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1. Einleitung
1.1  Die Hochfrequenzstimulation des Nucleus subthamnicus als neuromodulatives
Therapieverfahren — Prinzipien
Die Hochfrequenzstimulation (HFS) ist ein neuromatives Therapieverfahren, das in der
Behandlung von Bewegungsstérungen (z.B. idiopatlescParkinsonsyndrom, essentieller
Tremor und Dystonie) und zunehmend auch andereosychiatrischer Erkrankungen (z.B.
Epilepsie, Zwangs-Kontroll-Stérung, Depression) Amaung findet®%449%105123 gaj der HFS
werden insbesondere subkortikale Hirnregionen (BB8salganglien und thalamische Kerne)
elektrisch stimuliert. Daher hat sich im klinischprachgebrauch auch der Begriff der ,tiefen
Hirnstimulation* (aus dem Englischen ,deep braimsiation — DBS*), bzw. in der Laienpresse
und patientenorientierten Publikationen der Beggfirnschrittmacher* etabliert’. Der Begriff
der Neuromodulation wiederum beschreibt die fumigle Einflussnahme eines
interventionellen Verfahrens (neben der, bzw. zlisét zur tiefen Hirnstimulation z.B. Gen-
Transfer, intrazerebrale Applikation neurotrophakteren®®®3 auf die Re-Aquilibrierung eines
zuvor gestorten Gleichgewichtes innerhalb des malen Netzwerkes.
Das Prinzip der HFS von tiefen Hirnkernen bestelttar kontinuierlichen und langfristigen (d.h.
Uber Jahre) Applikation von elektrischen Impulsdmeridauerhaft im Gehirn implantierte
Elektroden. Die Stimulationsparameter (z.B. PdldyitStimulationsamplitude, Pulsweite,
Frequenz) werden dabei von einem ebenfalls im@dydaren, jedoch von extern
programmierbaren Impulsgenerator, der mit den Edellein tber ein integriertes Kabelsystem in
Verbindung steht, generiert (siehe Abbildung 1)sbksondere die Verwendung von
Stimulations-Repetitionsraten von mehr als 100 $ekunde (>100 Hz), also weit oberhalb der
Eigenfrequenz von Neuronen, haben den Begriff déochfrequenzstimulation* begrindet.
Gewohnlich wird ein monopolarer Stimulationsmodewghlt, bei dem entweder einer oder
mehrere Kontakte einer in der Regel 4-poligen Statmnselektrode als Kathode und das
Gehéause des Impulsgenerators als Anode dienenn@agie monopolare Stimulation). Neben
der Impulsfrequenz ist auch die Lange der Impulsefie die Wirksamkeit der HFS wichtiger
Parameter, in der klinischen Anwendung werden mREgel Impulse mit einer Lange von 60 -
120us verwendef™.
Der Hochfrequenzstimulation als eigenstandiges awdunurgisches Therapieverfahren gingen
lasionale Techniken zur Steuerung der Basalgarigh&tion voraus, die in der Behandlung von
Bewegungsstorungen seit den 1950-er Jahren uneeied noch heute erfolgreich angewendet

werden 89148150 Dapej werden die subkortikalen Kerne durch Radipfenz- oder



Thermokoagulation irreversibel zerstd?t Analog zu den lasionalen Verfahren wird auch bei
der HFS die Ansteuerung des Zielpunktes mittelsrestaktischen Operationsmethoden
vorgenommen. Damit basiert die HFS auf der Ubemnnggeines Operationsprinzips, welches
bereits fir lasionale Techniken angewendet wurdgeréssanterweise machte man die
Beobachtung, dass die HFS teilweise ahnliche ldh@s/Virkungen hervorrief wie die Lasion (z.
B. Verbesserung des Tremdr$), was zu der Annahme fiihrte, dass es unter der 2dF&ner
funktionellen Inhibition der stimulierten Areale rkont. Diese ,Effektaquivalenz“ kann durch
Ausschaltung des Impulsgenerators und damit der bé&hdet werden, was den reversiblen
Charakter des Verfahrens unterstreicht. Der Immuegator ist zudem von extern
programmierbar, so dass auch nach der ImplantdteStimulationsparameter verandert und an
die klinische Situation des Patienten angepasstdemerkonnen. Auch die Position der
implantierten Elektrode kann u.U. durch Re-Impléiota korrigiert werden. Die Reversibilitat
des Verfahrens und die postoperative Adaptabildat Stimulationsparameter sind zwei
wesentliche Vorteile der HFS gegeniber lasionalerfafiren. Der Eingriff ist dartiber hinaus
einzeitig bilateral durchfuhrbar, was die MorbiditéMortalitat und das Auftreten von
Nebenwirkungen im Vergleich zu den klassischerotéalien Verfahren verringert>**°
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Abbildung 1: Links: Beispiel eine

. implantierbaren  Stimulationssystems  fir
. .w;p il Menschen, bestehend aus Stiataf mi
L \'—a Extensionskabel und Elektrode (DBS Le
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situ. Quelle: ©Medtronic, Inc
www.medtronic.co.ul
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Die chronische DBS wurde bereits in der Mitte de3. Jahrhunderts von mehreren
Untersuchergruppen zur Behandlung unterschiedlichiérankheitsbilder (chronische

H%!4! psychiatrische Erkrankungen wie z. B. Epilepsie Bewegungsstorungen

Schmerzleide
118 angewendet.

Die weite Verbreitung der chronischen DBS zur Belhamg von Bewegungsstérungen geht u.a.
auf den franzosischen NeurochirurgBenabid zurtick, der das Verfahren Ende der 1980-er
Jahre zunéchst in der Behandlung des essentiellemors einsetzte und spater auch
probatorisch bei Patienten mit tremordominantem bsr Parkinson anwendet® Seine

klinischen Beobachtungen wurden zudem unterstitmtchd experimentelle Befunde im



Parkinson-Modell des Primaten, welche die Effekidmjenz l|&sionaler und modulativer
Verfahren zeigen konnten, was den Einsatz der HR8rihalb verschiedener basalganglionarer

Kerngebiete vorantrieti".

Die Rationale fur die Stimulation unterschiedlicligasalganglienkerne leitete sich dabei von
dem wachsenden Verstandnis Uber deren Bau und iBaonkinter physiologischen und
pathophysiologischen Bedingungen ab, was im nagéifmlen Abschnitt aufgezeigt werden soll
3. So beruht unser heutiges Verstandnis (iber di@l@asglien auf Erkenntnissen, die im
Parkinson-Modell des nicht-menschlichen Primatdmoleen wurden. Dieses Modell basiert auf
der systemischen Applikation des Neurotoxins étil-4-Phenyl-1,2,5,6-trahydro-Kridine
(MPTP), was zu einer weitgehend selektiven Degéioeralopaminerger nigraler Neurone fihrt
und ein durch den Dopaminmangel bedingtes Unglewiaht im Basalganglienregelkreis

hervorruft. Die Folge ist ein Parkinsonsyndrom diesit-menschlichen Primaten.

1.2  Anatomie und Funktion der Basalganglien

1.2.1 Anatomie

Die Basalganglien sind subkortikal gelegene Kerregeb die folgende Strukturen umfassen:
Nucleus caudatus und Putamen (zusammen bilderasi€adrpus striatum), Globus pallidus mit
einem externen und einem internen Segment (GPeGRiyl und die Substantia nigra pars
reticularis (SNr), die entwicklungsgeschichtlichtrdem GPi verwandt ist. Weiterhin werden
auch der Nucleus subthalamicus (STN) und die Sobataigra pars compacta (SNc) den
Basalganglien zugerechnet.

Die Basalganglien sind gemeinsam mit dem Cortexdan Ausfiihrung von geplantem und
zielgerichtetem Verhalten beteiligt, wobei sie nebeéer Motorik (Bewegung) auch die
emotionale, motivationale und kognitive Komponenmeeinflusser®.

Unser heutiges Verstandnis Uber die Basalgangksiel gro3tenteils auf Modellvorstellungen,
die u.a. vonAlexander, de Long und Crutcheusammengefasst wurden: hiernach sind die
Basalganglien mit dem Cortex und dem Thalamus mmPgon flnf unterschiedlichen, parallel
organisierten Regelkreisen (sogenannten ,Schleifard. motorisch und limbisch) verschaltet
45 Jedem Schaltkreis sind dabei bestimmte TeileRasalganglienstrukturen zugeordnet, z. T.
Uberlappend. So umfasst z.B. die motorische Sehlaifiteile des dorsolateralen Striatums,
ventrolateralen GPi und des lateralen STN, wohiagedie limbische Schleife die ventralen
Anteile von Striatum (Nucleus accumbens und Tubenswlfactorium) und Pallidum und den

medialen STN mit einbeziemt®® Auch der Informationseingang in den Regelkrei®lgt



teilweise aus getrennten Cortexarealen, bei deomschen Schleife aus dem motorischen und
sensomotorischen Cortex, bei der limbischen v.a& lippocampus und Amygdala (siehe
Abbildung 2).

Dieses Modell wurde um integrative Regelkreise é@msie um einen Austausch von
Informationen zwischen den parallelen Regelkremegewdahrleisten und so ein zielgerichtetes
und der jeweiligen Umweltsituation angepasstes alegh zu ermdglichen (vergHaber et al,
20039,

Exemplarisch soll hier der motorische Regelkreisl weine physiologische Funktionsweise
detaillierter dargestellt werden (vergl. z.Bexander und CrutchamdAlbin et al*?):

Das Striatum stellt die Eingangsstruktur der BG, daelche exzitatorische, glutamaterge
Afferenzen aus verschiedenen Cortexarealen (pramolo supplementar-motorisch) erhélt.
Vom Striatum projiziert eine monosynaptische Faaslenbzum GPi bzw. zur SNr, weshalb diese
Verbindung ,direkter Weg“ genannt wird. Aul3erdemiséigrt eine weitere (polysynaptische)
Verbindung via GPe und STN, die deshalb als ,ifdee Weg" bezeichnet wird. Der GPi und
die SNr sind die Ausgangsstrukturen der Basalganglivon hier ziehen die meisten
GABA(Gamma-Aminobuttersaure)-ergen Efferenzen zumaldmus, der eine Relaisstation fur
die weiteren Verbindungen zum Cortex darstellt.

Uber den ,direkten Weg*“ gelangen GABA-erge Impuiseden/ die GPi/ SNr, was zu einer
Disinhibition thalamischer Neurone und dadurch mew Exzitation kortikaler Zellen durch
glutamaterge Efferenzen fihrt.

Uber den ,indirekten Weg“ kommt es (ber zwei hieteander geschaltete GABA-erge
Stationen (Striatur@GPe, GPe STN) zu einer Disinhibition des STN und in der ol einer
gesteigerten Aktivierung der inhibitorischen Zellem den Ausgangsstrukturen der
Basalganglien. Dies resultiert in der vermehrtenmbwing der thalamischen und der
verminderten Aktivierung der kortikalen Zellen.

Um bestimmte zielgerichtete und willktrliche Bewagan ausfuihren zu kénnen, muss entweder
der ,direkte” oder der ,indirekte Weg* aktiviert wen, wéhrend gleichzeitig der andere Weg

inhibiert wird* (vergleiche Abbildung 2).
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Cortex 1

¢ Glutamat ¢
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£ >
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Abbildung 2: Funktionelle Basalganglien-Anatomie modifiziert haé\lexander & Crutcher(1990) unter normalen
Bedingungeri. Dargestellt ist der doppelte Regelkreis zwisctienEingangsstruktur Striatum und der Ausgangsstri&obus
pallidus internus (Gpi) bestehend aus dem ,direRféeg”: Striatum>GPi und dem ,indirekten Weg": StriatutrGlobus
pallidus externus (GP®)Nucleus subthalamicus (STHHGPi unter Beriicksichtigung der Neurotransmitters Depamin aus
der Substantia nigra pars compacta (SNc) wirkt Iilerund Dp-Rezeptoren modulierend auf beide Wege.

1.2.2 Neurotransmitter

Inhibition und Exzitation innerhalb des basalgamggiren Netzwerkes sind an verschiedene
Transmittersysteme gebunden. Zu den wichtigstenrttdigerstoffen in den Basalganglien
zahlen die Aminosauren Glutamat (Glu) und GABA sovidopamin (DA), Serotonin (5-
Hydroxytryptamin, 5-HT) und Acetylcholin (Ach). Digtommunikation® der basalganglionéren
Neurone ist an das Zusammenwirken dieser Transrgeteunden.

Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neunasraitter im Cerebrum. Im Striatum wird er
vor allem aus Axonterminalen corticaler, thalameschnd subthalamischer Projektionsneurone
freigesetzt. Die Wirkung wird Uber verschiedene tgobn von Glu-Rezeptoren vermittelt, die
als Nettoeffekt eine Depolarisation postsynaptisdteurone zur Folge hab&h Im Gegensatz
dazu, handelt es sich bei GABA um einen Transmittgr inhibitorischer Wirkung. Nach
Bindung an den postsynaptischen Rezeptor wird @idfdhigkeit eines membrangebundenen
Chloridkanals erhoht, was zu einer Hyperpolarisatier Zielzelle fuhrf*. Im BG-Netzwerk
sind sowohl die Projektionsneurone des Striatumsiath die Efferenzen des Pallidums und der
SNr GABA-erg. Ach ist der Transmitter striataletedmeurone, der sowohl inhibitorische als
auch exzitatorische Wirkungen hervorruft und sameiben DA eine modulatorische Funktion in

den Basalganglien Gbernimmt.
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Dopamin wird in den Neuronen der SNc gebildet, nek®one vor allem ins dorsale Striatum
(Nucleus caudatus und Putamen), in geringem Umdaich in den STN projizierefl. Dariiber
hinaus finden sich dopaminerge Neurone in der aégrirtegmentalen Area (VTA), die zu
Neuronen im ventralen Striatum (Nucleus accumbense und shell) und im prafrontalen
Cortex projizieren. Uber unterschiedliche Rezegpmh (bt DA sowohl inhibitorische als auch
exzitatorische Wirkungen auf die Zellen des Strnauaus. B-Rezeptoren vermitteln
exzitatorische Effekte. Nach der Rezeptorbinduriglgr die intrazellulare Signalweiterleitung
uber ein stimulierendes G-Protein, was zur Aktiwey der Adenylatcyclase und zur Steigerung
der Konzentration des Second-Messengers zyklisedeaosinmonophosphat (cCAMP) fihrt. In
der Folge wird eine Proteinkinase aktiviert und ribe Beeinflussung von lonenkanalen die
Leitfahigkeit fur Glutamat erhéht, was den Effeldr ctortico-striatalen Stimulation potenziert
113 Bindet DA hingegen an £Rezeptoren werden inhibitorische Wirkungen auf die
nachgeschalteten Neurone ubertragen, da diese RApRwbindung Uber inhibitorische G-
Proteine zu einer Inhibition der Adenylatcyclase wlamit zu einer verringerten intrazellularen
cAMP-Konzentration filhrt. Die Leitfahigkeit von "KKanalen wird erhoht, was zu einer
Hyperpolarisation der Zelle fiihtf. Als Folge der unterschiedlichen Wirkungen von 8 die
striatalen Neurone resultiert eine differente Madioh des ,direkten“ und ,indirekten* Weges
im Sinne einer fordernden Wirkung auf den ,direktdfeg“ (gesteigerte Aktivitat striataler
GABA-erger Zellen) und einer hemmenden Wirkung deh ,indirekten Weg* (verringerte
Aktivitat striataler GABA-erger Zeller’'*:

Serotonin ist ein weiterer wichtiger Co-Transmitteinsbesondere der limbischen
Basalganglienanteile, dem ebenfalls eine modukatbe Funktion zugeschrieben wird und der
vor allem an der Ausbildung emotionalen (affektiyeBelohnungs- und Lern-Verhaltens

beteiligt ist™>*

1.2.3 Pathophysiologie der Basalganglien am Beispaes Morbus Parkinson

Der Morbus Parkinson stellt eine Klinisch, pathadog und in Ansatzen auch genetisch
definierte neurodegenerative Erkrankung mit progvesn Verlauf dar, bei der es

charakteristischerweise zu einem Untergang dopageneNeurone der Substantia nigra pars

47677 wodurch ein striataler Dopamin-Mangel resultiddariiber

compacta (SNc) komm
hinaus kommt es auch zum Verlust von Zellen in angen Hirnstammkernen (z.B. Raphe-
Kerne), im Nucleus basalis Meynert (cholinerg)b@stimmten kortikalen und hypothalamischen
Arealen sowie in Ganglien des sympathischen undsparpathischen Nervensystefisso dass

der Morbus Parkinson eine Multi-System-Erkrankumgstellt °2”. Zu den Hauptsymptomen
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des Morbus Parkinson zahlen Rigor, Tremor, Akinspéter auch posturale Instabilitdt sowie

klinisch die L-Dopa-Responsivitat.

Cortex —
¢ Glutamat l
D2 Striatum D1
< : >
*GABA :
: GABA
GPe : Legende
SNc
lGABA ' vermehrt inhibitorisch
N vermehrt exzitatorisch
STN _> GPi/SNr —}
Glutamat indert inhibitorisch
: vermindert inhibitorisc
GABA
> vermindert exzitatorisch
Thalamus

Abbildung 3: Funktionelle Basalganglien-Anatomie modifiziert haélexander & Crutcher(1990) unter Parkinson-
Bedingungerf. Der striatale Verlust von Dopamin filhrt zu eitvarlagerung der Impulsgabe tiber den ,indirekten W
vermehrte Inhibition des GPe fiihrt zur Uberaktivités STN, der seinerseits den inhibitorischen @udes GPi zum Thalamus
verstarkt. Die Folge ist eine reduzierte Aktivieguhes Cortex.

Aufgrund des striatalen Dopamin-Mangels wird dipalminerge Modulation des , direkten“ und
Jndirekten Weges* tber P und D-Rezeptoren nachhaltig verandert (siehe Abbildung 3
Durch die Reduktion der exzitatorischen Wirkung &egpamins auf dem ,direkten Weg*“ und
einer gleichzeitigen Verringerung der inhibitorisohDopamin-Wirkung auf dem indirekten
Weg“ kommt es zu einem Ungleichgewicht des neurgaedchlisselten Informationsflusses, in
dessen Folge die Impulsgabe uber den ,indirekteg“Wberwiegt. Es resultiert eine gesteigerte
Inhibition des externen Pallidumsegmentes. Die adenveise bestehende tonische Inhibition
subthalamischer Zellen durch den GPe wird dadutalk seduziert, was zu einer exzessiv
erhohten Aktivitat der STN-Neurone fuhrt. Diese tgegerte Aktivitdt subthalamischer Zellen

171842315 auch Kklinisch mittels

konnte sowohl tierexperimentell im MPTP-Modell d&smaten
elektrophysiologischer Untersuchungen an Parkiatienten nachgewiesen werd8i?® In
der Endkonsequenz fiuhrt die erhdhte STN-Aktivitau zeiner Disinhibition der
Ausgangsstrukturen der Basalganglien (GPi/ SNr) smahit zu einer gesteigerten GABA-erg

vermittelten Inhibition thalamischer, und konsekWortikaler Neurone des motorischen Cortex,
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wodurch sich die Kardinalsymptome (insbesonderedgdaese und Rigor) des Morbus

Parkinson teilweise erklaren lasséni’

1.3  Wirkmechanismen der STN-HFS
1.3.1 STN-HFS in der Behandlung des Morbus Parkingo
Nach dem MPTP-Primatenmodell der Basalganglient fdér striatale Verlust an Dopamin zu
einer ausgepragten Uberaktivitat des STN und kaniseku einer Inhibition thalamo-kortikaler
Projektionsneurone. Konsequenterweise musste #indgelle oder funktionelle Ausschaltung
des uberaktiven STN zu einer Reduktion dieser Itibibfihren. Diese Hypothese konnte auch
fur lasionale'” und stimulative Verfahret"** tierexperimentell tiberpriift werden.
Diese Erkenntnisse fuhrten u.a. zu Beginn der ¥¥Irhre zur Einfuhrung der STN-HFS in die
Therapie des Morbus Parkinson. Heute stellt die -85iIH$ das am haufigsten angewandte
neurochirurgische Therapieverfahren in der Beharglldes Morbus Parkinson dar, was nicht
zuletzt auf die im Vergleich zur Stimulation in @nen Kerngebieten (GPi oder Thalamus)
starker ausgepragten therapeutischen Effekte inblidin auf die Zielsymptomatik des M.
Parkinson zuriickzufiihren i§t%3, wenngleich randomisierte vergleichende Studierhneie vor
fehlen. Zahlreiche klinische Studien mit inzwisclemm Teil mehrjahrigen postinterventionellen
Beobachtungszeitrdumen haben die gute und anhalt®dkung der STN-HFS auf die
Kardinalsymptome des Morbus Parkinson nachgewi&sgf3¢:1>8
Neben der Wirkung auf die motorischen Symptome t®nim klinischen Studien auch
beobachtet werden, dass es unter STN-HFS mituntan ZAuftreten psychotroper
Nebenwirkungen kommt (je nach Studie variieren Amgaben zwischen 15 und 40% bei
Parkinson-Patienter’®). Diese umfassen das z. T. reversible Neu-Auftretezw. die
Aggravation bipolarer Storungen (Depression, (Hyddanie) bis hin zu einem Suizidrisiko
sowie Einzelfalle von exzessiver Spielsucht, sdguelEnthemmung und anhaltendem
inadaquaten LachepR’136:6:55:6
Inwieweit tatsachlich die HFS flr das Auftreten sdie psychtropen Veranderungen
verantwortlich ist oder ob die Symptome Ausdruckesi progredienten Krankheitsverlaufes,
bzw. Ausdruck von begleitenden medikamentdsen PeEmaodifikationen sind, wird derzeit
79;151

kontrovers diskutiert , SO sind z. B. Depressionen héufig bei ParkinsatreRten zu
beobachten, die keine therapeutische STN-HFS erhalt
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1.3.2 Klinische Beobachtungen im Kontext der Wirkmehanismen

Die exakten Wirkmechanismen der STN-HFS beim IP& dbis heute nicht vollstdndig
verstanden. Bemerkenswert scheint vor allem di¢ation der Pharmakowirkung von L-Dopa
(oder anderer Dopaminergika) durch die kontinutedi Stimulation. L-Dopa ist eine Dopamin-
Vorstufe, die durch enzymatische Decarboxylierumgpopamin umgewandelt wird. Es handelt
sich um das wichtigste und am haufigsten verwenblietdgikament zur Behandlung des Morbus
Parkinson'**3 Symptome, die mit L-Dopa erfolgreich behandeltrdea konnen, zeigen
regelmafig unter STN-HFS eine deutliche Verbesggmneshalb die L-Dopa-Responsivitat als
wichtiger Pradiktor fur den spateren Erfolg einetimblationstherapie angesehen wird
(Ausnahme Tremor}®. Dariiber hinaus kann bei der Mehrzahl der STNustarten Patienten
die tagliche Dosis der dopaminergen Medikation unckischnittlich 50-65% gesenkt werden,
manche Patienten kénnen sogar ganz auf ihre Medik@mverzichterf®. Diese klinischen
Beobachtungen konnten darauf hinweisen, dass did-HHS Uber eine Involvierung des
dopaminergen Systems im Hinblick auf eine endod@AdProduktion und/ oder -Freisetzung
wirkt.

