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1. Abklirzungsverzeichnis

6-OHDA 6-Hydroxydopamin

APO Apomorphin

AS Activated State

a.u. arbitrary units

BO Beta-Oszillationen

GO Gamma-Oszillationen

IPS Idiopathisches Parkinsonsyndrom
LD Levodopa

LFPs Lokale Feldpotentiale

M1 Primarer Motorkortex

MUA Multi-Unit-Aktivitat

SNc Substantia nigra pars compacta
SNr Substantia nigra pars reticulata
STN Nucleus subthalamicus

STR Striatum

STWA spike-triggered waveform averages
SWA Slow Wave Activity

THS Tiefe Hirnstimulation

WME Wolfram-Mikroelektroden




2. Abstract

Deutsch

Hintergrund: Das idiopathische Parkinsonsyndrom (IPS) wird zunehmend als
Netzwerkerkrankung mit gestorter oszillatorischer Aktivitat in der Kortex-Basalganglien-
Schleife verstanden. Untersuchungen an Patienten mit IPS, die mittels Tiefer
Hirnstimulation behandelt werden, zeigten in den lokalen Feldpotentialen (LFPs) im
kortiko-basalganglionaren Netzwerk gesteigerte Aktivitat im Beta-Frequenzbereich, sog.
Beta-Oszillationen. Neuere Studien legen einen Zusammenhang von Beta-Oszillationen
und Akinese nahe, der jedoch durch tierexperimentelle Studien mit akuter
Dopamindepletion ohne gesteigerte Beta-Oszillationen in Frage gestellt wird. Zu den
wichtigsten therapeutischen Pharmaka, Levodopa und Dopaminagonisten, besteht die
Hypothese, dass diese neben ihrem Kklinisch unterschiedlichen Wirkprofil auch
verschiedene Effekte auf die oszillatorische Netzwerkaktivitat in primarem Motorkortex
und Basalganglien haben.

Methodik: Es erfolgte die Etablierung einer Methode zur simultanen extrazellularen
elektrophysiologischen Ableitung aus primarem Motorkortex, Nucleus subthalamicus und
Substantia nigra pars reticulata in IPS-Tiermodellen der Ratte. Dabei wurden LFPs und
Multi-Unit-Aktivitat  (MUA) in  Urethan-Narkose registriert. Neben motorischen
Verhaltensuntersuchungen wurde die oszillatorische Netzwerkaktivitat im akuten
Reserpin-Modell und chronischen 6-Hydroxydopamin-Modell (6-OHDA) vergleichend
analysiert, ebenso wurde die Modulation dieser Oszillationen durch aufsteigende Dosen
Apomorphin als Dopaminagonisten und Levodopa im 6-OHDA-Modell betrachtet.
Ergebnisse: Die Reserpin- und 6-OHDA-Behandlung fuhrten zu erheblicher Akinese. Mit
einem neu entwickelten experimentellen Ansatz war es moglich, LFPs und MUA simultan
aus mehreren Strukturen eines neuronalen Netzwerks in vivo abzuleiten. Erhohte Beta-
Oszillationen konnten in den Basalganglien beider Parkinson-Modelle nachgewiesen
werden, aber nur das 6-OHDA-Modell zeigte eine Beteiligung des primaren Motorkortex.
Levodopa unterdrickte gesteigerte Beta-Oszillationen im 6-OHDA-Modell effektiver als
Apomorphin, auch steigerte es bewegungsfordernde Gamma-Oszillationen starker.
Schlussfolgerung: Gesteigerte Beta-Synchronitat kam in zwei Parkinson-Modellen mit
akutem oder langsam-progredientem Dopaminmangel vor. Dies unterstutzt die
Hypothese, dass erhohte Beta-Oszillationen und Akinese unabhangig von der zeitlichen
Entwicklung eines Dopamindefizits pathophysiologisch zusammenhangen und hebt



deren Bedeutung als Biomarker fur die adaptive Tiefe Hirnstimulation hervor. Die
unterschiedliche Wirkung auf Beta- und Gamma-Oszillationen von Levodopa und
Apomorphin  konnte fur ihr unterschiedliches Wirk- und Nebenwirkungsprofil

verantwortlich sein.

English
Background: Recent studies refer to Parkinson’s Disease (PD) as a network disorder

with disturbed oscillatory activity in the cortico-basal ganglia loop. Clinical trials in patients
with PD treated with Deep Brain Stimulation have shown exaggerated beta synchrony in
the local field potentials (LFPs) of the cortico-basal ganglia network, so called beta
oscillations. New correlative evidence suggests beta oscillations may be
pathophysiologically linked to akinesia, which is questioned by animal studies with acute
dopamine depletion not showing such elevated beta oscillations. The hypothesis has
been formulated that the most important anti-parkinsonian drugs, Levodopa and
dopamine antagonists, differ not only in their clinical potency and side effects, but also
have differential effects on network oscillations.

Methods: A new approach to simultaneously record extracellular potentials from primary
motor cortex, subthalamic nucleus and substantia nigra pars reticulata was used to
investigate animal models of PD in the rat. Local field potentials (LFPs) and multi-unit
activity (MUA) were registered in urethane anesthesia. Motor outcome was assessed and
oscillatory network activity was compared in the acute reserpine and the chronic 6-
hydroxydopamine (6-OHDA) model, and the modulation of these oscillations with
increasing doses of apomorphine as dopamine antagonist and levodopa was analyzed.

Results: Both the reserpine and 6-OHDA model showed substantial akinesia.
Simultaneous electrophysiological recordings of LFPs and MUA from different network
structures in vivo were feasible with the newly developed approach. Exaggerated beta
oscillations could be observed in both models, but only the 6-OHDA model showed
involvement of the primary motor cortex. Levodopa suppressed beta oscillations and
enhanced gamma-oscillations in the 6-OHDA model more effectively than apomorphine.
Conclusion: Increased beta synchrony was found in models of PD with either acute or
long-term dopaminergic deficit. This finding supports the hypothesis of enhanced beta
oscillations being pathophysiologically linked to akinesia irrespective of the time course
of dopamine depletion, thus underlining their significance as a potential biomarker for
adaptive deep brain stimulation. The different impact of levodopa and apomorphine on



beta- and gamma oscillations could be causative to their differing profile of clinical effects

and side effects.

