-Anlagerung nachgewiesen werden kann. In dieser Auswertung zeigten
sich c-Fos Typ llI* Zellen in allen analysierten Regionen, sodass methodische Ursachen
ausgeschlossen werden konnten. Im direkten immunhistochemischen Vergleich der STNstiv-
und STNstiman-Gruppe war ein deutlicher, zeitabhangiger Konzentrationsunterschied von
c-Fos im Zellkern erkennbar. Die c-Fos-Konzentration nimmt mit zunehmender
Stimulationsdauer ab (Abbildung 15).
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c-Fos Typ I* Zellen

| DAPI*/Iba1*/c-Fos* Zellen |

Abbildung 16: c-Fos Typ I* Zellen in Kolokalisation mit dem Mikrogliamarker Iba-1. Abgebildet sind c-Fos
Typ I* Zellen mit einer randsténdigen Anlagerung von c-Fos. Der Zellkern dieser Zellen war 5-10 pm grof, zusatzlich
war dieser Zelltyp positiv fir das ionisierte Calcium-bindende Adaptermolekiil-1 (Iba-1). Iba-1 ist ein Marker fir
Mikroglia. Die Zellen sind in 20-facher VergroRerung dargestellt. Alle Bilder enthalten einen 5 pm langen
MaRstabbalken. Abgebildet sind Zellen eines Tieres der STNstim-Gruppe (Tier 219). Abkiirzungen: DAPI — 4°6-
Diamidin-2-phenylindol, STN — Nucleus subthalamicus.

Ein weiterer Punkt der in den Analysen auffiel war, dass sich die Zellkernmorphologie der c-
Fos Typ I* Zellen deutlich von den c-Fos Typ II* und c-Fos Typ llI* Zellen unterschied. Die
Zellkerne der c-Fos Typ II" und c-Fos Typ llI* Zellen waren grofier und wiesen fast immer eine
Kolokalisation flir NeuN auf. Aufgrund der unterschiedlichen Morphologie wurde der Verdacht

gestellt, dass es sich bei c-Fos Typ I* Zellen zum Beispiel um Mikroglia handeln kénnte.

Eine zusatzliche separate indirekte Immunfluoreszenzfarbung mit einem Antikorper gegen den
gangigen Mikroglia-Marker Iba-1 konnte diesen Verdacht bestatigen. Die c-Fos Typ |I* Zellen
waren auch positiv fir Iba-1 (Abbildung 16; Cruz-Mendoza et al. 2022; Mendes-Pinheiro et
al. 2021). Die Farbung ist an Tieren der STNstiv- und STNspav-Gruppe durchgefuhrt worden
(STNsnaw-Gruppe: Tier 302; STNstiv-Gruppe: Tier 219). Die Mikroglia-Assoziation der c-Fos
Typ I" Zellen war in beiden Gruppen nachweisbar. Die c-Fos Typ I* Zellen werden aus diesem

Grund im weiteren Verlauf dieser Arbeit als Mikroglia-assoziierter Typ eingeordnet.

Diese Farbung ist erst nachtraglich an Versuchstieren der STNstimv- und STNsuam-Gruppe
durchgefliihrt, da erst im Verlauf des Versuches drei verschiedene c-Fos-Zellpopulationen
festgestellt wurden. Die Farbung diente primar zur nachtraglichen Validierung der c-Fos Typ

I* Zellen und ist aus diesem Grund nur kurz im Kapitel Material und Methodik aufgefihrt.
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3.3 EFFEKTE DER THS AUF ANZAHL UND AKTIVIERUNG DER NEURONE DER SNPC
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Abbildung 17: Substantia nigra pars compacta — Detailaufnahmen. Detailaufnahmen der I&sionierten und nicht-
lasionierten Hemisphare reprasentativer STNsniaw- und STNstim-Tiere im Bereich der Substantia nigra pars
compacta (SNpc; STNsuam-Gruppe: Tier 302; STNstim-Gruppe: Tier 216). Dargestellt werden DAPI* (blau), NeuN*
(orange), TH* (rot) und c-Fos* Zellen (grtin). Alle Bilder enthalten einen weilRen MaRstabbalken (50 um) sowie einen
vergroRerten Bildausschnitt in der linken, unteren Ecke. Das kleine, weille Quadrat (50x50 um?) gibt die Position
des vergrofRerten Bildausschnitts an. Das Bild ist aus der Publikation ,,Subthalamic nucleus deep brain stimulation
induces nigrostriatal dopaminergic plasticity in a stable rat model of Parkinson's disease” Ubernommen (Helf et al.
2023). Abkiirzungen: DAPI — 4'6-Diamidin-2-phenylindol, NeuN — Neuronales Nuclei Antigen, STN — Nucleus
subthalamicus, TH — Tyrosinhydroxylase, THS — Tiefe Hirnstimulation.
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Abbildung 18: Substantia nigra pars compacta — Auswertung. A-D: Gezeigt ist die quantitative Analyse von
DAPI* (A), NeuN* (B), TH* (C) und Mikroglia-assoziierten c-Fos Typ I* Zellen (D) der STNsnam- und STNstim-Gruppe
in der Substantia nigra pars compacta (SNpc). Die absoluten Zellzahlen der Iasionierten Hemisphare sind auf die
absoluten Zellzahlen der nicht-I&sionierten Hemisphdre normiert. Dargestellt ist der aus der Normierung
resultierende Prozentwert. E-H: Gezeigt ist die quantitative Analyse der c-Fos Typ II* Neurone (E+F) und
dopaminergen c-Fos Typ II* Neurone (G+H) in der SNpc. Fir die c-Fos Typ II* Neurone (E+F) wurde die absolute
Zellzahl der lasionierten Hemisphare auf die absolute Gesamtneuronenzahl der nicht-lasionierten Hemisphare
normiert. Fir die dopaminergen c-Fos Typ II* Neurone (G+H) wurde die absolute Zellzahl der I&sionierten
Hemisphare auf die absolute Zahl der dopaminergen Neurone der nicht-lasionierten Hemisphare normiert. In
beiden Fallen ist der aus der Normierung resultierende Prozentwert dargestellt. Mittels Shapiro-Wilk-Tests wurde
auf Normalverteilung, mittels Levene-Tests auf Varianzhomogenitat gepriift. Der Mittelwertvergleich erfolgte mittels
t-Tests bzw. t-Tests mit Welch-Korrektur. Signifikanz: * P < 0.05, ** P <0.01, *** P < 0.001. Abkdirzungen: DAPI —
4‘6-Diamidin-2-phenylindol, NeuN - Neuronales Nuclei Antigen, STN — Nucleus subthalamicus, TH -
Tyrosinhydroxylase.

3.3.1 EFFEKTE DER THS AUF DIE GESAMTZELLZAHL

Die quantitative Analyse der Gesamtzellzahl im Bereich der SNpc zeigte durchschnittlich
108.819 + 4.888 Zellen/mm3 in der STNsnam-Gruppe und 113.090 + 1.290 Zellen/mm? in der
STNstim-Gruppe fiir die nicht-lasionierten Hemispharen. Im Bereich der |asionierten SNpc lag
die relative Gesamtzelldichte flir die STNsnav-Tiere bei 112,1 £ 4,7 % und fir die STNstiv-Tiere
bei 107 £ 1,0 % im Vergleich zur Zelldichte der nicht-lasionierten Hemisphare (Abbildung
18A). Tendenziell zeigte sich somit eine erhdhte Gesamtzelldichte im Bereich der SNpc der
lasionierten Hemispharen. Hinsichtlich der Gesamtzellzahl konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Versuchsgruppen nachgewiesen werden, ein Effekt der THS auf

die Gesamtzellzahl lag somit in diesem Versuch nicht vor (P = 0,37).
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3.3.2 EFFEKTE DER THS AUF DIE NEURONENZAHL

Die Zahl der Neurone lag im Bereich der SNpc der nicht-lasionierten Hemispharen in der
STNsuam-Gruppe bei 29.756 + 2181 Neurone/mm® und in der STNstm-Gruppe bei
33.056 +1708 Neurone/mm?3. Im Bereich der lasionierten Hemisphére lag die relative Dichte
bei 56,9 £+ 11,0 % fir die STNsnam-Gruppe und bei 58,7 £ 3,2 % fir die STNstm-Gruppe
(Abbildung 18B). Es ergab sich kein statistisch relevanter Unterschied zwischen beiden
Versuchsgruppen (P = 0,89). Ein signifikanter Effekt der THS auf die Neurone im Bereich der

SNpc lag somit in diesem Experiment nicht vor.

3.3.3 EFFEKTE DER THS AUF DIE ANZAHL DOPAMINERGER NEURONE

Die Zahl dopaminerger Neuronen lag im Bereich SNpc der nicht-lasionierten Hemisphare flr
die STNsnau-Gruppe bei 21.319 + 1102 Neurone/mm?® und fir die STNstv-Gruppe bei
23.715 + 410 Neurone/mm?. Im Bereich der lasionierten Hemisphéare lag der relative Anteil an
dopaminergen Neuronen in der STNsnav-Gruppe bei 2,13 £ 1,2 % und in der STNstiv-Gruppe
7,81 £ 1,0 % im Vergleich zur Dichte an dopaminergen Neuronen der nicht-lasionierten
Hemisphare. Im Vergleich beider Versuchsgruppen wies die lasionierte Hemisphare der
STNstim-Gruppe signifikant mehr dopaminerge Neurone im Bereich der SNpc auf als die
lasionierte Hemisphare der STNsnaw-Gruppe (P = 0,01; Abbildung 18C). Insgesamt zeigte

sich ein signifikanter Effekt der THS auf die Zahl dopaminerger Neurone im Bereich der SNpc.

3.3.4 EFFEKTE DER THS AUF DIE AKTIVITAT VON ZELLEN/NEURONEN (C-FOS-POSITIVITAT)

Fir den Mikroglia-assoziierten c-Fos Typ | fanden sich im Bereich der nicht-lasionierten
Hemisphare der STNsnau-Gruppe 2.882 + 425 c-Fos Typ I* Zellen/mm3. Fir die STNstiu-
Gruppe konnten 2.951 * 475 c-Fos Typ I* Zellen/mm® nachgewiesen werden. Fir die
|asionierte Hemisphare ergab sich fir die STNsuaw-Gruppe eine relative Dichte von
106,6 = 27,5 % und fir die STNstim-Gruppe von 178,0 = 34,5 % an c-Fos Typ I* Zellen im
Vergleich zur Zelldichte der nicht-lasionierten Hemisphare (Abbildung 18D). Es zeigten sich
somit im Bereich der lasionierten Hemisphare der STNstim-Gruppe mehr c-Fos Typ |I* Zellen
als in der STNsnav-Gruppe, jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant (P = 0,16). Ein
Effekt der THS ist aus diesem Grund nicht sicher belegbar, auch wenn eine deutliche Tendenz

sichtbar ist.
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Die Quantifizierung der c-Fos Typ II* Neurone ergab, dass im Bereich der nicht-lasionierten
Hemisphare der STNsuav-Gruppe 25,6 + 5,5 % aller Neurone auch c-Fos Typ II* waren. In der
STNsmim-Gruppe lag der Anteil bei 19,11 £ 4,8 % (Abbildung 18E). Im Bereich der Iasionierten
Hemisphare waren in der STNsnam-Gruppe 23,4 £ 7,9 % der Neurone auch c-Fos Typ II*. In
der STNstiv-Gruppe waren es 16,8 + 3,1 % der Neurone (Abbildung 18F). Signifikante
Unterschiede zwischen beiden Gruppen konnten jedoch nicht gezeigt werden (nicht-lasioniert:
P = 0,40; lasioniert: P = 0,47).