Diese Hypothese konnte in drei klinischen Studigtiets funktioneller Bildgebungsverfahren
wie der Positronenemissionstomographie (PET) jedaisher nicht bestatigt werden'34”
Mittels des Liganden-Bindungsverfahrens mit eineadigaktiv markierten DA-Rezeptor-
Liganden (}'C]Raclopride) konnte keine Abnahme der Bindung duendogenes Dopamin
angezeigt werden, obwohl in allen drei Studien dilv@sch wirkungsvolle STN-HFS vorlag.
Diese in-vivo Ergebnisse widersprechen der Vorstglleiner STN-HFS assoziierten Dopamin-
Freisetzung aus den verbleibenden nigralen Neurdsiensollten jedoch aufgrund der geringen
Sensitivitat des  Liganden-Bindungsverfahrens  zuméitknd  diskutiert ~ werden.
Zusammenfassend steht die klinische Evidenz eiregeilBjung des dopaminergen Systems
durch die STN-HFS weiterhin aus.

1.3.3 Experimentelle Daten zur Untersuchung von Wkmechanismen der STN-HFS auf
Transmitterebene im Striatum

Die oben genannten Kklinischen Beobachtungen ein®opa-Reduktion nach STN-HFS

veranlassten mehrere Untersuchergruppen, die Aksmgen der STN-HFS auf die striatale

dopaminerge Transmission tierexperimentell zu Uliéep.

Mittels des Verfahrens der Mikrodialyse, mit derofftonzentrationen in extrazellularer

Flissigkeit bestimmt werden kdnnen, konnte sowolgeasunden Ratten als auch im Parkinson-

Modell der Ratte unter STN-HFS eine erhdohte exthazee striatale Konzentration entweder
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von DA und/ oder seinen Hauptmetaboliten Dihydrdygmylacetat (DOPAC) und
Homovanillinsaure (HVA) nachgewiesen werdéfi9®1%112121 pie veranderungen der
extrazellularen Stoffkonzentrationen unter STN-H#8den sowohl als Folge einer vermehrten
DA-Freisetzung als auch durch eine Zunahme des Rfabblismus interpretie”'?% Die
Berliner Arbeitsgruppe zeigte in einer Mikrodialggadie nach Vorbehandlung der gesunden
Tiere mit dem DA-Wiederaufnahmehemmer Nomifensiassdes unter STN-HFS zu einem
gleichzeitigen Anstieg der extrazellularen striatal Konzentration von DA und seinen
Hauptmetaboliten DOPAC und HVA kommi®. Nach Vorbehandlung der Tiere mit Pargylin,
einem Hemmstoff der Monoaminooxidase (MAQO), eineslitiden Dopamin-katabolisierenden
Enzyme, konnte in der gleichen Studie ebenfalle @mnahme der extrazellularen striatalen DA-
Konzentration festgestellt werdér’. Diese Ergebnisse wiirden also in Ubereinstimmuitg m
dem postulierten dualen Mechanismus (vermehrte D#sEtzung und Zunahme des DA-
Metabolismus) stehen.

Auch mittels zeitlich hochauflésender voltammetnisc Untersuchungérkonnte in gesunden
Ratten gezeigt werden, dass es unter STN-HFS zemeiAnstieg der extrazellularen DA-
Konzentration im Striatum kommit.

Neben den kurzfristigen, bzw. unmittelbaren Stirtiateswirkungen in Form einer vermehrten
DA-Freisetzung und/ oder eines erhohten DA-Metabalis lassen sich auch langerfristige
Effekte der STN-HFS nachweisen. So konnitégissner et al. (20030 naiven Ratten zeigen,
dass es unter STN-HFS zu einer Aktivitatssteigerdeg striatalen Tyrosinhydroxylase (TH)
kommt. Da die TH der geschwindigkeitsbestimmenderi8aler Dopamin-Synthese ist, kbnnte
eine Aktivitditszunahme dieses Enzyms einen Trifige¥eranderungen in DA-Freisetzung und
—Metabolismus darstellei®'® Die Ergebnisse der tierexperimentellen Studierda sich also
dahingehend zusammenfassen, dass eine akute STNdelrPA-Stoffwechsel im Striatum
erhoht.

Wie bereits oben erwadhnt, sind neben DA noch andEransmittersysteme an der
.basalgangliondren Kommunikation“ beteiligt (GlutatnGABA, Serotonin, Acetylcholin). Die
Einflussnahme der STN-HFS auf die striatale Konatioin dieser Neurotransmitter wurde
bisher weniger untersucht.

Die Grenobler Arbeitsgruppe zeigte mittels Mikrdgstechnik, dass es in gesunden Ratten

unter STN-HFS zu einer Erhohung der striatalen,ragetlularen Konzentration der

'Die Voltammetrie umfasst verschiedene elektroaisalye Methoden, zur qualitativen und quantitatiéealyse
einer Probe, mit der man die chemische Zusammeamggeton Stoffgemischen anhand des spannungsable#ingig
Stromverlaufs bestimmen kann. Grundlage der Voltatrimsind Strom-Spannungs-Kurven. Bei der Messlarg
Stromstérke zwischen 2 Festkdrperelektroden wiedSgiannung mit der Zeit variiert.
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Aminosauren GABA und Glutamat kommt. Der Anstiegfilisich sowohl auf der zur Stimulation
ipsilateralen Seite als auch auf der kontralatar@eite nachweiseft. Auch eine an sechs
Parkinson-Patienten durchgefuhrte italienische Bbtikalysestudie aus Rom zeigte eine
Beeinflussung der striatalen Aminosdure-Konzemratilurch die STN-HFS. Unter Klinisch
wirksamer STN-HFS konnte eine erhdhte extrazekul&onzentrationen an zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) im Putamen gemessalewaestGMP galt in dieser Studie als
Indikatorsubstanz der glutamatergen Transmis&ion

Untersuchungen, die die Auswirkungen der STN-HFS das serotoninerge System
untersuchen, gibt es bislang nicht.

Wenngleich die oben angefiihrten experimentelledi&tuzu einem Kenntniszugewinn uber die
Wirkmechanismen der STN-HFS beigetragen haben, gss mman einschrdnkend anmerken,
dass die Ergebnisse oft nur auf kurzen Stimulazieimsn (Minuten bis wenige Stunden) beruhen
und damit methodisch limitiert sind. In der klinen Situation erfolgt die Stimulation
kontinuierlich und tber sehr viel langere Zeitrauf@eahre). Ein experimenteller Transfer dieser
Situation war aufgrund nahezu fehlender technischeraussetzungen bzw. adaquater
Stimulationsgerate (inkl. akzessorischem Equipmbist)er nicht moéglich. Dies erscheint umso
wichtiger, als dass man verschiedene Wirkmechamaméer akuter und chronischer STN-HFS
vermuten kanr®30319%129 Bisher war eine experimentelle Langzeitstimulatm externalisierte
Impulsgeber und zusatzliche Geréte gebunden, mierdedie Versuchstiere Uber Kabel
verbunden waref®. Durch diese externe Fixierung wird die Mobilitir Tiere eingeschrankt,
ihre Korperhygiene behindert und durch die notwgeadtinzelkéfighaltung das Sozialverhalten
gestort. Die biologische, physiologische und vegradbiologische Integritat der Tiere wird also
deutlich beeintrachtigt. Um diese methodischen tationen zu tGberwinden, wurde im Berliner
Labor fur experimentelle Basalganglienforschung @éarité ein vollstandig implantierbares
und von extern programmierbares Mikrostimulatiosssy fiir Ratten etablieff®. Die hier
vorgelegte Arbeit ist die erste tierexperimentefi¢udie, welche die Untersuchung von

Langzeiteffekten der STN-HFS mit einem derartigemdBuntersucht.

1.4  Eigene Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Studie ist die Untersmchmeurochemischer Veranderungen im
Striatum gesunder Ratten nach chronischer STN-HF8nalogie zu den Mikrodialysearbeiten
mit akuter STN-HFS, welche eine Zunahme der DAdatziung und des Metabolismus in
gesunden Ratten zeigten, sollte in der vorliegerndidreit der Einfluss der chronischen STN-
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HFS auf die dopaminerge Transmission mittels Gsba#itimmung in striatalen
Gewebshomogenaten untersucht werden.

Da neben DA noch weitere Transmittersysteme an bdealganglionaren Kommunikation
beteiligt sind, erfolgte unter Verwendung dessellegperimentellen Ansatzes ebenfalls eine
Gehaltsbestimmung der Aminoséuren Glutamat und GABWie von Serotonin und dessen
Metabolit HIAA im dorsolateralen Striatum.

Neben der Untersuchung neurochemischer Verandeamungelorsolateralen Striatum erfolgten
die Untersuchungen auch im ventralen Striatum. \@awrale Striatum als Teil der limbischen
Basalganglienschleife ist an der Entwicklung vorm&tungsverhalten beteiligt. Dopamin und
Serotonin gelten als zwei wichtige Transmitter iesém Kerngebiet, ebenso Glutamat und
GABA. Deshalb erfolgte auch eine Gehaltsbestimmu@@ewebshomogenate) dieser

Neurotransmitter im ventralen Striatum nach chroimes STN-HFS.
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2.  Material und Methoden

2.1  Versuchstiere

Fur die Versuche wurden 25 ménnliche Wistar-RattemFirma Harlan-Winkelmann (Borchen,
Deutschland) verwendet, die zu Versuchsbeginn he&is270 — 350g wogen. Die in dieser
Arbeit dargestellten Tierversuche wurden nach destiBimungen des Tierschutzgesetzes 8 8
Absatz 1 durchgefihrt und vom Landesamt fur Arlseltsitz, Gesundheitsschutz und technische
Sicherheit Berlin unter der Tierversuchsnummer G32ZD/05 genehmigt. Die Zahl der
Versuchstiere, die Dauer der operativen Eingrifie die damit verbundenen Beanspruchungen

der Tiere wurden so gering wie méglich gehalten.

2.2  Haltungsbedingungen

Die Tiere wurden bis zum Zeitpunkt der Operatiorstandardisierten Kafigen in Gruppen von
jeweils 5 Tieren gehalten, nach der Operation gtéoldie Unterbringung in ebenfalls
standardisierten Einzelkafigen.

Die Futterung erfolgte mit Pellets (Altron@n1324 Standard, Lage, Deutschland), die wie das
Trinkwasser ad libitum zur Verfigung standen. Die Tiere unterlagen kdindreen
Haltungsbedingungen mit einem 12-stiindigen Hellk&iRhythmus (Hellphase von 6:00-

18:00 Uhr) und einer Raumtemperatur voAC®ei einer Luftfeuchtigkeit von 50%.

2.3  Substanzen, Pufferlésungen und Laufmittel fir gk Hochleistungs-Flussigkeits-
Chromatographie (HPLC)

2.3.1 Verwendete Substanzen
Es folgt eine tabellarische Auflistung aller vendeten Chemikalien und Substanzen und ihrer
Hersteller, bzw. Bezugsquellen (Tabelle 1):

Substanz Hersteller/ Bezugsquelle
2-Methylbutan Isopentan Fluka Chemie, Buchs, Schwei
3-Methoxytyramin (3-MT) SIGMA Chemie, Deisenhoféeutschland
3,4-Dihydroxyphenylacetat (DOPAC) SIGMA Chemie, &mihofen, Deutschland
4-Hydroxy-3-Methoxyphenylacetat (HVA) SIGMA Chemlgeisenhofen, Deutschland
5-Hydroxyindol-3-essigsaure (HIAA) SIGMA Chemie, iBenhofen, Deutschland
5-Hydroxytryptamin (5-HT) SIGMA Chemie, Deisenhoféeutschland
Chloralhydrat Merck, Darmstadt, Deutschland
Dinatrium-hydrogenphosphat Merck, Darmstadt, Dehlend
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Dopamin

SIGMA Chemie, Deisenhofen, Deutschland

Ethanol

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsaure

VEB Jenapharm LaborighéApolda, DDR

Isofluran

Abbott, Wiesbaden, Deutschland

Jung-Einbettmedium

Leica Microsystems, NusslochytBehland

Kresylviolett

Merck, Darmstadt, Deutschland

m-Hydroxybenzylhydrazin

SIGMA Chemie, DeisenhofBeutschland

Natriumcarbonat

VEB Jenapharm Laborchemie, Apdid2RR

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natrium-dihydrogenphosphat

Merck, Darmstadt, Dengstd

Natriumhydroxid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natronlauge

Merck, Darmstadt, Deutschland

Novaminsulfon

ratiopharm, Ulm, Deutschland

Pentobarbital-Natrium

SIGMA Chemie, DeisenhofenuBehland

Perchlorsaure

Merck, Darmstadt, Deutschland

Technovit-Zwei-Komponenten-Kaltpolymerisat

Kulzé/ehrheim, Deutschland

Wasserstoffperoxid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Xylol

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 1:Liste der verwendeten Chemikalien und Substanrernhrer Hersteller, bzw. Bezugsquellen

2.3.2 Pufferlésungen

Fur die spatere Aminosaurenbestimmung wurde eih dei striatalen Gewebshomogenate
neutralisiert mit Natriumborat-Puffer: Dinatriunmaborat-Decahydrat (0,125M, pH 10,0).

Fur die Farbung der Hirnscheiben nach Nissl warazhst eine Post-Fixation des Gewebes
notwendig, wozu als Puffer 0,1M Phosphat-gepuff@#¢zIl6sung (Phosphate buffered saline,
PBS, pH 7,4) verwendet wurde. Zusammensetzung iinahydrogenphosphat, Natrium-
dihydrogenphosphat, Natriumchlorid.

Fur die Nissl-Farbung war aul3erdem die VerwendungseAzetatpuffers (20mM, pH 4,0)

notwendig, Zusammensetzung: Essigsaure, desgli¢$O.

2.3.3 Laufmittel fur die HPLC
Die neurochemische Analyse des striatalen GeweabeSinne einer Gehaltsbestimmung flr
Dopamin und Serotonin (einschliel3lich der Metakdliterfolgte mittels Hochleistungs-

Flissigkeits-Chromatographie (High-Performance-lde@hromatography = HPLC) und
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elektrochemischer Detektion. Das dafur notwendigefinittel fir die HPLC hatte folgende
Zusammensetzung:

80mM Natriumdihydrogenphosphat, 0,5mM EDTA-Di-Nainsalz, 0,85mM Octansulfonsaure-
Natriumsalz, 80ml 2-Propanol auf 2| Losung. Der et wurde mit Hilfe von Phosphorsaure
auf 3,8 eingestellt.

Die Bestimmung der striatalen Gewebslevel der Amdéomoen erfolgte mittels HPLC und
Fluoreszenzdetektion. Dazu wurden Laufmittel migémder Zusammensetzung verwendet:
Laufmittel A: 50mM Natriumacetat-Trihydrat, 250uisEssig, 50ml Acetonitril auf 11 Lésung.
Der pH-Wert wurde auf 5,75 eingestellt .

Laufmittel B: 750ml Acetonitril auf 11 Lésung.

Darlber hinaus wurde eine Derivatisierungslosunigefoder Zusammensetzung verwendet:
10mg o-Phthaldialdehyd, 0,2 ml Methanol, 1,8 ml rNabtetraborat-Lésung (0,125M), 20ul
Mercaptoethanol (Lagerung beic®

2.4  Versuchsplanung

Die Ratten wurden in zwei Versuchsgruppen eindeteithe Verum- und eine Kontrollgruppe.
Bei den Tieren der ersten Gruppe (STN-verum n=f@jgte die kontinuierliche Applikation der
STN-HFS durch eine monopolare Stimulationselektrd8iei den Tieren der Kontrollgruppe
(STN-placebo n=8) blieb diese Elektrode ungepwsétirend alle anderen operativen Pozeduren
identisch waren. Nach einer postoperativen Erhaphgse von 2 Tagen begann der 14-tagige
Beobachtungszeitraum mit Initiierung der HFS (b3aheinstimulation). Am 16. postoperativen
Tag erfolgte die Toétung der Tiere in tiefer Narkoaebei bis zum Zeitpunkt der Dekapitation
die Stimulation aufrechterhalten wurde. Die Gehim&den entnommen, schockgefroren und
bis zur weiteren Analyse bei -80 aufbewahrt. Diese Analyse umfasste die Untersughu
striataler Gewebeproben im Bereich des rostralesh medialen Anteils auf seinen Gehalt an
Aminosauren (Glutamat und GABA), Dopamin, Serotamnal deren Metabolite DOPAC, HVA
und Hydroxyindolessigsaure (HIAA).

Ca. 7. 2d 16d im weiteren
Lebenswoche post implantationen  post implantationen Verlauf
_ Dekapitation, Explantation
Implantation i
des IPG Erholungsphase des IPG, Hirnentnahme und Analysen
es

Konservierung
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2.5 Implantation des Mikrostimulationssystems

Das Mikrostimulationssystem bestand aus einem intigldoaren Impulsgenerator (IPG) und
einer monopolaren Semi-Mikroelektrode (Durchmes4@0um) aus aktiviertem Iridium. Die

(leitende) Verbindung zwischen beiden Komponenterfolgte mittels eines speziell

angefertigten Kabelsystems, dass auch die Gegérwlek (Material: MP35N Legierung)

inkorporierte (fur Einzelheiten siehe audlarnack et al,2008°%). Bei Ratten der STN-verum-

Gruppe erfolgte die Implantation des kompletten fdgimulationssystems (einschlief3lich IPG
und Elektrode), wohingegen bei Tieren der Kontroligoe neben einer Iridium-Elektrode ein

gréRen- und gewichtsadaptierter Dummy-Stimulatos Eunststoff implantiert wurde (siehe

Abbildung 4).
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Abbildung 4: Der IPG (Abb. a) zeigt die Oberseite einer gedmrtkPlatine) ist die Hauptkomponente des Systenes. D
Mikrocontroller (schwarzes Bauelement in a)) ist @éinem Reed-Schalter verbunden (weil3es Baueleimen)), welcher durch
ein elekiromagnetisches Feld geschaltet werden .kdbies ermdglicht die elektromagnetische Ubermiigiu von
Stimulationsprotokollen und dadurch die Programomgrdes IPG Uber einen externen Programmierer {@mtits in Abb. b)).
Das elektromagnetische Feld wird verstarkt durde émduktionsspule (Gerat links in Abb. b)), in et die Ratte wahrend des
Programmierens gesetzt wird. Das zweiteilige Kalsédsn (Abb. c) besteht aus einem Elektroden- unéreiVerlangerungsteil
(electrode lead und extension lead), welche wahdendmplantationsoperation (iber eine Stellscheqwierbunden und (mittels
Silikonkleber) versiegelt werden. Die Gegenelekirbdsteht aus einem gewickelten Draht, welcheem\¢erlangerungsteil des
Kabelsystems integriert ist. Die HFS wird durch mpolare Semi-Mikroelektroden aus aktiviertem Iridiappliziert (Abb. d)
zeigt eine solche Elektrode). Die jeweiligen MaBstéind angegeben. (modifiziert nagarnack et al., 20089
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Insgesamt lasst sich der operative Algorithmus dégreotaktischen Elektroden- und
Stimulatorimplantation wie folgt beschreiben. Zumstcerfolgte die Kalibrierung der Elektrode
auf den stereotaktischen Referenzpunkt Interanmalin Bezug auf die antero-posteriore (AP)
Position des STN entsprechend den stereotaktisklbendinaten des Atlas voRaxinos und

Watson'??

