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AbkUrzungsverzeichnis

aNSCs adulte neuronale Stammzellen; adult neuronal stem cells
BDNF Brain-derived neurotrophic factor

BO Bulbus olfactorius

BrduU 5-Bromo-2-desoxyuridin

DA Dopamin

DAB 33 Diaminobenzinhydrochlorid

DBS Deep brain stimulation

EGFR Epidermal growth factor receptor

GABA y-Aminobutterséure

GPe Globus pallidus externus

GPi Globus pallidus internus

HFS Hochfrequenzstimulation

IPS Idiopathisches Parkinson-Syndrom

IPG Impulsgenerator (des Mikrostimulationssystems)
LTP Langzeitpotentierung; Long-term potentiation
NR Nucleus ruber

PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen

RMS Rostrales Migrationssystem

SGZ Subgranuldre Zone

SNc Substancia nigra, pars compacta

SNr Substancia nigra, pars reticularis

STN Nucleus subthalamicus

Svz Subventrikulére Zone

TH Thyrosinhydroxylase

THS Tiefe Hirnstimulation

VIM Nucleus ventralis intermedius thalami



Abstrakt

Einleitung: In den letzten Jahren konnte tierexperimentell eine positive Beeinflussung adulter
Neurogenese in der subventrikulédren Zone (SVZ) und der subgranuldren Zone (SGZ), den sogenannten
neurogenen Nischen, durch Dopamin (DA) nachgewiesen werden. Weiter konnte gezeigt werden, dass
DA in der SVZ lber Kollateralen nigro-striataler Projektionen freigesetzt wird, welche synaptisch mit
proliferierenden adulten neuronalen Stammzellen (aNSCs) interagieren. Im Tiermodell konnte gezeigt
werden, dass eine Hochfrequenzstimulation (HFS) des Nucleus Subthalamicus (STN) die dopaminerge
nigro-striatale Transmission steigern kann. Es wurde schlussfolgernd vermutet, dass sich die STN-HFS
stimulierend auf Zellproliferation in der SVZ gesunder Ratten auswirkt.

Methodik: Nach Implantation eines Mikrostimulationssystems (mit Insertion einer Stimulationselektrode
in den linken STN) wurde nach 7-tdgiger postoperativer Erholungsphase mit der STN-HFS begonnen.
Parallel zum 10-tadgigen Stimulationszeitraum erfolgten tdgliche intraperitoneale BrdU (5-Bromo-2-
desoxyuridin)-Injektionen. Nach transkardialer Perfusion an Tag 18 folgte die immunhistochemische
Detektion von BrdU, einem exogenen Proliferationsmarker, sowie von Ki-67 und PCNA (proliferating
cell nuclear antigen), zwei endogenen Proliferationsmarkern in der SVZ von histologisch aufgearbeiteten
Schnitten. Nach mikroskopischer Zellzdhlung innerhalb einer pradefinierten Region (10.000um) in der
SVZ, wurde die mittlere Dichte BrdU-, Ki-67- und PCNA-immunreaktiver Zellkerne der behandelten
Seite im Vergleich zur unbehandelten Seite bestimmit.

Ergebnisse: Es zeigte sich eine signifikant erhohte Ratio (behandelte/unbehandelte Seite) BrdU-
immunreaktiver Zellen in der SVZ von STN-HFS behandelten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Auch fir die endogenen Proliferationsmarker Ki-67 und PCNA zeigte sich ein tendenzieller Anstieg
immunreaktiver Zellen in der ipsilateralen SVZ nach STN-HFS. Ferner zeigte sich eine verminderte
Dichte BrdU, Ki-67 und PCNA immunreaktiver Zellen in der ipsilatetralen SVZ im Vergleich zur
kontralateralen Hemisphare nach Implantation der Placeboelektrode in den STN.

Schlussfolgerung: Diese Studie konnte erstmals einen positiven Einfluss von STN-HFS auf die

Zellneubildung in der SVZ der gesunden Ratte zeigen, wobei im Rahmen des gewdahlten experimentellen
Ansatzes nicht abschlielend zwischen einer Induktion von Zellproliferation vs. einem gesteigerten
Zelluberleben als Ursache der erhohten subventrikuldren Zelldichte differenziert werden konnte. Der
gleichzeitige Anstieg Ki-67 und PCNA immunreaktiver Zellen (Proliferationsfraktion) unterstiitzt jedoch
die These einer reel gesteigerten Proliferation von aNSCs durch die STN-HFS. Im Hinblick auf die
aktuelle Datenlage ist ein komplexes Zusammenwirken mehrerer ursachlicher Mechanismus
wahrscheinlich. Wir vermuten, dass insbesondere eine erhdhte dopaminerge nigro-striatale Transmission
sowie erhohte Level des Wachstumsfaktors BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) im benachbarten

Striatum eine wichtige Rolle spielen.



Abstract

Background: In recent years it has been demonstrated that adult neurogenesis in distinct brain areas like
the Subventricular Zone (SVZ) and the Subgranular Zone (SGZ) is influenced by Dopamine (DA). In the
SVZ the release of DA most likely derives from collaterals of nigro-striatal projections whose synaptic
endings contact amplifying adult neuronal stem cells (aNSCs). Since high frequency stimulation (HFS)
of the Subthalamic Nucleus (STN) may increase striatal DA levels as shown previously we hypothesized
that STN-HFS may facilitate cell proliferation in the SVZ of naive (healthy) rats.

Methods: Either a customized microstimulation system (STN-HFS group) or a dummy microstimulation
system (STN-SHAM group) was implanted in the left STN of naive rats. After a recovery period of 7
days chronic STN-HFS was started. During the stimulation period of 10 days animals were daily injected
with BrdU (5-Bromo-2-desoxyuridin). Immunocytochemistry of BrdU (as an exogen marker of
proliferation), as well as PCNA (proliferating cell nuclear antigen) and Ki-67 (as endogenous markers of
proliferation) was performed in defined striatal sections containing the SVZ. After microscopically
assisted cell counting the ratio of the mean cell density of BrdU-, Ki-67- and PCNA-positive cells within
a predefined area (10.000um) inside the SVZ between treated and untreated side was assessed and
compared between the groups.

Results: As a result, the ratio (treated/untreated side) of BrdU-positive cells was significantly higher in
animals of the STN-HFS group compared to controls. Although there were no significant changes in the
number of Ki-67 or PCNA positive cells following STN-HFS we could document a higher cell count in
the ipsilateral SVZ of animals treated with STN-HFS compared to the untreated side. Furthermore we
observed a repressive effect of dummy electrode implantation on BrdU-, Ki-67- and PCNA- positive
cells in the SVZ of the affected compared to the unaffected side.

Conclusions: These data provide first evidence that chronic STN-HFS may increase the absolute number
of newly formed cells in the SVZ of naive rats. The design of the present study did not allow
differentiating whether this effect was due to an enhanced proliferation or a positive effect on cell
survival. Nevertheless the increase of Ki-67- and PCNA-positive cells, two markers expressed by
proliferating cells in the ipsilateral SVZ of animals treated with STN-HFS underlines the hypothesis of a
proliferative capacity of STN-HFS in naive rats. According to the current state of relevant studies we
suppose a complexity of causal mechanisms for the cellproliferative effect of STN-HFS in the SVZ.
Enhanced levels of DA and Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in the neighboring Striatum could

be the most important mechanisms.



1 Grundlagen und eigene Zielsetzung

1.1 Neuroplastizitat

1.1.1 Adulte endogene Neurogenese

Der Nachweis von adulter endogener Neurogenese bei adulten Saugetieren »?, einschlieRlich des

® revolutionierte die bis dahin geltenden Annahme einer fehlenden strukturellen

Menschen
Neuroplastizitat des erwachsenen Gehirns.

Adulte neuronale Stammzellen (adult neuronal stem cells; aNSCs) zeichnen sich durch ihre
unlimitierte Selbsterneuerungskapazitat sowie ihre multipotente Differenzierungsfahigkeit aus *.

Dabei wird der Sachverhalt, dass die aus aNSCs entstehenden Vorlauferzellen abhéngig von
ihrer Umgebung unterschiedliche neuroektodermale Phénotypen (neuronal, astrozytar und
oligodendrozytdr) ausbilden konnen als ,,neurogene Permissivitdt* bezeichnet.

Der Grofiteil des Stammzellpools im zentralen Nervensystem des Saugers, einschlieflich des
Menschen, findet sich in der subventrikuldren Zone (SVZ), einem jeweils paraventrikular des
Seitenventrikels gelegenen Areal sowie in der subgranuldre Zone des hippocampalen Gyrus
dentatus (SGZ) °. Diese beiden Zonen werden aufgrund ihrer spezielle Mikroanatomie sowie
ihres spezielles Mikromilieus, welche den Neurogeneseprozess fordern als ,,neurogene Nischen
bezeichnet °.

Tierexperimentell konnte an Nagern gezeigt werden, dass subventrikuldre neuronale
Vorlduferzellen unter physiologischen Bedingungen zum Grofteil im rostralen Migrationssystem
(RMS) (ber Zell-Zell und Zell-Matrix vermittelte Kontakte zum Bulbus olfactorius (BO)
migrieren, wo sie sich als GABA-erge und dopaminerge Neurone in bestehende neuronale
Netzwerke integrieren kénnen ’. Subgranulare Vorlauferzellen dagegen wandern auf kiirzerem
Weg in die benachbarte Molekularzellschicht ein und integrieren sich dort in das Netzwerk
granularer Zellen &,

Die genauen Mechanismen sowie die Funktion endogener Neurogenese sind bis heute nicht
abschlielend geklart. Die aktuelle Datenlage spricht jedoch daftir, dass in den neurogenen
Nischen kontinuierlich neue Neurone entstehen, welche eine wichtige Rolle bei lebenslangen
hippocampal vermittelten Lernprozessen, raumlichem Gedé&chtnis, Stimmungsregulation, sowie

olfaktorischem Lernen spielen °.



1.1.2 Die Subventrikulare Zone

Anatomie der SVZ

Die Subventrikulare Zone (SVZ) stellt sich in koronaren Hirnschnitten als schmale langliche
zellreiche Struktur zwischen den Seitenventrikeln und dem Corpus striatum dar. Dorsal wird sie
durch das Corpus callosum begrenzt, wo sie in das rostrale migratorische System (RMS)
ubergeht. Ventral erstreckt sie sich bis zum Nucleus accumbens.

In der adulten SVZ von Nagern koénnen mindestens vier Zelltypen durch ihre typischen
Expressionsmuster voneinander unterschieden werden: 1. ependymale Zellen (Typ E), welche
eine Zellreihe zwischen lateralem Ventrikel und der proliferativen Zellschicht bilden; 2.
astrozytenahnliche aNSCs (Typ B); 3. amplifizierende EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor) -positive Zellen (Typ-C) sowie 4. neuronale Vorlauferzellen (Typ-A) .

Obwohl weder die oben beschriebe Architektur der SVZ noch das Existieren eines
migratorischen Systems zum Bulbus olfactorius im Sinne des RMS beim Nager 2 im
menschlichen Gehirn bestatigt werden konnte, fand sich doch eine analoge periventrikular

gelegene proliferative Zellschicht astrozytenahnlicher aNSCs 2.

Regulation subventrikulérer Neurogenese — die Rolle von Dopamin

Allgemeinhin kann man sagen, dass jedes diffundierbare Molekil, das von lokalen Zellen
produziert wird, sowie alle Stoffe die die Blut-Hirn-Schranke passieren konnen einen
potentiellen Einfluss auf die subventrikulare Neurogenese haben konnen °. Weiterhin
kommunizieren aNSCs uUber direkte Zell-Zell-Kontakte mit benachbarten- sowie (ber
Transmitterfreisetzung oder direkte synaptische Kontakte mit weiter entfernten Zellen °.

Dem Neurotransmitter Dopamin kommt hierbei eine besonders wichtige Rolle zu. Schon
wéhrend der frilhen Ontogenese sind Dopamin (DA) und seine Rezeptoren in den Keimzonen
des Gehirns nachweisbar '*. Sowohl in Zellkultur als auch in-vivo konnte eine positive
Beeinflussung von subventrikuldaren aNSCs durch dopaminerge Stimulation nachgewiesen
werden. Im Umkehrschluss fuhrte die im Tiermodell des Morbus Parkinson induzierte partielle
nigrostriatrale DA Depletion zu verminderter Neurogenese in den neurogenen Nischen *° .

Eine Arbeitsgruppe um Freundlieb konnte mithilfe von anterograder und retrograder Markierung
von Nervenbahnen (,, tracing “) am nicht-humanen Primatengehirn erstmals Kollateralen nigro-
striataler Projektionen als anatomisches Korrelat der dopaminergen Innervation in der SVZ

16

aufzeigen Dieses Ergebnis lenkte die Aufmerksamkeit vermehrt auf den Aspekt der



Neurogenese beim idiopathischen Parkinson-Syndrom des Menschen (IPS), einer Erkrankung
die durch eine Neurodegeneration dopaminerger nigraler Neurone gekennzeichnet ist.

