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Abstrakt

Einleitung

Das idiopathische Parkinsonsyndrom (IPS) oder M. Parkinson ist eine durch den Untergang
dopaminerger Neurone der Subtantia nigra bedingte progrediente Bewegungsstorung. Goldstandard
in der Therapie stellt die Dopamin-Substitution mittels L-DOPA dar. Die tiefe Hirnstimulation oder
Deep Brain Stimulation (DBS) ist eine etablierte Therapieoption fiir Patienten im fortgeschrittenen
Krankheitsstadium. In der hier vorgestellten Studie wurden mdgliche neuroprotektive Effekte der
DBS auf die dopaminergen Neurone der SNc untersucht. In Vorgingerstudien, wurden mittels
neurochemischen und immunhistochemischen Untersuchungen Hinweise auf nigrale

Neuroprotektion detektiert.

Methoden

Die Versuche wurden an 34 ménnlichen Wistar-Ratten durchgefiihrt. Das substanzinduzierte
Rotationsverhalten nach unilateraler 6-OHDA-Injektion (Ungerstedt-Modell) wurde angewendet.
Die Tiere wurden in eine Kontroll-, DBS- und Early-Stim-Gruppe- entsprechend der Initiation und
Dauer der Stimulation unterteilt. Mittels immunhistochemischer Fiarbungen und stereologischer
Auswertungen wurden Tyrosinhydroxylase — immunreaktive Neurone der SNc¢ quantifiziert. Die
Tyrosinhydroxylase fungiert als Surrogatmarker fiir das Uberleben von dopaminergen SNc-

Neuronen.

Ergebnisse

Die Analyse der Rotationsdaten erbrachte keinen Unterschied zwischen den Gruppen. Die
Quantifizierung der TH-immunreaktiven Neurone der lddierten und nicht-lddierten Seite der SNc
zeigte in den Stimulationsgruppen eine statistisch signifikant hdéheren prozentualen Anteil
dopaminerger Neurone verglichen mit der Kontrollgruppe. Der Vergleich der absoluten Zellzahlen

der Gruppen zeigt eine signifikant erhohte Priservation des dopaminergen Phinotyps auf den
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ladierten Seiten der im Intervall STN-stimulierten und der frithzeitig STN-stimulierten Tiere im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Zudem stellten wir auch auf den nicht-lddierten Seiten beider
Stimulationsgruppen eine signifikant erhohte Zellzahl TH-positiver Neurone. Die densitometrische
Analyse der TH-positiven Fasern im dorsolateralen Striatum erbrachte den Nachweis einer
signifikant erhohten TH Fiber Density in der Gruppe Early-Stim-Gruppe im Vergleich zu STN
naiven Kontrollen und den im Intervall STN-stimulierten (STN-DBS) Tieren.

Diskussion

Die vorgestellte Studie zielte darauf ab, mogliche neuroprotektive Auswirkungen zweier
unteschiedlicher Paradigmen der STN-DBS in der SNc¢ anhand des Surrogatmarkers
Tyrosinhydroxylase und der striatalen Densitometrie nachzuweisen. Die Auswertung der erhobenen
Ergebnisse ldsst drei Kernaussagen zu:

1. Unabhingig vom DBS-Paradigma (Early-Stim. vs. STN-DBS) hat die STN-DBS einen
neuroprotektiven Effekt auf den nigralen dopaminergen Phénotyp.

2. Eine erhohte Priaservation TH-immunreaktiver Axonterminalen im Striatum nach Early-Stim-
DBS.

3. In den Verhaltenstest lieB sich keine funktionelle Korrelation mit den o.g. Ergebnissen
nachweisen.

In dieser Arbeit wurde somit der Nachweis eines neurprotektiven Effektes der STN-DBS durch die
Quantifizierung TH-positiver SNc-Neurone und mittels Densitometrie des Striatums erbracht
werden. Auf Verhaltensebene zeigte sich kein Effekt.

Derzeit wird eine zusétzliche immunhistochemische Farbung zur Kolokalisation von TH und NeuN
ausgewertet. Hier soll der spezifische Nachweis der neuronalen Vitalitdt zusitzlich zur
dopaminergen Prédservation nach DBS erfolgen. Kiinftige Studien sollten geeignete
Stimulationsparadigmen untersuchen. Zudem sollte die Etablierung neuer Tiermodelle des IPS im

Fokus kiinftiger Studien stehen.



Abstract

Object

The idiopathic Parkinson-Syndrome or Parkinson’s Disease is a movement disorder characterized by
the loss of dopaminergic neurons in the Substantia Nigra pars compacta. Dopamine substitution via
L-DOPA represents the Goldstandard in Therapy. DBS has been well established as a therapy option
for patients with an advance state of disease. In this study, we investgated neuroprotective effects of
DBS on nigral dopaminergic neurons. Indications of neuroprotective effects, assessed via

neurochemical and immune-histochemical analysis could be detected in previous studies.

Methods

Animal tests have been performed on 34 Wistar-rats. Behavioural testing has been assessed via
substance-induced rotation behavior after unilateral 6-OHDA-injection (Ungerstedt-model).
Animals have been separated in control-, DBS- and Early-Stim-group according to initiation of
stimulation. TH-immunereactive Neurons have been quantified via immune-histochemical staining
and stereological analysis. Tyrosinhydroxylase is an established marker for survival of

dopaminergic SNc-neurons.

Results

In the analysis of rotation data, we saw no difference between the groups. Quantification of TH-
immunereactive neurons of the lesioned and non-lesioned nigral side revealed a significant higher
percental amount of dopaminergic neurons compared to control. Comparison of absolute cell
numbers of groups showed a significant higher preservation of the dopaminergic phenotype on the
lesioned side of delayed-onset-stimulation and the early stimulated group. Moreover, we detected a
significant higher number of TH-poitive neurons on the non-lesioned side. Striatal densitometry
showed a significant higher TH-fiber-density in the early-stim-group compared to control and late-

onset-group.

Discussion
The present study focused on the evidence of neuroprotective effects of DBS in two different
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stimulation-paradigms. Therefore, we quantified Tyrosinhydroxylase in nigral cells as a marker for
dopamine-metabolism and striatal densitometry. The results can be summarized in three central
statements:

1. There is a neuroprotective effect of STN-DBS on the dopaminergic phenotype irrespectively of
the stimulation-paradigm.

2. A higher preservation TH-immunreactive axon-terminals in the striatum after early-onset-
stimulation.

3. In behavioural testing we found no evidence of correlation with these results.

In the present study we provide proof of neuroprotective effevts of STN-DBS via quantification of
TH-positive nigral neurons and striatal densitometry. Behavioural testing revealed no effect of
stimulation. At present, we analyse colocalisation of TH and NeuN via immune-histochemical
stainings to detect neuronal vitality additional to dopaminergic preservation after DBS. In further
studies, stimulation paradigms should be investigated. Furthermore, studies should focus on new

animal models of Parkinsonism.
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1. Einleitung

1.1. Morbus Parkinson oder Idiopathisches Parkinson-Syndrom

1.1.1 Historischer Hintergrund und moderne Definition

In seinem 1817 verdffentlichten ,,Essay on the Shaking Palsy“ beschrieb der englische Arzt und
Naturforscher Sir James L. Parkinson sechs Patienten (von denen er einen sogar selbst betreut
hatte), mit einer Symptomkonstellation bestehend aus Rigor, Tremor und Akinese, die spéter als die
typische Trias von Kardinalsymptomen der nach ihm benannten Erkrankung definiert werden
sollten. Der Begriff Schiittellihmung (,,shaking palsy*) wurde von James Parkinson fiir die
syndromatische Beschreibung von koinzidentem Ruhezittern (Tremor) und Minderbeweglichkeit
(Akinese) verwendet und erst durch den beriihmten Pathologen und Neurologen der Pariser
Salpetriere J.-M. Charcot im 19. Jahrhundert zugunsten der motorischen Kardinalsymptome Rigor,
Tremor, Akinese und posturale Instabilitit re-evaluiert [1]. Seither wurde das Krankheitsbild als
Morbus Parkinson bezeichnet, und es In dieser Zeit entstanden zahlreiche detaillierte
Beschreibungen iiber motorische und nicht motorische Symptome der Erkrankung. Erst ca. 100
Jahre spéter erfolgte der Versuch einer zellpathologischen Definition des M. Parkinson durch F.H.
Lewy, der 1912 die nach ihm benannten ,,Lewy-Bodies* entdeckt hatte. Hier handelt es sich um
zytoplasmatische Einschlusskérperchen mit einem in der H&E-Fiarbung eosinophilen Kern, die
Ubiquitin, alpha-Synuclein und andere Proteine enthalten. Sie gelten in der neuropathologischen
Diagnostik als nicht nur als pathognomonisch, sondern definieren eines der histopathologischen
Kernmerkmale. Das zweite derartige Hauptmerkmal, ndmlich die Degeneration nigrostriataler
dopaminerger Projektionsneurone der Substantia nigra, wurde 1919 erstmalig von Tretiakow
beschrieben. Korrelierend dazu entdeckten Ehringer und Hornykiewicz 1960 den striatalen
Dopaminmangel im Gehirn von Parkinson-Patienten [2] und schufen damit die Grundlage der
modernen Dopaminersatz-therapie mit L-DOPA und der Entwicklung weiterer Medikamente zur

symptomatischen Therapie.

Klinisch wird M. Parkinson oder synonym das Idiopathische Parkinsonsyndrom durch die o. g.
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motorischen Kardinalsymptome Akinese, Rigor, Ruhetremor und posturale Instabilitit) definiert.
Dariiber hinaus lassen sich eine Reihe von nicht-motorischen Symptomen, wie progrediente
kognitive Einschriankungen (bis hin zur Demenz), dysregulatorische Storungen des autonomen
Nervensystems (z.B. Orthostase, Obstipation), Riechstorungen (Hyposmie), Storungen des Wach-
Schlaf-Rhythmus und psychiatrische Symptome wie Depression, Anhedonie, Apathie aber auch
Impulskontroll-storungen [3,4] heraus untersuchen; Epidemiologisch betrachtet handelt es sich beim
M. Parkinson um die hiufigste Basalganglienerkrankung und die zweithdufigste neurodegenerative
Erkrankung nach dem M. Alzheimer. Es wird eine Inzidenz von 100-200/100000 (0,1-0,2%)
angenommen. Die Prévalenzraten konnen je Region und Altersgruppe variieren. In Deutschland
liegen sie in der Gruppe der 70- bis 74- jahrigen Jahren bei 700/100000 und in der Gruppe der 75-
bis 79-jahrigen bei 1800/100000 Einwohnern [5]. Wenngleich ein hoheres Lebensalter als einziger
konstanter ,,Risikofaktor* des sporadischen IPS ausgemacht werden kann (ca. 1-2% der {iber 65-
jéhrigen ist an M. Parkinson erkrankt [6]), beginnt bei ca. 4% der Patienten beginnt die Erkrankung

vor dem 51. Lebensjahr.

1.1.2 Post-mortem Zyto- / Histopathologie und in-vivo Diagnostik

Neben der klinischen Entitdt ist das IPS oder der M. Parkinson eine pathologisch definierte
Erkrankung mit den Leitbefunden 1.) Degeneration von dopaminergen Neuronen der Substantia
nigra pars compacta (SNc) im Mittelhirn und 2.) Akkumulation von alpha-synuclein-haltigen
Einschliissen in Form von Lewy-Korperchen und Lewy-Neuriten. Die SNc ist eine durch
Neuromelanin- und Eisenablagerungen hervorgerufene makroskopisch schwarz (lat. nigra) gefarbte
Mittelhirnstruktur, in der die nigro-striatalen dopaminergen Projektionsneurone lokalisiert sind, und
die im Rahmen der Neurodegeneration zunehmend depigmentiert wird, was im pathologischen
Schnittbild eindrucksvoll zur Geltung kommt. Im Rahmen der Krankheitsprogression sind aber auch
andere Hirnareale abseits der dopaminergen Neurone in den Neurodegenerationsprozess involviert,
was teilweise mit den nicht-motorischen Symptomen der Erkrankung in Ubereinstimmung gebracht
wird. Auch in diesen Hirnregionen (dazu zéhlen u.a. der Locus coeruleus, der Raphe-Kernkomplex,
der Nucleus basalis Meynert, der Bulbus olfactorius und der dorsale Vagus-Kern) sowie zusitzlich

im peripheren (vornehmlich autonomen) Nervensystem (z.B. Darmwandnervensystem, periphere
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sympathische Ganglien) finden sich alpha-synuclein-haltige pathologische Einschlusskorperchen.
Streng genommen kann der M. Parkinson somit als eine degenerative Multisystemerkrankung des
zentralen und peripheren Nervensystems aufgefasst werden, bei dem neben dem Dopaminsystem

andere Neurotransmittersysteme affektiert werden (z.B. Noradrenalin, Serotonin und Acetylcholin)

[7].