(STN von interaural: AP: +5,4mm). Auf eine Elelkdemkalibrierung auf die medio-
laterale und dorso-ventrale Position des STN wuadérund einer dadurch nicht weiter
optimierbaren Treffergenauigkeit verzichtet (unvinitlichte Daten aus dem eigenen Labor).
Nachdem die Ratten durch Pentobarbital-Natriunrgperitoneale Applikation, Dosis: 60mg/kg
Korpergewicht, Substanz gel6st in 0,9%-iger NaCétiiig) narkotisiert worden waren, erfolgte
die Positionierung der zuvor im Bereich der potelien Inzisionsstellen rasierten Tiere im
stereotaktischen Rahmen (David Kopf Instruments,jufiga, USA). Nach Inzision
(Langsschnitt) der Kopfhaut, Freipraparation detoka und Darstellung des Bregmas wurde
die Elektrode auf diesen (zweiten) Referenzpunkbkart (STN vom Bregma: AP: -3,6mm,;
ML: 2,5mm; DV: -7,5mm). Nach arithmetischer Mittaly der AP-Position anhand der beiden
Referenzpunkte (interaural und Bregma) wurde anbdeechneten STN-Position entsprechend
der zuséatzlichen medio-lateralen (ML) Bregma-Kooatieé ein Bohrloch gesetzt und die
Elektrode auf die der dorso-ventralen (DV) Koordena@les STN in Bezug auf das Bregma
langsam abgesenkt. Die Fixierung der Elektrode an&@elknochen erfolgte Gber zwei zuvor an
der Kalotte angebrachte Verankerungsschrauben Isnitteines Zwei-Komponenten-
Kaltpolymerisats (Technow#5071, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim/Ts., Deutsal)labDas
zweiteilige Verbindungskabel zwischen Elektrode uid> wurde durch einen subkutanen
Tunnel entlang der Nackenregion verlegt. Nach wdssger Konnektion der beiden
Kabelenden mittels Silikonflunsch wurde der interRelsgenerator anschlielend in eine
Subkutantasche am Rucken des Tieres eingendhw/éschluss des Subkutangewebes und der
Haut erfolgte mit Einzelknopfnahten (SubkutannahtVicryl™, Polyglactin910, geflochten, 3-
0, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland; Hautmafit Resolo®, monofil, Polyamid 6,
RESORBA, Nirnberg, Deutschland). Am Kopf wurden va&ferschluss der Haut
Gelatineschwamme (Gelasgon Chauvin ankerpharm GmbH, Berlin, Deutschlandyelegt,
um die Reizung der Haut durch den Technovit-Sockel reduzieren und die
Granulationsbildung zu férdern (siehe Abbildung 5).

Die Implantation des Scheinstimulators erfolgtemdem gleichen Prinzip, mit Ausnahme der

subkutanen Tunnelung, da keine Kabelverbindung chwis Elektrode und Scheinstimulator

23



notwendig war. Postoperativ erhielten die Tiere fllORovaminsulfo®-Tropfen (Metamizol-
Na, ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) zur Analgg®r os.

Nach durchschnittlich 48-stiindiger Erholung von d®@peration begann der 14-tagige
Beobachtungszeitraum mit Initiierung der STN-HFSbei folgende Stimulationsparameter
gewahlt wurden: alternierende Impulse mit einer Amge zwischen 50 und 150pA (abhangig
vom Verhaltenseffekt der Tiere im Sinne von Dyskiea und Rotation, Bergmann et al.,

2004 und einer Frequenz von 130Hz sowie einer Pulsweinh 52ps.

Abbildung 5: Ratte mit implantiertem Stimulationssystem. Unter thit Einzelknopfnéhten verschlossenen Wunde ampf Ko
befindet sich die Elektrode, der Impulsgeneratorinseine Subkutantasche am Ricken eingenaht. Babindungskabel
zwischen Elektrode und Impulsgenerator verlaufcHwinen subkutanen Tunnel am Hals. Das Fell isthddie Desinfektion
mit Povidon-Jod-L&sung braun geféarbt.

Die Uberwachung der Stimulation erfolgte in regebigén Abstanden (jeden fiinften Tag) durch
Ableitung eines artifiziellen Stromsignals im Koérpder Ratte mittels eines eigens daflr
konstruierten 130Hz-Filter-basierten 2-Kanal-Velgtés unter Verwendung von EMG-

Oberflachenelektroden, die der Ratte zur Messungwam Hautstellen angebracht wurden. Das
detektierte Signal wurde mit einem Oszilloskop (@#a@nel Oscilloscope, Hewlett Packard,
Paolo Alto, Ca., USA) aufgezeichnet. Die Effek@éitder Stimulation wurde auch biologisch
getestet. Dazu erfolgte am 15. postoperativen Ting kurzzeitige (<10sec) Erhdéhung der
Stimulationsamplitude (300pA), was, die Integrids Stimulations- bzw. Kabelsystems

24



vorausgesetzt, zu typischen Verhaltenseffekten emer kontralateralen Rotation oder einem
sog. ,paw-waving“ fihrte, was als Zeichen einerka@men STN-Stimulation angesehen wurde
19199 panach erfolgte eine sofortige Re-Programmierdag Stimulationsamplituden auf die
Ausgangswerte (50-150uA), die bis zur Dekapitatiash weiteren 60 min beibehalten wurde.
Fur die Toétung wurden die Tiere mittels Chloraltgtdtief anasthesiert (intraperitoneale
Applikation, Dosis 500mg/kg Korpergewicht in 0,99er NaCl-Losung). Nach der Dekapitation
erfolgte die schnelle Retraktion der Elektrode diedFreipraparation der Hirne, die nachfolgend
in Stickstoff-gekihltes Isopentan (ca. 2@) Uberfuhrt und fir ca. 1 min schockgefroren warde
Danach erfolgte eine Aufbewahrung bei*“@is zur weiteren Verarbeitung. Schliesslich wurde
jeder Stimulator freiprapariert und die Implantdtleim Hinblick auf abszedierende oder serése

Entziindungen untersucht.

2.6  Schnittprotokoll fir die Gewinnung von Hirnschaben und —schnitten

Um eine standardisierte Untersuchung der striatal&@ewebskonzentrationen der
Neurotransmitter an definierten Bereichen des tbima (rostraler und medialer Anteil)
gewabhrleisten zu kénnen, wurden die entsprechemtielgewebsscheiben am Kryostat und
unter Verwendung von Objekttrager-fixierten Orientingsschnitten gewonnen. Dazu wurde das
native Gehirn mittels Wasser und Jung-Einbettme@iyireica Microsystems GmbH, Nussloch,
Deutschland) auf einen sog. Kryo-Stempel aufgefrared mit Hilfe eines Gefriermikrotoms
(Cryostat 1800, Reichert-Jung, Deutschland) gemafh dhachfolgenden Schnittprotokoll
geschnitten. Die Hirnscheiben, die das rostrale mediale Striatum umfassten, hatten jeweils
eine Dicke von 1mm. Vor und hinter jeder Hirnscleedyurden o.g. Orientierungsschnitte
gewonnen, die ebenso wie die Hirnschnitte aus agidR des STN zur Dokumentation der

Elektrodenlage eine Dicke von 20um hatten.

Schnittprotokoll

Hirnscheibe 1(1mm) AP: ca. +2,2 bis +1,2 __ rostrales Sina{inkl. Nucl. accumbens)

Hirnscheibe 2(1mm) AP: ca. +0,96 bis -0,04__mediales Striatum

2.7  Histologische Aufarbeitung
Die Orientierungsschnitte wurden zunachst fur 24n&en postfixiert (4% Paraformaldehyd in
0,1M PBS), anschlieRend erfolgte die Farbung dépdtate nachNissl Dazu wurden die

Schnitte zunachst in einer aufsteigenden Alkohloére{jeweils 5 Minuten) dehydriert und
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nachfolgend in einer absteigenden Alkoholreihe,idi&zetatpuffer endete, rehydriert. Danach
erfolgte die Farbung mit deéMisstReagens (Kresylviolett [Merck®, Darmstadt, Deutaol],
1% in 20mM Azetatpuffer), gefolgt von einer Spulumgit destilliertem Wasser. Der
Farbevorgang endete in einer aufsteigenden Alkehm@rund einer 15-mindtigen Spualung in
Xylol. Die Préparate wurden anschlieBend mit demb&itungsmedium Entelan® (Merck,

Darmstadt, Deutschland) eingedeckelt.

2.8  Gewebepraparation

Innerhalb der Hirnscheiben wurden definierte Regiones rostralen und medialen Striatums
gewahlt, aus denen Stanzpraparate gewonnen wubddrei wurden in der Hirnscheibe 1 die
Regionen dorsolaterales Striatum und Nucleus acensjbn der Hirnscheibe 2 der &ul3ere obere
Quadrant des dorsolateralen Striatums als Stamzregidefiniert, so dass pro Tier insgesamt 6
Gewebestlcke (drei auf der unbehandelten Seitelteicauf der behandelten Seite) entnommen
wurden.

Die Praparation erfolgte in gefrorenem Zustand ewmer mit Trockeneis gekihlten festen
Metallunterlage. Zur besseren Orientierung wurdeleru eine Stereolupe mit 4-facher

VergréRerung verwendet. Die Stanzkanile hatte dimeendurchmesser von 1mm, so dass die

Stanzlinge aus dem rostralen und medialen StrigtirmVolumen von ca. 1minaufwiesen
(siehe Abbildung 6).

Abbildung 6: Hirnscheiben mit schematischer Markierung der i®®n, aus denen die Stanzpréparate gewonnen wurden
Links: Hirnscheibe 1 mit rostralem Striatum (ra)kli Nucleus accumbens (ac); Rechts: Hirnscheibdtdnedialem Striatum
(me)

Die Gewebeproben wurden in mit 250ul 0,1M Perclélors vorgelegte Eppendorf-GefalRe
Uberfihrt und nachfolgend mittels eines Ultrasaedintegrators (Vibra Cél,

Sonics&Materials Inc., Danbury, CT, USA) (3 StoRel@ec im 10-Sekunden-Intervall, bei
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Kidhlung im Eiswasser) homogenisiert. Danach wurtleédul des Homogenats aus jeder Probe
zur spateren Proteinbestimmung entnommen und his th@i —80C aufbewahrt.

Nach Zentrifugation des restlichen Homogenats @0Udmin, £C, 10 min) wurden zunachst
20ul des perchlorsauren Uberstandes in mit 20ulrilNatetraboratpuffer vorgelegten
Eppendorf-GefaRen neutralisiert und spater der Asdioren-Bestimmung zugeflhrt
(Aufbewahrung bei -8C). Weitere 100ul des Uberstandes wurden umpipietiied fir die

Gehaltsbestimmung der Catecholamine verwendet.

2.9  Gehaltsbestimmung der Catecholamine und Aminos&en im Striatum mittels

HPLC und elektrochemischer, bzw. Fluoreszenzdetekdn
Die Gehaltsbestimmung der striatalen Gewebsproema@pamin und Serotonin (inklusive
Metaboliten) sowie der Aminoséuren erfolgte mitté#’LC und elektrochemischer bzw.
Fluoreszenzdetektion.
Die HPLC ist eine analytische Methode, mit derenlfeHi Stoffgemische in ihre
Einzelkomponenten aufgetrennt und anschlieRendKaiezentrationen der einzelnen Stoffe
bestimmt werden kénnen. Die Auftrennung erfolgt Hhife einer mobilen und einer stationaren
Phase. Das zu untersuchende Stoffgemisch wird zueanmit einem Laufmittel, der mobilen
Phase, mit hohem Druck (100-200 bar) durch ein@ns&ule gepumpt, die die stationare Phase
enthalt. Aufgrund unterschiedlich starker Wechsedumgen (u.a. gegeben durch Polaritat,
Molekulgrolie, etc.) der einzelnen Komponenten defigeémisches mit der stationaren Phase
verlassen die Bestandteile der Prifsubstanz dienSgile zu verschiedenen Zeiten (entspricht
den Retentionszeiten) und kdénnen so mit geeignBetektoren am Ende der Saule separat
nachgewiesen werden.
Die Trennung der Catecholamine erfolgte an einerméphasesaule, an deren polarer
Oberflache polare Stoffgemischbestandteile langardiert werden als unpolare und deshalb
spater die Saule verlassen (langere Retentionszeifer Trennung wurden 50ul Probe lber
manuelle Probenaufgabeventile (RH 7725, Rheodym#atC USA) auf die HPLC-Saule
aufgetragen. Die chromatographische Trennung ¢€f@g einer Saule des Typs Prontosil 120-
5-C 18-SH (Bischoff Analysentechnik und -gerate Ginheonberg, Deutschland) (Korngréf3e
5um, Ladnge 150mm, Durchmesser 3mm). Die mobile €khasde mit einer Pumpe des Typs
Rheos 4000 (Flux Instruments, Basel, Schweiz) defty wobei die Forderrate 550ul/min
betrug, bei der sich ein mittlerer Druck von 133leamstellte. Das an die Arbeitselektrode

angelegte Potential betrug 0,8V gegen die Ag/Ag€lieRenzelektrode.
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Die Detektion der Substanzen innerhalb der Probelgée durch eine amperometrische,
elektrochemische Messzelle (Elektrodendurchmessem)3 (Chromsystems Instruments &
Chemicals GmbH, Typ 41000, Minchen, Deutschlandelem Strommessbereich von 50nA
fur alle Proben. Die aufgezeichneten Chromatogramvnelen tber die Berechnung der Peak-
Flachen mit Hilfe einer entsprechenden Software WC&.7-Chromatography Station for
Windows, DataApex Ltd, Prag, Tschechien) ausgeterte

Die Tageseichung und Kontrolle der Retentionszeédnlgte durch die dreimalige Messung
von standardisierten Eichldsungen, die an jedemsidgsvon der Aufbewahrungskonzentration
10°M auf die Arbeitskonzentration ® fiir DA und 10’M fiir DOPAC, HVA, Serotonin und
HIAA verdinnt wurden.

Im Gegensatz zur Analyse der Catecholamine erfaliggeAuftrennung der Aminosauren an
einer ,umgekehrten-Phase“-Saule (reversed-phasecliHhazu wurde eine unpolare stationare
Phase verwendet, an der die polaren Aminosaurerkunar zurtickgehalten wurden und somit
eine Auftrennung nach deutlich kiirzeren Untersugbmeiten (Retentionszeiten) mdglich war,
als es bei einer Untersuchung an einer Normalphakesder Fall gewesen ware. Die
anschlieBende Detektion erfolgte mittels Fluorestemhnik. Dazu wurden die im Verhéltnis 1:1
mit Boratpuffer versehenen Uberstande der zentsften Gewebshomogenate zunachst mit
Wasser im Verhdltnis 1:10 verdinnt. 18ul dieser bBrowurden dann mit 18ul
Derivatisierungslosung versetzt, wodurch die Amé&wsn zu fluoreszenten Isoindolderivaten
modifiziert wurden. Nach einer Reaktionszeit vonir2mvurde die Reaktion durch Zufuhr von
9ul 1M Essigsaure terminiert. Anschlie3end wurdénl2ler Mischung auf die HPLC-Saule des
Typs Prontosil 120-3-C18-ace-EPS (mit Vorsaule)s¢Boff Analysentechnik und -gerate
GmbH, Leonberg, Deutschland) (Saule: Korngré3e 3pamge 55mm, Durchmesser 3mm;
Vorséaule: Lange 10mm, Durchmesser 3mm) mittels &riegbarem Probengeber (Shimadzu
SIL-10ADVP, Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) zur Tremp aufgetragen. Die
chromatographische Trennung erfolgte bei einer dfdse von 0,6ml/min und 4G
Saulentemperatur in einem linearen Gradientensydbabei wurde der Laufmittelanteil B von
0% bei Start der Analyse auf 25% innerhalb von 2berhdht. Danach schloss sich eine 5-
mindtige Spulphase der Saule mit 100% Laufmittelr8l eine 12 Minuten dauernde Phase der
Re-Konditionierung der Saule auf die Anfangsbednggun mit 0% B an. Die Laufmittel wurden
durch eine Pumpe vom Typ Beckman Coulter Systend G@86 Solvent Module (Beckman
Coulter Inc., Fullerton, CA., USA) geftrdert. Nachrfolgter Trennung wurden die
Fluoreszenzderivate der Aminosduren bei 330nm &bait und 450nm Emission detektiert
(Shimadzu Spectrofluorometric Detector RF-10AXL,irsédzu Corp., Kyoto, Japan). Die
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aufgezeichneten Chromatogramme wurden Uber Beraghdar Peakflachen mit Hilfe einer
entsprechenden Software (Beckman Coulter 32-K&@atkman Coulter Inc., Fullerton, CA.,
USA) ausgewertet.

Durch die Chromatographie von Aminoséure-Standird¥asser (Konzentration ™) wurde

an jedem Messtag eine Tageseichkurve erstellt.

2.10 Proteinbestimmung nach Lowry

Der Gehalt an Dopamin und Serotonin und den Amm@s&im Striatum wurde in Bezug zum
Proteingehalt der jeweiligen striatalen Gewebspr@lso des jeweiligen Stanzlings) gemessen,
weshalb eine entsprechende Bestimmung der Proteekdration in diesen Proben notwendig
war. Dazu wurde die Methode nalcbwry (1951)angewendet®. Die Proteine wurden zunéchst
durch Zugabe von 1N Natronlauge (im Verhéltnis 1filr) 24 Stunden denaturiert. Danach
erfolgte die Zufuhr von 2000lowry-Reagenz (0,05ml 1% CuSQo6sung, 0,05ml 2% KNa-
Tartrat-Losung, 5,0ml 2% N&Gs; in 0,1M NaOH) zu 500ul der Probe. Dabei wurde asem
die Bildung von C&'-Proteinkomplexen induziert. AnschlieRend wurde selie
Substanzgemisch 200ul Folin-Ciocalteus Phenolreag&msammensetzung: Phosphomolybdéan
und -wolfram) hinzugeftigt. Der damit initiierte Bamschlag des Folinreagenzes von gelb nach
blau (Reaktionsdauer 1h, Aufbewahrung bei Raumteatyeunter Lichtschutz) war chemisch
wiederum auf die Reduktion von Wolfram- und Molyhd#lekilen im Folinreagenz durch die
Cu-Proteinkomplexe  zurtckzufuhren. Die resultieeendBlaufarbung wurde mittels
Extensionsmessung an einem Spekol (Carl Zeiss GamzH, Jena, Deutschland) quantifiziert.
Nach dem LambertBeer'schen Gesetz:

Ex=& xcxd

Ex - Extinktion bei der Wellenlange(hierA = 660nm> d = 1)

) - molarer Extinktionskoeffizient bei der Wellenlaig
c - Konzentration
d - Schichtdicke

konnte die gemessene Extinktion als Funktion deteiftkonzentration graphisch dargestellt und
berechnet (Software: Graph Pad Prism), eine Eislgkukonstruiert und der molare
Extinktionskoeffiziente aus dem Anstieg der Geraden errechnet werdenRAfsrenzwerte

dienten eine Leerwertmessung mit Wasser (ExtinktonO) sowie zur Eichung eine
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Konzentrationsreihe bekannter Proteinkonzentratior(@luman-Serum-Albumin). Fur die

Messung der Extinktion am Spekol wurden alle Prahdfiivetten eingebracht.

2.11 Datenanalyse

Die Quantifizierung der striatalen Gewebsgehalt®apamin und Serotonin (einschliel3lich der
Metabolite) erfolgte in drei Schritten:

1. Zunachst wurden die Werte der Peakflachen depr@ditogramme umgerechnet auf die
Konzentration der Einzelsubstanzen [pumol/l] in demwben. Das Bezugsverhéltnis wurde so
gewahlt, dass 1ml Probenvolumen identisch war mitabsoluten Stoffmenge der Substanzen
gemessen in nmol. Fir die Bestimmung der Konzeotrater Einzelsubstanzen in den Proben
konnten die Peakflachen der jeweiligen Standardarbger Konzentration (Dopamin 1uM,
Serotonin sowie serotoninerge und dopaminerge Métakjeweils 0,1puM) verwendet werden,
denn setzt man die Peakflache einer Probe unbekamfdnzentration ins Verhaltnis zur
Peakflache, die man durch die Messung eines Stsdhait bekannter Konzentration erhalten
hat, so l&sst sich daraus die StoffkonzentratiotleinProbe ermitteln. Fur die Standards wurden
jeweils die Mittelwerte von drei Eichmessungen pBubstanz herangezogen. Da die
Messbedigungen im Hinblick auf Aufgabevolumen undskbereich flr Proben und Standard
unterschiedlich waren, wurde fir die Berechnung #enzentration ein Korrekturfaktor
eingefuhrt, der es erlaubte, die Probenmessbedyeguan die des Standards zu adaptieren.
Dieser Korrekturfaktor (Messbereich [nA]/Messvoluméul]) wurde mit den Werten der
Peakflachen aus den Proben multipliziert.

