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1. Abstract

1.1. Abstract in deutscher Sprache

1.1.1. Einleitung

Im idiopathischen Parkinson-Syndrom kommt es zum Untergang dopaminerger Neurone
der Substantia nigra pars compacta und zu einer Verdnderung der neuronalen
Modulation der Basalganglien. Dies fuhrt neben den typischen klinischen Symptomen der
Verlangsamung der Bewegungsgeschwindigkeit (Akinese), Muskelsteife (Rigor) und
Zittern (Tremor) zu vermehrt auftretenden Beta-Oszillationen, die sowohl beim Menschen
als auch im 6-OHDA-Modell der Ratte gemessen werden kdnnen. Da unklar ist, welche
Hirnstruktur  far die |Initiation und Aufrechterhaltung der pathologischen
Netzwerkoszillationen maRRgeblich ist, wurde in der vorliegenden Monografie der Frage
nachgegangen, ob der Motorkortex als primarer Generator der pathologischen

Oszillationen im Basalgangliennetzwerk unter Morbus Parkinson fungieren kénnte.

1.1.2. Methodik

Es wurden 18 Wistar-Ratten neurochirurgisch mit 6-Hydroxydopamin (6-OHDA) unilateral
ladiert. 5 weitere naive Ratten dienten der Kontrolle. An allen 18 operierten
Versuchstieren wurde postoperativ ein motorischer Verhaltenstest durchgeftihrt, um den
Grad des unilateralen motorischen Defizits nach der 6-OHDA-L&sion zu ermitteln.
AnschlieBend wurde der Motorkortex in vitro von anderen Hirnstrukturen isoliert,
pharmakologisch stimuliert und extrazellulare Aufnahmen des lokalen Feldpotenzials
gemacht. Eine histologische Aufarbeitung wurde beispielhaft an 3 ladierten Tieren

durchgefuhrt, die Datenanalyse erfolgte mittels Fast Fourier Transformation.

1.1.3. Ergebnisse

Durch die Co-Applikation des Glutamat-Rezeptor-Agonist Kainat (800 nM) und des
muskarinischen Rezeptor-Agonist Carbachol (5 uM) gelang es, in Schicht V des M1 in
vitro Oszillationen zu erzeugen. Es zeigte sich eine ahnlich gute Erregbarkeit der naiven
als auch der ladierten Hirnschnitte mit einer signifikanten Erhohung der kontinuierlichen
Beta-Oszillationen der 6-OHDA-l&dierten Ratten im Vergleich zu naiven Ratten. Dieser

Effekt war nicht auf die ipsilaterale Hemisphare beschrankt und auch kontralateral



reproduzierbar. Nach Auswertung des postoperativen Zylinder-Tests zeigte sich, dass
das unterschiedliche motorische Defizit der 6-OHDA-ladierten Ratten eine Auswirkung
auf die verénderte oszillatorische Aktivitat hat. Nur bei Ratten mit mittlerem motorischen
Defizit kam es zu einem signifikanten Anstieg der Beta-Oszillationen. Kam es hingegen
zu einem stark ausgepragten motorischen Defizit, war der Effekt erhéhter Beta-
Oszillationen geringer und es kam zu signifikant vermehrt auftretenden

diskontinuierlichen Oszillationen.

1.1.4. Schlussfolgerung

Das Hemiparkinson-Modell der Ratte konnte durch diese Untersuchung erfolgreich als
Tiermodell fir in vitro-Studien am primarmotorischen Kortex etabliert werden. Es konnten
gualifizierte Hypothesen aufgestellt werden, die auf den Motorkortex als autonomen
Generator von veranderten Oszillationen, insbesondere einer erhfhten Beta-Oszillation
unter einer 6-OHDA-L&sion, hinweisen. Es wurden diskontinuierliche Oszillationen
beobachtet, die fiur eine maladaptive Netzwerkveranderung bei vollstandigem

motorischen Defizit sprechen.

1.2. Abstract in englischer Sprache

1.2.1. Introduction

A feature of Parkinson's disease is the loss of dopaminergic neurons of the substantia
nigra pars compacta and an alteration in the neural activity of the basal ganglia. In
addition to the typical clinical symptoms akinesia, muscle stiffness (rigidity) and tremor,
this leads to increased beta oscillations, which can be measured both in humans and in
the 6-OHDA model of the rat. Since it is unclear which brain structure is crucial for the
initiation of the pathological network oscillations, the question of whether the motor cortex

could function as the primary generator was investigated in the present study.

1.2.2. Methods

18 Wistar rats were unilaterally lesioned by neurosurgery with 6-hydroxydopamine. 5
additional rats served as control. A motor behavior test was carried out postoperatively
on all 18 operated rats in order to determine the degree of the unilateral motor deficit. The

motor cortex was then isolated in vitro from other brain structures and pharmacologically



stimulated. Extracellular recordings of the local field potentials were made. A histological
examination was performed on 3 lesioned animals. Subsequent data analysis was carried

out with Fast Fourier Transformation.

1.2.3. Results

In vitro oscillations in layer V of M1 were generated by co-application of the glutamate
receptor agonist Kainate (800 nM) and the muscarinic receptor agonist Carbachol (5 uM).
There was a similarly good excitability of the naive and the lesioned brain slices. A
significant increase in the continuous beta oscillation of the 6-OHDA lesioned rats was
observed. This effect was not limited to the ipsilateral hemisphere and was also
contralaterally reproducible. Evaluation of the postoperative cylinder test showed that the
different motor deficits of the 6-OHDA-damaged rats had an effect on the oscillatory
activity. Only in rats with moderate motor deficit was there a significant increase in beta
oscillations. If, on the other hand, there was a pronounced motor deficit, the effect of
increased beta oscillations was lower and there was a significant increase in

discontinuous oscillations.

1.2.4. Conclusion

This study successfully established the 6-OHDA-model of the rat as an animal model for
in vitro studies on the primary motor cortex in Parkinson’s disease. It was possible to set
up qualified hypotheses that point to the motor cortex as an autonomous generator of
changed oscillations under 6-OHDA lesion, in particular an increased beta oscillation.
Discontinuous oscillations were observed together with high motor deficits, which suggest

a maladaptive network change.

2. Einleitung und Fragestellung

2.1. Das idiopathische Morbus Parkinson-Syndrom

Diese Arbeit beschéftigt sich mit den veranderten neurologischen Oszillationen, die im
Rahmen des idiopathischen Morbus Parkinson auftreten. Parkinson-Syndrome entstehen
auf Grund einer gestorten Netzwerkaktivitat der Basalganglien (1). Sie sind klinisch durch

eine Verlangsamung der Bewegungsgeschwindigkeit (Akinese) definiert, die sich durch



erschwerte und verzogerte Ausfiihrung bei der Initiierung von Willkiirbewegung und in
einer Verlangsamung von parallel ausgefiihrten oder in rascher Abfolge stattfindenden
motorischen Tatigkeiten zeigt (2). Auch wenn das Auftreten von nicht motorischen
Stoérungen fur das Krankheitsbild typisch ist, so bedarf es jedoch fur die formale Diagnose
eines zusatzlichen, in unterschiedlicher Auspréagung auftretenden, motorischen
Symptoms, das, als weiteres Kardinalsymptom bezeichnet, entweder Muskelsteife
(Rigor), Zittern (Tremor) oder eine Standunsicherheit (posturale Instabilitdt) sein muss
(3). Das Parkinson-Syndrom wird als syndromatischer Uberbegriff fur verschiedene
Atiologien dieses Formenkreises verwendet, es umfasst das idiopathische und nicht-
idiopathische Parkinson-Syndrom. In dieser Monografie beziehen wir uns auf das
idiopathische Parkinson Syndrom (IPS), welches ca. 75% aller Parkinson-Syndrome
ausmacht (2) und als Ursache der Erkrankung weder einen sekundéren, genetischen

oder einen anderen neurodegenerativen Ursprung hat.

2.2. Die Pathophysiologie des Morbus Parkinson

Die zentrale Pathophysiologie des IPS ist der Untergang dopaminerger Neurone in einem
Kerngebiet der Basalganglien, der Substantia nigra pars compacta (SNpc) (4). Die
dopaminergen Neurone projizieren von der SNpc ins Striatum (5, 6), so dass durch den
Verlust dieser Nervenzellen ein Dopaminmangel im Striatum entsteht. Dieser
Dopaminmangel verandert die neuronale Signalprozessierung innerhalb und auf3erhalb
des Basalgangliennetzwerkes (7). Bei einem Untergang von mehr als 50% der
dopaminergen Zellen der SNpc kommt es zu den oben beschriebenen Kklinischen
Symptomen des IPS (8).

Zum Netzwerk der Basalganglien-Kerne gehdren, neben der soeben erwéhnten SNpc
und dem Striatum (welches aus dem Nucleus Caudatus und dem Putamen besteht), der
externe und interne Globus Pallidus (GPe, GPi), der Nucleus subthalamicus (STN), der
Nucleus accumbens und die Substantia nigra pars reticulata (SNpr) (6). Diese
Kerngebiete liegen im Telencephalon und sind Teil des extrapyramidalmotorischen
Systems, das die Ausfuhrung von Bewegung und Handlungsmustern unterstitzt (6).
Weitere Strukturen dieses Systems sind, neben den Basalganglien, Areale des frontalen
Kortex und des ventralen Thalamus. Im sogenannten erweiterten Basalganglien-Modell
(9, 10) geht man von der Vorstellung aus, dass sich die Basalganglien-Schleifen

topografisch in funktionell getrennte Schleifen fir motorische, kognitive und emotional-

10



limbische Funktionen gliedern und verschiedene Areale des frontalen Kortex in die
jeweiligen unterschiedlichen Schleifen der Basalganglien projizieren. Die Basalganglien
kontrollieren die Auswahl willkirrlicher und unwillktrlicher Bewegungsablaufe, beteiligen
sich aber auch an Lernprozessen von Handlungsablaufen und an kognitiven und
emotionalen Funktionen (6). Dies spiegelt sich im Auftreten der typischen nicht-
motorischen Symptome bei IPS wieder (1). Diese Monografie beschrankt sich auf eine

motorische Fragestellung.

2.2.1. Das Basalgangliennetzwerk

Das Basalgangliennetzwerk des Menschen verbindet Uber verschiedene neuronale
Schleifen Areale des Kortex mit dem Thalamus (6). Innerhalb des Basalganglien-
netzwerkes wird die kortikal generierte Information Uber parallel verlaufende Schleifen,
die man als den direkten, indirekten und hyperdirekten Weg bezeichnet, verarbeitet (11).
Zunachst gelangt, ausgehend vom somatosensorischen, motorischen und
pramotorischen Kortex, glutamaterge exzitatorische Erregung Uber die motorische
Basalganglienschleife ins Striatum (12).

Das Striatum spielt als Ort der Neuromodulation eine wichtige Rolle (13). Von hier
ausgehend findet die Einbindung unterschiedlicher Kerngebiete der Basalganglien statt:
Man grenzt dabei die monosynaptische, direkte (exzitatorische) Verbindung von einer
polysynaptischen, indirekten (inhibitorischen) Verbindung ab (6). Beide Verbindungen,
sowohl die direkte als auch die indirekte, projizieren in den SNpr und den GPi, die die
Ausgangsstrukturen der Basalganglien darstellen (13). Die direkte Verbindung wirkt
dabei exzitatorisch auf die nachgeschalteten Strukturen, die indirekte fuhrt zu einer
inhibitorischen Wirkung (6). Man bezeichnet die monosynaptische Verbindung auch als
direkten Weg, die polysynaptische Verbindung als indirekten Weg.

In der monosynaptischen Verbindung, dem direkten Weg, projiziert das Striatum direkt
zu den Ausgangstrukturen SNpr und GPi (13). Wéahrend sowohl das Striatum als auch
die Ausgangsstrukturen y-Aminobuttersaure-bindende (GABAerge) inhibitorische
Projektionsneurone besitzen (6), fuhrt dies zu einer Hemmung der Hemmung
(Disinhibition), was zu einer Erregung der nachfolgenden Strukturen fuhrt (13).

Der indirekte Weg ist ein polysynaptischer Weg. Er fuhrt vom Striatum Uber den
GABAergen GPe und Uber den glutamatergen STN zu den Ausgangsstrukturen (6). So
kommt es Uber das GABAerge Striatum, welches den GABAergen GPe inhibiert, zu einer
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Disinhibition des STN und in Folge zu einer exzitatorischen Wirkung der glutamatergen
Projektionsneurone des STN auf die GABAergen inhibitorischen Ausgangsstrukturen SNr
und GPi (12). Die GABAergen, inhibitorischen Ausgangstrukturen werden so vom STN
aktiviert. Der indirekte Weg hat demnach eine inhibitorische Wirkung auf die
nachfolgenden Strukturen.

Der STN selber ist eine weitere, dritte Eingangsstruktur fur extrinsische kortikale
Information, der wiederum als ,hyperdirekter* Weg bezeichnet wird, da Information tber
diesen Weg mit kirzerer Verzégerung vom Kortex in die Basalganglien gelangt als tber
den direkten und indirekten Weg (14).

Die Ausgangsstrukturen projizieren ihre Axone zu motorischen Regionen des Thalamus,
insbesondere dem anterioren und ventrolateralen Thalamus, die wiederum zu den

motorischen Regionen des Kortex zurtickprojizieren (13).

2.2.2. Veranderte Signalprozessierung innerhalb des
Basalgangliennetzwerkes unter Morbus Parkinson

Das Striatum und seine neuronale Verknupfung innerhalb des Basalgangliennetzwerkes
haben eine entscheidende Rolle fiir die Pathophysiologie des Morbus Parkinson.

So wie die meisten der Basalganglienstrukturen des Menschen entweder GABAerge
(GPe, GPiund SNpr) (15-17) oder glutamaterge (STN) (18) Projektionsneurone besitzen,
erhalt das Striatum GABAergen Input von Neuronen des GPe (19-22).

Wichtig fiir die Pathophysiologie des Morbus Parkinson ist jedoch die Besonderheit, dass
das Striatum dopaminerge Projektionen aus der SNpc erhalt (6). Dopamin wird im
Striatum zum entscheidenden Neuromodulator sowohl an Projektions- als auch an
Interneuronen, wodurch die neuronale Aktivitat pra- und postsynaptisch verandert wird
(13).

Das Striatum besitzt zum einen Projektionsneurone in den Kortex und in den Thalamus,
als auch eine grofRe Anzahl an Interneuronen, sogenannte GABAerge ,medium-spiny
neurons® (MSN), und eine funktionell wichtige, jedoch geringe Anzahl cholinerger und
GABAerger Interneurone (23, 24).

Dopamin vermindert im Striatum prasynaptisch die Ausschittung von Glutamat an
kortikalen und thalamischen Projektionsneuronen und die Ausschuttung von GABA an
striatalen Interneuronen. Postsynaptisch reduziert Dopamin die Erregbarkeit der MSN

und der striatalen Interneurone (25).

12



Dies fuhrt zu einer neuronalen Modulation der parallel verlaufenden Schleifen des
Basalgangliennetzwerkes, sowohl des direkten als auch des indirekten Weges.

An Nagetieren konnte gezeigt werden, dass Dopamin an zwei unterschiedlichen
Rezeptoren, den D1- und D2- Rezeptoren wirkt (26). Diese dopaminergen Rezeptoren
sind in unterschiedlicher Anzahl im direkten und indirekten Weg exprimiert (26). Wahrend
D1-Rezeptoren die Erregbarkeit der MSN vorwiegend im direkten Weg erhéhen und zu
einer Langzeitpotenzierung an glutamatergen Synapsen fihren, vermindern D2-
Rezeptoren vorwiegend die Erregbarkeit der MSN im indirekten Weg und ermdglichen
eine Langzeitdepression an Projektionsneuronen aus dem Kortex (26, 27).

Als Folge dieser dopaminergen Neuromodulation erhéht Dopamin die neuronale Aktivitat
im direkten Weg und fuhrt damit zu einer Inhibition der Ausgangsstrukturen der
Basalganglien (13). Auf dem indirekten Weg wiederum fuhrt die durch Dopamin
reduzierte neuronale Aktivitat der MSN zu einer erhdhten Aktivitat des GPe und des STN,
was wiederum zu einer verstarkten Inhibition der STN-Neurone und deren
Projektionsneurone zu den Ausgangsstrukturen fuhrt (13).

Im Gesunden kommt es bei einer Dopamin-Ausschuttung im Striatum in der Kombination
dieser beiden Effekte zu einer Reduktion der GPi- und SNpr- Aktivitat, welches zu einer
verminderten Inhibition der thalamo-kortikalen Projektionsneurone flhrt (13).

Fallt die dopaminerge Modulation dieser Regelkreise durch den Untergang dopaminerger
Projektionsneurone aus dem SNpc weg, entwickelt sich das Krankheitsbild des
Parkinsonismus (13). Es kommt Giber den direkten als auch tber den indirekten Weg zu
einer verstarkten Hemmung des Thalamus (6). Der phasenweise voranschreitende
Zellverlust der SNpc fuhrt dann zu den motorischen Bewegungsstorungen, zu einer
Verlangsamung der Bewegungsgeschwindigkeit, zu Zittern, Muskelsteife und
Standunsicherheit (1).

Wahrend der Verlust der dopaminergen Neurone der SNpc die wichtigste
Pathomorphologie des IPS ist, kommt es sowohl innerhalb des Basalgangliennetzwerkes
als auch in anderen Hirnregionen konsekutiv zu weiteren morphologischen
Veranderungen (28). Diese Veranderungen scheinen ursachlich fur die typischen nicht-
motorischen Begleitsymptome zu sein (28). Dazu gehoren innerhalb des
Basalgangliennetzwerkes eine Verminderung der Dornenfortséatze der MSN im Striatum
und einer Verdnderung der intrastriatalen und pallido-subthalamischen neuronalen
Verbindung (26). Aul3erhalb der Basalganglien kommt es u.a. zu einer Degeneration

serotonerger Neurone der Raphe Nuclei, noradrenerger Neurone des Locus Coeruleus,
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des olfaktorischen Tuberkels, des Thalamus und des peripheren Nervensystem (28)
sowie einer Veranderung des Kortex (13), was fur die vorliegende Arbeit von besonderem

Interesse ist und welches in den folgenden Abschnitten weiter ausgefihrt wird.

2.2.3. Verstarkt auftretende Beta-Oszillationen unter Morbus
Parkinson beim Menschen

Von besonderem Interesse flr die vorliegende Monografie sind die Beobachtungen, dass
es zeitgleich zum Auftreten der charakteristischen klinischen Symptome zu verstarkten
Beta-Oszillationen (13-30 Hz) bei Patienten mit Morbus Parkinson im Motorkortex und
den Basalganglien kommt (29-31). Mehrere Studien haben beobachtet, dass unter
Morbus Parkinson Beta-Oszillationen im kortiko-striatalen Netzwerk wahrend der
Ausfuihrung von Bewegungen bei Parkinson-Patienten pathologisch verstarkt sind (32-
37).