3. Einfuhrung

3.1 Wissenschaftlicher Hintergrund
Das idiopathische Parkinsonsyndrom (IPS) ist eine bisher unheilbare neurodegenerative

Erkrankung, die durch die Kardinalsymptome Rigor, Tremor, Akinese und posturale
Instabilitat gekennzeichnet wird. Mit einer Pravalenz von ca. 1% der tUber 60-Jahrigen ist
es eine der haufigsten neurodegenerativen Erkrankungen [1]. Wesentliche
pathophysiologische Grundlage ist der Mangel an Dopamin im Striatum (STR), der durch
die Degeneration dopaminerger Neurone der Substantia nigra pars compacta (SNc)
hervorgerufen wird. Die medikamentose Standardtherapie erfolgt mit der Dopamin-
Vorstufe Levodopa (LD) und ist klinisch initial sehr gut wirksam und vertraglich, fihrt aber
in der Langzeittherapie nach Jahren zu Wirkfluktuationen und motorischen
Spatkomplikationen [2]. Aufgrund dessen wird die Therapie bei jungeren Patienten oft mit
Dopaminagonisten begonnen, die eine in der Regel geringere klinische Wirksamkeit auf
die motorische Parkinson-Symptomatik und vor allem nicht-motorische Nebenwirkungen
aufweisen [3]. Weiterhin hat sich die Tiefe Hirnstimulation (THS) als Standardtherapie fur
das fortgeschrittene IPS etabliert, bei der dauerhaft eine elektrische Hochfrequenz-
Stimulation Uber in die Basalganglien implantierte Elektroden appliziert wird [4]. Mittels
dieser Elektroden sind auch elektrophysiologische Ableitungen aus den Ziel-
Kerngebieten der THS in Parkinson-Patienten moglich. Uber solche Ableitungen von
Lokalen Feldpotentialen (LFPs) konnten sog. Beta-Oszillationen (BO), verstarkte
oszillatorische Aktivitat im Beta-Frequenzbereich von 13-35 Hz, in den LFPs der
Patienten identifiziert werden [5-7]. Gesteigerte BO wurden ebenfalls in Tiermodellen
des IPS nachgewiesen [8—10]. Auch gibt es Hinweise auf mit Akinese einhergehende
verminderte  hoherfrequente  Oszillationen  (sog. Gamma-Oszillationen, GO;
Frequenzbereich von etwa 30 bis 90 Hz) beim IPS [11-13]. Klinisch effektive Therapien
wie die Gabe von LD oder Dopaminagonisten und die THS fuhren zu einer Reduktion
von BO [14-16], wobei diese Reduktion mit dem Ausmal® der Verbesserung der
motorischen Symptome Akinese und Rigor einhergeht [14,17]. Versuche, in denen
Patienten eine THS mit Stimulationspulsen in Beta-Frequenz erhielten, zeigten hierdurch
eine Zunahme der Akinese [18,19], sodass die Hypothese besteht, dass Beta-
Oszillationen und motorische Symptome beim IPS pathophysiologisch eng miteinander



verbunden sind. Daher gelten BO auch als potentieller Biomarker fur eine adaptive THS
[20,21]. Allerdings wurde ein direkter Zusammenhang von BO und Akinese oder Rigor in
tierexperimentellen und in humanen Studien immer wieder in Frage gestellt [9,14,22].

In Tiermodellen mit chronischer Dopamindepletion wurden BO regelmalig
nachgewiesen [8—10,23]. Es besteht daher die Hypothese, dass BO und Dopaminmangel
pathophysiologisch verbunden sind, sodass auch eine akute Blockade von
Dopaminrezeptoren zur Entstehung von BO fihren musste. Hierzu ist die Studienlage
jedoch uneinheitlich: Einige tierexperimentelle Studien mit akuter D4-Do-
Dopaminrezeptor-Blockade fanden Hinweise auf gesteigerte BO [24,25], andere Studien
konnten dies jedoch nicht nachweisen [26,27]. BO konnten daher entweder direkt von
einer dopaminergen Storung induziert werden oder auch nur eine Begleiterscheinung
fortdauernder Dopamindepletion sein.

Auch ist die Modulation von Oszillationen der Kortex-Basalganglienschleife durch die in
der klinischen Behandlung am haufigsten eingesetzten dopaminergen Medikamente,
Dopaminagonisten und LD, nicht vollstandig verstanden. Klinische Studien an Patienten
mit IPS und THS-Elektroden zeigten eine Reduktion gesteigerter BO und eine Erh6hung
von GO durch beide Substanzklassen [14,17]. Es besteht die Hypothese, dass die
klinische Wirksamkeit der Medikamente mit Verbesserung der motorischen Symptomatik
uber die Beeinflussung von Oszillationen vermittelt wird, was bisher aufgrund fehlender
vergleichender Studien zu Dopaminagonisten und LD ungeklart ist.

In den Strukturen der Basalganglien und dem primarmotorischen Kortex sind viele
Kerngebiete von Neuronen oft reziprok uber axonale Bahnen miteinander verbunden
[28]. Eine solche funktionelle Einheit wird neuronales Netzwerk genannt. Dysfunktionen
in diesen Netzwerken zeigen sich u.a. in veranderten Oszillationsmustern der LFPs, wie
den erhohten BO oder erniedrigten GO beim IPS, von denen angenommen wird, dass
sie Ausdruck eines gestorten Informationsflusses in diesem Netzwerk sind [29]. So
werden das IPS und auch andere neuropsychiatrische Erkrankungen zunehmend auf der
Netzwerkebene betrachtet und als Netzwerkerkrankungen bezeichnet [29-31]. Zum
besseren Verstandnis der Erkrankungen und zur Therapieoptimierung ist eine
Erforschung auf Netzwerkebene notig. Extrazellulare elektrophysiologische Ableitungen
sind hierzu besonders geeignet, da sie die Aktivitat vieler Neurone mit hoher zeitlicher
Auflosung gleichzeitig erfassen. Mit extrazellularen Ableitungen kann neben den LFPs
auch multi unit-Aktivitat (MUA; gleichzeitige Aktionspotentialaktivitat mehrerer Neurone)



registriert werden. Die Betrachtung der Netzwerkebene mit extrazellularen Ableitungen

macht allerdings die invasive Ableitung mehrerer Kerngebiete simultan erforderlich.

3.2 Zielsetzung der Promotionsarbeit
1. Wie koénnen extrazelluldre elektrophysiologische Ableitungen des Kortex-

Basalganglien-Netzwerks simultan erfolgen? (Studie 1)

Ziel von Studie 1 war es, eine Methode zur simultanen extrazellularen Ableitung der
Strukturen des Hyperdirekten Weges in Tiermodellen des IPS entwickeln. Die Strukturen
des Hyperdirekten Weges sind der Nucleus subthalamicus (STN), Zielgebiet der THS in
der Parkinson-Therapie [32], die Substantia nigra pars reticulata (SNr) als wesentliche
Ausgangsstruktur der Basalganglien und der den Basalganglien Ubergeordnete
primarmotorische Kortex (M1), in dem Bewegungsprogramme entstehen [33,34]. Mit der
Ableitung des Hyperdirekten Weges sind wesentliche Strukturen des Netzwerkes erfasst.

2. Welche Auswirkungen hat ein kurz dauernder Dopaminmangel im Vergleich zu einem

chronisch-progredienten Dopaminmangel auf Beta-Oszillationen in Tiermodellen des

idiopatischen Parkinsonsyndroms? (Studie 2)

Unter Einsatz der in Studie 1 entwickelten Methode sollte der Zusammenhang von
Dopaminmangel und BO durch einen Vergleich der Netzwerkaktivitat zweier Parkinson-
Tiermodelle untersucht werden, die sich in der zeitlichen Entwicklung ihrer
Dopamindepletion unterscheiden: Das akute Reserpin-Modell und das 6-
Hydroxydopamin (6-OHDA)-Modell in Ratten. Beim Reserpin-Modell wird durch
Reserpin-Gabe eine irreversible Blockade des vesikularen Monoamintransporter 2
erreicht und somit eine schnell einsetzende Dopamindepletion herbeigefuhrt [35], das
Auftreten von BO wurde bisher nicht untersucht. Im 6-OHDA-Modell, welches
bekannterweise BO entwickelt, werden dopaminerge Neurone der SNc durch eine
periaxonale Neurotoxin-Injektion Uber Wochen zerstort, was den Dopaminmangel
herbeifthrt [8,36,37].