2. In einem zweiten Schritt wurden die berechn&&ffmengen [nmol] in 1 ml Volumen ins
Verhéltnis zum Proteingehalt der jeweiligen Prolesegzt, so dass sich fir die einzelnen
Substanzen eine Konzentration von nmol/g Protejaker

3. Schliel3lich wurden fir das dorsolaterale Stmatlie so erhaltenen Gehaltskonzentrationen
des rostralen und medialen Anteils fur die jewdishandelte und nicht-behandelte Seite
gemittelt.

Die Quantifizierung der striatalen Gewebsgehaltedan Aminoséauren (Glutamat und GABA)
erfolgte in analoger Weise. Fir die Aminosaurendsuain jedem Messtag eine Tageseichkurve
erstellt. Dazu wurde jeweils eine Zweifachbestimmuies Blindwertes (nur Wasser) und der
Eichwerte (Glutamat und GABA) durchgeflihrt. Die ligA@rte hatten die Konzentrationen von 5
UM (Glutamat) und 1 puM (GABA) in Wasser. Die benmetenStoffkonzentrationen wurden
abschlie3end auf den Gesamtproteingehalt der Pretmgen, so dass sich die Endkonzentration

von nmol/mg Protein ergab.
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In allen untersuchten Regionen wurden zudem dieti€uen der Metaboliten zu dem
jeweiligen Transmitter gebildet (d.h. die Ratio iDO®PAC+HVA]/DA, bzw. HIAA/Serotonin).

2.12 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Gehaltsmessungeigtsr unter Verwendung des Programms
Sigma Stat® (Version 2.03 von SPSS Inc., Chicagg,USA). Alle Ergebnisse sind als
Mittelwerte £ mittleren Standardfehler (standartbenf means, SEM) angegeben. Zu beachten
sind die unterschiedlichen Einheiten ([nmol/g Prdtéir DA, DOPAC, HVA, Serotonin und
HIAA und [nmol/mg Protein] fur Glutamat und GABA).

Da die einzelnen Gehaltskonzentrationen des restrahd medialen Striatums der jeweiligen
Seite (unbehandelt vs. behandelt) zusammengefasstiew (s.0.), erfolgte zunachst ein
entsprechender statistischer Vergleich innerhatlbdelen Versuchstiergruppen mittels one-way
ANOVA. Dieser Test erlaubte zudem eine Aussage digeNormalverteilung der Daten.

Ein statistischer Vergleich zwischen den Versuengtuppen erfolgte mittels two-way ANOVA
mit der ,Stimulationsseite* (unbehandelt vs. belatdund dem ,Stimulationsmodus” (STN-
HFS vs. Schein-HFS) als abhangigem und der jevesiligGehaltskonzentration als
unabhangigem Faktor. Bei statistisch signifikanterierschieden wurde anschlie3end ein post
hoc t-Test korrigiert fir multiple Vergleiche nacker Methode von Student-Newman-Keuls

durchgefuhrt. Ein Wahrscheinlichkeitslevel von @&wurde dabei als signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1  Definition der Ein- und Ausschlusskriterien

Fur die Auswertung der Studie wurden nur Tiere escplossen, bei denen histologisch der
Nachweis der Elektrodenspitze im STN erbracht werdennte. Aul3erdem durften keine

Abweichungen im Schnittprotokoll im Hinblick aufadiSchnittniveaus fur das rostrale und das
mediale Striatum (Toleranzbereich AP + 10%) vosieg(siehe Abbildungen 7a) und b)).

Dartber hinaus waren bei allen Tieren der Verumpeu die Funktionstiichtigkeit des

Stimulators und der Stimulation (gemessen am zdlfen Ableitungssignal, siehe Material &

Methoden S. 24) Voraussetzungen fir den Einschlusiie Studie. Schlie3lich wurden nur

diejenigen Tiere fur die Auswertung bertcksichtigtei denen ein umkomplizierter

postoperativer Verlauf ohne Nachweis von Infektonem Bereich des gesamten

Stimulationssystems oder abnormen Gewichtsverbsstfistellen war.

3.2  Histologische Verifikation von Elektrodenlage nd Schnittebenen

Von insgesamt 25 Tieren wurden 17 Ratten in diew&nging einbezogen (HFS: n = 9, Schein-
HFS: n = 8). Diese 17 Tiere erfillten alle obenagerien Einschlusskriterien. Bei 6 Tieren lag
eine falsche Elektrodenlokalisation vor. Bei zwegiteren Tieren bestand histologisch eine

Entzindungsreaktion im Bereich der ElektrodensptBmanit wurden insgesamt 8 Versuchstiere

ausgeschlossen.

Abbildung 7a-b: Orientierungsschnitte zur Anfertigung der Hirnstiesi auf Héhe des a) rostralen Striatums einscidiel3|
Nucl. accumbens und b) medialen Striatums.

a) Hirnscheibe auf Héhe des rostralen Striatums (A1), rechts. Die anatomischen Strukturen sindfaligt: CC = Corpus
callosum, CPu ro = rostrales dorsolaterales StriadlAcc = Nucleus accumbens, ac = Commissura anteri

b) Hirnscheibe auf H6he des medialen Striatums. (AR86), rechts. Die anatomischen Strukturen sindfelgt: CPu me =
mediales dorsolaterales Striatum, SV = Seitenvagltri
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3.3  Neurochemische Analyse von Dopamin und Metabtdn

3.3.1 Dorsolaterales Striatum

In beiden Versuchstiergruppen (Schein-HFS und SH$Hvaren keine statistisch signifikanten
Unterschiede der Gewebsgehalte von Dopamin undddesptmetaboliten (DOPAC und HVA)
in beiden Striatumanteilen (rostrales vs. medi&&gatum) und beiden Hirnhélften (nicht-
behandelte und behandelte Seite) festzustellenwageANOVA, siehe Tabelle 2). Aufgrund
der Normalverteilung der Daten innerhalb der Venstiergruppen war eine Zusammenfassung
der Werte fur das rostrale und mediale Striatunenadirnhalfte auch vor dem Hintergrund
statistischer Voraussetzungen mdglich (siehe audtefhl & Methoden, S.30-31) (siehe
Tabelle 2).

Substanz STN-scheinstimuliert (STN-Schein-HFS) STN-HFS

Dopamin Fs320=1.52; p=0.23 B33=2,09; p=0.12
DOPAC Fz20=1.22; p=0.32 B33=2,30; p=0.10
HVA F 329=0.02; p =0.99 B33=0,15; p=0.93

Tabelle 2: Darstellung der F- ung-Werte nach Vergleich der behandelten und nichtbdhblten Seite des rostralen und
medialen Striatums in beiden Versuchsgruppen (caaeANOVA).

Eine Ubersicht der Gehaltsbestimmungen von Dop&bw), DOPAC und HVA sowie (iber die
(DOPAC+HVA)/DA-Ratio als Maf3 fur den Dopamimrnover jeweils fur den dorsolateralen
und den ventralen Striatumanteil ist in TabelleaByéstellt.
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STN-Scheingtimulation (STN-

STN-Stimulation (STN-HFYS)

Schein-HFS)
Striatumanteil nhicht-behandelte behandelte Seite nicht-behandelte behandelte Seite
Seite Seite
Dopamin | Dorsolateral 7116 + 36.} |: 7155+ 33}5[ 814.1 +37.8 |: 844.6 + 48.8°7 ) |:
Ventral 477.3 + 22, 459.6 + 1879 529.4 + 36. 512.5 + 31.
DOPAC | Dorsolateral 86.3+7.1 84.8+6.5 88.0+6.9 91.5+8.0
Ventral 108.8 + 6.0 97.5+4.0 113.1+12.2 109.7 £ 7.7
HVA | Dorsolateral 78.0x12.7 78.0x115 113.4 +23.3 122.8 +28.0
Ventral 77.6 £15.0 73.6+12.2 113.4 + 30.1 119.2 +27.4
DOPAC+HVA | Dorsolateral 164.2 +16.2 162.8 £12.9 201.4 £ 27.6 214.3+33.4
Ventral 186.4 + 18.2 171.1 + 36.4 226.5+41.1 229.0 £32.2
(DOPAC+HVA) | Dorsolateral 0.23 +0.02 0.23+0.0¢ 0.24 £0.03 0.25+£0.03
DA| Ventral 0.39+0.04 0.37 0. 0.41+0.05 0.44 +0.05

Tabelle 3: Gewebsgehalte von Dopamin (DA) und der dopamimekguptmetabolite DOPAC und HVA (in nmol/g Proteiim)
den untersuchten Striatumanteilen von naiven Ratéeh chronischer STN-HFS.

In beiden untersuchten Kerngebieten des Striatuihstef die chronische STN-HFS zu einem erhdhten @Gsgehalt von
Dopamin in beiden Hirnhélften (nicht-behandelt umehandelt) im Vergleich zu den scheinstimulierteontfollen. Dieser
Unterschied war im dorsolateralen Striatum abhéngmn Faktor ,Stimulationsmodus* (unabh&ngig vom tBak
~Stimulationsseite®) statistisch signifikant (twoaw ANOVA undpost-hoc iTest nach Student-Newman-Keuls, p<0.05) (*). Im
Vergleich nur der behandelten Seiten beider Versyreippen (STN-HFS und STN-Schein-HFS) zeigte skobnfalls eine
signifikant héhere DA-Konzentration bei den HFSf&ie (two-way ANOVA undpost-hoc {Test nach Student-Newman-Keuls,
p<0.05 ) (#). Auffallend war zudem ein signifikanténterschied (Fse=20.49, p<0,05; one-way ANOVA urngbst-hoc {Test
nach Student-Newman-Keuls) des absoluten Dopamatigetwischen dorsolateralem und ventralem Strigfdm

Die Gewebsgehalte der dopaminergen HauptmetabD@®AC und HVA beider Striatumanteile und Hirnhéifténicht-
behandelt vs. behandelt) waren innerhalb der Kdgtuppe und der Gruppe der stimulierten Tiere wargleichbarer
Dimension. Insbesondere fanden sich keine sigmféa Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. Régio
Hauptmetabolite zu Dopamin ([DOPAC + HVA]/DA) alsd@ fur den DA-Umsatz war im Vergleich der Striatatede
(dorsolateral vs. ventral) signifikant verandest; (F; s=7.49, p<0.05; one-way ANOVA ungost-hoc tFest korrigiert fur
multiple Vergleiche entsprechend der Methode ndaaldéht-Newman-Keuls).

Zusammengefasst fiihrte die chronische STN-HFS irsatiteralen Striatum zu einem erhéhten
Gewebsgehalt von Dopamin in beiden Hirnhalfteninlmehandelt und behandelt) im Vergleich
zu den scheinstimulierten Kontrollen. Dieser Urgdhrsd war abhangig vom Faktor
»Stimulationsmodus® statistisch signifikant, nigetdoch vom Faktor ,Stimulationsseite” (two-
way ANOVA und post-hod-test nach Student-Newman-Keuls, p<0.05). Bei Battang nur
der behandelten Seiten beider Versuchsgruppeni(BElS vs. STN-HFS) zeigte sich ebenfalls
eine signifikant hohere DA-Konzentration in der @pe der STN-HFS-Tiere (two-way ANOVA
und post-hodt-test nach Student-Newman-Keuls, p<0.05) (sieheldinhg 8).

Bezuglich der dopaminergen Metabolite konnten ketagistischen Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen gefunden werden (eine Ubersichintste gibt Tabelle 3). Allerdings fand
sich ein Trend fur erhéhte Gewebskonzentrationed\aA in der Gruppe der stimulierten Tiere,
insbesondere auf der behandelten Seite. In Ablgidusind die Veranderungen der Metabolite
im dorsolateralen Striatum graphisch dargesteltbev aus Griinden der Ubersichtlichkeit die

Werte fiur DOPAC und HVA zusammengefasst wurden.
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Unter Berucksichtigung dieser Zusammenfassung wurdiée Quotienten (Ratios) der
dopaminergen Hauptmetabolite (DOPAC+HVA) zu Doparfid”A) gebildet. Dabei fand sich
eine leichte Erhohung des (DOPAC+HVA)/DA-Quotientarbeiden Hirnhélften der chronisch
STN-stimulierten Tiere. Diese Unterschiede warenhtisignifikant (siehe Tabelle 3 und
Abbildung 10).

Gewebsgehalte von Dopamin im dorsolateralen Striatum
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Summen-Gewebsgehalte von DOPAC und HVA im dorsolateralen
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(DOPAC+HVA)/DA Ratios im dorsolateralen Striatum
chronisch STN-stimulierter gesunder Ratten
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Abb. 8-10: Graphische Darstellung der Gewebsgehalte von Dopand seinen Hauptmetaboliten DOPAC und HVA, sodée
Ratio (DOPAC+HVA)/DA im dorsolateralen Striatum bsecheinstimulierten Tieren und Tieren unter STN-HRS =
signifikanter Unterschied des DA-Gewebsgehaltesdenfbehandelten Seite der HFS-Tiere gegentbebeteandelten Seite in
der Gruppe der STN-Schein-HFS Tiere (two-way ANOWMAd post-hod-test nach Student-Newman-Keuls, p<0.05);
signifikanter Unterschied des DA-Gewebsgehalte®aiden Hirnhalften in der Gruppe der STN-HFS Tigegmenuber den
scheinstimulierten Kontrollen (two-way ANOVA und giehoct-test nach Student-Newman-Keuls, p<0.05)).

3.3.2 Ventrales Striatum

Die chronische STN-HFS fuhrte im ventralen Striatebenfalls zu einem deutlichen Anstieg
der Gewebskonzentrationen von Dopamin in beidenHdiften (siehe Tabelle 3 und Abbildung
11). Diese Unterschiede waren allerdings nichtiigmt (two-way ANOVA) und beschreiben
daher lediglich einen Trend.

Auch im Hinblick auf die dopaminergen Metabolitenkten keine statistischen Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen unter Berucksichtiglerg-aktoren ,Stimulationsmodus® und
~Stimulationsseite” gefunden werden (two-way ANOVgiche Tabelle 3). Interessanterweise
waren die Gewebsgehalte an HVA fir beide Kerngeli@brsolateral und ventral) im Hinblick
auf die Faktoren ,Stimulationsmodus® und ,Stimubaisseite” von vergleichbarer Dimension,
wohingegen die Gewebsgehalte von DOPAC in beidersuédsgruppen im Trend deutlich
hoher lagen im Vergleich zum dorsolateralen Stnm{Tabelle 3). In Abbildung 12 sind die
Veranderungen der Metabolite (zusammengefasst atante aus DOPAC und HVA) im
ventralen Striatum noch einmal graphisch dargéstell

Unter Berticksichtigung dieser Zusammenfassung vmuadech fur das ventrale Striatum die
Ratios der dopaminergen Hauptmetabolite (DOPAC+HYA)Dopamin (DA) gebildet. Dabei
fanden sich zwar keine signifikanten Unterschiedes dDOPAC+HVA)/DA-Quotienten

zwischen den Versuchsgruppen (siehe Abbildungj&d8nch deutlich signifikante Unterschiede
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zwischen den beiden untersuchten striatalen Keraeggb(dorsolateral vs

und Abbildung 14).

Gewebsgehalte von Dopamin im ventralen Striatum
chronisch STN-stimulierter gesunder Ratten
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(DOPAC+HVA)/DA Ratios im ventralen Striatum
chronisch STN-stimulierter gesunder Ratten

0,8 1 EEEE nicht-behandelte Seite
I behandelte Seite

0,6

0,4 4

(DOPAC+HVA)/DA Ratio

0,2 4

0,0 -
STN-Schein-HFS STN-HFS

Abbildung 13

Abb. 11-13: Graphische Darstellung der Gewebsgehalte von Dopand seinen Hauptmetaboliten DOPAC und HVA, sowie
der Ratio (DOPAC+HVA)/DA im ventralen Striatum tsgiheinstimulierten Tieren und Tieren unter STN-Hp§0.05).

Vergleich der (DOPAC+HVA)/DA Ratios
im dorsolateralen und ventralen Striatum
chronisch STN-stimulierter Ratten

0,8 7

EE nicht-behandelte Seite
I behandelte Seite

Re]
T
: K 2
<
2 04
<
>
T
+
(@]
&
o 0,2
a

0,0

STN-Schein-HFS STN-HFS
dorsolateral ventral dorsolateral ventral

Abbildung 14
Abb. 14: Graphische Darstellung der Ratios aus (DOPAC+HVA)/Im dorsolateralen und ventralen Striatum bei
scheinstimulierten Tieren und Tieren unter STN-HNBukiert sind die signifikanten Unterschiede deatiBs zwischen den
unterschiedlichen Striatumanteilen (dorsolateral uentral) unabhangig von der untersuchten SeitlemGruppe der Schein-
stimulierten Tiere«). Auch in der Gruppe der Tiere unter STN-HFS wiarRlatio im ventralen Striatum deutlich hdher afs i
dorsolateralen, jedoch war der Unterschied nidttikant (p<0.05).

3.3  Neurochemischen Analyse von Serotonin (5-HT) drHIAA

3.3.1 Dorsolaterales Striatum
In beiden Versuchstiergruppen (Schein-HFS und SH$Hvaren keine statistisch signifikanten
Unterschiede der Gewebsgehalte von Serotonin und lauptmetaboliten (HIAA) in beiden
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Striatumanteilen (rostrales vs. mediales Striatung beiden Hirnhalften (nicht-behandelte und
behandelte Seite) festzustellen (one-way ANOVA)ai€abelle 4).

Aufgrund der Normalverteilung der Daten innerhaller dversuchstiergruppen war eine
Zusammenfassung der Werte fur das rostrale undatee8triatum jeder Hinhalfte auch vor dem
Hintergrund statistischer Voraussetzungen mogkathe auch Material & Methoden, S. 30-31).

Substanz STN-scheinstimuliert (STN-Schein-HFS) FIRE
Serotonin (5-HT) K 23=0.04; p=0.98 B31=0.24; p=0.87
HIAA F 328=0.20; p =0.90 B30=0,10; p =0.96

Tabelle 4: Darstellung der F- ung-Werte nach Vergleich der behandelten und nich&bdhlten Seite des rostralen und
medialen Striatums in beiden Versuchsgruppen (cayeANOVA).

Eine Ubersicht der Gehaltsmessungen von Serotamindem Hauptmetaboliten HIAA sowie
dessen Ratio als Mal3 flir den Serotdnimovergibt Tabelle 5.

STN-Scheinstimulation (STN-
Schein-HFS)

STN-Stimulation (STN-HFYS)

Kerngebiet nicht-behandelte behandelte Seite nicht-behandelteehandelte Seite
Seite Seite
5-HT dorsolaterales 9.34+1.15 9.06 = 0.96 11.01+£1.25 10.22 +1.06
ventrales 17.12 + 2.47 18.14 £ 2.42 21.15+5.52 16.09 + 1.86
HIAA dorsolaterales 15.00 £ 3.31 14.81 + 3.36 15.42 £ 2.50 16.31 £ 2.65
ventrales 26.07 £5.42 23.77 £5.41 21.74 + 4.69 20.51 + 3.66
HIAA/5-HT dorsolaterales 1.55+0.25 1.58 £0.26 1.37+0.18 1.51+0.14
ventrales 1.48 £0.25 1.20+0.16 1.09+0.12 1.25+0.13

Tabelle 5: Gewebsgehalte von Serotonin (5-HT) und dessen treiabolit HIAA (in nmol/g Protein) in den untersiten
Striatumanteilen (dorsolateral und ventral) vorveaiRatten nach chronischer STN-HFS.

In beiden untersuchten Kerngebieten des Striatuihstef die chronische STN-HFS zu keiner signifikanf&nderung des
Gewebsgehalt von Serotonin in beiden Hirnhélfteichfabehandelt und behandelt) im Vergleich zu deheinstimulierten
Kontrollen. Im Vergleich der beiden Kerngebieter@ateral und ventral) lag der Gewebsgehalt fiTsim ventralen Striatum
fur beide Gruppen und unabhangig von der untersacBeite ber dem im dorsolateralen Striatum. Digetdchiede waren
jedoch nicht signifikant.

