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1. Abstrakt

Einleitung: Das idiopathische Parkinson-Syndrom (IPS) ist eine chronisch progrediente
Erkrankung, die durch Degeneration dopaminerger Neurone in der Substantia nigra pars
compacta gekennzeichnet ist. Der resultierende Dopamin-Mangel gilt als Ursache der
motorischen Symptome der Erkrankung. Therapeutisch kommen unter anderem das
Dopamin-Vorlaufermolekill Levodopa und Dopamin-Agonisten zum Einsatz, wobei
Levodopa eine bessere klinische Wirksamkeit bei gleichzeitig hoherer Rate motorischer
Nebenwirkungen zeigt. Zunehmend findet auch die elektrische Tiefenhirnstimulation des
Nucleus subthalamicus (STN) Anwendung. Die hierfur implantierten Elektroden ermdéglichen
gleichzeitig die Ableitung elektrophysiologischer Signale und damit eine Erforschung
krankheitstypischer Veranderungen. Analog zu tierexperimentellen Daten mehren sich die
Nachweise abnorm gesteigerter Oszillationen im Beta-Frequenzbereich (13 - 30 Hz) in der
Motorkortex-Basalganglien-Schleife, die als ursachlich fur Rigor und Akinesie diskutiert
werden. Daneben werden unter Therapie vermehrt Oszillationen im Gamma-Band (35 - 100
Hz) beobachtet, die moglicherweise den therapeutischen Effekt mit vermitteln, aber auch an
der Entstehung von Dyskinesien beteiligt sein konnten.

Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt von Levodopa mit dem des Dopamin-Agonisten
Apomorphin auf Oszillationen in diesen beiden Frequenzbandern zu vergleichen. Dabei
sollten einerseits elektrophysiologische Korrelate der klinischen Wirksamkeit und des
Nebenwirkungsprofils gefunden und andererseits die funktionelle Bedeutung von Beta- und
Gamma-Oszillationen weiter untersucht werden.

Methodik: Hierfir wurde das unilaterale 6-Hydroxydopamin Modell des IPS der Ratte
genutzt und mit Dopamin-intakten Kontrollen verglichen. Es wurden elektrophysiologische
in-vivo Ableitungen simultan im priméren Motorkortex (M1), dem STN und der Substantia
nigra pars reticulata (SNr) durchgefiihrt, zunéchst ohne medikamenttse Beeinflussung gefolgt
von Messungen unter steigenden Dosen dopaminerger Medikation.

Ergebnisse: Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Levodopa das Oszillationsmuster im
kortiko-subkortikalen Netzwerk stérker beeinflusst als Apomorphin. Beta-Oszillationen
werden in allen drei untersuchten Strukturen durch Levodopa supprimiert, wéhrend sich unter
Apomorphin nur fur den STN ein signifikanter und dabei schwéacherer Effekt findet. In den
Basalganglien und vor allem im M1 Dopamin-depletierter Tiere ist der Anstieg von
Gamma-Oszillationen unter Levodopa deutlich ausgepréagter als unter Einfluss von

Apomorphin.



In Dopamin-intakten Kontrollen wurde keine signifikante Zunahme der Gamma-Synchronisation
im M1 gefunden, wahrend dies in den untersuchten Basalganglienkernen der Fall war.

Fazit: Unsere Daten liefern ein elektrophysiologisches Korrelat und damit eine mdgliche
Erklarung fir die bessere klinische Wirksamkeit sowie fiir einen Teil des Nebenwirkungsprofils
von Levodopa gegentiber dem Dopamin-Agonisten Apomorphin. Die stirkere Suppression der
Beta-Aktivitat zusammen mit der Steigerung der Gamma-Aktivitat konnte fir den deutlicheren
prokinetischen Effekt verantwortlich sein. Gleichzeitig konnte die Uberméllige Zunahme von

Gamma-Oszillationen im M1 die Entstehung von Dyskinesien bedingen.

Abstract

Introduction: Parkinson’s disease (PD) is a chronic progressive disease marked by a
degeneration of dopaminergic neurons in the substantia nigra. The resulting lack of dopamine
leads to the motor symptoms of PD. The dopamine precursor levodopa and dopamine agonists
are used as therapeutic agents, while levodopa displays a higher clinical efficacy together with
more pronounced motoric side effects. Furthermore, Deep Brain Stimulation of the subthalamic
nucleus (STN) provides an excellent option for symptom control alongside with the possibility to
record electrophysiological activity and study PD typical modifications. Converging evidence
suggests that abnormally enhanced oscillations in the beta frequency range in the cortico-basal
ganglia circuit might lead to akinesia and rigidity in PD. Following dopaminergic therapy or
DBS an increase of oscillations in the gamma range has been described, arguably promoting the
therapeutic effect. However, exaggerated gamma activity has also been linked to dyskinesia.
This study aimed at comparing the efficiency of levodopa and apomorphine, a dopamine agonist,
to modulate beta and gamma oscillations. The first target was to identify electrophysiological
correlates of their clinical efficacy and profile of side effects. Secondly, we aimed to further
clarify the functional role of beta and gamma oscillations in motor processing.

Methods: We used the unilateral 6-hydroxydopamine rodent model of PD, comparing it with
dopamine-intact controls. Simultaneous electrophysiological recordings of the primary motor
cortex (M1), the STN and the reticulate part of the substantia nigra (SNr) were performed, first
under drug free baseline conditions, followed by increasing doses of dopaminergic medication.
Results: Our data indicate that levodopa has a higher potency to modulate oscillatory activity in
the cortico-basal ganglia circuit loop. After levodopa administration beta oscillations are

suppressed in all recorded structures. Apomorphine affects beta activity in the STN only, whilst
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still to a lesser extent. In all examined targets but foremost in the M1 of dopamine-depleted
animals the increase of gamma activity was more pronounced after levodopa. In dopamine-intact
controls we found an enhancement of gamma oscillations after levodopa injection only in the
basal ganglia but not in the ML1.

Conclusion: These results provide an electrophysiological correlate and hence a possible
explanation for the superior clinical efficacy of levodopa as well as for some of its side effects.
Stronger suppression of beta activity together with a bigger increase of gamma synchronization
might underlie the more pronounced prokinetic effect. However, exaggerated cortical gamma

activity might be accountable for dyskinesia associated with levodopa treatment.

2. Manteltext

2.1 Forschungsstand

Das idiopathische Parkinson-Syndrom (IPS) ist eine chronisch progrediente Bewegungsstérung
vornehmlich des héheren Lebensalters. Mit Préavalenzen von 100 — 200/100.000 Einwohnern und
1.800/100.000 Einwohnern (ber 65 Jahren zahlt es zu den h&ufigsten neurodegenerativen
Erkrankungen in Deutschland (1). Die Diagnose ist klinisch zu stellen, basierend auf den
Leitsymptomen der Akinesie, Hypokinesie und Bradykinesie in Kombination mit Rigor,
Ruhetremor oder posturaler Instabilitdt (2, 3), wobei die Einschrdnkung posturaler Reflexe
inzwischen teilweise nicht mehr als Kriterium definiert wird (4, 5). H&aufig treten zum Teil lange
vor Beginn der motorischen Einschrdnkungen vegetative, sensorische, kognitive und psychische
Auffélligkeiten auf, die im Verlauf des Krankheitsprogresses zunehmen koénnen (6).

Als pathophysiologische Grundlage der motorischen Dysfunktion gilt der Untergang
dopaminerger Neurone in der Substantia nigra pars compacta (SNc) (7, 8) und die damit
einhergehende Stérung der Signaltransduktion in der Motorkortex (M1) — Basalganglien (BG)
Schleife, die fir die regelrechte Exekution von Bewegungen essentiell ist (9, 10). Diese
Neurodegeneration beginnt vermutlich schon Jahre vor der Symptomatik (11). Zum Zeitpunkt
der Erstmanifestation sind bereits ungeféhr 60 % der Neurone der SNc betroffen (12). Neben
dem dopaminergen sind auch andere Transmittersysteme einer Reihe nicht-motorischer
Kerngebiete affektiert und es finden sich Ablagerungen fehlgefalteter Proteine, die sogenannten

Levy-Kdrperchen (13).