Die pathologischen Beta-Oszillationen ebenso wie motorische Symptome kénnen
therapeutisch durch eine Gabe von L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (Levodopa) und durch
tiefe Hirnstimulation des STN bei etwa 130 Hz (38) unterdriickt werden. Das Mal} der
Suppression pathologischer Beta-Oszillationen korreliert positiv mit der Verbesserung
der motorischen Symptome Akinese und Rigor (39-41). Ebenso konnte in der Therapie
durch tiefe Hirnstimulation gezeigt werden, dass der klinisch positive Effekt mit einer
Suppression von Beta-Oszillationen einhergeht (42). Aus diesem Zusammenhang hat
man die Hypothese abgeleitet, dass es einen kausalen Zusammenhang zwischen
klinischer Symptomatik und vermehrtem Auftreten von Beta-Oszillationen geben kénnte
und dass vermehrt auftretenden Beta-Oszillationen in der Kortex-Basalganglien-Schleife
eine Uberragende Bedeutung fir die Pathophysiologie des IPS und anderer
parkinsonoider Stérungen zukommen konnte (43-45). Dartber hinaus werden Beta-
Oszillationen auch als diagnostische Biomarker flr gestdrte motorische Funktionen unter
Parkinson herangezogen (46-48).

Beta-Oszillationen stehen im Zusammenhang mit komplexen, somato-motorischen
Verhalten (wie beispielsweise Wachsamkeit oder tatigkeitsbezogene Vorgange) (49, 50).
Oszillatorische Netzwerkaktivitat entsteht durch die Synchronisierung neuronaler Aktivitat
(51), deren unterschiedliche Oszillationsfrequenzen mit unterschiedlichen Funktionen
verbunden (52) sind. Beim Gesunden sind Perioden erhdhter Beta-Oszillation mit
verzogerter spontaner Bewegung und mit erhohten Haltungskorrekturen bei posturaler

Instabilitat assoziiert (52-54). Beta-Oszillationen scheinen eine unterstiitzende Funktion
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auf die Bewegungsausfihrungen zu haben (55). Ebenso wird ihre Rolle bei der
Integration neuer Hinweisreize auf Bewegungsablaufe diskutiert, die eine geeignete
Aufgaben-Selektion bei zeitgleicher Fortsetzung motorischer Programme ermdéglicht (56).
Im Motorkortex des Menschen sind neuroplastische Effekte bei transkranialer Stimulation
im Beta-Frequenzbereich und Auswirkungen auf die Kontrolle der Willkiirmotorik
beschrieben worden (57).

In gesunden Gehirnen in Ruhe sind sowohl im Motorkortex als auch den Basalganglien
Beta-Oszillationen in einer Frequenz zwischen 13 — 35 Hz messbar (58).

Kommt es zu einer Bewegung, zeigen sich im Motorkortex und den Basalganglien
physiologische Gamma-Oszillationen zwischen 30 — 80 Hz. (59). Der Ubergang zwischen
Beta- und Gamma-Oszillation scheint ein physiologisches Phanomen willkirlicher
Bewegung zu sein (13).

Es gibt Hinweise, dass Dopamin fir den Ubergang zwischen Beta- und Gamma-
Oszillationen eine entscheidende Funktion zukommt. Es wird vermutet, dass Dopamin
beim Gesunden die kortiko-striatale Synchronisation beendet, wahrend gleichzeitig
Bewegung ermdglicht wird (13). An Nagetieren wurde gezeigt, dass Dopamin den
kortikalen Input Uber inhibitorische D2-Rezeptoren an kortiko-striatalen Axonen im
Striatum reguliert (27). Die Inhibition der kortiko-striatalen Axone wiederum ermoglicht

einen exzitatorischen Input an striatalen MSN, wodurch Bewegung erméglicht wird (13).

2.2.4.Das Hemiparkinson-Modell der Ratte

Es gibt Tiermodelle, in denen durch eine gezielte Lasion motorische Stérungen
nachgeahmt werden kdnnen, die dem Phanotyp des Morbus Parkinson des Menschen
ahneln (60).

Im 6-OHDA-Modell der Ratte kommt es durch eine intrazerebrale Injektion des
Neurotoxins 6-hydroxydopamine (6-OHDA) in das ,medial forebrain bundle (MFB) zu
einer chronischen, progressiven Degeneration nigro-striataler Neurone (60). Bei einer
nigro-striatalen Lasion von 80% der dopaminergen Zellen treten motorische Symptome
auf, die sich im Verhaltenstest reproduzieren lassen (61, 62). Der Grad des
Zelluntergangs korreliert dabei mit dem motorischen Defizit im Verhaltenstest (60).

Das 6-OHDA akkumuliert durch seine hohe Affinitat zum Dopamin-Transporter (DAT) im
Cytosol und in den Mitochondrien der dopaminergen Neuronen und fiihrt einige Tage
nach der L&sion Uber Autooxidation und Bildung von Wasserstoffperoxid zu einer

schrittweisen anterograden Degeneration der nigro-striatalen Nervenbahnen und zu einer
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sich Gber mehrere Wochen erstreckenden konsekutiven Depletion von Dopamin (63). Im
Hemiparkinson-Modell ist es mdglich, durch unilaterale intrazerebrale Injektion die
kontralaterale Hemisphare als Kontrolle zu untersuchen.

Auch der Zusammenhang pathologischer Oszillation unter chronischem Dopaminmangel
lasst sich in diesem Modell darstellen (64). Veranderte Oszillationen treten im
Hemiparkinson-Modell der Ratte sowohl im primarmotorischen Kortex (65, 66) als auch
in den Basalganglien (37, 65-70) auf. Wie beim Parkinson-Syndrom des Menschen, geht
das 6-OHDA Modell der Ratte mit einer signifikant erhohten Beta-Oszillation im Vergleich
zur gesunden Ratte einher (67). Die verdnderte oszillatorische Aktivitat ist im
Basalgangliennetzwerk synchron zum Kortex messbar, geht mit motorischen Symptomen
einher und weist damit vergleichbare oszillatorische Aktivitat zum humanen Parkinson
auf (69). Veranderte Beta-Oszillationen im kortiko-striatalen Signalweg treten dabei nur
in Verbindung mit chronischem Dopaminmangel auf (71). Wie beim Morbus Parkinson
des Menschen, kann sowohl die klinische Symptomatik als auch die erhdhten
pathologischen Beta-Oszillationen pharmakologisch unterdriickt werden. So konnte 21
Tage nach Lasion in vivo eine Erhdhung der Beta-Aktivitat im STN als auch im primar-
motorischen Kortex (M1) wahrend Bewegung nachgewiesen werden, die sich durch
Gabe von Apomorphin und Levodopa reduzieren liel3 (65). So konnte Delaville, 2015 (65),
beobachten, dass es im Hemiparkinson-Modell der Ratte wéahrend des Laufens in einer
Tretmuhle zu einer signifikant erhdhten Beta-Aktivitdt im Bereich von 29 bis 36 Hz im
Motorkortex kommt. Die erhdhte Beta-Aktivitat trat zeitgleich mit einer Reduktion der
Gamma-Aktivitat und einer erhohten Beta-Aktivitat im STN auf. Diese Beobachtungen
sind konsistent mit Beobachtungen von Brazhnik, 2012 (66). Einschrankend ist zu
erwahnen, dass das 6-OHDA-Modell nicht alle klinischen und pathologischen Merkmale
des humanen Morbus Parkinson zeigt. So kommt es weder zu cytoplasmatischen
Einschlusskérperchen (Lewy-Kérper) noch zu einer Veranderung des Locus Coeruleus
(72). Das experimentelle Model zeigt eine in wenigen Wochen akut fortschreitende
Degeneration der dopaminergen Neurone der STN, ganz im Gegensatz zum chronisch

progressiven Fortschreiten der Krankheit beim Morbus Parkinson des Menschen (72).

2.2.5. Die Rolle des Motorkortex in der Pathophysiologie des
Morbus Parkinson

Es ist bisher wenig verstanden, wo die pathologischen Oszillationen unter Parkinson

generiert werden und welche pathophysiologischen Mechanismen der Entstehung der
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Beta-Oszillationen in der Kortex-Basalganglien-Schleife zu Grunde liegen. Es werden
unterschiedliche Hypothesen vertreten, welche Struktur maf3geblich fir die Initiation und
Aufrechterhaltung der pathologischen Netzwerkoszillationen ist. Neben den eng
vernetzten Kernen Globus pallidus externus (GPe) und STN (73-77) gibt es sowohl
Hinweise fur eine fuhrende Rolle des dorsolateralen Striatums (78) als auch des primar-
motorischen Kortex (75).

In dieser Monografie wird der Frage nachgegangen, welche Rolle der primar-motorische
Kortex bezuglich der pathologischen Oszillationen unter Morbus Parkinson im
Hemiparkinson-Modell der Ratte einnimmt. Es gibt verschiedene Anhaltspunkte fir diese
Hypothese:

Beim Menschen unterliegt der Motorkortex unter Morbus Parkinson starken
morphologischen und funktionellen Veranderungen. So sind dopaminerge
Projektionsneurone aus dem Mittelhirn zum Motorkortex in Parkinson-Patienten reduziert
(79). Noradrenalin, Acetylcholin und Serotonin werden vermindert freigesetzt (79, 80) und
es kommt unter Morbus Parkinson insgesamt zu einer neuronalen Degeneration des
Motorkortex (81). Andererseits kann man tber den Motorkortex einen direkten Einfluss
auf die Symptome des Morbus Parkinson nehmen. Die direkte Stimulation des
Motorkortex reduzieren sowohl die klinischen Symptome als auch die Nebenwirkungen
medikamentOoser Therapie beim Menschen (82). Eine Therapie des Morbus Parkinson
verandert die Aktivitat des Motorkortex (83). Dartiber hinaus ist der Motorkortex in
besonderem Malie in das Basalgangliennetzwerk eingebunden. Zum einen projizieren
seine Axone in die Basalganglien (13), zum anderen wird neuronale Information von den
Basalganglien tber den Thalamus in den Motorkortex zuriick gesendet (13).

Am Hemiparkinson-Modell der Ratte haben Brazhnik et. al. 2012 (66) beobachtet, dass
in mehreren Frequenzen und in verschiedenen Bewegungszustanden die Zunahme der
oszillatorischen Aktivitdt des SNpr mit einer zunehmenden Kohéarenz zwischen Kortex
und Basalganglien einhergeht. Zwar war die oszillatorische Aktivitat zwischen Kortex und
SNpr synchron, jedoch im SNpr signifikant zeitversetzt, und sie verkirzte sich nach
Dopamin-Depletion. Dies fuhrte zur Hypothese, dass der Motorkortex als Rhythmusgeber
des kortiko-striatalen Netzwerkes unter Dopamin-Depletion fungiert.

Nicht zuletzt ist der Motorkortex aus neuroanatomisch-neurophysiologischer Sicht
besonders dafiir geeignet, Oszillationen zu erzeugen, weil dieser im Gegensatz zum
STN-GPe-Netzwerk mehrere Interneuronentypen besitzt, die zu einer Synchronisation

von Projektionsneuronen beitragen kénnen (13). Im folgenden Abschnitt wird darauf
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naher eingegangen und die elektrophysiologischen Grundlagen oszillatorischer Aktivitat

werden erlautert.

2.3. Der Motorkortex und zellulare Mechanismen
oszillatorischer Aktivitat

Die oszillatorische Aktivitat entsteht Uber sogenannte ,feed-back®- und ,feed-forward®-
Verkntpfungen von Neuronen und deren zeitlicher Koordination (84). Exzitatorische und
inhibitorische synaptische Inputs generieren dabei durch das Zusammenspiel mehrerer
Neurone in einem neuronalen Netzwerk Oszillationen in  verschiedenen
Frequenzbandern (84). Dabei unterliegen die verschiedenen Rhythmen
unterschiedlichen physiologischen Mechanismen (85), die im Folgenden naher erlautert
werden. Ausgel6st wird das neuronale Zusammenspiel von GABA-ergen Interneuronen
und glutamatergen Prinzipalneuronen, die von verschiedenen Neurotransmitter-
Rezeptoren (u.a. muskarinische Acetylcholin-Rezeptoren, Kainat-Rezeptoren) in ihrer
Aktivitat beeinflusst werden kdénnen (84). Es wurden elektrophysiologisch in vitro im
Neokortex zwei unterschiedliche Typen glutamaterger Pyramidenzellen beschrieben:
sregular spiking“ (RS) und ,intrinsic bursting® (IB) (86-88), wahrend die GABA-ergen
Neurone des Neokortex eine grof3e elektrophysiologische und morphologische Diversitat
wiederspiegeln (89-91) und jeder Zelltyp oszillatorische Aktivitdt unterschiedlich
beeinflusst (92, 93). In einer Studie am Motorkortex der Ratte (94) konnte gezeigt werden,
dass es mdglich ist, kontinuierliche Beta-Oszillation in vitro durch die Co-Applikation von
Kainat (400 nM) und dem muskarinischen Rezeptor-Agonist Carbachol (50 pM) zu
generieren. Es kam zu phasisch-inhibitorisch als auch phasisch-tonisch-exzitatorischen
synaptischen Inputs, die sowohl tUber GABA-erge Interneurone als auch Uber ,Gap-
Junctions® ausgeltst wurden und vorwiegend zu einer Netzwerkaktivitat im hohen Beta-
Frequenzbereich (25 - 30 Hz) beitrugen und von Schicht V ausgingen (94). Diese
Beobachtungen lassen schlie3en, dass durch die Aktivierung von Prinzipalzellen lokale
inhibitorische Netzwerk-Interneurone aktiviert werden, die wiederum die Aktivitat der
Prinzipalzellen kontrollieren.

Demnach ist der M1 in Schicht V in der Lage, Oszillationen in Beta-Frequenzband zu
generieren. Da in Schicht V des M1 die Projektionsneurone ins kortiko-striatale Netzwerk
(den direkten und den indirekten Weg) fihren (13), pradestiniert ihn dies als mdglichen
Rhythmusgeber fur die vermehrt auftretenden Beta-Oszillationen in M1 und den

Basalganglien unter Morbus Parkinson.
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2.4. Die Messung neuronaler Aktivitat tber lokale
Feldpotenziale

Die neuronale Aktivitat kann bei in vitro Versuchen von Hirnschnitten extrazellular als
lokales Feldpotenzial (LFP) gemessen werden.

Das gemessene elektrische Feld stellt ein Summenpotenzial dar, also eine Uberlagerung
aller ionischen Prozesse, die wahrend neuronaler Aktivitdt im Nervengewebe entstehen.
Die Eigenschaften des aufgenommenen LFP, Phase, Amplitude und Frequenz, hangen
damit anteilig vom Beitrag und der Uberlagerung der jeweiligen lonengradienten und von
der Eigenschaft des neuronalen Gewebes ab (95).

Auf Ebene der einzelnen Neuronen kommt es wahrend neuronaler Aktivitdt zu sich
verandernden Transmembranstromen elektrisch geladener lonen (95). Die Veranderung
des Membranpotenzials entsteht durch die Summe der Einzelkanalstrome. Mehrere
neuronale Zellanteile konnen daran beteiligt sein - Dendriten, Soma, Axon, Axonhugel
oder Dornen, aber auch Transmembranstréme an Gliazellen, z.B. Astrozyten (95). Je
weiter die aufnehmende Elektrode vom Ursprung des elektrischen Potenzials entfernt ist,
desto geringer sind die Informationen, die aus dem LFP gewonnen werden kdnnen (95).
In Reihenfolge ihres Beitrags zum Summenpotenzial sind synaptische Aktivitat,
Aktionspotenziale (Hypothese von Hodgkin, Huxley & Katz (96)), sogenannte ,long
lasting” Ca?*-vermittelte ,Spikes”, wie sie durch N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren
(NMDA-Rezeptoren) als exzitatorisches postsynaptisches Potenzial (EPSP) entstehen
und intrinsische Membranoszillationen, wie sie durch spontan aktive Nervenzellen wie
beispielsweise durch sogenannte ,hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated
cation channels® (HCN-Kanale) aufgebaut werden (95), zu nennen.

Die neuronale Prozessierung wird sowohl von der Amplitude als auch der Phase
kortikaler oszillatorischer Aktivitat geformt und zwischen Aktionspotenzialen einzelner
Neurone und dem lokalen Feldpotenzial im Beta-Frequenzbereich konnte eine hohe
Korrelation nachgewiesen werden (94), wie dies bereits in anderen kortikalen und
neokortikalen Regionen gezeigt wurde (97, 98). So konnte dargestellt werden, dass
»,Regular Spiking“-Zellen in Schicht V des M1 der Ratte synchron mit oszillatorischer
Netzwerkaktivitdt Aktionspotenziale in niedriger Frequenz feuerten (99). Demnach
ermoglicht die extrazellulare Messung neuronaler Aktivitat Uber lokale Feldpotenziale die
Beobachtung oszillatorischer Netzwerkaktivitét.

Das LFP und die oszillatorische Netzwerkaktivitat lassen sich unabh&ngig von anderen
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Hirnarealen isoliert messen. Es ist moglich, an akuten Hirnschnitten oszillatorische
Aktivitat in vitro zu messen. Diese Technik ermoglicht daher eine mechanistische Analyse
des lokalen Netzwerks unabhangig vom Einfluss anderer Hirnareale. Das Auftreten
veranderter Beta-Oszillationen kann an isolierten akuten Hirnschnitten als LFP im
primaren Motorkortex unabhangig vom Basalgangliennetzwerk isoliert untersucht

werden.

2.5. Fragestellung

Um herauszufinden, welche Strukturen fur die Initierung und Aufrechterhaltung der
veranderten Oszillationen unter Morbus Parkinson von Bedeutung sind, soll der
Motorkortex isoliert von anderen Strukturen einer mechanistischen Analyse unterzogen
werden. Es wird der Frage nachgegangen, ob der Motorkortex als primarer Generator
der pathologischen Oszillationen im Basalgangliennetzwerk unter Morbus Parkinson
fungiert.

Hierfur wird zum einen untersucht, ob der Motorkortex Oszillationen aufbauen und
aufrechterhalten kann, wenn er von den Ubrigen Hirnarealen abgetrennt und isoliert ist.
Anschlieend wird die Frage gestellt, ob sich durch den Untergang dopaminerger
Neurone der SNpc und durch das Auftreten motorischer Symptome des Morbus
Parkinson die oszillatorischen Eigenschaften des Motorkortex verandern.

In der vorliegenden Arbeit wird daher in vitro mittels extrazellularem LFP an isolierten
Hirnschnitten des primaren Motorkortex (M1) der Ratte beobachtet, ob es nach
Applikation des Glutamat-Rezeptor-Agonisten Kainat (800 nM) und des muskarinischen
Rezeptor-Agonisten Carbachol (5 uM) in Schicht V des M1 zu oszillatorischer Aktivitat
kommt.

In einem weiteren Schritt werden Ratten mit 6-OHDA unilateral |adiert, so dass es zum
progressiven Verlust nigrostriataler Neurone und zur Etablierung eines Hemiparkinson-
Modells kommt. Anschliel3end wird mittels Verhaltenstest Uberprift, ob sich klinische
Symptome des Morbus Parkinson etabliert haben. Die Frage ist, ob es dann an isolierten
Hirnschnitten des M1 der 6-OHDA ladierten Ratte zu veranderter oszillatorischer Aktivitat,
insbesondere zu erhéhter Beta- oder erniedrigter Gamma-Aktivitat, in Schicht V des M1

kommt.
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3. Methoden und Material

3.1. Tiere

Die Versuche wurden an 23 mannlichen Wistar Ratten durchgefuhrt (Harlan Winkelmann,
Deutschland, und Forschungseinrichtung fur Experimentelle Medizin der Charité, Berlin).
Dabei wurden 18 operierten Tieren eine nicht operierte Kontrollgruppe von 5 Tieren
entgegengestellt. Zum Zeitpunkt der Operation hatten die Ratten ein Gewicht von 323 g
bis 364 g, zum Zeitpunkt der Dekapitation vor der elektrophysiologischen in vitro-
Ableitung ein Gewicht von 351 g bis 410 g.