Die Gewebsgehalte von HIAA zeigten im Vergleich d&rsuchsgruppen (Schein-HFS und STN-HFS) im datemdlen
Striatum keine Unterschiede, unabhéngig von degraathten Seite (behandelt vs. nicht-behandeltidntralen Striatum war
dagegen auf beiden untersuchten Seiten ein verniémdeewebsgehalt an HIAA in der Gruppe der stiemtdin Tiere gegenuber
der Kontrollgruppe festzustellen, jedoch nichtistech signifikant. Insgesamt war der Gehalt aAAlim ventralen Striatum
hoher als im dorsolateralen Striatum.

Die Werte der Ratios (HIAA/5-HT) waren im ventral8triatum unterhalb derer des dorsolateralen 8triatund im Trend in
der Gruppe der stimulierten Tiere bihemisphérigll beiden Kerngebieten geringer im Vergleich zu déaren der
Kontrollgruppe.

Zusammengefasst fuhrte die chronische STN-HFS imsatimteralen Striatum zu keiner
Veranderung des Gewebsgehalts von Serotonin inebeldirnhélften (nicht-behandelt vs.
behandelt) im Vergleich zu den scheinstimulierteontollen. Die Gehalte waren in beiden
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Versuchsgruppen und unabhéngig von der untersuchéstie von vergleichbarer Dimension
(siehe Tabelle 5).

Auch die Gewebsgehalte des 5-HT-HauptmetabolitexAHAkurden durch die chronische STN-
Stimulation nicht veréndert.

Entsprechend diesen Ergebnissen zeigten auch diesR#es Hauptmetaboliten (HIAA) zu
Serotonin (5-HT), die als Maf} fur den Seotonturnover gelten, keine Unterschiede im

Vergleich der Versuchsgruppen und der untersuchédten (siehe Tabelle 5).

3.3.2 Ventrales Striatum

Die chronische STN-HFS flhrte im ventralen Striatwhenfalls zu keiner signifikanten
Verdnderung der Gewebsgehalte von 5-HT im Verglemmh den scheinstimulierten
Kontrolltieren. Auffallend war jedoch ein mit 16.891.86 nmol/g Protein auf der zur HFS
ipsilateralen Seite deutlich geringerer Gewebsgelai Serotonin als auf der kontralateralen
Seite (21.15 £ 5.52 nmol/g Protein) (siehe Tab&lland Abbildung 15).

Die chronische STN-Stimulation fihrte bei den slienten Tieren gegentber der
Kontrollgruppe zu einer Abnahme der Gewebskonzgeatrales 5-HT-Hauptmetaboliten HIAA
unabhangig von der untersuchten Seite. Die Untesdehzu den analogen Striatumseiten der
scheinstimulierten Kontrolltiere waren jedoch niskgnifikant (siehe Tabelle 5 und Abbildung
16).

Daraus resultiert eine unter chronischer Stimutageringe Abnahme der HIAA/5-HT-Ratio in
der Versuchsgruppe gegeniber der Kontrollgruppéchegedoch nicht signifikant war (siehe
Tabelle 5 und Abbildung 17).

Im Vergleich der Kerngebiete (dorsolateral vs. va@htvaren die Gehalte an 5-HT und HIAA im
ventralen Striatum deutlich hoéher als im dorsold&sr Striatum unabhéngig von der
Versuchsgruppe und der untersuchten Seite (sielell€a5). Daraus resultiert, dass die
HIAA/5-HT-Ratio im ventralen Striatum unabhangig nvader Versuchsgruppe und der
untersuchten Seite geringer war als im dorsolaer8itriatum, jedoch ohne Signifikanz (siehe
Tabelle 5).
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Gewebsgehalte von 5-HT im ventralen Striatum
chronisch STN-stimulierter gesunder Ratten
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HIAA/5-HT Ratios im ventralen Striatum
chronisch STN-stimulierter gesunder Ratten
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Abb. 15-17: Graphische Darstellung der Gewebsgehalte von &drouind seinem Hauptmetaboliten HIAA, sowie detidRa
HIAA/5-HT im ventralen Striatum bei scheinstimutien Tieren und Tieren unter STN-HFS (p<0.05).

3.4  Neurochemischen Analyse der Aminosauren Glutarhand GABA

3.4.1 Dorsolaterales Striatum

In beiden Versuchstiergruppen (Schein-HFS und SH$Hvaren keine statistisch signifikanten
Unterschiede der Gewebsgehalte von Glutamat undAGiABeiden Striatumanteilen (rostrales
vs. mediales Striatum) und beiden Hirnhdlften (mlmkhandelte und behandelte Seite)
festzustellen (one-way ANOVA, siehe Tabelle 6). gruhd der Normalverteilung der Daten
innerhalb der Versuchstiergruppen war eine Zusarfassung der Werte flr das rostrale und
mediale Striatum jeder Hirnhélfte auch vor dem Eligtund statistischer Voraussetzungen
maoglich (siehe auch Material & Methoden, S. 30-31).

Substanz STN-scheinstimuliert (STN-Schein-HFS) FIRs
Glutamat F320=2.52; p =0.08 B31=0.22; p=0.88
GABA F 3,29— 1.38; P= 0.27 5131: 0,04; p= 0.99

Tabelle 6: Darstellung der F- ung-Werte nach Vergleich der behandelten und nich&bdhlten Seite des rostralen und
medialen Striatums in beiden Versuchsgruppen (caaeANOVA).

Eine Ubersicht der Gehaltsmessungen von Glutamat GABA in den untersuchten
Kerngebieten des Striatums gibt Tabelle 7. Dieiiigmten Unterschiede der Neurotransmitter
zwischen den Kerngebieten (dorsolateral vs. venwradl zwischen den Versuchsgruppen (STN-
HFS und STN-Schein-HFS) sind symbolisch hervorgehdt, *).
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STN-Scheinstimulation (STN-Schein- STN-Stimulation (STN-HFYS)

HFS)
Kerngebiet nicht-behandelte behandelte Seite nicht-behandelte behandelte Seite
Seite Seite
Glutamat | Dorsolaterales 76.58+ 2.15 76. 7% 3.45 88.58: 5.86 82.2% 6.84
ventrales 75.75 £ 3.43 71.51 +2.83 8752 +5.7F 81590+ 6.19
GABA | dorsolaterales 10.61+ 0.69 11.20: 0.68 11.85 1.31£g 11.4% 1.27l|;
ventrales 16.84 + 1.36 16.07 + 1.53 18.51 + 2+ 17.58 62.

Tabelle 7: Gewebsgehalte von Glutamat und GABA (in nmol/mgt&in) in den untersuchten Striatumanteilen (datsoal und
ventral) von naiven Ratten nach chronischer STN-HFS

Die Gewebsgehalte von Glutamat beider Striatumian{eiorsolateral und ventral) und Striatumseiteithinbehandelt und
behandelt) waren jeweils fur die Kontrollgruppe whe Gruppe der stimulierten Tiere von vergleicleb&imension. Allerdings
fuhrte die chronische STN-HFS bihemisphériell zneeiErhdhung der striatalen Gewebslevel von Glutadia im ventralen
Striatum gegenuber der scheinstimulierten Kontretlgar signifikant war (two-way ANOVA ungbst-hoc {Test nach Student-
Newman-Keuls, p<0.05) (*).

Die Gewebsgehalte von GABA waren bezogen auf dimtBmseiten (nicht-behandelt und behandelt) inalerider beiden
Versuchstiergruppen von vergleichbarer DimensiomVergleich der Kerngebiete des Striatums (dorsdddt/s. ventral) fanden
sich pro Gruppe und Striatumseite jedoch tenddezletw. signifikant hdhere Gewebsgehalte fir dastraée Striatum (T
F;644.66, p<0.05; one-way ANOVA ungost-hoc {Test nach Student-Newman-Keuls). Die Unterschiedeschen den
Gruppen (scheinstimuliert vs. STN-HFS) waren abehntrsignifikant.

Zusammengefasst fuhrte die chronische STN-HFS irsoffteralen Striatum zu einem im Trend
deutlich erhoéhten Gewebsgehalt von Glutamat in dreitiirnhalften (nicht-behandelt und

behandelt) im Vergleich zu den scheinstimulierteamtollen; diese Unterschiede waren jedoch
nicht signifikant (two-way ANOVA, siehe auch Taleell und Abbildung 18).

Im Gegensatz dazu hatte die chronische STN-HFSRetinfluss auf die Gewebskonzentration
der Aminosaure GABA, die Gewebsgehalte zwischenkaetroll- und der Behandlungsgruppe

waren unabhangig von der untersuchten Seite (beliarsd nicht-behandelt) von vergleichbarer
Dimension (two-way ANOVA, siehe Tabelle 7 und Alohihg 19).

Gewebsgehalte von Glutamat im dorsolateralen Striatum
chronisch STN-stimulierter gesunder Ratten
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Gewebsgehalte von GABA im dorsolateralen Striatum
chronisch STN-stimulierter gesunder Ratten
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Abbildung 19

Abb. 18-19: Graphische Darstellung der Gewebsgehalte von @httaund GABA im dorsolateralen Striatum bei
scheinstimulierten Tieren und Tieren unter STN-Hp$0.05).

3.4.2 Ventrales Striatum

In Analogie zu den Verhéltnissen im dorsolateranatum fiihrte die chronische STN-HFS
auch im ventralen Striatum zu einer deutlichen Hoisphariellen Erhdhung der
Gewebskonzentration von Glutamat. Diese Untersehigdren gegenuber der Kontrollgruppe
abhangig vom Faktor ,Stimulationsmodus” statistiggnifikant (two-way ANOVA) (siehe
Tabelle 7 und Abbildung 20).

Wie im dorsolateralen Striatum war die Gewebskotraéon der Aminosaure GABA auch im
ventralen Striatum durch die STN-HFS unverandertiass die Gewebsgehalte in der Kontroll-
und der Behandlungsgruppe anndhernd gleich groBrnw@wo-way ANOVA) (Tabelle 7 und
Abbildung 21).
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Gewebsgehalte von Glutamat im ventralen Striatum
chronisch STN-stimulierter gesunder Ratten
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Abb. 20-21: Graphische Darstellung der Gewebsgehalte von @aitaind GABA im ventralen Striatum bei scheinstiientén
Tieren und Tieren unter STN-HFS! € signifikanter Unterschied des Glutamat-Gewebaljes in beiden Hirnhalften in der

Gruppe der STN-HFS Tiere gegentber den scheinsérten Kontrollen (two-way ANOVA und post-hadest nach Student-
Newman-Keuls, p<0.05)).

Im Vergleich der Kerngebiete (dorsolaterales vaitnades Striatum) waren die Gewebsgehalte
an GABA in der Gruppe der scheinstimulierten Tikeiteemispharisch ventral tendenziell h6her
als dorsolateral und in der Gruppe der stimulieftezre sogar signifikant hoher gegentiber dem
dorsolateralen Striatum {4 = 4.66, p<0.05; one-way ANOVA ungost-hoc {Test nach
Student-Newman-Keuls) (siehe Tabelle 7 und Abbi¢iR).
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Gewebsgehalte von GABA im dorsolateralen und ventralen Striatum
chronisch STN-stimulierter gesunder Ratten
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Abbildung 22

Abb. 22: Graphische Darstellung der Gewebsgehalte von GABAorsolateralen und ventralen Striatum bei sddi@iulierten

Tieren und Tieren unter STN-HFS (V = signifikantémterschied des GABA-Gewebsgehaltes im ventraleiat8m gegenuber
dem dorsolateralen Striatum in beiden Hirnhalftewm chronischer STN-HFS (one-way ANOVA und post-hest nach
Student-Newman-Keuls, p<0.05)).
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4, Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss déronmischen STN-HFS auf die striatalen
Gewebsgehalte von DA und Serotonin (einschlief3hcbr Metabolite) sowie der Aminosauren
Glutamat und GABA in gesunden mannlichen Wistaté&atuntersucht. Dazu wurden in
definierten Hirnscheiben Gewebszylinder aus demsalateralen und ventralen Striatum
entnommen und die gewonnenen Gewebshomogenate rensschemischen Analyse mittels
HPLC unterzogen. Die Applikation der Stimulation rde mit einem speziellen, weltweit
erstmals eingesetzten voll implantierbaren Mikrastiationssystem fur Ratten durchgefuhrt.

Als wichtigstes Ergebnis dieser Studie konnte eibdemispharielle Erhéhung der
Gewebskonzentration von DA im dorsolateralen undtreden Striatum im Vergleich zu den
scheinstimulierten Kontrolltieren festgestellt weng die fir den dorsolateralen Striatumanteil
signifikant war. Dartber hinaus fand sich nach SRS in beiden Striatumanteilen und
bihemisphérisch eine tendenzielle Erhéhung der ®Gsekemzentration der dopaminergen
Hauptmetabolite DOPAC und HVA.

Die Gewebskonzentration von Serotonin wurde durde dhronische STN-HFS im
dorsolateralen Striatum nicht beeinflusst, im valeln Striatum zeigte sich eine leichte
Reduktion der Gewebekonzentration insbesondere um Stimulation ipsilateralen Nucl.
accumbens. Die Gewebekonzentration des Serotoniadditen HIAA wurde im ventralen
Striatum durch die chronische STN-HFS verringedr éewebespiegel in der Gruppe der
stimulierten Tiere war ca. 16% geringer als in Geuppe der nicht behandelten Kontrolltiere.
Im Gegensatz dazu liel3en sich keine Unterschiedésde/ebskonzentrationen von HIAA fir
das dorsolaterale Striatum feststellen.

Die chronische STN-HFS fiihrte sowohl im dorsold&araals auch im ventralen Striatum zu
einer bihemisphéariellen Erhdéhung der Glutamat-Gekebzentration im Vergleich zur
Kontrollgruppe und war im ventralen Striatum sogagnifikant erhoht. Die striatalen
Gewebskonzentrationen von GABA wurden durch die $IF$ nicht verandert.
Zusammengefasst belegen diese Ergebnisse eineudsndhme der chronischen STN-
Stimulation auf den striatalen Transmitterhaushaliyobei die Anderung der
Gewebskonzentrationen als Ausdruck einer verandeéfeurotransmission angesehen werden
kann. Diese beinhaltet verschiedene Mechanismen Wiansmitterfreisetzung und -
wiederaufnahme sowie Metabolismus und Neusynthese Transmitter. Aufgrund des

gewdahlten experimentellen Ansatzes ist eine geafierenzierung im Hinblick auf die o.g.
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Mechanismen der Neurotransmission nicht méglicmraeh lassen sich indirekt Rickschltsse

auf mdgliche Wirkmechanismen ableiten, die nacl&othkritisch diskutiert werden sollen.

4.1  Gesteigerte dopaminerge Transmission nach chrmecher STN-HFS

Die nach chronischer HFS des STN bihemisphariedtaggerten Gesamtkonzentrationen von
DA und seinen Hauptmetaboliten DOPAC und HVA inasalem Gewebe sind ein Indiz dafr,
dass es unter langerfristiger Stimulation zu egesteigerten striatalen bilateralen dopaminergen
Transmission kommt. Diese Beobachtungen sind mieltiin Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen vorhergehender Studien in naiven Rattemach akuter STN-HFS ebenfalls einen
Anstieg der Dopamin-Konzentration (bzw. der dopargen Metabolite) nachweisen konnten
30;98;110;121;16.5

Allerdings ist eine direkte Vergleichbarkeit zwisthdieser und den genannten Studien aufgrund
der Unterschiede im methodischen Untersuchungsansaht ohne weiteres mdglich. Der
GroRteil der bisherigen Befunde beruht auf Mikrbdiauntersuchungeff**°1#1%pzy. der
voltammetrischen  Messung der Veranderungen der azeltularen  striatalen
Stoffkonzentrationer®. In der vorliegenden Studie wurde eine Gehaltgipesing in striatalen
Gewebshomogenaten, bestehend aus Extrazellulaghéds Glia- und Nervenzellen,
durchgefihrt. Eine differenzierte Beurteilung depaminergen Transmission in den einzelnen
Kompartimenten (intra- und extrazellular sowie @@l und glial) ist somit aufgrund des
gewahlten experimentellen Ansatzes nicht moglich.

Die erhthten striatalen Gewebskonzentrationen vapain und seinen Hauptmetaboliten
DOPAC und HVA nach STN-HFS sind hypothetisch duiaigende, teilweise komplementare
Mechanismen erklarbar: 1. gesteigerte Aktionspakuermittelte DA-Freisetzung aus
Speichervesikeln dopaminerger Neurone via Exozyt@sg¢ Steigerung der DA-Neusynthese
uber eine Aktivitatserhbhung der TH, des Schrittnemenzyms der Dopamin-Synthese und 2b)
damit einhergehender Zunahme des Dopamin-Abba&e (i.gesteigerten Umsatzes), 3.

Neusynthese von TH-Zellen.

4.1.1 Extraneuronaler Pool und gesteigerte Aktionspenzial-vermittelte DA-Freisetzung

Der extraneuronale Pool beinhaltet neben der BEeftrdarflissigkeit (insbesondere dem
synaptischen  Spalt) auch das Neuropil und die 6l Wirden die

Konzentrationsunterschiede von Dopamin in den Gsmassungen nach STN-HFS auf
Anderungen im extraneuronalen Pool zuriickzufiihremn,sso ware dies nur mit einer

vermehrten Freisetzung von DA in den synaptischgadtSbzw. eine nachfolgende Diffusion in

48



den Extrazellularraum erklarbar. Es wird zwar vamgen Autoren angenommen, dass auch
Gliazellen in der Lage sind, DA aufzunehmen undratabolisieren, jedoch sind die Mengen so
gering, dass sie in der Gesamtheit des extraneeroRaols vermutlich zu vernachlassigen sind
87.

Interessanterweise konnte in einer Mikrodialysestumit pharmakologischer Manipulation der
dopaminergen Synapse mittels Applikation eines DAyRake-Inhibitors (Nomifensin) ein
Anstieg der extrazellularen striatalen DA-Konzettra nach STN-HFS nachgewiesen werden
110 Da Nomifensin neben dem Reuptake von DA auch Tnsporter-vermittelte (also
Exozytose-unabhéangige) DA-Freisetzung blockiertrdgupostuliert, dass der DA-Anstieg auf
eine vermehrte Freisetzung aus SpeichervesikelBxagtose zurtickzufiihren sei. Grundsatzlich
sollte eine vermehrte DA-Freisetzung via Exozytome eine Erhohung der Aktivitat
dopaminerger Neurone der SNc gebunden $eibemzufolge miisste die STN-HFS zu einer
gesteigerten Aktivitdt der nigralen Neurone fihrevgs in einigen elektrophysiologischen
Studien mittels intra- und extrazellularen Ablegen der Zellaktivitdt von SNc-Zellen unter
akuter STN-HFS interessanterweise auch gezeigtemetdnnte 3991111149

Eine durch STN-HFS induzierte Aktivitatssteigerumgraler Zellen wére dann durch folgende
drei Mechanismen/ Hypothesen vorstellbar:

1. Geht man von einer inhibitorischen Wirkung denttiation auf die Zellen des STN aus
(Inhibitionshypothese), so konnte der Anstieg deratelen DA-Konzentration durch eine
Disinhibition nigraler Zellen Uber die Relaisstati® TN>SNr->SNc bedingt sein. Durch die
Inhibition der STN-Zellen wirde sich die glutamgerStimulation der Zellen in der SNr und
damit die SNr-Zellaktivitat verringern. Die Folgeame ein reduzierter GABA-erger Output zur
SNc, wodurch es zur Disinhibition dopaminerger &elimit gesteigerter Aktivitdt und damit zu
einer vermehrten striatalen Freisetzung von DA kemikonnte. Dieser Mechanismus erscheint
plausibel vor dem Hintergrund einer massiven inbitschen Kontrolle von SNc-Neuronen
durch GABA-erge Axonkollateralen aus der SRirDie Aktivitat dieser Neurone ist nach akuter
STN-HFS (ahnlich wie die Aktivitat von STN- und GReuronen) reduzieff:16:22:111:149

Die Inhibition von STN-Zellen durch die HFS wirdcuvon mehreren Untersuchergruppen als
Erklarungsansatz fur eine unter STN-HFS beobaciNeteoprotektion dopaminerger Zellen in
der SNc herangezogelaesawa et alkonnten im 6-OHDA-Modell der Ratte nach 14-tagige
Stimulation des STN mittels eines externalisiei@arates eine hohere dopaminerge Zelldichte
in der SNc feststellen als in der Gruppe der Kdhieoe, welche keine Stimulation erhalten
hatten'® Auch im MPTP-Modell des nicht-menschlichen Priematvurde nach STN-HFS eine

hohere Anzahl dopaminerge Zellen in der SNc nachegam als bei Tieren, die keiner
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Stimulation ausgesetzt waréh Die Autoren nehmen an, dass die Stimulation mardnhibition
der STN-Zellen fuhrt, wodurch der subthalamisch&aghaterge Input zur SNc reduziert wird
und sich somit die exzitatorisch toxische Wirkungs dGlutamats auf die Zellen der SNc
verringert, was ein Uberleben der Zellen zur Folge

2. Der Hypothese einer inhibitorischen Wirkung nachNSHFS stehen die Ergebnisse
anderer Studien gegeniber, die einen stimulatiaisgen exzitatorischen Effekt auf die STN-
Zellen postulieren. In einer elektrophysiologischarvitro Studie an Hirnscheiben gesunder
Ratten konnteriLee et al. (2004)zeigen, dass die STN-HFS exzitatorische postsistya
Potentiale (EPSPs) generiert und die Aktionspaefiiequenz in den Zellen des STN erhitht
Ubereinstimmend dazu konntétashimoto et al. (2003)n einer in-vivo Studie im MPTP-
Modell des Primaten eine Erregung subthalamofudédesern und eine Zunahme der mittleren
Entladungsrate in STN-Zielstrukturen (GPi und GPa)ter STN-HFS feststeller®.
Korrespondierend zu diesen Beobachtungen erbrashte neurochemische Untersuchung in
gesunden Ratten den Nachweis erhohter Glutamatdtratzionen in SNr und GPi, zwei
Zielstrukturen des STN®. Zusatzlich konnte eine erhéhte GABA-Konzentrationder SNr
gemessen werdert®. Eine Zunahme der Aktivitat nigraler dopaminerggellen als
Voraussetzung einer gesteigerten DA-Freisetzun§timatum lie3e sich in diesem Kontext tber
einen polysynaptischen Weg und die kombinierte Whckvon Glutamat und GABA auf SNr-
Zellen erklaren. Die exzitatorische Wirkung dem@tliation wirde zu einem erhdhten Glutamat-
Input in die SNr und den GPi fuhren. Die durch @hstamat aktivierten Zellen des GPi kdnnten
Uber ihre direkte Verbindung zur SNr eine GABA-emgrmittelte Inhibition auf SNr-Zellen
ausiben. Der GABA-erge Einfluss auf die SNr-Zelléoerwiegt vermutlich deutlich den
glutamatergen Einfluss (90% vs. 10%f. AuBerdem konnte in ultrastrukturellen Studien
gezeigt werden, dass die STN-Projektionen zur SNdiatalen Dendriten enden, wohingegen
die afferenten GPi-Bahnen zur SNr vor allem Synapsit dem Zellsoma bildefi'. Diese
strategische Position ermoglicht es den palliddtasern, modulierend auf die Aktivitat der
Zellen in der SNr einzuwirken. Der Nettoeffekt dembinierten Wirkung von Glutamat und
GABA in der SNr ware somit inhibitorisch, wodurch 2u einer Disinhibition der Zellen in der
SNc und somit zu einer gesteigerten FreisetzungdAimm Striatum kommen kdnnte.