Wenngleich die Diagnosestellung des IPS klinisch erfolgt, konnen apparativ-diagnostische
Verfahren niitzliche Zusatzinformationen liefern, insbesondere in der Abgrenzung zu anderweitigen
symptomatischen oder degenerativen Parkinson-syndromen. Dabei kommt der strukturellen
cerebralen Bildgebung eine grofe Bedeutung zu, da mittels leistungsstarker MRT-Gerédte In der
bildgebenden Diagnostik koénnen Basalganglienstrukturen zunehmend genauer dargestellt werden
konnen [8]. Eine Visualisierung der molekularen Basis der Neurodegeneration in-vivo ist zwar
gegenwdrtig noch nicht verfiigbar, aber in Analogie zum beta-Amyloid-PET beim M. Alzheimer fiir
alpha-Synuclein perspektivisch prinzipiell vorstellbar. Dagegen finden nuklearmedizinische
Verfahren wie PET und SPECT regelhaft Anwendung, um die gestorte Integritdt ders nigro-
striatalen Dopamisystems (z.B. F-Dopa-PET, DAT-Scan) aber auch des autonomen Nervensystems
(z.B. MIBG-SPECT) funktionell darzustellen. Die transkranielle = Mesencephalon-
Dopplersonographie kann im Falle einer darstellbaren Hyperechogenitit, die mit der

Eisenablagerung in der SNc assoziiert ist (s.0.), ebenfalls hilfreich sein.

1.1.3 Atiologie und Mechanismen der Neurodegeneration

Die Ursache des sporadischen M. Parkinson ist nach wie vor unbekannt, was durch das Synonym
Idiopathisches Parkinsonsyndrom treffend zum Ausdruck kommt. Ungeachtet dessen konnten in den
letzten Jahren wichtige Erkenntnisse gewonnen werden, die das Verstdndnis iiber die Pathogenese
und Pathomechanismen beim IPS fundamental verbessert haben. Demnach ldsst sich eine
einheitliche Ursache fiir alle IPS-Syndrome weniger ableiten als vielmehr das Zusammenspiel
mehrerer Schliisselfaktoren, sodass anhand der aktuellen Datenlage am ehesten von einer

multifaktoriellen Genese der Neurodegeneration beim M. Parkinson ausgegangen werden muss
14



(sog. ,,multiple-hits“-Hypothese) [9]. In diesem Zusammenhang spielen alpha-Synuclein (a-Syn),

Calcium und Dopamin eine besondere Rolle [10].

Die Analyse von familidren Formen des M. Parkinson, welche ca. 25 % beim IPS ausmachen,
fiihrte zur der Entdeckung der pathogenen Rolle von alpha-Synuclein als gemeinsame pathologische
Endstrecke auch bei den sporadischen Formen des IPS. Alpha-Synuclein ist ein ubiquitér in
Hirnneuronen und vorwiegend prisynaptsich lokalisiertes Protein, das wahrscheinlich eine
physiologische Rolle bei der synaptischen Transmisssion spielt (die genaue Funktion ist bisher nur
unvollstindig verstanden). Unter bestimmten Bedingungen (z.B. Mutationen im a-Syn Gen oder
Genen der a-Syn-Degradation, mutagene Wirkung von Umweltgiften [11]) kann das
natiirlicherweise wasserlosliche Peptid iiber mehrere Fibrillationsstufen und Oligomerformen zu
unldslichen Aggregaten, die das Korrelat der Lewy-Korperchen und Lewy-Neuriten darstellen
(siche Abbildung 1), polymerisieren. Diese Aggregate haben eine zytotoxische Wirkung und fiihren
in der Sequenz axonal-terminale Schidigung und nachfolgend Neuronentod entsprechend eines
»dying-back“-Mechanismus zur Neurodegeneration. Im Rahmen der Parkinosn’schen Erkrankung
findet sich interessanterweise ein stereotypes Muster der spatio-temporalen Dynamik der a-Syn-
Pathologie, was zu der inzwischen weltweit weitestgehend akzeptierten Klassifikation von Braak
fiihrte, wonach der Krankheitsverlauf anhand der Lewy-Korperchen-Verteilung im PNS und ZNS in
Stadien unterteilt wird [12].
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AT O B A Sy Chae Y e e
1 Abb. 1: Lewy Kérperchen, Quelle: www.studyblue.de
Die pathogene Rolle von Calcium gelangte erst in den letzten Jahren in den Fokus der
Ursachenforschung des IPS und basiert auf der Entdeckung eines Schrittmacher-mechanismus von
nigralen Dopaminneuronen, dessen molekulares Substrat spannungsgesteuerte Calciumkanéle sind
[13]. Entsprechend der Calcium-Hypothese fiihrt die kontinuierliche Schrittmacheraktivitdt der
nigralen Dopaminneurone (die also unabhéngig von afferenten Nervenimpulsen aktiv ist) zu einer
permanenten Uberladung dieser Zellen mit Calcium, welches infolge einer limitierten
Pufferkapazitit zu einer Schidigung der Mitochondien und der Atmungskette mit dem Ergebnis des
Zelltodes fiihrt. Die Zunahme mitochondrialer DNS-Schiden mit steigendem Lebensalter und der
Nachweis eines dopaminergen Zelluntergangs von ca. 10% pro Lebensdekade bei Gesunden
unterstiitzen dieses Konzept ebenso, wie der tierexperimentelle Nachweis von nigraler
Neuroprotektion durch bestimmte Calciumkanal-Antagonisten [14]. Basierend auf diesen

Ergebnissen sind bereits erste klinische Studien initiiert worden [15].

Obgleich die Rolle von Dopamin als Schliisselfaktor in der Pathogenese des Im IPS klinisch
kontrovers diskutiert wird [16], ergeben sich Anhaltspunkte dafiir, dass Dopamin aufgrund seines
autooxidativen Katabolismus iiber die Induktion von oxidativem Stress zu einer
Nervenzellschddigung fiihrt, insbesondere im Falle einer gestorten Kompartimentalisierung des

Neurotransmitters. Demnach stellt insbesondere das zytosolische (also nicht vesikuldr gespeicherte
16



Dopamin) ein ,,Risikofaktor* in diesem Kontext dar [17]. Dariiber hinaus gibt es zahlreiche Evidenz

fiir die fazilitierende Rolle von Dopamin in der Aggregatbildung von a-Synuclein [18,19].

Auch wenn die pathomechanistische Rolle der o.g. Schliisselfaktoren in der Genese des IPS
plausibel erscheinen (der pridominante Untergang von nigralen Dopamineuronen ist und bleibt das
charakteristischste pathologische Merkmal der Erkrankung), bleibt das genaue Zusammenspiel
dieser Faktoren Gegenstand aktueller und zukiinftiger Forschung. Dariiber hinaus sind eine Vielzahl
weiterer Faktoren zu beriicksichtigen, die v.a. bei der Unterhaltung bzw. der Propagation der
Neurodegeneration eine wichtige Rolle spielen. Hierzu zdhlen insbesondere die Rolle von aktivierter
Mikroglia und Inflammation, der Mangel an neurotrophen Faktoren und Glutamat-

induzierte Exotoxizitit.

1.2. Pathophysiologie und Therapieanséitze des Idiopathischen
Parkinson- Syndroms

1.2.1 Pathophysiologie

Um den Pathomechanismus der motorischen Storungen, bzw. der Ausbildung der
Kardinalsymptome zu verstehen, ist die genaue Betrachtung der Basalganglien und der
zugrunde liegenden  Neuroanatomie  unabdingbar. Die  Basalganglien stellen eine
ontologisch dltere, subkortikal gelegene Kerngruppen dar, die in der Interkonnektion von
Kortex und Thalamus eingebettet sind. Zu des Basalganglien zdhlen hauptsichlich die vier
KernbereichenStrukturen: Striatum (Nucleus caudatus, Putamen und ventrales Striatum),
Globus pallidus (bestehend aus innerem Segment Globus pallidus internus [Gpi | und duBBerem
Segment Globus pallidus externus [GPe]), der Substantia nigra (pars reticularis [Snr] und
pars compacta [SNc]) und Nucleus subthalamicus (STN). Diese basalganglionidren Strukturen
sind iiber zwei parallele Regelkreise miteinander verbunden und stellen somit die funktionell-
anatomische Basis der Prozessierung von Willkiirbewegungen dar. Wenngleich bis heute nicht
alle Aspekte der Initiierung und Modulation von Bewegungsabldufen verstanden sind, lassen

sich mit dem anatomischen Modell der
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Basalganglien, welches auf das neurotoxische 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin
(MPTP)-Parkinson-Modell des nicht-humanen Primaten zuriickgeht [20], wichtige Funktionen des
kortiko-basalganglionér-thalamo-kortikalen Regelkreises erkliren. MPTP wurde 1983 bei jungen
Drogenabhédngigen, die nach Konsum einer Designerdroge ein akutes Parkinson-Syndrom
entwickelten, welches phanomenologisch nicht von einem IPS zu unterscheiden war, entdeckt [21].
Da es auch beim nicht-humanen Primaten eine analoge Kardinalsymptomatik induzieren kann, gilt

MTPT seither als die Modellsubstanz fiir die Erzeugung eines Parkinsonsyndrom:s.

In diesem Modell existieren parallel der so genannte “direkte” und der “indirekte” Weg. Das
Striatum bildet die Eingangsstruktur und empfingt Impulse aus dem Cortex, der GPi/SNr-Komplex
bildet die Ausgangsstruktur der Basalganglien und leitet Impulse zum Thalamus. Diese Ein- und
Ausgangstruktur liber zwei Wege miteinander verbunden, die funktionell in Exzitation oder
Inhibition des GPi/SNr-Komplexes miinden. Der direkte Weg ist D1-Rezeptor-vermittelt, der zweite
D2-Rezeptor vermittelt. Bewegungsabldufe werden iiber iiberwiegend hemmende und exzitatorische
Eigenschaften der einzelnen Strukturen moduliert. Im Gesunden befinden sich Hemmung und
Erregung im Gleichgewicht, Willkiirbewegungen sind uneingeschrinkt mdglich. Der beim IPS
vorliegende Dopaminmangel bewirkt ein Uberwiegen des indirekten Weges und damit des Nucleus
subthalamicus. Dadaurch wird der GPi enthemmt und damit den thalamo-kortikale Impulse

inhibiert.
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Abb. 2: Funktionelle Verschaltung der Basalganglienkerne im Gesunden
und bei M. Parkinson, Quelle: physiologyonline.physiology.org
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Basalganglien im coronaren Schnitt.
Quelle: Health-on-topic.net.

1.2.2 Therapieansiitze des Idiopathischen Parkinsonsyndroms

Es sei vorangestellt, dass es derzeit keinen kurativen Ansatz in der Behandlung von M. Parkinson
gibt. Fiir motorische und nichtmotorische Symptome stehen medikamentdse, neuromodulative und
neurorestaurative Verfahren zur Verfligung. Nach wie vor stellt die medikamentdse Behandlung
den wichtigsten Baustein einer suffizienten Therapie dar. Im Zentrum steht die Substitution des
fehlenden Dopamins. Die Dopaminvorstufe Levodopa passiert die Blut-Hirn-Schranke und wird in
nigrostriatale dopaminerge Nervenenden und Gliazellen aufgenommen. Es folgt die
Decarboxylierung zu Dopamin. Die weiteren Mechanismen der Freisetzung und Inaktivierung
entspricht denen des korpereigenen Dopamins. Levodopa wird zusammen mit Hemmstoffen der
Dopamindecarboxylase -Benserazid oder Carbidopa- verabreicht, da bei alleiniger Gabe mehr als
70% peripher verstoffwechselt wiirde. Standardpréparate sind Levopopa/Benserazid und
Levodopa/Carbidopa in oraler Darreichungsform unterschiedlicher Stirke. Monoaminooxidase-B