1.2 Das idiopathische Parkinsonsyndrom

1.2.1 Epidemiologie und Pathophysiologie des idiopathischen Parkinsonsyndroms

Das idiopathische Parkinson-Syndrom (IPS) oder der Morbus Parkinson, 1817 nach seinem
Erstbeschreiber James Parkinson benannt, ist nach der Alzheimerschen Erkrankung die
zweith&ufigste neurodegenerative Erkrankung weltweit. Die Inzidenz des IPS nimmt mit einem
Alter Uber 60 Jahre deutlich zu und betrégt bei 65-jahrigen etwa 2.0, bei Gber 80-jahrigen bereits
ca. 3.0 Prozent. Somit kann das Lebensalter als wichtigster ,,Risikofaktor* angesehen werden,
was mit Blick auf eine zunehmende Lebenserwartung der Weltbevolkerung auch eine Zunahme
dieser neurodegenerativen Erkrankungen bedeutet. Nach Schitzungen der ,,Deutschen Parkinson
Gesellschaft e.V.“ sind allein in Deutschland etwa 250 000 bis 280 000 Personen von der
Erkrankung betroffen, mit zunehmender Tendenz. Klinisch ist die Erkrankung typischerweise
durch eine akinetisch-rigide Bewegungsstorung mit Ruhetremor sowie reduzierter
Haltungsstabilitat gekennzeichnet. Im Krankheitsverlauf kommt es dartiber hinaus zu kognitiven,
emotionalen und vegetativen Symptomen, welche als nicht-motorische Symptome (NMS)
zusammengefasst werden. Zu den haufigsten NMS zéhlen Depression, dementielle Entwicklung
sowie autonome und olfaktorische Dysfunktion, welche der Manifestation der motorischen
Symptome oft schon Jahre vorausgehen *'.

Patholophysiologisches Korrelat der Erkrankung ist zum einen ein ausgepragter progressiver
Zelltod dopaminerger Neurone in der Substantia nigra, pars compacta (SNc), welcher sich
hauptsachlich in einem striatalen Dopaminmangel manifestiert. Zum anderen kommt es zur
ubiquitdren Akkumulation intrazytoplasmatischer Einschliisse, die hauptséchlich aus dem Protein
Alpha-Synuclein bestehen (sogenannter Lewy-Kdrperchen und Lewy-Neuriten), ein ubiquitéres
stereotypes Ausbreitungsmuster aufweisen und deren Nachweis die Diagnose IPS post-mortem
sichern kann 2,

Die Atiologie des sporadischen IPS ist weiterhin unbekannt und méglicherweise auch nicht
einheitlich. Gegenwaértig wird vielmehr eine multifaktorielle Genese postuliert (sogenannte multiple
hits hypothesis), wonach insbesondere das Zusammenwirken von toxischem Stress (u.a. durch

Oxidation von Dopamin sowie mitochondriale Dysfunktion) und eine Inhibition von



neuroprotektiven Mechanismen (i.e. Beeintrachtigung von autophagotytischen Prozessen °) als
grundlegend fiir den selektiven neuronalen Zelltod angesehen werden .

Die Pathomechanismen, die zu einer Propagation des nigralen Zelltodes beitragen, sind dagegen
besser verstanden. Zu nennen ist hier vor allem eine vermehrte glutamaterge Exzitotoxizitat in der

SN durch Desinhibition des STN in Kombination mit einer mangelhaften neuroprotektiven Kapazitat
21,22

1.2.2 Therapie des idiopathischen Parkinsonsyndroms

Das IPS ist bis heute nicht kurativ behandelbar. Aktuelle Therapiestandards mussen daher als
symptomatisch angesehen werden. Derzeit konnen zwei prinzipielle Therapiestrategien
voneinander unterschieden werden: die Pharmakotherapie sowie neuromodulative Verfahren.

Die pharmakologische Modulation zielt in erster Linie auf eine Re-Aquilibrierung des
pathologischen Transmitterungleichgewichts ab, welches durch das striatale Dopamindefizit
hervorgerufen wird. Zum einen kommen dopaminagonistisch wirkende Substanzen (Levodopa,
Dopaminagonisten sowie Modulatoren des Dopaminstoffwechsels [MAO]-B-Hemmer,
[COMT]-Hemmer), zum anderen Substanzen welche das Transmitterlevel antagonistisch
wirkender Neurotransmitter reduzieren (Glutamat-Antagonisten, Anticholinergika) zum Einsatz.
Goldstandard ist wegen seiner besten Wirksamkeit seit den 1960er Jahren die medikamenttse
DA-Ersatztherapie mit Levodopa (L-Dopa). L-Dopa ist eine Vorstufe von Dopamin und wird
nach Passage der Blut-Hirn-Schranke von den dopaminergen Neuronen aufgenommen und durch
Decarboxylierung in ,,endogenes* Dopamin tiiberfiihrt. In der Frithphase der Erkrankung kann
die L-Dopa Therapie Uber mehrere Jahre alle Kardinalsymptome (Akinese > Rigor > Tremor)
effektiv._mindern. Der Therapieerfolg wird jedoch im Verlauf der Erkrankung durch
Wirkungsfluktuationen und L-Dopa-induzierte Dyskinesien (unkontrollierte Uberbewegungen)
gemindert 2. Diese Symptome werden unter dem Begriff des L-Dopa-Langzeitsyndroms, zu

dem auch psychiatrische Symptome zahlen %

, zusammengefasst. Nach 5-jéhriger L-Dopa-
Therapie entwickeln etwa 50% der Patienten ein L-Dopa-Langzeitsyndrom, wobei die Inzidenz
mit der Dosis und Dauer der Therapie ansteigt *°. Das Interesse an alternativen
Therapieverfahren blieb daher trotz Gberwiegend guter Symptomkontrolle unter der L-Dopa
Behandlung groR.

Vor diesem Hintergrund erlangte die Erstbeschreibung der sogenannten tiefen Hirnstimulation
(THS, im Englischen ,,deep brain stimulation®) als mogliche alternative Therapiestrategie Ende

der 1980er Jahre groRe Aufmerksamkeit. Nachdem die Arbeitsgruppe um den franzésischen
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Neurochirurgen Alim-Louis Benabid eine &hnlich gute Symptomkontrolle durch die elektrische
Stimulation des Nucleus ventralis intermedius des Thalamus (VIM), im Vergleich zur Ablation
dieses Kerngebiets, wie sie zur Therapie des essentiellen Tremors angewendet wurde, hatte
zeigen konnen %, wurden weitere basalganglionare Zielstrukturen fir die THS evaluiert. Ende
der 90er Jahre wurde dann die Hochfrequenzstimuation des Globus pallidus internus (GPi) sowie
des Nucleus subthalamicus (STN) in Europa zur Therapie des IPS zugelassen. Abbildung 1 zeigt

die stereotaktische Operationssituation vor Implantation der Stimulationselektroden.

Abbildung 1 (aus www.medillsb.com):

Stereotaktischer Rahmen zur Implantation

der Stimulationselektroden

1.3 Hochfrequenzstimulation des Nucleus Subthalamicus

1.3.1 Anatomisch-funktionelles Modell des idiopathischen Parkinsonsyndroms

Ende der 1980er Jahre wurde auf dem Boden von Beobachtungen am Primatenmodell des IPS %
sowie postmortalen Untersuchungen am menschlichen Gehirn ein Basalganglienmodell
entworfen, welches zum Ziel hatte die Basalganglienschleife sowie deren Dysfunktionen
vereinfacht darzustellen %%°. Dem Modell zufolge kénnen zwei parallele “Signalwege” zur
Transmission kortikaler motorischer Information in die Ausgangsstrukturen der Basalganglien
(GPi/SNr) unterschieden werden: der D1-Rezeptor vermittelte direkte Signalweg (Kortex-
Striatum-GPi/SNr) und der D2-Rezeptor vermittelte indirkekte Signalweg (Kortex-Striatum-
GPe-STN-GPi/SNr). Die Ausgangsstrukturen wiederum hemmen, dem Modell zufolge, die
erregende Thalamusaktivitdt auf den Kortex und regulieren so Bewegungsablaufe.

Wahrend in der physiologischen Situation ein Gleichgewicht zwischen direktem- und indirektem
Signalweg angenommen wird, fuhrt ein striataler Dopaminmangel, wie beim IPS, zu einem

Uberwiegen des indirekten Signalwegs und so zu einer Hyperaktivitat des STN mit der Folge
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einer Hemmung thalamo-kortikaler motorischer Impulse *° (vergleiche Kapitel 1.2.1). Inhibiert
man nun diesen hyperaktiven STN durch HFS k&me es zu einer Wiederherstellung erregender
und hemmender Impulse auf den Thalamus und so zu einer Normalisierung von

Bewegungskreislaufen (vergleiche Abbildung 2).

Kortex Kortex Kortex
Str Str Str
GPe GPe GPe ‘

l SNe¢ Thal l SNc Thal SNe¢ Thal

STN STN STN i

RM/ Gpi/SNr RM/ Gpi/SNr RM/ Gpi/SNr

e

Abbildung 2 (modifiziert nach Alexander et al. 1990 2%, Wichmann und DeLong 1996 31): Basalganglienschleife in der
gesunden Situation (links), beim IPS (mitte) und unter STN-HFS (rechts). Der orangene Pfeil reprisentiert die STN-
HES, welche zu einer Hemmung von STN-Neuronen und, dem Modell nach, in der Folge zu einer Enthemmung von
Bewegungsimpulsen fithrt. Erregende glutamaterge Verbindungen sind durch helle Pfeile, hemmende GABAerge
Verbindungen durch dunkle Pfeile dargestellt. Die Breite der Pfeile reprisentiert das Ausmal3 der Aktivierung bzw.
Hemmung. STR: Striatum; GPe: Globus pallidus externus; GPi: Gobus pallidus internus; SNc: Substantia nigra, pars
compacta; SNr: Substantia nigra, pars reticularis; Thal: Thalamus; STN: Nucleus subthalamicus; RM: Riickenmark; HS:

Hirnstamm

1.3.2 Elektrophysiologische und biochemische Grundlagen der STN-HFS

Aufgrund der in der Vergangenheit schwierigen technischen Umsetzung in Tiermodellen konnte

dieser Erklarungsansatz bisher nur teilweise belegt werden und die genauen Mechanismen der

STN-HFS, welche zu einer Re-Aquilibrierung der gestorten Bewegungsabliufe fithren sind, trotz

der guten klinischen Erfolge, bis heute nicht im Detail verstanden. Es existieren jedoch

mittlerweile zahlreiche experimentelle und klinische Arbeiten welche sich mit den prinzipiellen
12



Wirkmechanismen dieses vielversprechenden neuromodulativen Verfahrens auseinander gesetzt
haben. Préklinische insbesondere elektrophysiologische Techniken und neurochemische
Analyseverfahren sind hierbei von groRBer Wichtigkeit. Ausgehend von der Klinischen
Beobachtung, dass lasionelle Verfahren der stereotaktischen Neurochirurgie einen HFS-
aquivalenten Kklinischen Effekt induzieren konnen, vertrat man lange Zeit die Vorstellung, dass
die HFS des STN zu einer funktionellen Inhibition dieses Basalganglienkerns (vereinbar mit dem
oben beschriebenen Basalganglienmodell) fihrt. Zwar konnten elektrophysiologische

Untersuchungen eine neuronale Inhibition bestatigen 3%%

, aktuellere Ansétze sind jedoch
deutlich komplexer und beziehen u.a. auch die Auswirkung der STN-HFS auf anderer
Kernregionen mit ein **. Mittlerweile geht man von einem dualen Effekt der HFS auf die
elektrische Aktivitat der STN-Neurone aus, wonach die elektrische Stimulation simultan zu einer
Inhibition der Nervenzellkérper und einer Exzitation der Axone fiihrt (, Uncoupling ) *. Ferner
konnte gezeigt werden, dass es je nach Intensitit der Stimulation zu divergenten Effekten, also
entweder einer Suppression (niedrige Intensitdt) oder eine Aktivierung (hohe Intensitit) von
Neuronen kommen kann .