Unter der Annahme einer exzitatorischen Wirkung Siiemulation auf die STN-Zellen gewinnt
die direkte Verbindung zwischen STN und SNc an Badgg in Bezug auf eine Aktivierung
nigraler dopaminerger Zellen und eine Steigerung Dl&-Freisetzung. Diese exzitatorische
subthalamo-nigrale Faserbahn, die durch elektroplogische und neuroanatomische

Untersuchungen gesichert schefht?® (Ubersicht beiJoel et Weiner, 19974, macht eine
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Beeinflussung nigraler Neurone prinzipiell mdglicind konnte auch experimentell belegt
werden'®371%* Dje Signalweiterleitung erfolgt tiber Synapsensolien den Axonterminalen der
STN-Neurone und Dendriten dopaminerger Zellen dér, 8lie bis in die SNr hineinreichen. Die
Grenobler Arbeitsgruppekonnte in einer elektrophysiologischen Studie eirehOhte
Feuerungsrate von SNc-Neuronen unter akuter STN-H&hweisen™. In einer weiteren
elektrophysiologischen Studie konnte nach pharnoghether Stimulation des STN eine
Zunahme von burst-Entladungen in SNc-Neuronen gezaierden *. Da diese burst-
Entladungen durch die Applikation eines NMDA-Repepintagonisten unterdriickt werden
konnten, wurde postuliert, dass Glutamat aus deanfexminalen der STN-Neurone fur die
stimulationsbedingte Aktivitatszunahme verantwortlwar. Der Nachweis erh6hter Glutamat-
Konzentrationen nach STN-HFS in der SNr, wo die-dgndritischen Synapsen zwischen STN-
und SNc-Neuronen gebildet werden, unterstiitzt diesghme'®*.

Eine Zusammenfassung aller Ergebnisse unterstitat ¢lypothese, dass eine
stimulationsbedingte Erh6hung der Nervenzellakitvih der SNc verantwortlich sein kdnnte flr
die gesteigerte striatale DA-Freisetzung.

3. Die gesteigerte Freisetzung von striatalem DA kéndaruber hinaus auch unter
Einbeziehung anderer cerebraler Strukturen, dieralfb der Basalganglien liegen, vermittelt
werden. Glutamat kann die Freisetzung von DA adatalen Axonterminalen dopaminerger
Neurone Uber prasynaptische NMDA-Rezeptoren mogieund so zu einer nicht-
exozytotischen DA-Freisetzung filhréfi'%” Der starkste Glutamat-erge Input ins Striatum
erfolgt aus dem Cortex und Thalamid® Unter Beriicksichtigung des cortico-basalgangliona
thalamo-corticalen Regelkreises kbnnte eine Akitszunahme in Zellen thalamischer Kerne
und des Cortex zu einer vermehrten Ausschittung@omamat und damit einer gesteigerten
Freisetzung von DA im Striatum fiihreBenazzouz et al. (200@pnnten unter STN-HFS eine
Zunahme der Aktivitat thalamocorticaler Projektioesrone in der Ratte feststell&n Dariiber
hinaus zeigten klinische Studien zur Messung deggmalen cerebralen Blutflusses (rCBF)
mittels Positronen-Emissions-Tomographie (PET) u8Bohgle-Photon-Emission-Computed-
Tomographie (SPECT) eine Zunahme des rCBF unter-BFS im supplementar-motorischen,
pramotorischen und anterioren cinguldren CorfeéX® Eine Zunahme des rCBF gilt bei diesen
Untersuchungen als Zeichen einer gesteigerten nael@éo Aktivitat. Die erhohte striatale
Gewebskonzentration von DA liel3e sich also auckldame erhdhte Aktivitat thalamischer und
corticaler Zellen unter STN-HFS erklaren.

Ob eine gesteigerte exozytotische (oder nicht-exdsghe) DA-Freisetzung tatsachlich ein

Mechanismus ist, der zur erh6hten DA-Gewebskonatotr unter chronischer STN-HFS
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beitragt, kann aufgrund des methodischen Ansatzeserd Arbeit nicht sicher differenziert
werden. Insbesondere im Hinblick auf die in diedgbeit nachgewiesenen bilateralen

Veranderungen konnte sie aber eine wichtige Rpllelen (s. unten, Kapitel 4.1.3).

4.1.2 Intraneuronaler (prasynaptischer) Speicherpolomit Steigerung der DA-

Neusynthese
Die Neusynthese von DA und die anschlieRende Seeinly erfolgt in drei unterschiedlichen
Kompartimenten, die in den Axonterminalen der Neerdokalisiert sind und untereinander

kommunizieren "%2

Man unterscheidet das zytoplasmatische Kompantimswie den
vesikularen Kurz- und Langzeitspeicher. Im prasyisapen Zytoplasma erfolgen die DA-
Synthese und der enzymatische AbBaw24% des intrazellularen DA sind hierin enthaltén
Uber vesikulare DA-Transporter (vDAT) kann DA inedvesikularen Speicher aufgenommen
und dort bis zur Freisetzung gespeichert werdeea.idravesikulare Konzentration wird mit ca.
0,5mol/l konstant gehalten

Die in dieser Arbeit beobachteten Erhéhungen deatalen Gewebskonzentrationen von DA
und den Hauptmetaboliten DOPAC und HVA kénnten adalch eine stimulationsbedingte
DA-Neusynthese und einen stimulationsbedingt veeed DA-Metabolismus hervorgerufen
sein, entsprechend der Hypothese, dass eine Erpdtes DA-Metabolismus und damit der
Konzentrationen von DOPAC und HVA an eine intraoeate Dopamin-Neusynthese gebunden
ist ®. Dies wird unterstiitzt durch die Ergebnisse eMikrodialysestudie nach akuter STN-HFS
mit Messung der striatalen Extrazellularkonzentragn von DA und Metaboliten nach
pharmakologischer Manipulation der dopaminergen apya *'°. Zum Beispiel konnte in
gesunden Ratten gezeigt werden, dass unter akiitdfHES trotz einer Vorbehandlung der
Tiere mit dem Dopaminspeicherentleerer Reserpimalem eine Erh6hung der Konzentration
des DA-Metaboliten DOPAC zu beobachten ist. Da udiesen Bedingungen angenommen
werden musste, dass kein DA mittels Exozytose dsatyt, wieder aufgenommen und
metabolisiert werden kann, schlussfolgerten dieofart, dass die erhdhten Konzentrationen der
DA-Metabolite auf den vermehrten Abbau eines irdHaiar mittels des Enzyms
Tyrosinhydroxylase (TH) neu synthetisierten  Dopasnin zuriickzufiihren  seien.
Konsequenterweise erfolgte in derselben Studial(@rdings nicht vorbehandelten Tieren) auch
eine Bestimmung der TH-Aktivitat, gemessen am eraigohen Umsatz von L-Tyrosin zu L-
Dopa, dem geschwindigkeitsbestimmenden SchritDagraminsynthese. Die Untersuchung der
Enzymaktivitat zeigte eine auf der zur Stimulatipailateralen Seite erhohte Konzentration an

L-Dopa im Vergleich zur kontralateralen Seite, veds Zeichen einer erhdhten Enzymaktivitat
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und damit Neusynthese gewertet wutfe Dieses Ergebnis konnte in einer Folgestudie weite
prazisiert werden, in dem bei Tieren nach akuteN-$IFS (Dauer 2h) im Vergleich zur
scheinstimulierten Kontrollgruppe mittels WesterotBng ein erhdhter Phosphorylierungsgrad
der TH gemessen werden konffte

Es ist also vorstellbar, dass die in der vorliegen&tudie gemessenen erhohten striatalen
Gewebekonzentrationen von DA nach chronischer SHS$-H Ausdruck einer
Aktivitatssteigerung der TH und damit einer erhdhi2A-Neusynthese sind. Diese Annahme
wird unterstltzt durch einige Pilotexperimente sia@ wenigen Versuchstieren durchgefiihrten
enzymatischen TH-Assays mit Nachweis erhohter KotmaBonen von L-Dopa (hoch
unveroffentlichte Daten).

Daruber hinaus konnte unter chronischer STN-HFSe eiBrhohung der striatalen
Gewebskonzentrationen der DA-Metabolite DOPAC undAHgezeigt werden, was darauf
hindeutet, dass es auch zu einer Erh6hung des Mistalois kommt, mdglicherweise durch eine
gesteigerte TH-Aktivitat'®*2

Die erhohten Gewebskonzentrationen der DA-Metaddigi den stimulierten Tieren kdnnten
jedoch auch durch einen erhéhten DA-Metabolismush rauvor gesteigerter DA-Freisetzung
erklart werden (s. Kapitel 4.1.1). Der im Vergleider beiden Metabolitenkonzentrationen
auffallende hohere Anstieg der HVA-KonzentrationeurSTN-HFS konnte durch ein hdheres
Substratangebot bedingt sein. HVA entsteht zumne@&techol-o-Methyl-Transferase (COMT)
—vermittelt direkt aus DA und zum anderen durch leitermetabolisierung von DOPAC,
welches wiederum als Hauptabbauprodukt von DA, utesh Gber die Monoaminooxidase B
(MAO B), entsteht®”. Aufgrund der hoheren DA-Konzentrationen bei déerdh unter STN-
HFS wirde somit zum einen mehr DA fir die direktewhndlung in HVA, aber auch mehr
DOPAC durch die MAO B-Reaktion zur Verfligung stehen

Betrachtet man das Verhaltnis von Metaboliten zbsBat (= Ratio, [DOPAC+HVA]/DA), so
fallt auf, dass sie bei den stimulierten Tieren geringgradig erhoht ist gegenuber der Ratio in
der Kontrollgruppe. Die Konzentration der Metalmlist also in etwa gleich groBem MalRe
gestiegen wie die DA-Konzentration selbst. Dies rkéndadurch erklart werden, dass die
Aktivitat der abbauenden Enzyme abhangig ist vombsBatangebot, dass also ein
Konzentrationsanstieg des Substrates (vermehrtisefzang oder gesteigerte Synthese) eine
Zunahme der Enzymaktivitat bedingt und umgekehrt.

Es wird also darauf ankommen, dass zukinftige 8tudiittels enzymatischer Assays klaren,
inwieweit die chronische STN-HFS die Aktivitdt den DA-Stoffwechsel an Synthese und

Abbau beteiligten Enzyme beeinflusst.
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Die intraneuronalen Speicherkompartimente werden dmen Kurzzeit- und einen
Langzeitspeicher unterteilt. Zwischen den Speichemmd dem Zytoplasma erfolgt ein
permanenter Konzentrationsausgleich von DA. DerzKeitspeicher umfasst die membran-
standigen Vesikel, aus denen DA exozytotisch fresga wird, der Langzeitspeicher umfasst die
membran-fernliegenden Vesikel und dient als Repewmie®. Aufgrund des methodischen
Ansatzes dieser Arbeit ist eine differenzierte Beilung der Speicherkompartimente nicht
maoglich. Interessant ist aber die Untersuchung Eiege, ob unter den Bedingungen der
chronischen STN-HFS wund einer erhohten DA-Synthemech die intraneuronalen
Speicherkapazitaten fur DA vergrossert und die [p&i€her (insbesondere der
Langzeitspeicher) ,aufgeflllt* werden. Auch diegepekt sollte in zuklnftigen Studien (mittels

Mikrodialyse oder Voltammetrie) untersucht werden.

4.1.3 Neusynthese von dopaminergen Zellen in der EN

Eine weitere Hypothese, die die in der vorliegendeheit beobachteten héheren striatalen
Gewebsgehalte von DA und seinen HauptmetaboliteRAOund HVA nach chronischer STN-
HFS erklaren konnten, ist die stimulationsbedinyeusynthese dopaminerger Zellen in der
SNc.

Lie et al (2002) konnten zeigen, dass die Substantia n{§fd) ausgewachsener Ratten
teilungsfahige Vorlauferzellen enthalt, aus deneh sowohl reife Gliazellen als auch Neurone
entwickeln konnert®. Eine neurogene Differenzierung erfolgte jedoothnin der SN selbst,
sondern erst nach Transplantation der Zellen in Hgpocampus der RatterLie et al.
schlussfolgerten daraus, dass die neurogene Difneing abhangig ist von
Umgebungsfaktoren und proneurogenen Signalenndier SN gesunder Tiere nicht vorhanden
sind oder inhibiert werden.

Auch Steiner et al.(2006) konnten in der Substantia nigra von Rattenliferationsfahige
Zellpopulationen nachweisen, welche sich in Voréeéllen von reifen Gliazellen
differenzieren kénnen*®. Eine Stimulation der Tiere, im Sinne einer Anheimng der
Umgebung durch Verbesserung der Haltungsbedingufmdh gréRere Kafige) und physisches
Training (regelméRige Laufbandiibungen), fuhrte zimere Steigerung der zellularen
Proliferationsrate sowohl in gesunden Tieren atham 6-OHDA-Modell der Ratte. Auch nach
dieser Stimulation der Tiere konnte jedoch nur ewermehrte Neusynthese glialer
Vorlauferzellen nachgewiesen werden; die Stimutatiihrte nicht zur Induktion einer
NeurogeneseSteiner et al(2006) erklarten dies, wie auch scHde et al.(2002), damit, dass

im Gegensatz zu anderen Hirnarealen, in denen enese stattfindet (z. B. Hippocampus), in
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der Substantia nigra eine Inhibition neurogenertdtak vorliegt, die durch physiologische
Stimuli offensichtlich nicht inhibiert werden konme

Eine Untersuchergruppe vom Karolinska-Institut &ieckholm konnte mittlerweile in einer
immunhistochemischen Studie neusynthetisierte Neutio der Substantia nigra von Ratten
nachweisen, welche sogar teilweise Marker dopameareNeurone (TH-Immunopositivitat)
aufwiesen ¥ Jedoch werden diese Ergebnisse sehr kontrovesteutidirt, da die Arbeit
methodische Méangel aufweist und die Ergebnisseamgsinicht reproduziert werden konnten
2554 Ob eine neuronale Neusynthese in der Substaigtia tatsachlich méglich ist, muss also in
weiteren Studien untersucht werden. Die Wirkung $&N-HFS, wie sie in der vorliegenden
Studie durchgefihrt wurde, kénnte aber darin besteldass sie durch ihr Eingreifen in das
neuronale Netzwerk der Basalganglien einen Stimdarstellt, der die Inhibition neurogener
Faktoren aufhebt und dadurch eine Neusynthese venrdden erlaubt. Die erhdhten
Gewebsgehalte von Dopamin waren dann durch eintigede Neusynthese dopaminerger

Neurone zu erklaren.

4.1.4 Bihemisphérielle Effekte nach unilateraler SN-HFS

Eine interessante Beobachtung der vorliegendenie&Stwdr der Nachweis bihemisphariell
erhohter Gewebskonzentrationen von DA und Metadlitalso auch im zur Stimulation
kontralateralen Striatum, was eine Bilateralitit Bifekte suggeriert.

Bilaterale Effekte nach unilateraler STN-HFS komnite anderen Studien bereits nachgewiesen
werden30:31:38:62:102131140g 4 ot ] (2006berichteten in einer Verhaltensstudie an Rattesr (ib
inhibitorische Zellantworten in Neuronen des STNdbe Hemisphéren unter einseitiger STN-
HFS **° und vermuteten, dass ihre Ergebnisse das neutofdgische Korrelat klinischer
Untersuchungen an Parkinson-Patienten wéaren, Ioeindeei nur einseitig durchgefuhrter STN-
HFS bilaterale Verbesserungen der motorischen Fméa beobachtet werden konnt&fi?1%
Eine weitere experimentelle Arbeit, die metaboleséifekte der STN-HFS untersuchte, konnte
bilaterale Einflisse nach einseitiger Stimulati@stétellen™. Salin et al. (2002)zeigten in
Zellen beider Nuclei subthalamici in gesunden Ratterniedrigte Konzentrationen an
Cytochrom-Oxidase-Subunit--mRNA, die als Marker dellularen metabolischen Aktivitét
angesehen wird®. Es wurde geschlussfolgert, dass direkte Verbigdnrzwischen den STN
beider Seiten das neuroanatomische Substrat di&mybachtung darstellten. Auch
Mikrodialyse-Studien zur Untersuchung der neurodeenen Veranderungen unter akuter STN-
HFS konnten in gesunden Ratten unter unilateratenufation einen Anstieg sowohl der

extrazellularen DA-Konzentration als auch der beideminosauren Glutamat und GABA in
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beiden Striata nachweiser’®®. Die Autoren erklarten dies mit Kkontralateralen
Gleichgewichtseffekten im dopaminergen System, \tkemutlich Uber interhemispharische
nigro-thalamo-corticale Verbindungen vermittelt den.

Die von Nieoullon et al. (1977¢uerst beschriebenen Gleichgewichtseffekte imosigiatalen
dopaminergen System in der Katze konnten auchrargretation ftr die in der vorliegenden
Arbeit erhobenen Ergebnisse angewendet weltfen der 0.g. Studie kam es nach unilateraler
Applikation von DA Uber eine stereotaktisch in &Bc implantierte Kanile zu einer massiven
Zunahme der DA-Freisetzung im kontralateralen &ina Unter der Vorstellung einer durch die
Stimulation gesteigerten Aktivitat der TH kodnntee ddaraus resultierende erhthte DA-
Konzentration im ipsilateralen Striatum die Wirkudgs mittels Kantle zugeflhrten Dopamins
imitieren: um die Unterschiede in der DA-Konzeritmatbeider Striata zu egalisieren, wird DA
auf der zur Stimulation kontralateralen Seite vdmhé&eigesetzt. Dieser Effekt konnte entweder

119 oder tiber den Anteil der

Uber kreuzende nigro-thalamo-corticale Bahnen wsihwerden
nigrostriatalen Faserbahnen, die direkt ins koateshle Striatum projizieren (ca. 5%°*%).

Kreuzende Verbindungen dieser Art konnten mitteddalingverfahren sowohl in der Kate
als auch in der Ratt® nachgewiesen werden, so dass eine Ubertragungrdebnisse von

Nieoullon et alauf die Ratte mdglich ist.