Seit 1960 ist der positive therapeutische Effekt des Dopamin-Vorlaufermolekils Levodopa (LD)
auf die motorische Symptomatik des IPS bekannt und gilt bis heute zusammen mit der Gruppe
der Dopamin-Agonisten als die Behandlungsoption erster Wahl (14, 15). Dabei reduziert LD die
motorischen Symptome stérker und zeigt weniger akute vegetative Nebenwirkungen verglichen
mit den Dopamin-Agonisten (16). Allerdings entwickeln sich nach einer ersten Phase
hervorragender Wirksamkeit und geringer Nebenwirkungen unter der Therapie mit LD
ausgepragte motorische Komplikationen wie Wirkfluktuationen und Levodopa-induzierte
Dyskinesien (LID) (17), die zu einer erheblichen Einschrdnkung der Lebensqualitat fuhren (18,
19). Das Risiko fur die Entwicklung schwerwiegender motorischer Komplikationen durch LD
steigt, wenn schon frih im Krankheitsverlauf hohe Dosen eingesetzt werden missen (20). Unter
der Therapie mit Dopamin-Agonisten ist die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten von
Dyskinesien wesentlich geringer und hangt zudem weder mit Therapiedauer noch mit H6he der
Dosis zusammen (21, 22). Lange galt daher die Empfehlung, den Therapiebeginn mit LD
zugunsten der Agonisten angepasst an die individuelle Klinik moglichst lange hinauszuzdgern
(23). In den aktuellen Leitlinien der Arbeitsgemeinschaft der wissenschaftlich medizinischen
Fachgesellschaften e.VV. wird vor allem fir jlngere Patienten empfohlen, den
Dopamin-Agonisten den Vorzug zu geben. Fir altere Patienten dagegen scheint LD aufgrund der
geringeren Rate vegetativer Nebenwirkungen geeigneter. Allerdings wird explizit darauf
hingewiesen, dass diese Entscheidung in jedem Einzelfall anhand individueller Faktoren zu
treffen ist (3). Der Dopamin-Agonist Apomorphin (APO) kann initial als Monotherapeutikum
verwendet werden und findet auBerdem in fortgeschrittenen Stadien hdufig mit LD kombiniert
Anwendung, um den durch Wirkfluktuationen bedingten Zustdnden akuten Dopamin-Mangels
entgegenzuwirken (16).

1998 wurde basierend auf tierexperimentellen Daten erstmals die Wirksamkeit von elektrischer
Hochfrequenzstimulation des Nucleus subthalamicus (STN) auf motorische Symptome des IPS
im Menschen nachgewiesen (24). Dies konnte seither in vielen nachfolgenden Studien bestatigt
werden und ist als wichtiges Therapiekonzept vor allem fiir spate Stadien des IPS inzwischen
weit etabliert (15). Neben der therapeutischen Anwendung bietet die Tiefenhirnstimulation
(THS) ein erhebliches Potential zur Erforschung der elektrophysiologischen Verénderungen
beim IPS. So konnten seit Einfuhrung der THS tierexperimentell gewonnene Erkenntnisse
vielfach im menschlichen Patienten reproduziert und erweitert werden. Besonderes Augenmerk
galt dabei Veranderungen in den lokalen Feldpotentialen (LFP). Deren Signalcharakteristika sind
denen des Elektroenzephalogramms (EEG) vergleichbar, je nach ElektrodengroRe und

Referenzpunkt mit deutlich feinerer ortlicher Auflésung. Sie erfassen extrazelluldre
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Spannungsveranderungen und scheinen im Frequenzbereich unter 100 Hz vornehmlich die
zeitlich-raumliche Summation postsynaptischer Potentiale lokal begrenzter
Neuronenpopulationen um die Elektrode zu reprasentieren (25). Wie beim EEG auch, werden
die Oszillationen Ublicherweise in finf Frequenzbénder eingeteilt: Delta (0,5 - 3,5 Hz), Theta
(4 - 7 Hz), Alpha (8 - 12 Hz), Beta (13 - 30 Hz) und Gamma (31 - 100 Hz). Je nach Kontext
kdnnen den einzelnen Bandern unterschiedliche funktionelle Bedeutungen zugeordnet werden.

So mehren sich Hinweise darauf, dass Beta-Oszillationen im Gesunden zur Beibehaltung des
aktuellen motorischen status quo beitragen (26, 27). Verstarkte kortikale Beta-Aktivitat zeigt
sich beispielsweise wahrend tonischer Haltearbeit (28, 29). Dem entgegengesetzt findet sich im
Rahmen von Vorbereitung und Ausfihrung von Bewegungen eine sogenannte
Ereignis-bezogene  Desynchronisation  (event-related  desynchronization, ERD) im
Beta-Frequenzbereich in der M1-BG-Schleife (30). Das hei8t, zur Ausfihrung einer neuen
Bewegung muss im Gesunden die Beta-Aktivitdit im Netzwerk gesenkt werden. Spontan
gestiegene (27) sowie durch externe Stimulation mit 20 Hz bedingte (31) Synchronisation im
Beta-Band ist mit einer Verlangsamung von Bewegungen assoziiert. Neben der reinen
Stabilisierung des momentanen Zustandes und der Suppression neuer Bewegungsprogramme
scheinen Beta-Oszillationen zusétzlich eine Rolle als Kontroll- und Korrekturelement im
Rahmen der Motorprozessierung einzunehmen. Die Erhaltung posturaler Stabilitdt und die
Korrektur von Positionsveranderungen ist erfolgreicher unter gesteigerter Beta-Aktivitat (32). In
Go/NoGo Experimenten werden Probanden aufgefordert, auf ein jeweiliges Signal hin eine
bestimmte Bewegung entweder auszufuhren, oder dies nicht zu tun. In diesen Versuchen zeigte
sich eine hohere Rate korrekter Reaktionen auf Stoppsignale unter erhohter
Beta-Synchronisation (33, 34). Interessanterweise folgte einer fehlerhaften Ausflihrung einer
Bewegung ebenfalls ein Wiederanstieg der Beta-Synchronisation, der nach korrekter Ausfuihrung
auch im danach geforderten Ruhezustand ausblieb (35). Aus diesen Beobachtungen lasst sich
schlieen, dass Beta-Oszillationen in physiologischem AusmaR einen kontrollierenden,
koordinierenden und inhibierenden Effekt bei der Motorprozessierung und -exekution
einnehmen. Aufbauend hierauf lie3e sich folgern, abnorm gesteigerte Beta-Aktivitat fihre zu
einer Ubermaligen Hemmung neuer Bewegungsablaufe und somit zu Bradykinesie und Rigor.
Diese Hypothese wird durch eine grol3e Zahl korrelativer Hinweise aus Studien an IPS Patienten
und im Tiermodell gestiitzt. Im 6-Hydroxydopamin Modell (6-OHDA) des IPS in der Ratte, das
auch in dieser Arbeit verwendet wurde, zeigen sich im Vergleich zu Dopamin-intakten
Kontrollen abnorm gesteigerte Beta-Oszillationen in unterschiedlichen Strukturen der
M1-BG-Schleife (36, 37), die durch dopaminerge Medikation reduziert werden (38, 39). Dabei
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zeigte die Gruppe von Mallet et al. (37) durch Injektion von Dopamin-Antagonisten, dass es
nicht der akute, sondern nur der chronische Mangel an Dopamin ist, der die
Netzwerkveranderungen hervorzurufen scheint. Demgegeniber stehen Erkenntnisse aus dem
Reserpin Modell des IPS in der Ratte, welches zu einem subakuten Mangel an Dopamin
innerhalb eines Tages fuhrt. Hier lielen sich Verdnderungen der Beta-Aktivitét feststellen, die
allerdings im Gegensatz zum 6-OHDA Modell im oberen Beta-Frequenzbereich lagen (40). Bei
IPS Patienten zeigen sich Beta-Oszillationen konsistent und Uber mehrere Jahre nach
Implantation der THS Elektroden im OFF state, also ohne dopaminerge Medikamente (41, 42).
Waéhrend es in vielen Arbeiten nicht gelang, eine signifikante Korrelation zwischen dem Ausmalf3
der Beta-Synchronisation und der Symptomlast zu zeigen, konnte dies durch Eingrenzung auf
die reine Akinesie sowie den Bereich von 10 - 15 Hz im Beta-Band erreicht werden (43, 44).
Durch Willkirmotorik, LD oder Dopamin-Agonisten kommt es bei IPS Patienten zu einer
Beta-Reduktion (45-47), wobei die Reduktion der motorischen Symptomatik mit der Reduktion
der Beta-Aktivitat korreliert (48-50). Bei der Betrachtung einzelner Bewegungen findet sich eine
Korrelation zwischen dem AusmaR der ERD im Beta-Bereich mit der klinischen Verbesserung
(51, 52). Auch durch die therapeutische THS werden Beta-Oszillationen supprimiert (53), was
ebenfalls im Ausmall mit einer Symptomverbesserung korreliert ist (54, 55). Ob abnorm
gesteigerte Beta-Oszillationen allerdings nur ein Begleitphdnomen der motorischen
Symptomatik des IPS sind oder dieser tatsachlich urséchlich zugrunde liegen, lasst sich aus den
oben beschriebenen korrelativen Hinweisen nicht schliefen. Zum Teil kénnen Experimente, in
welchen IPS Patienten subthalamisch intermittierend mit Beta-Frequenz stimuliert wurden, diese
Lucke fullen (56, 57). In beiden Studien fiihrte die Beta-Stimulation zwar zu verstarkter
motorischer Beeintrachtigung, jedoch war das Ausmal relativ gering, sodass auch hier noch
nicht von einem Grundsatznachweis gesprochen werden kann.