3. Wie beeinflussen die beiden wichtigsten Substanzklassen dopaminerger Parkinson-

Medikamente die Beta- und Gamma-Oszillationen im Netzwerk von Motorkortex und

Basalganglien? (Studie 3)

Ziel der Studie war es, den Einfluss der Dopamin-Vorstufe LD und der postsynaptisch
wirksamen Dopaminrezeptoren auf BO und GO in den Strukturen des Hyperdirekten



Weges zu vergleichen. Dabei wurden aufsteigende Dosen von LD und Apomorphin
(APO), fur dessen Anwendung es im Tierversuch Vorerfahrungen gibt [8,38], eingesetzt
und in ihrer Wirksamkeit im 6-OHDA-Modell und einer unbehandelten Kontrollgruppe

verglichen.

4. Methodik

4.1 Tiere und Materialien
Alle Tierversuche wurden an mannlichen Wistar-Ratten gemaf® den gultigen Gesetzen

(TierSchG, TierSchVersV, EU-Richtlinie 2010/63/EU) nach Genehmigung durch die
zustandige Aufsichtsbehorde (LaGeSo, Berlin) unter groRtmoglicher Minimierung der
Belastung und Tierzahl durchgefuhrt. Die Haltung der Tiere erfolgte unter
Standardbedingungen in Versuchstierhaltungen. Verwendete Substanzen stammen,

sofern nicht anders angegeben, von Sigma Aldrich Chemie GmbH, Deutschland.

4.2 Stereotaktische Chirurgie und elektrophysiologische Ableitungen
Eigens entwickelte Silber-Silberchlorid-Elektroden (Impedanz ca. 8 kQ)) wurden in einem

mehrstufigen Prozess aus hochreinem Silberdraht geformt und mit Silberchlorid
beschichtet, um die Signalqualitat zu verbessern, und fur epidurale LFP-Aufnahmen des
M1 sowie als Referenzelektroden eingesetzt [39]. Wolfram-Mikroelektroden (WME) zur
Ableitung subkortikaler Strukturen wurden mit einer entsprechenden Impedanz
ausgewahlt (1,5 MQ), um LFPs und MUA gleichzeitig abzuleiten. Fur die Ableitung aus
STN und SNr wurden Paare von WME (Microprobes for Life Science, MD, USA) unter
mikroskopischer Sicht an einem stereotaktischen Halter so befestigt, dass das posteriore
(anteroposteriore Achse) Elektrodenpaar in die SNr inseriert wurde, wenn das anteriore
Elektrodenpaar den STN traf.

Die Operation zur Implantation aller Elektroden sowie die elektrophysiologische Ableitung
wurden in Urethan-Narkose unter konsequenter Beurteilung der Narkosetiefe, Schutz der
Augen und Erhaltung der Korperwarme durchgefuhrt. Nach Einbringen des Tieres in
einen stereotaktischen Rahmen (David Kopf Instruments, CA, USA) und Rasur des
Schadels erfolgte die sagittale Inzision der Kopfhaut, Praparation des Schadelknochens
und Darstellung des Bregma als Referenzpunkt fur die Stereotaxie [40]. Die sog. flat skull-
Position, in der sich die Schnittpunkte der Schadelsuturen Bregma und Lambda auf
gleicher dorsoventraler Hohe befinden [39,40], wurde mittels rat alignment tool (David
Kopf Instruments, CA, USA) eingestellt. Nach Markierung der Koordinaten fur die



Referenz- und Ableitelektroden erfolgten die Kraniotomien unter Einsatz eines
Zahnarztbohrers (1 mm Durchmesser, Hager und Meisinger GmbH, Deutschland).
Stereotaktische Koordinaten konnen Tabelle 1 aus der Veroffentlichung zu Studie 1
entnommen werden [39]. Es wurden zwei cerebellare Referenzelektroden eingesetzt, die
den Liquor beruhren sowie zwei epidurale Elektroden uber M1, die jeweils mit Dental-
Acryl (Technovit®, Heraeus Kulzer, GmbH, Deutschland) und Mikroschrauben befestigt
wurden.

Um eine sichere Insertion der WME in den STN und die SNr zu gewahrleisten, wurde mit
dem anterioren Elektrodenpaar ein mapping der STN-Trajektorie durchgefuhrt. Dies geht
davon aus, dass sich Kerngebiete in ihrer Ausdehnung, Neuronendichte und
Feuermuster der Aktionspotentiale unterscheiden [39,41]. Nach Anschluss der
Elektroden an ein Verstarkersystem (Omniplex, Plexon Inc., TX, USA) wurde beginnend
mit 1 mm dorsal der Zielposition die MUA in 100 um-Schritten nach ventral evaluiert und
anhand von Vergleichswerten die Elektrodenposition so genau bestimmt (Beispiele fur
typische MUA der hier wichtigen Kerngebiete in Abb. 2, Studie 1 und Abb. 1A, Studie 2
[39,41]). Wurde der STN getroffen, war durch die Ausrichtung der WME anhand der
anatomischen Gegebenheiten die Insertion des posterioren Elektrodenpaares in die SNr
sichergestellt und die Elektroden verblieben fur die Ableitungen in Position. Die
Registrierung extrazellularer Aktivitat erfolgte unter 1750-facher Verstarkung mit 40 KHz
sampling rate und primarer Bandpass-Filterung (0,05-8000 Hz) sowie Auftrennung in
LFPs und MUA Uber entsprechende Filter (Butterworth-Typ; Bandpass LFP 0,05-200 Hz;
MUA 300-8000 Hz) und downsampling zur elektronischen Speicherung.

Nach Abschluss der Aufnahmen wurden die Tiere mit einer Uberdosierung der
Anasthesie getotet und transkardial mit je 250ml eiskalter 0,1M Phosphat-gepufferter
Salzlésung (PBS) und Paraformaldehyd 4% in PBS perfundiert, die Gehirne entnommen
und fur die histologische Untersuchung mittels Postfixierung, Entwasserung und

Einfrieren aufbereitet.