In Bezug auf die dopaminergen Neuronen waren im Bereich der nicht-lasionierten Hemisphare
in der STNsnau-Gruppe 21,8 £ 5,5 % der Neurone positiv fur c-Fos Typ Il. In der STNstv-
Gruppe waren es 15,4 £ 4,0 %. Im Bereich der lasionierten Hemispharen war der relative Anteil
insgesamt etwas hoher und lag in der STNsnav-Gruppe bei 28,1 £ 24,1 % und in der STNstiv-
Gruppe bei 26,4 £ 2,7 %. Signifikante Unterschiede zwischen beiden Versuchsgruppen
ergaben sich jedoch nicht (nicht-Iasioniert: P = 0,38; lasioniert: P = 0,95; Abbildung 18G+H).
Ein Einfluss der STN-THS auf die c-Fos Typ I* und c-Fos Typ II* Zellen der SNpc zeigte sich

in dieser Arbeit somit nicht.
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34 EFFEKTE DER THS AUF ANZAHL UND AKTIVIERUNG DER NEURONE DER SNPR
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Abbildung 19: Substantia nigra pars reticulata — Detailaufnahmen. Detailaufnahmen der lasionierten und nicht-
|asionierten Hemisphare reprasentativer STNsniaw- und STNsmiv-Tiere im Bereich der Substantia nigra pars
reticulata (SNpr; STNsnam-Gruppe: Tier 302; STNstim-Gruppe: Tier 216). Dargestellt werden DAPI* (blau), NeuN*
(orange), TH* (rot) und c-Fos* Zellen (grtin). Alle Bilder enthalten einen weilRen MaRstabbalken (50 um) sowie einen
vergroRerten Bildausschnitt in der linken, oberen Ecke. Das kleine, weiRe Quadrat (50x50 um?) gibt die Position
des vergroRerten Bildausschnitts an. Abklirzungen: DAPI — 4°6-Diamidin-2-phenylindol, NeuN — Neuronales Nuclei
Antigen, STN — Nucleus subthalamicus, TH — Tyrosinhydroxylase, THS — Tiefe Hirnstimulation.
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Abbildung 20: Substantia nigra pars reticulata — Auswertung. A-D: Gezeigt ist die quantitative Analyse von
DAPI* (A), NeuN* (B), TH* (C) und Mikroglia-assoziierten c-Fos Typ I* Zellen (D) der STNsHam- und STNsTim-Gruppe
in der Substantia nigra pars reticulata (SNpr). Die absoluten Zellzahlen der lasionierten Hemisphare sind auf die
absoluten Zellzahlen der nicht-lasionierten Hemisphare normiert. Dargestellt ist der aus der Normierung
resultierende Prozentwert. E-H: Gezeigt ist die quantitative Analyse der c-Fos Typ II* Neurone (E+F) und
dopaminergen c-Fos Typ II* Neurone (G+H) in der SNpr. Fir die c-Fos Typ II* Neurone (E+F) wurde die absolute
Zellzahl der lasionierten Hemisphare auf die absolute Gesamtneuronenzahl der nicht-lasionierten Hemisphare
normiert. Fir die dopaminergen c-Fos Typ II* Neurone (G+H) wurde die absolute Zellzahl der Iasionierten
Hemisphare auf die absolute Zahl der dopaminergen Neurone der nicht-lasionierten Hemisphare normiert. In
beiden Fallen ist der aus der Normierung resultierende Prozentwert dargestellt. Mittels Shapiro-Wilk-Tests wurde
auf Normalverteilung, mittels Levene-Tests auf Varianzhomogenitat geprift. Der Mittelwertvergleich erfolgte mittels
t-Tests bzw. t-Tests mit Welch-Korrektur. Signifikanz: * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001. Abkiirzungen: DAPI —
4‘6-Diamidin-2-phenylindol, NeuN - Neuronales Nuclei Antigen, STN — Nucleus subthalamicus, TH -
Tyrosinhydroxylase.

3.4.1 EFFEKTE DER THS AUF DIE GESAMTZELLZAHL

Im Vergleich zur SNpc war die Zelldichte im Bereich der SNpr durchschnittlich geringer
(Abbildungen 18A; Abbildung 20A). Die SNpr der nicht-lasionierten Hemisphare wies die
STNshav-Gruppe 82.300 + 3.557 Zellen/mm?® und die STNstu-Gruppe 80.295 + 3.118
Zellen/mm?® auf. In der SNpr der lasionierten Hemispharen zeigten sich fir die STNsnam-
Gruppe ein relativer Anteil von 116,8 + 4,1 % und fur die STNstiv-Gruppe ein relativer Anteil
von 111,7 + 4,0 % in Bezug auf Gesamtzellzahl der nicht-lasionieren Hemisphare. Ahnlich wie
in der SNpc wies auch die SNpr der Iasionierten Hemisphare eine hdhere Zelldichte auf
(Abbildung 20A). Zwischen den Versuchsgruppen konnten keine signifikanten Unterschiede
bestimmt werden (P = 0,41). Ein Effekt der THS auf die Gesamtzellzahl im Bereich der SNpr

konnte in diesem Experiment somit nicht gezeigt werden.

43



ERGEBNISSE

3.4.2 EFFEKTE DER THS AUF DIE NEURONENZAHL

Im Bereich der SNpr wies die nicht-lasionierte Hemisphare der STNsnam-Gruppe 6.684 + 1.163
Neurone/mm?® auf. Fir die STNstw-Gruppe zeigten sich 5.981 + 1.214 Neurone/mm?® im
Bereich der nicht-lasionerten Hemisphare. In Bezug auf die Neuronendichte der nicht-
|asionierten Hemisphare war die relative Dichte im Bereich der SNpr der lasionierten
Hemispharen in beiden Versuchsgruppen geringer. In der STNsnam-Gruppe lag der Anteil bei
64,6 £ 2,9 % und in der STNstim-Gruppe bei 55,3 + 6,2 % (Abbildung 20B). Signifikante
Unterschiede zwischen beiden Gruppen konnten nicht festgestellt werden (P = 0,24). Ein

Einfluss der THS kann somit nicht belegt werden.

3.4.3 EFFEKTE DER THS AUF DIE ANZAHL DOPAMINERGER NEURONE

In der Fachliteratur wird die SNpr als der Teil der SN definiert, der hauptsachlich GABAerge
Neurone aufweist und die SNpc als der Teil, welcher hauptsachlich dopaminerge Neurone
enthalt. Dementsprechend war der Anteil dopaminerger Neurone im Bereich der SNpr sehr
gering (STNsuam-Gruppe, nicht-lasionierte Hemisphare: 616 + 229 dopaminerge
Neurone/mm?; STNstm-Gruppe, nicht-lasionierte Hemisphare: 503 + 102 dopaminerge
Neurone/mm?; Abbildung 20C), wobei die 6-OHDA-Lé&sion in der STNsnav-Gruppe zu einer
vollstandigen Depletion der dopaminergen Neurone im Bereich der lasionierten Hemisphare
fuhrte. Im Gegensatz dazu zeigte sich in der STNstiu-Gruppe im Bereich der lasionierten
Hemisphare eine geringe Anzahl dopaminerger Neurone mit 22,2 + 15,7 % im Vergleich zur
nicht-lasionierten Hemisphare. Jedoch konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
beiden Versuchsgruppen festgestellt werden (P = 0,25). Ein Einfluss der THS ist somit nicht
belegbar.

3.4.4 EFFEKTE DER THS AUF DIE AKTIVITAT VON ZELLEN/NEURONEN (C-FOS-POSITIVITAT)

Die Zelldichte an c-Fos Typ I* Zellen im Bereich der SNpr war im Vergleich zur SNpc in beiden
Versuchsgruppen geringer (Abbildung 18D; Abbildung 20D). Die Dichte an c-Fos Typ I*
Zellen im Bereich der SNpr der nicht-lasionierten Hemisphare lag fur die STNsnav-Gruppe bei
1.372 + 397 Zellen/mm3 und fiir die STNstm-Gruppe bei 1.068 + 376 Zellen/mm?3. Der
prozentuale Anteil im Bereich der lasionierten Hemisphare lag fur die STNsuau-Gruppe bei
87,4 + 15,6 % und fir die STNstim-Gruppe bei 161,2 + 58,96 %. Auch fir die SNpr war die
Zelldichte an c-Fos Typ I* Zellen im Bereich der Iasionierten Hemisphare in der STNsmim-

Gruppe, ahnlich wie in der SNpc, deutlich héher als im Bereich der nicht-lasionierten
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Hemisphare (Abbildung 20D). Signifikante Unterschiede zwischen beiden Versuchsgruppen

konnten jedoch nicht festgestellt werden (P = 0,16).

Bei Betrachtung der c-Fos Typ II" Neurone lag der relative Anteil in Bezug auf die Dichte aller
Neurone im Bereich der nicht-lasionierten Hemisphare in der STNsnam-Gruppe bei 16,8 + 4,3
% und in der STNstiu-Gruppe bei 17,7 £ 5,3 % (Abbildung 20E). Im Bereich der Iasionierten
Hemisphare der STNsnam-Gruppe waren 18,6 £ 5,1 % der Neurone auch c-Fos Typ II*. In der
STNstim-Gruppe waren es 31,0 £ 8,8 % (Abbildung 20F). Signifikante Unterschiede zwischen
beiden Versuchsgruppen konnten nicht festgestellt werden (nicht-lasioniert: P = 0,90;
|&sioniert: P = 0,28).

Von den dopaminergen Neuronen im Bereich der nicht-lasionierten Hemisphare waren in der
STNsHam-Gruppe 11,1 £ 6,5 % auch positiv fur c-Fos Typ II*. In der STNstim-Gruppe waren es
34,6 + 17,0 % (Abbildung 20G). Wie bereits beschrieben waren im Bereich der |asionierten
Hemispharen in der SNpr der STNsnau-Gruppe keine dopaminergen Neurone feststellbar.
Dementsprechend ergab sich nur fir die STNsuam-Gruppe ein prozentualer Anteil
dopaminerger c-Fos Typ II" Neuronen, welcher bei 12,5 + 7,2 % lag (Abbildung 20H).
Signifikante Unterschiede zwischen beiden Versuchsgruppen konnten nicht festgestellt

werden (nicht-Iasioniert: P = 0,27; lasioniert: P = 0,18).
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3.5 EFFEKTE DER THS AUF ANZAHL UND AKTIVIERUNG DER NEURONE DER VTA
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Abbildung 21: Area tegmentalis ventralis — Detailaufnahmen. Detailaufnahmen der Iasionierten und nicht-
lasionierten Hemisphare reprasentativer STNsnav- und STNstiv-Tiere im Bereich der Area tegmentalis ventralis
(VTA; STNsHam-Gruppe: Tier 302; STNstim-Gruppe: Tier 216). Dargestellt werden DAPI* (blau), NeuN* (orange),
TH* (rot) und c-Fos* Zellen (griin). Alle Bilder enthalten einen weiflen Mafistabbalken (50 um) sowie einen
vergroRerten Bildausschnitt in der linken, oberen Ecke. Das kleine, weie Quadrat (50x50 um?) gibt die Position
des vergrofierten Bildausschnitts an. Das Bild ist aus der Publikation ,,Subthalamic nucleus deep brain stimulation
induces nigrostriatal dopaminergic plasticity in a stable rat model of Parkinson's disease” ilbernommen (Helf et al.
2023). Abkiirzungen: DAPI — 4'6-Diamidin-2-phenylindol, NeuN — Neuronales Nuclei Antigen, STN — Nucleus
subthalamicus, TH — Tyrosinhydroxylase, THS — Tiefe Hirnstimulation.
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Abbildung 22: Area tegmentalis ventralis — Auswertung. A-D: Gezeigt ist die quantitative Analyse von DAPI*
(A), NeuN* (B), TH* (C) und Mikroglia-assoziierten c-Fos Typ I* Zellen (D) der STNsnam- und STNstiv-Gruppe in
der Area tegmentalis ventralis (VTA). Die absoluten Zellzahlen der I&sionierten Hemisphare sind auf die absoluten
Zellzahlen der nicht-lasionierten Hemisphare normiert. Dargestellt ist der aus der Normierung resultierende
Prozentwert. E-H: Gezeigt ist die quantitative Analyse der c-Fos Typ II* Neurone (E+F) und dopaminergen c-Fos
Typ II* Neurone (G+H) in der VTA. Fir die c-Fos Typ II* Neurone (E+F) wurde die absolute Zellzahl der lasionierten
Hemisphare auf die absolute Gesamtneuronenzahl der nicht-lasionierten Hemisphdre normiert. Flr die
dopaminergen c-Fos Typ II* Neurone (G+H) wurde die absolute Zellzahl der lasionierten Hemisphare auf die
absolute Zahl der dopaminergen Neurone der nicht-lasionierten Hemisphare normiert. In beiden Fallen ist der aus
der Normierung resultierende Prozentwert dargestellt. Mittels Shapiro-Wilk-Tests wurde auf Normalverteilung,
mittels Levene-Tests auf Varianzhomogenitat gepruft. Der Mittelwertvergleich erfolgte mittels t-Tests bzw. t-Tests
mit Welch-Korrektur. Signifikanz: * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001. Abkirzungen: DAPI — 4'6-Diamidin-2-
phenylindol, NeuN — Neuronales Nuclei Antigen, STN — Nucleus subthalamicus, TH — Tyrosinhydroxylase.