Ein weiteres Frequenzband, dem auch ihm Rahmen des IPS und anderer Bewegungsstérungen
zunehmende Aufmerksamkeit gewidmet wird, ist das Gamma-Band. Je nach Fragestellung und
Kontext werden Frequenzbereiche zwischen 35 und 200 Hz definiert, innerhalb derer sich
mehrere funktionell diverse Subbereiche abzugrenzen scheinen. Wahrend asynchrone
Aktivierungszustande im Breitband-Gamma-Bereich eher fiir lokale und nicht-abhangige
Feueraktivitat stehen und keinen direkten Verhaltenseffekt zeigen (58), wird fiir das sogenannte
finely-tuned gamma (FTG) im Bereich zwischen 60 und 90 Hz eine relevantere und
unmittelbarere Rolle fur die Motorik angenommen (59-61). Das Auftreten von
Gamma-Oszillationen scheint nicht krankheitsspezifisch zu sein, da es in Patienten mit IPS,

essentiellem Tremor, Dystonien und myoklonischer Epilepsie beobachtet wurde (62). Da es sich
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bei gesunden Versuchstieren in wesentlichen Stationen der M1-BG-Sschleife findet, wird eine
primar physiologische Rolle fur die Motorik angenommen (63, 64). Im Thalamus wird die
Gamma-Aktivitat durch den Schlaf-Wach-Rhythmus sowie durch Schlafphasen moduliert.
Wahrend der Tiefschlafphasen, aber auch wahrend Schlafrigkeit im wachen Zustand l&sst sich
keine Gamma-Aktivierung beobachten, wogegen im REM Schlaf (rapid eye movement) und
wéhrend wacher, aufmerksamer Phasen eine starke Synchronisation zu verzeichnen ist (62).
Hieraus wurde geschlossen, dass eine gewisse kortikale Aktivierung Grundbedingung flr
subkortikale Gamma-Oszillationen ist (60, 62). Im Gegensatz zu Beta-Oszillationen wird flr
Gamma-Aktivitat eher eine bewegungsfordernde Rolle postuliert. In den BG und im M1 wurde
eine ERS (event-related synchronization, Ereignis-bezogene Synchronisation) im Gamma-Band
kurz vor Willklrbewegungen beobachtet, die entweder ausschliellich kontralateral zur Seite der
Bewegung, oder zumindest dort ausgepragter war (65). Bis dato wurden Gamma-Oszillationen
im M1, dem STN, dem GPi (Globus pallidus internus) und dem Thalamus nachgewiesen (47, 62,
66, 67). Nach Medikation mit LD lasst sich bei IPS Patienten ein kortikaler sowie subkortikaler
Anstieg der Gamma-Aktivitat verzeichnen (58, 65, 67, 68). Die zunehmende Synchronisation in
diesem Frequenzband ist dabei mit einer Verbesserung der motorischen Symptomatik zu
korrelieren (69). In einer anderen Arbeit zeigte sich ein Trend fur einen negative Korrelation
zwischen Gamma Power und motorischer Symptomatik, der allerdings nicht signifikant war
(48). Neben der bewegungsunabhangigen Aktivierung unter LD verstarkt sich auch die ERS
unter Medikation verglichen mit dem OFF state (58). Es finden sich positive Korrelationen der
Amplitude des ERS mit Geschwindigkeit und Ausmall der nachfolgend ausgefiihrten
Willkirbewegung (70, 71), sowie der Dauer der Uber die Bewegungsinitiation hinaus
anhaltenden Gamma-Aktivitat mit dem AusmaR der Bewegung (58). Eine transkranielle
Magnetstimulation des M1 mit Gamma-Frequenzen konnte die Leistung gesunder Probanden in
motorischen Tests ebenso verbessern (72) wie dies durch THS des STN mit individuellen
Gamma-Frequenzen bei IPS Patienten moglich war (73). Gleichzeitig scheint das Auftreten
abnorm gesteigerter Gamma-Oszillationen bei Patienten mit Bewegungsstdrungen mit
Dyskinesien assoziiert zu sein (74, 75). Hier herrscht groRe Kontroverse, da ein derartiger
Zusammenhang nicht konsistent gezeigt werden konnte (68) und andere Arbeiten eher auf eine
Assoziation von Hyperkinesien mit verstarkter Aktivierung in anderen Frequenzbandern wie
dem Alpha- oder Theta-Band deuten (76-78). Unterstlitzung findet die These unter anderem in
einer Studie an Dystonie-Patienten: hier zeigte sich eine positive Korrelation zwischen dem
Ausmal} der ungewollten Bewegungen und der Starke der FTG Aktivierung (79). Bei IPS

Patienten l&sst sich nach LD Gabe oder THS eine negative Korrelation zwischen Beta- und
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Gamma-Aktivitat feststellen, die sich im hyperkinetischen Zustand verstarkt (56, 76, 80).
Relevante Beitrage zu dieser Frage liefern auch Untersuchungen im Tiermodell des IPS. Durch
tagliche Injektionen von LD in 6-OHDA ladierte Ratten (priming) wird ein gut etabliertes
Modell der LID beim IPS erzeugt. So kann die Entwicklung von Dyskinesien einhergehend mit
elektrophysiologischen Veranderungen beobachtet werden. Im STN und M1 wurde dabei
verstarkte Gamma-Synchronisation parallel zum Auftreten von Dyskinesien nachgewiesen (39).
Die so erzeugten kortikalen Gamma-Oszillationen lieRen sich durch suprakortikale Applikation
von Antagonisten am Dopamin-Rezeptor 1 beenden, weshalb diesem Rezeptortyp eine wichtige
Rolle bei der Genese der LID zugeschrieben wurde (81). Dupre et al. (82) fanden schon am
ersten Tag der LD-Injektionen Dyskinesien und Gamma-Oszillationen im M1, die beide im
Verlauf der wiederholten Applikationen zunahmen. Die Dyskinesien wurden mit dem AIM
Score (abnormal involuntary movements) quantifiziert und konnten tber die Zeit positiv mit der
kortikalen Gamma-Aktivitat korreliert werden. Wahrend hohe Dosen an LD in den oben
beschriebenen  Arbeiten einen unmittelbar  dyskinetischen Effekt hatten, scheint
zusétzlich - ahnlich wie beim Menschen - die langfristige. Anwendung die Entstehung von
Dyskinesien zu begunstigen. Die gleichbleibende Dosis von APO fiihrte im 6-OHDA LID
Modell schon anfangs zu einem signifikanten Anstieg der Gamma-Aktivitat im GPi, die im
Verlauf des priming weiter signifikant zunahm (83).

Aufgrund der beschriebenen korrelativen Hinweise wurde die Hypothese formuliert, die durch
LD und Agonisten induzierten motorischen Verbesserungen wirden uber die Veranderung der
oszillatorischen Aktivitdt in der M1-BG-Schleife vermittelt (48, 69, 84). Ein systematischer
Vergleich der Effekte verfugbarer Medikamente auf neuronale Oszillationen in mehreren
Stationen der Schleife steht noch aus. Hier setzt die vorliegende Studie mit dem Ziel an, den
Einfluss von LD und APO auf die kortikale und subkortikale Beta- und Gamma-Aktivitat zu
vergleichen und damit gegebenenfalls ein elektrophysiologisches Korrelat der unterschiedlichen
klinischen Wirksamkeit zu finden. Des Weiteren sollte durch die Untersuchung der komplexen
Verénderungen der Netzwerkaktivitat unter verschiedenen dopaminergen Modi zum Verstandnis
der pathophysiologischen Rolle von Beta- und Gamma-Oszillationen beigetragen werden. Zu
diesem Ziel wurden das ECoG (Elektrokortikogramm) des M1 und LFPs des STN und der
Substantia nigra pars reticulata (SNr) im 6-OHDA Modell des IPS in der Ratte und in gesunden
Kontrollen abgeleitet. Dies erfolgte zundchst im medikamentds unbeeinflussten Baseline

Zustand und nachfolgend unter steigender medikamentéser Stimulation mit LD oder APO.
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Eingangsbemerkung
Die hier vorgestellten Methoden und Ergebnisse wurden bereits in der Publikation Kihn et al.
(85) unter der Kennung 10.1016/j.expneurol.2017.09.005 veréffentlicht.