4.3 Induktion der Tiermodelle und Verhaltenstests
FUr das akute Reserpin-Modell wurden 3mg/kg Korpergewicht Reserpin in 0,9% NaCl mit

4 mg/ml Dimethylsulfoxid subkutan injiziert, 18 Stunden spater erfolgten
Verhaltensuntersuchung und  Elektrophysiologie dann unter groRtmaoglicher
Dopamindepletion [35]. Das induzierte motorische Verhaltensdefizit wurde mit dem Bar-
Test erfasst [41,42].
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6-OHDA wurde in 0,9% NaCl und 0,02% Ascorbat gelost. In antagonisierbarer
Injektionsnarkose und Anwendung der unter 3.2 beschriebenen chirurgisch-
stereotaktischen Herangehensweise wurde eine 33G-Kanule in das linke mediale
Vorderhirnbundel von Ratten eingebracht und 1 pl 6-OHDA-L6sung (entsprechend 8 pg
freier Base 6-OHDA) mit einer Flussrate von 125 nl/min mittels einer Prazisions-
Spritzenpumpe (10 pl Nanofil™ Spritze in Micro4™, World Precision Instruments, FL,
USA) injiziert. Nach uberlappender Analgesie mit Carprofen wurde die Operationswunde
mittels chirurgischer Naht verschlossen, die Narkose antagonisiert und die Tiere fur
weitere zwei Tage mit dem Analgetikum behandelt. Bei einseitiger 6-OHDA-Injektion
stand die nicht betroffene Hemisphare als intraindividuelle Kontrolle fir motorische
Verhaltenstests und Histologie zur Verfugung. Der Verhaltenseffekt wurde mit zwei
verschiedenen Tests gemessen, dem Zylindertest und dem Drag-Test. Beide erfassen
die motorische Asymmetrie der Vorderpfoten bei Hemiakinese [41,43].

4.4 Histologie und Immunhistologie
Die entnommenen Gehirne wurden mittels Kryostat-Mikrotom in 40 ym dicke koronare

Schnitte geschnitten. Fur die Verifizierung der regelrechten Lage der Mikroelektroden in
STN und SNr wurden die entsprechenden Schnitte einer Nissl-Farbung mit Kresylviolett
unterzogen. Die Beurteilung der Trajektorien und umgebenden anatomischen Strukturen
erfolgte lichtmikroskopisch.

Immunhistologische Farbungen wurden fur das 6-OHDA-Modell und die Kontrollgruppe
vorgenommen. Fur die immunhistologische Feststellung einer erfolgreichen 6-OHDA-
Lasion wurde eine free-floating Tyrosin-Hydroxylase (TH)-Farbung striataler Fasern und
nigraler dopaminerger Neurone nach einem Standard-Protokoll vorgenommen ([44];
Primarantikorper, anti-TH 1:10000, T1299, Sigma, Deutschland; Sekundarantikorper,
anti-Maus biotinyliert 1:200, BA-9200, Vector Laboratories, CA, USA; Darstellung mit
3,3,-Diaminobenzidin). Die striatale Dichte dopaminerger Fasern wurde densitometrisch
als optische Dichte aus einer Serie von drei reprasentativen Schnitten des STR pro Tier
bestimmt. Die Anzahl TH-positiver Neurone der SNc wurde mit einem Stereo
Investigator®-System (MicroBrightField Bioscience, VT, USA) bestimmt. TH-positive
Zellen jedes 7. Schnittes der SNc wurden beidseitig ausgezahlt. Die Auswertung der
ladierten linken Hemisphare erfolgte im Vergleich zur rechten Hemisphare.

11



4.5 Elektrophysiologische Datenanalyse
In Urethan-Narkose konnen in kortikalen LFPs zwei kortikale Aktivierungszustande

unterschieden werden [27,45]. Die Slow Wave Activity (SWA) ist durch langsame 0,05 -
2 Hz-Oszillationen groler Amplitude gekennzeichnet und wird mit der Hirnaktivitat
wahrend naturlichen Schlafes verglichen. Der Activated State (AS) zeigt viel hdhere
Frequenzen und kleinere Amplituden und grenzt sich bereits visuell deutlich von der
vorherrschenden SWA ab. Diese Aktivierungszustande werden mit der Hirnaktivitat eines
wachen Tieres verglichen [46-48]. Veranderungen in den Oszillationen kénnen nur im
AS beobachtet werden [27,41,49]. Die Datenanalyse erfolgte aus 50 oder 100 s langen
Datenabschnitten AS oder SWA.

Die Analyse der LFP-Daten erfolgte mittels Spike2 (v8.02, Cambridge Electronic Design,
GrolRbritannien) und MatLab (R2014B, Mathworks, MA, USA). Powerspektren wurden
auf Grundlage der Fourier Transformation (Welch-Methode, 1s-Datenfenster, Hann-
Fensterfunktion, 1 Hz-Frequenzauflésung) berechnet und normalisiert, sie geben eine
relative Frequenz-Leistungsverteilung in arbitrary units [a.u.] an. Die Werte der
Powerspektren wurden fur den Beta- und Gamma-Bereich gemittelt und sind wesentliche
Zielparameter der Datenanalyse. Ebenfalls wurde die Koharenz zwischen den LFP-
Signalen von jeweils zwei der abgeleiteten Strukturen berechnet, sie ist ein
frequenzabhangiges MaR fur den Grad der linearen Abhangigkeit zweier Signale. Wo
angezeigt, wurden auch mittlere Power und Koharenz zu Subaufteilungen der Beta- und
Gamma-Frequenzbander bestimmt. Details zur Aufteilung konnen ebenfalls den
Originalarbeiten im Anhang entnommen werden. Peaks sind Spitzenwerte im Power- und
Koharenzspektrum. Signifikante Peaks wurden gemal} publizierten Kriterien bestimmt
[23,41,49] und Anzahl und mittlere Peak-Frequenz ermittelt.

Ferner wurde in Studie 2 die Phasenkopplung von Aktionspotentialen der MUA und LFPs
untersucht (vgl. Studie 1 und 2 [39,41]). Sog. spike-triggered waveform averages (STWA)
wurden zu ausgewahlten Aktionspotentialen bestimmt. Uber den Vergleich der STWA zu
zufallig ausgewahlten Datenabschnitten im selben Tier konnte festgestellt werden, ob
eine signifikante Phasenkopplung vorlag und hierfur die Anzahl der Tiere pro
Versuchsgruppe ermittelt werden. Uber die STWA-Amplitude konnte eine Aussage zu
deren Ausmal} getroffen werden.
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4.6 Experimentelles Design
Nach Induktion der Tiermodelle erfolgte nach definierter Zeit die Messung des

motorischen  Verhaltensdefizits, gefolgt  von Elektrodenimplantation und
elektrophysiologischer Messung als Finalversuch mit anschlieBender histologischer
Untersuchung. Die weiterfuhrenden Versuche erfolgten unter groRtmaoglichem
dopaminergem Defizit, fur das Reserpin-Modell 18 Stunden und fur das 6-OHDA-Modell
20-35 Tage nach Induktion [8,35,36]. Es wurden ausschliellich Tiere in die Studien
eingeschlossen, die lichtmikroskopisch Elektrodentreffer und intakte Zielstrukturen sowie
ein dem Modell entsprechendes Verhaltensdefizit aufwiesen. 6-OHDA-behandelte Tiere
wurden zudem nur eingeschlossen, wenn ein signifikanter Verlust dopaminerger Fasern
im STR bzw. dopaminerger Zellen in der SNc nachgewiesen wurde.