Auf Transmitterebene zeigen sich im Tiermodell der STN-HFS multiple Modifikationen. So
konnten Anderungen in der Glutamat-, GABA-, und Dopaminausschiittung innerhalb der
Basalganglien nachgewiesen werden **. Vor dem Hintergrund der Fragestellung dieser Studie
(vergleiche Kapitel 1.5) ist eine Beeinflussung des DA-Transmitterstoffwechsels durch STN-
HFS von besonderem Interesse. So konnte eine vorangegangene Studie unserer Arbeitsgruppe
erhohte striatale Transmitterlevel sowohl bei der gesunden Ratte, als auch im Rattenmodell des
IPS aufzeigen ¥,

Welche Effekte die relevantesten fiir die motorischen Verbesserungen unter STN-HFS sind, ist
jedoch weiter ungeklart. Neuere experimentelle Studien haben folglich zum Ziel die durch STN-
HFS ausgelosten Effekte unabhdngig voneinander zu untersuchen und diese mit
Verhaltenseffekten zu korrelieren. Interessante Ergebnisse einer Studie von Gradinaru et al.
(2009) lassen vermuten, dass es die direkte Aktivierung von efferenten glutamatergen kortikalen
Axonen im STN (hyperdirekter Signalweg versus direkter und indirekter Signalweg des
urspringlichen Basalganglienmodells) ist welche fir die Stimulation fir die motorische
Symptomkontrolle ausschlaggebend sein konnte .

Ein weiterer populdrer Erklarungsansatz basiert auf elektrophysiologischen Ableitungen der
Basalganglienstrukturen, welche nach Beobachtung einer Re-Rythmisierung von fiir das IPS

charakteristischen ,,abnormal synchronisierten Oszillationen™ (3-Oszillationen) im STN sowie
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Globus pallidus durch die applizierten elektrischen Impulse die Beeinflussung der zeitlichen

Aspekte der Erregungsmusters in den Fokus riicken 34,

1.4 Proliferationsmarker

1.4.1 Immunhistochemischer Nachweis von Neurogenese in der Subventrikularen Zone

Aufgrund ihres unspezifischen Expressionsmusters gibt es bis dato keine etablierte
immunzytochemische Methode aNSCs oder die aus ihnen entstandenen jungen Neurone direkt
nachzuweisen (zur Ubersicht siehe Landgren and Curtis, 2010 °). Um das AusmaB von
Neurogenese in der SVZ zu messen, kommen daher typsicherweise Kklassische
Proliferationsmarker zur Anwendung, welche zur genaueren Phanotypisierung als Neurone mit
unterschiedlichen neuronenspezifischen Phénotypisierungsmarkern kombiniert werden massen.
Proliferationsmarker werden in exogene- und endogene Marker unterteilt. Beide Typen kdnnen
post-mortem im alkohol- oder formalinfixierten Material mithilfe von verschiedenen
monoklonalen Antikérpern nachgewiesen werden. Als endogene Marker fungieren zelleigene
mit der Zellproliferation assoziierte Proteine. Diese werden von der proliferierenden Zelle
wéhrend des Zellzyklus exprimiert (vergleiche Abbildung 3). Exogene Marker dagegen werden
auf unterschiedliche Art in den Organismus eingebracht und sekundér von proliferierenden

Zellen aufgenommen.

1.4.2 5-Bromo-2-desoxyuridin (BrdU)

BrdU, ein DNA-Basen-Thymidinanalogon, ist der am hé&ufigste verwendete exogene
Proliferationsmarker. Initial kam er vor allem in der Tumordiagnostik zum Einsatz. Je nach
Fragestellung kommen zwei Applikationsregime zur Anwendung. Soll die Proliferationsfraktion
eines Gewebes untersucht werden wird eine gepulste Applikation mit mehrfachen Injektionen im
Abstand von 30 Minuten bis zu 3 Stunden (ber einen Zeitraum von bis zu 3 Tagen (pulse
labeling) empfohlen. Bei sich langsam teilenden Geweben sowie zur Markierung einer moglichst
grolRen Zellpopulation neu entstandener Zellen sind wiederholte Applikationen Uber mehrere
Tage von Vorteil (cumulative labeling) **.

BrdU kann intraventrikuldr, intraperitoneal, intravents oder oral appliziert werden. Befindet

sich der Stoff im Kreislauf, wird er von sich in der Synthese-Phase (S-Phase) befindenden Zellen
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aufgenommen und in die DNA integriert. Zum immunhistochemischen Nachweis des Markers
wird die DNA durch eine S&ure- oder Hitzebehandlung denaturiert, da nur einzelstrangige DNA

eine Antikdrperbindung erlaubt.

1.4.3 Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)

PCNA ist ein nukleares Hilfsprotein der DNA-Polymerase delta und wird wahrend der DNA-
Synthese und DNA-Reparatur exprimiert. Die Expression des Proteins beginnt in der G1-Phase,
erreicht ein Maximum in der S-Phase und klingt in der G2- und M-Phase wieder ab (vergleiche
Abbildung 3). Aufgrund einer langen Halbwertszeit von 8-20 Stunden kann PCNA jedoch zum
Teil noch in der frilhen GO-Phase nachweisbar sein *%. In der Zelle kommt es in zwei Formen
vor: in einer nukleoplasmatischen Form, die auch in ruhenden proliferativen Zellen vorhanden ist
und in einer DNA-abhéngigen Form, welche ausschlie3lich mit der DNA-Replikation assoziiert

ist 4.

1.4.4 Ki-67

Die Bezeichnung Ki-67 erfolgte in Anlehnung an die Stadt Kiel bzw. die Anzahl des originalen
Klons in einer 96-Well Platte. Es handelt sich um ein nicht genau identifiziertes nukleéres nicht-
Histon Protein, welches von allen Séugetieren in proliferierenden Zellen exprimiert wird **. Wie
BrdU kam es initial hauptsachlich in der Tumordiagnostik zum Einsatz. Sein Expressionsmuster
ahnelt dem von PCNA. Es ist jedoch aufgrund einer kurzen Halbwertszeit von einer Stunde nur
sehr selten in der GO- Phase und in der friihen G1- Phase detektierbar. Im Unterschied zu PCNA
hat es damit jedoch den Vorteil auch Zellen, welche wieder in den Zellzyklus eingetreten sind,

nachweisen zu kénnen .

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Zellzyklus.
G1: prisynthetische Phase; S: DNA-Synthese-Phase;
G2: primitotische Phase; M: Mitose-Phase; GO: Ruhephase
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1.5 Eigene Zielsetzung

Eine positive Beeinflussung von subventrikuldarer Neurogenese durch Dopamin konnte
wiederholt in der experimentellen Situation beim Nager sowie Primaten nachgewiesen werden
> Das physiologische Korrelat dieser dopaminergen Innervation der SVZ sind am
wahrscheinlichsten Kollateralen nigro-striataler dopaminerger Projektionen *°.

Der Nachweis von gesteigerten striatalen DA Transmitterleveln nach kontinuierlicher
Hochfrequenzstimulation des Nucleus subthalamicus (STN-HFS) bei der Ratte durch unsere
Arbeitsgruppe ' fiihrte daher schlussfolgernd zu der Annahme, dass STN-HFS zu einer DA-
vermittelten Stimulation von Neurogenese in der SVZ fiihrt.

Zur Uberpriifung der Hypothese wurde die Auswirkung von 10-tagiger unilateraler STN-HFS
auf die Zellproliferation in der SVZ bei der gesunden Ratte untersucht. Hierfir kam ein exogener
Proliferationsmarker (Brdu) sowie zwei endogene Proliferationsmarker (PCNA, Ki-67) zur
Anwendung.

Die Untersuchung von zellproliferativen Effekten am gesunden Tier im Gegensatz zum partiell
DA-depletierten Tier in Analogie zum IPS des Menschen, hatte den Vorteil, dass der
stimulationsbedingte zellproliferative Effekt unabhdngig vom repressiven Effekt gemessen
werden konnte, welche die nigro-striatale DA-Depletion auf Neurogenese in der SVZ hat *°.
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2 Materialien und Methodik

2.1 Experimentelles Design

Fur diese Studie wurden insgesamt 20 Tiere (n=20) operiert, wobei 10 Tieren ein
Mikrostimulationssystem (STN-HFS Gruppe) und 10 Tieren eine dem Stimulationssystem in
Form und Grol3e entsprechende Attrappe implantiert wurde. Die operative Prozedur am Tag 1
erfolgte nach einer Woche Adaptationszeit an die neuen Haltungsbedingungen. Im Anschluss an
eine postoperative Regenerationszeit von 7 Tagen unter Einzelhaltung mit Standardbedingungen,
wurde am Tag 8 mit der chronischen Stimulation (STN-HFS) begonnen welche fur 10 Tage
kontinuierlich aufrecht erhalten wurde. Im gleichen Zeitraum erfolgten tagliche intraperitoneale
Injektionen von BrdU (50mg/kgKG i.p.). Nach Tdétung der Tiere an Tag 18 erfolgten die
Explantation des Mikrostimulationssystems sowie die Entnahme und nachfolgende
Prozessierung des Gehirns. Abbildung 4 zeigt das experimentelle Design der STN-HFS Gruppe.

BrdU-Injektionen (50mg/kg/d) i.p.

Implantation des

Mikrostimulationssystems Perfusion  Immunhistochemie
und mikroskopische
Auswertung
1 8 18
Tage
STN-HFS

Abbildung 4: Experimentelles Design der STN-HEFS Gruppe
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2.2 Versuchstiere, Gesetzliche Bestimmungen und Haltungsbedingungen

Die fiir diese Studie durchgefiihrten Tierversuche wurden vom Landesamt fur Gesundheit und
Soziales (LAGeSo Berlin) unter der TVV-Nummer G0228/10 genehmigt. Die Umsetzung
samtlicher Versuche im Rahmen der Studie richtete sich nach den Bestimmungen des
Tierschutzgesetztes 88 Absatz 1 der Bundesrepublik Deutschland.

Die Versuche erfolgten an mannlichen Wistar-Ratten (Harlan-Winkelmann, Borchen,
Deutschland). Zum Zeitpunkt der stereotaktischen Operation betrug das Gewicht der Tiere
zwischen 250g und 300g.

Die Haltungsbedingungen entsprachen den Vorgaben der “European Community Council
Directive of 24 November 1986 for the care of laboratory animals and local regulations”
(86/609/EEC). Vor Versuchsbeginn wurden die Tiere in Standardk&figen (70x40x20cm) zu je
vier Tieren gehalten. Nach der Operation wurden sie in standardisierte Einzelk&fige
(42x26x18cm) umgesetzt um gegenseitige Manipulationen im Operationsareal zu vermeiden.
Préoperativ erfolgte eine einwdchige Eingewodhnungsphase an die Temperatur- und
Feuchtigkeits- kontrollierte Umgebung (18°C, 50% Luftfeuchtigkeit) sowie an einen 12-Stunden
hell-dunkel Rhythmus (Tagesphase von 6.00 bis 18.00 Uhr). Futter (Altromin-1324-
Standardfutter; Altromin, Lage, Deutschland) und Wasser standen nach Belieben zur Verfligung.

2.3 Chronische Hochfrequenzstimulation des Nucleus Subthalamicus

2.3.1 Das Mikrostimulationssystem

Fur diese Studie wurde ein komplett implantierbares und von extern programmier- und
uberwachbares Mikrostimulationssystem verwendet, dessen Einzelheiten an anderer Stelle
ausfiihrlich beschrieben wurden (Harnack et al., 2008 *). Kurz zusammengefasst besteht das
System aus i) einem miniaturisierten Impulsgenerator (Breite x L&nge x HOhe: 1cm x 2cm x 0.5
cm, Gewicht ca. 10g), ii) einer monopolaren Stimulationselektrode aus aktiviertem Iridium, iii)
einem zweiteiligen Kabelsystem (welches die Konnektierbarkeit zwischen Elektrode und
Stimulator wahrend der OP ermdglicht) und iv) einer Induktionsspule (welche die vom externen
Programmiergerat generierten Stimulationsparameter [Frequenz, Stromstarke, Pulsweite,
Stimulationsform: alternierend/kontinuierlich] amplifiziert) (vergleiche Abbildung 5). Dieses
System wurde eigens fir Langzeitversuche der tiefen Hirnstimulation im Tiermodell von der

Charité (Medizinisch Technische Labore, MTL) entwickelt und bereits erfolgreich getestet *©47.
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Abbildung 5 (aus Harnack et al., 2008 49): a) Impulsgenerator, b) Induktionsspule und externer Programmierer, c)

subkutanes Kabelsystem, d) monopolare Semi-Mikroelektrode.

