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1. Einleitung

In Deutschland leiden ca. 250.000 Menschen an der Parkinson-Krankheit.
Immer noch sind die Vorgange, welche zur Entstehung der Parkinson-Krankheit
fuhren, nicht vollstandig geklart, die Forschungsergebnisse auf dem elektrophy-
siologischen Gebiet sind zum Teil widerspruchlich (Chesselet und Delfs, 1996;
Blandini et al., 2000). Dies mag unter anderem ein Grund daflr sein, dass ins-
besondere nach langen Krankheitsverlaufen nur unbefriedigende Therapiemog-
lichkeiten zur Wahl stehen.

Namensgeber dieser Erkrankung ist James Parkinson, der erstmals 1817 die
Symptome der von ihm als ,Schuittellahmung® bezeichneten Erkrankung be-
schrieb. Hierbei tritt eine typische Trias motorischer Symptome auf, es kommt
zu Muskelzittern (Tremor), Bewegungsarmut (Akinese) und Muskelsteifigkeit
(Rigor). Haufig ist durch Sprechstérungen sowie eingeschrankte Schreibfahig-
keit (Mikrografie) eine Einschrankung der kommunikativen Fahigkeiten zu beo-
bachten, oft leiden die Betroffenen auch an Depressionen (Masuhr und Neu-
mann, 1998). Den Symptomen zugrunde liegt ein Verlust an Dopamin produzie-
renden Zellen in der Substantia nigra pars compacta. Dies fuhrt zu einem Do-
paminmangel im Striatum und in Folge dessen zu Veranderungen in der Aktivi-
tat der Basalganglien.

Hierbei handelt es sich um eine Gruppe von subkortikalen Kerngebieten, zu
welcher im Einzelnen folgende Strukturen gezahlt werden:

Striatum, Globus pallidus externus (GPe), Globus pallidus internus (GPi), Nuc-
leus subthalamicus (STN) und die Substantia nigra (SN).

Die vorliegende Arbeit befasst sich ausschliefdlich mit den motorischen Aufga-
ben der Basalganglien, wenngleich diese auch in engem Kontakt zu assoziati-
ven und limbischen Strukturen stehen (Alexander und Crutcher, 1990).

Ein weiteres Kerngebiet, welchem in dieser Arbeit besondere Aufmerksamkeit
entgegengebracht wird, ist der Nucleus pedunculopontinus (PPN). Dieser Kern
wird zwar nicht zu den Basalganglien gezahlt, steht zu ihnen aber in enger Ver-
bindung und spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Steuerung motorischer

Vorgange.



1.1. Die Basalganglien

1.1.1. Funktionelle Organisation und Physiologie

Wurden friher unter dem Begriff Basalganglien lediglich das Putamen und der
Nucleus caudatus, welche gemeinsam das Striatum bilden, sowie der Globus
pallidus (GPi und GPe) zusammengefasst, so werden heute aufgrund der en-
gen VerknlUpfung zu diesen Kernen auch die Substantia nigra (SN) und der
Nucleus subthalamicus (STN) zu dieser Gruppe gezahlt. Aufgabe der Basal-
ganglien ist die Verarbeitung von Informationen, welche vom Kortex uber das
Striatum Eingang in die Basalganglien finden und von dort Uber den Thalamus
wieder zuruck zum Kortex geleitet werden. Dabei ist die Art der verarbeiteten
Signale vielgestaltig: Die Basalganglien erhalten Informationen von assoziati-
ven, limbischen sowie motorischen Kortexarealen, wobei die unterschiedlichen
Aufgaben in weitgehend voneinander getrennten Kreislaufen bearbeitet werden.
So kann man in den Basalganglien finf verschiedene sog. Schleifen der Infor-
mationsverarbeitung unterscheiden, welche uberwiegend unterschiedliche Neu-
ronenpopulationen der jeweiligen Kerne innervieren. Hierbei sind neben der
motorischen Schleife, welcher im Folgenden mehr Aufmerksamkeit gewidmet
wird, auch zwei assoziative Schleifen sowie eine okulomotorische und eine lim-
bische Schleife vorhanden (Alexander und Crutcher, 1990).

Die motorische Schleife stellt den am besten untersuchten Anteil der Basal-
ganglien dar. Hier sind Efferenzen der motorischen, pramotorischen und
supplementarmotorischen sowie somatosensorischen Hirnrinde mit dem Stria-
tum verbunden, auf welches sie Uber Glutamat einen exzitatorischen Einfluss
ausuben. Vom ,Eingangskern“ Striatum fUhren nun verschiedene Wege zu den
Basalganglien-Ausgangskernen Substantia nigra pars reticulata (SNr) und Glo-
bus pallidus internus (GPi). Hier ist zum einen der direkte Weg zu nennen. Uber
ihn flieBt die Information vom Striatum Uber Projektionsneurone, die sich y-
Amino-Buttersaure (GABA) und Substanz P als Transmitter bedienen, direkt zu
SNr und GPi, wo sie fur eine Hemmung der ihrerseits GABAergen Neurone
sorgen. Dies reduziert den hemmenden Einfluss von SNr und GPi auf den Tha-
lamus und fuhrt so zu einer Aktivitatssteigerung im Kortex. Ein anderer, indirek-

ter Weg fuhrt vom Striatum Uber den Globus pallidus externus (GPe) und den



STN zu den Ausgangskernen. Die Projektion vom Striatum zum GPe ist inhibi-
torisch (GABA, Enkephalin), ebenso wie die Projektion von GPe zu STN
(GABA). Der STN ist der einzige Kern der Basalganglien mit exzitatorischer
Wirkung. Uber den Transmitter Glutamat ist er in der Lage, die Aktivitat von GPi
und SNr zu steigern. Insgesamt flhrt dieser indirekte Weg zu einer Aktivierung
der Basalganglien-Ausgangskerne und somit im Gegensatz zum direkten Weg
zu einer Hemmung von Thalamus und Kortex. Des Weiteren wird seit einigen
Jahren auch ein ,hyperdirekter® Weg postuliert. Hierbei flieRt die Information
vom Kortex uber eine exzitatorische Verbindung direkt zum STN und von dort
weiter zu SNr und GPi (Canteras et al., 1988; Canteras et al., 1990; Nambu et
al., 2000; Nambu et al., 2002).