3.5.1 EFFEKTE DER THS AUF DIE GESAMTZELLZAHL

In der VTA der nicht-lasionierten Hemisphare zeigten sich in der STNsnau-Gruppe 97.708 +
4.948 Zellen/mm?® und in der STNstm-Gruppe bei 104.219 + 3.127 Zellen/mm?. Auf der
|asionierten Seite lag der relative Anteil in der STNsuav-Gruppe bei 108,3 £ 6,2 % und in der
STNstim-Gruppe bei 111,3 £ 4,2 %. Tendenziell zeigte sich so auch in der VTA der lasionierten
Seite eine erhdhte Zelldichte. Signifikante Gruppenunterschiede zeigten sich nicht (P = 0,70).

3.5.2 EFFEKTE DER THS AUF DIE NEURONENZAHL

Im Bereich der VTA der nicht-lasionierten Hemisphare ergab fiir die STNsnav-Gruppe eine
Dichte von 21.823 + 764 Neurone/mm?® und fir die STNstw-Gruppe eine Dichte von

25.538 + 291 Neurone/mm?3. Der relative Anteil im Bereich der lasionierten Hemisphare war in
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beiden Gruppen etwas geringer und lag in der STNsnau-Gruppe bei 62,5 + 4,2 % und in der
STNstm-Gruppe bei 71,1 £ 3,5 % (Abbildung 22B). Signifikante Unterschiede zwischen
beiden Versuchsgruppen zeigten sich nicht (P = 0,17). Ein stimulierender Effekt der THS auf

die Neurone im Bereich der VTA kann somit in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden.

3.5.3 EFFEKTE DER THS AUF DIE ANZAHL DOPAMINERGER NEURONE

Die Zahl dopaminerger Neurone lag im Bereich der VTA der nicht-lasionierten Hemisphare bei
16.024 + 1.238 Neurone/mm? flr die STNsnam-Gruppe und bei 16.319 + 1.243 Neurone/mm?3
fur die STNstim-Gruppe. Im Bereich der lasionierten Hemisphare ergab sich in der VTA der
STNsnam-Gruppe ein Anteil von 31,1 £ 5,5 % und in der STNstiu-Gruppe von 47,9 + 55 %
(Abbildung 22C). Auch fir die dopaminergen Neurone zeigten sich im Bereich der VTA

zwischen beiden Versuchsgruppen keine signifikanten Unterschiede (P = 0,08).

3.5.4 EFFEKTE DER THS AUF DIE AKTIVITAT VON ZELLEN/ NEURONEN (C-FOS-POSITIVITAT)

Die Zelldichte von c-Fos Typ I* Zellen lag in der STNsnav-Gruppe im Bereich der nicht-
lasionierten Hemisphare bei 16.024 + 1.238 Zellen/mm?, fiir die STNstim-Gruppe wurden 2.587
+ 713 Zellen/mm? festgestellt. Im Bereich der lasionierten Hemisphéren lag der relative Anteil
c-Fos Typ I* Zellen bei 100,5 £ 29,1 % in der STNsnam-Gruppe und bei 130,3 + 28,9 % in der
STNstim-Gruppe (P = 0,50, Abbildung 22D).

Im Bereich der VTA der STNsnam-Gruppe waren im Bereich der nicht-lasionierten Hemisphare
18,4 £ 3,1 % der Neurone auch c-Fos Typ II*. In der STNstiu-Gruppe ergab sich ein Anteil von
15,0 £ 2,9 %. Im Bereich der lasionierten Hemisphare lag der Anteil in der STNsHam-Gruppe
bei 16,7 = 4,3 % und in der STNstiv-Gruppe bei 18,6 + 4,3 % (Abbildung 22E+F). Signifikante

Unterschiede zwischen beiden Versuchsgruppen ergaben sich nicht (P = 0,77).

Fir die dopaminergen c-Fos Typ II" Neurone der nicht-lasionierten Hemisphare konnte ein
Anteil von 14,8 + 3,5 % in der STNsnaw-Gruppe und von 12,5 £ 2,6 % in der STNstiv-Gruppe
an der Gesamtzahl dopaminerger Neurone festgestellt werden (Abbildung 22G). Fir die VTA
der lasionierten Hemisphare waren es STNsnaw-Gruppe 11,5 £ 24 % und in der STNstiv-
Gruppe 15,4 = 3,0 % (Abbildung 22H). Signifikante Unterschiede ergaben sich nicht
(P =0,35).
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V. DISKUSSION

Ziel dieser Promotionsarbeit ist die Untersuchung der zeitlich latenten Effekte einer
siebentagigen THS des STN im 6-OHDA-Modell der Ratte. Hierbei sind die zentralen
Diskussionspunkte die Auswirkungen der THS auf die Anzahl dopaminerger Neurone in
wesentlichen Kerngebieten der Basalganglienschleife (SN und VTA) sowie die neuronale

Aktivitat und Plastizitat in diesen Kerngebieten.

4.1 ZEIGEN LASION UND THS EFFEKTE AUF DIE GESAMTZELLZAHL?

Betrachtet man zunachst den Einfluss der Lasion auf die Gesamtzellzahl im untersuchten
6-OHDA-Modell, ist tendenziell ein Lasionseffekt mit einer erhohten Gesamtzelldichte im
Bereich der lasionierten Hemisphare in allen untersuchten Hirnregionen unabhangig von der
Stimulation erkennbar. Eine mogliche Erklarung ist eine Immunantwort auf die 6-OHDA-
Injektion oder die Elektrodenimplantation (Theodore et al. 2015). Die im Folgenden genannten
Uberlegungen sind durch die Ergebnisse dieser Arbeit nicht klar belegbar, da der Fokus dieser
Arbeit auf der Untersuchung von neuronaler Plastizitat des dopaminergen Systems nach STN-
THS lag. Gliazellen und Immunsystem des ZNS stehen in engem Zusammenhang zur
neuronalen Plastizitat. Eine kurze Betrachtung dieses Zusammenhangs im Kontext des

aufgetretenen Lasionseffekts ist somit sinnvoll.

Fir die These einer gesteigerten Immunantwort nach 6-OHDA-Injektion spricht, dass die
Injektion von 6-OHDA einen Uber Wochen andauernden Apoptose-Prozess im Bereich der
SNpc hervorrufen kann. Durch diese Apoptose kann auch eine langanhaltend erhdhte
Migration von Gliazellen des Immunsystems, wie zum Beispiel Mikroglia, bewirkt werden
(Apetz et al. 2019; Mendes-Pinheiro et al. 2021; Rodriguez-Pallares et al. 2007). Auch eine
gesteigerte Migration von Immunzellen Uber die eigentliche Apoptose hinaus ist hierbei
wahrscheinlich. Mendes-Pinheiro et al. beschrieben eine erhdhte Dichte von Mikroglia in
|asionierten Arealen noch 14 Wochen nach 6-OHDA-Injektion im 6-OHDA-Modell der Maus,
jedoch ist dies bis jetzt noch nicht im 6-OHDA-Modell der Ratte tberpriift worden. Ahnliche
Verschiebungen in topografisch benachbarten oder neuronal verbundenen Kerngebieten, wie
der VTA und der SNpr, kdnnten auch durch die 6-OHDA induzierte dopaminerge Degeneration
in der SNpc hervorgerufen werden. Eine ahnliche Hypothese wurde bereits durch Pinheiro
Campos et al. aufgestellt, die in ihrem 6-OHDA-Modell der Ratte Inflammationsprozesse ohne
deutlichen Zelluntergang im Bereich des Striatum auf die dopaminerge Degeneration im

Bereich der SNpc zuruckfuhrten (Pinheiro Campos et al. 2022).
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Alternativ kdnnte die erhdhte Zellzahl auch eine Reaktion auf die Elektrodenimplantation sein.
Pfliger et al. konnten zeigen, dass sich in den ersten zwei Wochen nach Implantation eine
Glia-Narbe um die implantierte Elektrode bildet (Pfliger et al. 2019). Alle in dieser Arbeit
untersuchten Kerngebiete sind nicht unmittelbar von der Elektrodenimplantation in den STN
betroffen, weisen jedoch eine topografische Nahe zum STN auf (Paxinos et al. 2006). Zudem
sind sowohl die SNpc als auch die SNpr neuronal mit dem STN verbunden (Hacke 2016).
Kommt es nun zur Apoptose oder Nekrose eines Neurons im Rahmen der
Elektrodenimplantation werden Zytokine in den Extrazellularraum freigesetzt (Grembecka et
al. 2021). Diese freigesetzten Zytokine kénnen auch immunmodulierende Wirkungen in
benachbarten oder afferent und efferent mit dem STN verbundenen Kerngebieten hervorrufen.
Nach einer Elektrodenimplantation in den STN konnte durch Hirshler et al. eine gesteigerte
Immunantwort in benachbarten Kerngebieten, wie der SN und dem Striatum, noch acht

Wochen nach der Implantation festgestellt werden (Hirshler et al. 2010).

Betrachtet man nun die Gesamtzellzahl in Bezug auf die STN-THS, zeigen sich keine Effekte
im hier untersuchten 6-OHDA-Modell. Ahnliche Ergebnisse stellten auch Fauser et al. nach

einer drei wochigen unilateralen Stimulation im gleichen Modell fest (Fauser et al. 2021).

Zusammenfassend weist das 6-OHDA-Modell der Ratte nach der L&sion eine erhdhte
Gesamtzellzahl auf der Iasionierten bzw. stimulierten Seite auf. Ein Einfluss des
Immunsystems scheint hierbei wahrscheinlich, kann jedoch aufgrund des Versuchsdesigns
nicht belegt werden. Jedoch sollten Effekte von Lasion und THS auf das Immunsystem
insbesondere in Zusammenhang mit neuronaler Plastizitat in weiteren Arbeiten untersucht
werden. Die STN-THS hat in diesem Modell keinen Einfluss auf die Gesamtzellzahl von SN
oder VTA.
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4.2 BEWIRKT DIE THS NEUROPROLIFERATIVE ODER NEUROPROTEKTIVE EFFEKTE?

Das 6-OHDA-Modell zeigt erwartungsgemal eine deutlich reduzierte Anzahl an Neuronen im
Bereich der SNpc der lasionierten Hemisphare in beiden Gruppen (Fauser et al. 2021; Kirik et
al. 1998). Ein Effekt der STN-THS auf die Anzahl an Neuronen nach siebentagiger Stimulation
ist nicht festzustellen und bestatigt somit die Ergebnisse von Pfliger et al. (Pfliger et al. 2019).
Ein genereller neuroproliferativer oder auch neuroprotektiver Effekt der STN-THS im Bereich

der SNpc ist daher unwahrscheinlich.