2.3.2 Implantation des Mikrostimulationssystems

Vorbereitungen und perioperative Manahmen

Die Operation dauerte pro Tier ein bis zwei Stunden und erfolgte unter semisterilen
Bedingungen. Das Mikrostimulationssystem wurde vor der Operation plasmasterilisiert, alle
chirurgischen Instrumente sowie Teile des stereotaktischen Rahmens wurden autoklaviert. Nach
initialer Narkose (0,9 ml Ketamin 10% [Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, Deutschland], 0,7
ml Xylazin 2% [Bayer Health Care, Leverkusen, Deutschland] ad 2 ml NaCl 0,9%, davon 0,16
ml/100kg Korpergewicht i.p.) wurden die Operationsareale am Kopf sowie an der linken
mediolateralen Thoraxwand mithilfe eines elektrischen Handrasierers rasiert. Zum Schutz vor
Infektionen und zum Feuchthalten der Kornea wurde eine Gentamicin Augensalbe appliziert.
Eine adaquate Korpertemperatur wurde wahrend der Operation durch beheizbare Warmematten
und postoperativ durch eine elektrische Heizplatte gewahrleistet. Zur postoperativen Analgesie
erfolgte eine orale Gabe von 100ul Novaminsulfon. Ab dem 2. postoperativen Tag erfolgte eine

tagliche Kontrolle von Wundheilung, Nahrungsaufnahme und Gewicht der Tiere.
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Berechnung der STN-Koordinaten
Die Berechnung der STN-Koordinaten basiert auf dem stereotaktischen Atlas des Rattengehirns

von Paxinos und Watson “,

Dabei erfolgt die Lokalisation des linken STN der im
stereotaktischen Rahmen eingespannten Ratte in drei Ebenen: anterior-posterior (AP), medio-
lateral (ML) und ventro-dorsal (VD). Die Berechnungen orientierten sich an zwei
Orientierungsstrukturen: 1. der Interaurallinie und 2. dem Schnittpunkt (Bregma) von Kranznaht

(Sutura coronalis) und Pfeilnaht (Sutura sagittalis).

Interaural Bregma
anterior-posterior  + 5.7 -3.6
medio-lateral 2.5
ventro-dorsal -84

Tabelle 1: STN-Koordinaten des linken STN nach dem stereotaktischen Rattenatlas von Paxinos und Watson, 1998 48

Implantation der Mikrostimulationselektrode

Vor dem Einspannen des Tieres in den stereotaktischen Rahmen (David Kopf Instruments,
Tujunga, USA) wurde die an einem stereotaktischen Arm befestigte Elektrode zunéchst auf die
interaural bezogene AP-Koordinate des STN Kkalibriert. Nach dem Einspannen wurde die
Kopfhaut eroffnet, subkutanes Gewebe entfernt sowie verletzte GefaBe mithilfe eines
Thermocouters (Bovie Aaron Mecical, St.Petersburg, USA) verddet. Im nachsten Schritt erfolgte
die Kalibrierung der Elektrodenspitze auf den Bregmapunkt und die Berechnung der auf das
Bregma bezogenen Koordinaten fur den STN. Die interraural bezogene AP-Zielpunktkoordinate
wurde mit der des Bregmas gemittelt, wohingegen die ML- und DV-Koordinaten ausschlief3lich
auf das Bregma bezogen wurden. Die Elektrode wurde nun auf die errechneten AP und ML
Koordinaten des STN kalibriert. Mithilfe eines Dentalbohrers (Durchmesser des Bohrloches <1
mm) wurde der Schadelknochen an der entsprechenden Stelle trepaniert und die darunter
liegende Hirnhaut (Dura mater) mittels 27G-Kanule penetriert. AnschlieBend erfolgte die
Absenkung der Mikroelektrode in den STN gemaR der VD Koordinate (vergleiche Abbildung 6).
Die Fixierung der Elektrode erfolgte durch Modellierung eines Sockels aus Kunstzement
(Technovit® Heraeus-Kulzer, Hanau, Deutschland) unter Einbeziehung zweier an der Kalotte
angebrachter Verankerungsschrauben. AnschlieBend erfolgte der adaptive Verschluss der

Kopfhaut durch einfache Hautnaht.
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Abbildung 6 (modifiziert nach Paxinos und Watson 1998 *8): Schematische Darstellung der Stimulationselektrode im
linken STN sowie Ubersicht iiber die anatomische Lage von STN und SNr (rot markiert). Dargestellt ist ein

Sagittalschnitt 2.4 mm lateral von der Medialebene.

Implantation des Impulsgenerators und Konnektion mit der Elektrode
Nach mehrfacher Desinfektion (mit Povidoniod) und Abkleben der Haut (OP-Folie) uber der

rasierten dorsolateralen Thoraxwand erfolgt die Inzision der Oberhaut in L&ngsrichtung des
Tieres (Lange ca. 2.0 cm). Nach Elektrokauterisation kleinerer vendser Geféale wurde kaudal und
lateral beider Schulterblatter eine Subkutantasche prapariert. Im Anschluss wurde von kranial
aus ein subkutaner Kanal geschaffen durch den das Elektrodenkabel gezogen und nach Einlage
des Stimulators lateral der Wirbelsaule mit diesem konnektiert wurde. Die Konnektion erfolgt
mithilfe einer Stellschraube sowie anschliefender Abdichtung durch eine mit flissigem Silikon
geflllte Silikonhalle. Der Stimulator wurde nun mithilfe von resorbierbarem Nahtmaterial am

Subkutangewebe fixiert. Zuletzt wurde die Inzisionsstelle durch Einzelknopfnéahte verschlossen.

2.3.3 In vivo Stimulation

Am 8. postoperativen Tag wurde mit der kontinuierlichen Stimulation (HFS) des STN begonnen.

Das Einschalten des Stimulators erfolgte elektromagnetisch (ber das Programmiergerat. Die
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Tiere wurden dafir kurzzeitig in die Induktionsspule gesetzt (vergleiche Abbildung 5b). Die
Stimulationsparameter wurden wie folgt definiert: Frequenz f=131 Hz, Pulsweite PW=52 ps,
Stromstarke i=100 pA. Wahrend sich f und PW an der klinischen Situation orientierten (typische
THS Parameter bei Parkinsonpatienten), wurde die gewéhlte Stimulationsamplitude hinsichtlich
einer Vermeidung von Angst- und Schreckreaktionen, unwillkirlicher Bewegungen oder der
Induktion gewebsschadigender Effekte an die tierexperimentelle Situation angepasst “°'.

Um eine suffiziente Stimulation (HFS) im Langzeitverlauf sicherstellen zu kdénnen, erfolgte
innerhalb des Beobachtungszeitraums dreimal eine in-vivo-Detektion des Stromflusses mithilfe
eines speziellen Signalrecorders. Dazu wurden dem Versuchstier zur Registrierung der
Stromsignale kurzzeitig (<10 s) zwei selbstklebende EMG-Oberflachenelektroden, die mit einem

Recorder und einem Oszilloskop verbunden waren, palmarseitig auf den Hinterpfoten plaziert.

2.4 5-Bromo-2-Desoxyuridin-Injektionen

Uber die gesamte Dauer der STN-HFS wurden die Tiere taglich einer intaperitonealen BrdU-
Injektion (50 mg/Kg KG; SIGMA Chemie, Deisenhofen, Deutschland) unterzogen. Vor der
Applikation wurde die Substanz in 0,5 ml/100g KG steriler physiologischer Kochsalzldsung
gelost und durch einen Spritzenfilter filtriert. Dann erfolgte die intraperitoneale Injektion. Die
letzte Injektion erfolgte 24 Stunden vor Beendigung des Experiments.

2.5 Transkardiale Perfusion, Postfixierung und Schnittprotokoll

Am Ende des Beobachtungszeitraums wurden die Tiere in finaler Narkose mit 500mg/kg KG
Chloralhydrat (Merck, Darmstadt, Deutschland) i.p. durch transkardiale Perfusion getotet.
Zundachst erfolgte die Perfusion mit 80 ml phosphatgepufferter Salzlésung (PBS 0,1%) zur
Konditionierung des Hirngewebes. Nachfolgend wurde das Gewebe durch Perfusion mit 250 ml
gekunhlter 4-prozentiger Paraformaldehydldsung fixiert.

Im Anschluss erfolgte die Explantation des Mikrostimulationssystems, wobei fiir die Entfernung
des Elektrodensockels eine motorgetriebene Korundscheibe verwendet wurde (siehe Harnack et
al 2008 “°). Nach Dekapitation und vorsichtiger Entnahme des Gehirns erfolgte dessen

Postfixierung fur weitere zwolf Stunden in selbigem Fixativ (PFA 4%).
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Zur  Kryoprotektion erfolgte eine osmotische Entwdsserung durch Lagerung in
Saccharoselosungen aufsteigender Konzentrationen (10%-20%-30%) fir je 24 Stunden. Im
Anschluss wurden die Gehirne in flussigem Stickstoff bei -60 bis -80°C eingefroren. Die
Gewinnung von 30um dicken Hirnschnitten erfolgte mittels Gefriermikrotom (Cryostat 1800;
Reichert-Jung, Deutschland) bei -20°C nach dem in Tabelle 2 aufgefiihrten Schnittprotokoll.
Rostrale Hirnschnitte welche die SVZ enthielten wurden bis zur weiteren Verarbeitung frei
flottierend in einer kryoprotektiven Losung (Walter’s Antifreeze) bei -20 °C gelagert. Die weiter
kaudal gelegenen Hirnschnitte auf Hohe des STN auf denen die Trajektorie der Elektrode zu

detektieren war, wurden direkt auf Objekttrager aufgezogen.

Hirnregion Stereotaktische Koordinaten
Vordere SVZ 2.2-1.6

SVZ/Striatum 1.6-(-1.3)

STN -3.6-(-4.3)

Tabelle 2: Schnittprotokoll. Stereotaktische Koordianten in mm entfernt vom Bregma nach Paxinos und Watson, 1998 48

2.6 Immunhistochemische Detektion der Proliferationsmarker

2.6.1 Allgemeine Behandlung

Zuerst wurden die Schnitte aus der kryoprotektiven Losung in phosphatgepufferte Salzlgsung
(PBS 0,1%) uberfihrt. Nach immunhistochemischer  Markierung der  Antigene
(Proliferationsmarker; siehe néchster Abschnitt) erfolgte deren Visualisierung durch
enzymatische Peroxidasefarbung mit dem braunen Farbstoff 3‘3 Diaminobenzinhydrochlorid
(DAB), wobei fur BrdU und PCNA 4-prozentiges Ammoniumnickelsulfat zur besseren
Abgrenzbarkeit der Zellkerne hinzugegeben wurde. Durch Anwendung eines Avidin-Biotin-
Komplexes (ABC-Elite; 9ul/ml PBS) wurde die immhistochemische Reaktion verstarkt.

Die Entwicklung erfolgte Uber 5-10 Minuten in einer Farbelosung bestehend aus in 0,01-
prozentigem Wasserstoffperoxid und 5-prozentigem DAB.

Im Anschluss an die immunhistochemische Reaktion wurden die frei flottierenden Schnitte aus
Agua dest. auf Objekttrager aufgezogen und luftgetrocknet. Es folgte eine Entwésserung durch
Anwendung einer Alkoholreihe mit aufsteigenden Konzentrationen (90% Ethanol, 96% Ethanol,
Propanol, Xylol fir je 60 Sekunden). Anschliefend wurden die Objekttrager im Medium

Entellan® (Merck, Darmstadt, Deutschland) eingedeckelt.
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Alle fur diese Studie verwendeten Substanzen und Ldsungen finden sich in Tabellenform im
Anhang der Arbeit. Die Konzentrationen der Sekundarantikorper sind in Tabelle 3 dargestelt.