(MAO-B) und Catechol-O-Methytransferase (COMT) erhohen die Bioverfiigbarkeit von L-DOPA.
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Mit voranschreitender Erkrankung nimmt die Speicherkapazitit von nigrostriatalen Fasern und
striatalen Neuronen ab, so dass die Plasmahalbwertszeit schlielich nur 1,5-2 Stunden betrdgt. Im
Spétstadium und bei ausgeprigten Wirkungsfluktuationen ist als Ultima ratio die intrajejunale
Injektion von L-DOPA f{iber eine perkutane Sonde zugelassen [22]. Levodopa stellt nach wie vor das
zentrale Medikament der Parkinsontherapie dar. Durch seine Einfilhrung konnte die
Lebenserwartung von Betroffenen deutlich gesteigert werden. Es verzdgert jedoch nicht die
Progression des IPS. Allerdings limitieren Nebenwirkungen den Einsatz dieses Medikaments. So
treten regelmiBig Dyskinesien als motorische Komplikationen nach ca. 5-10 Jahren bei der
Mehrzahl der IPS-Patienten auf. Weitere Nebenwirkungen sind orthostatische Dysregulation,
Ubelkeit, Erbrechen sowie neuropsychiatrische Symptome bis hin zu einer dopaminergen Psychose
[23]. Es wurde deshalb versucht, durch unterschiedliche Medikamentenkombinationen und spateres
Einsetzen von L-Dopa und Erstbehandlung mit einem Dopaminagonisten alternativ zur initialen L-
Dopa-Therapie zu entwickeln. Es zeigte sich, dass bei Dopaminagonisten ein vermindertes
Auftreten von Dyskinesien zu verzeichnen waren [24]. Ergiinzend kommen Dopaminagonisten zum
Einsatz. Als Mittel der ersten Wahl gelten Non-Ergotderivate wie Piribedil, Pramipexol und
Ropinirol. Es gibt hier orale und transdermale Applikationsformen (Rotigotin). Diese Praparate
weisen weisen ein hohes Nebenwirkungsprofil im Sinne von Ubelkeit, orthostatischer Dysregulation
und Beinddemen auf und werden des Auftretens von kardialen Klappenfibrosen nur noch selten
eingesetzt. Dopaminagonisten wirken hauptsichlich iiber striatale D2 und D3-Dopaminrezeptoren.
Glutamat-Antagonisten wie Amantadin hemmen nicht kompetitiv NMDA-Rezeptoren [25] und
besitzen eine anticholinerge Wirkung. Es ist zur Behandlung der Kardinalsymptome von Parkinson-
Syndromen als Monotherapie und in Kombination mit den o.g. Wirkstoffen zugelassen. Seit kurzem
erst wurde ein positiver Effekt auf L-Dopa-induzierte Dyskinesien nachgewiesen [26]. Als

Nebenwirkungen konnen psychotische Symptome, Mundtrockenheit und Appetitlosigkeit auftreten.

In zunehmendem Malle werden neurochirurgische Verfahren in der Parkinsontherapie bedeutsam.
1953 wurden erste Operationen zur Therapie des IPS durchgefiihrt. Hierbei wurde die A. Choroidea
anterior in der Absicht, die Aktivitdt des Pallidums zu modifizieren, legiert [27], wobei der Schaden

dem Nutzen fiir den Patienten deutlich iberwog. Die Ergebnisse dieser Prozedur waren insgesamt
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nicht vorhersehbar. Seit den 1950er Jahren trat die anterodorsale Pallidotomie in den Vordergrund.
Eine Verbesserung des Rigor konnte erziehlt werden, Tremor und Bradykinese blieben
unbeeinflusst [28]. Die Lidsion des ventrolateralen Thalamus riickte in den Fokus, welche eine
Tremorreduktion bewirken konnte, wobei meist Rigor und Bradykinese die kompromittierendsten
Symptome des IPS darstellen. Die OP-Risiken und -Komplikationen iiberwogen dabei weiterhin den
positiven Effekten Zundchst gerieten neurochirurgische Therapieoptionen nach der Einfithrung von
L-DOPA in Veregssenheit. Heutzutage steht die Tiefe Hirnstimulation oder Deep Brain Stimulation
im Vordergrund. Auf diese Therapieform wird unten gesondert eingegangen. Weitere neuere
operative Optionen sind stereotaktische Lésionen im Bereich des Nucleus ventralis intermedialis
oder in der Zona incerta bei ausgepriagtem Ruhetremor und Rigor. Ein Effekt auf die Akinese wurde
nicht beobachtet [29]. Die Morbiditét dieses Eingriffes liegt bei 4-47% und liegt deutlich iiber der
Morbiditédt der DBS [30, 31]. Im klinischen Alltag spielen diese Interventionen in Deutschland keine
grofle Rolle mehr. Die unilaterale Pallidotomie wird in den Niederlanden und den USA eingesetzt,
in Deutschland dagegen kaum. Sie wird zur Therapie der Kardinalsymptome und der Dyskinesie
angewandt. Die positiven Effekte sind verglichen mit der bilateralen DBS vermutlich geringer
ausgeprigt [32]. Die Koagulation und damit Lésion des Nucleus subthalamicus wurde nur bei
wenigen Patienten durchgefiihrt. Postoperativ wurden z.T. persisitierende Dyskinesien beobachtet,
weshalb dieses Verfahren in der EU und in den USA nicht angewandt wird. Seit einigen Jahren wird
die intravendse oder intrazerebrale Injektion von fetalen mesencephalen Stammzellen, sowie von
adulten Stammzellen experimentell untersucht. Wegen Transplantat-induzierten Dyskinesien wird
das Verfahren unverdndert nur experimentell angewandt [33, 34]. Jenseits von medikamentdser und
neurochirurgischer Therapie sind Physiotherapie, Logopéddie und Erndhrungsberatung wesentlich an
der Verbesserung der Lebensqualitdt von Betroffenen beteiligt [35]. Es besteht grundsitzlich die
Moglichkeit, durch die Transplantation dopaminerger Neurone den Dopaminverlust durch die
zugrunde gegangenen Neurone auszugleichen. Bereits 1979 fiihrte die Arbeitsgruppe um Perlow,
sowie Bjorklund und Stenevi diesbeziiglich tierexperimentelle Studien durch, welche die
Funktionalitit dieses Konzepts bestétigten. Diese s.g. Neurotransplantation wurde schlie8lich 1990
beim Menschen durchgefiihrt. Als Quelle der dopaminergen Zellen fungierte zundchst das

Nebennierenmark, spéter fetale Mittelhirnzellen [36, 37]. Aus technischer und ethischer Sicht ist die
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Neurotransplantation sicherlich als problematisch einzustufen. Es handelt sich hierbei nach wie vor

um ausschlieBlich experimentelle Studien [38, 39].

1.2.3 Tiefe Hirnstimulation

Abgesehen von einigen wenigen Fallbeispielen in der zweiten Héilfte des 20. Jahrhunderts wurde
1987 die moderne tiefe Hirnstimulation durch den franzodsischen Neurochirurgen A. Benabid
begriindet und die erste tiefe Hirnstimulation im Nucleus ventralis intermedius bei einem
Parkinsonpatienten durchgefiihrt [40]. 1990 erfolgte erstmals eine STN-Ablation bei einem
MTPT-behandelten Primaten [41], ebenfalls 1993 wurde erstmalig an Patienten die STN-
Stimulation durchgefiihrt [42]. Es zeigte sich hier eine positive Wirkung auf Akinese und Rigor. Die
tiefe Hirnstimulation, im englischen Sprachgebrauch “Deep Brain Stimulation” (DBS) und in
Adaptation an die experimentelle Situation auch “High Frequency Stimulation” (HFS) genannt,
konnte zunehmend als prinzipiell reversibles Therapieverfahren flir Patienten im fortgeschrittenen
Krankheitsstadium etabliert werden. Wirkfluktuationen der Medikamente, das so genannte “On-Off-
Phidnomen” und Dopamininduzierte Dyskinesien sind Indikationen fiir diesen reversiblen
funktionell-neurochirurgischen Eingriff, der bei fortgeschrittener Erkrankung eine Reduktion der
“Oftf-Zeit”, Reduktion der Dyskinesien und insgesamt eine Steigerung der Lebensqualitdt bewirken
kann. Innerhalb der letzten Jahre konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass Patienten von
einer deutlich fritheren Initiation der DBS profitieren konnen [43]. Ein wesentlicher Teil dieser
Arbeit ist die Untersuchung neuroprotektiver Effekte nach frither DBS in der “Early Stim”-Gruppe,

was noch ausfuhrlich erlautert werden wird.

Prdoperativ werden Patienten ausfiihrlich neurologisch-psychiatrisch untersucht, auch um eine
eventuelle Depression mit erhéhtem Suizidrisiko zu erfassen, da die psychische Vulnerabilitat
besonders in den ersten Wochen der DBS erhoht werden kann. Es handelt sich um einen
stereotaktischen Eingriff. Mittels cerebraler Bildgebung erfolgt die Planung von Trajektorie, dem
stereotakischen Weg der Elektrode, und Zielpunktregion. Intraoperativ werden lokale Feldpotentiale
unter klinischer Kontrolle, bzw. Monitoring der Zielsymptomatik abgeleitet. Als Stimulationsort

kommen vorrangig bei M. Parkinson der Gpi und der STN in Frage. Wie erldutert, stellt die
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Hyperaktivitit des STN bzw. die Enthemmung des GPi die Ursache fiir die Dysbalance in der
Basalganglienschleife und damit fiir die Symptome des IPS dar. In den Folgetagen werden die
Stimulatoreinstellungen entsprechend der Klinik des Patienten weiter moduliert. Dies kann sich
schwierig darstellen, da psychiatrische Nebenwirkungen (hypomane Affektveranderungen,
Depression und andere psychischen Verdnderungen) die DBS-Einstellung komplizieren kdnnen
[44]. Im 5 Jahres-Follow up zeigte sich z.B. entsprechend der Klasse I1I-Studie von Krack et al.
2003 und nach Schiipbach et al. 2005 eine Verbesserung im motorischen Skalenwert der UPDRS-
Scale um 50-60%. Es wurde im Langzeitverlauf eine geringe Zunahme der axialen Akinese mit
gleichzeitig stabiler Verbesserung des Ruhetremors beobachtet. Ebenso konnten die Symptome
Rigiditat und Dyskinesie verbessert werden [45, 46]. Die Dosierung der Dopaminergika kann in den
meisten Fillen reduziert werden [47]. Im Vergleich der Zielpunkte STN und GPi lieB sich nach zwei
Jahren kein signifikanter Unterschied feststellen [48], nach einer Studie von Volkmann et al. 2009
umfassen OP-Risiken intrazerebrale Blutungen aufgrund von GeféaBlasionen durch die Elektrode. In
den groflen Zentren betrdgt die Mortalitdit des Eingriffs 0,4%, die Morbiditdit 1%. Die
Hauptkomplikation stellt die Wundinfektion dar, die sich auf das gesamte System ausbreiten kann
und die Explantation des Systems zur Folge haben kann. Diese belduft sich in den erfahrenen
Zentren auf 1-1,7%. Ferner konnen Materialdefekte mit einer Haufigkeit von ca. 1-2%. [49,50]. Die
tiefe Hirnstimulation wird mittlerweile auch bei psychiatrischen Erkrankungen wie der

therapierefraktiren Depression und Zwangserkrankungen eingesetzt.
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Abb. 4: Positionierung von Elektrode und Stimulator. Quelle: Medtronic
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1.2.3.1 Wirkmechanismen der tiefen Hirnstimulation

Trotz der einheitlich gut dokumentierten Wirksamkeit der STN-DBS sind die
Wirkmechanismen dieser sehr effektiven symptomatischen Therapiestrategie bisher nur
unvollstindig verstanden. Durch Ableitung lokaler Feldpotentiale konnten s.g. B-
Oszillationen beim IPS nachgewiesen werden. Diese befinden sich im 10-35 Hz-Bereich,
treten so beim IPS auf und gelten als pathognomonisch [51]. Die 3-Oszillationen werden
sowohl durch den Einsatz von L-DOPA als auch durch DBS aufgehoben [52]. Wodurch
dieser Effekt der DBS zustande kommt, war bis vor wenigen Jahren unklar. Verschiedene
zugrunde liegende Mechanismen werden gegenwirtig diskutiert. GemiB3 des oben
erlauterten Basalganlienmodells fiihrt eine Inhibition des hyperaktiven STN, zur
Wiederherstellung der Balance zwischen Hemmung und Erregung. Normale
Willkiirbewegungen wéren moglich. Filali et al. fanden Hinweise, dass dies durch
Hyperpolarisation von STN-Neuronen geschieht. [53]. Im letzten Jahr konnte ein
dualer Effekt der DBS auf STN-Neurone nachgewisen werden. Demnach wird eine
Exzitation von Axonen mit gleichzeitiger Inhibition von Neuronen bewirkt [54].
Die klinische Inhibition, aber tatsdachliche Exzitation des STN ist
durch  antidrome Erregungsweiterleitung und damit erhohter GABA-freisetzung im
direkten und indirekten Weg und gleichzeitig einer Supression subthalamo-nigraler
glutamaterger Afferenzen erklarbar [55]. Eine durch DBS induzierte gesteigerte striatale
Dopaminfreisetzung wurde 2002 von Meissner et al. Nachgewiesen [56]. Ebenso konnte
eine reziproke Erregung des Motokortex iiber den hyperdirekten Weg nachgewiesen
werden [57]. Wie bereits erwédhnt, konnen die fiir das IPS pathognomonischen B-
Oszillationen aufgehoben werden, was ebenfalls die Hypothese der Depolarisation
pathologischer Erregungsmuster stiitzt [58]. Mittels optogenetischer Versuche an 6-
OHDA-ladierten Miusen konnten Gradinaru et al. 2009 nachweisen, dass die Erregung
glutamaterger axonaler Afferenzen des STN eine Symptomverbesserung bewirkt [59].
Erregung von Gliazellen oder die reziproke Erregung der V. Zellschicht des
Motokortex  zeigten keine Wirkung. Die unterschiedlichen Wirkmechanismen
der DBS wurden noch nicht vollstindig detektiert und verstanden. Dennoch zeigen

sich Effekte sowohl auf funktionell-anatomischer als



auch auf Transmitterebene. Welcher Mechanismus letztlich die Symptomverbesserung

fir den Patienten bewirkt, bleibt unklar.