Im Vergleich zur SNpc besteht die SNpr hauptsachlich aus GABAergen Neuronen (Zhou et al.
2009). Der Anteil an Neuronen generell und insbesondere an dopaminergen Neuronen im
Bereich der SNpr ist sehr gering. Die Vulnerabilitdt der SNpr gegeniber 6-OHDA, welches
selektiv auf dopaminerge Neurone wirkt, ist somit deutlich geringer ausgepragt (Kirik et al.
1998; Masini et al. 2021). Dennoch kann auch in der SNpr ein Effekt der Lasion auf die
Gesamtneuronenzahl nachgewiesen werden, welcher durch weiterfiihrende Untersuchungen
der GABAergen Zellpopulation genauer charakterisiert werden sollte. Ein signifikanter Effekt
der STN-THS im Bereich SNpr auf die neuronale Gesamtzahl kann in dieser Arbeit nicht
nachgewiesen werden. Die ausbleibende Signifikanz ist mdglichweise in einem groRen SEM
und einer geringen Anzahl an Versuchstieren begrindet, da tendenziell ein stimulierender
Effekt zu erkennen ist. Aus diesem Grund sollte in weiteren Arbeiten ein moglicher Effekt der
STN-THS auf Neurone der SNpr untersucht werden. Hierbei sollte insbesondere die

GABAerge Population betrachtet werden.

Auch im Bereich der VTA zeigt die 6-OHDA-Injektion eine Reduktion der Neuronenzahl.
Insgesamt war diese weniger intensiv als in der SNpc. Dies war absehbar, da die neuronale
Degeneration von dopaminergen Neuronen der VTA nach der Injektion von 6-OHDA in das
MVB geringer ausféllt als im Bereich der SNpc (Masini et al. 2021; Kirik et al. 1998). Ahnlich
wie in der SNpc ist auch in der VTA kein Effekt der STN-THS auf die Neuronenzahl nach
siebentagiger Stimulation festzustellen. Ein neuroproliferativer oder auch neurorestaurativer
Effekt nach siebentagiger STN-THS ist auch in der VTA unwahrscheinlich.

In Bezug auf eine Stimulation der Neurogenese durch STN-THS war ein ausbleibender Effekt
in den untersuchten Kerngebieten zu erwarten. Zwar konnten zum Beispiel Fauser et al. eine
stimulierende Wirkung von STN-THS auf die Neurogenese im identischen 6-OHDA-Modell der
Ratte feststellen. Jedoch erfolgte in dem Versuch von Fauser et al. eine funfwochige, bilaterale
STN-THS und die Neurogenese wurde lediglich im Bulbus olfactorius nachgewiesen (Fauser

et al. 2023). Eine Induktion einer relevanten Neuroproliferation durch eine siebentagige,
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unilaterale STN-THS erscheint insgesamt sehr unwahrscheinlich, da die Dauer der
Neurogenese in der Entwicklungsphase von Rodentia bereits drei Wochen betragt und
hauptsachlich am Ventrikel stattfindet (Sahu et al. 2019). Zudem ist die Neurogenese im
adulten Rattengehirn fast ausschliellich auf den Bulbus olfactorius und Hippocampus
begrenzt (Gould 2007). Eine Neurogenese aulierhalb dieser Kerngebiete wird insgesamt sehr
kontrovers diskutiert (Frielingsdorf et al. 2004; Rakic 2002; Zhao et al. 2003). Zhao et al. hatten
hierbei von einer langsamen Neurogenese in der SNpc in adulten Gehirnen von Rodentia
berichtet und in diesem Zusammenhang eine Steigerung der Neurogenese durch eine Toxin-
induzierte neuronale Degeneration dargelegt. Allerdings konnten Frielingsdorf et al. diese
Ergebnisse in spateren Versuchen nicht reproduzieren. Insbesondere wurde durch
Frielingsdorf et al. im 6-OHDA-Modell keine Neurogenese in der SNpc oder anderen Teilen

des dopaminergen Systems nachgewiesen (Frielingsdorf et al. 2004).

Im Gegensatz zur Neurogenese ware jedoch eine neuroprotektive Wirkung der STN-THS im
6-OHDA-Modell durchaus maoglich und ist in der Vergangenheit bereits mehrfach beschrieben
worden (Fauser et al. 2021; Maesawa et al. 2004; Temel et al. 2006). In diesem
Zusammenhang wurden immunmodulierende und antiinflammatorische Wirkungen als
potentielle Ursachen einer neuroprotektiven Wirkung der STN-THS genannt (Chen et al.
2020). Allerdings trat eine solche neuroprotektive Wirkung der STN-THS in den Arbeiten von
Fauser et al. und Temel et al. erst nach finf Wochen durchgangiger Stimulation ein. Zusatzlich
wurde in beiden Arbeiten bilateral stimuliert. Eine Erklarung fir den ausbleibenden Effekt einer
generellen Neuroprotektion in der hier vorgestellten Arbeit kdnnte somit die unilaterale
Stimulation oder auch eine zu kurze Stimulationsdauer sein. Die Bedeutung einer suffizienten
Stimulationsdauer wird insbesondere klar, wenn man die zellbiologischen Grundlagen einer
Neuroprotektion betrachtet. In Bezug auf das 6-OHDA-Modell berichten Kirk et al. von einem
protrahierten Zellverlust der noch Monate nach einer neuronalen Schadigung andauern kann
(Kirik et al. 1998). Sauer et al. postulieren in diesem Zusammenhang eine stetige Apoptose
von Neuronen mit initial nur partiell geschadigter Zellmembran. Diese partielle Schadigung der
Membran resultiere in einem ionischem Ungleichgewicht induziert durch einen ibermaligen
Einstrom positiver Calciumionen in den intrazellularen Raum, durch den auch initial nur partiell
geschadigte Neurone langfristig nicht tGberleben kdnnen (Sauer et al. 1994). Eine durch STN-
THS induzierte Depolarisation von Neuronen kdnnte den Influx von positiven Calciumionen
abschwachen und so der neuronalen Apoptose entgegenwirken (Benazzouz et al. 1995). Es
scheint jedoch nachvollziehbar, dass fir die Beeinflussung solcher protrahierten Prozesse
eine mehrwdchige Stimulationsdauer wie bei Fauser et al. und Temel et al. notwendig ist. Die
in dieser Arbeit angewendete Stimulationsdauer von sieben Tagen war fur einen solchen

Effekt wahrscheinlich zu kurz.
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Jedoch war eine unilaterale STN-THS von zwei Wochen in den Arbeiten von Maesawa et al.
und Spieles-Engemann et al. bereits ausreichend, um eine relevante Neuroprotektion
hervorzurufen (Maesawa et al. 2004; Spieles-Engemann et al. 2010). Als mégliche Ursache
eines solchen neuroprotektiven Effekts beschreiben Spieles-Engemann et al., dass STN-THS
die intrazellulare Aufnahme von 6-OHDA hemmt und dadurch dessen degenerative Wirkung
verringert wird. Eine solche Begriindung ist nachvollziehbar, da sowohl Spieles-Engemann et
al. als auch Maesawa et al. im unmittelbaren Apoptose-Prozess kurz nach Applikation von 6-
OHDA stimulierten. In der hier vorgelegten Arbeit wurde jedoch mindestens sieben Wochen
zwischen 6-OHDA-Injektion und STN-THS gewartet, sodass von einem relativ stabil
degenerierten System auszugehen ist und somit eine Hemmung der Aufnahme von 6-OHDA
durch STN-THS als neuroprotektive Wirkung nicht mehr ins Gewicht fallen sollte (Kirik et al.
1998; Rentsch et al. 2019; Spieles-Engemann et al. 2010; Yuan et al. 2005). Durch diese
langere Dauer zwischen 6-OHDA-Injektion und STN-THS fiel jedoch auch die neuronale
Degeneration sehr viel intensiver aus (Masini et al. 2021; Yuan et al. 2005). Zusammenhange
zwischen noch erhaltener Integritat und Funktionalitat neuronaler Netzwerke als Grundlage fur
eine bessere Wirkung der THS bei IPS-Patienten wurden bereits durch Schumacher et al.
berichtet (Schumacher et al. 2021). In Bezug auf das 6-OHDA-Modell postulierten Spieles-
Engemann et al., dass es maximal zu einem Verlust von 50 Prozent der Neurone kommen
darf, um eine neuroprotektive Wirkung einer STN-THS zu erreichen (Spieles-Engemann et al.
2010). Eine weitere Ursache fur das Ausbleiben einer generellen neuroprotektiven Wirkung
von STN-THS in dieser Arbeit kdnnte somit auch eine beeintrachtigte neuronale Funktionalitat
der einzelnen Kerngebiete sein. Ein weiterer wichtiger Punkt, der durch die Arbeitsgruppe von
Maesawa et al. nicht durchgeflhrt wurde, ist die Differenzierung zwischen Neuronen und
dopaminergen Neuronen. Diese Differenzierung ist fiur eine korrekte Bewertung einer
generellen Neuroprotektion in Abgrenzung von moglichen Auswirkungen von STN-THS auf
zellulare Vorgange wie zum Beispiel enzymatische Prozesse notwendig (Temel et al. 2006).
Dieser Punkt gewinnt an Bedeutung, da Paul et al. berichten, dass eine chemische Ablation
des STN im 6-OHDA-Modell nicht generell zu einer Neuroprotektion fihrt, sondern eine

Hochregulierung der TH und somit eine Neurorestauration bewirkt (Paul et al. 2004).

Zusammenfassend zeigt sich ein deutlicher Lasionseffekt auf die Anzahl an Neuronen in
SNpc, VTA und auch SNpr. Die THS hingegen hat keinen generellen neuroprotektiven Effekt

auf die Gesamtneuronenzahl in den untersuchten Kerngebieten.
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4.3 BEWIRKT DIE THS NEURORESTAURATIVE EFFEKTE IM DOPAMINERGEN SYSTEM?

In dieser Arbeit zeigt sich ein deutlicher Effekt der Lasion auf die dopaminergen Neurone im
Bereich der SNpc. Im Kontrast zur Gesamtneuronenzahl kann in der SNpc zusatzlich ein
stimulierender Effekt der STN-THS auf die dopaminergen Neurone dargestellt werden.
Stimulierende Effekte auf dopaminerge Neurone im Sinne einer Neuroprotektion durch STN-
THS sind bereits in mehreren vorangegangen Studien beschrieben worden (Chen et al. 2020;
Fauser et al. 2021; Maesawa et al. 2004; Temel et al. 2006). Ganzlich neu ist jedoch, dass ein
Effekt der STN-THS bereits nach nur sieben Tagen Stimulation in einem Tiermodell mit stabil

degeneriertem dopaminergem System eintritt.

Mechanistisch scheint ein Effekt der STN-THS auf die Neurogenese ausgeschlossen, da die
Gesamtzahl der Neurone in der SNpc unverandert ist. Auch eine mdgliche dopaminerge
Neuroprotektion im Sinne einer Rettung von absterbenden Neuronen ist in einem stabil
degenerierten System eher unwahrscheinlich. Zusatzlich hatte ein solcher neuroprotektiver
Effekt auch Auswirkungen auf die Gesamtzahl der Neurone in der SNpc haben missen. Im
Gegensatz dazu ware eine dopaminerge Neurorestauration im Sinne eines stimulierenden
Einflusses auf die TH-Expression beziehungsweise Re-Expression in nicht vollstandig
abgestorbenen, dopaminergen Neuronen vorstellbar. Ein solcher selektiver Effekt auf das
dopaminerge System der SNpc ware auch bei unveranderter Gesamtneuronenzahl maglich.
Aus diesem Grund ist eine Stimulation der TH-Expression in den dopaminergen Neuronen der
SNpc die wahrscheinlichste Ursache fur den in dieser Arbeit aufgetretenen Effekt der STN-
THS (He et al. 2014). Hierbei scheint der STN als Stimulationsgebiet eine entscheidende
Bedingung fur die neurorestaurative Wirkung der THS zu sein, denn es existieren auch
Studien, die keine Effekte einer THS auf die dopaminergen Neurone der SNpc nachweisen
konnten (Fauser et al. 2021; Fischer et al. 2015). In diesen Studien wurden nach einer
Stimulation von GP oder EP keine Veranderung im dopaminergen System der SNpc
festgestellt. Eine dopaminerge Neurorestauration ist somit wahrscheinlich ein Stimulationsort-
spezifischer Effekt fir die STN-THS.