Primarantikorper Sekundirantikérper

BrdU Rat anti-BrdU monoclonal : 1:500 Donkey anti-rat IgG biotinyliert: 1:500
(Biozol-BZ1.20634) (Jackson Immuno Research Laboratories-

712065150)

KI-67 Rabbit anti-Ki-67 monoclonal : 1:500 (Millipore- ~ Goat anti-rabbit IgG biotinyliert: 1:1000
AB9260) (Vector Laboratories-BA1000)

PCNA Mouse anti-PCNA monoclonal: 1:500 Goat anti-mouse IgG biotinyliert: 1:1000
(Dako Cytomation-M0879) (Vector Laboratories-BA9200)

Tabelle 3: Fir die immunhistochemischen Firbungen verwendete Antikérper mit Konzentrationen und Hersteller

2.6.2 BrdU-Immunhistochemie

1) Blockade endogener Peroxidasen: 30-minutige Inkubation mit 0,6-prozentigem Wasserstoff-
peroxid

2) Denaturierung der DNA zum Antigenretrieval: 20-mindtige Inkubation mit 2 N HCL bei
37°C, dann 10-minitige Inkubation mit 0,1 M Boratpuffer (pH 8,5) bei Raumtemperatur (RT)
zur Neutralisation

3) Permeabilisierung der Zellmembran und Blockade unspezifischer Bindungen: 30-min(tige
Inkubation in PBS-plus bei RT

4) Nachtliche Inkubation mit dem Primarantikdrper in PBS-plus bei 4°C

5) Vorinkubation in PBS-plus fiir 30 Minuten

6) Inkubation mit dem biotinylierten Sekundérantikorper in PBS-plus fur 2 Stunden bei RT

7) Inkubation mit dem Avidin-Biotin-Komplex und Entwicklung wie im vorherigen Abschnitt
beschrieben

2.6.3 Ki-67-Immunhistochemie

1) Blockade endogener Peroxidasen: 15-minutige Inkubation mit 0,6-prozentigem Wasserstoff-
peroxid
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2) Permeabilisierung der Zellmembran und Blockade unspezifischer Bindungen: 30-min(tige
Inkubation in PBS-plus 2 bei RT

3) Nachtliche Inkubation mit dem Primarantikorper bei 4°C in PBS-plus 2

4) Vorinkubation in PBS-A (siehe Anhang) fur 30 Minuten

5) Inkubation mit dem biotinylierten Sekundarantikorper in PBS-A fir 2 Stunden bei RT

6) Inkubation mit dem Avidin-Biotin-Komplex und Entwicklung wie im vorherigen Abschnitt

beschrieben

2.6.4 PCNA-Immunhistochemie

1) und 2) wie bei BrdU (siehe 2.6.2)

3) Permeabilisierung der Zellmembran und Blockade unspezifischer Bindungen: 30-mintige
Inkubation in PBS-plus 3 bei RT

4) Nachtliche Inkubation mit dem Primarantikorper bei 4°C in PBS-plus 3

5) Vorinkubation in PBS-A fiir 30 Minuten

6) Inkubation mit dem biotinylierten Sekundarantikorper in PBS-A fur 2 Stunden bei RT

7) Inkubation mit dem Avidin-Biotin-Komplex und Entwicklung wie im vorherigen Abschnitt

beschrieben

2.7 Mikroskopische Quantifizierung

Die quantitative Auswertung immunhistochemisch markierter Zellen in der SVZ erfolgte
lichtmikroskopisch in drei entsprechend dem stereotaktischen Atlas des Rattengehirns von
Paxinos und Watson, 1998 * definierten Schnittniveaus: +1.4 mm; +1.2mm; und +0.7 mm vom
Bregma entfernt. Hinsichtlich der Schnittebene wurde ein Toleranzbereich von AP + 10%
festgelegt.

Die Zellzahlung erfolgte computergestitzt mithilfe einer mikroskop- bzw. kameraspezifischen
Software (AxioVision®, Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland). Nach fotographischer
Aufnahme der Zielregion wurde zundchst ein Bildfeld (sogenannter Frame) mit der
Rahmengrolie 200pum x 50 um definiert und 200um ventral des lateralen Ventrikelwinkels in die
SVZ projiziert (siehe Abbildung 7). Innerhalb dieses Frames und seiner Begrenzung (d. h. seiner
Markierungslinien) erfolgte unter 10-facher und 20-facher VergroRerung die Z&hlung aller

deutlich abgeféarbten Zellkerne Bei fehlender Abgrenzbarkeit auf dem Foto erfolgte eine
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mikroskopische Kontrolle der einzelnen Zelle. Im Anschluss wurde die mittlere Zelldichte pro

Gruppe/ 0,01 mm? SVZ angegeben.

200 pm

Abbildung 7 (modifiziert nach Paxinos und Watson, 1998 *8): Schematische Darstellung der Schnittniveaus der fiir die
Auswertung ausgewahlten Schnitte sowie der pridefinierten Region in der SVZ (roter Rahmen) : a) +1.4 mm. b) +1.2

mm. ¢) +0,7 mm bezogen auf das Bregma

2.8 Histologische Uberpriifung der Elektrodenposition

Zur histologischen Uberpriifung der Elektrodenposition in der STN-Region wurden bei jedem
Versuchstier Hirnschnittserie zwischen AP: -3,6 mm und -4,3 mm analysiert auf denen die
Elektrodentrajektorie sichtbar war. Hierzu erfolgte eine Kresylviolettfarbung nach Nissl von auf
Objekttrager aufgezogenen Hirnschnitten. Erst wurden die Schnitte einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70% Ethanol, 90% Ethanol, 96% Ethanol, Propanol, Xylol fur je 5 Minuten), im
Anschluss einer absteigenden Alkoholreihe (Propanol, 96% Ethanol, 90% Ethanol, 70% Ethanol,

Aqua dest. fir je 5 min) unterzogen. Es folgte die zweiminitige Farbung mit dem
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wasserloslichen Kresylviolett und eine Spulung mit Aqua dest. SchlieBlich erfolgte die
Eindeckelung mit Entellan®.

Abbildung 8 zeigt representativ flr alle Studientiere die korrekte Elektrodenposition im linken
STN nach histologischer Aufarbeitung eines Hirnschnitts durch Nissl-Farbung. Die Trajektorie
von Elektrodenschaft und -spitze sind hier als Aussparung im Gewebe erkennbar (Pfeil). Ferner
ist der STN als gut sichtbare Verdichtung von Zellkernen sichtbar (Pfeil).

Abbildung 8: Korrekte Elektrodenposition im linken STN nach Nissl-Farbung. Die rote Linie markiert die Kontur des
STN

2.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mithilfe der Programme Excel und Graph Pad Prism (Version
6) durchgefiihrt. Die untersuchten Stichproben wurden nach Durchfiihrung des Normalitétstests
nach Kolmogorov and Smirnov als Stichproben einer normalverteilten Population definiert. Ein
Signifikanzniveau von p < 0,05 wurde als signifikant angenommen. Die Darstellung der
Ergebnisse erfolgte als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM).
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Zur Ermittlung des Stimulationseffektes nach 10-tdgiger STN-HFS wurde die Ratio aus der
Dichte immunreaktiver Zellen der behandelten Seite versus der der unbehandelten Seite gebildet.

Die sich ergebenden Mittelwerte innerhalb der Gruppen wurden verglichen und die Differenz
statistisch in einem ungepaarten t-Test ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Definition der Einschlusskriterien

Fur die endgultige Analyse wurden folgende Einschlusskriterien definiert:

1. histologisch gesicherter Nachweis einer orthotopen Lage der Elektrodenspitze im linken
STN (vergleiche Kapitel 2.8)

2. Nachweis eines funktionstlichtigen Stimulationssystems bis zum Ende der 10-tdgigen
Stimulationsperiode (vergleiche Kapitel 2.3.3)

3. komplikationsloser postoperativer Verlauf ohne z.B. Zeichen einer Fremdkorperreaktion
im Bereich der Implantathéhle

4. regelrechte Gewichtszunahme der Tiere

5. Ausschluss histologisch-artefizieller Gewebedefekte

Von 20 Tieren, die flr dieses Projekt operiert wurden gingen die Ergebnisse von 12 Tieren
(n=12) in die endgltige Auswertung ein. Griinde fur ein Ausscheiden aus dem Experiment
waren eine hohe Morbiditat und Mortalitat durch peri- und postoperative Komplikationen (n=5),
ein im Verlauf defektes Stimulationssystem (n=1), eine fehlerhafte Elektrodenposition (n=1)

sowie ein Gewebeschaden nach fehlerhafter Perfusion (n=1).

3.2 Ergebnis der immunhistochemischen Farbungen

3.2.1 Zellmorphologie und Verteilung

In den histologischen Schnitten der Zielregion SVZ zeigten sich mikroskopisch mit Blick auf die
oben beschriebenen Antigene zahlreiche immunreaktive Zellkerne, welche sich saumartig an der
gesamten lateralen Ventrikelwand auszumachen waren und eine dreiecksférmige Auslaufstruktur
am lateralen Ventrikelwinkel bildeten (vergleiche Abbildung 9).

Bei 20-facher VergroRerung zeigte sich ein Bild von zum Teil stark Gberlagerten Zellkernen von
ovalrunder Form. Wahrend BrdU- und Ki-67-immunreaktive Zellkerne vor allem lateral des
Ventrikels sowie im vorderen Ventrikelwinkel detektierbar waren, fanden sich PCNA-
immunreaktive Zellkerne auch am medialen Ventrikelrand. Dabei waren zwei morphologisch
unterschiedlich imponierende PCNA-positive Zellkerntypen voneinander zu unterscheiden: ein
ovalrunder Zellkerntyp, welcher in Form und Anordnung der von Ki-67- und BrdU-positiven
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Zellkernen entsprach sowie ein zweiter Zellkerntyp mit Kkleineren quadratischen,
pflastersteinartig angeordneten, schwacher angeféarbten Zellkernen, welche mehrreihig sowohl an
der medialen als auch lateralen Ventrikelwand angeordnet waren. Abbildung 9 zeigt eine
Ubersicht  Gber die  immunhistochemischen  Ergebnisse der drei  verwendeten

Proliferationsmarker in 10-facher VergroBerung. In Abbildung 10 sind in 20-facher

VergroRerung beide PCNA-immunreaktiven Zellkerntypen dargestellt.

Abbildung 9: Ergebnis der immunhistochemischen Firbungen in 10-facher VergroBerung. a) BrdU, b) Ki-67, ¢) PCNA
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Abbildung 10: Ergebnis der immunhistochemischen Firbung PCNA-immunreaktiver Zellkerne in 20-facher
VergroBerung: Es sind zwei unterschiedliche Zellkerntypen voneinander zu unterscheiden: rundovale Zellkerne am
lateralen Ventrikelrand sowie plastersteinartig angeordnete kleinere Zellkerne am medialen (Pfeil) und lateralen

Ventrikelrand.

3.2.2 Quantitative Analyse

Nach 10-tagiger kontinuierlicher Hochfreuquenzstimulation des STN war fir alle drei
Proliferationsmarker eine hohere Zelldichte immunreaktiver Zellen in der SVZ der stimulierten
Hemisphare im Vergleich zur kontralateralen Seite zu verzeichnen. In der Kontrollgruppe (STN-
SHAM-Gruppe) dagegen war die subventrikulare Zelldichte in der ladierten Hemisphare
geringer als kontralateral.

Insgesamt fanden sich in beiden Gruppen bilateral mehr BrdU-positive im Vergleich zu Ki-67-
und PCNA-positiven Zellkernen. Beim Vergleich der beiden endogenen Proliferationsmarker
Uberstieg die Zelldichte PCNA-immunreaktiver Zellkerne die von Ki-67-immunreaktiven
Zellkernen. Tabelle 9 gibt eine Ubersicht tber die quantitativen Ergebnisse. In den folgenden

Abschnitten werden die Einzelergebnisse fur die drei Proliferationsmarker gesondert dargestelit.
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3.3 Zellproliferativer Effekt der Hochfrequenzstimulation des Nucleus

Subthalamicus

3.3.1 Subventrikulare Zelldichte BrdU-immunreakiver Zellen nach 10-tdgiger STN-HFS

Bei Tieren der STN-HFS Gruppe, war eine signifikant erhohte Ratio der ipsilateral versus
kontralateralen Zelldichte BrdU-positiver Zellen im Vergleich zu Kontrolltieren (STN-SHAM)
zu verzeichnen.

Wahrend bei stimulierten Tieren im Durchschnitt 8.3% + 4.2% mehr Zellen in der ipsilateralen
SVZ im Vergleich zur Gegenseite detektierbar waren, war die ipsilaterale subventrikulare

Zelldichte der Kontrollgruppe im Vergleich zur Gegenseite sogar um 6.7% = 2.0% vermindert.

m STN-HFS
STN-SHAM

120 - 108,3
100 - 93,2

80 -

60 -

20 A

Dichte immunreaktiver Zellkerne in der der
ipsilateralen vs. kontralateralen SVZ in Prozent

Gruppen

Abbildung 11: Mittelwert der subventrikuliren Zelldichte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) BrdU-
immunteaktiver Zellkerne/0,01mm? SVZ im Vertgleich zur Gegenseite von STN-HFS vs. STN-SHAM behandelten
Tieren. * p < 0,05
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3.3.2 Subventrikulare Zelldichte Ki-67- und PCNA-immunreaktiver Zellen nach 10-tédgiger STN-HFS

Analog zu den Ergebnissen fur BrdU zeigte sich auch fir die endogenen Proliferationsmarker

Ki-67 und PCNA eine im Vergleich zur Gegenseite ipsilateral erhéhte Zellkerndichte bei Tieren

der STN-HFS Gruppe sowie eine ipsilateral verminderte Zellkerndichte bei Tieren der

Kontrollgruppe. Obwohl der Stimulationseffekt im Graph deutlich sichtbar ist, erreichte er

statistisch fur beide Marker keine Signifikanz.
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Abbildung 12: Mittelwert der subventrikuliren Zelldichte * Standardfehler des Mittelwerts
immunteaktiver Zellkerne/0,0lmm? SVZ im Vertgleich zur Gegenseite von STN-HFS vs. STN-SHAM behandelten

Tieren. p=0,11
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Abbildung 13: Mittelwert der subventrikuliren Zelldichte * Standardfehler des Mittelwerts (SEM) PCNA-
immunteaktiver Zellkerne/0,01mm? SVZ im Vergleich zur Gegenseite von STN-HFS vs. STN-SHAM behandelten
Tieren. p=0,13
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4 Diskussion

Die vorliegende Studie hatte das Ziel, den Effekt der kontinuierlichen tiefen
Hochfrequenzstimulation des Nucleus subthalamicus auf die Zellproliferation in der
subventrikuldaren Zone (SVZ) der gesunden Ratte zu untersuchen. Hierzu wurde nach
immunhistochemischer ~ Visualisierung von drei  verschiedenen Proliferationsmarkern
(unterschieden nach exogen vs. endogen) eine quantitative Analyse in definierten Serienschnitten
der SVZ durchgefhrt.