1.2.3.2 Neuroprotektion durch tiefe Hirnstimulation

Basierend auf den klinische Studien zur Langzeitwirkung der STN-DBS mit
Nachweis einer stabilen Symptomkontrolle bis zu neun Jahren wurde neben den
symptomatischen Effekten auch eine die Erkrankung modifizierende Wirkung dieses
Therapieverfahrens diskutiert. Grundsétzlich werden bis heute hauptsichlich zwei
Parkinsonmodelle im Tierexperiment angewendet: das MTPT-Modell des nicht-
humanen Primaten, das in Kapitel 1.3.1. beschrieben wurde. Im Rattenmodell dagegen
wird 6-Hydroxydopamin (6-OHDA) zur Dopamin-Depletion benutzt. In Kapitel
2.1. wird dies ausfithrlich beschrieben. Diese Tiermodelle ermoglichen die
Erprobung unterschiedlicher DBS-Paradigmen, also unterschiedliche Zeitpunkte
der DBS-Initiation der DBS in Abhéngigkeit von der Lédsion. Im Sinne
eines “Early-Stim-Designs” kann der Stimulationsbeginn unmittelbar nach Lésion
erfolgen. In dieser Arbeit fiihrten wir dies in einer Gruppe der Tiere durch. Stimulation
prd-lesionem wurde ebenfalls durchgefiihrt. Hier konnen Effekte auf das gesunde
Gewebe untersucht und post-lesionem mit weiteren Paradigmen vergleichen werden.
Stimulation iiber mehrere Tage bis Wochen wird als chronische Stimulation
bezeichnet. Dies entspricht am ehesten der klinischen Situation. Die Stromapplikation

kann iiber eine, mehrere Stunden oder die gesamte Zeit erfolgen.

2004 untersuchte die Gruppe um Maesawa erstmalig den Effekt der
Langzeitstimulation im 6-OHDA-Parkinsonmodell der Ratte. In dieser Studie wurden
der STN {iber zwei Wochen unilateral stimuliert. Zwei Wochen nach Lésion zeigte
sich ein neuronales Zelliiberleben von 29 und 44% in den beiden Kontrollgruppen
im Vergleich mit der nichtlddierten Seite. In der DBS-Gruppe wurde mittels TH-

immunhistochemischer Firbung ein nigrales neuronales Uberleben von 85%
quantifiziert (s.u.) [60]. Aus dieser Studie ldsst sich zweierlei ableiten: Mogliche
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und ein akuter symptomatischer Effekt. Temel et al. konnten 2006 nach bilateraler STN-
DBS im Rattenmodell ebenfalls ein signifikantes Uberleben dopaminerger Neurone
nachweisen [61]. 2008 wurde die erste Placebo-kontrollierte Studie {iber neuroprotektive
Effekte nach Langzeit-STN-HFS veroffentlicht. Hier wurde ein relatives nigrales
neuronales Zelliiberleben von 50% verglichen mit der Sham-Stimulation- und der nativen
Gruppe berichtet [62]. Eine signifikante Anzahl dopaminerger Neurone nach chronischer
STN-DBS von zwei bis vier Wochen im 6-OHDA-Modell konnten Spieles-Engemann et
al. 2010 nachweisen [63]. Kiirzlich konnte in einer Studie von Shinko et al. der
neuroprotektive Effekt von hoher Spinal-cord-stimulation {iber ein bis zwei Wochen auf
dem Niveau C1/C2 im 6-OHDA-Modell nachgewiesen werden. Zudem zeigte sich im

Zylinder Test eine Verbesserung der motorischen Fahigkeiten [64].

1.3. Eigene Zielsetzung

Wire es moglich, einen neuroprotektiven Effekt der DBS einwandfrei
nachzuweisen, konnten die Paradigmen der DBS moglicherweise verdndert
werden. 2004 zeigte Maesawa nach 14-tdgiger Stimulation des STN eindriickliche
neuroprotektive Effekte anhand von Tyrosinhydroxylase-positiven Neuronen [60].
Anhand der Surrogatmarker Tyrosinhydroxylase in der Substia nigra pars
compacta konnte weiterhin ein neuroprotektiver Effekt nach DBS nachgewiesen
werden [62]. In dieser Arbeit wird einerseits untersuch, ob der unmittelbare Beginn
der Stimulation nach Implantation einen neuroprotektiven Effekt erzielen kann, zum
anderen wird eine mdgliche Priservation dopaminerger Neurone der SNc nach
mehrtigiger Stimulation untersucht. Hier wurde die Stimulation nach fiinf Tagen
initiiert.  Nach diesem Zeitraum kann eine dem menschlichen Umfang
entsprechende Dopamindepletion erwartet werden [65]. Weiterhin wird in dieser
Studie beleuchtet werden, inwieweit mit der immunhitochemischen Anfarbung der

Tyrosinhydroxylase in der Substantia nigra suffizient neuronales
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Zelliiberleben quantifiziert werden kann. Somit wird die klinisch relevante Frage der
nigralen Neuroprotektion durch DBS im 6-OHDA-Parkinsonmodell der Ratte erneut und
deutlich detaillierter beleuchtet.

29



2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

Die Versuche wurden an 34 minnlichen Wistar-Ratten durchgefiihrt, die der
Tierversuchsanstalt ~Harlan-Winkelmann  (Borchen, Deutschland) entstammten.
Das Gewicht der Tiere bei Versuchsbeginn betrug zwischen 250-270 g. Die
Bewilligung der in dieser Arbeit dargestellten Tierversuche unterlag den
Bestimmungen des Tierschutzgesetzes § 8 Absatz 1 und wurde vom Landesamt fiir
Gesundheit und Soziales Berlin unter der Tierversuchsnummer G O 320/05 erteilt. Die
Anzahl der Versuchstiere, die Dauer der operativen Eingriffe und die daraus

resultierenden Belastungen soweit moglich minimiert.

2.2. Haltungsbedingungen

Die Tiere wurden bis zu Beginn der operativen Eingriffe in Gruppen von 4-5 Tieren
untergebracht. Im  Anschluss an die Operation wurden die Tiere in

standardisierten, hochwandigen Einzelkéfigen gehalten.

Als Futter dienten Pellets der Firma Altromin® 1324 (Lage, Deutschland), die wie das
Trinkwasser ad libitum zur Verfiigung stand. Die Unterbringung der Tiere erfolgte unter
kontrollierten Haltungsbedingungen mit einem Hell-Dunkel-Zyklus (Helligkeitsphase
von 6.00-18.00 h), einer Innenraumtemperatur von 18°C und einer Luftfeuchtigkeit

von 50%.
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2.3. Substanzen und

Pufferlosungen 2.3.1 Verwendete

Substanzen

Substanz
2-Methylbutan Isopentan
2-Propanol

6-Hydroxydopamin

Ascorbinsiure

Chloralhydrat
Dinatrium-hydrogenphosphat
Ethanol

Kresylviolett

Metamizol

Methanol

Pentobarbital-Natrium

Povidon-Jod

Xylol

Hersteller/Bezugsquelle

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

SIGMA Chemie, Deisenhofen,
Deutschland

SIGMA Chemie, Deisenhofen,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

SIGMA Chemie, Deisenhofen,
Deutschland

Winthron, Fiirstenfeldbruck,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

SIGMA Chemie, Deisenhofen,
Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland

J.T. Baker, Deventer, Niederlande

Tabelle 1: Liste der verwendeten Chemikalien und Substanzen sowie der Bezugsquellen



2.3.2 Fixier- und Pufferlosungen

Zur spiteren Farbung der Gehirnschnitte (u.a. Nissl-Farbung) wurden die Schnitte
fixiert. Eine Fixation macht eine histologische Aufarbeitung moglich.
Stoffwechselprozesse werden unterbrochen, der Gewebezerfall verhindert. Somit wurde
das Gewebe in seinem Zustand erhalten. Dazu wurde mit einer 4% Paraformaldehyd- in
0,IM Phosphat-gepufferten Salzlosung (Phosphate buffered saline, PBS, pH 7,4) als
Puffer gearbeitet. Zusammensetzung: Paraformaldehyd, Dinatriumhydrogen- phosphat,
Natriumdihydrogenphosphat, Natriumchlorid. Zusitzlich wurde fiir die Nissl-Farbung ein
Azetatpuffer (20mM, pH 4,0) bendtigt.

2.4. Experimentelles Design

Die Tiere wurden vor Beginn der Operationen in drei Gruppen eingeteilt: eine chronisch
stimulierte Gruppe (STN-DBS), eine akut stimulierte Gruppe (STN-Early-Stim) und eine
Kontrollgruppe (STN naiv, n=6). Bei den Tieren mit einem early-onset
Stimulationsdesign (Early-Stim n= 4) wurde unmittelbar nach dem Erwachen aus der
Narkose die Stimulation begonnen, bei den chronisch stimulierten (DBS n= 10) wurde
erst ab dem fiinften postoperativen Tag stimuliert. Die Kontrollgruppe (sham-implant)
erhielt keine Elektrode, jedoch einen Dummy-Stimulator, der in GroBe und Gewicht
einem Verum-Stimulator entsprach. Eine Sham-DBS-Gruppe wurde weggelassen, da in
der Vorgingerstudie 2008 kein Unterschied zwischen der STN naiv und STN-Sham-
Gruppe nachweisbar war [62]. Fiinf Tage nach Ankunft wurde die Leerlauf-
Amphetaminrotation pra-6-OHDA durchgefiihrt (siehe unten). Vom 6.-8. Tag erfolgte die
6-OHDA-Lésion unilateral und die Implantation der HFS- bzw. der sham-implant-
Gruppe. Ab dem 11. Tag wurde die Stimulation initiiert: bei einem Tier 150 pA, bei zwei
Tieren 100 pA. Die Stirke der Stimulation wurde in Abhéngigkeit von der Stirke der
Nebenwirkungen gewéhlt. Ab dem 23. Tag wurde die post-OP-Amphetaminrotation
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vorgenommen. Am Folgetag erfolgten Perfusion und Dekapitation in tiefer Narkose
(siche unten). AnschlieBend wurden die Gehirne entnommen, schockgefroren und bei -
80°C aufbewahrt. Die weiteren Analysen beinhalteten die histologische Aufarbeitung zur
Lokalisation der Elektrodenposition und Quantifizierung von TH-positiven Zellen in der

Substantia nigra pars compacta und der Messung der TH-Faserdichte im Striatum.