Pro Ratte wurden insgesamt 16 Hirnschnitte erzeugt, dabei jeweils 8 von jeder

Hemisphare. In dieser Monografie wird jeweils die Anzahl der Hirnschnitte angegeben.

3.2. Richtlinien Tierschutz

Der Umgang mit den Tieren erfolgte nach den Richtlinien des Rates der Européischen
Union (2010/63/EU), des Deutschen Tierschutzgesetzes und des Landesamtes flr
Gesundheit und Soziales (LaGeSo), Berlin. Bei den Experimenten und der Erstellung der
Dissertation wurden die ,Grundsatze der Charité zur Sicherung guter wissenschatftlicher
Praxis“ eingehalten. Eine Genehmigung des Tierversuchsvorhabens nach §8 Abs.1 des
Tierschutzgesetztes erfolgte durch das LaGeSo (TVV G065/15) am 08.05.2015. Leiter
des Tierversuchsvorhabens ist Dr. med. Christoph van Riesen. Eine Reduktion der
tatsachlichen Versuchszahl wurde durch Vorexperimente erreicht. Die Anzahl der
Versuchstiere wurde auf ein notwendiges Minimum reduziert. Dazu trug die Etablierung
eines 16er-Setups bei, das ermdglicht hat, 16 Hirnschnitte einer Ratte zeitgleich zu
messen. Das neuronale Gewebe einer Ratte wurde damit effizient ausgenutzt, um eine
moglichst groRe Fallzahl bei wenigen Versuchstieren zu erreichen. Es wurde jeder
Versuch unternommen, Leid der Versuchstiere durch die Versuchsanordnung zu
minimieren. Die Tiere wurden in einem 12h-Tag-Nacht-Rhythmus in standardisierten

Bedingungen gehalten und erhielten Nahrung und Trinkwasser in unbegrenzter Menge.

3.3. Unilaterale 6-Hydroxydopamin Lasion dopaminerger
Neurone

Das Neurotoxin 6-OHDA-Hydrochlorid wurde in 0,9% NaCl-Lésung zubereitet und

beinhaltete 0,02% Ascorbat bei einer Zielkonzentration von 8 pg/ul der freien Base. Die
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Losung wirde bei -80 °C gelagert und unmittelbar vor der Injektion aufgetaut. 18 Tiere
wurden mit Fentanyl (5 pg/kg, s.c., Rotexmedica, Germany), Medetomidin (150 pg/kg,
s.c., Domitor ®, Provet AG, Germany) und Midazolam (2 mg/kg, s.c., Hameln Pharma,
Germany) anésthesiert und wahrend der Narkose auf Warmematten (CMA, Sweden)
gelagert, um ihre Koérpertemperatur bei 37°C + 0.5 °C zu halten. Uber den Ohrkneifreflex
und den pedalen Ruckzugsreflex wurde die Tiefe der Narkose alle 10 min kontrolliert und
gegebenenfalls Anasthetika nachinjiziert. Der Schutz der Cornea vor Dehydratation
erfolgte durch eine Augensalbe (BepanthenTM, Bayer, Germany). Mittels zweier
atraumatischer Ohrstifte und eines Schneidezahnhalters wurden die Tiere in einen
stereotaktischen Rahmen (David Kopf Instruments, CA, USA) eingespannt. Das Bregma
wurde freigelegt und die Schadelkalotte mit Hilfe eines Alignment Tools (David Kopf
Instruments, CA, USA) flach ausgerichtet. Die stereotaktischen Koordinaten wurden in
Relation zum Bregma gesetzt (100). Nach einer Bohrloch-Kraniotomie wurden eine 10 pl
Hamillton-Spritze (World Precision Instruments, FL, USA) mit 33-Gauge blunt-tip Kanule
in das linke MFB (AP: -2.6, ML: +1.6, DV: -8.4 mm) platziert und 1 pl 6-OHDA mit einer
Rate von 0.125 pl/min Uber eine Precision Syringe Pump (Micro 4TM, World Precision
Instruments, FL, USA) injiziert. Um einen Reflux zu verhindern, wurde nach einer post-
Diffusionszeit von 5 min die Kanile zuriickgezogen. Nach Verschluss der Kopfhaut
mittels Einzelknopfnaht wurde die Narkose mit Flumazenil (200 ug/kg, s.c., Inresa,
Germany), Atipamezol (750 ug/kg, s.c., cp-pharma, Germany) und Naloxon (120 pg/kg,
s.c., B. Braun Melsungen AG, Germany) antagonisiert. Zur postoperativen analgetischen
Therapie wurde den Tieren 30 min vor OP-Ende und an den 3 folgenden Tagen
Carprofen (5 mg/kg, s.c., Pfizer, Germany) injiziert. Um den Erfolg der 6-OHDA-L&sion
zu quantifizieren, wurden ein Verhaltenstest und eine Immunhistologie post mortem
(beides siehe unten) durchgefiihrt. 20 — 24 Tage postoperativ, zu einem Zeitpunkt, an
dem die maximale Lasion des dopaminergen Systems zu erwarten ist (60, 67), wurden

die elektrophysiologischen Messungen durchgefihrt.

3.4. Zylindertest

Praoperativ vor der 6-OHDA-LA&sion als Baseline und 20 — 24 Tage postoperativ vor der
elektrophysiologischen Ableitung, wurde an allen 18 operierten Versuchstieren ein
motorischer Verhaltenstest (Zylinder Test) durchgefiihrt, um den Grad des unilateralen

motorischen Defizits nach der 6-OHDA-Lasion darzustellen. Um die Untersucher-
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abhangige Variabilitat der Analyse zu reduzieren (62, 101) wurde der asymmetrischen
Gebrauch der Vorderpfote evaluiert (limb use asymmetry test, cylinder test (57)). Dabei
wurde das spontane Erkundungsverhalten der Ratten ohne vorherige Habituation (62) in
einen transparenten, 30 cm hohen und 20 cm durchmessenden Plexiglaszylinder mit
einer Videokamera aufgezeichnet (Canon Legria HF R506, Canon, Japan) und im
Anschluss uber das Video analysiert. Wahrend die Ratte die Wande des Zylinders vertikal
explorierte, wurde mindestens bis zum jeweils 20. vollen Kontakt ihrer rechten oder linken
Vorderpfote beim Aufrichten an der Wand und bei der Gewichtsverlagerung in der
aufrechten Position gezahlt. Das Ergebnis wurde als Ratio zwischen der Anzahl der
rechten und der linken Vorderpfoten-Kontakte auf der Acrylglaszylinderwand dargestellt.
Da bei einem dopaminerger Zelluntergang von tber 80 % von einem vollstdndigen
Untergang der dopaminergen Zellen der SNpc auszugehen ist (61, 62, 101), weist eine
Ratio unter 0,2 auf eine vollstandige unilaterale Lasion hin, eine Ratio von 1 wére bei

einer naiven Ratte zu erwarten.

3.5. Akute Hirnschnitte der Ratte

Von allen Tieren wurden jeweils acht 400 ym dicke koronare Schnitte des Neokortex
hergestellt und die Hemispharen voneinander getrennt. Dabei wurden die 5 nicht
operierten und 18 operierten Ratten am 20 — 25 postoperativen Tag mit 1 ml Isofluran (1-
Chloro-2,2,2-trifluoroethyl-difluoromethylether) narkotisiert und anschliel3end dekapitiert.
Nach Eroffnung der Kalotte wurde das Gehirn schnell entnommen und in eiskalter
Sucrose-Ldsung (Zusammensetzung in mM: 80 NaCl, 2,5 KCI, 1,25 NaH2POa4, 3 MgClz,
0,5 CaClz, 25 NaHCOs, 25 D-Glucose und 85 Saccharose) mit 327 - 333 mOsmol/kg
gekdhlt. Im anschlieRenden Schneide-Vorgang wurden pro Ratte 8 koronare Schnitte des
frontalen Kortex 3,2 mm — 0,48 mm vor dem Bregma mit einem Microslicer (DTK-1000,
D.S.K,, Klinge: Gilette Super Silver) hergestellt, die alle den anatomischen Bereich des
M1 enthielten. Der restliche Anteil des Gehirns wurde histologisch aufgearbeitet (siehe
unten). Anschlieend wurden die Schnitte in acht Interface-Typ-Messkammern bei einer
Temperatur von 35 £ 0,1 °C unter Carbogenbegasung (95% Oz / 5% COz2) inkubiert. Sie
wurden mit carbogenisierter artifizieller Cerebro-Spinaler Flissigkeit (aCSF,
Zusammensetzung in mM: 4,5 KCI, 1,25 NaH2POa4, 1 MgSOa, 1,2 CaClz, 25 NaHCOs3, 10
D-Glucose und 125 NaCl) bei einer Osmolaritat von 296-304 mM und einer

Durchflussrate von ca. 1,7 ml/min umspilt und ruhten vor Beginn der Messung
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mindestens 1 h in der Interface-Kammer. Die pharmakologische Induktion von Oszillation
erfolgte mittels Applikation von 800 yM Kainat (KA) und 5 yM Carbachol (Car, beide
Tocris Bioscience Bristol, UK) in die aCSF-Losung. Die Zeit der Applikation wurde so
gewahlt, dass 10 min nach Beginn der Aufzeichnung die Pharmaka zeitgleich in die
Interface-Kammern gelangten und zu Beginn der insgesamt 160 min dauernden

Aufzeichnung appliziert wurden.

3.6. Elektrophysiologische Ableitung

An allen Tieren erfolgten extrazellulare Aufnahmen des M1 mit Hilfe von spitzen
Glasmikropipetten (Innendurchmesser 0,86 mm, GB150F-10, Science Products), die das
oben aufgefihrte aCSF enthielten. Die Glasmikropipetten wurden mit einem
Mikropipettenzieher (Model P-87, Sutter-Instrument Co.) hergestellt. Der Widerstand der
extrazellularen Elektroden am Ende der Aufnahmen lag zwischen 0,09 - 6,50 MQ.
Abgeleitet wurde das LFP in Schicht V des M1. Dabei wurde mit Hilfe eines Atlas (100)
ein Abbild des koronaren Hirnschnittes memorisiert und die Elektroden nach visueller
Einschatzung platziert. Die Einstichtiefe der Elektrode wurde ebenfalls visuell
abgeschatzt. Das Signal wurde 1000fach analog verstarkt (Extracellular Amplifier, EXT
02B, npi) und mit 5 kHz digitalisiert (ADC 1401 Micro3, Cambridge Electronic Device).
Ein Tiefpass-Filter wurde eingesetzt bei 1000 Hz.

3.7. Histologische Aufarbeitung

Der mesencephale Anteil des Gehirns wurde beispielhaft an 3 operierten Tieren
histologisch aufgearbeitet. Zunachst wurde das nach dem Slicen verbliebene restliche
Gehirnareal in 4% Paraformaldehyd in 0,1 M phosphatgepufferte Salzlésung (PBS, pH =
7,4) fur 24 h bei 4°C fixiert. Die anschlie3ende Kryoprotektion erfolgte mittels jeweils 24-
stiindiger Immersion in zunéchst 10%-, dann 20%-Sucrose-L6sung und bei abschiel3end
mindestens 5-tdgiger Immersion in 30%-Sucrose-L6sung. AnschlieRend wurden die
Gehirnareale bei -80 °C eingefroren. Es wurden coronare Serien von mesencephalen
Hirnschnitten mit 40 um Dicke bei -20 °C mit einem Kryotom (Leica, Deutschland)
hergestellt und nach einem Standardprotokoll (102) eine immunhistochemische Farbung
gegen Tyrosinhydroxylase (TH) tber einen primaren anti-TH-Maus-Antikérper (1:10,000,
Sigma (T1299), Germany) und einem sekundaren Anti-Maus-Biotin-Antikérper (1:200,
Vector BA-9200, Vector Laboratories, CA, USA) gemacht. Nach der Farbung wurden die
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Schnitte auf Objekttrager aufgezogen. Mit Hilfe eines Stereo Investigator Systems
(MicroBrightField Bioscience, VT, USA) und eines DMRE Mikroskops (Leica, Germany)
wurden die TH-positiven Zellen der Substantia Nigra Pars Compacta quantifiziert (103,
104). Dabei wurden systematisch die TH-positiven Zellen jedes 7. Schnittes manuell
ausgezahlt und die Gesamtzahl der Zellen Uber den eingebaute Optical Distor des
Stereo-Investigator Systems geschatzt. Das Ergebnis der stereologischen Zahlung
erfolgte als Ratio der TH-positiven Zellen der ladierten Hemisphare zur Anzahl der TH-

positiven Zellen der Kontrollhemisphére.

3.8. Datenanalyse

Die Signaleigenschaften der aufgezeichneten LFP-Daten wurden mittels einer Spektral-
Analyse (fast Fourier-Transformation) der Messspuren gewonnen. Dabei wurden die
Daten offline mit Hilfe des Programms Spike2 (Cambridge Electronic Design, Cambridge,
UK) analysiert. Die aufgenommene Spannung pro Zeit konnte so in Frequenz und
Amplitude zerlegt werden. Eine Analyse der spektralen Leistungsdichte (Power spectral
density, PSD) erfolgte alle 2 min Uber ein 120 Sekunden Fenster Uber die gesamte
Messdauer von 160 min. Die ersten 10 min erfolgten vor der pharmakologischen
Induktion neuronaler Aktivitat.

Aus dieser spektralen Leistungsdichte wurde das Maximum, im Weiteren als ,Maximal-
Power” bezeichnet (dargestellt als Mittelwert aus 5 Powerwerten tber 10 min zum
Zeitpunkt des hochsten Powerwertes der Gesamtaufnahme), die Frequenz zum
Zeitpunkt der Maximal-Power als Mittelwert Gber 10 min, im Weiteren bezeichnet als
,Maximal-Frequenz®, und die Bandbreite der kontinuierlichen Oszillation bestimmt. Das
Frequenzband unterteilten wir in Niederfrequent (< 13 Hz), Beta (13 — 30 Hz) und Gamma
(> 30 Hz). Eine Oszillation wurde definiert, wenn der Quality-Faktor (Q-Faktor) als
Quotient aus Maximal-Frequenz und Bandbreite groRRer gleich 0,5 war (105-108). Bei
mehreren zeitgleichen Oszillationen in einem Hirnschnitt haben wir auch Oszillationen
mit einem Q-Faktor kleiner 0,5 miteinbezogen. Als Latenz wurde der Zeitpunkt bestimmit,
an dem 80% der Maximal-Power in der zum Zeitpunkt der Maximal-Power dominanten
Frequenz nach Applikation der Pharmaka erreicht wurde. Bei diskontinuierlichen
Oszillationen haben wir die Daten aus den Mittelwerten von 4 aufeinander folgenden
phasischen Signalen, die wir im weiteren als ,Event® bezeichneten, erhoben, beginnend

beim 3. Event der 180-minitigen Gesamtaufnahme. Die Zeit zwischen den einzelnen
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Events bezeichneten wir als ,Intervall“. Die Latenz der diskontinuierlichen Oszillationen
bestimmten wir als Zeitraum vom Beginn der Applikation bis zum Beginn des 2. Events.
Alle Daten wurden als Mittelwert + SEM dargestellt. Die Inzidenz der oszillatorischen
Aktivitat unterteilt in Frequenzbandern und die Responderraten wurden mit dem Exakten
Test nach Fisher statistisch ausgewertet. Nachdem wir beobachtet konnten, dass
kontinuierliche und diskontinuierliche Oszillationen unterschiedliche Arten von
Oszillationen darstellten, haben wir die Bezugsgréf3en fur die statistische Analyse der
unterschiedlichen Frequenzbander auf die jeweilige Kohorte ,kontinuierliche® bzw.
,<diskontinuierlich Oszillationen“ bezogen. Statistische Vergleiche der oszillatorischen
Parameter wurden mittels des Mann-Whitney-U-Test erhoben. Statistische Analyse der
Kontingenztafeln erfolgte mit dem Exakten Test nach Fisher. eine Signifikanz wurde
dabei angenommen, wenn der p-Wert < 0,05 betrug. Um einer

Alphafehlerkumulierung entgegenzuwirken, wurde die Bonferroni Korrektur angewendet.
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4. Ergebnisse

4.1. Analyse der oszillatorischen Aktivitat in M1 Schicht V der
naiven, nicht operierten Ratten

4.1.1. Beschreibung der oszillatorischen Aktivitat nach
Inkubation mit 800 uM Kainat und 5 yM Carbachol

Um Ausgangswerte bezuglich der oszillatorischen Aktivitat in M1 der Ratte zu erheben,
wurden zunéchst 80 akute Hirnschnitte von 5 nicht operierten (naiven) Ratten untersucht.
Nachdem alle akuten Hirnschnitte 1 h in den Interface-Typ-Messkammern unter
Carbogenbegasung geruht hatten, wurden die Elektroden in M1 Schicht V platziert und
die Aufnahme gestartet (siehe Abbildung 1).

Abb. 1
1A B

Primarmotorischer Kortex,
Schicht V

y |

Interaural 10.20 mm | ‘ | Bregma 1.20 mm

Abbildung 1: Foto des Messplatzes mit 16 Messelektroden, Interface-Typ-Messkammer mit 4
Messelektroden, schematische Darstellung eines koronaren Hirnschnitts der Ratte auf Hohe des
motorischen Kortex und Abbildung eines akuten koronaren Hirnschnitts.
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A Messplatz mit 16 Messelektroden und 8 Interface-Typ-Messkammern. Dies ermdoglichte das
gleichzeitige Messen von 8 Hirnschnitten bzw. 16 Hemisphéaren einer Ratte. B Jeweils 2 Hirnschnitte
mit 4 Hemispharen wurden pro Interface-Typ-Messkammern bei 35 °C (x 1) von atrtifizieller
Liquorflissigkeit umspult und mit Carbogen begast. C Schematische Darstellung eines koronaren
Hirnschnittes der Ratte, 1,2 mm rostral des Bregmas auf Hohe des primarmotorischen Kortex (gelb
markiert). Eingezeichnet sind die Schichten | bis VI des primarmotorischen Kortex. D Akuter
Hirnschnitt der Ratte zum Zeitpunkt der Messung. Die Hemispharen wurden am Corpus Callosum
voneinander getrennt. Zu sehen ist jeweils eine Glaselektrode pro Hemisphére, deren Spitze in
Schicht V des primarmotorischen Kortex platziert ist.