Eine Erklarung fur diesen Stimulationsort-spezifischen Effekt konnte die Arbeit von Paul et al.
bieten. Paul et al. konnten im 6-OHDA-Modell durch eine chemische Ablation des STN mittels
Ibotensaure eine spezifische Stimulation der TH-Expression im Bereich der SNpc hervorrufen.
Die Gesamtneuronenzahl in der SNpc blieb hierbei unverandert. Paul et al. erklarten diese
Diskrepanz durch die wegfallende inhibitorische Projektion des STN auf die SNpr, welche
konsekutiv auch zu einer Disinhibition der dopaminergen Neurone in der SNpc und somit zu

einer Stimulation der TH-Expression fuhrt (Paul et al. 2004). Naturlich ist eine chemische
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Ablation nicht mit einer elektrischen Ablation gleichzusetzen, jedoch fiele auch im Fall einer
elektrischen Ablation die inhibitorische Projektion des STN auf die SNpr weg und hatte

dementsprechend einen ahnlichen Effekt auf die SNpc.

In einem weiteren potentiellen Mechanismus spielen Wachstumsfaktoren, wie z.B. der brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) eine wichtige Rolle. Im 6-OHDA-Modell konnte bereits
gezeigt werden, dass STN-THS die Ausschittung von BDNF bewirkt (Fischer et al. 2017;
Spieles-Engemann et al. 2011). Dieses aktiviert eine Signalkaskade via Aktivierung von cAMP
response element-binding protein (CREB; Andreska et al. 2020; Baydyuk et al. 2011; Kim et
al. 1993; McKinnon et al. 2019). CREB agiert als Transkriptionsfaktor, welches cAMP
gesteuert an DNA binden kann und die Transkription von TH steigert (Finkbeiner et al. 1997;
Kim et al. 1993). Eine solche regulierende Wirkung durch BDNF Uber CREB auf die TH-
Expression wurde bereits durch Fukuchi et al. beschrieben (Fukuchi et al. 2010). Auch im
klinischen Zusammenhang bietet eine solche durch stimulierte TH-Expression erhohte
endogene L-Dopa-Synthese eine Erklarung fir den langfristig verringerten Bedarf von L-Dopa
nach dem Beginn der THS bei IPS-Patienten (Moro et al. 1999; Shin et al. 2012). Gegen diese
Uberlegung spricht, dass Statz et al. im gleichen Versuchsmodell, das auch in dieser Arbeit
verwendet wurde, keine Alteration von BDNF nach siebentagiger, unilateraler STN-THS
zeigen konnten. Es wurde hierbei die BDNF-Konzentration unter anderem in den Kerngebieten
SN, STN, GP sowie im Cortex untersucht, jedoch wurde das Striatum nicht Gberpruft (Statz et
al. 2023). Die BDNF-Ausschittung kdnnte jedoch genau in diesem Kerngebiet erfolgen, da
BDNF hauptsachlich im Bereich der Synapsen ausgeschuttet wird und der eigentliche Ort des
Dopaminmangels im 6-OHDA-Modell der Ratte im Bereich des Striatum und nicht im Bereich
der SNpc liegt (Lin et al. 2018). Folglich musste das Neuron, welches auf den Dopaminmangel
reagiert und somit BDNF ausschuttet, ebenfalls im Striatum liegen. In diesem Zusammenhang
konnten Miller et al. bereits eine erhdhte BDNF-Konzentration nach vierwdchiger STN-THS in
einem a-Synuclein Preformed Fibril (PFF) Rattenmodell nachweisen (Miller et al. 2021). In
Bezug auf eine vermehrte Ausschittung von Neurotrophinen nach STN-THS kénnten auch
Zellen des Immunsystems eine wesentliche Rolle spielen. Eine immunmodulierende Wirkung
von STN-THS koénnte somit einen neurorestaurativen Effekt zusatzlich beglnstigen
(Grembecka et al. 2021). Immunmodulierende Wirkungen wurden bereits im 6-OHDA-Modell
der Ratte beschrieben und auch in dieser Arbeit spricht die Erhéhung der Gesamtzellzahl als
erstes Indiz fur eine solche These. Elektrische Felder induzieren die Differenzierung von
naiven zu regulatorischen T-Zellen (Arnold et al. 2019; Machhi et al. 2020). Diese férdern die
Ausschittung von neurotrophischen Faktoren durch zum Beispiel antiinflammatorische
Mikroglia (M2 Immunantwort), wirken immunsuppressiv auf die zytotoxische Immunantwort

und begulnstigen so eine Neuroprotektion oder auch Neurorestauration (Machhi et al. 2020;
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Park et al. 2022). Ob tatsachlich eine spate Immunantwort 14 Tage nach der
Elektrodenimplantation und acht Wochen nach der Lasion einen neurorestaurativen Effekt

férdert, sollte jedoch in weiteren Studien untersucht werden.

Ein dritter Erklarungsansatz fir eine erhéhte TH-Expression nach STN-THS ist, dass die TH
einer Feedbackinhibition durch Dopamin unterliegt (Lindgren et al. 2001). Durch die THS wird
die Ausschuittung von Dopamin geférdert, dadurch sinkt die intrazelluldre Konzentration an
Dopamin und dessen inhibitorische Wirkung auf die TH-Expression kénnte sich so reduzieren
(He et al. 2014; Lee et al. 2006; Shon et al. 2010).

Ein vierter Mechanismus fiir eine erhéhte TH-Expression nach STN-THS kénnte eine 6-OHDA
vermittelte Stimulation der TH Expression sein (Karl 2019). A. Karl stellt hierbei eine
interessante Vermutung Uber eine durch adrenerge Rezeptoren vermittelte Wirkung von 6-
OHDA auf die TH-Expression auf. Sie beschreibt in diesem Zusammenhang eine erhdhte
striatale Affinitat und Dichte von D>-Rezeptoren nach 6-OHDA-Injektion in das MVB. D2-
Rezeptoren sind in den Regulationsmechanismus der TH eingebunden. Obwohl auch
chronische Effekte nach der Injektion von 6-OHDA im Rattenmodell bereits beschrieben
wurden, sind diese Effekte im vorliegenden Modell einer stabilen Lasion sehr unwahrscheinlich
(Jollivet et al. 2004; Karl 2019). Ebenfalls gegen die Hypothese eines Effekts von 6-OHDA auf
den TH-Regulationsmechanismus spricht der signifikante Unterschied in der Zahl
dopaminerger Neurone zwischen beiden Versuchsgruppen, obwohl beide Versuchsgruppen
einer 6-OHDA-Lasion unterlagen. Zudem haben D2-Rezeptoren einen inhibitorischen Einfluss
auf die TH-Expression. Da 6-OHDA die Dichte von D.-Rezeptoren steigert, spricht dies
ebenfalls gegen die Hypothese der 6-OHDA vermittelten TH-Expression von A. Karl (Gerfen
et al. 1990; Lindgren et al. 2001).

Insgesamt zeigt sich ein deutlicher Effekt der STN-THS auf das dopaminerge System im Sinne
einer erhohten Zahl dopaminerger Neurone im Bereich der SNpc. Hierbei handelt es sich am
ehesten um einen direkten Einfluss der STN-THS auf die Expression von TH. Die Aufklarung
des Mechanismus dahinter erfordert jedoch weitere Analysen verschiedener mdglicher

Mechanismen wie die Effekte von Neurotrophinen oder Dopamin-Feedbackinhibition.

Bei Betrachtung der dopaminergen Neurone in der SNpr zeigt sich ein deutlicher
Lasionseffekt. Zudem konnten deutliche Tendenzen in Richtung eines neurorestaurativen
Effekts gezeigt werden. Generell ist die SNpr hauptsachlich durch GABAerge Neurone
charakterisiert und dementsprechend zeigt sich auch in dieser Arbeit eine sehr geringe Anzahl

dopaminerger Zellen (Zhou et al. 2009). Jedoch ist bekannt, dass eine hohe Dichte von
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Dopaminrezeptoren an GABAergen Neuronen der SNpr vorhanden ist und dopaminerge
Neurone der SNpc Einfluss auf den Output der SNpr haben (Zhou et al. 2009). Vielleicht ist in
diesem Zusammenhang auch eine gegenseitige Beeinflussung von SNpc und SNpr vorstellbar
(Paul et al. 2004). Ein mdglicher Einfluss der durch STN-THS stimulierten dopaminergen
Neuronen in der SNpc auf die Neurone der SNpr sollte daher Gegenstand zukiinftiger Studien

sein.

Auch hinsichtlich der Anzahl an dopaminergen Zellen im Bereich der VTA zeigt sich ein
deutlicher Lasionseffekt, obgleich weniger stark ausgepragt als in der SNpc. Entgegen einer
vorangegangenen Studie von Fauser et al. konnte hier kein Effekt der STN-THS
nachgewiesen werden (Fauser et al. 2021). Jedoch wurde in der Studie von Fauser et al. Uber
einen deutlich langeren Zeitraum stimuliert, sodass eine langsamere Dynamik des
neurorestaurativen Effektes der STN-THS nicht ausgeschlossen werden kann. Im Menschen
ist die VTA ein Kerngebiet, das eng in die nicht-motorischen Symptome des IPS eingebunden
ist (Oades et al. 1987). Besserungen der nicht-motorischen Symptome werden noch Wochen
nach Beginn der THS bei IPS-Patienten beobachtet (Dafsari et al. 2016; Georgiev et al. 2021).
Ein Effekt von STN-THS auf die VTA sollte somit in weiteren Studien geprtft werden.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit einen signifikanten,
neurorestaurativen Effekt der STN-THS auf die dopaminergen Neurone im Bereich der SNpc.
Da die Neuronengesamtzahl durch die STN-THS im Bereich der SNpc unbeeinflusst bleibt,
handelt es sich bei dieser Neurorestauration am ehesten um einen direkten Einfluss der STN-
THS auf Expression von TH. Wie diese Wirkung von STN-THS vermittelt wird, muss in
weiteren Studien geklart werden. Auch im Bereich der SNpr zeigen sich deutliche Tendenzen
in Richtung eines neurorestaurativen Effekts, jedoch mussen in diesem Fall weitere Studien
mit einer gréReren Zahl an Versuchstieren folgen, um diese sicher zu belegen. Spannend ware
in diesem Fall auch eine zusatzliche Analyse der GABAergen Neurone. Fur die VTA sind in
Bezug auf die Dichte an dopaminergen Neuronen keine signifikanten Veranderungen

erkennbar, was maoglicherweise an der zu kurzen Stimulationsdauer liegt.
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4.4 IST c-FOS EIN MARKER NEURONALER PLASTIZITAT NACH CHRONISCHER THS?

Die Expression von c-fos im Zellkern beziehungsweise die c-Fos-Synthese um den Zellkern
sind in der Literatur als klassischer Marker fiir neuronale Aktivitat beschrieben (Richter et al.
2019; Schulte et al. 2006; Shehab et al. 2014). Aktuell existieren keine adaquaten Marker flr
neuronale Aktivierung oder neuronale Plastizitat nach chronischer STN-THS. Ob c-Fos als
Marker chronischer Zellaktivierung und neuronaler Plastizitat dienen kann, wird in dieser Arbeit
Uberpruft. Im Rahmen der immunhistochemischen Analysen von c-Fos zeigten sich zunachst
verschiedene Muster des Markers: ein Mikroglia-assoziiertes, zytoplasmatisches Signal des c-
Fos Markers, welches in dieser Arbeit als c-Fos Typ | beschrieben wird, ein nuklear
lokalisiertes, heterogen-punktférmiges c-Fos Signal (c-Fos Typ Il), sowie ein nuklear

lokalisiertes, homogen-flachiges c-Fos Signal (c-Fos Typ IlI).