Tag 1 Tag 6+8 Tag 11 Tag 12 Tag 17 Tag 23+26 Tag 24+30

AR pra- 6-OHDA+ Stimulation ~ 6-OHDA+ Stimulation AR post- Sacrifice+

6-OHDA Implantation 150pA Implantation 100pA 6-OHDA Perfusion

NP(K)35-42 NP(K)36-38 NP(K)36 NP(K)41,42  NP(K)41,42 NP(K)36-38  NP(K)36-38
NP(K)35,39,40

NP(K)35,39,40 NP(K)41,42

Tag 1 Tag 9+10 Tag 27 Tag 27+28
AR préa- 6-OHDA+ AR post- Sacrifice+
6-OHDA Implantation+ 6-OHDA Perfusion
NP(L)5-9  Stimulation NP(L)5-9 NP(L)5-9
100+150 pA
NP(L)5-9

Abb. §: Zeitlicher Ablauf der Experimente

2.5. Das 6-OHDA-Parkinsonmodell der Ratte

Fir die Versuche wurde erneut das Neurotoxin-basierte 6-OHDA-Modell der Ratte
verwendet. Das durch Ungerstedt 1968 entwickelte Modell nutzt die selektive
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Neurotoxizitit des 6-OHDA [66,67]. Es ist den Katecholaminen (Noradrenalin,
Adrenalin, Dopamin) strukturell dhnlich und besitzt somit eine hohe Affinitdt fiir
katecholaminerge Neurone, lber die es in die Zelle aufgenommen wird und dort
akkumuliert. Es kommt zu einer Autoxidation was zu einer Ausbildung mitochondrialer
Dysbalance bzw. Schiadigung durch zytotoxische Verbindungen wie Wasserstoffperoxid,
6-Hydroxy-dopaminquinon, Superoxid-Anionen und Hydroxylanionen fiihrt [68]. Diese
fiihren zum Degeneration dopaminerger Neurone. Wie das Dopamin wird auch 6-OHDA
nicht iiber die Blut-Hirn-Schranke passieren und muss intracerebral stereotaktisch
appliziert werden. Nach Injektion in mediale Vorderhirnbiindel (MFB), Striatum, SNc
wirkt sich das Neurotoxin auf die dopaminergen Neurone der SNc und der ventralen
tegmentalen Area (VTA) aus, ebenso auf das Striatum und das mediale
Vorderhirnbiindel, in dem die nigrostriatalen Projektionsneurone verlaufen [69]. Das
Ausmall der Neurotoxizitdt ist Dosis- und Geschwindigkeitsabhidngig. Nach intrastriataler
Injektion erfolgt eine verzogerte, durch einen retrograden Transport bedingte,
Degeneration der dopaminergen Neurone der SNc, die je nach Dosis, partiell ausgepragt
sein kann [70,71]. Entsprechend dem Krankheitsverlauf beim Menschen (ca. 60%
Zellverlust) wird also keine akute Lésion der dopaminergen Neurone erwirkt. Es besteht
die Annahme, dass dies durch oxidativen Stress geschieht, wie es auch als Co-Faktor fiir
die klinische Atiopathogenese angenommen wird [72,73]. GemidB dem Ungerstedt-
Modell wirkt das Amphetamin auf der nicht-ladierten Seite. Hier wird die Freisetzung
von Dopamin im Striatum erhdht. Diese Imbalance hat eine Rotation nach kontralateral
zur intakten Seite bzw. zur lddierten Seite nach ipsilateral zur Folge. Im Gegensatz
beeinflusst der direkte Dopaminagonist Apomorphin eher das Striatum der liddierten
Seite. Es bindet an Dopaminrezeptoren, die durch die Ldsion hochreguliert werden.
Hierdurch entsteht ebenfalls ein dopaminerges Ungleichgewicht, was eine Rotation des

Tieres nach kontralateral zur Lésion zur Folge hat [67]
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2.6. Amphetamininduzierte Rotation

Verhaltenstests wie die auch in unserer Studie verwendete
Amphetaminrotation verifizieren die erfolgreiche Lasion. Die grofite
Bedeutung hat hier das substanzinduzierte Rotationsverhalten nach unilateraler 6-
OHDA-Injektion (Ungerstedt-Modell), siehe 2.1.). Durch intraperitoneale, also
systemische Injektion des indirekten Dopaminagonisten Amphetamin, bzw. des
direkten Agonisten Apomorphin kann eine bezogen auf die Lésionsseite eine
ipsiversive bzw. kontraversive Rotation der Tiere ausgelost werden [67]. Dieser
Versuch wird mit dem so genannten Rotameter durchgefiihrt. Richtung und
Anzahl der Rotationen werden hiermit gemessen. Ursache des unterschiedlichen
Rotationsverhaltens  ist die  verdnderte  Suszeptibilitdit des dopaminergen
Systems und der Dopaminrezeptoren im Striatum [74]. Auf
zytopathologischer Ebene kommt es zu Nekrosen und Apoptosen. Der Amphetamin-
induzierte Rotationstest wurde fiinf Tage prae-operationem, sowie einen Tag vor Totung
der Versuchstiere durchgefiihrt. Hierbei wurde D-Amphetaminsulfat (Sigma, 2.725
mg/kg entsprechen 2 mg/kg Amphetamin in 0,9%-iger NaCl-Losung) intraperitoneal
appliziert. AnschlieBend wurden die Tiere jeweils in ein Rotameter gesetzt, dabei handelt
es sich um eine Plexiglashalbschale (TSE, Bad Homburg, Deutschland) mit
Bewegungssensor. Die Ratte kann mittels semiflexiblem Stahldraht am Bewegungssensor
befestigt werden. Mittels Rotameter-Software (custom-made) wurde die Berechnung des
Netto-Rotations-Asymmetrie-Scores, also  des  rechts-links-Verhiltnisses ~ der
Umdrehungen der Tiere mit einem Drehwinkel von 180°/ Minute errechnet. Der
Beginn der  Aufzeichnung  erfolgte 15 Minuten nach  Injektion des

Amphetamins (Anflutungsphase), gemessen wurde tiber 60 Minuten.
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2.7.6-O HD A -Lésion und Implantation des
Mikrostimulationssystems

2.7.1 6-OHD A-Lasion

Die Léasion mit dem selektiven Neurotoxin 6-Hydroxydopamin wird unilateral
durchgefiihrt. Eine bilaterale Léasion beeintrichtigt die Tiere zu stark [66,67],
zudem konnen bei unilateraler Injektion beide Seiten (gesund vs. lddiert) verglichen
werden. Innerhalb der ersten Woche nach intrastriataler 6-OHDA-Injektion
kommt es zu Zellschrumpfungen und zunédchst nur teilweisem Funktionsverlust der
dopaminergen Neurone. Ab der zweiten Woche schreiten Degeneration und
Zellatrophie voran, es handelt sich also um einen progredienten Verlauf [70].
Die Ratten wurden einer unilateralen, striatalen 1-Punkt-Lision mit 20 pl in der
Konzentration 1pg/ul 6-OHDA unter Verwendung der convection enhanced delivery
(CED) unterzogen [65]. Es handelt sich hierbei um ein Verfahren, bei dem durch
stereotaktische langsame kontinuierliche Applikation eine nachhaltige Diffusion
erzielt wird, wodurch der Effekt maximiert werden kann. Als Anisthesie erhielten die
Tiere intraperitoneal appliziertes Pentobarbital (Dosis 60 mg/kg KG, gelost in 10
ml 0,9%-iger NaCl-Losung) und als Booster Chloralhydrat (Dosis 400 mg/kg KG
in 0,9 % NaCl), welches je nach Narkosetiefe der Ratte im weiteren Operationsverlauf
verabreicht wurde. Nach Rasur der Kopthaut und eines Teils der linken Flanke
wurde der Kopf der Tiere im stereotaktischen Operationsrahmen (David Kopf
Instruments, Tujunga, USA) durch Interauralstifte und einen Incisorstift fixiert. Dort
folgte nach Desinfektion eine Inzision der Koptfhaut zur Freilegung des Periosts.
Als Bezugspunkt wurde das Bregma dargestellt und der Schadelknochen wurde
entsprechend der anteriorposterioren und mediolateralen Koordinaten, basierend
auf dem Atlas nach Paxinos und Watson 1986, mittels eines Dentalbohrers
trepaniert (AP +0,7, ML 2,8, DV -5,0). An der Dura Mater wurde die ventralen
Koordinate festgelegt und anschlieBend ebenfalls trepaniert. Danach erfolgte die

Absenkung der an einem stereotaktischen Arm fixierten flexiblen Silikonkaniile
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(AuBendurchmesser 0,23 mm) gemal der dorsoventralen Werte. Mittels

2Abbildung 6: 6-OHDA-Lision linke Hemisphiire, Ratte; Quelle: selbst

einer Hamilton-Mikroliterspritze des Typs CR 400-20 (Hamilton Company, Reno, USA),
die iiber einen Polyethylenschlauch mit der Injektionskaniile verbunden war, erfolgte die
Applikation der 6-OHDA-Losung (1,0 pg/ 1ul mit 0,2% Ascorbat in 0,9% sterilem NaCl)
mit einer Geschwindigkeit von 0,2 pl/min in das Striatum. Insgesamt wurden 20
ul verabreicht, danach wurde die Injektionskaniile noch fiir weitere 10 Minuten in
threr Position belassen, um eine Diffusion in die Gewebe zu unterstiitzen, bevor die
Kaniile retrahiert wurde. Im Anschluss wurde die Wunde gereinigt und mit

Histoacryl-Fibrinkleber verschlossen.

2.7.2 Implantation des Mikrostimulationssystems

Mit der Entwicklung eines implantierbaren Mikrostimulationssystems fiir kleine
Labortiere =~ war es  moglich,  Verdnderungen unter der  chronischen
Tiefenhirnstimulation des Nucleus subthalamicus zu untersuchen [62]. Nach der 6-
OHDA-Lésion wurde den Tieren der beiden verum-stimulierten Untergruppen das

Mikrostimulationssystem
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implantiert, bestehend aus einem implantierbaren Impulsgenerator (IPG) und einer
monopolaren Semi-Mikroelektrode aus aktiviertem Iridium. Als Verbindung zwischen
diesen beiden Elementen diente ein dafiir speziell hergestelltes Kabelsystem, in dem auch
die Gegenelektrode (Material MP35N Legierung) integriert war. Die Ratten der
scheinstimulierten und —implantierten Gruppen erhielten einen Dummy-Stimulator aus
Kunststoff, der in GroBe und Gewicht dem Verum-Stimulator entsprach. Bei allen Tieren,
die eine Elektrode erhielten, wurden nach abgeschlossener 6-OHDA-Lésion zwei
Verankerungsschrauben aus [Edelstahl an der Schddelkalotte befestigt. Als
Referenzpunkte fiir die Kalibrierung dienten die Interaurallinie in Bezug auf die
anteriorposterioren (AP) Koordinate des STN, basierend auf den stereotaktischen
Koordinaten des Atlas nach Paxinos und Watson 71986 (STN von interaural: AP: +5,4
mm) und das Bregma (STN von Bregma: AP: -3,6 mm; ML: 2,5 mm; DV: -7,5 mm).
Zwei Referenzpunkte gewdhren bei kleinem Target eine moglichst hohe Zielgenauigkeit.
Die Kalibrierung der Elektrode erfolgte auf der Interauralposition bei eingespanntem Tier
unter Verwendung der AP-Koordinate. Zusammen mit der mediolateralen Bregma-
Koordinate wurde an der errechneten Bregma-Position mit Hilfe eines Dentalbohrers ein
Bohrloch gesetzt und die Elektrode auf die dorsoventrale Koordinate des STN in Bezug
auf das Bregma bzw. Dura vorsichtig abgesenkt. Es folgte die Fixierung der Elektrode an
den bereits vorher angebrachten Verankerungsschrauben mit einem Zwei-Komponenten-
Kaltpolymerisat (Technovit®5071). Anschlieend wurde ein subkutaner Tunnel entlang
des Nackens der Ratte gebahnt, durch den das Verbindungssystem zwischen
Stimulationselektrode und IPG subkutan verlegt wurde. Vor Verankerung des IPG in
einer Subkutantasche in der linken Flanke des Tieres wurden die beiden Kabelenden mit
Silikon wasserdicht verbunden. Im Bereich der Elektrode an der Schidelkalotte wurden
Gelaspon-Gelatinschwdmme eingesetzt, um die mechanische Irritierung der Kopthaut
durch den Technovit-Sockel zu minimieren und die Granulationsbildung zu unterstiitzen.
Sowohl der Verschluss des Subkutangewebes als auch der Haut erfolgte mit

Einzelknopfnihten (Subkutannaht mit Vicryl-Faden, Hautnaht mit Resolon-Faden). Als
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postoperative Analgesie erhielten die Tiere 100nl Metamizol-Tropfen (Metamizol-Na,
ratiopharm, Deutschland) oral. Fiir alle Tiere begann am ersten Tag nach den
operativen Eingriffen ein 19-tdgiger Beobachtungszeitraum. Die Ratten der
scheinimplantierten Gruppen wurden lediglich beobachtet, wihrend bei den early- und
late-onset stimulierten Tieren in Abéngigkeit der Gruppen-Zuteilung die Initiierung
der STN-HFS begann. Folgende Stimulationsparameter kamen dabei zum Tragen:
alternierende Impulse mit einer Amplitude zwischen 100 und 150 pA (gebunden an
die Verhaltenseffekte wie Rotation und Dyskinesien der Ratte, siche Bergmann et al,
2004) und einer Frequenz von 130 Hz sowie einer Pulsweite von 52 pus. Die
Uberpriifung der Funktionstiichtigkeit der Stimulatoren konnte durch die Ableitung
eines artifiziellen Stromsignals durch den Korper des Tieres mit einem 130
Hz-Filter-basierten 2-Kanal-Verstirkers unter Verwendung von  EMG-
Oberflichenelektroden an zwei Hautstellen realisiert werden. Dazu wurde das
aufgenommene Signal mit einem Oszilloskop (4-Channel Oscilloscope, Hewlett

Packard, Paolo Alto, California, USA) aufgezeichnet.