2.2 Methodik

2.2.1 Materialien, Versuchstiere und Tiergruppen

Die im Folgenden beschriebenen Tierexperimente wurden gemdR den Vorschriften des
deutschen Tierschutzgesetzes und europaischer Verordnungen durchgefiuhrt und im Voraus
durch das Landesamt fiir Gesundheit und Soziales Berlin genehmigt. Die Belastung der Tiere
durch die Experimente wurde weitest moglich minimiert und die Tiergruppengréfien auf das
notwendige Minimum begrenzt. 45 adulte mannliche 300-350 g schwere Wistar Ratten wurden
verwendet, wobei bei 24 Tieren unilateral durch Injektion des Neurotoxins 6-Hydroxydopamin
(6-OHDA) eine nahezu vollstandige Dopamin-Depletion induziert wurde und 21 Tiere als
Dopamin-intakte Kontrollen untersucht wurden. Aus diesen Ratten wurden insgesamt vier
Untergruppen gebildet: ein Teil der 6-OHDA l&dierten Tiere wurde im spateren Verlauf mit LD
behandelt (6-OH LD), der andere mit APO (6-OH, APO). Gleichermalien wurde die Gruppe der
Kontrollen aufgeteilt (KON LD und KON APO). Die Tiere wurden im universitatseigenen
Tierstall gehalten, in welchem ein konstanter Hell-Dunkel-Zyklus von je 12 Stunden und
jederzeit freier Zugang zu Wasser und Nahrung gewahrleistet war. Samtliche verwendeten
chemischen Substanzen und Medikamente stammten, sofern nicht anders angegeben, von Sigma
Aldrich, Deutschland.

2.2.2 Versuchsgruppen und -ablauf

Die Tiere der 6-OHDA Gruppe durchliefen folgende Stadien des Experimentes: Zunéchst wurde
eine motorische Testung durchgefuhrt, um einen physiologischen Baseline Zustand festzustellen,
sowie Vergleichswerte fiir die spatere Testung nach Dopamin-Depletion zu haben. Direkt im
Anschluss folgte die Injektion des Neurotoxins. Nach 20 Tagen kann von einem maximalen
Effekt ausgegangen werden (38), weshalb im Zeitraum 20-30 Tage nach 6-OHDA La&sion die
motorischen Tests wiederholt wurden, unmittelbar gefolgt von elektrophysiologischen
Ableitungen der M1-BG-Schleife. Nachfolgend wurden die Tiere get6tet und ihre Gehirne zur
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weitere histologischen Aufarbeitung konserviert. Tiere der Kontrollgruppe wurden einmalig
motorisch getestet, woran sich die elektrophysiologische Ableitung schloss.

2.2.3 Motortestung

Zur Evaluation der Motorik wurden zwei etablierte Tests verwendet, der Zylinder Test und der
Drag Test (86). Beide Tests wurden videographisch dokumentiert und im Anschluss in Zeitlupe
ausgewertet. Im ersten Test wurden die Tiere in ein durchsichtiges Zylinderglas gesetzt (H6he
45cm, @ 30 cm) und ihr spontanes vertikales Explorationsverhalten entlang der Wénde
beobachtet. Seitenvergleichend wurde die Benutzung der Vorderpfoten beim Abstutzen an der
Wand quantifiziert (87). Der Versuch wurde als valide gewertet, wenn mindestens eine Pfote
innerhalb von 10 Minuten mindestens 15 druckbelastete Kontakte zur Wand hatte. Zur
Durchfuhrung des Drag Tests wurden Rumpf und Hinterbeine der Tiere angehoben, wéhrend die
Vorderpfoten auf dem Untergrund aufgestltzt blieben. Mit einer Geschwindigkeit von etwa
10 cm/s wurde das Tier 1 m rickwaérts gezogen, wobei die durchgefiihrten Abstiitzbewegungen
der Pfoten wiederum seitengetrennt gezahlt wurden (88). Auch hier wurde ein Minimum von 15
aktiven Abstitzbewegungen mindestens einer Pfote als Kriterium flr eine erfolgreiche
Verhaltenstestung definiert.

2.2.4 Unilaterale 6-OHDA Lasion

Das unilaterale Modell des IPS wurde im Rahmen einer stereotaktischen Operation durch
Injektion des Neurotoxins 6-Hydroxydopamin-Hydrochlorid (6-OHDA) in den Fasciculus
longitudinalis medialis (medial forebrain bundle, MFB) erzeugt. Das 6-OHDA st ein sehr
reaktives Dopamin-Analogon, das iber Dopamin-Transporter hochselektiv in katecholaminerge
Zellen gelangt und durch Induktion oxidativen Stresses zum Zelluntergang fiihrt (89). Das so
erzeugte Modell des IPS zahlt zu den am besten etablierten, da die motorischen und
histologischen Charakteristika weitreichende Entsprechungen zu einem spéten Stadium der
Erkrankung zeigen. Die Narkose wurde mittels Fentanyl (5 pg/kg s.c., Rotexmedia,
Deutschland), Medetomidin (150 pg/kg s.c., Provet AG, Deutschland) und Midazolam (2 mg/kg
s.c., Hameln Pharma, Deutschland) eingeleitet und aufrechterhalten. Nachdem eine ausreichende
Narkosetiefe durch Ausbleiben einer Reaktion auf Schmerzreiz sichergestellt war, wurde der
Kopf rasiert und mit atraumatischen Ohrenstiften in horizontaler Ausrichtung in einem

stereotaktischen Rahmen (David Kopf Instruments, USA) fixiert. Um eine Austrocknung der
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Kornea zu verhindern, wurde Dexpanthenol Augensalbe (Bepanthen ®, Bayer, Deutschland)
verwendet. Die Korpertemperatur wéhrend der Operation wurde mit einer Rektalsonde gemessen
und mittels autoregulierender Heizmatte konstant auf 37 = 0,5 °C gehalten. Nach medialer
Inzision der Kopfschwarte wurde die epikraniale Aponeurose entfernt um die Schédelnahte
darzustellen. Die Koordinaten des Bregma — die Kreuzung der Sutura sagittalis und der Sutura
coronalis — wurden in der anterior-posterioren (AP), medio-lateralen (ML) und dorso-ventralen
(DV) Ebene bestimmt. Unter Verwendung eines stereotaktischen Atlasses (90) wurden die
Zielkoordinaten des MFB in Millimetern vom Bregma berechnet (AP: -2,6, ML: +1,6, DV: -8,4).
Nach Bohrlochtrepanation des Kraniums von etwa einem Millimeter Durchmesser direkt
oberhalb der Ziellokalisation wurde eine stumpfe 33 Gauge Kanule bis zum Erreichen der
dorsoventralen Koordinate abgesenkt. 1ul 6-OHDA-L6sung (Konzentration 8 pg/ul in 0,9 %
Natriumchlorid mit 0,02 % Ascorbinsaure, gelagert bei -80 °C) wurde Uber ein

Prézisionsspritzen-Pumpen-System (10 pl Hamilton syringe und Micro4™

pump, World
Precision Instruments, USA) injiziert. Die Flussrate wurde auf 0,125 pl/min limitiert. Nach
erfolgter Injektion wurde die Kanile zur Verhinderung von Reflux Uber den Stichkanal fur
weitere flnf Minuten in Position belassen. Anschlieend wurde sie entfernt, die Kopfhaut mit
Einzelknopfnéhten verschlossen und eine Antagonisierung der Narkose mit Naloxon (120 pg/kg,
s.c., B. Braun Melsungen AG, Deutschland), Flumazenil (200 pg/kg, s.c., Inresa, Deutschland)
und Atipamezol (750 ug/kg, s.c., cp-pharma, Deutschland) durchgefiihrt. Zur suffizienten
postoperativen Analgesie Carprofen (5 mg/kg Korpergewicht, s.c., Pfizer, Deutschland)