Im Ergebnis zeigte sich nach 10-taglicher kontinuierlicher Hochfreuenzstimulation des Nucleus
subthalamicus (STN-HFS) ein signifikanter Anstieg der Ratio BrdU-immunreaktiver Zellen
(ipsilaterale versus kontralaterale Zelldichte) in der SVZ von stimulierten Tieren im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Auch fir die endogenen Proliferationsmarker Ki-67 und PCNA lief sich ein
tendenzieller Anstieg immunreaktiver Zellen in der ipsilateralen SVZ nach STN-HFS
verzeichnen. Diese Ergebnisse sind prinzipiell mit der Hypothese eines zellplastischen Potentials
der STN-HFS vereinbar.

4.1 Strukturelle Neuroplastizitat und elektrische Hirnstimulation

4.1.1 Das neuroplastische Potential der tiefen Hirnstimulation des STN

Die vorliegende Studie belegt, dass sich durch kontinuierliche STN-HFS bei der gesunden bzw.
unbehandelten Ratte der Pool neuentstandener Zellen in der SVZ, einer dafur préadestinierten
sogenannten neurogenen Nischenregion, positiv beeinflussen lasst.

Die Ergebnisse dieser Studie lassen sich zum Teil in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
einer 2011 verdffentlichten Studie bringen, in der ein vergleichbares STN-HFS Paradigma in
unihemisphériell DA-depletierten Ratten angewendet wurde “*°. Danach konnten Khaindrava et
al. (2011) im neurotoxischen 6-Hydroxydopamin (6-OHDA)-Parkinsonmodell der Ratte nach
einer 8-tdgigen kontinuierlichen STN-HFS ebenfalls einen signifikanten Anstieg BrdU-
immunreaktiver Zellen in der ipsilateralen SVZ demonstrieren, welche zum Teil einen
neuronalen Phédnotyp aufwiesen. Einschrankend muss erwdhnt werden, dass der
Applikationsmodus von BrdU in der vorliegenden Studie im Vergleich zur vorher beschriebenen
unterschiedlich gewéahlt wurde. So haben Khaindrava et al. (2011) in ihrer Studie die 6-OHDA
ladierten Ratten am ersten Tag der STN-HFS mehreren BrdU-Injektionen entsprechend eines

pulsatilen Labelingprotokolls (5x75 mg/kg i.p.) unterzogen, sodass eine Population von sich in
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der S-Phase befindenden Zellen in den untersuchten Hirnregionen markiert und spéater als
Indikator fur Zelluberleben (und weniger Zellproliferation) verwendet werden konnte. In der
vorliegenden Studie wurde dagegen ein kumulatives Dosierungsregime von BrdU Uber die
Gesamtdauer der STN-HFS angewendet, wobei der Marker als Proliferationsmarker interpretiert
wurde.

Der hier gleichzeitig verzeichnete tendenzielle Anstieg der Expression von Ki-67 und PCNA,
zwei endogenen Proliferationsmarkern, in der ipsilateralen SVZ von Tieren der STN-HFS
Gruppe, unterstitzt die These einer reell gesteigerten Zellproliferation in der SVZ als Folge der
Stimulationsbehandlung. Dieses Ergebnis stellt einen Unterschied zu den Ergebnissen von
Khaindrava et al. (2011) dar, bei denen die Zelldichte Ki-67-immunreaktiver Zellen in allen
untersuchten Hirnregionen (u. a. der SVZ) nahezu unverandert blieb *°. Der Grund fiir diese
unterschiedliche Befundkonstellation kénnte in der Wahl des Tiermodells begriindet sein, wobei
der Nachweis eines zellproliferativen Effektes nach kontinuierlicher STN-HFS im Dopamin-
depletierten Tier ausblieb, im gesunden Tier jedoch nachzuweisen war. Das leicht abweichende
Stimulationsprotokoll dieser Studie scheint dagegen nicht fiir diese Unterschiede verantwortlich
zu sein, da der effektive ,,Ladungsstrom* (Ladungen pro Phase, Q/phase) mit 6.4 nC/phase in der
Studie von Khaindrava et al. (2011) sogar etwas hoher gewahlt wurde als in dieser Studie (5.2
nC/phase), die Stimulationsfrequenz sowie totale Stimulationszeit sogar nahezu identisch waren.
Als weiterer methodischer Unterschied muss das Studiendesign im Hinblick auf die statistische
Auswertung der beobachteten Effekte beachtet werden. Wahrend in der Studien von Khaindrava
et al. (2011) im 6-OHDA Parkinsonmodell der Ratte die absolute Dichte immunreaktiver Zellen
in der ispilateralen sowie kontralateralen Hemisphéare zwischen drei Versuchsgruppen Gruppen
(naiv; 6-OHDA-ladiert+STN-SHAM; 6-OHDA-ladiert+STN-HFS) miteinander verglichen
wurden und so auch kontralaterale Effekte untersucht wurden, erfolgte in dieser Studie ein
Vergleich der Ratio von ipsilateraler versus kontralateraler Zelldichte beider Gruppen (STN-
SHAM vs. STN-HFS).

Neben einem kontralateralen positiven Stimulationseffekt, kam es in der Studie von Khaindrava
et al. (2011) auch zu einer bilateral verminderten Zellzahl BrdU-immunreaktiver Zellen in der
SVZ nach unilateraler partieller Dopamindepletion, a. e. als Ergebnis einer bilateral
verminderten DA Transmission durch Neurotoxizitdt von 6-OHDA. Dieses Ergebnis weist auf
eine interhemisphérische Kommunikation des STN aber auch des mesencephalen (bzw. nigralen)
Dopaminsystems hin, was durch anatomische Arbeiten und klinische Beobachtungen teilweise
untermauert wird. So konnte z.B. bei Parkinsonpatienten, bei denen aufgrund der deutlichen

Asymmetrie der Kardinalsymptome nur eine unilaterale (d. h. kontralateral zur ,,Symptomseite*
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gelegene) STN-HFS durchgefuhrt wurde, auch ein symptomatischer Effekt auf der ipsilateral

051 Ferner konnte im Rahmen

zum Stimulationsort gelegenen Korperseite beobachtet werden
intraoperativer Ableitungen im STN eine erhéhte Multiunit Spike Aktivitat nach HFS des

kontralateralen STN demonstriert werden °2.

4.1.2 Spezifitat der neuroplastischen Veranderungen nach tiefer Hirnstimulation des STN

Die Frage nach der Spezifitat neuroplastischer Veranderungen infolge der STN-HFS im Sinne
einer Induktion von Zellproliferation in der SVZ stellt sich mehrdimensional: erstens mit Blick
auf die Zielpunktspezifitiat der STN-HFS und zweitens hinsichtlich der Stimulationsspezifitat des
Hochfreugenzstimulationsprotokolls allgemein.

Fur die Beurteilung der Zielpunktspezifitat spielt die Interkonnektivitat der Zielstruktur mit
anderen Hirnregionen eine bedeutende Rolle. Der Nachweis neuroplastischer Effekte nach tiefer

8 In dieser

Hirnstimulation wurde erstmals von Toda et al. (2008) beschrieben
tierexperimentellen Studie konnten die Autoren eine 2- bis 3-fache Zunahme von
neuentstandenen Vorlduferzellen in der subgranuldren Zone des Gyrus dentatus des
Hippocampus nach bilateraler Hochfrequenzstimulation des vorderen Thalamuskerns (Nucleus
anterior thalami) der Ratte aufzeigen, wobei die Zellen dabei zum Grofteil einen neuronalen
Phénotyp aufwiesen. Da der Hippocampus und der Nucleus anterior thalami direkte und zugleich
reziproke Verbindungen unterhalten >*, war es naheliegend zu argumentieren, dass die Induktion
von Neurogenese in der neurogenen Nischenregion Gyrus dentatus spezifisch fir die tiefe
Hirnstimulation des vorderen Thalamuskerns war. Eine 1:1 Ubertragung dieses Ansatzes lasst
sich allerdings nicht fur die Ergebnisse der vorliegenden Studie ableiten, da es keine bekannte
monosynaptische Verbindung zwischen dem STN und der SVZ gibt. Somit kdnnen die
zellproliferativen Effekte in der SVZ nach STN-HFS nur Gber indirekte Bahnverbindungen bzw.
die Involvierung weiterer Relaisstationen abseits des STN erklart werden (siehe 4.1.3).
Hinsichtlich der Stimulationsspezifitat der neuroplastischen Effekte stellt sich die Frage nach der
Signifikanz des Paradigmas der tiefen Hirnstimulation. Anders formuliert kann man sich fragen
ob die Induktion von Zellproliferation tUberhaupt an ein definiertes Stimulationsprotokoll (hier
im Sinne der Hochfrequenzstimulation) gebunden ist.

Einige Beobachtungen kénnten diese Hypothese in Frage stellen. So konnte bereits durch Scott
et al. (1998) in sogenannten Kindling-Versuchen zur Induktion von epileptischen Anféllen an

Ratten gezeigt werden, dass die hierzu durchgefiihrte wiederholte niederschwellige elektrische
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Stimulation der Amygdala zu einer vermehrten Neurogenese im Gyrus dentatus des
Hippocampus filhrte >°. Obgleich auch Teile der Amygdala (insbesondere die laterobasalen
Nuclei) reziproke Verbindungen mit dem Hippocampus unterhalten, werteten die Autoren die
gesteigerte Neurogenese im Gyrus dentatus im Gegensatz zu Toda et al. (2008) weniger im
Kontext einer Zielpunktspezifitat der elektrischen Stimulation (hier der Amygdala), sondern
vielmehr als Form einer epileptogenen Neuroplastizitat. Unter Berticksichtigung dieser These
konnen die eigenen Beobachtungen derart interpretiert werden, dass die Induktion
neuroplastischer Effekte zwar an eine elektrische Hirnstimulation nicht aber an einen bestimmtes
Stimulationsprotokoll wie das der STN-HFS gekoppelt sein kdonnte. So konnte eine gesteigerte
Neurogenese in den neurogenen Nischen in der Vergangenheit auch nach elektrokonvulsiver
Therapie *® sowie transkraniale Magnetstimulation *’ gezeigt werden.

In einer neuere tierexperimentellen Arbeit zeigte sich auch nach elektrischer Stimulation des
Motorkortex bei der Ratte mittels epidural angelegter Elektroden eine vermehrte
Zellproliferation in der SVZ %, Interessanterweise zeichneten sich einige dieser Zellen durch
einen neuronalen Phédnotyp aus und schienen in Richtung auf die Quelle der elektrischen
Stimulation im Sinne einer Elektrotaxis zu migrieren.

Zusammengefasst kann anhand der aktuellen Datenlage keine sichere Zuordenbarkeit der
zellplastischen Effekte in der SVZ nach STN-HFS hinsichtlich ihrer Zielpunktspezifitat sowie
der Spezifitat ihres Stimulationsregimes erfolgen. Es ist durchaus vorstellbar, dass die Effekte
der unterschiedlichen Stimulationsmodi auf eine gemeinsame Endstrecke (z.B. Mediatoren)

zurlckgefuhrt werden kdnnen.

4.1.3 Mechanismen von gesteigerter Zellplastizitat nach tiefer Hirnstimulation des STN

Obwohl das gewdhlte Studiendesign keine sichere Aussage zur Ursache der zellplastischen
Veranderung in der SVZ nach Hochfrequenzstimulation des STN erlaubt, sollen doch einige
Indizien und entsprechende Kausalzusammenhange diskutiert werden.