In Studie 2 wurden drei Gruppen mit je 9 Tieren untersucht: Reserpin-Gruppe, 6-OHDA-
Gruppe und unbehandelte Kontrollgruppe. In Studie 3 wurden 45 Ratten in vier Gruppen
eingesetzt: 21 waren Kontrolltiere, 24 Ratten wurden 6-OHDA-Iadiert. In der
elektrophysiologischen Messung wurden nach Aufnahme eines medikationsfreien
Intervalls drei aufsteigende Dosen LD oder APO subkutan injiziert (LD 6/12/24 mg +15
mg/mg Benserazid; APO 0,05/0,1/0,2 mg, pro kg Korpergewicht). 10 min nach Injektion
wurde jeweils die 40 min dauernde Aufnahme gestartet. Jeweils die Halfte der 6-OHDA-
und Kontroll-Tiere wurde entweder mit APO oder LD in aufsteigenden Dosen behandelt.
Die geringste Dosis beider Medikamente stellte die Dosis dar, die in Tiermodellen des
IPS als Ubliche wirksame Dosis zur maximalen Verbesserung der Akinese ohne Induktion
von Hyperkinesien fuhrt [8,10,38,50].

4.7 Statistische Auswertung
Die statistischen Testungen erfolgten mit Prism (v6, Graphpad Software, CA, USA),

SPSS (v23, IBM, NY, USA) und MatLab. Nach Prifung der Normalverteilung erfolgte in
unabhangigen Stichproben der Vergleich zweier Gruppen mit Zweistichproben-t-Test
oder Mann-Whitney-U-Test, bei mehreren Gruppen mittels einfaktorieller Varianzanalyse
(ANOVA) oder Kruskal-Wallis-Test gefolgt von entsprechenden Post-hoc-Tests. Es
erfolgte jeweils eine Korrektur der Alphafehler-Kumulierung. Fur die Auswertung der
Zusammenhange von Beta- und Gamma-Power und dopaminerger Medikation auf Basis
der Gruppe (6-OHDA, Kontrolle) sowie Struktur (STN, SNr, M1), Frequenzband (Beta,
Gamma), Medikamentenart (LD, APO) und Dosisstufe (nativ, 1., 2., 3. Dosis) wurde eine
multifaktorielle Varianzanalyse fur abhangige Stichproben (rMANOVA) angewandt.
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Korrelationen von Beta-Gamma-Ratios und Dosierungen wurden mittels Pearson-
Korrelation bestimmt. Die detaillierte statistische Herangehensweise kann den
Originalarbeiten im Anhang entnommen werden. Ab p-Werten < 0,05 wurde ein
Unterschied als signifikant angesehen (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; *** p <
0.0001). Wenn nicht anders angegeben, wurden Mittelwerte + Standardfehler des

Mittelwertes berichtet.

5. Ergebnisse

5.1 Ableitung des Hyperdirekten Weges
Mit der neu entwickelten Methode war es mdglich, mehrere Kerngebiete eines

neuronalen Netzwerkes simultan in vivo elektrophysiologisch abzuleiten. Die
Implantation der WME in die Strukturen der Basalganglien STN und SNr erfolgte mit
hoher Genauigkeit (vgl. Abb. 2, Studie 1 [39]). Dies wurde durch lichtmikroskopische
Untersuchungen der Ziel-Kerngebiete und Darstellung der Trajektorien in Nissl-Farbung
bestatigt (93,0 % Trefferquote aller Elektroden in Studie 3 [49]).

Es konnten LFP-Daten und aus STN und SNr auch MUA gewonnen werden. Aus MUA-
Daten konnten eindeutig zu Einzelneuronen identifiziert werden (vgl. Abb. 2&4, Studie 1
[39]). Mit den eigens konstruierten epiduralen Elektroden gelang anhand des M1-LFP-
Signals eine sichere Bestimmung der kortikalen Aktivierungszustande AS und SWA der
Urethan-Narkose (vgl. Abb. 3, Studie 1; Abb. 1B, Studie 2 [39,41]). Aus bisherigen
Studien ging hervor, dass im 6-OHDA-Modell nur im AS relevante elektrophysiologische
Veranderungen wie gesteigerte BO messbar sind [27,51]. Mit dem Nachweis gesteigerter
BO nur im AS und nicht wahrend SWA wurde dies mit der etablierten Methode in Studie

2 reproduziert [41]. Daher erfolgte die weitere Datenanalyse nur aus AS-Daten.

5.2 Verhaltenseffekte und Immunhistologie
Alle in die Studien eingeschlossenen Tiere mit Reserpin- oder 6-OHDA-Behandlung

zeigten eine signifikante, hochgradige Akinese. Die Behandlung mit Reserpin wies im
Bar-Test eine ausgepragten Akinese gegenuber der Kontrollgruppe (p < 0,0001) nach.
Die 6-OHDA-behandelten Tiere zeigten eine nahezu maximale Akinese der betroffenen
rechten Seite im Vergleich zur nichtbetroffenen linken Pfote im Zylindertest und eine
ausgepragte Akinese im Drag-Test (je p < 0,0001 in Studie 2; je p < 0,001 in Studie 3).
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Die immunhistologische Untersuchung der dopaminergen Faserdichte im STR und der
nigralen Zellzahl aller eingeschlossenen Tiere im 6-OHDA-Modell ergab einen fast
vollstandigen, hochsignifikanten Verlust von Fasern und Zellen im Vergleich zur
unbehandelten rechten Hemisphare (je p < 0,0001 in Studie 2; in Studie 3 nur Messung
von Faserdichte im STR, p < 0,001). In der Kontrollgruppe gab es keine signifikanten

Unterschiede in der TH-Immunhistologie zwischen beiden Hemispharen.

5.3 Vergleich von Reserpin- und 6-OHDA-Modell
Power-Analyse und Peaks

In Studie 2 zeigten sich sowohl in 6-OHDA- als auch Reserpin-behandelten Tieren
gesteigerte BO in den Basalganglien. Alle Vergleiche fanden zur gesunden
Kontrollgruppe statt: Im STN war die mittlere Beta-Power nur fur 6-OHDA-behandelte
Tiere signifikant erhoht (p < 0,01). In der getrennten Analyse fur Low- und High-Beta-
Bereiche des Spektrums zeigte sich ein erhohtes Low-Beta (13-20 Hz) ebenso nur fur 6-
OHDA-Tiere (p < 0,05), die mittlere High-Beta-Power (21-35 Hz) war fur beide
Tiermodelle erhoht (6-OHDA: p < 0,01; Reserpin: p < 0,05). In der SNr war die mittlere
Gesamt-Beta-Power ebenso nur fur das 6-OHDA-Modell signifikant erhoht (p < 0,05),
ebenso die mittlere Low-Beta-Power (p < 0,01). Die mittlere High-Beta-Power war
ausschlieBlich im Reserpin-Modell signifikant erhoht (p < 0,01).