2.8. Gehirngewinnung

Vor Dekapitation am 19. postoperativen Tag wurde die biologische Wirkung der
Stimulation nachgewiesen, indem die Stimulationsamplitude fiir wenige Sekunden auf
300 pA gesteigert wurde. Darunter kam es zu typischen Verhaltenauffilligkeiten wie eine
kontralaterale Rotation und/ oder einem sog. paw-waving, die als Beweis einer effektiven
DBS-Stimulation betrachtet werden konnten. Unmittelbar danach wurden die
Stimulationsamplituden wieder auf ihren Ausgangswert heruntergestellt. Die Tiere
wurden mit Chloralhydrat (Dosis 500 mg/kg KG in 0,9%-iger NaCl-Losung) in
tiefe Narkose versetzt, es folgte die transkardiale Perfusion mit 4% Paraformaldehyd
und im Anschluss die Dekapitation. Danach wurde die Elektrode rasch retrahiert und
die der Gehirne freipédpariert, unmittelbar in Stickstoff-gekiihltes Isopentan gelagert und
dort fiir 60 Sekunden schockgefroren. Die nachfolgende Aufbewahrung bei -80°C

wurde bis zu den weiteren Analysen beibehalten.
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2.9. Histologische Aufarbeitung
2.9.1 Orientierungsschnitte und Einschlusskriterien

Zur Dokumentation der Elektrodenposition erfolgte eine Fiarbung nach Niss/, bei der
der verwendete = Farbstoff = Kresylviolett  basophile  Strukturen wie  z.B.
die ribonukleinsdurereichen Schollen in Neuronen anfarbt. Die Schnitte wurden zuerst
mit destilliertem Wasser gespiilt und danach fiir 20-30 Minuten bei Raumtemperatur in
der 0,2% Kresylviolett-Losung pH 4.0 gefarbt. Nach erneuter Spiilung erfolgte
die Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe (1 min 70%, 2 min 80%, 5 min 96%,
2x 5 min 100%, 2x 5 min Xylol) und abschlieBendes Eindeckeln mit Entellan®
(Merck, Darmstadt, Deutschland).

2.9.2 Histologie / Immunzytochemie
2.9.2.1 Immunhistochemischer Nachweis der Tyrosinhydroxylase

Zur Quantifizierung der Tyrosinhydroxylase mittels DAB-Nickel-Farbung wurden

folgende Antikorper verwendet:

1. Antikérper 2. Antikérper

mouse anti-TH monoclonal anti-mouse IgG biotinylated
TH (Sigma T-1299) (Vector BA 9200)

Konzentration 1:10000 Konzentration: 1:200

Tabelle 2: Antikorper der T H-Immunreaktion

Alle Spiilvorgénge dieser immunhistochemischen Féarbung wurden mit 0,1 M PBS-

Pufferlosung durchgefiihrt. Nach der Kryotomie wurde zunichst eine Aldehydreduktion

mit 1% Natrimborhydrid eine Peroxidaseblockung unter Verwendung eines

Wasserstoffperoxid (3%)-Methanol (10%)-TBS (0,05 M)-Gemisches durchgefiihrt. Es
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folgte die insgesamt 30-miniitige PBS-Spiilung, im Anschluss die 60- miniitige

Vorinkubation mit Ziegen- Normalserum (5% in TBS/ Triton® [Ferak, Berlin]-
Gemisch). Die Hirnschnitte bei 8°C fiir 24 Studen mit einem polyklonalen
Primérantikérper gegen Ratten-Tyrosinhydroxylase (mouse anti-rat TH, Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) inkubiert (Konzentration 1:10000 in TBS und 2%- igen Ziegen-
Normalserum). Die Schnitte wurden dann erneut gespiilt und es erfolgte die Behandlung
mit dem biotinilierten Zweitantikérper gegen den TH- Antikorper (Vector, Burlingame,
USA) (Konzentration 1:200 in TBS). Im Anschluss erfolgte die Vorbehandlung der
Priparate mit einem Avidin-Biotin-Komplex (Sigma Chemie, Deisenhofen, Deutschland)
und Diamino-Benzidin (0,05% in 0,05M TBS). Die Farbreaktion wurde mittels Zusatz
von 0,03%- igem Wasserstoffperoxid gestartet. Nach Beendigung der Farbreaktion, die

durch Abpipettieren der Farblosung und durch den Zusatz von PBS erreicht wurde,
erfolgte das Aufziehen der frei flottierenden Schnitte auf Objekttrager. Der Vorgang
endete mit einer Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol und der

anschlieenden Eindeckelung mit Entellan® (Merck, Darmstadt, Deutschland).

2.9.2.2 Stereologische Auswertung der nigralen Serien

Die Auswertung der nigralen Serien wurde mit der Stereo-Investigator-Software
durchgefiihrt. Um Strukturen eines bestimmten Organs oder einer bestimmten Region
vollstdndig und zeitlich effizient dreidimensional quantifizieren zu konnen, wird das
Prinzip der Stereologie seit den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts genutzt [75] Durch
reprasentative  Gewebeschnitte wird unter Beriicksichtigung der Schrumpfung des
Gewebes durch Dehydrierung und Fixierung die tatsdchliche Zellzahl von der o.g.
Software berechnet. Ein Nachteil des Verfahrens besteht im “bias” des Untersuchers, der
die zu quantifizierenden Strukturen bestimmt. Dieser kann nie ganz vermieden werden,
auch wenn wie in dieser Studie, die Auswertung verblindet erfolgt. Zudem k&nnen
Deformititen und Artefakte erhohen nie vollstindig ausgeschlossen werden, bzw. in
Berechnung einflieBen [75]. Die ermittelte Zellzahl wird als “estimated cell number”

bezeichnet. Trotz Eliminierung systemischer Fehler kann die ermittelte Zellzahl nicht
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exakt der tatsdchlichen Anzahl entsprechen.

Jeder achte Schnitt der je Tier zu untersuchenden SNc¢ wurde ausgewertet. Die Dicke
eines Schnittes belduft sich auf 20 pum. So wurden von jedem Tier 12-14 Schnitte
stereologisch [62] ausgewertet. Da wie erldutert, Léision und Stimulation, bzw.
Scheinstimulation unilateral erfolgten, wurden je Gehirnhélfte unterschiedliche Verfahren
der Auswertung vorgenommen. Auf der nicht-ladierten Seite erfolgte die Zahlung mit
dem Optical Fractionator der Stereo-Investigator-Software (MicroBrightField). Hierbei
werden im Vorfeld die Parameter der Auswertung festgelegt, um eine moglichst genaue
Hochrechnung zur realen Zellzahl zu erzielen. Nach einigen Testdurchldufen legten wir
die Framegrofle auf 80x70 um fest, die Gridsize (,,Rastergrofle), d.h. Der Abstand
zwischen den Counting Frames (,,Zdhlrahmen®) , die iiber die auszuwertende Fliche
gelegt werden, auf 150x150 um. In den vorherigen Studie wurde ein Frame von 80x60
pum mit einer Gridsize von 200x150 um in Anlehnung an die Studie von Maesawa et al.
[60]. Wir modifizierten die Parameter wie beschrieben, da so der CE (coefficient of error)
auf einen Wert von weniger als 0,5 verringert werden konnte. Zuvor wurde die
auszuwertende Fliche vom Auswertenden festgelegt. Die Grenzen der SNc pars
compacta wurden in jeder Sektion neu festgelegt, da sich derr Verlauf der SNc von
rostral von kaudal verdndert [76]. Es wurde ein Leica DMRA-Mikroskop, gemeinsam mit
einer 3-CCD-Kamera (Hitachi C20A) zur Ubertragung des Bildes benutzt. Zunichst
wurde die TH-positiven, mit Nissl, also einem neuronenspezifischen Marker,
gegengefirbten Schnitten ausgewertet. Hierbei werden von der Software die Counting
Frames (,,Zdhlrahmen®) vorgegeben, anhand derer oben und rechts angrenzende, bzw.
innerhalb liegende Zellen mit einem Marker versehen und so quantifiziert werden.
AuBerhalb der linken und unteren Grenze liegende Neurone wurden nicht gezédhlt. Im
Anschluss erfolgt die computerbasierte Hochrechnung auf die reale Zellzahl im Sinne
einer “estimated cell number”. Die TH-positiven Neurone stellten sich im Zytoplasma
schwarz mit violett gegengefdrbtem Hintergrund dar. Zur Ermittlung der realen Zellzahl

durch den Optical Fractionator werden drei Formeln benétigt:
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1. Vene=S*t*b
2. Vp=a*t*d
3. N=Vgne(n/Vp)

Formel 1) ergibt das Volumen der gesamten Snc. ,,S“ steht hierbei fiir die Summe der
SNC-Flachen, ,,t* steht fiir die Schnittdicke, ,,b* steht flir die Anzahl der ausgewerteten
Schnitte zwischen denen, die ausgewertet werden. Wir bemallen die Schnittdicke mit 8

pm aufgrund von Methodik-bedingter Schrumpfung [62]

Formel 2) gibt das Volumen aller Zéhlrahmen wider. Dies ist notwendig, um die
Zelldichte zu errechnen. Mit ,,a* wird die Flidche des Frames bezeichnet (80*70 um=5600
um), ,,t“ steht fiir die Schnittdicke und ,,d* fiir die Anzahl der Frames.

Formel 3) errechnet die Anzahl der TH-positiven Neurone der SNC. ,,n* ist die Anzahl
der Zellen in allen Counting Frames. Dieser Wert geteilt durch das Frame-Volumen
ergibt die Zelldichte, die wiederum zur Errechnung der totalen Zellzahl gemeinsam mit

dem SNc-Volumen dient.

Bei Auswertung der lddierten, linken Seite kam der Optical Fractionator nicht zum
Einsatz. Fldche und Zellzahl der SNc sind auf dieser Seite erwartungsgemill ausgediinnt.
Daher erfolgte die Zéhlung manuell. Zum Vergleich beider Seiten wurde eine Tabelle
erstellt, in der nach demselben Verfahren die absolute Zellzahl, Volumen der SNc etc.

errechnet wurde.

2.9.3 Tyrosinhydroxylase-Densitometrie des posterolateralen Striatums

Anhand densitometrischer Messungen der striatalen Tyrosinhydroxylase kann der Effekt

der DBS auf die striatale Dopamintransmission abgeleitet werden. Die densitometrischen

Messungen wurden mit der MCID Core Digital Analysis Software durchgefiihrt. Hierbei
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wird die ,,relative optical density* (ROD), sowie die ,,integrated optical densitiy* (DENS)
der Zielregionen gemessen. Drei bis sieben Schnitte je Tier wurden verwendet. Die
Lichtintensitdt wéihrend der Messung betrug 170 Lux. Die Schnitte wurden einzeln
gerade auf dem Densitometertisch platziert, die Kamera so eingestellt, dass der gesamte
Schnitt sichtbar und scharf gestellt ist. Messungen erfolgten im Striatum, im Corpus
Callosum. Die ,,integrated optical density* wird in Graustufen auf einer Intensitdtsskala
von schwarz = 0 bit bis weill = 255 bit angegeben. TH wurde bei 12 bit gemessen.
Ermittelt wurden, wie erlautert, jeweils ROD, DENS und die Standardabweichung und
verglichen. Die Ergebnisse der Analyse wurden in eine Excel-Tabelle konvertiert und die

,mean density* errechnet.

2.10. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung des substanzinduzierten Rotationsverhaltens nach 6-OHDA-
Lision erfolgte flir alle Gruppen im Rahmen einer Varianzanalyse durch einen one way
ANOVA Test. Die Auswertung der Ratio der TH-immunreaktiven Zellen in % fiir alle
Gruppen, sowie der Vergleich der totalen TH-positiven Zellzahl und der striatalen TH-
Faserdichte erfolgte ebenfalls mit einem one way ANOVA Test. Statistisch signifikante
Unterschiede wurden mit einem nachfolgenden post-hoc Student-Newman-Keuls-Test
ermittelt. Alle Ergebnisse sind folgend als Mittelwert mit Standarderror of Mean (=SEM)
dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Einschlusskriterien

Einschlusskriterien der vorgestellten Studie waren die histologisch iiberpriifte korrekte
Elektrodenposition sowie eine Depletion dopaminerger Neurone der SNc von mindestens

60%.