441 c-Fos TYP|—-HETEROGENE C-FOS-ANLAGERUNG

Das zytoplasmatisches Signal von c-Fos konnte in einer nachtraglichen, separaten, indirekten
Immunfluoreszenzfarbung mit dem ionisierten Calcium-bindenden Adaptermolekul-1 (Iba-1)
als Mikroglia-assoziiert eingeordnet werden (Cruz-Mendoza et al. 2022; Mendes-Pinheiro et
al. 2021). Mikroglia sind neben Astrozyten und Oligoglia ein Hauptgliatyp des ZNS. Gliazellen
machen neben Neuronen einen grof3en Teil der Zellen des ZNS aus (Jakel et al. 2017).
Mikroglia sind unter anderem in die Phagozytose apoptotischer Neurone eingebunden und ein
wichtiger Bestandteil des Immunsystems des ZNS sowie mitverantwortlich fur die neuronale
Plastizitat (Subramaniam et al. 2017). Bei der Analyse des Mikroglia-assoziierten c-Fos Typ |
zeigten sich in dieser Arbeit in keiner untersuchten Hirnregion signifikante Effekte der Lasion
oder der STN-THS.

c-Fos ist als Teil des Transkriptionsfaktors AP-1 eng in die Regulation von Zellen des
Immunsystems eingebunden (Colotta et al. 1992). Nach akuten Hirnverletzungen, die eine
erhohte Aktivitat des Immunsystems induzierten, konnte eine Uber sieben Tage undulierende
Dichte c-Fos* Zellen in der Ratte bereits durch Zheng et al. gezeigt werden (Zheng et al. 2014).
c-Fos als Marker fur Mikroglia-Aktivitat wurde bereits durch Cruz-Mendoza et al. beschrieben,
jedoch nur in der akuten Phase (Stunden) nach dem gesetzten Reiz (Cruz-Mendoza et al.
2022). Da Mikroglia in dieser Arbeit jedoch nur nachtraglich durch eine zusatzliche Farbung
nachgewiesen wurden, sollte c-Fos in jedem Fall in weiteren Studien als Marker fir eine STN-
THS vermittelte Wirkung auf die Glia-Aktivierung und die Aktivitdt des Immunsystems
untersucht werden. Zusatzlich zu Mikroglia sollten in diesem Zusammenhang auch Astrozyten

und Oligoglia weiter untersucht werden.
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4.4.2 c-FOs TYP Il —HETEROGENE C-FOS-ANLAGERUNG

Obwonhl in dieser Arbeit nach siebentagiger STN-THS keine Zellen mit hoher c-Fos-
Konzentration im Zellkern nachgewiesen werden konnten, wurden in der Immunhistochemie
Neurone festgestellt, die spezifische Signale des c-Fos-Markers in einem nuklear lokalisierten,
heterogen-punktférmigen Muster zeigten. Diese Neurone werden in dieser Arbeit c-Fos Typ
II" Neurone genannt. Ein basales, heterogenes Verteilungsmuster von c-Fos im Bereich des
Zellkerns von Neuronen ohne vorherigen Stimulus wurde bereits durch Dragunow et al.
beschrieben (Dragunow et al. 1988). Dieses heterogene Muster kénnte eine basale, neuronale
Aktivitat widerspiegeln. In diesem Zusammenhang ware eine zellkernnahe Verteilung des c-
Fos-Proteins schllssig, da es als Teil des Transkriptionsfaktors AP-1 auch ohne vorherige
exogene Stimuli unmittelbar in Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose eingebunden ist
(Shaulian et al. 2001). Ein &hnliches, heterogenes Anlagerungsmuster von c-Fos zeigten auch
Wada et al. im Mausmodell (Wada et al. 2005). Ahnlich wie in diesem Versuch wiesen auch in
der Arbeit von Wada et al. hauptsachlich Neurone dieses heterogene c-Fos-Muster auf. Es
ergab sich keine Kolokalisation mit dem Marker fir Gliazellen. Jedoch untersuchten Wada et
al. Zellen, die positiv fur Glial fibrillary acidic protein (GFAP) waren, also Astrozyten und keine

Mikroglia.

In der hier vorgestellten Arbeit bewirkte die Lasion eine Reduktion der Dichte an c-Fos Typ II*
Neuronen und dopaminergen c-Fos Typ II* Neuronen im Bereich der SNpc, VTA und SNpr.
Dies scheint nachvollziehbar, da die Lasion in dieser Arbeit insgesamt zu einer Degeneration
der dopaminergen Neurone fuhrte. Ein Effekt der STN-THS auf die basale neuronale Aktivitat

zeigte sich in keinem der untersuchten Kerngebiete.

4.4.3 c-FoS TYP lll - HOMOGENE C-FOS-ANLAGERUNG

Das nuklear lokalisierte, homogen-flachige Muster, welches in dieser Arbeit als c-Fos Typ
beschrieben wird, ist in der aktuellen Fachliteratur die klassische c-Fos™ Zelle (Barros et al.
2015; Morgan et al. 1987; Richter et al. 2019). In dieser Arbeit konnten in keinem Kerngebiet
der STNstiv- und der STNsnam-Gruppe Zellen mit diesem Muster nachgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu zeigten Pfluger et al. flachig c-Fos™ Zellen nach siebentagiger Stimulation.
Jedoch wurde in der Arbeit von Pfluger et al. nur das unmittelbar stimulierte Kerngebiet, das
dorsolaterale Striatum, untersucht. Nachgeschaltete Kerngebiete wurden nicht betrachtet. Im
dorsolateralen Striatum zeigten sich die flachigen c-Fos* Zellen nur in unmittelbarer
Umgebung zur Elektrode und nicht im gesamten dorsolateralen Striatum. In diesem Bereich

unmittelbar um die Elektrode war die Gliazelldichte deutlich erhéht. Es ist somit moglich, dass
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die flachigen c-Fos* Zellen in der Arbeit von Pfluger et al. Zeichen einer Aktivierung des
Immunsystems sind oder Apoptosevorgangen entsprachen. Eine solche foreign body reaction
wurde bereits durch Evers et al. beschrieben (Evers et al. 2022). Die Ergebnisse der Arbeit
von Pfliger et al. stehen somit nicht im Widerspruch zu den hier dargelegten Resultaten, denn
Pfliger et al. konnten nach siebentagiger Stimulation des dorsolateralen Striatum lediglich in
der unmittelbaren Umgebung der Elektrode flachige c-Fos* Neurone (c-Fos Typ lll) feststellen,
jedoch keine Stimulations-abhangigen Unterschiede nachweisen (Pfliger et al. 2019).
Trotzdem wurde zur zusatzlichen Validierung des Versuchsmodells und der
Immunhistochemie dieser Arbeit nachtraglich eine vierstliindig stimulierte Versuchsgruppe, die
STNstiman-Gruppe, ausgewertet. Diese Auswertung sollte sicherstellen, dass c-Fos Typ IlI*
Zellen im Versuchsaufbau dieser Arbeit nachgewiesen werden kdnnen. In dieser STNstiman-
Gruppe konnten in allen untersuchten Kerngebieten flachig-homogene c-Fos* Zellen (c-Fos
Typ IlI* Zellen) nachgewiesen werden. Die Ergebnisse dieser Analyse sind im Kapitel 7.1

aufgelistet.

Zusammenfassend zeigten sich nach einer siebentdgigen STN-THS keine c-Fos Typ III*
Zellen. Dieses Ergebnis war zu erwarten und entspricht friiheren Arbeiten zur c-Fos-Kinetik in
denen c-Fos nicht Ianger als sechs Stunden nach Setzung des Stimulus erhdht war (Barros et
al. 2015; Morgan et al. 1987). Das klassische c-Fos-Muster scheint somit als Marker fur
neuronale Plastizitat nach einem chronischen Stimulus, wie der STN-THS, ungeeignet zu sein.
Jedoch zeigt diese Arbeit mit den c-Fos Typ |I" Zellen und c-Fos Typ II* Zellen interessante
neue Zellpopulationen. Diese sollten insbesondere in Bezug auf die Gliazellen in weiteren
Arbeiten betrachtet werden, da c-Fos moglicherweise als Marker fir die Aktivitat des

Immunsystems von Bedeutung ist.
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4.5 LIMITATIONEN

Im Rahmen der vorgelegten Studie missen auch Limitationen des Versuchs besprochen
werden. Eine Limitation des Versuchs ist die geringe Zahl an Versuchstieren. So lag die
Gruppenstarke in der STNstiv- und STNsHam-Gruppe bei vier Versuchstieren. Die geringe Zahl
ist auf den Verlust von Tieren durch nicht ausreichende Lasion nach 6-OHDA-Gabe mit kleiner
drei Rotationen pro Minute im Apomorphin-induzierten Rotationsverhaltenstest oder
technische Defekte des Stimulationssystems, wie beispielsweise Ausfalle durch Kabelbriiche,
zurUckzufuhren. Durch eine optimale Zusammensetzung der Gruppen nach dem Ergebnis im
Apomorphin-induzierten  Rotationsverhaltenstest wurde versucht, dieser geringen
Versuchstierzahl entgegenzuwirken. Trotz dieser Bemuhungen resultierten aus der geringen
Gruppenstarke hohe SEM-Werte, ein Verlust an signifikanten Informationen kann somit nicht
vollig ausgeschlossen werden. Zudem korreliert die Zahl an Rotationen im Apomorphin-
induzierten Rotationsverhaltenstest mit dem Zellverlust im Bereich der SNpc, nicht jedoch mit
der VTA (Badstuebner et al. 2017). Dadurch ist es aktuell nicht mdglich, eine sichere

Lasionskontrolle im Bereich der VTA durchzufihren.

Eine weitere mogliche Fehlerquelle konnte die Verwendung von Ketamin als Anasthetikum im
Versuch sein. Bereits frihere Studien konnten zeigen, dass Ketamin einen stimulierenden
Einfluss auf die c-fos-Expression hat und zudem die Freisetzung von Dopamin induzieren kann
(Kokkinou et al. 2018; Nakao et al. 2003). Dahingehend wurden jedoch beide
Versuchsgruppen gleichbehandelt und auch gleichhaufig operiert. Mogliche Einflisse von
Ketamin sollten somit in allen Versuchsgruppen gleichartig auftreten und somit keinen

relevanten Effekt auf die Ergebnisse ausuben.

Zwischen Elektrodenimplantation und Stimulationsbeginn wurde eine Zeitspanne von sieben
Tagen eingehalten, um eine suffiziente Einheilung der Elektroden zu gewahrleisten
(Badstuebner et al. 2017). Die einseitige Elektrodenimplantation in diesem Versuchsmodell
bot die Mdglichkeit, die stimulierte mit der nicht-stimulierten Hemisphare zu vergleichen
(Badstuebner et al. 2017). Jedoch muss berlcksichtigt werden, dass auch eine einseitige
Stimulation Auswirkungen auf die nicht-stimulierte Hemisphare haben kann (Apetz et al. 2019;
Walker et al. 2009). Aus diesem Grund fungierten I&sionierte, aber nicht-stimulierte
Versuchstiere als Kontrollgruppe. Denkbare bilaterale Effekte der unilateralen STN-THS

konnten so ebenfalls bewertet werden.

Letztendlich sind Tierversuche zur THS mittels 6-OHDA-Modell der Ratte sehr zeit- und

ressourcenaufwendig, bieten jedoch die Mdglichkeit, chronische Krankheiten wie das IPS im
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komplexen neuronalen System des Rattengehirns zu untersuchen und ein besseres
Verstandnis von Therapiemethoden wie der THS zu erlangen. Unter Abwagung des
entstehenden Leidens der Versuchstiere sollte ein moglicher Erkenntnisgewinn, der flr

bessere Therapiemdglichkeiten von Patienten mit IPS essentiell ist, im Vordergrund stehen.