4.1.5 Veranderungen der dopaminergen Transmissiom Kontext der verschiedenen
Striatumanteile (dorsolateral vs. ventral)
Der STN besitzt neben seinem motorischen Anteilcke im lateralen STN lokalisiert ist, auch
einen limbischen Antet?’. Dieser umfasst den medialen STN und ist Gbere@hke efferente
und afferente Projektionen mit anderen ,Stationel®r limbischen Basalganglienschleife
verbunden®®. Parallel zu den Untersuchungen im dorsolater&giatum wurde deshalb in
dieser Arbeit untersucht, ob die chronische STN-HBSch zu Veré&nderungen der
neurochemischen Transmission im ventralen StrigtaihNucl. accumbens) fuhrt, welches den
striatalen Anteil der limbischen Basalgangliensidaldarstellt.
Obwohl die stereotaktischen Koordinaten fur den SBAv. fur die Stimulationselektrode den
lateralen STN beriicksichtigen und ausschliessligreTmit orthotoper Elektrodenlokalisation
verwendet wurden, ist auch eine Beeinflussung vearbhen im medialen STN maoglich, da die
Stromausbreitung um die Elektrode nicht an anatcmei$srenzen gebunden ist. Somit durfte bei
monopolarem Stimulationsmodus eine Beeinflussung Neuronen im Umkreis von mehreren

10 pm um die Elektrode herum moglich sein, auchnwvent zunehmendem Abstand der
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Neurone von der Elektrode die Stimulationswirkubgienmt*?3. Dies muss bei der Beurteilung
der Ergebnisse aus dem ventralen Striatum beritigtioverden.

Dopamin stellt einen wesentlichen Transmitter in ldabischen Basalganglienschleife dar und
ist vor allem an der Ausbildung von Belohnungs-erasiuch Suchtverhalten beteilji’>. DA
wird aus Axonterminalen von Projektionsneuronen\entralen Tegmentalen Area (VTA) ins
ventrale Striatum (Nucleus accumbens) freigesetzt.

Als Ergebnis dieser Arbeit konnte im ventralen &tnm, genau wie im dorsolateralen Striatum,
ein bihemispharieller Anstieg der Gewebskonzemnain von DA und seinen Hauptmetaboliten
nach chronischer STN-HFS gezeigt werden, was eieeinBussung der dopaminergen
Transmission auch im ventralen Striatum unterdtteiDer prozentuale Anstieg war jedoch
deutlich geringer ausgepragt als im dorsolater@teiatum (10% vs. 16%) und nicht signifikant.
Die Mechanismen, die der Konzentrationszunahme unatyr liegen koénnten, entsprechen
prinzipiell denen im dorsolateralen Striatum, da&si3h entweder eine erhthte exozytotische
Freisetzung des Transmitters und/ oder eine Steigerder Syntheseleistung des
geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes der Enzykticea mit der TH. Die Ratio aus
Metaboliten zu Substrat ((DOPAC+HVA]/DA) zeigte genwie im dorsolateralen Striatum nur
einen geringen Unterschied zwischen der Gruppsestitaulierten und scheinstimulierten Tiere.
Daraus lasst sich die Vermutung ableiten, dasseegeihend mit der Konzentrationszunahme
von DA (durch vermehrte Freisetzung und/ oder ggsitee Neusynthese) auch die Aktivitat der
abbauenden Enzyme erhoht wurde (i.S.e. gesteigertesatzes). Eine genauere Beurteilung der
einzelnen Mechanismen ist aber anhand der vorlaege&rgebnisse nicht mdglich.

Wie oben bereits erwéhnt, konnte die geringere [EB8shahme der Stimulation auf die
Gewebskonzentration von DA (und Metaboliten) im tvalen Striatum im Vergleich zum
dorsolateralen Striatum durch die Elektrodenplatirig im (vordergriindig motorischen) STN
bedingt sein, aber auch durch neuroanatomischecWatsngen erklart werden. Die VTA-
Neurone erhalten exzitatorische (glutamaterge) raffeen aus dem Cortex und stehen
gleichzeitig unter dem starken inhibitorischen (G¥Brgen) Einfluss aus striatalen Zellen, auf
denen wiederum glutamaterge corticale AfferenzeteenDer Erhéhung der metabolischen und
elektrischen Aktivitat der VTA-Neurone und der §&ung der dopaminergen Transmission im
Striatum durch einen corticalen Stimulus folgt irsem Regelkreis unmittelbar ein gesteigerter
GABA-erger Input in die VTA im Sinne eines feedbadkchanismus®. Eine der STN-HFS
folgende Aktivierung corticaler Zellen wirde somiiedingt durch die Verschaltungen im
Regelkreis, nur eine geringe Erhdhung der dopamé@meil ransmission bewirken, was mit den

Ergebnissen der vorliegenden Arbeit vereinbar ist.
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Die geringere DA-Konzentrationszunahme im ventraBtriatum unter STN-HFS liel3e sich

120 Geht man von einer

auch anhand der direkten Verbindung SIWTA erklaren
exzitatorischen Wirkung der HFS auf die Zellen &3 aus, so wirden die VTA-Neurone
durch die glutamaterge Stimulation initial aktitiererden und die DA-Freisetzung im ventralen
Striatum zunachst deutlich zunehmen. Mehrere Stukilminten zeigen, dass eine erhohte DA-
Konzentration im Striatum Uber die Aktivierung prdasptischer B-Rezeptoren zu einer
vermehrten Freisetzung von Glutamat aus corticAkanterminalen fiihre®!°%17 Die dadurch
bedingte Aktivierung striataler Neurone wirde wietie den GABA-ergen Einfluss auf VTA-
Zellen erhdéhen und ihre (metabolische/ elektriséieivitat verringern. Die DA-Freisetzung im
ventralen Striatum wirde dadurch, wiederum einegdback-Mechanismus folgend, reduziert.
Im Vergleich der Striatumanteile (dorsolateral wesntral) zeigte sich im dorsolateralen Striatum
eine signifikant héhere DA-Gewebskonzentrationimls/entralen Striatum unabhangig von der
Stimulation und der untersuchten Seite. Diese Hrnigsb stimmen tberein mit den Ergebnissen
anderer Studien zur Untersuchung des DA-Gehaltek -8toffwechsels in unterschiedlichen
Hirnstrukturen.Bertler and Rosengrekonnten bereits 1959 zeigen, dass bei untersatiedh
Spezies die hochsten DA-Konzentrationen im Nuctauglatus und dem Putamen vorliegen (ca.
80% des Gesamt-DA im ZNS). Weitere post mortem-Studien an menschlichen @ehir
konnten mittels Fluorimetrischer Detektion in Horangten von Hirngewebe einen DA-Gehalt
von 5-7pg/g Hirngewebe im Nucleus caudatus undrfertaund von 2.5pg/g Hirngewebe im
Nucleus accumberf§*°3%>°nachweisen. Auch bei Ratten konnte nachgewiesedengdass
die DA-Konzentration im ventralen Striatum deutligeringer ist als die im dorsolateralen
Striatum®®’, und dass die DA-erge Innervation des ventralet8ms tber die VTA schwécher
ausgepragt ist als der DA-Impuls aus der SNc inddesolaterale Striatuff?. Fir die Ratio aus
HVA/DA konnten im Nucleus accumbens signifikant BidWerte nachgewiesen werden als im
Nucleus caudatu§”®. Auch wenn ein direkter Vergleich der Ergebnisgser Studien mit der
hier vorliegenden Studie aufgrund unterschiedli®gezies der Untersuchungstiere (Mensch vs.
Ratte) und verschiedener Untersuchungsmethodena(tSkeéstimmung /g Hirngewebe mittels
Fluorimetrischer Detektion vs. Gehaltsbestimmung Hgptein mittels Elektrochemischer
Detektion) nur eingeschrankt moglich ist, kann awhder Daten gezeigt werden, dass deutliche
Unterschiede hinsichtlich des Dopamingehaltes uretmutlich DA-Metabolismus im

dorsolateralen und ventralen Striatum bestehen.
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4.2  Beeinflussung der serotoninergen Transmissioranh chronischer STN-HFS
Neben DA ist auch Serotonin ein wichtiger Neurasraitter in den Basalganglien, vor allem in
der limbischen Basalganglienschleife. Serotonindwaus Projektionsneuronen des dorsalen

t?° und ist vor allem an

Raphe-Kerns (DRN) ins dorsolaterale und ventrat&tsin freigesetz
der Entwicklung von Stimmungsverhalten und der Madtonsbildung beteiligt.

Serotonin  wird aus der essentiellen Aminosaure fopiman gebildet, wobei der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Synthdser die Tryptophanhydroxylase (TRH)
vermittelt wird ®’. Die Freisetzung des Transmitters erfolgt exoistbt aus Speichervesikeln,
die in den Axonterminalen der Raphe-Neurone lolalisind. Nach erfolgter Freisetzung wird
Serotonin Uber spezifische Transportermolekile eredh die prasynaptische Zellmembran
aufgenommen und anschlieBend entweder in die Spems$ikel transportiert oder tber die
Monoaminooxidase A (MAO A) metabolisiert zu Hydrekyolessigsaure (HIAA}"®° Eine
Aufnahme in Gliazellen erfolgt nicRE".

Die Untersuchung der Gewebskonzentration von Seiroton dorsolateralen und ventralen
Striatum nach chronischer STN-HFS sollte zur Bearting der Frage herangezogen werden,
inwieweit andere striatale Transmittersysteme, nebB&\, durch die chronische STN-HFS
beeinflusst werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdesssddie chronische STN-HFS im ventralen
Striatum zu einer bihemisphériellen Reduktion deiatmlen Gewebskonzentration des 5-HT-
Hauptmetaboliten HIAA fihrt und gleichzeitig die Wbskonzentration von Serotonin
geringfligig verringert, dies jedoch nur ipsilatezal Stimulation. Auch die Ratio aus Metabolit
zu Ausgangssubstanz (HIAA/Serotonin) im ventraleratim wurde durch die chronische STN-
HFS bihemisphéariell gesenkt. Im dorsolateralen aBtm hatte die chronische STN-HFS
praktisch keinen Einfluss auf die Gewebskonzeminagin von Serotonin und HIAA.

Der Einfluss der STN-HFS auf die striatale seraterge Transmission wurde bislang in
experimentellen Studien wenig untersucht, der \éhl mit Ergebnissen anderer Arbeiten ist
deshalb kaum mdglich. Eine Mikrodialyse-Studie Kennach kurzfristiger STN-HFS keine
Anderung der extrazellularen HIAA-Konzentration morsolateralen Striatum feststelléff,
was mit den Ergebnissen der Untersuchungen im ddesalen Striatum der hier vorliegenden
Arbeit prinzipiell Gbereinstimmt.

Die unterschiedlichen Veranderungen der Serotomw€hskonzentration im ventralen und
dorsolateralen Striatum unter chronischer STN-HBBnken durch eine differenzierte Wirkung
der chronischen STN-HFS auf verschiedene DRN-Zplifaiionen erklart werden (s. unten,
Kapitel 4.2.2).
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4.2.1 Verringerte serotoninerge Transmission nachhzonischer STN-HFS im ventralen
Striatum

Die Veranderungen der Gewebskonzentrationen voot@en und HIAA im ventralen Striatum

nach chronischer STN-HFS konnten durch folgende hdeismen erklart werden: 1.

Verringerung der exozytotischen Freisetzung und idaminhergehender reduzierter

metabolischer Abbau und 2. verringerte Synthese.

4.2.1.1. Verringerte exozytotische Freisetzung naadizierter metabolischer Abbau
Die Freisetzung von Serotonin erfolgt Aktionspoi@rgebunden via Exozytose aus
prasynaptischen Speichervesikeln, die in den Axamtelen der DRN-Neurone lokalisiert sind.
Eine verringerte Freisetzung des Neurotransmitigiee somit mit einer Inhibition der DRN-
Neurone unter STN-HFS verbunden. In einer eleklysighogischen Studie konntdremel et al.
nachweisen, dass es unter akuter STN-HFS zu eibealne der Entladungsfrequenz von
serotoninergen Neuronen und damit einer InhibiiorDRN kommt*>2 Da der Nachweis einer
direkten efferenten Verbindung zwischen STN undsdlem Raphe-Kern bislang feHit
nahmen sie an, dass die Stimulationswirkung tb®nepolysynaptischen Weg vermittelt wird
unter Einbeziehung z.B. der SNr. Die SNr ist eiriehtige Zielstruktur des STRf und weist
GABA-erge Efferenzen zum DRN att***® Unter kurzfristiger STN-HFS konnte bereits eine
vermehrte Aktivitat nigraler Neurone festgestelerden'®®. Die damit verbundene vermehrte
GABA-Freisetzung fuhrt zu einer Inhibition von DRWeuronen, diese Inhibition des DRN
konnte auch unter chronischer STN-HFS fir eine uwaterte Serotonin-Freisetzung ins ventrale
Striatum verantwortlich sein.
Die in dieser Arbeit nach chronischer STN-HFS gesamen, ipsilateral zur Stimulation nur
geringfligig und kontralateral nicht verringerten r@enin-Konzentrationen im ventralen
Striatum widersprechen diesen Erklarungsansatzeoht,nida es sich hierbei um
Gewebskonzentrationen handelt und eine Unterschgidn intra- und extrazellularen Pool
aufgrund des methodischen Ansatzes der Arbeit mubglich ist. Infolge einer verringerten
Freisetzung waren auch die Wiederaufnahme und deyneatische intraneuronale Abbau
reduziert, wodurch sich die Abnahme der Gewebskunaion der HIAA erklaren lieRe. Die
verringerten Ratios waren dann Ausdruck eines vetarien Serotonin-Turnovers nach
chronischer STN-HFS.
Darlber hinaus steht die striatale Freisetzung Serotonin aus Zellen des dorsalen Raphe-

Kerns auch unter der Regulation von DA, ein Mechawis, der ebenfalls zur Abnahme der
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Gewebskonzentration (von Serotonin und HIAA) u@ronischer STN-HFS beitragen konnte.
Hery et al. (1980konnten in Katzen nach unilateraler, stereotakéisépplikation von DA in
die SNc eine bihemisphérisch verringerte Serot@m@isetzung im Striatum nachweisgn Sie
vermuteten, dass durch die DA-Freisetzung aus [tendnigro-striataler Zellen die Aktivitat
von nigralen Projektionsneuronen zum Raphe-Kernngert wird und damit keine Aktivierung
von serotoninergen Projektionsneuronen ins Striagtattfindet. Sie konnten jedoch nicht
ausschliessen, dass die verringerte Serotonineftreisg auch vermittelt wurde durch die
Bindung von DA an seine auf den striatalen Axonteaten der Raphe-Kern-Neurone
lokalisierten Rezeptoren. In diesem Fall konntea idi der vorliegenden Arbeit gemessenen
bihemisphérisch erhdhten Gewebskonzentrationen @Anim ventralen Striatum auch eine
Rolle bei der Vermittlung einer verminderten SenateFreisetzung aus DRN-Neuronen spielen.
Zusammenfassend konnte eine reduzierte Freisetmm@erotonin als Folge der STN-HFS also
durchaus fur die verringerten Gewebsgehalte derAHIAd den reduzierten Serotonin-Turnover
verantwortlich sein. Welche Mechanismen genau deminderten Freisetzung zugrunde liegen,

muss in zukinftigen Studien weiter untersucht werde

4.2.1.2. Verringerte Synthese und Reduktion desioadischen Abbaus

Serotonin  entsteht  mittels der Enzyme  Tryptophardydase (TRH) und
Aminosauredecarboxylase (AADC) aus der essentielleminosaure Tryptophan. Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Serotoymtt&se wird Uber die TRH vermittelt. Die
Syntheseleistung der TRH kann wie bei der TH Ukesi Mechanismen gesteigert werden. Eine
kurzfristige Zunahme der Aktivitat wird durch eifeoteinkinase-vermittelte Phosphorylierung
erzielt, besteht langerfristig ein erhOhter Bedanf Serotonin, so wird Uber eine vermehrte
Genexpression die Enzymprotein-Synthese gesteiffertDie in der vorliegenden Arbeit
gemessene erniedrigte  Gewebskonzentration der HIA%ei leicht erniedrigter
Gewebskonzentration von Serotonin in der Gruppe stienulierten Tiere kdnnte durch eine
Inhibition der TRH oder der Aktivierungsmechanismater TRH (Phosphorylierung,
Genexpression) und konsekutiver Abnahme des 5-Hiabtdismus bedingt sein. Durch die
Stimulation kdnnten, vermittelt Gber polysynaptisderbindungen zwischen STN und Raphe-
Kern, in den Raphe-Kern-Neuronen Signalmechanisamkéwiert werden, die zur Hemmung der
Proteinkinase (keine Phosphorylierung der TRH) adler Genexpression flihren. Setzt man
voraus, dass der Abbau von Serotonin an die Symtgpekoppelt ist, so liel3e sich die in dieser
Studie gemessene erniedrigte Konzentration der H#Adie verringerte Syntheseleistung der
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TRH zurtckfuhren. Studien, die als Folge der STNsH&ie Aktivierung oben genannter
inhibitorischer Mechanismen feststellten, fehlesldng.

Bei der Beurteilung der Ergebnisse des Serotorofftchsels unter STN-HFS muss
methodisch berucksichtigt werden, dass es sich de#i HIAA um eine Substanz mit
hochgradiger post mortem- und Perchlorsaure-Ingtgtandelt, wodurch die Konzentrationen,
die nach der Totung der Tiere und KonservierungRiteben in Perchlorsaure gemessen werden,
nicht die tatsachlichen Konzentrationen widersdiedeédnnten . Dieser intrinsische Fehler
erscheint jedoch vernachlassigbar, da die Probeis@N-HFS- und der Placebo-Gruppe nach
dem gleichen Protokoll verarbeitet wurden. AulR3erdmtrug die Zeit zwischen der Totung der
Tiere und der Schockfrostung der Proben in Isomentar wenige Minuten, und die
perchlorsaurehaltigen Proben verblieben bis zur EHRlessung in gefrorenen Zustand. Darliber
hinaus konnten bei der Untersuchung der Gewebsktratien der HIAA im dorsolateralen
Striatum (s. Ergebnisse) und bei der o.g. Mikrodiestudie, bei der die Proben ebenfalls in

Perchlorsaure gelést wurden, keine Konzentratiaesschiede beobachtet werdgh

4.2.2 Veranderungen der serotoninergen Transmissiom Kontext der verschiedenen
Striatumanteile (dorsolateral vs. ventral)
Im Vergleich der Striatumanteile (dorsolateral vsentral) fallt auf, dass die
Gewebskonzentrationen von Serotonin und HIAA imtradan Striatum deutlich hoher sind als
im dorsolateralen, wahrend die Werte der Ratio Ma&bolit zu Ausgangssubstanz (HIAA/5-
HT) im dorsolateralen Striatum tber denen des adirStriatums liegen (s. Tabelle 5). Diese
Ergebnisse stimmen U(Uberein mit friheren Untersugdmoin der striatalen Serotonin-
Konzentration in Ratten mittels HPLC und elektraniseher Detektio*®®und sind vermutlich
zurlckzufihren auf die hohere serotoninerge Innemvsdichte im ventralen Striatum im
Vergleich zum dorsolateralen Striatufi*. Mittels immunhistochemischer Untersuchungen
konnten Soghomonian et al. (198 fachweisen, dass das ventrale Striatum 2-3 Mal mehr
serotoninerge Varikositaten aufweist als das datemle (dorsolateral: ca. 1,5Mio/ mm
Gewebe und ventral: bis zu 4,8Mio/ m@ewebe }**. Dies unterstreicht die wichtige Funktion
von Serotonin als Transmitter in der limbischendbgesnglienschleife.
Dartber hinaus zeigt der Vergleich der Ergebnisase dem dorsolateralen und dem ventralen
Striatum, dass die chronische STN-HFS lediglichvientralen Striatum zu einer Veranderung
der serotoninergen Transmission fuhrte (s. Talfgll®ies konnte dadurch erklart werden, dass
die serotoninergen Projektionen zum dorsolateralad ventralen Striatum aus getrennten

Neuronenpopulationen des dorsalen Raphe-Kerns tyeiven Kirby et al. (1995)xeigten, dass
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durch dieselbe Stress-Exposition (,Schwimm-Stresslig 5-HT-Konzentration in zwei
verschiedenen Hirnarealen unterschiedlich beeisiflugrd (Anstieg im Striatum und Abfall im
lateralen Septum$® und Waselus et al. (2006jonnten mittels retrograder Tracer-Transport-
Technik nachweisen, dass die Projektionen ihrerpturg) in unterschiedlichen Anteilen des
dorsalen Raphe-Kerns hatt&l. Dartiber hinaus konnte bereits gezeigt werders dis5-HT-
Freisetzung aus dem dorsalen Raphe-Kern mehrergnld®ens- und Kontrollmechanismen
unterliegt, welche sich innerhalb des Kerns untexsten?. Die unterschiedlichen Ergebnisse
zwischen dorsolateralem und ventralem Striatum ¢gpez@uf den Serotonin-Stoffwechsel unter
chronischer STN-HFS koénnten also erklart werdencldwien Ursprung der serotoninergen
Projektionen in verschiedenen Anteilen des dorsdRaphe-Kerns, welche bedingt durch
unterschiedliche Kontroll- und Regulationsmechamisndurch die HFS differenziert aktiviert
und inhibiert werden.