3.2 Amphetamininduziertes Rotationsverhalten

Enstsprechend  des  6-OHDA-Parkinsonmodells ~ wurde @ am  Ende  des
Beobachtungszeitraumes am Tag vor der Tdtung erneut das Amphetamininduzierte
Rotationsverhalten der jeweiligen Gruppen iiber 60 min nach intraperitonealer Injektion
von 2.725mg/kg Amphetamin getestet. Gezdhlt wurden die ipsiversiven Rotationen
(Umdrehungen pro Minute: U/min). Vergleich pra-OHDA vs. post-OHDA zeigte
sich kein gruppeninterner Unterschied. In der STN-naiv-Gruppe wurden 12,866 =+
1,728 ipsiversive Rotationen in der Minute gezéhlt, in der STN-DBS-Gruppe 13,088 +
1,628 und in der Early-stim-Gruppe 13,335 £ 2,875.
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Anphetamin-induziertes Rotationsverhalten
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Abb. 7: Anzahl der Amphetamin-induzierten ipsiversiven Nettorotationen, dargestellt als
Differenz pra-6-OHDA (entspricht Status vor OP) vs. post-6-OHDA (entspricht Status am Ende

des Beobachtungszeitraums) ohne Nachweis gruppeninterner Unterschiede.
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3.3. Histologische Auswertung

Es wurden die Tiere fiir die histologische Aufarbeitung ausgewdihlt, die entsprechend der
klinischen Situation einen neuronalen Zellverlust von mindestens 60% auf der
ladierten Seite aufweisen [77]. Es wurde eine Tyrosinhydroxylase-Férbung mit diesen
Schnitten durchgefiihrt. Das Enzym Tyrosinhydroxylase wurde wie beschrieben
in den vorhergehenden Studien [62,78] als Markerenzym fiir neuronale
Stoffwechselakitivitit und damit dem moglichen Uberleben in der Substantia

nigra pars compacta herangezogen.

ladiert nicht-ladiert

Kontrolle

DBS

Abb. 8: Tyrosinhydroxylase-immunreaktive Neurone der Snc mit Nissl-Gegenfirbung



3.3.1 Stereologisch basierte Zellzdhlung Tyrosinhydroxylase-
immunreaktiver Neurone der SNc¢

a) Analyse der Uberlebensrate anhand des phinotypischen Markers TH
aller Gruppen

Hier wurde der Effekt der STN-DBS auf die Expressionsrate der des
phianotypischen Markers TH untersucht. Die Ratio der TH-immunreaktiven
dopaminergen Neurone der lddierten Seite zur intakten Seite wurde in allen Gruppen
verglichen. Es zeigt sich eine statistisch signifikant erhohte Ratio in der STN-DBS
(31,031% =+ 3,759%) und in der Early-Stim-Gruppe (30,265% <+ 0,901%)
verglichen mit der naiven Kontrollgruppe (19,535% =+ 1,970%), p>0,05. Zwischen

den beiden Behandlungsgruppen zwigte sich kein Unterschied.
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Uberlebensraten nigraler Dopaminneurone
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Abb. 9: Anteilsverhiltnis isoliert TH-ir positiver nigraler Dopaminneurone in der ipsilateral zur
6-OHDA Lésion gelegenen Substantia nigra compacta (SNc¢) -ausgedriickt in Prozent zur
Gegenseite (kontralaterale SNc)- mit Nachweis signifikant erhohter 7H-ir Ratios (*) sowohl in
der Gruppe der im Intervall STN-stimulierten (STN-DBS) als auch in der Gruppe der friihzeitig
STN-stimulierten (Early-Stim) Ratten im Vergleich zu STN naiven Kontrollen (STN naiv) (*
p<0.05). Innerhalb der Behandlungsgruppen (STN-DBS Vs. Early-Stim) zeigten sich dagegen

keine Unterschiede.
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b) Vergleich der totalen Anzahl T H-immunreaktiver Zellen aller G
ruppen

Sowohl in der Early-Stim- als auch in der STN-DBS-Gruppe ergab die Quantifikation der
absoluten Zahlen der isoliert TH-immunreaktiven Neurone der SNc der lddierten Seiten
von 4002,000 + 247,707, bzw. 3770,286 + 487,681 eine signifikant erhohte Anzahl im
Vergleich zur totalen Zellzahl der Kontrollgruppe von 2038,667 + 220,626 (p < 0,05).
Dartiiber hinaus zeigte sich auf der jeweils nicht ladierten Seite eine signifikante Zellzahl
kontralateral zur Stimulation. Diese Unterschiede waren virtuell ersichtlich, nicht
aber statistisch signifikant (siehe Abbildung X). Die Spezifizierung einer TH-
immunreaktiven Zelle als Neuron basierte auf der Neuronen-spezifischen Nissi-

Gegenfarbung.
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Absolute Zellzahl nigraler TH-ir pos. Dopaminneurone
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Abb. 10: Absolute Zellzahlen isoliert TH-ir positiver nigraler Dopaminneurone mit Nachweis
einer signifikant erhohten Priaservation des dopaminergen Phanotyps (*) auf der jeweils lddierten
Seite in den Gruppen der im Intervall STN-stimulierten (STN-DBS) und der frithzeitig STN-
stimulierten (Early-Stim) Ratten im Vergleich zu STN naiven Kontrollen (STN naiv) (* p<0.05).
Dariiber hinaus zeigte sich bei den STN-stimulierten Tieren (unabhingig vom STN-DBS
Paradigma) auch eine signifikant erhohte Zellzahl TH-ir positiver Neurone (§) in der kontralateral
zur 6-OHDA Lision bzw. STN-DBS gelegenen SNc (§ p<0.05).
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3.4. Tyrosinhydroxylase-Densitometrie des dorsolateralen
Striatum

Mit der TH-Fiarbung wurde Stoffwechselaktivitit und Vitalitdt der nigralen Neurone
quantifiziert. Der Untergang nigraler Zellen stellt wie erldutert, den Ursprung des
Symptomenkomplexes des IPS dar. Erginzend ist es sinnvoll, Tyrosynhodroxylase-
Dichte in den Axonterminalen der nigralen Neurone zu evaluieren (Kupsch et al. 1996).
Deshalb wurde mittels Densitometrie die Tyrosinhydroxylase in Striatum und Putamen
gemessen. Die striatale TH-Faserdichte in der STN naiv-Gruppe betrdgt 0,0762 +
0,00853, in der STN-DBS-Gruppe 0,0983 + 0,00778 In der Early Stim-Gruppe wurde
eine weit hohereTH-Dichte von 0,184 + 0,0253 ermittelt. Verglichen mit STN naiv und
STN-DBS ist dieser Unterschied statistisch signifikant (p < 0,05). Dies kann als Hinweis

auf eine erhohte dopaminerge Transmission im Striatum gewertet werden [78].
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Abb. 11: Densitometrische Analyse der TH-ir positiven Fasern im dorsolateralen
Striatum mit Nachweis einer signifikant erhdhten TH Fiber Density (*) in der Gruppe der
frithzeitig STN-stimulierten Ratten (Early-Stim) im Vergleich zu STN naiven Kontrollen
(STN naiv) und im Intervall STN-stimulierten (STN-DBS) Tieren. (* p<0.05).
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4. Diskussion

Die vorgestellte Studie zielte darauf ab, mogliche neuroprotektive Auswirkungen zweier
unteschiedlicher ~ Paradigmen der STN-DBS in der SNc¢ anhand des
Surrogatmarkers Tyrosinhydroxylase und striataler Densitometrie nachzuweisen. Die

Auswertung der erhobenen Ergebnisse ldsst drei Kernaussagen zu:

1. Unabhédngig vom DBS-Paradigma (Early-Stim. vs. STN-DBS) hat die STN-DBS

einen neuroprotektiven Effekt auf den nigralen dopaminergen Phinotyp.

2. Eine erhohte Priaservation TH-immunreaktiver Axonterminalen im Striatum nach

Early-Stim-DBS.

3. In den Verhaltenstest lieB sich keine funktionelle Korrelation mit den o.g.

Ergebnissen nachweisen.

4. 1. Amphetamininduzierte Rotation

Das Rotationsmodell nach Ungerstedt im 6-ODHA-Parkinsonmodell der Ratte ist ein
etabliertes Instrument zum intravitalen Nachweis der selektiven Lésion dopaminerger
Neurone in der SNc nach unilateraler 6-OHDA-Lésion, wobei insbesondere das Ausmal
der nigralen Lésion bzw. der Dopamindepletion mit der Anzahl der Rotationen korreliert
[67]. Durchschnittlich wurden 5 bis 16 Rotationen pro Minute in dieser Studie gemessen.
Somit zeigt sich, dass Ausmall (mindestens 60% nigrale Zelldepletion) in etablierter
Weise erfolgt sind. Zwischen der DBS- Kontroll- und Early Stim-Gruppe zeigt sich
dabei kein Unterschied. In der Maesawa-Studie, in der formal ebenfalls ein Early-Stim-
Paradigma gewihlt wurde, konnte nach Stimulation im Rotationstest eine motorische

Verbesserung nachgwiesen werden. Da Maesawa bei allen Tieren unmittelbar post-
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lesionem die Stimulation initiierte, war das Ausmal} der nigralen Lision gering, bzw. die
Priservationsrate in der STN-DBS-Gruppe entsprechend gering. In dieser Studie war die
Priaservation TH-immunreaktiver Terminalen nicht mit einer Modulation der Rotation
assoziiert. ~ Moglicherweise =~ wurde  bei  unilateraler  Lésion  durch  die
Amphetaminverabreichung ein so genannter “Ceiling-Effekt” erreicht, der keine
Differenzierung zwischen den stimulierten Gruppen erlaubt [62]. Tronci et al.
Untersuchten in einer 2012 verdffentlichten Studie die Korrelation von L-DOPA
induzierten Dyskinesien mit Amphetamininduziertem Rotationsverhalten bei 312 6-
OHDA-behandelten Ratten. Diese konnte nicht festgestellt werden. Es zeigte sich zudem
keine Korrelation zwischen Amphetaminrotation und der Anzahl TH-positiver Zellen in
der ladierten Seite der SNc. Die Autoren bewerteten die Amphetaminrotation als

schwachen Prédiktor fiir den Erfolg der 6-OHDA-Lésion [79].

4.2. Verhaltenseffekte nach tiefer Hirnstimulation

In beiden DBS-Gruppen lieBBen sich repetetive motorische Entduflerungen im Sinne von
Kau- und Schmatzbewegungen, Bewegung des Vorderlaufes (s.g. ,,paw waving*) und
kontralaterale Rotationen beobachten. In der Arbeit von Harnack et al. 2004 wurden diese
Beobachtungen ausfiihrlich diskutiert [78]. Damals wie heute ist es schwierig, bei nach
wie vor spirlicher Dokumentation von post-DBS-Bewegungsmustern diese zu
interpretieren und zu evaluieren. 1997 beobachteten Beurrier et al. eine Art
Hemiballismus nach STN-HFS bei Affen [80]. Limousin et al. berichtete 1997 von DBS-
induzierten Dyskinesien, die von den Stimulationsparametern abhéngig waren [81]. Im
klinischen Alltag lassen sich vereinzelt Dyskinesien ballistische Bewegungsmuster und
Hyperkinesien beobachten [82]. Diese Verhaltenseffekte wurden in dieser Studie jedoch
nicht systematisch untersucht, so dass hinsichtlich eines neuroprotektiven Effektes keine

Aussage moglich ist.
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4.3. Effekte der implantierten Elektrode im umgebenden
Gewebe

Inwiefern die Elektrodeninsertion rein mechanisch Einfluss auf die Mechanismen der
DBS hat, soll im folgenden erortert werden. Mikroskopisch zeigten sich keine auffélligen
Gewebsverdnderungen bis auf einzelne ,Zellschrumpfungen® unmittelbar um die
Elektrode. Einschrinkend muss erwdhnt werden, dass im Rahmen des experimentellen
Ansatzes keine Fiarbung explizit zur Evaluierung einer inflammatorischen Reaktion
durchgefiihrt wurde. In einer 2000 veroffentlichten Studie von Haberler et al. wurden die
Gehirne von acht Parkinsonpatienten histologisch untersucht, die DBS fiir einen Zeitraum
bis zu 70 Monaten erhalten haben. Es wurden neben einer milden Gliose keine relevanten
Gewebsverdnderungen festgestellt [82]. Auch Burbaud et al. stellten 2002 bei einem
Patienten postmortal geringe Gewebsverletzung fest und leiteten daraus insgesamt
geringe Effekte der Elektrode auf das umgebende Gewebe ab [83]. Hirshler et al. stellten
2010 anhand von [(3)H]PK11195, einem Marker fiir aktivierte Mikroglia eine
Inflammationsreaktion, striatal und nigral, jedoch in gréBerer Ausbreitung in kortikalen
Regionen nach STN-DBS, fest [84]. Zudem =zeigten sich nach dem s.g. ,,Object
Recognition Test* kognitive Defizite auch bei denjenigen Tieren, die ohne Stimulation

lediglich eine Elektrode erhalten hatten.