10 min nach Aufnahmebeginn erfolgte die Stimulation mit 800 yM Kainat und 5 yM
Carbachol. Die Aufnahmen wurden erst nach 180 min beendet, um eine eventuelle
zeitliche Verzogerung sporadisch einsetzender Oszillationen erfassen zu kbnnen und um
eine ausreichende Entfaltung der Oszillationen gewaéhrleisten zu kdnnen. Aus der
aufgenommenen Originalspur (siehe Abbildungen 2A bis 6A) wurde das gemessene LFP
zunachst als Powerspektrum dargestellt (siehe Abbildungen 2B bis 6B). Nach Detektion
der Maximal-Power beim Zeitpunkt des hdchsten Power-Wertes der Gesamtaufnahme,
erfolgte als nachster Schritt die Detektion der Maximal-Frequenz als Frequenz zum
Zeitpunkt der Maximal-Power und der Bandbreite als Betragsdifferenz der beiden
Grenzfrequenzwerte bei halber Power. Danach konnte die Latenz detektiert werden als
Zeitpunkt, an dem mindestens 80 % der Maximal-Power im dominanten Frequenzband
erreicht wurden. Alle Werte wurden jeweils als Mittelwert eines 10-minutigen Zeitfensters
berechnet (siehe Abbildungen 2C - F bis 6C - F). Die Reaktionen der Hirnschnitte auf die
Applikation mit Kainat und Carbachol fielen unterschiedlich aus. 36 Hirnschnitte (45,0 %)
antworteten im Zeitraum der 180-minidtigen Gesamtaufnahme gar nicht oder nur mit
einem diffusen Anstieg der neuronalen Aktivitdt. Diese wurden als Nonresponder
gewertet. In 44 Hirnschnitten (55,0 %) kam es nach Applikation der Pharmaka nach
unterschiedlicher Latenzzeit zu einer Veranderung des aufgenommenen LFPs und zu
einer geordneten neuronalen Aktivitdt. Diese werteten wir als Responder. Die
oszillatorische Aktivitat der Responder war sehr unterschiedlich. Die Vielgestaltigkeit der
ausgelosten oszillatorischen Antworten im akuten Hirnschnitt machte eine Analyse der
oszillatorischen Aktivitat und deren Vergleichbarkeit schwierig. Deswegen wurden
Kategorien zur Bewertung der Oszillationen festgelegt. Insbesondere wurden
Untergruppen gebildet, um Trends auszuarbeiten. Als Oszillation wurde neuronale
Aktivitat charakterisiert, deren Maximal-Frequenz im Verhaltnis zur Bandbreite = 0,5 war.

Dieses Verhaltnis wurde als Quality-Faktor (Q-Faktor) bezeichnet (siehe Methoden).
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Abbildung 2: Messspur, Spektrogramm und Powerspekiren im niederfrequenten Frequenzband

(< 13 Hz) einer naiven Ratte.
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A Messspur der neuronalen Aktivitat eines akuten Hirnschnittes einer naiven Ratte vor
pharmakologischer Applikation zu Beginn der Messung (links) und nach Applikation von 800 uM
Kainat und 5 uM Carbachol zum Zeitpunkt der Maximal-Power nach 121 min (rechts). Es wurde ein
Band pass Filter 2 - 20 Hz und ein Notch Filter angewendet. B Spektrogramm der 180-minltigen
Gesamtaufnahme. Man erkennt einen diffusen Anstieg neuronaler Aktivitat nach ca. 1000 s Uber das
gesamte dargestellte Frequenzspektrum als Reaktion auf die Applikation der Pharmaka nach 600 s,
gefolgt von einer geordneten oszillatorischen Netzwerkaktivitat, die sich im niederfrequenten
Spektrum aufbaut und kontinuierlich Uber die Gesamtdauer der Messung anhélt. Die schwarzen
Ausschnitte markieren die 10-minltige Zeitfenster der unter C - F dargestellten Powerspektren. C
Darstellung der Baseline als 10-minutiges Powerspektrum vor Applikation der Pharmaka. Man sieht
ein technisch bedingtes Grundrauschen, oszillatorische Aktivitat ist nicht zu erkennen. D 10-min(tiges
Powerspektrum zum Zeitpunkt der Maximal-Power. Dargestellt ist die Maximal-Power als Zeitpunkt
des hochsten Power-Wertes (0,093321 pVv~2), die Maximal-Frequenz als Frequenz in Hz zum
Zeitpunkt der Maximal-Power (9,2 Hz), die Bandbreite als Betragsdifferenz der beiden
Grenzfrequenzwerte der halben Maximal-Power in Hz und der Q-Faktor, als Quotient aus Maximal-
Frequenz und Bandbreite. E 10-minitiges Powerspektrum zum Zeitpunkt, an dem 80% der Maximal-
Power (0,08214 puVv”2) im dominanten Frequenzband (hier 9,2 Hz) erreicht wurde. Dieser Zeitpunkt
entsprach der Latenz mit 55 min. F Vergleich der 10-minttigen Powerspektren der Baseline, zum
Zeitpunkt der Latenz und zum Zeitpunkt der Maximal-Power. Man erkennt den Aufbau einer
niederfrequenten Oszillation mit 9,2 Hz, die vor pharmakologischer Applikation nicht existierte, nach
55 min mit 0,08214 pv~2 bereits mehr als 80% der Maximal-Power zeigt und nach 121 min ihr
Maximum erreicht (0,093321 pv~2).

Es wurden Oszillationen beobachtet, die Uber die gesamte Messdauer auftraten,
anhaltend und stabil waren. Diese Oszillationen wurden als ,kontinuierliche Oszillationen®
bezeichnet. Die kontinuierliche oszillatorische Aktivitat trat entweder als einzelne
Oszillation in einem Hirnschnitt oder als eine von mehreren Oszillationen in einem
Hirnschnitt auf. Die einzelnen Oszillationen wurde als ,singuldre Oszillationen®
bezeichnet (siehe Abbildung 2 und 3), mehrere Oszillationen in einem Hirnschnitt als
,multiple Oszillation“ (siehe Abbildung 4). Als nachstes wurden die akuten Hirnschnitte
mit einer singularen kontinuierlichen Oszillation nach Hohe ihrer Maximal-Frequenz in die
Frequenzbander ,Niederfrequent” (< 13 Hz, siehe Abbildung 2), ,Beta“ (13 — 30 Hz) und
,LGamma"“ (> 30 Hz, siehe Abbildung 4) eingeteilt.
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Abb. 3
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A Messspur eines akuten Hirnschnittes der naiven Ratte vor Applikation (links) und nach Applikation
von 800 uM Kainat und 5 uM Carbachol zum Zeitpunkt der Maximal-Power nach 165 min (rechts). Es
wurde ein low pass Filter bei 100 Hz und ein Notch Filter angewendet B Spektrogramm der
Gesamtaufnahme oszillatorische Aktivitat eines akuten Hirnschnitts der naiven Ratte mit nach ca.
1800 s nach Beginn der Messung einsetzender geordneter neuronaler Aktivitdt im Gamma-
Frequenzband (>30 Hz). Zu beobachten ist ein Aussetzen der neuronalen Aktivitdt nach 3200 s und
ein erneuter Aufbau der oszillatorischen Aktivitat nach 3400 s, die sich sofort im Gamma-
Frequenzband organisiert und anschlieend Uber die gesamte Messdauer anhéalt. Als schwarze
Ausschnitte sind die unter C - F dargestellten 10-minttigen Powerspektren markiert, die zunachst die
Baseline zum Zeitpunkt der Applikation der Pharmaka sichtbar machen. Als 2. Schritt wurde die
Maximal-Power von 0,0731 puV”2 bestimmt, aus der sich die Maximal-Frequenz 36,16 Hz und der Q-
Faktor als Quotient aus Maximal-Frequenz und Bandbreite bestimmen lieRen. Als 3. Schritt konnte im
Anschluss der Zeitpunkt bestimmt werden, an dem 80% der Maximal-Power erreicht wurden. Der
Zeitraum von der Applikation der Pharmaka bis zu diesem Zeitraum stellt die Latenz dar, hier 41 min.
C - F zeigen die jeweils 10-minltigen Powerspektren C zum Zeitpunkt der Applikation als Baseline.
Man erkennt bereits vor Applikation der Pharmaka eine spontane neuronale Aktivitat im Gamma-
Frequenzband. D zum Zeitpunkt der Maximal-Power 0,0731 uV~2 nach 165 min, aus der sich die
Maximal-Frequenz mit 36,16 Hz detektieren liel3. E zeigt den Zeitraum der Latenz nach 41 min, der
nach Bestimmung der Maximal-Power detektiert werden konnte als Zeitpunkt, an dem 80% der
Maximal-Power (0,0603 pV~2) erreicht wurden. F Gegenuberstellung der 10-mindtigen
Powerspektren als Baseline, zum Zeitpunkt der Latenz nach 41 min und zum Zeitpunkt der Maximal-
Power nach 165 min. Bereits zu Beginn der Messung zeigt sich eine spontane neuronale Aktivitat im
Gamma-Frequenzband, die sich im Verlauf der Messung zu einer qualifizierten oszillatorischen
Aktivitat entwickelt.

Bei Hirnschnitten, die multiple Oszillationen zeigten, wurden auch Oszillationen mit einen
Q-Faktor < 0,5 miteinbezogen. Von einer Einteilung dieser Gruppe in bestimmte
Frequenzbander und von einer weiteren Analyse einzelner oszillatorische Parameter

wurde allerdings auf Grund der hohen Variabilitat abgesehen (siehe Abbildung 4).

Abb. 4

A Vor Einwaschung + 800 yM Ka + 5 uM CCh
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Abbildung 4: Messspur, Spektrogramm und Powerspektren im Beta- und niederfrequenten
Frequenzband (< 13 - 30 Hz) einer multiplen Oszillation bei einer naiven Ratte.

A Messspur eines akuten Hirnschnittes der naiven Ratte vor Applikation (links) und nach Applikation
von 800 uM Kainat und 5 uM Carbachol zum Zeitpunkt der Maximal-Power nach 164 min (rechts). Es
wurde ein low pass Filter bei 100 Hz und ein Notch Filter angewendet. B Spektrogramm der 180-
minutigen Gesamtaufnahme als Zeit- / Frequenz- / Power-Diagramm. Man erkennt einen diffusen
Anstieg neuronaler Aktivitat nach ca. 1200 s als Reaktion auf die Applikation der Pharmaka nach 600
s, gefolgt von einer geordneten oszillatorischen Netzwerkaktivitat nach ca. 3000 s, die sich als multiple
Oszillation im Beta- und niederfrequenten Frequenzspektrum organisiert und kontinuierlich tiber die
Gesamtdauer der Messung anhalt. Die schwarzen Ausschnitte markieren die 10-minitigen Zeitfenster
der unter C - F dargestellten Powerspektren. C Powerspektrum eines 10-minitigen Zeitfensters 10
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min vor Applikation der Pharmaka. Man sieht ein technisch bedingtes Grundrauschen, eine
oszillatorische Aktivitat ist nicht zu erkennen. D Powerspektrum als 10-minttiges Zeitfenster zum
Zeitpunkt der Maximal-Power der Beta-Oszillation. Man erkennt eine dominante Frequenz im Beta-
Frequenzbereich bei 16,3 Hz bei einer Maximal-Power von 0,3436 pV? und einen zweiten Peak bei
11,0 Hz und 0,2167 uV?, die eine zusatzliche oszillatorische Aktivitat im niederfrequenten Bereich
darstellen. E Powerspektrum eines 10-minltigen Zeitfensters zum Zeitpunkt der Latenz im
dominanten Beta-Frequenzband bei 15,89 Hz (0,2687 uV?) nach 107 min. Zuséatzlich sieht man einen
2. Peak einer niederfrequenten Oszillation bei 11,1 Hz mit einer Power von 0,2377 V2. F Vergleich
der 10-minltigen Powerspektren zur Baseline, zum Zeitpunkt der Latenz nach 107 min und zum
Zeitpunkt der Maximal-Power nach 164 min. Man erkennt die Entstehung einer neuronalen Aktivitat,
die sowohl im Beta-, als auch im niederfrequenten Spektrum einen zweigipfligen Peak zeigt und vor
der Applikation der Pharmaka noch nicht vorhanden war.

Von den Respondern zeigten einige Hirnschnitte nicht kontinuierliche, jedoch tber eine
langere Messdauer anhaltende, rhythmisch-alternierende Oszillationen. Diese
Oszillationen bezeichneten wir als ,diskontinuierlich®. Die diskontinuierlichen
Oszillationen fielen durch gleichmaRig wiederkehrende, geordnete oszillatorische
Aktivitat auf, die aus einer Abfolge von kurzen Oszillationsphasen, im Folgenden als
~Event‘ bezeichnet, bestand. Zwischen den Oszillationsphasen kam es zu kurzen Phasen
ohne oszillatorische Aktivitat, die als ,Intervall* bezeichnet wurden. Sie traten Uber die
gesamte Messdauer (siehe Abbildung 5) oder Uber einen begrenzten Zeitraum der
Messung (siehe Abbildung 6) auf. Als diskontinuierliche Oszillation definierten wir
rhythmisch-alternierende Oszillationen, die mindestens 7 Events zeigten. Einige
diskontinuierliche Oszillationen traten als singuléare Oszillation in einem Hirnschnitt,

andere als eine von multiplen Oszillationen in einem Hirnschnitt auf.

Abb. 5
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Abbildung 5: Messspur, Spektrogramm und Powerspektren einer diskontinuierlichen Oszillation im

niederfrequenten Spektrum (< 13 Hz) einer naiven Ratte.
A Messspur eines akuten Hirnschnittes der naiven Ratte vor Applikation (links) und nach Applikation

von 800 uM Kainat und 5 pM Carbachol zum Zeitpunkt einer oszillatorischen Aktivitat nach 1025 s
(rechts). Es wurde ein low pass Filter bei 100 Hz und ein Notch Filter angewendet B Spektrogramm
der Gesamtaufnahme einer diskontinuierlichen oszillatorische Aktivitat eines akuten Hirnschnitts der
naiven Ratte mit nach ca. 820 s nach Beginn der Messung phasenweise einsetzender,
diskontinuierlicher neuronaler Aktivitat, die Uber die gesamte Messdauer anhdlt. Sie zeigt einen
oszillatorischen Peak im Beta-Frequenzbereich, zu erkennen sind dariiber hinaus Oberschwingungen
in der doppelten als auch dreifachen Frequenzhdhe, die wir nicht in unsere Auswertung mit
einbezogen haben. Die rote Markierung zeigt unter B.2 einen vergrof3erten Ausschnitt des
Spektrogramms, an dem die alternierend auftretenden, diskontinuierlichen Oszillationen zu erkennen
sind. Eingezeichnet sind die ,Events®, die nach dem Zeitpunkt ihres Auftretens nummeriert sind. B.3
zeigt eine weitere Vergrof3erung des Ausschnittes unter B.2. Die ,Events® sind jeweils von sehr kurzer
Dauer und von Phasen ohne oszillatorischer Aktivitat (,Intervallen®) unterbrochen. Die Latenz betragt
hier 15 min. Eingezeichnet sind ferner die Events, wie unter B.2 geschildert. Die roten Markierungen
verweisen auf die unter C - E dargestellten Powerspektren. C - E zeigen die jeweiligen Powerspektren
vor Applikation und von 4 aufeinander folgenden Events, beginnend beim 3. Event nach Applikation
der Pharmaka. C stellt eine Gegenuberstellung der Powerspektren dieser 4 Events und der Baseline
dar. Unter D sieht man die Baseline zum Zeitpunkt der Applikation. Es ist keine oszillatorische Aktivitat
zu erkennen. E I. — IV. stellt die 4 aufeinander folgenden ,Events® dar, aus denen die Parameter
oszillatorischer Aktivitat erhoben wurden. Der Mittelwert der Maximal-Power betragt 1,0949 uV?, die
durchschnittliche Maximal-Frequenz 12,7 Hz. E I. Die Maximal-Power betragt 1,7419 pV2die Maximal-
Frequenz 12,5 Hz E II. Die Maximal-Power betragt 1,1591 pV?, die Maximal-Frequenz 12,9 Hz. E III.
Die Maximal-Power betragt 0,8067 uV?, die Maximal-Frequenz 12,8 Hz. E IV. Die Maximal-Power
betragt 0,6720 pVv?, die Maximal-Frequenz 12,8 Hz. Es ist zu erkennen, dass sich alle phasisch-
oszillatorischen Signale im Beta-Frequenzbereich bewegen und im Verlauf der Zeit eine leicht
abnehmende Maximal-Power vorweisen. Alle ,Events® haben einen spitzwinkligen Peak der Maximal-
Power mit geringer Bandbreite und hohen Q-Faktoren als Mal3 einer ausgepragten oszillatorischen
Aktivitat.

Um Paramater der oszillatorischen Aktivitat diskontinuierlicher Oszillationen zu erheben,
wurden die Daten aus dem Mittelwert von 4 aufeinander folgenden Events, beginnend
beim 3. Event der 180-minitigen Gesamtaufnahme, berechnet. Daraus ergab sich die
Maximal-Power als Mittelwert der jeweils hochsten Power-Werte dieser 4 Events und die

Maximal-Frequenz als Mittelwert der Frequenz zum Zeitpunkt der Maximal-Power. Den
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Zeitraum bis zum Beginn des 2. Event bestimmten wir als Latenz (siehe Abbildungen 5
und 6 und Methoden). Anschlie3end unterteilten wir die diskontinuierlichen Oszillationen
je nach Hohe der Frequenz zum Zeitpunkt der Maximal-Power in niederfrequente
diskontinuierliche Oszillationen (< 13 Hz) und in diskontinuierliche Oszillationen im Beta-
Frequenzspektrum (13 — 30 Hz) (siehe Abbildung 5 und 6). Diskontinuierliche

Oszillationen im Gamma-Band traten nicht auf.

Abb. 6
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Abbildung 6: Messspur, Spektrogramm und Powerspektren einer diskontinuierlichen Oszillation im

Beta-Frequenzspektrum (13 — 30 Hz) einer naiven Ratte.
A Messspur eines akuten Hirnschnittes der naiven Ratte vor Applikation (links) und nach Applikation

mit 800 uM Kainat und 5 pM Carbachol zum Zeitpunkt einer oszillatorischen Aktivitat nach 870 s
(rechts). Es wurde ein low pass Filter bei 100 Hz und ein Notch Filter angewendet B Spektrogramm
der Gesamtaufnahme einer diskontinuierlichen oszillatorischen Aktivitat eines akuten Hirnschnitts der
naiven Ratte mit nach ca. 760 s nach Beginn der Messung phasenweise einsetzender,
diskontinuierlicher neuronaler Aktivitat. Die diskontinuierliche oszillatorische Aktivitat besteht nur zu
Beginn der Messung und hort nach ca. 1000 s spontan auf. Die ,Events® zeigen oszillatorische Peaks
im Gamma-Frequenzbereich, zu erkennen sind darlber hinaus Oberschwingungen in der doppelten
Frequenzhohe, die wir nicht in unsere Auswertung mit einbezogen haben. Markiert ist der Zeitpunkt
der Applikation der Pharmaka nach 600 s. Die roten Markierungen verweisen auf die unter B.2 bzw.
B.3 vergréRerten Ausschnitte des Spektrogramms. B.2 zeigt einen vergroRerten Ausschnitt des
Spektrogramms unter B.1 nach Applikation der Pharmaka bis zum Einsetzten der diskontinuierlichen
Oszillationen. B.3 zeigt eine weitere Vergrof3erung des Ausschnittes aus B.2, in dem die einzelnen
.Events“ und deren Oberschwingungen erkennbar sind. Als Latenz wurde der Zeitraum von der
Applikation der Pharmaka bis zum Beginn des 2. Events bestimmt, dieser betragt hier 14 min. Die
roten Markierungen verweisen auf die unter C - E dargestellten Powerspektren. C - E zeigen die
jeweiligen Powerspektren vor Applikation und von 4 aufeinander folgenden Events, beginnend beim
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3. Event nach Applikation der Pharmaka. Zur Erhebung der oszillatorischen Parameter wurden die
Mittelwerte dieser 4 Events herangezogen. C stellt eine Gegentiberstellung der Powerspektren dar. D
zeigt die Baseline zum Zeitpunkt der Applikation. Es ist keine oszillatorische Aktivitat zu erkennen. E
I. —1V. stellt die 4 aufeinander folgenden Events dar, aus denen die Parameter oszillatorischer Aktivitat
erhoben wurden. Der Mittelwert der Maximal-Power betragt 0,2866 pV2 die durchschnittliche Maximal-
Frequenz 14,9 Hz. E I. Die Maximal-Power betragt 0,4120 uVv?, die Maximal-Frequenz 14,8 Hz E II.
Die Maximal-Power betragt 0,3317 uVv?, die Maximal-Frequenz 15,1. E IIl. Die Maximal-Power betragt
0,2376 pVv?, die Maximal-Frequenz 14,0 Hz. E IV. Die Maximal-Power betragt 0,1652 pVv?, die
Maximal-Frequenz 15,7 Hz. Wie auch bei den diskontinuierlichen Oszillationen im Beta-
Frequenzspektrum haben die Events im Verlauf der Zeit eine leicht abnehmende Maximal-Power
vorzuweisen. Die beiden ersten Events haben einen spitzwinkligen Peak der Maximal-Power mit
geringer Bandbreite und hohen Q-Faktoren als Mal3 einer ausgeprégten oszillatorischen Aktivitat. Die
weiteren Events verlieren ihre eindeutigen Power-Peaks zu Gunsten mehrfach auftretender Peaks,
deren Maximal-Power und Q-Faktor immer weiter abnehmen.