Im M1 zeigten sich nur in 6-OHDA-Tieren identifizierbare Peaks im Beta-Band (mittlere
Beta-Peakfrequenz: 18,6 + 1,3 Hz), in Reserpin- und Kontrolltieren war dies nicht der
Fall. Die mittlere Beta-Power war im M1 von 6-OHDA-Tieren sowohl gegenuber der
Kontrollgruppe (p < 0,05) als auch gegenuber der Reserpin-Gruppe (p < 0,01) signifikant
erhoht. Im M1 des Reserpin-Modells waren keine gesteigerten BO nachzuweisen (vgl.
Abb. 2&4A, Studie 2 [41]).

In STN und SNr zeigten nahezu alle Tiere aus beiden Parkinson-Modellen signifikante
Beta-Peaks. In 6-OHDA-Tieren fanden sich die Beta-Peaks Uberwiegend im Low-Beta-
Spektrum (STN: 16,8 + 0,9 Hz; SNr: 15,4 + 0,4 Hz), wohingegen Reserpin-Tiere
ausnahmslos Beta-Peaks im High-Beta-Spektrum zeigten (STN: 26,5 + 2,2 Hz; SNr: 27,9
+ 2,3 Hz).

Koharenz-Analyse

Die zwischen den LFPs aus STN und M1 bestimmte kortiko-subthalamische Koharenz
war im Beta-Frequenzbereich nur fur das Reserpin-Model, aber nicht fur das 6-OHDA-
Modell vergleichend zur Kontrollgruppe erhoht. Hier zeigte sich fur den High-Beta-
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Bereich eine signifikante Erhohung gegenuber der Kontrollgruppe (p < 0,001) und auch
der 6-OHDA-Gruppe (p < 0,05).

Kortiko-nigrale Koharenzen wurden zwischen SNr und M1 bestimmt, sowohl fur das 6-
OHDA-Modell als auch fur das Reserpin-Modell konnte eine signifikante Steigerung im
Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden, fur 6-OHDA-Tiere im niedrigen und
fur Reserpin-Tiere im oberen Beta-Frequenzbereich (6-OHDA Low-Beta vs.
Kontrollgruppe p < 0,05; Reserpin High-Beta vs. Kontrollgruppe p < 0,01).

In der subthalamo-nigralen Koharenz konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen ermittelt werden. (vgl. Abb. 3, Studie 2 [41]).

STWA-Analyse

Im STN wies die Mehrheit der Tiere in beiden Parkinson-Modellen eine signifikante MUA-

LFP-Phasenkopplung fur den niedrigen Beta-Frequenzbereich auf (Low-Beta: 6-OHDA
7/9; Reserpin 6/9), wohingegen dies bei keinem der Kontrolltiere der Fall war (Low-Beta:
Kontrolle 0/9). Im oberen Beta-Frequenzbereich zeigten die meisten Tiere aller drei
Gruppen eine MUA-LFP-Phasenkopplung (High-Beta: 6-OHDA 8/9; Reserpin 6/9,
Kontrolle 6/9). In der SNr hingegen war in allen drei Gruppen eine kleinere Anzahl an
Tieren mit Phasenkopplung ohne wesentliche Unterschiede zwischen den Gruppen
festzustellen. Eine signifikant erhohte STWA-Amplituden-Ratio fand sich jedoch nur im
STN nur fur 6-OHDA-Iadierte Tiere, die im niedrigen Beta-Bereich gegenuber
Kontrollgruppe (p < 0,01) und im oberen Beta-Bereich auch im Vergleich zur Reserpin-
Gruppe deutlich erhéht war (je p < 0,05) (vgl. Abb. 5AB&DE, Studie 2 [41]).

5.4 Pharmakologische Modulation von Beta- und Gamma-Oszillationen
Power in 6-OHDA- und Kontrolltieren

In Studie 3 zeigte sich in der Untersuchung der Ausgangswerte der Power vor

Medikamentengabe (Baseline) eine fur die 6-OHDA-Gruppe signifikant erhohte mittlere
Beta-Power gegenuber Kontrollgruppe in allen drei untersuchten Strukturen des kortiko-
basalganglionaren Netzwerkes (je p < 0,001). Die mittleren Beta-Peakfrequenzen aller
abgeleiteten Strukturen bewegten sich auch in der Studienpopulation zu Studie 3 im
niedrigen Bereich des Beta-Frequenzspektrums (STN: 16,15 + 0,55 Hz; SNr: 16,56 +
0,55; M1: 17,59 £+ 0,66 Hz). Im Gamma-Spektrum konnten in 6-OHDA- und
Kontrollgruppe keine signifikanten Peaks identifiziert werden, jedoch war die mittlere
Gamma-Power aller drei Strukturen der 6-OHDA-ladierten Tiere signifikant niedriger als
die der Kontrolltiere (je p < 0,01) (vgl. Abb. 2; Studie 3 [49]).
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Wirkung von LD auf Oszillationen in 6-OHDA- und Kontrolltieren

Eine deutliche, signifikante dosisabhangige Reduktion der BO wurde durch LD-Gabe in
allen Strukturen der 6-OHDA-Gruppe erreicht (je p < 0,001). Bereits die niedrigste LD-
Dosis fuhrte in 6-OHDA-ladierten Tieren zur Reduktion der BO auf das Niveau der
Kontrollgruppe in der Baseline (kein Unterschied zur Baseline-Kontrollgruppe; p > 0,05),
wobei eine weitere Reduktion der BO durch Dosissteigerung nicht moglich war.
Kontrolltiere zeigten nur im STN eine sehr schwache, aber signifikante dosisabhangige
Reduktion von BO (p < 0,05), aber nicht im M1 oder in der SNr.

Die Gamma-Aktivitat konnte in 6-OHDA-Tieren durch alle drei Dosen LD dosisabhangig
signifikant gesteigert werden (je p < 0,001), wobei die 1. Dosis bereits zu einer Steigerung
von GO auf das Niveau der Baseline unbehandelter Kontrolltiere in allen drei Strukturen
fuhrte. In Kontrolltieren war ein dosisabhangiger Anstieg der GO fur die Basalganglien
(STN: p <0,05; SNr: p < 0,01), jedoch nicht fur den M1 nachweisbar (p > 0,05), sodass
die mittlere Gamma-Power unter der Hochstdosis von 24 mg/kg LD der 6-OHDA-Tiere
die der Kontrolltiere in der Baseline im M1 Uberstieg (p < 0,05) (vgl. Abb. 3C-H; Studie 3
[49]).

Wirkung von APO auf Oszillationen in 6-OHDA- und Kontrolltieren

Eine Wirkung auf Beta-Aktivitat durch APO war nur im STN 6-OHDA-Iadierter Tiere

gegeben, hier kam es zu einer signifikanten dosisabhangigen Reduktion von BO

gegenuber der Kontrollgruppe (p < 0,05). Eine Angleichung der Beta-Aktivitat auf das
Niveau der Kontrolltiere wurde jedoch selbst unter der hochsten Dosis nicht erreicht. In
Kontrolltieren hat APO auf die Beta-Aktivitat keinen Effekt.