4.6 FAZIT UND SCHLUSSWORT

Diese Arbeit zeigt eine Zunahme dopaminerger Neurone im Bereich der SNpc bereits nach
siebentagiger unilateraler STN-THS im 6-OHDA-Modell der Ratte und somit einen
neurorestorativen Effekt dieses Therapieverfahrens. Dies zeigt einen stimulierenden Einfluss
von STN-THS auf die neuronale Plastizitat des dopaminergen Systems. Es gelang hingegen
nicht, c-Fos als Marker einer chronischen, neuronalen Aktivierung und neuronaler Plastizitat
unter STN-THS in diesem Modell zu etablieren. Es zeigten sich jedoch verschiedene sowonhl
neuronale als auch Mikroglia-assoziierte c-Fos-Muster. Dies ermdglichte ein genaueres Zell-
bezogenes Verstandnis von c-Fos und gibt Anhalt daflir, dass c-Fos als wertvoller Marker fr

die Aktivitat des Immunsystems im ZNS dienen kénnte.

Wie ich einleitend beschrieben habe, ist das IPS eine unheilbare, Uber Jahrzehnte
fortschreitende Erkrankung, deren Endpunkt haufig die schwere Pflegebedirftigkeit des
Betroffenen ist. Eine langfristige effektive Therapie erhalt dem Erkrankien und seinen
Mitmenschen Uber Jahrzehnte die soziale Teilhabe und Selbststandigkeit. Dies bedeutet eine
mafgebliche Verbesserung von Lebensqualitat. In einer alter werdenden Gesellschaft ist mit
einer weiteren Zunahme der Pravalenz der Erkrankung zu rechnen, sodass langfristig effektive

Therapiemethoden, wie die THS, gefunden und optimiert werden mussen.
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V.

THESEN

Der Nucleus subthalamicus ist als Stimulationstarget einer unilateralen Tiefen
Hirnstimulation geeignet, um das dopaminerge System im 6-Hydroxydopamin-

Parkinsonmodell der Ratte zu beeinflussen.

Eine siebentagige Stimulationsdauer ist geeignet, um Anderungen im dopaminergen
System durch eine unilaterale Tiefe Hirnstimulation des Nucleus subthalamicus im

6-Hydroxydopamin-Parkinsonmodell der Ratte hervorzurufen.

Eine siebentagige, unilaterale Tiefe Hirnstimulation des Nucleus subthalamicus
beeinflusst signifikant die Zahl dopaminerger Neurone im dopaminergen System der

Substantia nigra pars compacta im 6-Hydroxydopamin-Parkinsonmodell der Ratte.

Nach einer siebentagigen, unilateralen Tiefen Hirnstimulation des Nucleus
subthalamicus zeigt sich eine Diskrepanz zwischen neuronaler Gesamtzahl und der
Zahl dopaminerger Neurone in der Substantia nigra pars compacta im

6-Hydroxydopamin-Parkinsonmodell der Ratte.

Eine Diskrepanz zwischen neuronaler Gesamtzahl und der Zahl dopaminerger
Neurone in der Substantia nigra pars compacta nach einer siebentagigen, unilateralen
Tiefen Hirnstimulation des Nucleus subthalamicus im 6-Hydroxydopamin-
Parkinsonmodell der Ratte ist Ausdruck einer Stimulation der neuronalen Plastizitat auf

zellularer Ebene.

Eine mdgliche Beeinflussung der Tyrosinhydroxylase bietet eine Erklarung fur die
Beeinflussung der dopaminergen, neuronalen Plastizitat auf zellularer Ebene nach
einer siebentagigen, unilateralen Tiefen Hirnstimulation des Nucleus subthalamicus im

6-Hydroxydopamin-Parkinsonmodell der Ratte.

Eine siebentagige, unilaterale Tiefe Hirnstimulation des Nucleus subthalamicus zeigt
in diesem Versuch keine signifikanten Veranderungen der Zahl dopaminerger Neurone
im dopaminergen System der Substantia nigra pars reticulata und Area tegmentalis

ventralis im 6-Hydroxydopamin-Parkinsonmodell der Ratte.
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8.

10.

11.

Das Immediate early gen c-Fos lasst sich nach siebentagiger, unilateraler Tiefen
Hirnstimulation des Nucleus subthalamicus im 6-Hydroxydopamin-Parkinsonmodell

der Ratte in verschiedene Auspragungsmuster gliedern.

Das Immediate early gen c-Fos ist in seiner flachig homogenen Auspragung als
funktioneller Biomarker flr neuronale Plastizitat in der Substantia nigra pars compacta,
Substantia nigra pars reticulata und Area tegmentalis ventralis im Rahmen einer
siebentagigen, unilateralen Tiefen Hirnstimulation des Nucleus subthalamicus im

6-Hydroxydopamin-Parkinsonmodell nicht geeignet.

Nach einer siebentagigen, unilateralen Tiefen Hirnstimulation des Nucleus
subthalamicus im 6-Hydroxydopamin-Parkinsonmodell der Ratte zeigt sich das
Immediate early gen c-Fos nicht nur in Neuronen, sondern auch in anderen Zellen des

zentralen Nervensystems.

Im Rahmen einer Stimulation der neuronalen Plastizitat durch siebentagige, unilaterale
Tiefe Hirnstimulation des Nucleus subthalamicus im 6-Hydroxydopamin-
Parkinsonmodell der Ratte spielen auch anderen Zellen des Zentralen Nervensystems

eine Rolle.
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71 C-FOS* ZELLEN NACH VIERSTUNDIGER STIMULATION

Tabelle 2: Quantitative Analyse von c-Fos nach vierstiindiger Stimulation. Quantitative Analyse von DAPI",
NeuN*, c-Fos Typ II* und c-Fos Typ llI* Zellen im Bereich der Substantia nigra pars compacta (SNpc), Substantia
nigra pars reticulata (SNpr) und Area tegmentalis ventralis (VTA) von zwei STNstiman-Tieren. Dargestellt sind die
Mittelwerte. Die Zellzahl von DAPI* und NeuN* Zellen der nicht-lasionierten Hemisphéaren ist in Zellen/mm3
angegeben. Die Zellzahl von DAPI* und NeuN* Zellen der lasionierten Hemisphare sind auf die Zellzahlen der nicht-
|asionierten Hemisphare normiert und dementsprechend in Prozent gezeigt. Die c-Fos Typ II* und c-Fos Typ IlI*
Zellen sind auf die Neuronenzahl der nicht-lasionieren bzw. lasionierten Hemispharen normiert und als
Prozentwerte dargestellt. Es erfolgte keine qualitative statistische Analyse, da n = 2. Abkirzungen: DAPI — 4°6-
Diamidin-2-phenylindol, NeuN — Neuronales Nuclei Antigen, STN — Nucleus subthalamicus, TH -

Tyrosinhydroxylase.

Quantitative Analyse von c-Fos nach vierstiindiger Stimulation

Substantia nigra pars compacta

DAPI* Zellen (nicht-lasioniert)

DAPI* Zellen (lasioniert)

NeuN* Zellen (nicht-lasioniert)

NeuN* Zellen (Iasioniert)

112.917

92,5 %

40.138

64,4 %

c-Fos Typ II* NeuN* / NeuN*

(nicht-lasioniert)

c-Fos Typ II* NeuN* / NeuN*

(lasioniert)

c-Fos Typ IlI* NeuN* / NeuN*

(nicht-lasioniert)

c-Fos Typ IlI* NeuN* / NeuN*

(lasioniert)

12,5 %

29,6 %

21%

10,2 %

Substantia nigra pars reticulata

DAPI* Zellen (nicht-lasioniert)

DAPI* Zellen (lasioniert)

NeuN* Zellen (nicht-lasioniert)

NeuN* Zellen (lasioniert)

82.013

116,0 %

12.048

49,9 %

c-Fos Typ II* NeuN* / NeuN*

(nicht-lasioniert)

c-Fos Typ II* NeuN* / NeuN*

(Iasioniert)

c-Fos Typ IlI* NeuN* / NeuN*

(nicht-lasioniert)

c-Fos Typ IlI* NeuN* / NeuN*

(Iasioniert)

10,4 %

26,0 %

2,3%

Area tegmentalis ventralis

DAPI* Zellen (nicht-lasioniert)

DAPI* Zellen (I&sioniert)

NeuN* Zellen (nicht-1asioniert)

NeuN* Zellen (lasioniert)

147.222

81,1 %

43.055

75,8 %

c-Fos Typ II* NeuN* / NeuN*

(nicht-lasioniert)

c-Fos Typ II* NeuN* / NeuN*

(Iasioniert)

c-Fos Typ IlI* NeuN* / NeuN*

(nicht-lasioniert)

c-Fos Typ IlI* NeuN* / NeuN*

(Iasioniert)

9,4 %

16,6 %

2,9%

21 %
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7.2 MATERIALLISTEN

Im Folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten Materialien mit Artikelnummer

alphabetischer Reihenfolge aufgefihrt.

7.2.1 MATERIALLISTE OPERATION (GERATE)

Material

(Handelsname)

Artikelnummer

Firma

Bohrer LA0999 Carlo De Giorgi,
(T-30 2,35 MM) Via Tonale 1,

20021 Baranzate, Milano, Italien
Briickenmaterial 772086 DMG chemisch pharmazeutische
(Luxatemp®) Fabrik GmbH,

D-22547 Hamburg
Flussmittel/L6t-Draht T5134 CFH Lét- und Gasgerate GmbH,

Bahnhofstrafle 50,

D-74254 Offenau
Haftvermittler, lichthartend W28595 Ivoclar Vivadent AG,
(Heliobond®) Bendererstralie 2,

FL-9494 Schaan, Liechtenstein
Kanulen 170519 Becton, Dickinson and Company,
(BD Microlance™ 3) Becton Drive 1,

NJ 07417 Franklin Lakes, USA
Linsenkopfschrauben 7981-2-13 minischauben.com,

Gmein 128a,

D-94544 Hofkirchen
Lotkolben AD 2200 Advanced JBC,

Ramén y Cajal, 3,
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08750 Molins de Rei,

Barcelona, Spanien

(BD Discardit™II)

Lupe ZD 10MD Conrad electronic international
(Toolcraft®) GmbH & Co. KG,

Konrad Stral3e 1,

D-92242 Hirschau
Narkosekammer EZ 1572 E-Z Systems Corporation,
(EZ-Anasthesia®) PA 18043 Palmer, USA
Oszillator DS1054 UltraVision CLPL,
(RIGOL®) Commerce Way 1,

LU7 4RW Bedfordshire,

Grol3britannien
Skalpell 17235803 P.J. Dahlhausen & Co. GmbH,
(prazisa plus®) Emil-Hoffmann-Str. 53,

D-50996 Koln
Spritze (Vol. 1ml) 7207887CAV13 Becton, Dickinson and Company,
(BD 1ml Syring Becton Drive 1,
Luer-Lok™Tip) NJ 07417 Franklin Lakes, USA
Spritze (Vol. 2ml) 1708 136 Becton, Dickinson and Company,

Becton Drive 1,
NJ 07417 Franklin Lakes, USA

Voltmeter VC 404 (415272) Conrad electronic international
(Voltcraft®) GmbH & Co. KG,

Konrad Stralle 1,

D-92242 Hirschau
Waage DE 35KSD Kern & Sohn GmbH,

Ziegelei 1,
D-72336 Balingen
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7.2.2 MATERIALLISTE OPERATION (PHARMAKA/CHEMIKALIEN)

Material

(Handelsname)