Zusammenfassend konnte aus den Hirnschnitten naiver Ratten unter Applikation von 800
MM Kainat und 5 uM Carbachol eine gute Erregbarkeit der akuten Hirnschnitte mit stabilen
Oszillationen und einer grofRen Variabilitat der oszillatorischen Aktivitat beobachtet
werden. Es wurden Untergruppen gebildet, um Kategorien zur Bewertung der
Oszillationen zu finden. Kontinuierliche Oszillationen zeigten Uber die gesamte
Messdauer anhaltende und stabile Oszillationen. Dabei wurden singulare Oszillationen
in den Frequenzbandern ,Niederfrequent” (< 13 Hz), ,Beta“ (13 — 30 Hz) und ,Gamma“
(> 30 Hz) von multiplen Oszillationen unterschieden.

Diskontinuierliche Oszillationen fielen durch rhythmisch-alternierende Oszillationen auf.
Die singularen diskontinuierlichen Oszillationen wurden ebenfalls nach Frequenzbandern

unterteilt und von multiplen diskontinuierlichen Oszillationen abgegrenzt.

4.1.2. Die Anzahl der oszillierenden Hirnschnitte in M1 der
gesunden Ratte

Anschlielend wurde die Anzahl der naiven Hirnschnitte, die auf die Applikation der
Pharmaka mit Oszillationen reagiert hatten, bestimmt. Von den 80 pharmakologisch
stimulierten Hirnschnitten antworteten 44 mit oszillatorischer Aktivitdt (Responder,
55,0%), 36 davon als kontinuierliche Oszillationen (81,8 %) und 8 als diskontinuierliche
Oszillationen (18,2 %).

Von den kontinuierlichen Oszillationen traten 20 Hirnschnitte (55,6 %) als singulare
Oszillation auf und 16 als multiple Oszillationen (44,4 %). Von den singularen
Oszillationen lagen 14 Oszillationen (70,0 %) im niederfrequenten Frequenzband, keine

(0,0 %) im Beta-Frequenzbereich und 6 im Gamma-Frequenzband (30,0 %).
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Diskontinuierliche Oszillationen traten in 8 Hirnschnitten (18,2 %) auf, 4 singuléare und 4
multiple (jeweils 50,0 %). Die singuléren diskontinuierlichen Oszillationen verteilten sich
gleichmafig auf das niederfrequente (n = 2) und das Beta-Frequenzband (n = 2, jeweils
50,0 %). Eine diskontinuierliche Oszillation im Gamma-Frequenzband trat nicht auf. 36
Hirnschnitte zeigten keine Aktivitat (Non-Responder, 45,0 %). Wir stellten die Anzahl der
oszillierenden Hirnschnitte (Responder) jeweils als Ratio der Responder zur Gesamtzahl
der inkubierten Hirnschnitte dar (siehe Abbildung 7).

Abb. 7
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Abbildung 7: Anzahl der oszillierenden Hirnschnitte (Responder, n = 44) der naiven Ratte und
Verteilung auf die jeweiligen Frequenzbander als Fraktion zur Gesamtzahl der inkubierten Hirnschnitte
(n = 80).

Die Anzahl oszillierender Hirnschnitte der naiven Ratte dargestellt als Fraktion der Responder zur
Gesamtzahl der inkubierten Hirnschnitte. Einbezogen wurden singulare und multiple kontinuierliche
und diskontinuierliche Oszillationen in den jeweiligen Frequenzbandern ,Niederfrequent® (< 13 Hz)
.Beta“ (13 — 30 Hz) und ,Gamma“ (> 30 Hz). Die diskontinuierlichen Oszillationen sind in den
jeweiligen Frequenzbandern blau dargestellt. Gegenuber diskontinuierlichen Oszillationen waren
kontinuierliche Oszillationen signifikant erhoht (p < 0,001). Kontinuierliche niederfrequente
Oszillationen traten sowohl gegeniiber Beta- (p < 0,001) als auch gegentiber Gamma-Oszillationen (p
= 0,026) signifikant haufiger auf. Auch der Unterschied zwischen Beta- und Gamma-Oszillationen war
signifikant (p = 0,020). Auf Grund der unterschiedlichen Oszillationsklassen kontinuierlich /
diskontinuierlich wurden die BezugsgrofRen fur die statistische Analyse der unterschiedlichen
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Frequenzbander auf die jeweilige Kohorte ,kontinuierliche* bzw. ,diskontinuierlich Oszillationen®
bezogen. Die statistische Bewertung erfolgte mit dem Exakten Test nach Fisher (siehe Methoden).

Um die Responderzahlen in den einzelnen Frequenzen und Oszillationsgruppen
einordnen zu kénnen, wurde gepruft, ob es zwischen ihnen signifikante Unterschiede in
der Haufigkeit inres Auftretens gab.

Die Anzahl kontinuierlicher Oszillationen im Vergleich zu diskontinuierlichen Oszillationen
war signifikant héher (p < 0,001). Ebenso zeigten sich Signifikanzen zwischen den
einzelnen Frequenzbandern der kontinuierlichen Oszillationen. Die niederfrequenten
Oszillationen waren signifikant erhéht im Vergleich zu Beta- (p < 0,001) nicht aber im
Vergleich zu Gamma-Oszillationen (p = 0,077). Es gab tendenziell mehr Gamma-
Oszillationen als Beta-Oszillationen (p = 0,061). Keine signifikanten Unterschiede waren
zwischen den singularen und den multiplen Oszillationen sowohl kontinuierlicher (p =
0,960) als auch diskontinuierlicher Oszillationen (p = 1,000) auszumachen. Ebenso wenig
gab es einen Unterschied zwischen den einzelnen Frequenzbéandern der
diskontinuierlichen Oszillationen, weder zwischen niederfrequenten und Beta-
Oszillationen (p = 1,000;), noch zwischen niederfrequenten und Gamma-Oszillationen (p
=1,000) oder zwischen Beta- und Gamma-Oszillationen (p = 1,000), auch nicht zwischen
den singularen und multiplen diskontinuierlichen Oszillationen (p = 1,000).

Insgesamt waren etwa die Héalfte der Hirnschnitte naiver Ratten Responder. Es gab keine
singularen kontinuierlichen Beta-Oszillationen. Die Anzahl der kontinuierlichen
Oszillationen war signifikant hoher als die der diskontinuierlichen. Niederfrequente
Oszillationen waren gegeniber Beta-Oszillationen signifikant haufiger anzutreffen.

Kontinuierliche Gamma- traten tendenziell h&ufiger auf als Beta-Oszillationen.
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4.2. Die Analyse der oszillatorischen Aktivitat im
Hemiparkinson-Modell der Ratte

4.2.1. Die 6-OHDA Lasion und Implementierung des
Hemiparkinson-Modells

18 weitere Tiere wurden mit 6-OHDA unilateral |adiert. Dabei kam es intrazerebral zu
einer Injektion des Neurotoxin 6-OHDA in das rechte MFB, um ipsilateral einen
progredienten Zelluntergang in der Substantia nigra pars compacta zu induzieren (siehe
Methoden). Die linke, kontralaterale Hemisphare wurde nicht ladiert. Zum klinischen
Nachweis der unilateralen 6-OHDA-L&sion wurde 20-24 Tage postoperativ nach der 6-
OHDA Lasion ein Zylindertest durchgefuhrt. Dabei kam es zu einer Manifestation
motorischer Symptome, die sich auf die Lasion zurickfihren lieRBen (siehe Einleitung).
Die ladierten Ratten zeigten ein erwartetes motorisches Defizit der kontralateralen Pfote

(siehe dazu weiter unten).

4.2.2. Nachweis der 6-OHDA Lasion mittels Immunhistologie

Der unilaterale Untergang dopaminerger Zellen konnte beispielhaft bei 3 ladierten Tieren
mit voll ausgepragtem motorischen Defizit post mortem in der SNpc in der
immunhistologischen Farbung dargestellt werden (siehe Abbildung 8). Durch eine
Anfarbung  gegen  Thyrosinhydroxilase des  Mesencephalons nach  der
elektrophysiologischen Messung zeigten sich thyrosinpositive dopaminerge Zellen. Diese
wurden mit einem Stereo Investigator System ausgezahlt und als Ratio der ladierten
gegenuber der nicht l&dierten Kontrollhemisphére dargestellt (siehe Methoden). Die erste
Ratte zeigte 37 thyrosinpositive Zellen ipsilateral und 233 Zellen kontralateral der Lasion
(Ratio: 0,159), eine weitere 23 thyrosinpositive Zellen ispilateral und 210 kontralateral
(Ratio: 0,109) und die Dritte 20 thyrosinpositive Zellen ipsilateral und 341 Zellen
kontralateral (Ratio: 0,059) (siehe Abbildung 9). Der Rickgang thyrosinpostiver Zellen
des Mesencephalons ipsilateral der 6-OHDA-L&sion als Nachweis des Untergangs
dopaminerger Zellen war in allen 3 Ratten signifikant (p (Ratte 01 / Ratte 02 / Ratte 03) =
< 0,001). Dies brachte den Nachweis einer maximalen Hemilasion der drei 6-OHDA-

ladierten Ratten mit voll ausgepréagtem motorischen Defizit.
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Abbildung 8: Immunhistologische
Farbung gegen Tyrosinhydroxylase
eines koronaren Schnittes der
Substantia Nigra des Mesen-
cephalons der Ratte. Abb. 8

Zu sehen ist eine Farbung der
thyrosinpositiven (Th-positiven)
Zellen der rechten (kontralateralen)
Hemisphare nach 6-OHDA-Lasion
der linken Hemisphére (s. Methode).
Die ispilaterale Seite ist nahezu
keine frei von Th-positiven Zellen.
Die Quantifizierung der Th-positiven
Zellen erfolgte mit Hilfe eines Stereo
Investigator Systems als Ratio der
ladierten gegenuber der nicht
ladierten Kontrollhemisphare. Der
Ratio des hier gezeigten Schnittes
aus einer mit 6-OHDA l|adierten
Ratte betragt 5,9% (20/341) und
weist auf einen  signifikanten
Untergang Th-positiver Zellen in der
ipsilateralen Hemisphare hin.

Abb. 9

Anzahl thyrosinpositiver Zellen der Substantia
Nigra semi-6-OHDA ladierter Ratten (n = 3)
X

c

8 400

& 350 x N 341

()

2 300 [ —— I

ﬁ 250 233

2 210

2 200

(7]

3 150

>

£ 100

§ 50 37 23 20

£ 0 [ (] —
Ratte 01 Ratte 02 Ratte 03

= SN ipsi SN contra

Abbildung 9: Auswertung thyrosinpositiver
Zellen der Substantia Nigra Pars Compacta im

Hemiparkinson-Modell der Ratte.
Quantifizierung der Th-positiven Zellen im

Hemi-6-OHDA- Modell der Ratte beispielhaft an
3 voll ladierten Ratten. Die 6-OHDA Lasion
erfolgte ipsilateral zum Vergleich der naiven
kontralateralen Hemisphére. Die Auszahlung
erfolgte mit Hilfe eines Stereo Investigator
Systems. Die Abbildung zeigt die Anzahl der
gezahlten  thyrosingefarbten  Zellen  der
Substantia Nigra Pars Compacta ipsi- und
kontralateral als Ubersicht im Balkendiagramm.
Man erkennt einen signifikanten Rickgang Th-
positiven Zellen der SN als Ausdruck des
Untergangs dopaminerger Zellen (p (Ratte 01 /
Ratte 02/ Ratte 02) = < 0,001).

4.2.3. Der Effekt der 6-OHDA-Lasion auf die oszillatorische

Aktivitat in M1

Es wurde nun der Frage nachgegangen, ob nach der Lasionssetzung abweichende

oszillatorische Aktivitaten in M1 nachweisbar sind.

Um einen ersten Uberblick zu erhalten, ob durch die 6-OHDA-L&sion ein Effekt zu



erkennen wéare, wurden die Oszillationen aller ipsi- und kontralateralen Hirnschnitte der
6-OHDA-ladierten Ratten zusammengefasst. Von insgesamt 288 Hirnschnitten
reagierten 154 Hirnschnitte nicht oder nur diffus auf die Applikation der Pharmaka
(Nonresponder, 53,5 %). 134 (46,5 %) Hirnschnitte zeigten eine geordnete oszillatorische
Aktivitat, die wir in unsere Analyse als Responder einbeziehen konnten. Im Vergleich zu
der Responder-Rate der naiven Ratten, bei der 44 von 80 Hirnschnitte mit Oszillationen
reagiert hatten (55,0 %), zeigte sich trotz tendenziellem Ruckgang der
Oszillationswahrscheinlichkeit kein signifikanter Unterschied (p = 0,206). Die Hirnschnitte
zeigten ein ahnlich gutes Ansprechen auf das pharmakologische Protokoll wie die naiven
Hirnschnitte.

Danach wurden die unterschiedlichen Oszillationen der Hirnschnitte 6-OHDA-ladierter
Ratten genauer betrachtet. Insbesondere wurde der Frage nachgegangen, ob sich die
Rate des Auftretens autonom generierter Beta- und Gamma-Oszillationen im M1 durch
eine Lasion im MFB verandert.

Wie auch bei den naiven Ratten, zeigten sich unterschiedliche Reaktionen der
Hirnschnitte auf die Applikation der Pharmaka.

Von den 134 oszillierenden Hirnschnitten zeigten 116 (86,6 %) kontinuierliche
oszillatorische Aktivitat, die, wie die Oszillationen der naiven Hirnschnitte, kontinuierlich
und stabil Gber einen langeren Zeitraum der Gesamtaufnahme anhielten. 68 der 116
kontinuierlichen Oszillationen waren singulare Oszillationen (58,6 %). Diese wurden in
die Frequenzbander ,Niederfrequent” (n = 35; 51,5 %), ,Beta“ (n = 17; 25,0 %) und
,Gamma*“ (n = 16; 23,5 %) unterteilt. 48 Hirnschnitte der 116 kontinuierlich oszillierenden
Hirnschnitte (41,4 %) zeigten mehrere kontinuierliche Oszillationen in einem Hirnschnitt,
so dass wir diese als multiple Oszillationen werteten. Wie auch bei den naiven Ratten
traten diskontinuierliche Oszillationen auf, die rhythmisch-alternierende Oszillationen
zeigten. 18 Hirnschnitte zeigten diskontinuierliche Oszillationen (13,4 %). 13 dieser 18
Hirnschnitte (72,2 %) hatten eine gemittelte Maximal-Frequenz im niederfrequenten
Frequenzspektrum. 1 Hirnschnitt (5,6 %) oszillierte im Beta-Frequenzspektrum. 4
Hirnschnitte (22,2 %) wiesen zusatzlich zur diskontinuierlichen Oszillation weitere
Oszillationen auf, so dass wir diese Hirnschnitte der Gruppe ,multiple diskontinuierliche
Oszillationen® zuteilten. Diskontinuierliche Oszillationen im Gamma-Frequenzband traten
nicht auf. Demnach zeigten die 6-OHDA-ladierten Hirnschnitte, &hnlich der Oszillationen
der naiven Hirnschnitte, eine hohe Variabilitdt der Oszillationen, die sich Uber alle

Frequenzspektren verteilten.
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Abb. 10
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Abbildung 10: Vergleich der oszillatorischen Aktivitdt naiver Ratten (Responder, n = 44) und 6-
OHDA-ladierter Ratten (Responder, n = 134) als Fraktion der Responder zur Gesamtzahl der
inkubierten Hirnschnitte (n (naiv)= 80, n (ladiert) = 288).

Die Anzahl oszillierender Hirnschnitte der 6-OHDA-ladierten Ratten im Vergleich zu den oszillierenden
Hirnschnitten naiver Ratten dargestellt als Fraktion der Responder zur Gesamtzahl der inkubierten
Hirnschnitte. Farblich voneinander abgegrenzt dargestellt sind die kontinuierlichen (grau) und
diskontinuierlichen (blau) Oszillationen. Neben der Gesamtzahl aller oszillierenden Hirnschnitte sind
die Responder in den jeweiligen Frequenzbandern ,Niederfrequent® (< 13 Hz) ,Beta“ (13 — 30 Hz) und
Gamma (> 30 Hz) dargestellt. Auf Grund der unterschiedlichen Oszillationsklassen kontinuierlich /
diskontinuierlich wurden die BezugsgrofRen fur die statistische Analyse der unterschiedlichen
Frequenzbander auf die jeweilige Kohorte ,kontinuierliche* bzw. ,diskontinuierlich Oszillationen®
bezogen. Die statistische Bewertung erfolgte mit dem Exakten Test nach Fisher (siehe Methoden). Es
konnte ein signifikanter Anstieg kontinuierlicher Beta-Oszillation der 6-OHDA-ladierten Ratten
gegeniber naiven festgestellt werden (p = 0,039).
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Auch hier, wie bei den naiven Ratten, wurde gepruft, ob es zwischen den
Responderzahlen in den einzelnen Frequenzbéndern und Oszillationsgruppen
signifikante Unterschiede in der Haufigkeit ihres Auftretens gab.

Wie bei den naiven Ratten zeigten sich die kontinuierlichen gegentber den
diskontinuierlichen Oszillationen signifikant erhéht (p < 0,001). Die kontinuierlichen
singularen gegenuber den multiplen Oszillationen waren nun auch signifikant héher (p =
0,025). Innerhalb der singularen Oszillationen, aufgeteilt auf die verschiedenen
Frequenzbander, zeigten sich die niederfrequenten Oszillationen weiterhin gegentber
Beta (p = 0,008) und Gamma (p = 0,004) signifikant erhdht, einen (signifikanten)
Unterschied zwischen Beta- und Gamma-Oszillationen gab es nun nicht mehr (p =
1,000). Die diskontinuierlichen Oszillationen im niederfrequenten Spektrum waren,
anders als bei den naiven Ratten, signifikant gegentber Beta (p < 0,001) und Gamma (p
< 0,001) erhoht, diskontinuierliche Beta- gegeniber Gamma-Oszillationen zeigten keinen
Unterschied (p = 1,000).