In vorherigen Studien wurde die Rolle von Neurotransmittern, und hier insbesondere von
Dopamin (DA), bei der Stimulierung von Zellproliferation und Neurogenese herausgestellt *°.
Auf experimenteller Seite gibt es eine ausreichende Evidenz dafir, dass die dopaminerge
striatale Transmission (dem terminalen Projektionsgebiet der nigro-striatalen DA-Neurone)
durch die HFS des STN gesteigert werden kann. So konnte beispielsweise (z. T. durch die eigene

Arbeitsgruppe) an gesunden Ratten sowie im 6-OHDA Parkinsonmodell der Ratte (d. h. im
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Zustand der partiellen striatalen DA-Depletion) mittels verschiedener Techniken (Mikrodialyse

vs. Voltammetrie) nach akuter STN-HFS sowohl eine vermehrte DA-Freisetzung *"°%°

, als auch
ein gesteigerter DA-Metabolismus **3" demonstriert werden. Schon nach einstiindiger STN-HFS
mit 130 Hz konnten deutlich erhdhte extrazellulare DA-Level im ipsilateralen Striatum von
nigrostriatal DA-depletierten Tieren (Steigerung um bis zu 200%) wie auch gesunden Tieren
(Steigerung um bis zu 168%) nachgewiesen werden .

Die Tatsache, dass auch nach chronischer STN-HFS (wie sie im Rahmen der hier dargestellten
Versuche durchgefiihrt wurde) erhdhte striatale Gewebelevel von DA aufgedeckt werden

konnten 5162

, spricht fir eine absolute oder funktionelle Induktion des nigralen dopaminergen
Zellpools durch STN-HFS. Es erscheint somit prinzipiell vorstellbar, dass (ber diesen
Mechanismus auch die Zellproliferation in der SVZ positiv beeinflusst wird.

Diese Vermutung wird gestiitzt durch den anatomischen Nachweis einer nigro-subventrikularen
dopaminergen Innervation (a. e. als Kollateralen der nigrostriatalen Projektionsneurone), die mit
einer direkten Stimulation von Vorlauferzellen in nicht-humanen Primaten assoziiert wurde *.
Die Hypothese einer DA assoziierten gesteigerten Zellproliferation in der SVZ nach STN-HFS
diskutierten auch Khaindrava et al. (2011). Die Arbeitsgruppe postulierte ein komplexes,
teilweise DA-abhangiges Konzept *°. Diese Vermutung beruhte einerseits auf der Beobachtung,
dass Zelluberleben (gemessen an der Anzahl BrdU immunreaktiv positiver Zellen nach
pulsatilem Dosierungsregime fir BrdU, s.0.) und Zellproliferation (gemessen an der Anzahl Ki-
67 immunreaktiv positiver Zellen) unabhéngig voneinander beeinflusst wurden, andererseits auf
der Tatsache, dass die Anzahl Ki-67 positiver Zellen mit dem Ausmaf der nigrostriatalen DA-
Depletion korrelierte, die Anzahl BrdU positiver Zellen jedoch davon unabhéngig blieb.

Ein weiterer Ansatz ist die Hypothese einer selektiven Regulation der unterschiedlichen Phasen
des Neurogenese-Prozesses (Proliferation, Reifung, Zelliberleben). So hatten Soumier et al.
(2009) am Beispiel der Wirkung des Serotoninagonisten Agomelatin auf die Neurogenese in der
SGZ zeigen konnen, dass die Reaktion proliferierender Zellen auf Agomelatin vom Zellstadium
abhangig war ®. Mit Blick auf die Neurotransmitterhypothese als Stimulus fiir Zellproliferation
ist es ferner bemerkenswert, dass Jahanshahi et al. (2013) nach epiduraler elektrischer
Stimulation des Motorkortex eine Erhéhung von Serotonin in der SVZ der Ratte beschrieben und
diese in ursachlichen Zusammenhang mit der gesteigerten Zellproliferation brachten . Dieser
Mechanismus ist mit Blick auf die Zielpunktspezifitat der STN-HFS in der vorliegenden Arbeit
jedoch als nachrangig zu erachten, da eine gesteigerte serotoninerge Transmission im Striatum

nach STN-HFS nicht endgltig belegt werden konnte "

40



Anderen experimentellen Ansatzen zufolge scheinen neben Neurotransmittern auch neurotrophe-
und andere Wachstumsfaktoren die endogene Neurogenese in neurogenen Nischenregionen des
adulten Gehirns anstoBen und unterhalten zu kénnen . Somit besteht auch ein berechtigter
Grund zu der Annahme, dass der stimulationsvermittelte Effekt auf Zellproliferation bzw.
Neurogenese durch eine Stimulation von endogenen neurotrophen Faktoren bedingt sein konnte.
Fur die Interpretation der Ergebnisse der vorliegenden Studie bedeutet dies, dass eine derartige
Stimulation von neurotrophen Faktoren in der SVZ durch die STN-HFS hervorgerufen werden
miusste. Tatséchlich konnte ein Anstieg von BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) nach
chronischer STN-HFS im an die SVZ angrenzenden Striatum gesunder Ratten nachgewiesen
werden . Analog konnte in der Hippocampusregion in Versuchen zur Langzeitpotenzierung
(long erm potentiation [LTP]; eine der am besten charakterisierten Form synaptischer Plastizitat)
unter Verwendung eines Hochfrequenz-Stimulationsprotokolls (f = 100Hz) in der CA1-Region
eine Zunahme von Zellproliferation und neuronaler Differenzierung von endogenen neuralen
Vorlauferzellen sowie ein Anstieg von BDNF demonstriert werden .

Zusammengefasst gibt es mehrere Erklarungsansatze fur eine gesteigerte Zellproliferation durch
STN-HFS bei der gesunden Ratte. Wenngleich die diskutierten Mechanismen
(Neurotransmitterhypothese, Expression neurotropher Faktoren) im Rahmen des gewahlten
experimentellen Ansatzes dieser Studie nicht gesondert untersucht wurden, lasst sich ein
spezifischer Effekt der STN-HFS auf Zellproliferation in der SVZ (Zielpunktspezifitat; s. 0.)

anhand der aktuellen Datenlage theoretisch leicht untermauern.

4.2 Zellplastischer Effekt durch Mikrol&sion des Nucleus Subthalamicus

4.2.1 Effektaquivalenz von STN-HFS und STN-Léasion ?

Es ist aus Kklinischer Sicht hinreichend bekannt, dass es zwischen ablativen und
neuromodulativen Strategien im Bereich der Basalganglien mit Blick auf die Symptomkontrolle
beim Patienten eine Effektaquivalenz gibt. Diese wurde auch fiir die STN-HFS beschrieben (zur
Ubersicht siehe Hariz 2013 *%). Von experimenteller Seite ergeben sich jedoch Hinweise auf ein
komplexeres Zusammenspiel basalgangliondrer  Netzwerkstrukturen bei  modulativen
Interventionen im Vergleich zu ablativen Ansétzen. So hatten Bacci et al. (2004) zeigen kdnnen,
dass eine subchronische STN-HFS im Vergleich zu einer einfachen STN-Ld&sion im
Parkinsonmodell der Ratte, gleichartige Effekte wie z. B. eine Reversibilitat der durch die DA-
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Depletion ausgeldsten zelluldren Effekte in den Ausgangsstrukturen der Basalganglien, auch
antagonistische Effekte nach sich zieht .

Weiter ist beschrieben, dass derartige Anderungen auf zellularem Niveau, als auch
Verhaltensdnderung in Tierversuchen unter chronischer STN-HFS, an die Dauer der
Stimulationsbehandlung gebunden sind "®"2. Dies spricht fiir ein deutlich komplexeres Potential
der STN-HFS als initial vermutet, welches sich von ablativen Methoden unterscheidet und die

Beeinflussung funktioneller als auch neuroplastischer Aspekte miteinschlief3t.

4.2.2 Lésionsbedingte zellplastische Effekte ?

Als weiteres interessantes Ergebnis der quantitativen Auswertung zeigte sich eine bei
Kontrolltieren verminderte Anzahl subventrikulérer BrdU-, Ki-67- sowie PCNA-immunreaktiver
Zellen in der SVZ der ladierten- im Vergleich zur unaffektierten Hemisphére, welche im Sinne
eines negativen zellplastischen Effekts durch die Elektrodenimplantation in den STN
interpretiert werden konnte. Eine solche Beobachtung machten auch Khaindrava et al. (2011) in
der SGZ des Hippocampus, wo es bei Kontrolltieren zu einer Abnahme Ki-67-immunreaktiver
Zellen durch die Implantation der Placeboelektrode in den STN kam.

Bisher gibt es keine Studie welche sich gezielt mit dem neuroplastischen Effekt der
Elektrodenimplantation in den STN beschéftigt hat, es existiert jedoch eine Studie zur
Auswirkung einer im Hippocampus gesetzten Mikrol&sion (durch Einbringen einer Mikronadel)
auf hippocampale Neurogenese. Hier kam es durch die L&sion zu einem Anstieg von
Neurogenese in der SGZ "®. Da die in dieser Studie gesetzte Mikrolasion nicht unmittelbar in der
SVZ erfolge, der Zone in der der zellproliferative Effekt untersucht wurde, sind beide Studien
nur unzureichend vergleichbar. Wéhrend in der Studie von Song et al. 2013 eine gesteigerte
Expression des Wachstumsfaktors G-CSF sowie ein Anstieg von Zytokinen als mégliche Stimuli
der gesteigerten Neurogenese nachgewiesen werden konnten, ist es vorstellbar, dass der hier
beobachtete  gegensétzliche repressive zellproliferative Effekt kein  unmittelbarerer
lasionsbedingter Effekt in der SVZ, sondern vielmehr die Folge einer durch die
Elektrodenimplantation bedingten Schadigung der nigro-striatalen Projektionsbahnen sein
konnte, welcher durch die nachfolgende Stimulationsbehandlung konterkariert wurde.
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4.3 Methodische Aspekte

4.3.1 Beurteilung der immunhistochemischen Visualisierung der Proliferationsmarker

Alle in der Studie verwendeten Proliferationsmarker konnten immunhistochemisch zuverléssig
mit geeigneten Enzymreaktionen visualisiert werden. In den ausgewéhlten Hirnschnitten waren
multiple immunreaktive Zellkerne sichtbar, welche sich vor allem saumartig an der gesamten
lateralen Ventrikelwand befanden und in eine dreiecksférmige Auslaufstruktur am vorderen
Ventrikelwinkel mundeten. Diese Anordnung entsprach der anatomischen Lokalisation der SVZ,
welche im vorderen Ventrikelwinkel in das Rostrale Migrationssystem (RMS) Ubergeht, in dem
die jungen subventrikularen Zellen gewohnlich in Richtung Bulbus olfactorius migrieren.

In der vorliegenden Studie wurde der exogene Proliferationsmarker BrdU verwendet, der im
Sinne eines kumulativen Labelings an zehn konsekutiven Tagen identisch zu der totalen
Stimulationszeit appliziert wurde. Die immunhistochemische Visualisierung und nachfolgende
Quantifizierung von BrdU erlaubte seine Verwendung als MaR fur die Zellproliferation.
Mikroskopisch zeigte sich bei Vergleich der Proliferationsmarker in beiden Gruppen bilateral die
grolRte Zelldichte fir BrdU immunreaktiv positive Zellen. Dieses Ergebnis entsprach den
Erwartungen, da BrdU kumulativ Zellen in der S-Phase markierte. Da BrdU im Rahmen der
Zellteilung an die Tochterzellen weitergegeben wird, gingen auch diese bei der Quantifizierung
mit ein.

Durch die immunhistochemische Detektion der endogenen Proliferationsmarker Ki-67 und
PCNA sollte im Gegensatz zu BrdU eine Markierung der Proliferationsfraktion zum Zeitpunkt
des Gewebetodes erfolgen. Die deutlich erhdhte Dichte PCNA immunreaktive positiver im
Vergleich zu Ki-67 immunreaktiv positiven Zellen ist am wahrscheinlichsten in dem

unspezifischeren Profil von PCNA begriindet "

. So war ein zweiter, kleinerer PCNA
immunreaktiver Zellkerntyp nachweisbar, welcher morphologisch und mit Blick auf seine
anatomische Lokalisation am ehesten dem von Ependymzellen entspricht, welche die mediale
sowie laterale Ventrikelwand auskleiden.

Wenngleich die in der vorliegenden Studie verwendeten Proliferationsmarker als etabliert
angesehen werden kdnnen, miissen sie in Reflexion auf die individuellen Ergebnisse hinsichtlich

ihrer Charakteristika mitbeurteilt werden.
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4.3.2 Limitationen der BrdU-Immunhistochemie

BrdU ist eine toxische sowie teratogene Substanz **. So kann BrdU bei der Ratte die Apoptose
triggern, die Stabilitat der DNA verandern, den Zellzyklus verlangern und die Mitose fordern ™.
Um derartige toxische und andere ,,Nebenwirkungen® weitgehend zu vermeiden, wird in
tierexperimentellen Studien meistens eine Konzentration von maximal 50-100mg/kg KG (bei der
I.p. Applikation) verwendet. Dieser Empfehlung wurde in der vorliegenden Studie entsprechend
Rechnung getragen.