Hingegen zeigte APO einen deutlichen Einfluss auf die Gamma-Aktivitat aller drei
Strukturen in beiden Modellen: In 6-OHDA-Tieren stiegen GO in allen drei Strukturen
dosisabhangig signifikant an (STN: p < 0,05; SNr: p < 0,05; M1: p < 0,01), in der
Kontrollgruppe war dieser Anstieg den Basalganglien viel starker ausgepragt als in M1
(STN: p <0,001; SNr: p <0,001; M1: p <0,01). Anders als unter LD ubertraf die mittlere
Gamma-Power in 6-OHDA-Tieren unter Hochstdosis APO nicht die Gamma-Power von
Kontrolltieren in der Baseline (vgl. Abb. 3I-N; Studie 3 [49]).

Relativer Vergleich der Power-Veranderungen und Korrelationen

Wird die gemessene Power auf die medikamentenfreie Baseline (= 100%) eines Tieres
bezogen, fuhrt LD im Vergleich mit APO sowohl zu einer starkeren Beta-Reduktion als
auch Gamma-Steigerung als APO in allen drei Strukturen in 6-OHDA-Tieren und

Kontrollen. Im Vergleich der hochsten Dosis fuhrt LD zu einer signifikant starkeren
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Reduktion der BO auf 63 bis 73%, wohingegen unter Apomorphin nur eine Reduktion um
80 bis 94% des Ausgangswertes erreicht wird (LD vs. APO; STN: p < 0,05; SNr: p <0,05;
M1: p < 0,01). Die GO wurden durch 24mg/kg LD auf 180% in der SNr bis zu 368% des
Ausgangswertes im M1 gesteigert, wohingegen APO nur zu einer Zunahme auf 123%
bis 210% flhrte (LD vs. APO; STN: p < 0,05; SNr: p < 0,05; M1: p < 0,05).

Eine ausgepragte lineare Korrelation von Medikamentendosis und Beta-Gamma-Ratio
konnte nur fur LD in allen drei Strukturen nachgewiesen werden (STN: r = -0,625; p <
0,001; SNr: r = -0,467; p < 0,001; M1: -0,665; p < 0,001). Die Korrelation von APO-
Dosierung und der Ratio von Beta- und Gamma-Power war fur den STN und M1
schwacher ausgepragt und fur die SNr nicht signifikant (STN: r =-0,439; p < 0,01; SNr: r
=-0,262; p > 0,05; M1: -0,406; p < 0,05) (vgl. Abb. 4&5; Studie 3 [49]).

6. Diskussion

Die Reserpin- und 6-OHDA-Behandlung fuhrten zu erheblicher Akinese. Mit einem neu
entwickelten experimentellen Ansatz war es mdglich, LFPs und MUA simultan aus
mehreren Strukturen eines neuronalen Netzwerks abzuleiten. So konnten erhohte BO
erstmals in den Basalganglien beider Modelle nachgewiesen werden, aber nur das 6-
OHDA-Modell zeigte eine Beteiligung des M1. Die Beta-Peakfrequenz war im Reserpin-
Modell erheblich hoher. Koharenzerhhungen fanden sich fur beide Modelle zwischen
M1 und Basalganglien. Eine deutliche AP-LFP-Phasenkopplung bestand vor allem fur
den STN im 6-OHDA-Modell. Im 6-OHDA-Modell gesteigerte BO wurden durch eine
Behandlung mit LD in allen Strukturen starker unterdrickt als mit APO, wobei bereits die
erste Dosis LD gesteigerte Beta-Power effektiver unterdriickte als die erste Dosis des
Dopaminagonisten APO. APO wirkte nur auf BO im STN, aber nicht in den anderen
Strukturen. LD erhohte auch GO starker als APO, im M1 des 6-OHDA-Modells sogar tUber
die Gamma-Power-Werte unbehandelter Kontrolltiere hinaus.

6.1 Gesteigerte Beta-Oszillationen im Kortex-Basalganglien-Netzwerk
Trotz des grofien Unterschiedes in der zeitlichen Entwicklung des Dopaminmangels

konnten sowohl im chronischen 6-OHDA-Modell als auch im akuten Reserpin-Modell
gesteigerte BO nachgewiesen werden. Dies unterstutzt die Hypothese, dass Beta-
Oszillationen in der Entstehung der Akinese nur eine pathophysiologisch nicht relevante

Begleiterscheinung einer langanhaltenden dopaminergen Stérung sind. Die bisher
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uneinheitliche Studienlage zu Beta-Oszillationen im Rahmen eines Uber D1-Do-
Rezeptorblockade induzierten akuten Dopaminmangels konnte durch Unterschiede in
der Methodik, insbesondere in der Narkose und dem Ableitort erklart werden [24-27].

Hinsichtlich des Auftretens gesteigerter Beta-Aktivitat im M1 unterschieden sich
Reserpin- und 6-OHDA-Modell. Im Reserpin-Modell waren keine gesteigerten kortikalen
BO, aber erhohte kortiko-nigrale und -subthalamische Koharenzen messbar. Das 6-
OHDA-Modell wies hingegen erhdhte kortikale BO und auch kortiko-nigrale Koharenzen
auf. Das IPS wird als Netzwerkerkrankung verstanden [6,52], es gibt aber
unterschiedliche Theorien daruber, dass eine der Strukturen des Netzwerkes
Ausgangspunkt fur die Entstehung von pathologischer Beta-Synchronitat ist. Neben dem
STN und Globus pallidus externus [53,54] wird auch der M1 als Schrittmacher der BO
vermutet, der aufgrund seiner vielen reziproken Verbindungen im Netzwerk und
Interneuronen gut dafur geeignet ware [55,56]. Diese Hypothese wird jedoch durch die
aus dem Reserpin-Modell gewonnenen Daten in Frage gestellt: Die nicht erhohten
kortikalen BO stehen der Idee eines Beta-Schrittmachers im M1 entgegen. Koharente
oszillatorische Aktivitat ist Ausdruck neuronaler Kommunikation in einem Netzwerk [57].
So ist es vorstellbar, dass die in beiden Parkinson-Modellen erhohte Kkortiko-
basalganglionare Beta-Koharenz bei gleichzeitig im akuten Modell nicht gesteigerter
kortikaler Beta-Power darauf hindeutet, dass BO nicht im Motorkortex entstehen, sondern
dorthin Ubertragen werden oder es sich um ein Zeichen gestorten Informationsflusses
handelt. Eine deutliche AP-LFP-Phasenkopplung konnte nur im Beta-Frequenzbereich
fur den STN parkinsonoider Tiere nachgewiesen werden, allerdings schwacher im
Reserpin-Modell. Fur das 6-OHDA-Modell und Parkinson-Patienten ist diese
Phasenkopplung bekannt [22,23,27], sodass von den untersuchten Strukturen am
ehesten dem STN eine besondere Rolle bei der Entstehung oder Konsolidierung von BO

zukommen konnte.