Es wurde nun die Anzahl der Oszillationen der 6-OHDA-ladierten Ratten mit dem
Auftreten der Oszillationen der naiven Ratten verglichen.

Hier zeigten sich kontinuierliche, singulare Oszillationen im Beta-Frequenzband im
Vergleich zu den Beta-Oszillationen der naiven Hirnschnitte signifikant erhéht (p = 0,039).
Zudem war der Anstieg diskontinuierlicher Oszillationen im niederfrequenten Spektrum
gegenuber naiven Ratten tendenziell erhoht (p = 0,115). Gamma-Oszillationen waren
nicht signifikant verandert (p = 1,000).

Andere Vergleichsgruppen zeigten keine signifikanten Unterschiede. Weder
kontinuierliche bzw. diskontinuierliche Oszillationen (p = 1,000), noch kontinuierliche
singulare bzw. multiple Oszillationen (p = 1,000). Auch im niederfrequenten
Frequenzband (p = 1,000) war kein signifikanter Unterschied auszumachen. Die
diskontinuierlichen Oszillationen zeigten weder innerhalb der einzelnen Frequenzbander
signifikante Unterschiede (p (Beta) = 0,646; p (Gamma) = 1,000), noch zeigten die
multiplen diskontinuierlichen Oszillationen zu den naiven Ratten einen signifikanten
Unterschied (p = 0,394) (siehe Abbildung 10).

Zusammenfassend wurde beobachtet, dass die mit 6-OHDA ladierten Ratten ebenso gut
auf das pharmakologische Protokoll mit Kainat und Carbachol ansprachen wie die naiven
Ratten. Die Oszillationen waren Uber das gesamte Frequenzspektrum verteilt.
Gegenuber den naiven Ratten konnte eine signifikante Erhéhung der kontinuierlichen

Beta-Oszillationen festgestellt werden.
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4.2.4. Vergleich der funktionellen Parameter der
oszillatorischen Aktivitat im M1 der 6-OHDA-ladierten im
Vergleich zur naiven Ratte

Es stellte sich die Frage, ob die 6-OHDA-LA&sion Einfluss auf die funktionellen Parameter
der oszillatorischen Aktivitat hat, namentlich auf die Maximal-Power, Maximal-Frequenz,
den Quality-Faktor und die Latenz bzw. auf die Event- und Intervalldauer der
diskontinuierlichen Oszillationen. Multiple Oszillationen wurden, auf Grund der hohen
Variabilitat, weder bei den kontinuierlichen noch bei den diskontinuierlichen Oszillationen
in die Analyse miteinbezogen.

Im Vergleich der kontinuierlichen Oszillationen der 6-OHDA-ladierten Ratten zu den
naiven Ratten zeigten sich signifikante Unterschiede. Da es jedoch im Beta-
Frequenzspektrum der naiven Ratten keine Responder gab, konnten hier keine
Vergleiche gezogen werden.

Die Maximal-Power der kontinuierlichen Oszillationen war signifikant kleiner bei den 6-
OHDA-ladierten Ratten (0,0192 + 0,007 puV?) im Vergleich zu den naiven Ratten (0,080 +
0,034 pVv?, p = 0,027). Dieser signifikante Unterschied zeigte sich auch bei den
kontinuierlichen niederfrequenten Oszillationen (ladiert: 0,0109 + 0,001 uV?, naiv: 0,052
+ 0,017 pVv?, p < 0,001) und bei tendenziell den kontinuierlichen Gamma-Oszillationen
(ladiert: 0,038 + 0,026 pV?, naive Ratten: 0,275 + 0,271 pV?, p = 0,105).

Der Quality-Faktor der 6-OHDA Iadierten Ratten bei kontinuierlichen Gamma-
Oszillationen (1,80 + 0,57) war signifikant kleiner als bei den naiven Ratten (12,34 +
10,17, p = 0,009). Sonst konnte weder insgesamt (ladiert: 1,38 + 0,22, naive: 2,18 + 1,36,
p = 0,939) noch in der kontinuierlichen niederfrequenten Gruppe (ladiert: 0,89 + 0,14,
naive: 0,73 £ 0,07, p = 1,000) ein signifikanter Unterschied im Quality-Faktor ausgemacht
werden. Die mit 6-OHDA-ladierten Ratten zeigten insgesamt ein signifikant friheres
Einsetzen der Oszillationen (15,6 + 1,8 min) als die naiven Ratten (46,3 + 11,7 min, p =
<0,001) insbesondere in den kontinuierlichen niederfrequenten Oszillationen (ladiert: 9,8
+ 1,60 min, naiv: 47,3 = 13,4 min, p < 0,001). Die Gamma-Oszillationen zeigten keine
signifikanten Unterschiede in der Latenz (ladiert: 26,3 £ 4,10 min, naiv: 39,0 = 3,0 min, p
=1,000).

Auch unter den diskontinuierlichen Oszillationen gab es Signifikanzen. Auf Grund einer
zu geringen Responderanzahl im diskontinuierlichen Beta-Frequenzspektrum der 6-
OHDA-ladierten Ratten und fehlender Responder im diskontinuierlichen Gamma-

Frequenzspektrum beider Vergleichsgruppen konnten diese Frequenzspektren jedoch
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nicht in die Analyse miteinbezogen werden.

Die diskontinuierlichen Oszillationen der 6-OHDA-ladierten Ratten zeigten insgesamt
tendenziell spater einsetzende Oszillationen (ladiert: 15,0 £ 2,3 min, naiv: 4,6 £ 0,5 min,
p = 0,108), mit signifikant lAngeren Events (ladiert: 35,5 + 7,2 s, naiv: 13,3+ 0,6 s, p =
0,021) und signifikant langeren Intervallen (ladiert: 165,6 + 38,0 s, naiv: 60,6 + 3,4 s, p =
0,042). Bei den diskontinuierlichen niederfrequenten Oszillationen zeigten sich
tendenziell langere Intervalle (Iadiert: 147,3 £ 22,2 s, naiv: 71,5+ 0,7 s, p = 0,057), ohne
signifikant verkirzte Latenz (ladiert): 147,3 £ 22,2 s, naiv: 71,5 £ 0,7 s, p = 0,255) und
tendenziell langeren Events (ladiert: 34,8 £ 6,9 s, naiv: 14,7 £0,7 s, p = 0,126).

Bei den diskontinuierlichen Oszillationen gab es keine signifikanten Unterschiede der
Maximal-Power, weder insgesamt (ladiert: 1,121 + 0,535 puV2, naiv: 0,757 + 0,122 uv2,
p = 1,000) noch bei den niederfrequenten Oszillationen (ladiert: 0,615 + 0,303 puV2, naiv:
1,116 = 0,152 pVv2, p = 0,744. Der Quality-Faktor zeigte sich insgesamt tendenziell
niedriger bei den 6-OHDA-l&dierten Ratten (ladiert: 5,85 = 1,16, naiv: 9,58 + 0,55, p =
0,062, als auch im niederfrequenten Spektrum (ladiert: 6,21 £ 1,46, naiv: 10,47 £ 0,47, p
=0,135).

Zusammenfassend zeigte sich bei den 6-OHDA-ladierten Ratten ein signifikanter
Rickgang der Maximal-Power der kontinuierlichen Oszillationen und im Frequenzband
.Niederfrequent®. Der Q-Faktor der kontinuierlichen Gamma Oszillationen war signifikant
kleiner als bei den naiven Ratten. Die kontinuierlichen Oszillationen der 6-OHDA-
ladierten Ratten setzten signifikant friher ein. Die Event- und die Intervalldauer der
diskontinuierlichen Oszillationen der 6-OHDA-ladierten Ratten waren signifikant langer
als bei den naiven Ratten. Jedoch zeigte sich in allen Oszillationsgruppen eine hohe
Variabilitat der Parameter bei geringer Fallzahl. Insbesondere konnten die Beta-
Oszillationen auf Grund einer zu geringen Anzahl an Respondern nicht analysiert werden,
diskontinuierliche Gamma-Oszillationen gab es nicht. Multiple Oszillationen mussten aus
der Analyse auf Grund fehlender Vergleichbarkeit ausgeschlossen werden. Auf eine

weitergehende Analyse der funktionellen Parameter wurde daher verzichtet.

4.2.5. Analyse des erh6hten Auftretens von Beta-Oszillationen
im Hemiparkinson-Modell der Ratte

Anschliel3end wurde gepruft, ob das beobachtete erhéhte Auftreten von kontinuierlichen
Beta-Oszillationen der 6-OHDA-ladierten Ratten in der I|adierten, ipsilateralen

Hemisphare im Vergleich zu naiven Ratten verstarkt auftritt.
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Die jeweils 8 Hirnschnitte der 18 operierten Versuchstiere wurden in den vorliegenden
Untersuchungen am Corpus Callosum voneinander getrennt, so dass insgesamt 288
Hirnschnitte zur Verfigung standen, 144 der ipsilateralen, ladierten und 144 der
kontralateralen Hemisphare. Durch die Trennung der Hemispharen konnte die jeweilige
Hemisphare isoliert untersucht werden.

Von den 144 Hirnschnitten der ipsilateralen Hemispharen aller 6-OHDA-ladierten Ratten
kam es in 71 Hirnschnitten (49,3 %) zu einer geordneten oszillatorischen Aktivitat. 60
Hirnschnitte (84,5 %) zeigten kontinuierliche, 11 Hirnschnitte (15,5 %) diskontinuierliche
Oszillationen. Von den 60 kontinuierlichen Oszillationen waren 32 singular (53,3 %), 18
im niederfrequenten (56,3 %), 9 im Beta- (28,2 %) und 5 im Gamma-Frequenzspektrum
(15,6 %). In 28 Hirnschnitten (46,7 %) mit kontinuierlichen Oszillationen traten multiple
Oszillationen auf. Von den 11 diskontinuierlichen Oszillationen waren 8 niederfrequent
(72,7 %), 1 im Beta-Frequenzspektrum (9,1 %) und 2 Hirnschnitte zeigten multiple
diskontinuierliche Oszillationen (18,2 %). 73 Hirnschnitte der ipsilateralen Hemisphare
zeigten nur eine diffuse oder keine Antwort auf die Applikation der Pharmaka
(Nonresponder, 50,7 %).

Es zeigte sich ein tendenziell h6heres Auftreten von Beta-Oszillationen der ipsilateralen
6-OHDA-ladierten Hemispharen im Vergleich zu den naiven Hirnschnitten (p = 0,073).
Dieser Effekt war weniger stark ausgepragt als in der Zusammenfassung aller 6-OHDA-
ladierten Hirnschnitte (siehe oben). Insgesamt zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede. Es traten tendenziell erhohte diskontinuierliche niederfrequente
Oszillationen auf, die nicht signifikant waren (p = 0,209). Kein Unterschied zeigte das
Auftreten kontinuierlicher bzw. diskontinuierlicher (p = 1,000) Oszillationen in den beiden
Vergleichsgruppen. Ebenso wenig konnte zwischen dem Auftreten singularer und
multipler Oszillationen (p = 1,000) ein Unterschied ausgemacht werden. Der Vergleich
niederfrequenter (p= 1,000) und Gamma- Oszillationen (p= 0,963) war nicht signifikant.
Und auch bei den diskontinuierlichen Oszillationen trat im Vergleich zu den naiven Ratten
kein signifikanter Unterschied auf (p (Beta)= 1,000; p (Gamma) = 1,000; p (multiple
Oszillationen) = 0,638).

Insgesamt konnte ein tendenzieller Anstieg der Beta-Oszillationen der ipsilateralen
Hemisphare im Vergleich zu naiven Ratten festgestellt werden. Dieser Effekt nahm
jedoch nicht wie erwartet durch die Fokussierung auf die ipsilaterale Seite der Lasion zu,

sondern, ganz im Gegenteil, leicht ab.
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Es wurde daher der Frage nachgegangen, ob sich der Effekt stattdessen in der
kontralateralen, nicht ladierten Hemisphéare der 6-OHDA-ladierten Ratten im Vergleich zu
den naiven Hemispharen reproduzieren liel3.

In der kontralateralen Hemisphéare zur 6-OHDA-Lasion gab es 63 Responder (43,8 %).
Davon 56 Hirnschnitte (88,9 %) mit kontinuierlichen Oszillationen, 7 waren
diskontinuierlich (11,1 %). Von den kontinuierlichen Oszillationen waren insgesamt 36
singulare Oszillationen (64,3 %), 17 Hirnschnitte zeigten eine Oszillation im
niederfrequenten (47,2 %), 8 (22,2 %) im Beta- und 11 (30,5 %) im Gamma-
Frequenzspektrum. 20 Hirnschnitte (35,7 %) hatten multiple singuléare Oszillationen. Von
den 7 diskontinuierlichen Oszillationen lagen 5 (71,4 %) im niederfrequenten
Frequenzband und 2 (28,6 %) waren multiple Oszillationen. Weder im Beta- noch im
Gamma-Frequenzspektrum gab es diskontinuierliche Oszillationen.

Im Vergleich zu den naiven Hirnschnitten zeigte sich auch hier im Beta-
Frequenzspektrum der kontinuierlichen neuronalen Aktivitat ein tendenzieller Anstieg der
Oszillationen (p = 0,062). Andere signifikante Unterschiede konnten nicht beobachtet
werden.

Weder die kontinuierlichen noch die diskontinuierlichen Oszillationen (p = 0,795) zeigten
signifikante Unterschiede zu den naiven Ratten. Alle singularen Oszillationsunterschiede
waren — bis auf die bereits erwahnte Beta-Oszillation — nicht signifikant (p (singulare
Oszillationen) = 1,000; p (Niederfrequent) = 1,000; p (Gamma) = 1,000; p (multiple) =
1,000). Ebenso wenig zeigten sich Signifikanzen bei den diskontinuierlichen Oszillationen
(p (Niederfrequent) = 0,396; p (Beta) = 1,000; p (Gamma) = 1,000; p (multiple) = 1,000).
Der stendenzielle Anstieg der kontinuierlichen Beta-Oszillationen war damit in der
kontralateralen Hemisphare reproduzierbar (p = 0,062) und sogar etwas starker
ausgepragt als in der ipsilateralen Hemisphéare (siehe oben).

Hinterfragt wurde nun, ob der Effekt der erhdhten Beta-Oszillation auf die ipsilaterale
Hemisphare begrenzt ist oder ob durch die 6-OHDA-Lasion ein systemischer Effekt
generiert wird, der Uber das lokale Netzwerk hinaus zu einer Veranderung in der
kontralateralen Hemisphare fuhrt.

Hierfir wurden alle Hirnschnitte der ipsilateralen, 6-OHDA-ladierten Hemisphére mit der
kontralateralen Hemisphéare verglichen.

Die Unterschiede der Hemispharen waren sehr gering. Zwischen den kontinuierlichen
und diskontinuierlichen Oszillationen (p = 1,000) beider Hemispharen war kein

signifikanter Effekt auszumachen. Weder kontinuierlichen Niederfrequenten- (p = 1,000),
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Beta- (p = 1,000) und Gamma- Frequenzspektrum (p = 0,314) noch zwischen den
kontinuierlich-multiplen Oszillationen (p = 1,000) und in allen diskontinuierlichen (p
(Niederfrequent) = 1,000; p (Beta) = 1,000; p (Gamma) = 1,000; p (multiple) = 1,000)
Spektren zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

Die oszillatorische Aktivitat der ipsi- und kontralateralen Hemisphare war in allen
Frequenzspektren und Oszillationsgruppen anndhernd gleich. Ein auf die ipsilaterale

Hemisphare begrenzter Effekt konnte nicht beobachtet werden.

4.3. Vorlaufige Zusammenfassung

Es zeigte sich unter dem angewendeten pharmakologischen Protokoll eine gute
Erregbarkeit der naiven und der 6-OHDA-ladierten Hirnschnitte ohne signifikanten
Unterschied der Oszillationswahrscheinlichkeit. Etwa die Hélfte der naiven als auch der
6-OHDA-ladierten Hirnschnitte waren Responder. Die Oszillationen waren Uber das
gesamte Frequenzspektrum verteilt und Uber die gesamte Messdauer stabil. Neben den
kontinuierlichen Oszillationen traten diskontinuierliche Oszillationen auf, die rhythmisch-
alternierende Oszillationen zeigten.

Gegenuber den naiven Ratten konnte bei den 6-OHDA-ladierten Ratten eine signifikante
Erhdhung der kontinuierlichen Beta-Oszillationen und eine tendenzielle Erh6hung der
diskontinuierlichen niederfrequenten Oszillationen festgestellt werden. Die Gamma-
Oszillationen waren nicht signifikant verandert.

Ipsilateral konnte ein tendenzieller Anstieg der Beta-Oszillationen im Vergleich zu naiven
Ratten festgestellt werden. Dieser Effekt war nicht auf die ipsilaterale Hemisphéare
begrenzt und auch kontralateral reproduzierbar.

Beim direkten Vergleich der ipsi- und kontralateralen Hemisphéaren aller operierten Ratten
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Damit konnte kein auf die ipsilaterale
Hemisphare begrenzter Effekt beobachtet werden.

Ein Vergleich der funktionellen oszillatorischen Parameter war auf Grund der hohen
Variabilitéat der Oszillationen und zu geringen Fallzahlen in den einzelnen Untergruppen

nicht moglich.

4.4, Das Ausmal des motorischen Defizits ladierter Ratten
Anschliel3end wurde hinterfragt, ob es zwischen dem Ausmal} des motorischen Defizits

der 6-OHDA-ladierten Ratten und der verdnderten oszillatorischen Aktivitdt eine
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Korrelation geben kénnte. Um das Ausmald des motorischen Defizits durch die 6-OHDA-
Lasion zu quantifizieren, wurden die Ergebnisse des postoperativen Zylinder-Tests in die

Bewertung mit einbezogen.