30 Minuten vor Ende des Eingriffs, sowie an den drei folgenden Tagen injiziert.

2.2.5 Implantation der Elektroden und elektrophysiologische Ableitungen

Abgesehen von den im Folgenden beschriebenen Ausnahmen, entsprach die Vorbereitung und
das operative VVorgehen zur Implantation der Elektroden denen der Neurotoxin Injektion. Als
Narkotikum wurde Urethan verwendet (1,3 g/kg intraperitoneal), da dieses nach einmaliger
Injektion eine mehrstindige Narkose unter gleichbleibenden respiratorischen und
h&modynamischen Bedingungen zuldsst (91). Des Weiteren fiihrt Urethan im Gegensatz zu den
oben verwendeten Narkotika bei ausreichender Narkosetiefe nicht zu einer generellen
Suppression kortikaler und subkortikaler Aktivitat, sondern zu einem Wechsel neuronaler
Aktivierungszustande, die denen wéhrend des naturlichen Schlafes &hneln (92). Es werden
hierbei tblicherweise zwei Zustdnde voneinander abgegrenzt: die sogenannte slow wave activity
(SWA) und der activated state (AS) (93, 94). Wahrend sich die SWA &hnlich dem Tiefschlaf mit
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langsamen  Oszillationen groRer Amplitude présentiert, werden Phasen kortikaler
Aktivierung - gekennzeichnet durch eine Reduktion niederfrequenter Oszillationen - mit dem
REM-Schlaf (rapid eye movement) und dem wachen, aufmerksamen Zustand verglichen (95-
97). Es konnte gezeigt werden, dass die in diesem Projekt adressierten elektrophysiologischen
Ph&nomene nur in den AS Phasen zu beobachten sind (36, 37). Nach Freipréaparation der Kalotte
wurden ausgehend vom Bregma die Koordinaten der Zielstrukturen bestimmt und entsprechend
sechs Trepanationen gebohrt. Zwei selbstgefertigte Silber-Silberchlorid-Elektroden (aus 99,99 %
Silberdraht, Goodfellow, GroRbritannien; sphérische Spitze, Durchmesser 0,5 mm, Impedanz
8 kQ) wurden in knappem Abstand epidural iiber M1 ipsilateral der 6-OHDA-L&sion platziert,
um das ECoG abzuleiten (AP: +3,1/+2,9, ML: +3,0). Zwei weitere dieser Elektroden wurden
epidural Uber dem ipsilateralen und kontralateralen Cerebellum als Referenzelektroden
implantiert. Fixierung und elektrische Isolation dieser vier Elektroden erfolgte mittels kurzer
Knochenschrauben und Acryl-Zahnzement (Technovit®, Heraeus-Kulzer, Deutschland). Zur
elektrophysiologischen Ableitung der Basalganglienkerne wurden Wolfram Mikroelektroden
(Microprobes for Life Science, USA; Parylene Beschichtung, Durchmesser der konischen
Spitzen 4 um,) verwendet. Je eine Elektrode wurde zundchst oberflachlich kortikal tber den
Zielkoordinaten des STN (AP: -3,6; ML: +2,5, DV: -8,0) und der SNr (AP: -4,8; ML: +2,5,
DV: -8,0) platziert. Die elektrophysiologischen Ableitungen wurden in einem Faraday’schen
Kéfig durchgefuhrt. Die kortikalen Elektroden wurden gegen das ipsilaterale, die
basalgangliondren gegen das kontralaterale Cerebellum referenziert. Die exakte dorsoventrale
Positionierung der Elektroden fur STN und SNr erfolgte durch Analyse der Muster der
Multi-Unit Activity (MUA) wéhrend des Absenkens der Elektroden. Entlang der Trajektorie
sowie in den Zielstrukturen zeigten sich charakteristische Feuermuster der umgebenden
Strukturen, die einen Rickschluss auf die Position der Elektrodenspitze erlaubten. Beispiele
charakteristischer Feuermuster von STN und SNr finden sich in Abb. 1 (S. 37, p.124), Kihn et
al. (85). Nach erfolgter dorsoventraler Ausrichtung begann die Aufzeichnung des
Breitbandsignals der tiefen Elektroden und des ECoG (Bandfilter: 0,05 — 8000 Hz, Verstarkung:
1750, Abtastfrequenz: 40 kHz) unter Verwendung des programmierbaren Omniplex Systems
(Plexon, TX, USA). Das Breitbandsignal wurde unterteilt in LFP (0,05 — 250 Hz, Abtastfrequenz
auf 1 kHz komprimiert) und MUA (300 — 8000 Hz) gespeichert. Zundchst wurde die neuronale
Aktivitdt unter pharmakologisch unbeeinflussten Baseline Bedingungen aufgenommen,
unmittelbar gefolgt von Ableitungen unter steigenden Dosen dopaminerger Medikamente. Die
Gruppen 6-OH LD und KON LD erhielten jeweils im Abstand von 50 Minuten steigende Dosen
LD (6/12/24 mg/kg s.c., jeweils mit 15 mg/kg Benserazid) unter kontinuierlicher weiterer
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elektrophysiologischer Ableitung. Die Gruppen 6-OH APO und KON APO wurden in gleicher
Weise mit APO behandelt (0,05/0,1/0,2 mg/kg).

2.2.6 Histologie und Immunhistochemie

Eine letale Dosis Urethan (3 g/kg, i.p.) wurde nach Abschluss der Aufnahmen injiziert, an die
sich die zugige transkardiale Perfusion mit 250 ml gepufferter Natriumchlorid Lésung (0,1 M,
Phosphatpuffer, phosphat buffered saline, PBS) gefolgt von 250 ml eisgekihltem
Paraformaldehyd (PFA 4 % in PBS) anschloss. Die Gehirne wurden entnommen, fir weitere
24 h in PFA postfixiert, uber mehrere Tage in Sucrose Ldsungen steigender Konzentration
entwassert und dann bei -80 °C eingefroren. Mithilfe eines Gefriermikrotoms (Leica,
Deutschland) wurden 40 pm dicke koronare Schnitte angefertigt. Die Abschnitte, die die
Trajektorien der Injektionskanile und der Elektroden enthielten, wurden auf Objekttrager
aufgezogen und mit Kresylviolett (Nissl-Farbung) gefarbt um die korrekte Platzierung in den
Zielstrukturen lichtmikroskopisch (Leica, Deutschland) verifizieren zu kénnen. Zum Nachweis
der erfolgreichen Lasion wurden 10 Serien mit je drei Schnitten aus dem Striatum (STR)
entnommen und immunhistochemisch geféarbt. Zielantigen war die Tyrosinhydroxylase (TH), die
als das geschwindigkeitsbestimmende Schllsselenzym der Dopamin-Synthese einen guten
Marker fir dopaminerge Neurone darstellt (98). Die Schnitte wurden zundchst mit einem
priméren anti-TH Maus Antikorper inkubiert (1:10000) und anschlieend mit einem Anti-Maus
Antikérper mit der Avidin-Biotin-Komplex-Methode (1:200, Vektor BA-200, Vector
Laboratories, USA) behandelt (99). Je drei représentative Schnitte aus den anterioren, mittleren
und posterioren Bereichen des STR wurden auf Objekttragern fixiert. Um den dopaminergen
Zelluntergang zu quantifizieren wurde die optische Dichte der briggebliebenen TH positiven
striatalen Nervenfasern mit dem Densitometer MCID Analysesystem gemessen (Northern Light
R95 Precision Illuminator, MCID, GroR3britannien; Cool Snap EZ Kamera, Roper Scientific,
Deutschland). Die durchschnittliche optische Dichte von je funf exemplarischen
Kortexbereichen  beider Hemispharen sowie des Corpus callosum wurde als
Hintergrundrauschen definiert. Pro Tier wurde die striatale Dichte seitengetrennt aus dem Mittel
der Messwerte aus drei Schnitten mit je 25 Messpunkten bestimmt, von welchem das
Hintergrundrauschen subtrahiert wurde. Anschlielend wurde die l&dierte beziehungsweise bei

Kontrolltieren die korrespondierende Seite zur intakten ins Verhaltnis gesetzt.
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2.2.7 Datenanalyse und Statistik

Fur jedes Tier wurden insgesamt vier Zeitintervalle separat analysiert: eines aus den Baseline
Aufnahmen und je ein Zeitintervall nach Injektion der Medikamente. Diese werden nachfolgend
als Baseline Kondition (BL) und Medikationskondition 1 bis 3 (MED 1-3) bezeichnet. Wie oben
beschrieben hat der kortikale Aktivierungszustand einen entscheidenden Einfluss auf das
Auftreten der hier untersuchten elektrophysiologischen Phdanomene. Es wurden daher fir jedes
Tier und jede Kondition Phasen von je 100 Sekunden ausgewahlt, in denen ein AS bestand. Um
unterschiedliche Aktivierungsniveaus als moglichen Stérfaktor auszuschlieBen, wurden die
Zeitintervalle aus MED 1-3 derart selektiert, sodass der kortikale Aktivierungszustand moglichst
nahe an dem der BL war. Daflir wurde fir jede MED ein Zeitraum von 40 Minuten (Start 10 min
nach Injektion, Ende 50 min nach Injektion) mittels Algorithmus nach dem 100 s Intervall
durchsucht, in welchem die spektrale Leistungsdichte der 1 Hz Oszillationen am &hnlichsten
zum ausgewahlten BL Zeitintervall war.