6.2 Modulation von Beta- und Gamma-Oszillationen
Im 6-OHDA-Modell hat LD zu einer wesentlich ausgepragteren Minderung von BO und

Steigerung von GO geflhrt als APO. In der klinischen Behandlung ist LD auf die Akinese
starker wirksam als Dopaminagonisten [3], sodass die Hypothese formuliert werden
kann, dies sei auf die starkere Einflussnahme von LD auf antikinetische BO und
prokinetisch wirkende GO zuruckzufuhren. In Studie 3 sind jedoch keine motorischen
Verhaltenseffekte begleitend untersucht worden, so bleibt der Beweis dieser Hypothese
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Gegenstand weiterer Studien. Eine humane Studie hat bisher die Wirkung von LD und
APO in |IPS-Patienten mit THS-Elektroden gemeinsam untersucht und konnte durch LD
als auch APO eine Beta-Reduktion nachweisen [58]. Gesteigerte GO wurden in der
Studie nicht registriert, allerdings waren die Moglichkeiten zur Dosierung der Pharmaka
stark eingeschrankt.

Im 6-OHDA-Modell hat LD eine ausgepragtere Wirkung auf kortikale GO. Erhohte
Gamma-Aktivitat ist sowohl in humanen Studien als auch im 6-OHDA-Modell mit dem
Auftreten von Levodopa-induzierten Dyskinesien assoziiert [59—61]. In Studie 3 wurden
durch LD insbesondere die kortikalen GO uber den Wert unbehandelter Kontrollen
erhoht, was in APO nicht der Fall war. Da Dopaminagonisten im klinischen Gebrauch zu
weit weniger Dyskinesien fuhren [3], kann vermutet werden, dass sich dies im
unterschiedlichen Potential begrindet, die kortikale Gamma-Aktivitat zu steigern.

Ein wesentlicher Grund fur die unterschiedliche Wirkung von LD und APO auf die
Netzwerkaktivitat konnten die unterschiedlichen Bindungsprofile an Dopaminrezeptoren
sein. Fur APO konnte gezeigt werden, dass es mit ahnlicher Affinitat wie LD an DaL-
Rezeptoren bindet, aber eine um 50% niedrigere Affinitat an D>S-Rezeptoren hat [62,63].
Weiterhin wirken Dopaminagonisten direkt postsynaptisch, LD ist aber ein Prodrug, was
zunachst in Neuronen in wirksames Dopamin umgewandelt und im spateren Verlauf des
IPS auch von nicht-dopaminergen Neuronen abgegeben wird [64,65]. Letzteres kann
auch zur Entstehung von motorischen Spatkomplikationen beitragen.

6.3 Limitationen
Auch wenn die Urethan-Narkose gut untersucht ist und die im AS erzielten Ergebnisse

im 6-OHDA-Modell mit der Aktivitat wacher Tiere verglichen werden [10,66], beeinflusst
jede Art von Anasthesie die neuronale Aktivitat. Jedoch ist die Ableitung von Daten mit
minimalen Bewegungsartefakten und in definierten Aktivierungszustanden nur in
anasthesierten Tieren moglich [46—48].

Neurotoxin-basierte Tiermodelle sind in ihrer Vergleichbarkeit zum humanen IPS
grundsatzlich einschrankt. Auch fuhrt Reserpin zu einer Storung des serotonergen und
noradrenergen Systems [35], 6-OHDA stort ebenfalls das noradrenerge System [67]. In
Studie 3 wurden BO durch Dopaminmangel induziert und konnten durch ausschlie3lich
dopaminerge Substanzen wieder supprimiert werden. Aulerdem sind BO als
dopaminabhangig bekannt [11], weshalb der Einfluss anderer Transmittersysteme bei

Nachweis von BO und Akinese als gering angenommen werden kann.
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Eine unterschiedliche Akkumulation oder Wirkdauer der eingesetzten Pharmaka kann die
Studienergebnisse ebenso beeinflussen. Da aus humanen Studien eine ahnliche
klinische Wirkdauer fur LD und APO bekannt ist [68—71] und mit jeder Dosissteigerung
eine Verdopplung der vorherigen Dosis erfolgt ist, ist eine mdogliche Beeinflussung der
Ergebnisse durch eine additive residuelle Wirkung der injizierten Substanz im nachsten
Messintervall nicht als wahrscheinlich anzunehmen. Ferner ist bisher nur APO als
Dopaminagonist elektrophysiologisch untersucht worden, sodass noch keine
Ruckschlisse auf die Substanzklasse der Dopaminagonisten allgemein moglich sind.

6.4 Die Untersuchung neuronaler Netzwerke
Um Veranderungen in Erkrankungen auf der Netzwerkebene zu erfassen, ist die

simultane Ableitung der Kerngebiete eines Netzwerkes erforderlich. Hierfur hat sich die
in Studie 1 prasentierte Methode als geeignet erwiesen. Fur den Erfolg wesentlich ist die
individuelle Einstellung der flat skull-Position [40], die sich gegenuber festen
Einstellungen der Kopfposition als vorteilhaft erwies [72]. In Kombination mit mapping
anhand von MUA, welches ebenfalls die Genauigkeit erhoht [73], konnte eine hohe
Genauigkeit auch fur kleinste Strukturen erreicht werden. Die redundante Verwendung
von Silber-Silberchlorid-Elektroden bot gegenluber der Ublichen Verwendung singularer
Edelstahl-Schrauben als Referenz- und kortikale Elektroden eine bessere Signalqualitat
und sicherere Signalubertragung.

Die prasentierte Methode hat sich durch die weitgehende Verwendung von
Standardmaterialien als kosteneffektiv und gut anpassbar erwiesen, sodass mit nur
gering modifiziertem Ansatz der Nachweis oszillatorischer Veranderungen auch in
Modellen psychiatrischer Erkrankungen wie Depressionen oder Alkoholismus und auch

in endokrinologischen Modellen der Insulinresistenz moglich war [74—76].

6.5 Fazit
Gesteigerte BO kamen in zwei Parkinson-Modellen mit akutem oder langsam-

progredientem Dopaminmangel vor, was die Hypothese unterstitzt, dass erhdhte BO und
Akinese pathophysiologisch verbunden sind. BO sollten damit als Biomarker fur die
adaptive THS in Betracht gezogen werden. LD supprimierte BO und steigerte GO viel
starker als APO in parkinsonoiden Tieren. Diese unterschiedliche Wirkung auf
oszillatorische Aktivitat konnte fur die unterschiedliche klinische Wirksamkeit und das
Nebenwirkungsprofil mit ursachlich sein, sodass Parkinson-Medikamente auf ihr
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Potential, Oszillationen im Kortex-Basalganglien-Netzwerk zu beeinflussen, hin
untersucht werden sollten. Mit der entwickelten Methode zur simultanen
elektrophysiologischen Ableitung mehrerer Kerngebiete war es moglich, Veranderungen
von LFPs und MUA auf der Ebene neuronaler Netzwerke in vivo umfassend zu
untersuchen. Mit diesem Ansatz konnten in neueren Studien auch Hinweise gefunden
werden, dass weitere Krankheitsmodelle Veranderungen auf der Netzwerkebene zeigen.
Diese sollten weiter erforscht werden, um deren pathophysiologisches Verstandnis zu

vertiefen und neue Therapiemoglichkeiten zu identifizieren.
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