4.4.1. Nachweis der 6-OHDA Lé&sion mittels Zylindertest

Der zwischen dem 21. und 25. postoperativen Tag durchgefihrt Zylindertest wurde zum
klinischen Nachweis der unilateralen 6-OHDA-Lasion gefuhrt und zeigt das Ausmalf’ der
motorischen Einschrankung durch die Analyse der Vorderpfotenbenutzung. Dabei wurde
die Anzahl der Vorderpfotenkontakte beim explorativen Verhalten der Ratte in einem
Glaszylinder beobachtet und die Anzahl der Vorderpfotenkontakte der gesunden rechten
zur ladierten linken Seite in einem definierten Zeitraum miteinander verglichen. Es zeigte
sich bei den 6-OHDA-ladierten Ratten ein unterschiedliches Ausmali der motorischen
Einschrankung. 6 Tiere setzten die Vorderpfote der ladierten linken Seite im Gegensatz
zur nicht ladierten rechten Seite kaum oder gar nicht ein und zeigten ein stark
ausgepragtes motorisches Defizit der ladierten Seite mit einer signifikant reduzierten
Anzahl an Vorderpfotenkontakten (p < 0,001) als Ausdruck einer maximalen Hemilasion
(62, 110). Zu dieser Gruppe zahlten wir Tiere, deren Fraktion der Vorderpfotenbenutzung
der ladierten zur gesunden Seite eine Ratio von = 0,2 zeigten. Die Ratio dieser Gruppe
betrug somit zwischen 0,00 und 0,20 und hatte einen Mittelwert von 0,08 (siehe Abbildung
11). 12 Tiere zeigten eine Einschrankung der Vorderpfotenkontakte in geringerem
Ausmal3. Manche Tiere setzten die ladierte Vorderpfote nur geringfiigig weniger ein als
die gesunde, andere zeigten ein mittelgradig ausgepragtes motorisches Defizit und
setzten die ladierte Vorderpfote zwar ein, jedoch deutlich weniger als die nicht ladierte.
Diese Tiere wurden in 2 Gruppen unterteilt. Bei der einen Gruppe konnte eine signifikante
Reduktion der Vorderpfotenbenutzung der ladierten Seite (p = 0,002 ) ausgemacht
werden. Diese liel3 eine um etwa 50 % reduzierte Benutzung der rechten Vorderpfote
erkennen. Die Fraktion der Vorderpfotenbenutzung der ladierten zur gesunden Seite
betrug hier zwischen 0,38 und 0,65, der Mittelwert lag bei 0,56. Diese Gruppe mit
mittelgradig ausgepragtem motorischen Defizit bestand aus 6 Tieren. Die restlichen Tiere
(n = 6) zeigten fast kein oder wenig motorisches Defizit. Die Vorderpfotenbenutzung
dieser Gruppe war maximal um 24 % reduziert. Die Fraktion der Vorderpfotenbenutzung
der ladierten zur gesunden betrug zwischen 0,76 und 0,96, der Mittelwert 0,86. In dieser

Gruppe mit einem schwach ausgeprdgtem motorischen Defizit gab es keinen
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signifikanten Unterschied zwischen der ladierten und nicht ladierten Seite (p = 0,262)
(siehe Abbildung 11).

Abb. 11

>

Zylinder Test B Vorderpfotenvollontakte im Verhatnis zum
Benutzung Vorderpfote 6-OHDA ladierter Ratten (n = 18) Lasionsgrad 6-OHDA

ladierter Ratten (n = 18)

) _ *
= 35 [—
g 30 4 = Linke Pfote - 1.24
= * Rechte Pf 3 o
3 — echte Pfote £ 10-
= 254 ¥ o
s =
g I g 08 5360
] o] .8
B %] ! 2 °
o] 2 ) )
o - )
2 15 g 06 et
- s
% 10 4 = 0.44 ®
N (s}
% =
< 54 s 0.24 ee
LC
0 ==
N . N N . 00 T T
Stark ausgepragtes  Mittleres ausgepragtes Schwach ausgepragtes P o. N
motorisches Defizit motorisches Defizit motorisches Defizit .%@ . q‘§’ &
@ RNES S
R R B
g S & Q@
\é)oe‘} O &Q Q
<0 & 2 & P
& &K >
S &S NS
S T P
5 & &®

Abbildung 11: Ergebnisse des Zylindertests.

A Anzahl der Vorderpfotenkontakte der gesunden linken im Vergleich zur ladierten rechten Extremitat
im selben Zeitraum. Die Unterschiede sind bei allen ladierten Tieren jeweils signifikant (p (vollstandig
ladiert) < 0,001, p (partiell I1adiert) = 0,002), nicht jedoch bei den operierten Tieren mit einem schwach
ausgepragtem motorischen Defizit (p = 0,262). Alle Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt. B
Scatter plott des Quotienten (Vorderpfotenbenutzung der ladierten zur gesunden Seite) zum Grad des
motorischen Defizits aller operierten Tiere. Bei der Gruppe mit stark ausgepragtem motorischen
Defizit, ist der Mittelwert der Fraktion der Vorderpfotenkontakte der ladierten zur naiven Seite = 0,08.
Im Vergleich zu der fast gleichmaRig ausgepragten Benutzung der Vorderpfote der ladierten zur
naiven Seite bei der Gruppe mit schwach ausgepragtem motorischen Defizit ist der Mittelwert der
Fraktion der Vorderpfotenbenutzung = 0,86, bei der Gruppe mit mittlerem ausgepragten motorischen
Defizit = 0,58.

Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse des Zylindertest 6 Tiere, die ein stark
ausgepragtes motorisches Defizit der ladierten Seite mit einer signifikant reduzierten
Anzahl an Vorderpfotenkontakten als Ausdruck einer maximalen Hemildsion zeigten.
Eine Gruppe von weiteren 6 Tieren hatte ein mittelgradig ausgepragtes motorisches
Defizit mit einer signifikanten Reduktion der Vorderpfotenbenutzung der ladierten Seite.
Weitere 6 Ratten zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen der ladierten und

nicht ladierten Seite. Ihr motorisches Defizit war lediglich schwach ausgepragt.

4.4.2. Gruppierung der Hirnschnitte nach motorischem Defizit

Auf Grund des unterschiedlichen motorischen Defizits der insgesamt 18 mit 6-OHDA
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ladierten Versuchstiere wurden bei der weiteren Analyse drei experimentelle Gruppen
gebildet: 6 Ratten mit starkem motorischen Defizit, 6 Ratten mit mittlerem motorischen
Defizit und weitere 6 Ratten ohne Nachweis einer signifikanten motorischen
Einschrankung. Da die ipsi- und kontralateralen Hemisphéren wenig Unterschiede
gezeigt hatten (siehe oben), wurde fir die weitere Auswertung der oszillatorischen

Aktivitat die ipsi- und kontralaterale Seite zusammengefasst.

4.4.3. Korrelation des motorischen Defizits ladierter Ratten zur
oszillatorischen Aktivitat

Nach Bewertung der funktionellen Lasion durch den Zylindertest wurde nun der Frage
nachgegangen, ob es eine Korrelation zwischen dem motorischen Defizit der 6-OHDA-
ladierten Ratten und der veranderten oszillatorischen Aktivitat, insbesondere zur
erhohten Beta-Oszillation, erkennbar ist. Hierfir wurde die oszillatorische Aktivitat der
nach ihrem motorischen Defizit gruppierten Tiere in ihrer jeweiligen Kohorte untersucht

und mit naiven Ratten und untereinander verglichen.

4.4.3.1. Korrelation des schwachen motorischen Defizits zur
oszillatorischen Aktivitat

Zunachst wurden die Hirnschnitte der Ratten mit schwachem motorischen Defizit mit den
Hirnschnitten der naiven Ratten verglichen (siehe Abbildung 12). Von den 96
Hirnschnitten der 6 Ratten mit schwachem motorischen Defizit zeigten 43 Hirnschnitte
beider Hemispharen geordnete oszillatorische Aktivitat (Responder, 44,8 %), wobei es
sich ausschlieZlich um kontinuierliche Oszillationen handelte. Von diesen Oszillationen
waren 26 (60,5 %) singulare und 17 (39,5 %) multiple. 18 (69 %) singuléare Oszillationen
lagen im niederfrequenten Frequenzspektrum, 4 (15,4 %) im Beta- und 4 (15,4 %) im

Gamma-Frequenzbereich.
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Abb. 12
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Abbildung 12: Anzahl der oszillierenden Hirnschnitte (Responder, n = 43) 6-OHDA-ladierter Ratten
mit schwachem motorischen Defizit und Verteilung auf die jeweiligen Frequenzbéander als Fraktion
zur Gesamtzahl der inkubierten Hirnschnitte (n = 96).

Dargestellt ist Anzahl oszillierender Hirnschnitte der 6-OHDA-ladierten Ratten mit schwachem
motorischen Defizit als Fraktion der Responder (n = 43) zur Gesamtzahl der inkubierten Hirnschnitte
(n = 96). Es traten lediglich kontinuierliche Oszillationen auf, diskontinuierliche Oszillationen konnten
nicht beobachtet werden. Unterteilt in die jeweiligen Frequenzbander ,Niederfrequent* (< 13 Hz) ,Beta“
(13 — 30 Hz) und Gamma (> 30 Hz) zeigte sich eine signifikante Zunahme der kontinuierlichen
Oszillationen bei gleichzeitig signifikantem Rickgang der diskontinuierlichen Oszillationen (p = 0,011).
Kontinuierliche Beta-Oszillation waren gegentiber naiven Ratten nur tendenziell erhéht (p = 0,364).

Im Vergleich zu den naiven Ratten zeigten sich keine signifikant erhbhten Beta-
Oszillationen, diese waren lediglich tendenziell erhdht (p = 0,364). Eine signifikante
Zunahme der kontinuierlichen Oszillationen bei gleichzeitig signifikantem Rickgang der
diskontinuierlichen Oszillationen (p = 0,011) konnte jedoch beobachtet werden, ebenso
ein tendenzieller Rickgang der Oszillationswahrscheinlichkeit aller Hirnschnitte
gegenuber naiven Ratten von 55,0 % auf 44,8 % (p = 0,226). Gamma-Oszillationen waren
nicht erhéht (p = 0,877). Weder niederfrequente Oszillationen (p = 1,000) noch multiple
Oszillationen (p= 1,000)) waren im Vergleich zu den naiven Ratten signifikant verandert.

Unter den diskontinuierlichen Oszillationen traten zwischen niederfrequenten (p = 1,000),

55



Beta- (p = 1,000) und Gamma- (p = 1,000) Oszillationen keine signifikanten Unterschiede
auf (siehe Abbildung 12).

4.4.3.2. Korrelation des mittleren motorischen Defizits zur
oszillatorische Aktivitat

AnschlieRend wurden die Ratten mit mittlerem motorischen Defizit hinsichtlich ihrer
oszillatorischen Aktivitat untersucht und mit naiven Ratten und mit Ratten mit schwachem

motorischen Defizit verglichen (siehe Abbildung 13).

Abb. 13
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Abbildung 13: Anzahl der oszillierenden Hirnschnitte der 6-OHDA-ladierten Ratte mit mittlerem
motorischen Defizit (Responder, n = 51) als Fraktion zur Gesamtzahl der inkubierten Hirnschnitte (n
= 96).

Es v3/urde zwischen kontinuierlichen (hellgrau dargestellt) und diskontinuierlichen (blau dargestellt)
Oszillationen unterschieden. Die statistische BezugsgroRen fir die Analyse der Hirnschnitte mit
niederfrequenten, Beta- und Gamma-Oszillationen bezog sich auf die Kohorte ,kontinuierliche
Oszillationen® bzw. ,diskontinuierliche Oszillationen®. Die 6-OHDA-ladierten Ratten mit mittlerem
motorischen Defizit zeigten eine signifikante Erhohung der Beta-Oszillationen (p = 0,013) und eine
signifikante Zunahme kontinuierlicher Oszillationen (p = 0,022) gegeniliber naiven Ratten.

Die Ratten mit mittlerem motorischen Defizit zeigten 51 Responder (53,1 %) von 96
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inkubierten Hirnschnitten. 50 (98,0%) Hirnschnitte zeigten kontinuierliche Oszillationen,
21 (42,0 %) davon multiple, und nur 1 (2,0 %) Hirnschnitt zeigte eine diskontinuierliche
Oszillation, die als eine von mehreren Oszillationen im Hirnschnitt auftrat und
definitionsgemal eine multiple diskontinuierliche Oszillation darstellte. Von den 29 (58,0
%) singularen kontinuierlichen Oszillationen waren 10 (34,5 %) im niederfrequenten, 10
(34,5 %) im Beta- und 9 (31,0 %) im Gamma-Frequenzspektrum angesiedelt.

Im Vergleich zu den naiven Ratten zeigten die Ratten mit mittlerem motorischen Defizit
eine signifikante Erhdhung der Beta-Oszillationen (p = 0,013). Die kontinuierlichen
Oszillationen nahmen signifikant zu bei gleichzeitiger signifikanter Abnahme der
diskontinuierlichen Oszillationen (p = 0,022). Es konnte eine tendenzielle Abnahme der
kontinuierlichen niederfrequenten Oszillationen (p= 0,261) beobachtetet werden. Die
Oszillationswahrscheinlichkeit der Ratten mit mittlerem motorischen Defizit im Vergleich
zu naiven Ratten war gleichbleibend und zeigte keinen signifikanten Unterschied (p =
1,000). Auch die tbrigen Werte lieferten keine signifikanten Unterschiede. Kontinuierliche
niederfrequente (p = 1,000), Gamma- (p = 1,000) und multiple Oszillationen (p = 1,000)
traten anndhend gleich haufig auf. So auch bei den diskontinuierlichen Oszillationen:
sowohl niederfrequente (p = 1,000), als auch Beta- (p = 1,000), Gamma- (p = 1,000) und
multiple Oszillationen (p = 1,000) unterschieden sich nicht voneinander (siehe Abbildung
13).

Im Vergleich zu den Ratten mit schwachem motorischen Defizit konnte bei den Ratten
mit mittlerem motorischen Defizit eine tendenzielle Abnahme der kontinuierlichen
niederfrequenten Oszillationen beobachtet werden (p = 0,076). Die Anzahl der
kontinuierlichen insgesamt (p = 1,000) als auch die Anzahl der diskontinuierlichen
Oszillationen (p = 1,000) blieben konstant; so gab es auch keine Unterschiede in den
Frequenzspektren Beta (p = 0,733), Gamma (p = 1,000) und multiple Oszillationen (p=
1,000). Die diskontinuierlichen Oszillationen waren ebenfalls in allen Frequenzen ohne
signifikanten Unterschied (p (Niederfrequent, Beta und Gamma) = 1,000). Ein
tendenzieller Anstieg in der Oszillationswahrscheinlichkeit der Hirnschnitte mit mittlerem

motorischen Defizit stellte sich als nicht signifikant dar (p = 0,312).

4.4.3.3. Korrelation des starken motorischen Defizits zur
oszillatorische Aktivitat
Es wurden daraufhin die Hirnschnitte der Ratten mit starkem motorischen Defizit

untersucht und anschlieBend mit den naiven Ratten als auch mit den Ratten mit
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schwachem und mittlerem motorischen Defizit verglichen (siehe Abbildung 14).

Die 96 Hirnschnitte beider Hemisphéren der Ratten mit starkem motorischen Defizit
zeigten 40 (41,7 %) Responder, wovon 23 (57,5 %) Hirnschnitte mit kontinuierlichen und
17 (42,5 %) mit diskontinuierlichen Oszillationen auf die Applikation der Pharmaka
reagierten. Von den 23 Hirnschnitten mit kontinuierlichen Oszillationen zeigten 13 (56,5
%) singulare und 10 (43,5 %) multiple Oszillationen. Die singuléaren Oszillationen konnten
in 7 (53,8 %) niederfrequente, 3 (23, 1 %) Beta- und 3 (23, 1 %) Gamma- Oszillationen
unterteilt werden. Die diskontinuierlichen Oszillationen zeigten 13 (76,5 %) Oszillationen
im niederfrequenten Spektrum und 1 (5,9 %) Oszillation im Beta-Frequenzbereich. 3
(17,6 %) diskontinuierliche Oszillationen traten als multiple Oszillationen auf.

Im Vergleich zu naiven Ratten konnte, anders als erwartet, kein signifikanter Anstieg der
Beta-Oszillationen beobachtet werden. Eine Tendenz zu einem erhéhten Beta (p =0,163)
war jedoch auszumachen. Im Gegensatz zu der oben beschriebenen Beobachtung bei
Ratten mit schwachem motorischen Defizit zeigte sich bei den Ratten mit starkem
motorischen Defizit im Vergleich zu den naiven Ratten ein signifikanter Anstieg
diskontinuierlicher Oszillationen bei gleichzeitigem signifikantem Rickgang der
kontinuierlichen Oszillationen (p = 0,036). Die diskontinuierlichen Oszillationen im
niederfrequenten Spektrum (p = 0,084) waren gegenuber naiven Ratten tendenziell
erhoht. Es gab keine erhbhten Gamma-Oszillationen (p = 1,000). Tendenziell zeigte sich
eine abnehmende Oszillationswahrscheinlichkeit von 55,0 % auf 41,7 % (p = 0,096).

In allen anderen Frequenzbandern der singularen Oszillationen traten keine signifikanten
Unterschiede auf (p (Niederfrequent) = 1,000; p (multiple) = 1,000). Bei den
diskontinuierlichen Oszillationen waren sowohl die Beta-Oszillationen (p = 0,694),
Gamma- (p = 1,000) als auch die multiplen Oszillationen (p = 0,313) ohne Signifikanzen.
Als die Hirnschnitte der Ratten mit schwachem und stark ausgepragtem motorischen
Defizit miteinander verglichen wurden, zeigte sich mit dem starker ausgepragtem
motorischen Defizit ein signifikanter Anstieg diskontinuierlicher Oszillationen bei
gleichzeitigem signifikanten Riickgang der kontinuierlichen Oszillationen (p < 0,001). Die
einzelnen Frequenzbéander lieferten hingegen keine signifikanten Unterschiede: weder im
Niederfrequenten- (p = 0,912), noch im Beta- (p = 1,000), Gamma- (p = 1,000) oder
multiplen (p = 1,000) Frequenzband. Ebenso wenig gab es Unterschiede in den einzelnen
Frequenzbandern der diskontinuierlichen Oszillationen: Weder im niederfrequenten (p =
1,000), Beta- (p = 1,000), Gamma- (p = 1,000) oder multiplen (p = 1,000 ) Spektrum.

Die oszillatorische Aktivitat der Hirnschnitte in beiden operierten Gruppen (p =0,771) war
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annahernd gleich (siehe Abbildung 14).

Abb. 14
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Abbildung 14: Anzahl der oszillierenden Hirnschnitte 6-OHDA-l&dierter Ratten mit starkem
motorischen Defizit (Responder, n = 40) als Fraktion zur Gesamtzahl der inkubierten Hirnschnitte (n
= 96).

Es tr)aten kontinuierliche (hellgrau) und diskontinuierliche (blau dargestellte) Oszillationen auf. Die
statistische Bezugsgrof3en fir die Analyse der Hirnschnitte mit niederfrequenten, Beta- und Gamma-
Oszillationen bezog sich auf die Kohorte ,kontinuierliche Oszillationen“ bzw. ,diskontinuierliche
Oszillationen®. Dabei zeigte sich gegeniber naiven Ratten ein signifikanter Anstieg der
diskontinuierlichen Oszillationen (p = 0,036), tendenziell erhdhte diskontinuierliche niederfrequente
Ostzillationen (p = 0,084) und tendenziell erhdhte kontinuierliche Beta-Oszillationen (p = 0,163) der 6-
OHDA-ladierten Ratten mit starkem motorischen Defizit.

Gegenuber den Ratten mit mittlerem motorischen Defizit zeigten die Ratten mit starkem
motorischen Defizit eine signifikante Abnahme der kontinuierlichen Oszillationen mit einer
gleichzeitig signifikanten Zunahme der diskontinuierlichen Oszillationen (p < 0,001).