Verarbeitung und Analyse der elektrophysiologischen Daten erfolgte in Matlab v8.2 (The
Mathworks, Natick USA) unter Verwendung selbstangefertigter Skripte und programminterner
Funktionen. Die rohen LFP Daten wurden zu pV rickskaliert und mit einem Bandfilter im
butterworth filter Design weiter auf den Bereich von 0,05 bis 95 Hz eingegrenzt. Die spektrale
Leistungsdichte (power spectral density, PSD) der 100 s Epochen wurde unter Verwendung der
Welch Methode geschétzt (NFFT = 1000 pts, non-overlap, Hanning Window 1 s, Auflésung
1 Hz). Daraus ergab sich ein PSD Wert pro Frequenzbereich von einem Hz, im Folgenden als
Bin bezeichnet. Die Bins 49 bis 51 Hz wurden aufgrund mdoglicher Storsignale durch
Stromleitungen (50 Hz Wechselstrom) ausgeschlossen. Zur interindividuellen Vergleichbarkeit
wurde eine Normalisierung jedes Bins zur durchschnittlichen PSD der Bereiche 8 - 48 Hz und
52 -95 Hz vorgenommen. Um Verdanderungen der PSD (ber die Zeit darzustellen wurden
farbkodierte Zeit-Frequenz Spektrogramme fir die gesamten L&ngen der Aufnahmen erstellt
(NFFT = 8192 pts, 75 % overlap, Hanning Window 4s). In der ersten orientierenden Durchsicht
der  Spektrogramme ergaben sich erhebliche interindividuelle  Unterschiede der
Spitzenfrequenzen in den Frequenzbandern. Es wurden daher fir jedes Tier individuelle
Frequenzbereiche innerhalb der Frequenzbdnder ausgehend von dem jeweiligen Maximum
(maximum frequency, MF) des PSD Gipfels (Peak) im Frequenzband zur weiteren Analyse
ausgewadhlt. Die folgenden Kriterien wurden hierfur herangezogen (39): 1.) Das MF musste fiir
das Beta-Band zwischen 13 und 30 Hz und fir das Gamma-Band zwischen 55 und 90 Hz liegen.
2.) Das definierte Maximum musste groRer sein als jegliches PSD der umgebenden sechs Bins.
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3.) Die durchschnittliche spektrale Leistungsdichte im Bereich [MF — 3 Hz] bis [MF + 4 Hz] fur
Beta und [MF — 9 Hz] bis [MF +10 HZ] fur Gamma musste grofer sein als die durchschnittliche
Leistungsdichte fur den Bereich 13 — 48 Hz beziehungsweise 52 — 95 Hz. 4.) Die erste Ableitung
der Funktion musste positiv vor und negativ nach dem MF und 5.) die zweite Ableitung negativ
am MF sein. Fr jedes Tier, jeden Kanal und beide Frequenzb&ander wurde so fiir jede Kondition
ein MF ermittelt. Hieraus wurde der Durchschnitt gebildet (average maximum frequency, aMF)
und dieser zur Definition der individuellen Frequenzbénder herangezogen (Beta: aMF - 3 Hz bis
aMF + 4 Hz, 8 Bins; Gamma: aMF - 9 Hz bis aMF + 10 Hz, 20 Bins). Konnten keine Peaks
definiert werden oder wurden die Bedingungen nicht erfullt, wurden die individuellen
Frequenzbander als Beta: 13 - 20 Hz und Gamma: 60 - 80 Hz definiert. Die weitere Analyse
wurde also auf den unteren Bereich des traditionellen Beta-Bandes begrenzt, da erstens alle
Beta-Peaks in diesem Bereich lagen und zweitens in friheren Arbeiten der Gruppe gezeigt
werden konnte, dass dieser im 6-OHDA Modell der relevante ist (40). Die durchschnittliche PSD
innerhalb der definierten Bereiche wurde berechnet und im Folgenden Beta und Gamma Power
genannt.

Die statistische Auswertung von elektrophysiologischen, histologischen und Verhaltensdaten
erfolgte mit SPSS (IBM© SPSS© Statistics, V23, USA). Normalverteilung der normalisierten
durchschnittlichen Werte der Power und der absoluten Werte der MF wurde mit dem
Kolmogorow-Smirnow Test gepruft. Ergaben sich daraus Hinweise darauf, dass die notwendigen
Annahmen zur Verwendung parametrischer Tests nicht erfallt waren, wurden
nicht-parametrische Tests verwendet. Konnte auf ein lineares Modell nicht verzichtet werden,
wurden die Datensétze einheitlich mittels Logarithmieren transformiert. Um den Effekt der
Medikamente auf 6-OH Ratten mit dem auf Kontrollen zu vergleichen, wurde fir LD wie APO
je eine MANOVA (multivariat analysis of variance, Multivarianzanalyse) fur wiederholte
Messungen durchgefiihrt. Die unabhangige Variable (Zwischensubjekt-Faktor) war ,Gruppe
(6-OH, KON), die abhéngigen Variablen (Innersubjekt-Faktoren) waren ,Kondition‘ (BL,
MED1, MED2, MED3), ,Band‘ (Beta, Gamma) und ,Struktur‘ (M1, STN, SNr). Im Falle
signifikanter Interaktionseffekte der MANOVA wurden zur genaueren Charakterisierung
einzelne ANOVA (analysis of variance, Varianzanalyse) durchgefuhrt. Der unterschiedliche
Einfluss von LD und APO wurde separat fur 6-OH Tiere und Kontrollen mit einer MANOVA
fur wiederholte Messungen evaluiert, wobei die unabhéngige Variable ,Medikament® (LD, APO)
war und die abhéngigen Variablen gleich blieben. Hierbei wurden, um unterschiedliche Baseline
Niveaus innerhalb der Tiergruppen als StorgrolRe auszuschlie3en, prozentuale Werte bezogen auf

die Baseline Power verwendet. Zusatzlich wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson fir
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das Beta/Gamma Power Verhéltnis zur Dosierung der Medikamente berechnet, um deren
Effektstarken weiter unabhangig vom Baseline Niveau zu vergleichen. Im Rahmen der ersten
orientierenden Durchsicht der spektralen Daten fiel auf, dass es intraindividuell im Rahmen der
zunehmenden dopaminergen Stimulation zu Verschiebung des Peak Maximums kam. Dies war
fur beide Frequenzbénder der Fall, doch konnten nur im Gamma-Frequenzband auch in den
spaten Medikamentenkonditionen entsprechend der oben beschriebenen Kriterien ausreichend
Peak Maxima definiert werden. Die Evaluation des Einflusses dopaminerger Medikation auf das
MF wurde daher mittels MANOVA flr wiederholte Messungen nur fir Gamma durchgefiihrt.
Datenverlust durch listenweisen Ausschluss und damit der gesteigerten Wahrscheinlichkeit eines
Beta Fehlers wurde begegnet, indem die MANOVA separat fur jede Struktur durchgefuhrt
wurde (Unabhédngige Variablen: Gruppe, Medikament; Abhangige Variable: Kondition). Fir
jedes parametrische Modell werden die Greenhouse-Geiser korrigierten Werte angegeben, sofern
mittels des Levene-Tests keine Varianzgleichheit  festgestellt werden  konnte.
Einzelfaktorvergleiche wurden mittels Zweistichproben-T-Tests und Paardifferenz-T-Tests oder
falls nétig den nicht-parametrischen Entsprechungen Wilcoxon Rangsummen-Test und dem
Mann-Whitney U Test durchgefiihrt. Zur Reduktion der Wahrscheinlichkeit eines Alpha Fehlers
wurde Bootstrapping durchgefuhrt und fur geplante Kontraste und multiple Vergleiche eine
Korrektur der Signifikanzwerte mit dem Bonferroni Kriterium durchgefuhrt. Sofern nicht anders
angegeben werden die Ergebnisse als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes angegeben.

Ein p-Wert < 0.05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

2.3 Ergebnisse

2.3.1 Einschlusskriterien

Basierend auf den Ergebnissen der densitometrischen Analyse und der motorischen Testung
konnte bei 22 von 24 Ratten ein Erfolg der 6-OHDA Lasion festgestellt werden. Notwendige
Kriterien waren ein erheblicher Verlust dopaminerger Fasern des STR (l&diert/intakt < 0,05) und
eine stark ausgeprégte unilaterale Akinesie (Zylinder Test: ladiert/intakt < 0,1; Drag Test:
ladiert/intakt < 0.5). Es fand sich ein hochsignifikanter Unterschied zwischen der dopaminergen
Faserdichte im STR der 6-OH Gruppen und KON Gruppen (U =0, z =-5,46, p < 0,001). Ebenso
unterschieden sich die Ergebnisse in den motorischen Tests hochsignifikant (Zylinder Test:
U=0, z=-5,47, p<0,001; Drag Test: U=0, z=-5,41, p<0,001). In 20 von 22 erfolgreich
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ladierten Ratten konnte eine korrekte Platzierung der Elektroden in STN und SNr festgestellt
werden, bei den Kontrollen war dies in 20 von 21 Tieren der Fall. Daraus ergaben sich folgende
in die Datenanalyse eingeschlossenen Gruppengrofen: 6-OH LD: 11, 6-OH APO: 9,
KON LD: 9, KON APO: 11.