Konzentration

Artikelnummer

Firma

6-Hydroxydopamine 4 ul 6-OHDA a | H4381 Sigma-Aldrich Corporate,
(6-OHDA) 6 ug/ul 3050 Spruce Street,
Gesamtdosis MO 63103 St. Louis, USA
pro Tier 24ug
Apomorphinhydrochlorid | 10mg/1 ml 40612 A Teclapharm GmbH,
Postfach 2207,
D-21312 Lineburg
Augengel Carbomer 2mg/1g 3627 Dr. Mann Pharma GmbH,
(Vidisic®) Brunsbutteler Damm 165,
D-13581 Berlin
Esketaminhydrochlorid | 25mg/1ml 731072 Pfizer Pharma PFE GmbH,
(Ketanest®) Linkstral3e 10,
D-10785 Berlin
Isofluran 1ml/1ml 606612 AbbVie Deutschland GmbH
(Forene®) & Co. KG,
Mainzer Stral3e 81,
D-65189 Wiesbaden
Metamizol 500mg/1mi 7K4272 Zentiva Pharma GmbH,
(Novaminsulfon®) Linkstraf3e 2,
D-10785 Berlin
Natriumchloridldsung 0,009mg/1ml 1640024 B.Braun Melsungen AG,
D-34209 Melsungen
Paraformaldehydiésung | 0,05mg/1ml 11762 Morphisto,

Schumannstralle 144,
D-63069 Offenbach am Main
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Xylazinhydrochlorid 20mg/1ml KPOC4EF Bayer Vital GmbH & Co.,
(Rompun®) D-51368 Leverkusen

7.2.3 MATERIALLISTE IMMUNHISTOCHEMIE (GERATE)

Material Artikelnummer Firma

(Handelsname)

Analysenwaage ABT 220-4M KERN & Sohn GmbH,
Ziegelei 1,
D-72336 Balingen

Deckglaser - MEDITE Medical GmbH,
WollenweberstralRe 12,
D-31303 Burgdorf

Kryostat CM3050 S Leica Biosystems GmbH,
Heidelberger Stralle 17,
D-69226 Nuldloch

Multiwellplatte, 6 Well 665102 Greiner Bio One,
Bad Haller Strafl3e 32,

4550 Kremsmiinster, Osterreich

Multiwellplatte, 12 Well 662160 Greiner Bio One,
Bad Haller Straf3e 32,

4550 Kremsmiinster, Osterreich

Multiwellplatte, 24 Well 657160 Greiner Bio One,
Bad Haller Strafl3e 32,

4550 Kremsmiinster, Osterreich

Objekttrager J1800AMNZ Thermo fisher scientific GmbH,
Im Steingrund 4,
D-63303 Dreieich

Pipetten - Eppendorf SE,
(Eppendorf Reference®) Barkhausenweg 1,
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D-22339 Hamburg

Thermoschuttler
(Unimax 1010@)

543-12310-00

Heidolph Instruments GmbH,
Walpersdorfer Stralte 12,
D-91126 Schwabach

Vortexmischer
(V-1 plus®)

BS-010203-AAG

SIA Biosan,
Ratsupites iela 7 k-2,
LV-1067 Riga, Lettland

Zeiss Axio Imager.Z1

ApoTome microscope

Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Carl Zeiss Promenade 10,
D-07745 Jena

7.2.4 MATERIALLISTE IMMUNHISTOCHEMIE (CHEMIKALIEN)

(TBS-T)

Material Artikelnummer Firma
(Handelsname)
Anti-NeuN Antibody chicken | ABN91/3496495 Merck KGaA,
Frankfurter Stral3e 250,
D-64293 Darmstadt
bisenzimideH (Hoechst) 046V4155V/1733139 Sigma-Aldrich Corporate,
Spruce Street 3050,
MO 63103 St. Louis, USA
c-Fos (9F6) Rabbit mAb 2250/10 Cell Signaling Technology
Hanauer Landstrasse 291 B,
D-60314 Frankfurt am Main
Dako Wash Puffer x10 S300685-2C Dako Denmark A/S,

Produktionsvej 42,
DK-2600 Glostrup, Danemark
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donkey anti-chicken CY3

703-165-155/136499

DIANOVA GmbH,
Warnburgstralde 45,
D-20354 Hamburg

donkey anti-mouse Alexa A21206/1900251, Life technologies Corporation,
Fluor 647 1984047 Willow Creek Road 1,

29851 Eugene, Oregon, USA
donkey anti-rabbit Alexa A31571/1927937, Life technologies Corporation,
Fluor 488 1981155 Willow Creek Road 1,

29851 Eugene, Oregon, USA

Donkey Serum

017-000-121/148047,
143490

Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc.,

872 West Baltimore Pike,
19390 West Grove,
Pennsylvania, USA

Eindeckungsmedium P36970/2237597 Life technologies Corporation,
(ProLong™Diamond Willow Creek Road 1
Antifade) 29851 Eugene, Oregon, USA
Anti-Iba1 antibody Ab5076 Abcam plc
Discovery Drive, Cambridge
Biomedical Campus,
Cambridge, GroRbritannien
Monoclonal Anti-Tyrosine T1299/ Sigma-Aldrich Corporate,

Hydroxylase antibody 036M4860V, 045M4770V | Offices Sigma-Aldrich,
mouse Spruce Street 3050,
MO 63103, St. Louis, USA
NaCl P029.1 Carl Roth GmbH + Co. KG,
Schoemperlenstrale 3-5,
D-76185 Karlsruhe
Phosphatgepufferte 14190144 Life technologies Corporation,
Salzlésung Willow Creek Road 1,
(D-PBS) 29851 Eugene, Oregon, USA
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Salzsaure 109063

Merck KGaA,
Frankfurter Stral3e 250,
D-64293 Darmstadt

TRIS 4855.2

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Schoemperlenstrale 3-5,
D-76185 Karlsruhe

Triton X 100 3051.3

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Schoemperlenstrale 3-5,
D-76185 Karlsruhe

Tween 20 9005-64-5

Sigma-Aldrich Corporate,
Spruce Street 3050,
MO 63103, St. Louis, USA

7.2.5 MATERIALLISTE SOFTWARE

Material

(Handelsname)

Firma

Verarbeitungs- und Analyse Software
(ZEN Blue 3.1)

Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Carl Zeiss Promenade 10,
D-07745 Jena

Statistiksoftware
(Prism 9.0)

GraphPad Software Inc.,
2365 Northside Dr. Suite 560,
CA 92108 San Diego, USA
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7.3 PROTOKOLLE DER IMMUNHISTOCHEMISCHEN FARBUNGEN

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit angewendeten immunhistochemischen Farbungen
zur Darstellung mitotischer und neuronaler Zellen im Bereich des Rattenhirns in ihren

Protokollen beschrieben.

7.3.1 Cc-FOs-FARBEPROTOKOLL

Erster Tag
1. Hitzeinduzierter Antigengewinnung (Heat induced antigen retrieval)
- Schnitte in Filter Gberfihren
- 3x10 Minuten Wachen TBST (1x)
- Citrat-Puffer fur 1,5 Minuten bei 700 Watt in die Mikrowelle stellen
- Extra Wellplatte mit dem aufgekochten Citrat-Puffer befiillen (2 mil/Well)
- Filter mit Schnitten Ubersetzten
- 30 Minuten bei 95 °C im Warmeschrank inkubieren
- 20 Minuten bei Raumluft abkihlen lassen
- 2 Mal 5 Minuten mit Aqua destillata waschen (2 ml/Well)
- 3 Mal 10 Minuten mit TBST (1x) waschen (2 ml/Well)

2. Immunfarbung (erster Teil)
- Blocklésung: Pro Well 500 pl mit:
- 440 pl Donkey Serum
- 50 pl Triton Donkey Serum
- 10 pl Triton-X 100 (10 % in Aqua destillata)

- Schnitte fur 30 Minuten bei Raumtemperatur blocken (Schuttler verwenden)

- Erste Antikorperinkubation: Pro Well 500 pyl TBST (1x) mit:

- mouse anti-TH-Antikdrper 1:1000
- chicken anti-NeuN-Antikérper 1:1000
- rabbit anti-c-Fos-Antikdrper 1:1000

- Uber Nacht bei 4 °C inkubieren (Schittler verwenden)
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Zweiter Tag
3. Immunfarbung (zweiter Teil)
- 5 Mal 5 Minuten Waschen mit TBST (1x) (2 ml/Well)

Ab hier im Dunkeln arbeiten!

- Zweite Antikorperinkubation: Pro Well 500ul TBST (1x) mit:

- donkey anti-chicken CY3 1:250
- donkey anti-mouse Alexa Fluor 647 1:250
- donkey anti-rabbit Alexa Fluor 488 1:250

-2 pl pro AK/500 pl TBST (1x)

- 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren (Schuttler verwenden)
- 3 Mal 10 Minuten Waschen mit TBST (1x) 2 ml/Well)

- Dritte Kernfarbung mit Hoechst 33362: Pro Well 3 ml PBS (1x) mit:
- 2,25 ul Hoechst 33362

- 3 Minuten bei Raumtemperatur
- 3 Mal 10 Minuten waschen mit PBS (1x) (2 ml/Well)

3. Aufziehen der Praparate
- Aufziehen der Praparate (im Dunkel)
- Eindecken der Objekttrager mit ProLong Diamond (ungefahr 24 Stunden aushartend lassen)
- ProLong Diamond 30 Minuten vorher bei 37 °C ,mit dem Kopf nach unten® erwarmen

- Lagerung der eingedeckelten Praparate bei 4 °C

4. Zusatz: Ansetzen des Citrat-Puffers
- Fur einen Liter Sodium-Citrat-Puffer:
- 2,94 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat in einem Liter Aqua destillata auflésen
- Mittels Salzsdure (HCl@q)) auf einen pH-Wert von 6 titrieren
- Falls der Puffer zu sauer ist mit 0,5 ml TWEEN 20
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7.3.2 IBA-1-FARBEPROTOKOLL

Erster Tag
1. Hitzeinduzierter Antigengewinnung (Heat induced antigen retrieval)
- Schnitte in Filter Gberfiihren
- 3x10 Minuten Wachen TBST (1x)
- Citrat-Puffer fir 1,5 Minuten bei 700 Watt in die Mikrowelle stellen
- Extra Wellplatte mit dem aufgekochten Citrat-Puffer befillen (2 ml/Well)
- Filter mit Schnitten Ubersetzten
- 30 Minuten bei 95 °C im Warmeschrank inkubieren
- 20 Minuten bei Raumluft abkuhlen lassen
- 2 Mal 5 Minuten mit Aqua destillata waschen (2 ml/Well)
- 3 Mal 10 Minuten mit TBST (1x) waschen (2 ml/Well)

2. Immunféarbung (erster Teil)
- Blocklésung: Pro Well 500 pl mit:
- 440 ul Donkey Serum
- 50 pl Triton Donkey Serum
- 10 pl Triton-X 100 (10 % in Aqua destillata)

- Schnitte fur 30 Minuten bei Raumtemperatur blocken (Schuttler verwenden)
- Erste Antikorperinkubation: Pro Well 500 ul TBST (1x) mit:
- goat anti-lba-1-Antikorper 1:500

- rabbit anti-c-Fos-Antikorper 1:1000

- Uber Nacht bei 4 °C inkubieren (Schiittler verwenden)
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Zweiter Tag
3. Immunfarbung (zweiter Teil)
- 5 Mal 5 Minuten Waschen mit TBST (1x) (2 ml/Well)

Ab hier im Dunkeln arbeiten!

- Zweite Antikorperinkubation: Pro Well 500ul TBST (1x) mit:
- donkey anti-goat Alexa Fluor 555 1:250
- donkey anti-rabbit Alexa Fluor 488 1:250
- 2 ul pro AK/500 pl TBST (1x)

- 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren (Schuttler verwenden)
- 3 Mal 10 Minuten Waschen mit TBST (1x) 2 ml/Well)

- Dritte Kernfarbung mit Hoechst 33362: Pro Well 3 ml PBS (1x) mit:
- 2,25 ul Hoechst 33362

- 3 Minuten bei Raumtemperatur
- 3 Mal 10 Minuten waschen mit PBS (1x) (2 ml/Well)

3. Aufziehen der Praparate
- Aufziehen der Praparate (im Dunkel)
- Eindecken der Objekttrager mit ProLong Diamond (ungefahr 24 Stunden aushartend lassen)
- ProLong Diamond 30 Minuten vorher bei 37 °C ,mit dem Kopf nach unten® erwarmen

- Lagerung der eingedeckelten Praparate bei 4 °C
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