4.4. Nigrale Neuroprotektion und Neuromodulation

In dieser Arbeit sollten mogliche neuroprotektive Effekte der STN-DBS auf dopaminerge
nigrale Neurone anhand des Surrogatmarkers TH im nigro-striatalen dopaminergen
System untersucht werden. Unsere Ergebnisse, wie auch die der Vorgédngerstudie, stiitzen
diese These. In dieser Arbeit lieen sich der Gruppe der chronisch stimulierten Tiere eine
Priservation von 31% TH-positive Zellen in der SNc der lddierten Seite, verglichen mit

der intakten Seite, nachweisen. Die akut stimulierte Gruppe wies 30% TH-positive Zellen
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auf. In der Kontrollgruppe lieBen sich 19% TH-immunreaktive Neurone auf der lddierten
Seite quantifizieren. Auch die Quantifizierung der totalen Anzahl der TH-
immunreaktiven Neurone zeigte eine signifikant erhohte Anzahl auf den ladierten Seiten
der stimulierten Tiere. Harnack zeigte 2002 einen signifikanten extrazelluliren Anstieg
der Dopaminmetabolite DOPAC und HVA nach DBS [85], Meissner konnte 2003 eine
erhohte Aktivitdit dopaminerger Neurone mit Hinweisen auf eine vermehrte
Genexpression dopaminerger Zellen nachweisen [86]. Wie bereits erldutert, zeigten
Maesawa et al. 2004 mogliches neuronales Uberleben anhand der TH-Quantifizierung
von 85% nach akuter Stimulation (siehe oben), die mit dem hier angewendeten Early-
Stim-Design vergleichbar ist [60]. In der Maesawa-Studie wurde jedoch im Gegensatz zu
dieser Studie monopolar stimuliert. Harnack und Jira konnten 2008 neuronales
Zelliiberleben anhand des Nachweises von TH von 50% nach chronischer Stimulation
zeigen [62]. Auch in dieser Studie konnten Hinweise fiir protektive Effekte auf
dopaminerge Neuronen durch akute und chronische DBS im Vergleich zur
Kontrollgruppe objektiviert werden. Hier ist es zum einen sinnvoll, die unterschiedlichen
Effekte von akuter und chronischer Stimulation zu betrachten, um letztlich Hinweise fiir
eine Optimierung von Dauer und Stirke der Stimulation in der klinischen Situation
ableiten zu konnen. 2014 wurde eine Studie von He et al. verdffentlicht. Auch hier
wurde das 6-OHDA-Parkinsonmodell angewandt und STN-DBS im Hinblick auf die
Verbesserung motorischer Symptome und Dopaminfreisetzung im Striatum beleuchtet.
Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Anstieg des extrazellulairen Dopamin, sowie
eine Induktion der Dopaminfreisetzung im Striatum normal und partial 6-OHDA-
ladierter Ratten. Interessanterweise zeigte sich hier keine erhohte Anzahl TH-positiver
Zellen in der SNc, wihrend die TH-Expression in der SNc signifikant erhoht war
verglichen mit der Kontrollgruppe. Dies wurde als Beleg einer gesteigerten striatalen
Dopaminfreisetzung durch Modulierung der TH-Expression bei fehlendem
neuroprotektiven Effekt auf nigrale dopaminerge Neurone interpretiert [87]. In unserer

Studie lieB sich in der DBS-Gruppe ein statistisch signifikanter hoherer Anteil TH-
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positiver Zellen in der lddierten SNc feststellen. Dies konnte als Hinweis fiir
Neuroprotektion, auch im Kontext mit den Vorgédngerstudien, betrachtet werden. In der
He-Studie wurden Dauer und Stirke der Stimulation nicht beschrieben, was einen
direkten Vergleich erschwert. Dennoch ldsst sich nachweisen, dass sich STN-DBS
protektiv auf dopaminerge Zellen auswirkt. Betrachtet man nun die Ergebnisse der TH-
Quantifizierung (31%) gemeinsam mit der striatalen TH-Densitometrie (16% Early
Stim), durch die sich ein erhdhter Dopaminturnover im Striatum nachweisen ldsst, so
liegt die Annahme nahe, dass STN-DBS eine Induktion der TH zur Folge hat mit
vermehrte TH-Immunreaktivitidt im Striatum bei unverdndertem Dopaminmetabolismus.
Die Gruppe um Henning et al. Veroffentlichte 2007 eine im Design mit der unseren
vergleichbare Studie. Nach der Lésion wurde eine statistisch signifikante
Downregulierung von TH-mRNA beobachtet. In der DBS-Gruppe lie3 sich ebenfalls eine
erhohte Anzahl TH-positiver Neurone nachweisen. So liegt die Annahme nahe, dass einer
DBS-induzierte Upregulation von TH in der SNc eine STN-modulierte Projektion via
nigraler Projektionsbahn zugrunde liegt. Diese Ergebnisse stlitzen sowohl unsere
Hypothese des Nachweises nigraler Neuroprotektion durch TH-Quantifizierung, als auch
die Hypothese des erhohten Dopaminmetabolismus durch STN-DBS ermittelt durch die
striatale TH-Densitomtrie. Weiterhin beobachteten Henning et al. eine Downregulation
von Calcium-und Calmodulin-abhingigen Proteinkinasen Typ IIA und Homerl, welche
zu einer reduzierten Empfindlichkeit gegeniiber Glutamat in den STN-nachgeschalteten
Basalganglien flihren konnten [88]. Nimmt man also an, dass die Quantifizierung nigraler
TH auf der 6-OHDA-lddierten Seite den Nachweis von Neuroprotektion durch DBS
erbringen kann, wird diese These durch die Ergebnisse der stimulierten Gruppen gestiitzt.
Denkbar wire also sowohl ein neuromodulatorischer als auch ein tatsdchlich
neuroprotektiver Effekt durch DBS. Auf einen moglichen, klinisch nach unilateraler
Stimulation beobachteten Effekt der Stimulation auf die kontralaterale Seite weisen auch
unsere Ergebnisse hin. Dennoch stellt sich die Frage, ob ein TH-positives Neuron ein

tatsdchlich vitales Neuron ist. Grundsétzlich besteht die hierbei Moglichkeit, dass es sich
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bei der im Zellsoma nachgewiesenen TH lediglich um ein Residuum
des Dopaminmetabolismus handelt. In vorangegangenen Studien, besonders bei
Maesawa et al. 2004, zeigten sich zwar signifikante Unterschiede zwischen
DBS- und Kontrollgruppe, dennoch kann die Aussage, dass es sich bei den
quantifizierten TH-positven Zellen um intakte funktionale nigrale Neurone handelt,
nicht einwandfrei getroffen werden. Im Rahmen dieser Studie wird eine
erginzend durchgefiihrte Quantifizierung der Kolokalisation von TH und NeuN in der
SNc durchgefiihrt werden. Hiermit kann ein vitales Neuron exakt spezifiziert. Zudem
kann eine Unterscheidung getroffen werden, ob ein 6-OHDA-liddiertes nigrales
dopaminerges Neuron nach DBS lediglich residuellen Stoffwechsel betreibt oder

tatsiachlich vital ist.

4.5. TH-Immunreaktivitat

In unserer Studie Studie wurde nach Quantifizierung TH-positiver und damit
stoffwechselaktiver Zellen der SNc mittels einer TH-Féarbung vorgenommen. Nach
wie vor wird die TH-Farbung, wie erldutert, hierzu in zahlreichen Studien verwendet.
Jedoch weisen nicht nur Neurone TH-Immunreaktivitit auf, sondern auch Gliazellen.
Virgone-Calotta et al. zeigten 2013 zeigte eine Modulation von 6-OHDA-l4dierten SN-
Neuronen durch Gliazellen. Gliazellen und Neurone in der SN interagieren auf
besondere Weise miteinander, bis hin zur Penetration von Neuronen durch Gliazellen.
Als Resultat zeigte sich, dass es 40% der TH-positiven Neurone gliése Inklusionen
aufwiesen [89]. Es muss zudem erwidhnt werden, dass in unserer Studie auch VTA-
Neurone TH- immunreaktiv waren, die auf motorische Abldufe keinen Einfluss haben,
sondern eine wesentliche Rolle in der Entstehung der Parkinson-assoziierten Depression

spielen [90].
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5. Klinische Relevanz

Die Tiefe Hirnstimulation wurde im Laufe der letzten Jahrzehnte zu einer wichtigen
Therapieoption des fortgeschrittenen Idiopathischen Parkinsonsyndrom, bzw. M.
Parkinson etabliert. Die einzelnen Komponenten der Wirksamkeit wurden, wie zuvor
aufgezeigt, in zahlreichen Studien untersucht. Bis heute bleibt der unklar, welche
Mechanismen tatsidchlich die Symptomverbesserung fiir den Patienten bewirken. Wie
erldutert, bewirkt vor allem die Erregung glutamaterger afferenter Axone des STN die
Verbesserung von motorischen Symptomen. Der Vorteil der DBS gegeniiber der
(stereotaktischen) Subthalamotomie besteht in der Reversibilitidt des Eingriffs und der
Moglichkeit, Stromstirke und Amplitude zu variieren. Der Eingriff als solches ist -wie
jede Operation- mit Risiken verbunden. Tiermodelle wie das angewandte 6-OHDA-
Liasionsmodell nach Ungerstedt ermoglichen die genaue Untersuchung der Mechanismen
dopaminerger Neurodegeneration, sowie neuronaler und klinischer Reaktion auf die
DBS. In vielen Vorgingerstudien, wie auch in der hier vorgestellten, lassen sich anhand
immunhistologischer Darstellung und Quantifizierung neuroprotektive Effekte ableiten.
Welche Mechanismen dies zu Folge haben bleibt weiterhin ungeklirt. Eine Option, die
DBS perspektivisch besser und effizienter zu machen, konnte eine s.g. ,,Coordinated
Reset“-Stimulation sein. Dies bedeutet, dass kein durch die Elektrodenkontakte
iiberlappendes Stimulationsfeld erzeugt wird, sonder eines um jeden einzelnen
Elektrodenkontakt. Im Tierversuch lief3 sich so eine verldngerte Wirkungsdauer der DBS,
verglichen mit der bisher verwandten Methode, erzielen [91]. Interessant ist weiterhin die
Idee einer ,,Closed-Loop-Stimulation®. Hier sind besitzt der Stimulator die Eigenschatft,

die lokalen Feldpotentiale des Stimulationsortes zu messen und entsprechend die
Stimulation zu modulieren. Auch hier konnten deutlich lingere Effekte der DBS
aufgezeigt werden [92]. Eine Weiterentwicklung der Stimulationselektroden konnte das
perioperative Procedere erleichtern. Beispielsweise mit ,,Current Steering®-Elektroden,

durch die die Stimulation des entsprechenden Targets auch dann gewihrleistet wird,
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wenn die Elektrode nicht exakt im Zentrum platziert werden konnte [93]. Weitere
Studien, die Wirkmechanismen der DBS aufzukldren werden notwendig sein. Hierbei
missen vermehrt Langzeitstudien zum Einsatz kommen, da es viele Untersuchungen zu
kurz- und mittelfristigen Verdnderungen nach DBS gibt, jedoch kaum zu den
Langzeiteffekten, die ja fiir den Patienten relevant sind. Man muss sich natiirlich sich die
Frage stellen, inwieweit sich tiberhaupt Tiermodelle, die den zeitlichen Verlauf der
Parkinsonerkrankung imitieren konnen, auf die Situation der betroffenen Patienten
iibertragen ldsst. Im Hinblick auf weitere Untersuchungen zur Langzeitstimulation wird
das 6-OHDA-Modell sicherlich nicht mehr ohne Weiteres anwendbar sein. Weiterhin
sollten vermehrt die Auswirkungen der DBS auf die emotionale Balance der Patienten
untersucht werden. Das Verfahren der tiefen Hirnstimulation wird heutzutage 1dngst nicht
mehr nur zur Therapie von Bewegungsstorungen angewandt, sondern auch zur
Behandlung der therapierefraktiren Depression. Weltweit werden  weitere
Anwendungsmoglichkeiten untersucht, beispielsweise bei Schizophrenie, Autismus und
Anorexia nervosa. In dieser Studie konnten neuroprotektive Effekte nach STN-DBS auf
zelluldrer Ebene nachgewiesen werden. Damit wurden die Resultate der Vorgéingerstudie
bestdtigt. In etlichen weiteren Studien der letzten Jahre wurde nigrale Neuroprotektion
durch STN-DBS untersucht. Eine doppelimmunhistochemische Féarbung zur
Kolokalisation von TH und NeuN zum Nachweis der neuronalen Vitalitit durchgefiihrt.
Diese Ergebnisse werden derzeit zur Verdffentlichung komplettiert. In kiinftigen Studien
sollte sowohl die Untersuchung unterschiedlicher Stimulationsparadigmen, als auch
weitere immunhistochemische Methoden zum Nachweis nigraler dopminerger

Praservation im Fokus stehen.
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