Weder Beta- (p = 0,743) noch Gamma- Oszillationen (p = 0,741) zeigten bei Zunahme

des motorischen Defizits einen signifikanten Zuwachs. Auch in allen anderen
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Frequenzbandern zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (p (kontinuierlich
Niederfrequent) = 0,374; p (kontinuierlich Multiple) = 1,000), p (diskontinuierlich
Niederfrequent) = 0,278, p (diskontinuierlich Beta) = 1,000; p (diskontinuierlich Gamma)
= 1,000, p (diskontinuierlich Multiple) = 0,222). Insgesamt zeigte sich bei zunehmendem
motorischen Defizit ein tendenzieller Riuckgang der Oszillationswahrscheinlichkeit der
Hirnschnitte mit starkem motorischen Defizit gegentber den Hirnschnitten mit mittlerem

Defizit, ohne jedoch signifikant zu sein (p = 0,148).

4.4.4. Zusammenfassung der Korrelation des
unterschiedlichen motorischen Defizits 6-OHDA-ladierter
Ratten zur verdnderten oszillatorischen Aktivitat

Bei unterschiedlichem motorischen Defizit 6-OHDA-ladierter Ratten zeigten sich
Unterschiede in der oszillatorischen Aktivitat. Im Allgemeinen zeigten akute Hirnschnitte
von Tieren mit geringem motorischen Defizit eine Zunahme der kontinuierlichen
Oszillationen gegenuber naiven Ratten, wahrend sich dieser Trend bei Ratten mit
starkem motorischen Defizit umkehrte und unter das Niveau der naiven Ratten zurtckfiel.
Innerhalb der kontinuierlichen Oszillationen wurde der Zusammenhang des motorischen
Defizits zur erhOohten Beta-Aktivitdt genauer analysiert. In allen Gruppen mit
unterschiedlich ausgepragtem motorischen Defizit konnte ein qualifizierter Anstieg von
Beta-Oszillationen, die bei naiven Ratten nicht vorkamen, beobachtet werden. Der
Anstieg der Beta-Oszillationen gegeniiber naiven Ratten war allerdings nur bei Ratten
mit mittlerem motorischen Defizit signifikant, innerhalb der Subgruppen konnte kein
signifikanter Unterschied herausgearbeitet werden.

Gamma-Oszillationen zeigten in absoluten Zahlen bei den l|adierten Ratten einen
ahnlichen Trend wie Beta-Oszillationen, der jedoch im Vergleich zu naiven Ratten und
innerhalb der Subgruppen nicht signifikant war, da es bei naiven Ratten, anders als im

Betafrequenzband, zu Gamma-Oszillationen kam.
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5. Diskussion

5.1. Zusammenfassung der Hauptergebnisse

Die initiale Frage war, ob der M1 der primare Generator pathologischer Oszillationen
unter Morbus Parkinson sein konnte.

Daher haben wir untersucht, ob der M1 in vitro nach Applikation des Glutamat-Rezeptor-
Agonisten Kainat (800 nM) und des muskarinischen Rezeptor-Agonisten Carbachol (5
MM) in Schicht V autonome Oszillationen generieren kann. Es gelang sowohl in naiven
als auch in 6-OHDA-ladierten Ratten Oszillationen zu erzeugen, die eine hohe Variabilitat
aufwiesen und sich Uber das gesamte Frequenzspektrum verteilten. Dabei zeigten die
naiven und ladierten Hirnschnitte eine annahernd gleich gute
Oszillationswahrscheinlichkeit.

Anschliel3end wurde der Frage nachgegangen, ob der Untergang dopaminerger Neurone
der SNpc und das Auftreten motorischer Defizite die oszillatorischen Eigenschaften des
M1 veradndern. Insbesondere stellte sich die Frage, ob es zu erhdhter Beta- oder
erniedrigter Gamma-Aktivitdt kommt.

In der Auswertung aller Hirnschnitte 6-OHDA-ladierter Ratten zeigte sich eine erhéhte
kontinuierliche Beta-Oszillation im Vergleich zu naiven Ratten. Dieser Effekt war nicht auf
die ipsilaterale Hemisphare beschréankt und auch kontralateral reproduzierbar.

Da auf der allgemeinen Ebene eine Veranderung gesehen wurde, wurde im zweiten
Schritt untersucht, ob eine Beziehung zwischen dem Ausmal’ des motorischen Defizits
und der oszillatorischen Verdanderung besteht. Da die ipsi- und kontralateralen
Hemispharen wenig Unterschiede gezeigt haben, wurden sie zusammengefasst.

Nach Auswertung des postoperativen Zylinder-Tests wurden die 6-OHDA-l&dierten
Ratten in 3 Untergruppen mit unterschiedlichem motorischen Defizit zusammenfasst.
Die Hypothese, dass eine Korrelation zwischen dem unterschiedlichen motorischen
Defizit und der veranderten oszillatorische Aktivitat besteht, bestétigte sich in der weiteren
Analyse. Es kam nur bei Ratten mit mittlerem motorischen Defizit zu einem signifikanten
Anstieg der Beta-Oszillationen. Bei Ratten mit einem schwachen motorischen Defizit
zeigte sich zunachst gegeniber naiven Ratten signifikant steigende kontinuierliche
Oszillationen. Kam es hingegen zu einem stark ausgepragten motorischen Defizit bei
vollstéandiger Hemilasion der Ratten, war der Effekt erh6hter Beta-Oszillationen geringer

und es kam zu signifikant vermehrt auftretenden diskontinuierlichen Oszillationen (siehe
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Abbildung 15). Oszillatorische Veranderungen im Gamma-Frequenzband traten nicht auf.
Insgesamt legen die hier vorgefundenen Daten nahe, dass die Hypothese, der M1 kénnte
der primare Generator veranderter Oszillationen unter Dopamin-Depletion sein,
insbesondere im Hinblick auf die erhdhten kontinuierlichen Beta-Oszillationen zutreffend

ist.

Abb. 15
Beta- Diskontinuierliche
Oszillationen Oszillationen

Naive Ratte

6-OHDA ladierte Ratte
mit schwachem motorischen Defizit

6-OHDA ladierte Ratte
mit mittlerem motorischen Defizit

6-OHDA ladierte Ratte
mit starkem motorischen Defizit

Abbildung 15: Darstellung der Korrelation zwischen dem unterschiedlichen motorischen Defizit der
6-OHDA-Lasion und der veranderten oszillatorischen Aktivitat.

Dargestellt ist eine naive Ratte (oben links) und jeweils eine Ratte mit schwachem, mittlerem und
starkem motorischen Defizit nach 6-OHDA-L&sion (links darunter). Rechts daneben weist die
Abbildung auf die Anzahl an Beta-Oszillationen hin, die bei Ratten mit mittlerem motorischen Defizit
mit einer signifikanten Erhéhung der Beta-Oszillationen (p = 0,013) gegeniiber naiven Ratten am
starksten ausgepragt war. Die rechte Seite der Abbildung bildet die Anzahl der diskontinuierlichen
Oszillationen ab, die mit steigendem motorischen Defizit zunahmen (rot dargestellt). Bei einem
schwachen motorisch Defizit kam es zunachst zu signifikant verminderten diskontinuierlichen
Oszillationen (p = 0,011) gegenlber naiven Ratten. Bei stark ausgepragtem motorischen Defizit der
Ratten, war der Effekt erhohter Beta-Oszillationen geringer (p = 0,163) und es kam zu signifikant
vermehrt auftretenden diskontinuierlichen Oszillationen (p = 0,036) gegentber naiven Ratten.
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5.2. Interpretation der Ergebnisse und Vergleich mit anderen
Studien

Es konnte gezeigt werden, dass der M1 in vitro Oszillationen im niederfrequenten, Beta-
und Gamma-Frequenzband generieren kann. Diese oszillatorische Kompetenz bleibt
unter einer 6-OHDA-Lasion im Hemiparkinson-Modell der Ratte und der damit
einhergehenden Dopamin-Depletion erhalten.

Damit sind die Beobachtungen an in vitro Hirnschnitten von naiven Ratten
Ubereinstimmend mit vorangegangene Studien von Yamawaki (94), Lacey (99) und
Johnson (111), die bereits zeigten, dass die Co-Applikation des Glutamat-Rezeptor-
Agonisten Kainat und des muskarinischen Rezeptor-Agonisten Carbachol stabile, lang
andauernde Beta- (Yamawaki, Lacey), Theta- und Gamma-Oszillationen (Johnson) in M1
Schicht V hervorruft. In dieser Arbeit ist es erstmals gelungen, Oszillationen in vitro in M1
Schicht V der 6-OHDA-ladierten Ratte zu generieren. Damit konnte das Hemiparkinson-
Modell der Ratte als Modell fur veranderte Oszillationen in vitro etabliert werden.

Die hier erhobenen Daten zeigen eine erhohte kontinuierliche oszillatorische Aktivitat im
Beta-Frequenzbereich in Schicht V des M1 der 6-OHDA-ladierten Ratte.

Dieses Ergebnis deckt sich mit den Beobachtungen anderer Studien, die gezeigt haben,
dass es im 6-OHDA-Modell der Ratte zu einem signifikanten Anstieg von Beta-
Oszillationen in M1 kommt. In vivo Untersuchungen von Brazhnik (66), Delaville (65) und
anderen (112, 113) konnten am Hemiparkinson-Modell der Ratte ein vermehrtes
Auftreten von Beta-Oszillationen in M1 feststellen. Nach einer unilateralen 6-OHDA-
Lasion kam es im Vergleich zu einer naiven Kontrollgruppe wahrend des Laufens in einer
Tretmuhle in allen Studien Ubereinstimmend zu einer signifikant erhohten Beta-Aktivitat
in M1 im Bereich von 25 — 40 Hz mit einer maximalen Frequenz von 32.8 £ 0.5 Hz
(Delaville) bzw. 33,4 £+ 0,8 Hz (Brazhnik).

In dieser Arbeit wurde die veranderte oszillatorische Aktivitat an isolierten Hirnschnitten
beobachtet und damit gezeigt, dass erhdhte Beta-Oszillationen in M1 autonom generiert
werden. Es gibt weitere Hinweise anderer Studien, dass der M1 als Rhythmusgeber des
kortiko-striatalen Netzwerkes fungiert und damit der Ursprung der verdnderten
Oszillationen in M1 liegt. So haben Sharott et al.(67) an naiven Ratten mittels directed
transfer function (DTF) eine signifikante Koharenz zwischen der Beta-Aktivitat des Kortex
und der Basalganglien beobachtet. Die Richtung der synchronisierten oszillatorischen

Aktivitdt zwischen Basalganglien und Kortex gehe dabei vorherrschend vom Kortex aus.
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Brazhnik benutzte spike timing am 6-OHDA-Modell der Ratte, um zu zeigen, dass der M1
als Frequenzgeber der Beta-Oszillationen in den SNr fungiert. Koharente Oszillationen
zischen M1 und SNr traten wahrend der Bewegung der Ratte nur nach Dopamin-
Depletion auf. Hingegen fuhrte eine kortikale Ablation zum vollstandigen Verschwinden
der STN-Oszillationen in naiven und 6-OHDA ladierten Ratten (Magill (75)). Diese
Studien weisen damit auf einen koharenten Zusammenhang der Oszillationen des M1
und der Basalganglien hin, in denen der M1 als Rhythmusgeber fungieren kdnnte.

Die vorliegenden Beobachtungen lassen vermuten, dass es sich bei den verénderten
Oszillationen um eine systemische Regulation handelt, da die ipsi- und kontralaterale
Hemisphare keine wesentlichen Unterschiede zeigen.

Dieses Ergebnis ist zu vereinbaren mit der Beobachtung, dass es unter Dopaminmangel
zu einem systemischen Umbau von neuronalen Netzwerken kommt (13). Gleichzeitig
steht diese Beobachtung teilweise im Widerspruch mit einem in vivo-Versuch von
Brazhnik (66) am Hemiparkinson-Modell der Ratte, wo ebenfalls ein erhdhtes Auftreten
von Beta-Oszillationen in M1 gefunden wurde, dieses jedoch nur ipsilateral. Kontralateral
konnten keine erhdhten Beta-Oszillationen beobachtet werden. Wahrend das Auftreten
der Pathologien in vivo und im Verhaltenstest seitenspezifisch zu sein scheint, deuten die
hier vorgefundenen in vitro Beobachtungen darauf hin, dass die von M1 generierten Beta-
Oszillationen uber den M1 hinaus systemisch in das Basalgangliennetzwerk
eingebunden werden und es funktionsgebunden zur Erh6éhung der Beta-Oszillationen
kommt. Dies ist zu vereinbaren mit der Beobachtung von Brazhnik (66), als auch der von
Dellaville (65), die erhdhte Beta-Oszillationen nur wahrend des Laufens in einer
Tretmuihle beobachten konnten.

Die signifikant erh6hten Beta-Oszillationen traten in den vorliegenden Untersuchungen
bei Ratten mit mittlerem motorischen Defizit und tendenziell auch bei Ratten mit starkem
motorischen Defizit auf. Ratten mit schwachem motorischen Defizit zeigten keinen
signifikanten Anstieg der Beta-Oszillationen.

Das Ausbleiben der signifikant erhéhten Beta-Oszillationen 6-OHDA-ladierten Ratten mit
schwachem motorischen Defizit kbnnte auf eine unvollstandige L&sion und auf einen
unvollstandigen Untergang dopaminerger Zellen hinweisen.

Ubereinstimmend mit Untersuchungen von Blandini, Armentero (60) und Tillerson (61)
korreliert der Grad des Zelluntergangs mit dem motorischen Defizit im Verhaltenstest.
Dabei wirden die motorische Symptome der 6-OHDA-ladierten Ratten auf eine nigro-

striatalen Lasion von 80% der dopaminergen Zellen hinweisen, die sich in Verhaltenstest
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reproduzieren lassen (61, 62). In weiterer Ubereinstimmung mit Untersuchungen von
Zigmond und Stricker (114) wurde beobachtet, dass bei 6-OHDA-ladierten Tieren ein
Untergang dopaminerger Neurone von (dber 95% haufig neurologische
Beeintrachtigungen nach sich fuhrt, hingegen das motorische Defizit bei Tieren, die nur
einen geringfugig geringeren Untergang dopaminerger Neurone erlitten hatten, fehlt.
AulRerdem entsprechen die vorliegenden Beobachtungen einer Studie von Dupre et al.
(112), die eine Unterteilung der 6-OHDA ladierten Ratten in vollstandig ladiert, teilweise
ladiert und in eine naive Kontrollgruppe vorgenommen hatte. Wahrend die Beta-Aktivitat
(25 — 35 Hz) der vollstandig ladierten Ratten wahrend des Laufens in einer Tretmuhle
gegenuber der naiven und der teilweise ladierten Ratte signifikant erhoht war, konnte kein
signifikanter Unterschied der oszillatorischen Aktivitat zwischen der teilweise ladierten
und der naiven Versuchsgruppe festgestellt werden. Der unzureichende Untergang
dopaminerger Neurone in der SNpc kénnte demnach die Ursache flr einen fehlenden
Anstieg von Beta-Oszillationen bei den 6-OHDA-l&dierten Ratten mit schwachem
motorischen Defizit sein.

Es konnten neben der Tendenz zu erhdhten Beta-Oszillationen bei schwerer Lasion
direkte maladaptive Netzwerkoszillationen beobachtet werden. Die Netzwerkaktivitat war
dabei so stark geschadigt, dass der oszillatorische Effekt insgesamt abnahm und es zum
vermehrten Auftreten diskontinuierlicher Oszillationen kam. Dies kdnnte ein Hinweis
darauf sein, dass es bei starkem motorischen Defizit und bei einem vollstandigen
Untergang dopaminerger Zellen neben den erhtéhten Beta-Oszillationen zu weiteren
veranderten Netzwerkeffekten im Motorkortex kommt. Der fehlende signifikante Anstieg
der Beta-Oszillationen bei den 6-OHDA-ladierten Ratten mit starkem motorischen Defizit
kénnte dabei, wahrend eine hohe Variabilitat der Oszillationen bei geringer Fallzahl in
den einzelnen oszillatorischen Untergruppen auftrat, durch die maladaptiven
Netzwerkoszillationen als gegenlaufiger Effekt das Auftreten kontinuierlicher Beta-

Oszillationen statistisch Uberlagert haben (siehe Abbildung 15).

5.3. Limitationen

In der vorliegenden Studie ist es gelungen, einzelne signifikante Effekte zu finden. Durch
die hohe Variabilitdt der Oszillationen und der grol3en Anzahl an Subgruppen zeigte die
Quantitat der erhobenen Daten jedoch keine ausreichende Basis fiir eine kritische

statistische Analyse. Hier musste eine deutliche hohere Anzahl an Tieren untersucht
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werden. Zusatzlich trugen die experimentellen Bedingungen zu einer weiteren
Heterogenitat der Ergebnisse bei: zum einen gab es durch die Praparation eine hohe
Variabilitat sowohl der naiven als auch 6-OHDA-ladierten akuten Hirnschnitte. Zusétzlich
kam es durch die 6-OHDA-Lasion und der daraus resultierenden unterschiedlichen
motorischen Defizite zu weiteren Variablen, die Einfluss auf das oszillatorische Verhalten
der Hirnschnitte hatten. Hier misste die 6-OHDA-Lasion weiter standardisiert werden.
Aus den vorliegenden Untersuchungen lassen sich daher im Sinne einer explorativen
Statistik qualifizierte Hypothesen ableiten, die durch weitere Untersuchungen bestatigt

werden mussten.

5.4. Schlussfolgerung

Das Hemiparkinson-Modell der Ratte konnte durch diese Studien erfolgreich als
Tiermodell fir in vitro-Studien am primarmotorischen Kortex etabliert werden. Es konnten
gualifizierte Hypothesen aufgestellt werden, die auf den M1 als autonomen Generator
von veranderten Oszillationen, insbesondere einer erhdhten Beta-Oszillation unter einer
6-OHDA-LA&sion, hinweisen. Der M1 konnte demnach eine fuhrende Rolle in den
veranderten Oszillationen unter Morbus Parkinson innehaben. Die oszillatorischen
Veranderungen deuten auf eine systemische Netzwerkveranderung hin. Dartiber hinaus

wurden .
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6. Abklrzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

6-OHDA 6-Hydroxydopamin

aCSF artefizielle Cerebro-Spinale Flussigkeit

bzw. beziehungsweise

Car Carbachol

DAT Dopamin-Transporter

EPSP Exzitatorisches postsynaptisches Potenzial

GABA y-Aminobuttersaure

GPe Globus pallidus externus

GPi Globus pallidus internus

HCN-Kanéle Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated
cation channels

Hz Hertz

IB Intrinsic bursting

IPS Idiopathisches Morbus Parkinson Syndrom

KA Kainat

L-3,4-Dihydroxyphenylalanin Levodopa

LaGeSo Landesamtes fur Gesundheit und Soziales

LFP Lokales Feldpotenzial

M1 Primarmotorischer Kortex

MFB Medial forebrain bundle

min Minute

Ms Millisekunde

MSN medium-spiny neurons

N Grol3e der Grundgesamtheit

NMDA-Rezeptoren N-Methyl-D-Aspartat - Rezeptoren

PBS Phosphatgepufferte Salzldsung

pH pH-Wert, ein Mal3 fur die Aktivitat von Protonen einer
wassrigen Losung (Sauregrad)

Q-Faktor Quality-Faktor

RS Regular spiking

S Sekunde

SEM Standard Error of the Mean, englisch fur Standardfehler

SNpc Substantia nigra pars compacta

SNpr Substantia nigra pars reticulata

SNr Substantia nigra reticulata

STN Nucleus subthalamicus

TH Tyrosinhydroxylase

z.B. zum Beispiel

UM Mikromol

puv Mikrovolt
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