2.3.2 Levodopa fihrt zu einer starkeren Reduktion der Beta-Aktivitat als

Apomorphin in 6-OH Tieren

Ubereinstimmend mit vorhergehenden Arbeiten fand sich in der Baseline ein erhéhter Anteil an
Oszillationen im Beta-Frequenzband in den 6-OH Tieren im Vergleich zu den Kontrollen, der
durch Applikation der Medikamente reduziert werden konnte. Dabei zeigten sich erhebliche
Unterschiede in der Auspragung dieses reduktiven Effektes zwischen LD und APO. LD fihrte
kortikal wie subkortikal hochsignifikant zu einer Abnahme der Beta Power in der 6-OH Gruppe
(M1: F3g=7,53, p<0,001; STN: F3g= 14,52, p<0,001; SNr: F3g= 13,77, p<0,001, Vgl.
Abb. 3 (S.40, p.127) Kihn et al.(85)). Obwohl die groReren Effektstarken in den BG verglichen
mit dem M1 dies zun&chst nahelegten, ergab sich kein signifikanter Unterschied im AusmaR der
Reduktion zwischen den untersuchten Strukturen. Schon die erste Dosis LD (6 mg/kg) hatte eine
submaximale Beta-Suppression zur Folge. Die Beta Power der 6-OH Gruppe unterschied sich
nach Applikation nicht mehr von Baseline Werten gesunder Kontrollen (BL-KON vs.
MED1-6-OH: M1: t;3=-1,96, p=0,065; STN:t;g=-1,30, p=0,213; SNr:t;g=-1,03,
p =0,318). Die folgenden Dosen von 12 und 24 mg/kg hatten keinen weitergehenden
reduzierenden Effekt. In den Kontrolltieren gab es einen geringfligigen aber signifikanten Abfall
der Beta Power im STN.

Auch APO fihrte in der 6-OH Gruppe zu einer Reduktion der PSD im Beta-Band, allerdings
weniger ausgepragt und nicht in allen untersuchten Strukturen. Nur im STN der 6-OH Ratten
fand sich eine Beta-Suppression (Fs = 3,51, p <0,05), die signifikant dosisabhangig zunahm
(linearer Trend fir Kondition‘: F1g=14,86, p <0,01). Dennoch war auch nach der hdchsten
APO Dosis die Beta-Aktivitat im STN der ladierten Tiere immer noch signifikant hoher als die
Baseline Werte der Kontrollen (BL-KON vs. MED3-6-OH: t;g = -2,512, p < 0,05).

Weder im M1 noch in der SNr lief3 sich ein signifikanter Effekt des Dopamin-Agonisten auf
Beta-Aktivitat in 6-OH Tieren zeigen. Ebenso fand sich in keiner untersuchten Struktur in den
Kontrolltieren ein Effekt von APO auf Oszillationen im Beta-Band.

In der Abb. 3 (S.40, p.127) Kihn et al. (85) ist die Entwicklung der Beta Power unter
zunehmender dopaminerger Stimulation in den beiden Gruppen graphisch dargestellt.
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2.3.3 Levodopa fihrt zu einer starkeren Zunahme der Gamma-Aktivitat in beiden

Gruppen

In M1, STN und SNr der 6-OH Ratten zeigten sich in der Baseline signifikant niedrigere Level
an Gamma-Aktivitat im Vergleich zu Kontrolltieren. Mit steigender Dosierung von LD in 60H
Tieren lie} sich eine schrittweise Zunahme der Gamma Power in allen drei Zielen beobachten
(M1: F35=26,03, p<0,001; STN: F37=25,78, p< 0,001; SNr: F35=21,87, p< 0,001). Auch
hier wurden schon nach der niedrigsten Dosis LD Level an Gamma-Aktivitat erreicht, die sich
nicht mehr signifikant von denen der Kontrollen in der Baseline unterschieden (BL-KON vs.
MED1-6-OH: M1: t;3=0,534, p=0,600; STN:t;s=0,530, p=0,604; SNr:t;;=0,502,
p =0,621). In der Kontrollgruppe stieg die PSD im Gamma-Bereich im STN (F36=3,92, p <
0,05) und der SNr (F36 = 6,35, p < 0,01). Dagegen zeigte sich im Gegensatz zu den 6-OH Tieren
im M1 der Kontrollen keine signifikante Verdnderung der Gamma Power nach LD Applikation.
In den Basalganglien war nach der hochsten Dosis von 24 mg/kg LD die Gamma-Aktivitat von
6-OH Tieren und Kontrollen vergleichbar hoch. Nur die kortikale Gamma PSD der 6-OH Tiere
ubertraf nach der Applikation von 24 mg/kg die Baseline Gamma-Aktivitat der Kontrollen
(BL-KON vs. MED3-6-OH: t;g = 2,453, p < 0,05), wahrend dies bei den Basalganglien nicht der
Fall war.

Auch durch die Applikation von APO konnte eine dosisabhéngige Steigerung der
Gamma-Aktivitat in allen Strukturen der 6-OH Tiere erreicht werden (M1: F3 = 6,83, p <0,01;
STN: F36=4,10, p<0,01; SNr: F37 = 3,35, p < 0,05). Erst mit der zweiten Dosis waren in allen
drei Strukturen Werte erreicht, die nicht mehr signifikant niedriger als die Baseline der
Kontrollen waren. Im Gegensatz zu LD wurde die Baseline Gamma-Aktivitat der Kontrolltiere
in M1 auch nach der héchsten Dosis APO nicht signifikant tGbertroffen. In der Kontrollgruppe
zeigte sich eine Zunahme der Gamma-Aktivitat in allen Strukturen (M1: F35=7,22, p <0,01,
STN: F35=13,92, p <0,001; SNr: F35 = 6,36, p <0,01).

Abb. 3 (S.40, p.127) in Kihn et al. (85) gibt einen Uberblick tiber die Entwicklung der Gamma

Power unter dem Einfluss gesteigerter dopaminerger Medikation.

2.3.4 Die Effekte von LD und APO auf Beta- und Gamma-Oszillationen
unterscheiden sich qualitativ und quantitativ

Der direkte Vergleich der Medikamente erfolgte durch Analyse der zur Baseline normalisierten
Power. In der MANOVA fiur die Gruppe 6-OH ergab sich ein signifikanter Haupteffekt
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,Medikament® (F115 = 5,44, p <0,05), der auf einen grundlegenden Unterschied zwischen LD
und APO deutet. Nach der hdchsten Dosis LD fand sich sowohl eine signifikant starkere relative
Beta-Reduktion (M1:t;15=-2,88,p<0,01, STN: t;17=-2,03, p<0,05 SNr: t;;;=-2,18,
p <0,05) als auch Gamma-Steigerung (M1:t;15=2,13, p<0,05, STN:t1;7=2,79, p <0,05,
SNr: t317=2,62, p<0,05). Der Interaktionseffekt ,Band*Kondition*Medikament® (F313 = 6,32,
p <0,01) unterstiitzt die oben getroffene Beobachtung, dass sich die unterschiedliche Wirkstarke
zwischen dem Beta- und Gamma-Band unterscheidet. Es fand sich zudem der Interaktionseffekt
,Band*Struktur*Medikament* (F214=8,09, p<0,01) in welchem sich die Tatsache
wiederspiegelt, dass die verschiedene Wirksamkeit beider Medikamente nicht gleichermalien in
allen Zielstrukturen und beiden Frequenzbéndern gegeben war. Wéhrend sich der Effekt auf
Gamma-Oszillationen nur quantitativ unterschied, zeigte sich im Beta-Band unter APO nur eine
Reduktion im STN, wogegen LD die Beta Power auch im M1 und der SNr senkte. Fur eine
graphische Gegeniberstellung der Medikationseffekt vgl. Abb. 4 (S.41, p.128) Kiihn et al. (85)
Unter der Vorstellung, dass Beta- und Gamma-Aktivitat unterschiedliche funktionelle Zustande
in der Motorprozessierung darstellen und das IPS durch eine Dysbalance ihrer Einflisse
bestimmt wird, wurde das Beta-Gamma Verhéltnis unter LD und APO untersucht. Im M1 und
STN war das Verhaltnis Beta-Power zu Gamma-Power flr beide Medikamente negativ mit den
ansteigenden  Dosierungsschritten  korreliert (LD: M1: r;4,=-0,665 p<0,001,
STN: ry 42 =-0,625, p <0,001; APO: M1: r;34 =-0,406, p <0,05, STN: ry 3, =-0,439, p <0,01).
Dabei weisen, wie auch in Abb. 5 (S.42, p.129) Kihn et al. (85) an der Steigung der
Regressionslinien erkennbar, die groReren Effektstarken unter LD auf eine hohere Potenz hin,
das Beta-Gamma Verhéltnis zu beeinflussen. Fir die SNr fand sich nur fur LD, aber nicht fir
APO eine signifikante Korrelation zu den Dosierungsschritten (LD: ry4, =-0,467, p <0,001,
APO: ;34 =-0,262, p = 0,155).