Streng genommen darf BrdU nicht als reiner Marker der S-Phase interpretiert werden, da es auch
von Zellen aufgenommen wird, in denen DNA-Reparationen, Gen-Duplikation oder apoptotische
Prozesse ablaufen **. Hinsichtlich der Pharmakokinetik ist zu erwdhnen, dass BrdU nur 30
Minuten bis 2 Stunden in bioaktiver Konzentration im Blut nachweisbar ist, und deshalb pro
Injektion jeweils nur ein Teil aller sich in der S-Phase befindlichen Zellen markieren kann .
Weiterhin ist zu bertcksichtigen, dass ein bestimmter Anteil BrdU immunreaktiv positiver
Zellen der orthotopen post mortem Detektion entgehen kann, wenn diese sich bereits in
Migration befanden. Ferner ist die praktische Handhabung von BrdU bei der Interpretation der
Ergebnisse zu beachten. Da Stress den Neurogeneseprozess in der SVZ negativ beeinflussen
kann ”" und die intraperitoneale Injektion als stressreiche Prozedur gewertet werden muss, ist
vorstellbar, dass die Injektionsbehandlungen selber einen Effekt auf die Neurogenese hatte.

Da die Untersuchungsbedingungen fir alle Versuchstiere bzw. innerhalb der Versuchsgruppen
(STN-HFS vs. STN-SHAM) identisch waren, sind die erhéhten Zelldichten BrdU immunreaktiv
positiver Zellen in der SVZ jedoch eher dem Wirkeffekt der STN-HFS zuzuschreiben und nicht

auf die 0. g. Eigenschaften von BrdU zuriickzufuhren.

4.3.3 Vergleich der beiden endogenen Proliferationsmarker

Ki-67 und PCNA sind die am haufigsten verwendeten endogenen Proliferationsmarker. Analog
zu BrdU sind diese Marker nicht ausschliel3lich mit Zellproliferation, sondern auch mit der
DNA-Reparatur assoziiert, weshalb die Proliferationsfraktion tendenziell iberschatzt wird *>™.

Die hier beschriebenen unterschiedlichen Expressionsraten von PCNA vs. Ki-67 innerhalb der
Versuchsgruppen konnen groRtenteils durch das unspezifischere Profil von PCNA im Vergleich
zu Ki-67 erklart werden. So ist das Ausmal der PCNA Detektion im Vergleich zu Ki-67 stark
von der Lange der Gewebefixation und der Art der Gewebevorbereitung abhéngig "®. Relevanter
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fur die hohere Zellzahl ist jedoch wahrscheinlich seine lange Halbwertszeit von ca. 8-20 Stunden
%2 sowie die Tatsache, dass das Protein auch in ruhenden Zellen in einer nukeoplasmatischen
Form vorkommt *®. Da Ki-67 eine Halbwertszeit von lediglich einer Stunde hat, ist es im
Gegensatz zu PCNA nicht mehr in der GO-Phase nachweisbar und markiert proliferierende
Zellen spezifischer. Die kurze Halbwertzeit fiihrt andererseits jedoch dazu, dass der Marker
schon in der friihen G1- Phase nicht mehr exprimiert wird und so zu einem falsch negativen
Wert fiihrt .

4.4 Ausblick und klinische Relevanz der Ergebnisse

Neuroplastizitdt kann als ein biologischer Prozess definiert werden, welcher strukturelle,
funktionelle sowie molekulare Mechanismen von Nervenzellen, die zu einer Erhaltung und
Kompensation von alters- und krankheitsbedingten Veranderungen des peripheren und zentralen
Nervensystems fuhren, umfasst. In der vorliegenden Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass
sich in gesunden bzw. unbehandelten Ratten durch kontinuierliche tiefe Hirnstimulation des STN
eine vermehrte Zellproliferation in der SVZ als Ausdruck struktureller Neuroplastizitét
induzieren lasst. Im Rahmen des gewahlten experimentellen Ansatzes lieR sich nach 10-tagiger
Hochfrequenzstimulation ein signifikanter Anstieg BrdU-immunreaktiv positiver Zellen in der
SVZ, einer der beiden neurogenen Nischenregionen des adulten Gehirns (neben der SGZ des
Hippocampus) nachweisen. Daruiber hinaus zeigte sich der Trend einer erhohten Expressionsrate
fir die endogenen Proliferationsmarker Ki-67 und PCNA. Als mdgliche zugrunde liegende
Mechanismen dieser Effekte wurde eine gesteigerte striatale Transmission von Dopamin und
BDNF diskutiert. Diese Arbeit dient als fundamentale Basis fir Folgestudien zur Untersuchung
neuroplastischer Mechanismen von STN-HFS. Diese sollten mdgliche ursdchliche
Mechanismen, eine weitere phanotypische Charakterisierung der proliferierten Zellen der SVZ
als auch ihr Migrationsverhalten beriicksichtigen, um die funktionelle Signifikanz einer STN-
HFS assoziierten Neurogenese in der SVZ aufrecht erhalten zu kénnen.

Solange noch keine kausalen Therapien zur Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen wie
dem Idiopathischen Parkinsonsyndrom (IPS) verfiigbar sind, werden neurorestaurative
Therapieansétze im Fokus der Grundlagen- und klinischen Forschung bleiben. Neurorestaurative
Therapieansétze beim IPS umfassten bisher fetale Stammzelltransplantationen, die im
Autopsiegut eine Re-Innervation von 30 bis 50% im Putamen erreichten und von guten

klinischen Effekte begleitet waren %. Aufgrund des hohen methodischen Aufwands, ethischer
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Bedenken aber auch der hohen Nebenwirkungsrate hat sich diese Strategie als Alternative in der
Behandlung des IPS jedoch bisher nicht durchsetzen kdnnen.

Die Hypothese, dass durch endogene Neurogenese im adulten Gehirn degenerierte
Neuronenpopulationen kompensiert werden kénnen, hat in den letzten Jahren in Form von
intensiver Forschung zur Neurogenese viel Aufmerksamkeit erhalten und wird bis heute
kontrovers diskutiert. Die SVZ kann als wichtigstes Reservoir von humanen adulten neuronalen
Stammzellen aufgefasst werden. Dort entstehende neuronale Vorlauferzellen kénnen unter
externen Einfliissen derart ,,umprogrammiert werden, dass sie unterschiedliche Phé&notypen
ausbilden ®, zur Migration in bestimmte Hirnareale angeregt werden ® und sich dort funktional
in bestehende neuronale Netzwerke integrieren ®. Methoden zur Stimulation der endogenen
Neurogenese sind fur die Entwicklung endogener Stammzelltherapien schlussfolgernd von
grolRer Wichtigkeit.

Mit der tiefen Hirnstimulation des STN steht ein etabliertes und zugleich sehr effektives
neuromodulatives Therapieverfahren in der Behandlung des IPS zur Verfugung. Nachdem pré-
Klinische Arbeiten Ubereinstimmend eine Praservation des dopaminergen Phanotyps der
Substantia nigra pars compacta (SNc) nach chronischer STN-HFS belegen konnten (zur
Ubersicht siehe Review von Harnack und Kupsch 2010 ®) und in klinischen Langzeitstudien zur
STN-HFS eine stabile Symptomkontrolle von motorischen Symptomen von bis zu funf Jahren
dokumentiert wurde %%, richtet sich nun zunehmend ein Fokus auf mogliche
krankeitsmodifizierende Effekte durch STN-HFS im Sinne einer Beeinflussung von Nicht-
motorischen Symptomen. Im Rahmen einer zentrumstbergreifenden klinischen Studie aus 2013
(sogenannte EARLYSTIM-Studie) wurde erstmals der Effekt einer frihzeitig im
Krankheitsverlauf beginnenden STN-HFS nach 2-jahriger Behandlungsdauer dokumentiert.
Ergebnis war eine signifikant verbesserte Lebensqualitat durch die Stimulationsbehandlung im
Vergleich zur medikamentose Therapie ®’.

Bisher sind préklinische Arbeiten zum Thema Neuroprotektion und Neurogenese bei tiefer
Hirnstimulation aufgrund der technischen Umsetzung im Tiermodell rar, konnten dieser
Therapieoption in Zukunft jedoch weiteren Auftrieb verleihen.

Ein moglicher Zusammenhang zwischen einer klinischen Verbesserung bestimmter nicht-
motorischer Symptome und einer gesteigerten Neurogenese durch STN-HFS lassen sich jedoch
bereits jetzt anhand klinischer Daten ableiten. In einer Fallserie von Guo et al. (2008) z.B. wurde
die Auswirkung von chronischer tiefer Hirnstimulation des STN auf die olfaktorische Funktion
von Parkinsonpatienten untersucht, wobei sich nach einer Beobachtungszeit von sechs Monaten

eine verbesserte olfaktorische Funktion zeigte ®. Da die Abnahme des Riechvermdgens auf eine
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Degeneration von dopaminergen Neuronen im Bulbus olfactorius (OB) zurtickgefiihrt wird, ist
es durchaus vorstellbar, dass die verbesserte Riechfunktion nach tiefer Hirnstimulation durch
eine gesteigerte Zellproliferation in der SVZ mit nachfolgender Migration im SVZ-RMS-OB
System bedingt war.

Ein weiteres Beispiel bezieht sich auf die positiven Auswirkungen der tiefen Hirnstimulation auf
Affekt und Kognition 3! zwei Befunde, die leicht mit einer gesteigerten hippocampalen
Neurogenese in Zusammenhang gebracht werden koénnen. Zur Klarung dieser Aspekte sind
zukiinftige tierexperimentelle Studien notwendig, die systematisch eine Korrelation zwischen
gesteigerter Neurogenese und kognitiven bzw. affektiven Verhaltenseffekten sowie
olfaktorischer Funktion untersuchen.

Es sei abschlieend erwéhnt, dass ein Transfer von Ergebnissen tierexperimenteller Studien auf
die humanpathologische Situation nicht uneingeschrankt maoglich ist. Wenngleich Hoglinger et
al. (2004) bei Parkinsonpatienten eine verminderte Neurogenese in den neurogenen Zonen
nachweisen konnten %, lieR sich diese Beobachtung in einer neueren Studie nicht reproduzieren
%30 zeigten sich in der zuletzt genannten Studie von van den Berge et al. (2011) bei post
mortem- Untersuchungen von 10 Parkinsonpatienten weder relevante Unterschiede in der Anzahl
von adulten neuronalen Stammzellen sowie deren proliferativer Kapazitdt im Vergleich zu
gesunden Kontrollen, noch eine Modulation von humanen neuronalen Stammzellreihen durch

Dopamin in-vitro.
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Anhang:

Verwendete Substanzen und Lésungen

Glyzerin Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydroxid Merck, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 4: Fir die transkardiale Perfusion und Kryoprotektion verwendete Substanzen

Kryoprotektive Losung 250ml Glyzerin, 250ml Ethylenglykol,500ml
Phosphatpuffer (0,1M, pH 7,4)

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) 0,1M 18g NaCl
5,26g NaH2PO4+ H20

58,2¢ Na2HPO4+12 H20
In 21 dH20 I6sen und mit NaOH 1M auf 7,4 pH

einstellen

Tabelle 5: Fur die transkardiale Perfusion, Entwisserung und Kryoprotektion verwendete Losungen
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ABC-Reagenz: Vectastain Elite Vector Laboratoties, Butlingame, USA

Ammoniumnickel-2-sulfat A-1827 SIGMA Chemie, Deisenhofen, Deutschland

Entellan® Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethanol 96% 1.00949.1000 Merck, Darmstadt, Deutschland

2-Propanol (100%) Merck, Darmstadt, Deutschland

Triton X-100 37240 Serva, Heidelberg, Deutschland

Wasserstoffperoxid (30%) Merck, Darmstadt, Deutschland

Ziegen- Normalserum S1000 Vector Laboratories , Burlingame, USA

Tabelle 6: Fur die Immunhistochemie verwendete Substanzen mit Hersteller
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Boratpuffer 0,1 M 3,08 g Borsidure + 450 ml Aqua dest + 5N
Natriumhydroxid, titrieren auf pH 8,5, auf 500 ml

auffullen

PBS-Arbeitslésung (0,2%) 20mg BSA in 10ml PBS

PBS-plus 2 92 ml PBS, 3 ml Triton X 10%, 5 ml Ziegennormalserum

Trispuffer (IBS) 10mmol/1 121 mg Tris (H2NC(CH2OH)3) in 80 ml H20 Iésen und
mit HCI 10M auf 7,6 pH ecinstellen, dann auf 100 ml
auffiillen

Tabelle 7: Fiir die Immunhistochemie verwendete Losungen

Kresylviolett Merck, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 8: Fiir die Nissl-Firbung verwendete Substanzen und Losungen mit Hersteller
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