Die Veradnderungen vor allem des serotoninergen shnéterhaushaltes im ventralen Striatum
und damit in der limbischen Basalganglienschledarken als neurochemisches Korrelat dienen
fur die klinische Beobachtung eines vermehrten eténs psychotroper Nebenwirkungen bei
Patienten unter STN-HFS (s.u.).

4.3  Differenzierte Beeinflussung der Glutamat- undGABA-Transmission durch

chronische STN-HFS
Zur Untersuchung weiterer neurochemischer Veramadgnu im Striatum nach chronsicher STN-
HFS erfolgte die Gehaltsbestimmung der beiden As#ncen Glutamat und GABA im
dorsolateralen und ventralen Striatum. Projektiensone aus dem Cortex (ipsi- und
kontralateral), dem Thalamus und dem Nucleus sldthieus setzen Glutamat im Striatum frei,
wohingegen der gréRte Teil der GABA aus striatéféarneuronen stammt®.
Die chronische STN-HFS fiihrte im dorsolateralen vedtralen Striatum zu einer bilateralen
Erhéhung der Gewebskonzentration von Glutamat, wadreUnterschied im ventralen Striatum
signifikant war. Die Gewebskonzentrationen von GAB®#ieben hingegen in beiden
Striatumanteilen unverandert.
Die in der vorliegenden Arbeit beobachteten Veréamdagen der Gewebskonzentration von
Glutamat stimmen teilweise Uberein mit den Ergedmriszweier anderer Studien, welche mittels
Mikrodialyse die Veranderungen der Aminosaure-feteisng im Striatum nach akuter STN-
HFS untersuchte*> Dabei wurde vorBruet et al. (2003)nter kurzfristiger STN-HFS ein
signifikanter bilateraler Anstieg der extrazell@drstriatalen Konzentration von Glutamat in
gesunden Ratten und im Parkinson-Modell der Rattehgewieser’’. Stefani et al. (2006)
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konnten nach akuter STN-HFS bei Parkinson-Patieeias erhthte extrazellulare, striatale
Konzentration des Second Messengers zyklischesdsumanonophosphat (cGMP) nachweisen,
was als Indikator fiir eine erhéhte glutamatergen3massion angesehen wurde. Aufgrund einer
gleichzeitig im Thalamus gemessenen erniedrigtetraegllularen GABA-Konzentration
erklarten sie den striatalen KonzentrationsansteegGlutamat mit einer Disinhibition thalamo-
corticaler Neurone durch die STN-HES, was auch vomBruet et al. (2003gls ein méglicher
Mechanismus fir die Konzentrationsveranderungen Ghriiamat angefuhrt wurde. Allerdings
waren die veranderten Glutamatkonzentrationen imat8im auch durch eine direkte
stimulationsbedingte Aktivierung von subthalamotik@en und in der Folge kortiko-striatalen
Verbindungen zu erklareti.

Eine  Disinhibition  thalamo-kortikaler = Neurone, bzw.eine  Aktivitatszunahme
subthalamokortikaler Projektionsneurone wurdenitsesds Erklarungsmaglichkeiten fur die in
dieser Arbeit gemessenen erhdhten striatalen DAzKiinationen genannt und kénnten somit
auch den Veranderungen der Glutamat-Konzentratimer uchronischer STN-HFS zugrunde
liegen, was jedoch aufgrund des methodischen Aesater Arbeit nicht bewiesen werden kann
(s. unten). Die Bilateralitdt der Konzentrationsaziame ware in beiden Fallen durch kreuzende
kortiko-striatale*™® oder kortiko-kortikal€®*?° Faserbahnen zu erklaren.

Im Gegensatz zu Glutamat wurde die Gewebskonzemtrabn GABA durch die chronische
STN-HFS weder im dorsolateralen noch im ventralémattim veréandert. Diese Ergebnisse
unterscheiden sich von denen der Mikrodialysestwdie Bruet et al. (2003)welche unter
kurzfristiger STN-HFS einen signifikanten bilatenal Anstieg der extrazellularen GABA-
Konzentration im Striatum gesunder und Parkinsomi®lleRatten nachweisen konnt&n

Die abweichenden Ergebnisse sind am ehesten dureh Adwendung verschiedener
methodischer Verfahren erklart (extrazellulare Kemtzation mittels Mikrodialyse vs.
Gehaltsbestimmung in Gewebshomogenaten). Die Araures GABA und auch Glutamat
dienen in der Zelle nicht nur als Neurotransmittaondern sind auch in andere
Stoffwechselprozesse der Zelle (z.B. Glukose-Mdisimuis, Fettsaure- und Proteinsynthese)
integriert*’. Die intrazellulare Speicherung erfolgt in funkt@l getrennten Pools, wobei z.B.
der Neurotransmitterspeicher von Glutamat nur 3@ idtrazellularen Gesamtkonzentration
umfasst 4’ der groRBere Teil des Glutamats also zum metathalis Pool gehort. Die
intraneuronale Aminosauren-Konzentration liegt tewt Gber der Konzentration im
Extrazellularraum, fir GABA ca. 200 mal hoHér Dariiber hinaus erfolgt die Aufnahme und
Speicherung der Aminosauren - im Gegensatz zuaeDA und Serotonin - auch in Gliazellen

87 Die im Rahmen der Probenaufbereitung durchgediifiéwebshomogenisierung fiihrt zu
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einer Durchmischung aller Speicherpools, so dass iBerlucksichtigung der o0.g. Aspekte eine
durch die Stimulation bedingte Konzentrationszunahmm Neurotransmitterpool unter
Umstanden nicht mehr nachweisbar sein kann (GABBleichfalls ist eine beobachtete
Konzentrationszunahme (Glutamat) nicht ohne westerd eine stimulationsbedingte vermehrte
exozytotische Freisetzung zurtickzufihren.

In diesem Kontext sind auch die Ergebnisse deri&iuwbnBruet et al. (2003und Stefani et al.
(2006) diskussionswiirdig, da die in ihren Arbeiten mitfélider Mikrodialyse nachgewiesenen
Konzentrationsveranderungen der Aminosauren GABA Giutamat nicht notwendigerweise
mit einer exozytotischen Freisetzung korrelieBmmerman und Westerink (199%schreiben
die Neurotransmission durch GABA und Glutamat ailsem streng auf das synaptische
Kompartiment begrenzten Vorgand®™ Diese Autoren argumentieren daher, dass
Konzentrationsdnderungen, die mit einer im Extlai@raum platzierten Mikrodialysesonde
registriert werden, nicht auf Veranderungen im gytsahen Spalt und damit nicht auf eine echte
gesteigerte Neurotransmission zurtickgefuhrt werkiamen. Vielmehr gehen sie davon aus,
dass es sich um nicht-exozytotisch oder aus Glazélkeigesetzte Aminosauren handelt

Ob die STN-HFS (akut oder chronisch) tatsadchlich einer Beeinflussung der
Neurotransmission mittels GABA und Glutamat fulkdnn anhand der Ergebnisse der bislang
vorliegenden Studien nicht abschlielRend beurteditden. Sollten die in der hier vorliegenden
Arbeit gemessenen unverdnderten GABA-Konzentrationgatséchlich unveranderte
Konzentrationen im Neurotransmitterpool widerspiegeso konnten die Unterschiede der
Ergebnisse im Vergleich zur Arbeit voBruet et al. (2003)auch Ausdruck einer
unterschiedlichen Wirkung der kurzfristigen undashschen STN-HFS sein (1 Stunde vs. 14
Tage STN-HFS). Neuronale Netzwerke konnen nach eldingfiger Exposition gegentber

15139 |m Rahmen der

bestimmten Stimulationsmustern ihre Eigenschaftesrandern
synaptischen Plastizitat konnte die Stimulatioremer Long-Term-Potentiation (LTP), das heil3t
einer langdauernden Verstarkung der synaptischeartfdigung der striatalen Zellen fiihren.
Durch eine Sensitivierung der postsynaptischen Mamifiir GABA, kénnten so mit gleichen

Transmitter-Konzentrationen  starkere ~ Wirkungen edtzi werden 2%

Zukunftige
elektrophysiologische Studien sollten untersuclremieweit solche Adaptationsvorgénge an der

Vermittlung der Wirkung der chronischen Stimulatlogteiligt sind.

4.4  Klinische Relevanz der Studie
Obwohl die Hochfrequenzstimulation des STN ein lezetes Verfahren in der Behandlung des

fortgeschrittenen Morbus Parkinson darstellt undgewe ihrer hohen Effektivitat in der
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Behandlung motorischer Krankheitserscheinungen walslversprechende und sinnvolle
therapeutische Alternative angesehen wird, sinddiikkmechanismen der HFS teilweise noch
unverstanden. Aufgrund der klinischen Beobachtungere Verbesserung der L-Dopa-
responsiven Symptome und einer Dosisreduktion dpamhinergen Medikation unter STN-HFS
wurde vermutet, dass die Stimulation unter andezeneiner Aktivierung des dopaminergen
Systems fuhrt. Fur die kurzfristige Stimulation kta: diese Vermutung tierexperimentell
untermauert werden, indem sowohl in gesunden Ratgeauch im Parkinson-Modell der Ratte
eine erhohte striatale Konzentration von DA undheei Hauptmetaboliten unter STN-HFS
nachgewiesen wurde. Da in der Kklinischen Situatien Stimulation Uber langere Zeitraume
(mehrere Jahre) angewendet wird, sollte diese Arbaitersuchen, ob auch unter den
Bedingungen der chronischen Stimulation eine Sterge der dopaminergen Transmission an
der Wirkungsvermittlung beteiligt ist. In dieserb&it konnte gezeigt werden, dass nach 14-
tagiger unilateraler Stimulation die Gewebskonzgiinen von DA und seinen
Hauptmetaboliten im dorsolateralen Striatum bikdteerhoht sind, was sowohl mit einer
vermehrten Freisetzung als auch mit einer gesteig&ynthese erklarbar ist.

Auch wenn eine Ubertragung auf die humane pathstbgi Situation nicht vorbehaltlos méglich
ist, kann unter Bertcksichtigung der o.g. Klinistligeobachtungen und den Ergebnissen einer
Mikrodialysestudie vorCastaneda et al. (199®jine Beeinflussung des dopaminergen Systems
unter chronischer STN-HFS auch beim Patienten amgeren werderi®. So konnte gezeigt
werden, dass die extrazellulare basale DA-Konzeotrdei Ratten erst bei einer mehr als 95%-
igen Lasion der SNc deutlich abfallt im Vergleialr DA-Konzentration bei gesunden Ratfén
Dies lasst darauf schliel3en, dass selbst in deintbishtigsten DA-Systemen, wie man sie im
Spéatstadium des Morbus Parkinson findet, DA-Resewoehanden sind, auf die die Stimulation
wirken kann. Zwar konnte in PET-Studien an ParkinBatienten unter STN-HFS keine
Aktivierung des dopaminergen Systems nachgewiesemlem >4’ Dies lieRe sich jedoch
dadurch erklaren, dass die stimulationsbedingtemzKpotrationsdnderungen in Gré3enbereichen
liegen, die unterhalb der Detektierbarkeit des R&gen.

Aufgrund der Tatsache, dass der STN neben motersahch limbische Anteile besitzt, wurde
auch der Einfluss der chronischen Stimulation aid derotoninerge und dopaminerge
Transmission im ventralen Striatum untersucht, hedc als Teil der limbischen
Basalganglienschleife an der Entwicklung von Stimgsi, Sucht- und Belohnungsverhalten
sowie Motivation wesentlich beteiligt ist. Durchedklinische Beobachtung eines Auftretens
psychotroper Nebenwirkungen (Stimmungslabilitatpi2ssion, Suizidalitat, Manie, Sucht) bei

Patienten unter STN-HF&°0127136 ayistierte bereits die Vermutung, dass die Effettés
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Stimulation nicht nur auf die motorische Basalgamgichleife begrenzt bleibéh Als Ergebnis
dieser Studie konnte eine bihemisphariell erniedriGewebskonzentration des Serotonin-
Hauptmetaboliten HIAA und eine ipsilateral zur Siiation verringerte Serotonin-
Gewebskonzentration, sowie eine erhthte Gewebshktnatien von DA und seinen Metaboliten
DOPAC und HVA im ventralen Striatum nachgewiesenrdea. Die Resultate fir das
serotoninerge System sind sowohl durch eine vereniadFreisetzung als auch durch eine
reduzierte Synthese zu erklaren, die Ergebniss®Aidurch eine vermehrte Freisetzung bzw.
durch eine gesteigerte Synthese.

Besonders im Hinblick auf das Auftreten von Stimggsthwankungen, Depressionen,
Suizidalitat, Impulsivitaf® und aggressivem Verhalten bei Patienten unter BFS-und die im
Rahmen des Morbus Parkinson ohnehin auftretenderi2egtion auch serotoninerger Neurone
% gewinnen die Ergebnisse des Serotonin-Stoffweshsel Bedeutung. Mehrere Studien
konnten zeigen, dass oben genannte Verhaltensaggeruund -auffalligkeiten durch eine
verringerte Funktion serotoninerger Neurone im &flttrn und einen damit verbundenen
Serotonin-Mangel im limbischen System ausgeldstiarekonneri®'*2 Bei Patienten im akuten
Stadium einer Depression konnte eine um bis zu B8Siedrigte Serotonin-Konzentration im
Blut im Vergleich zu gesunden Probanden gemessedewé&’. Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass Patienten mit einer erniedrigten HKdRzentration im Liquor ein erhdhtes
Suizidrisiko haben®® In einer elektrophysiologischen Studie an naiv@atten wurde
nachgewiesen, dass unter akuter STN-HFS die nderohktivitat (i.S.v. Frequenz) von
serotoninergen Zellen im DRN abnimmt und gleichgeiterhaltenséanderungen auftreten, die
mit einem Serotonin-Mangel assoziiert sifid Nach Vorbehandlung der Tiere mit Citalopram,
einem selektiven Serotonin-Wiederaufnahme-Inhib®6RI), traten in der gleichen Studie
keine Verhaltensanderungen unter akuter STN-HFSveas$ eine Serotonin-Abhéngigkeit der
Symptome nahe legt. Die in der vorliegenden Arbaeemessenen verringerten
Gewebskonzentrationen von Serotonin und HIAA im tredan Striatum konnten also ein
neurochemisches, tierexperimentelles Korrelat dbest fir die bei 15-40% der Patientef*>*
unter klinischer STN-HFS auftretenden Verhaltensémagen. Eine durch die Degeneration von
Zellen im Serotonin-System bei Morbus ParkinsonePén bestehende Pradisposition fur die
Entwicklung einer Depression oder anderer Verhaliaderungen kénnte durch die Stimulation
verstarkt oder der Ausbruch einer Depression besaidt werden.

Den Berichten Uber Stimmungsverschlechterung, Bspe und Suizidalitat auf der einen Seite
stehen Untersuchungsergebnisse gegeniber, diel@itieche Verbesserung der Stimmungslage

der Patienten unter Stimulation zeigf€fi**® Des weiteren wird vom Auftreten hypomanischer
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und manischer Zustande, sowie Suchtverhalten uB@N-HFS berichtet**. Diese
Beobachtungen konnten sich durch die erh6hten Gskeakentrationen von DA im ventralen
Striatum erkléaren lassen, dem eine wichtige Raodieder Vermittlung von Belohnungsverhalten
und der Entwicklung von Siichten zugesprochen ifd

Ob die chronische Stimulation des STN auch die Aséniren-abhangige Neurotransmission im
Striatum beeinflusst, kann anhand der vorliegenBegebnisse nicht abschlieiend beurteilt
werden. Dartber hinaus bleibt unklar, welche kéhe&n Auswirkungen veranderte Glutamat-
und GABA-Freisetzungen zur Folge hatten. Die Duibhfing weiterer Studien ist notwendig,

um diese Fragen weiter zu klaren.
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5. Zusammenfassung

Die Hochfrequenzstimulation ist ein neuromodulaivdherapieverfahren, das in der
Behandlung von Bewegungsstorungen wie dem M. Pswkinund zunehmend auch
neuropsychiatrischen Erkrankungen Anwendung findet.

Dabei wird durch die Applikation elektrischer Impeliber im Gehirn implantierte Elektroden
die pathologisch veranderte Signalliibertragung imsalganglionaren neuronalen Netzwerk
moduliert. In der Therapie des M. Parkinson hat sie HFS des STN mittlerweile zu dem am
haufigsten angewandten neurochirurgischen Thereg@wen entwickelf®®3 Die genaueren
Wirkmechanismen der STN-HFS sind jedoch nach wie nioht vollstandig aufgeklart. Die
klinische Beobachtung der deutlichen VerbesseruaglyDopa-responsiver Symptortf& und
die mogliche Reduktion der L-Dopa-Medikation bei NSHF-stimulierten Patienten lassen
vermuten, dass die STN-HFS die kontinuierliche ptakologische Stimulation durch DA
imitieren kann und Uber eine Einflussnahme auf 3Jmatierebene wirkt. Tierexperimentell
konnte dies fur die kurzfristige Stimulation (Ulgrbereits gezeigt werden, und zwar sowohl fur
gesunde Ratten als auch im Parkinson-Modell deeR%t°%1%112 Die hier vorliegende Studie
sollte Uberprifen, ob auch unter den Bedingungem ctieonischen Stimulation (14d) eine
Veranderung des Dopamin- und anderer TransmitteHadie an der Wirkungsvermittiung der
STN-HFS beteiligt ist.

Dazu wurde eine 14-tagige chronische unilateral®-Stimulation mittels eines vollstandig
implantierbaren Mikrostimulationssystems in gesumdeatten durchgefuhrt. Anschlie3end
erfolgte die Gehaltsbestimmung der wichtigsten WNeansmitter im Striatum (Dopamin,
Serotonin, Glutamat und GABA) und ihrer MetabolifelVA, DOPAC und HIAA) in
entsprechenden Gewebeproben mittels HPLC und BkHeémischer bzw. Fluoreszenz-
Detektion.

Als wichtigstes Ergebnis dieser Studie konnte eatgrgezeigt werden, dass die langfristige HFS
des STN in gesunden Ratten sowohl im dorsolater@em@uch im ventralen Striatum zu einer
bihemisphériellen Erh6hung der DA-Gewebskonzentration fuhrt, weldre dorsolateralen
Striatum signifikant war. Die DA-Metabolite zeigtem beiden Striatumanteilen einen
tendenziellen bihemisphariellen Anstieg der Gewehsgkntration.

Darlber hinaus konnte erstmalig gezeigt werdens daben dem dopaminergen System auch
das serotoninerge System durch die chronische SKF8l#Hal3geblich beeinflusst wird; nach 14-

tagiger STN-HFS zeigte sich im ventralen Striatune eleutliche bihemispharielle Abnahme der
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Gewebskonzentration des Serotonin-HauptmetabolitdbAA, sowie eine verringerte
Gewebskonzentration von Serotonin ipsilateral Zim@ation.

Die Veranderungen im dopaminergen System lasseh sawohl mit einer vermehrten
Freisetzung als auch mit einer gesteigerten Syetleklaren, im Fall des serotoninergen
Systems entsprechend mit einer verminderten Feeisgtbzw. einer reduzierten Synthese. Ob
beide Mechanismen, entweder jeweils einzeln oderKambination, den Beobachtungen
zugrunde liegen, konnte im Rahmen des gewahltererampntellen Ansatzes nicht geklart
werden, wird jedoch ausfihrlich diskutiert.

Die nach unilateraler Stimulation nachweisbaremtbralen Veranderungen der Transmitter-
Konzentrationen im striatalen Gewebe konnten duaeuzende Faserbahnen zwischen den
Basalganglien erklart werden und damit das neuro@ohe Korrelat fur die klinische
Beobachtung einer bilateralen Verbesserung voniffamk-Symptomen nach unilateraler STN-
HFS darsteller{®¢%102

Die chronische HFS des STN beeinflusst sowohl dgmchinerge als auch das serotoninerge
System. Die guten klinischen Erfolge der STN-HFBerug auf die Behandlung motorischer
Symptome bei Parkinson-Patienten waren hierduntiveise erklarbar (Verbesserung aller L-
Dopa-responsiven Symptome).

Jedoch ist auch die klinische Beobachtung einesrétehs psychotroper Nebenwirkungen unter
STN-HFS mit den Ergebnissen der vorliegenden Studibveise erklarbar. Ob diese
Verhaltensénderungen unter STN-HFS tatsachlichstoniulationsabhéngige Veranderungen in
den Transmittersystemen zurtickgefiihrt werden korowsr ob es sich dabei um Folgen des
Fortschreitens der Parkinson-Krankheit an sich ainochuss in zuktinftigen Studien untersucht
werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigerogeddie Induktion neurochemischer
Veranderungen unter chronischer STN-HFS und stelédrer einen wichtigen Erkenntnisgewinn
Uber die Wirkmechanismen der HFS dar.
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