2.3.5 Die Peak Maxima werden durch LD und APO unterschiedlich beeinflusst

Die steigenden Dosierungen von LD wie APO beeinflussten die Maxima der Peaks in beiden
Frequenzbéndern und beiden Tiergruppen. Da aber im Beta-Bereich in den meisten
medikamenttsen Konditionen keine Peaks mehr zu definieren waren, wurde die Analyse der
Frequenzen der Maxima auf den Gamma-Bereich beschrénkt. Es zeigte sich ein signifikanter
Effekt der steigenden Dosierungen, der abhdngig vom apllizierten Medikament war
(,Kondition*Medikament® F,1; = 17,73, p <0,001). Wie in Abb. 6 (S.42, p.129) Kiihn et al. (85)

erkennbar, fiihrte APO zu einer Verschiebung des Maximums in niedrigere Gamma-Bereiche
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(,Kondition‘: 6-OH: F,50 = 19,09, p <0,001; KON: F;13 = 18,06, p <0,001). Dieser Effekt war
in allen Strukturen gleichermal3en zu beobachten, ebenso fand er sich gleichermalien in 6-OH
Tieren wie Kontrollen, was sich im Fehlen eines signifikanten Interaktionseffektes mit dem
Faktor ,Gruppe‘ wiederspiegelt. Der Effekt von LD auf die Frequenz des Maximums unterschied
sich nicht nur zu dem von APO, sondern war auch unterschiedlich flr die beiden Tiergruppen
(,Kondition*Gruppe‘: F245=6,78, p<0,01). Bei den Kontrolltieren war ein signifikanter
Anstieg der maximalen Frequenz zu beobachten (F215=9,29, p <0,01), den es bei den 6-OH
Tieren nicht gab (F223 = 0,6, p=0,56). Zusétzlich zeigte sich ein signifikanter Haupteffekt des
Faktors ,Gruppe® bei den mit LD behandelten Tieren. Die Maxima der 6-OH Tiere waren

grundsatzlich in einem héheren Gamma-Bereich, auch wenn sie nicht weiter stiegen.

2.4 Diskussion, klinische Anwendung und weiterfiihrende

Fragestellungen

Zentrales Ergebnis dieser experimentellen Studie ist, dass sich fur die bessere Kklinische
Wirksamkeit sowie fir die hohere Rate an hyperkinetischen Nebenwirkungen von LD
elektrophysiologische Korrelate finden.

LD supprimierte die pathologisch gesteigerte Beta-Aktivitat im STN deutlich starker als APO
und zeigte zudem einen Effekt auf M1 und SNr, was bei APO nicht der Fall war. Beide
Medikamente flhrten zu einer Zunahme der Gamma-Aktivitat, wobei wiederum LD dem
Dopamin-Agonisten uberlegen war. Auch die Ratio von Beta- zu Gamma-Synchronisation
wurde durch LD deutlich stirker veréndert. Unter der Annahme, diese verdnderten
elektrophysiologischen Muster lagen dem Grad der motorischen Beeintrachtigung beim IPS
zugrunde, lieRe sich damit die unterschiedliche Wirksamkeit beider Medikamente gut erklaren.
So konnte die Kklinische Uberlegenheit von LD Uber die starkere Suppression
bewegungshemmender Beta-Oszillationen gemeinsam mit der Verstarkung prokinetischer
Gamma-Oszillationen vermittelt sein. Sowohl in der préaklinischen Entwicklung neuer
Medikamente als auch in der individuellen Therapieeinstellung einzelner Patienten konnte die
Evaluation der medikamenttsen Effekte auf Oszillationen in diesen beiden Frequenzbandern
prognostischen Wert fiir den Therapieerfolg haben. Allerdings fulit diese Hypothese auf den
Ergebnissen dieser Studie in Zusammenschau mit Beobachtungen aus anderen Arbeiten. Um das
Ausmal der Symptomverbesserung mit den dynamischen Veranderungen der oszillatorischen
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Aktivitadt zu korrelieren und fur beide Medikamente zu vergleichen, ist ein experimentelles
Design in wachen und motorisch aktiven Probanden nétig.

Die grundséatzliche Frage, ob veranderte Netzwerkoszillationen mehr als ein Begleitphdnomen
des physiologischen wie pathologischen motorischen Zustandes darstellen ist weiterhin nicht
abschlieBend zu beantworten. Noch weniger allerdings ist daruber bekannt, tber welchen
Mechanismus eine derartige Verénderung der oszillatorischen Dynamik die Signaltransduktion
beeinflussen konnte. Einige Autoren vermuten, die exzessive Beta-Synchronisation erzwinge ein
starres, unflexibles Muster neuronaler Aktivitéat in der M1-BG-Schleife, welche die notwendigen
dynamischen Veranderungen wéhrend der Motorprozessierung verhindere (100-102).
Gleichzeitig bieten die vorliegenden Daten eine mogliche Erklarung fur die hohere Rate an
Dyskinesien unter LD im Vergleich zu dem Agonisten. In allen drei Strukturen stiegen die
Gamma-Oszillationen unter LD starker als unter APO. Besonders im M1 war dieser Unterschied
sehr augenscheinlich. Nur hier stieg die Gamma-Aktivitdt nach der hochsten Dosis LD auf
Werte, die jene der Kontrollen im medikamentds unbeeinflussten Zustand tberstieg. Unter APO
stieg die kortikale Gamma-Synchronisation auch, doch Uberstieg sie nicht die Baseline Werte der
Kontrollen. Interessanterweise gab es in den Kontrollen im M1 im Gegensatz zu den BG keinen
signifikanten Gamma-Anstieg unter LD. Dies legt die Vermutung nahe, dass der M1 beim IPS
unter dopaminerger Stimulation eher dazu neigt, eine abnorm gesteigerte Synchronisation im
Gamma-Frequenzband zu entwickeln. Diese konnte als pathologisches elektrophysiologisches
Element den LID zugrunde liegen. Unterschiedliche Arbeiten deuten entweder auf das Striatum
(103) oder den M1 (75, 81, 82) als Ausgangspunkt fiir die Ubersynchronisation im
Gamma-Bereich. Die vorliegenden Daten unterstiitzen letztere Hypothese, doch sollte auch hier
das experimentelle Design um die Erhebung motorischer Daten parallel zur
elektrophysiologischen Ableitung erweitert werden, um die Aussagekraft zu erhéhen.

Ebenso offen bleibt die Frage, in welchem MalR und mit welcher funktionellen Bedeutung
kortikale wie subkortikale Gamma-Aktivierung physiologisch vorkommt. Die derzeitige
Studienlage ist in dieser Hinsicht sehr heterogen, mdglicherweise bedingt durch die
Abhéngigkeit des Auftretens vom globalen kortikalen Aktivierungszustand. Eine weitere
EinflussgroRe konnte die variable Fokalitdt abhdngig vom motorischen Zustand sein. Im STN
unterscheidet sich die rdumliche Ausbreitung von Gamma-Oszillationen zwischen Ruhe und
Bewegung (104). Wird keine Bewegung ausgefihrt, sind die Regionen mit Gamma-Aktivierung
irregular und fokal, weshalb sie in unbeweglichen Patienten ohne LD Medikation nur
inkonsistent beobachtet werden koénnen (66). Mit Beginn einer Bewegung weitet sich der

Bereich subthalamischer Gamma-Synchronisation diffus aus.
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Eine Weiterentwicklung der THS, die in jungerer Zeit immer mehr in den Fokus riickt, ist die
adaptive Stimulation oder closed-loop THS. Hier wird, im Gegensatz zur kontinuierlichen
Stimulation, nur angepasst an zeitgleich gemessene elektrophysiologische Parameter stimuliert.
Erste Versuche, die allein die subthalamische Beta-Aktivitat als Trigger nutzten, konnten dabei
schon um 30 % effektivere Kontrolle der Motorsymptomatik bei weniger Nebenwirkungen und
50 % geringerem Batterieverbrauch erzielen (105). Viele unterschiedliche Algorithmen der
optimalen adaptiven THS befinden sich derzeit unter Erprobung. Bis dato wird die THS
vornehmlich in spateren Stadien der Erkrankung eingesetzt, doch konnte gezeigt werden, dass
Patienten auch schon friiher im Erkrankungsverlauf von dieser Therapieoption profitieren (106).
Gerade vor dem Hintergrund moglicherweise jahrzehntelanger Anwendung scheint es daher
angezeigt, die Stimulation durch Verwendung adaptiver Paradigmen auf ein notwendiges
Minimum zu begrenzen. Unsere Daten legen nahe, dass neben kortikaler wie subkortikaler
Beta-Aktivitat zur optimalen Symptomkontrolle ebenso kortikale Gamma-Synchronisation zur
Adjustierung in Betracht gezogen werden sollte. Die auch im Rahmen der THS beschriebenen
Dyskinesien kdnnten ebenso Folge der exzessiven Gamma-Synchronisation sein. In einer jingst
veroffentlichten Studie an zwei IPS Patienten wurde unter dieser Annahme bei Uberschreiten
eines definierten Grenzwertes kortikaler Gamma-Aktivitat die Stimulationsamplitude reduziert.
Dieses adaptive Konzept flihrte zwar zu einer Reduktion des Energieverbrauchs, wobei
allerdings keine klinische Uberlegenheit hinsichtlich Symptomkontrolle und Nebenwirkungsrate
gegeniiber der kontinuierlichen Stimulation nachgewiesen werden konnte (107). Dennoch
scheint eine weitere Erprobung adaptiver Konzepte unter Bericksichtigung von

Gamma-Aktivitat angezeigt.
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