Moduliert wird die Aktivitat der Basalganglien Gber Dopamin aus der Substantia
nigra pars compacta. Deren dopaminerge Neurone projizieren hauptsachlich ins
Striatum, wo Dopamin zwei unterschiedliche Arten der GABAergen Neurone in
gegensatzlicher Weise beeinflusst. Neurone des direkten Weges, welche zu
SNr bzw. GPi projizieren, besitzen neben GABA auch Substanz P als Transmit-
ter. Diese Neurone tragen D1-Rezeptoren und erfahren durch Dopamin eine ex-
zitatorische Wirkung. Anders hingegen die Neurone des indirekten Weges: Hier
kommt neben GABA auch Enkephalin zum Einsatz. Sie tragen D,-Rezeptoren
und werden durch Dopamin inhibiert (Alexander und Crutcher, 1990). So fordert
Dopamin die Aktivierung des Thalamus und somit die Kortexaktivitat Gber zwei
verschiedene Wege: Es reduziert die Erregung der inhibitorischen Ausgangs-
kerne und fordert deren Hemmung.

Abbildung 1 gibt eine Ubersicht tber die Vernetzung der Basalganglien.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Basalganglien und ihrer Verbindun-
gen, modifiziert nach Alexander und Crutcher in TINS 1990, Fig. 2 (Alexander
und Crutcher, 1990).

Im Folgenden soll nun auf die einzelnen Kerne der Basalganglien naher einge-

gangen werden.

1.1.1.1. Substantia nigra pars compacta (SNc)

Bei der SNc handelt es sich um den dopaminergen Anteil der Substantia nigra.
Sie innerviert das Striatum sowie den STN und beide Teile des Globus pallidus
(GPe und GPi) (Smith und Kieval, 2000). Es konnten auch monosynaptische
Verbindungen zum Thalamus nachgewiesen werden (Freeman et al., 2001).
Der Uberwiegende Anteil der dopaminergen Neurone innerviert jedoch das Stri-
atum. Hier kann Dopamin aufgrund der unterschiedlichen Rezeptoren sowohl
exzitatorisch als auch inhibitorisch auf die Projektionsneurone wirken. Dabei
spielen vor allem D+- und D,-Rezeptoren eine Rolle (Aizman et al., 2000), wobei

die Stimulation von D4-Rezeptoren zu einer Aktivierung GABAerger Striatum-



neurone fuhrt, wohingegen D,-Rezeptoren eine inhibitorische Wirkung vermit-
teln (Alexander und Crutcher, 1990).

1.1.1.2.  Striatum

Das Striatum bildet den Haupteingangskern der Basalganglien. Neben den kor-
tikalen Projektionen erhalt es auch Afferenzen von Thalamus, STN und PPN
(Nakano et al., 1990). Es handelt sich um eine sehr heterogene Struktur, die
wenigstens sechs verschiedene Neuronenpopulationen beherbergt. Die meis-
ten Neurone sind GABAerg und projizieren in den Globus Pallidus oder in die
Substantia nigra, es sind aber auch unterschiedliche Arten von Interneuronen
anzutreffen, deren Efferenzen innerhalb des Striatums enden. Zu erwahnen
sind hier die sog. TANs (,tonically active neuron®), welche Acetylcholin (ACh)
als Botenstoff einsetzen (Kawaguchi et al., 1995). Neben den Projektionsneu-
ronen werden auch diese Interneurone durch Dopamin moduliert (Pisani et al.,
2000), ebenso konnte eine afferente Verbindung mit dem GPe gezeigt werden
(Bevan et al., 1998). Diese beiden Strukturen zeigen bei Verlust dopaminerger

Neurone eine erhdhte Synchronitat ihrer Aktivitat (Raz et al., 1996).

1.1.1.3. Globus pallidus externus (GPe/GP)

Hier ist die Nomenklatur bei verschiedenen Spezies unterschiedlich. Dem Glo-

bus pallidus externus des Primaten entspricht bei der Ratte der laterale Globus
pallidus, auch nur Globus pallidus genannt (GP). Wird im Folgenden der Aus-
druck ,GP* erwahnt, so bezieht sich dies auf die Verhaltnisse bei der Ratte und
es ist stets der laterale Globus pallidus gemeint. Wird von Primaten im Beson-
deren gesprochen, so erscheint der Ausdruck ,GPe“.

Auch der GP enthalt mehr als nur eine Art von Neuronen (Nambu und Llinas,
1994; Cooper und Stanford, 2000), die jedoch alle inhibitorisch wirken und ins-
gesamt einheitlicher agieren, als dies im Striatum der Fall ist. Der GP erhalt in-
hibitorische Afferenzen aus dem Striatum sowie exzitatorische Afferenzen aus
dem STN, Uber beide Kerne kann der Kortex Einfluss auf den GP nehmen (Kita,

1992). Es konnte gezeigt werden, dass beide Kerne auf dasselbe Neuron im
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GP projizieren kénnen (Hazrati und Parent, 1992a), wobei die striato-pallidalen

Projektionen topografisch organisiert sind (Hazrati und Parent, 1992c).

1.1.1.4. Nucleus subthalamicus (STN)

Der STN ist mit seinen glutamatergen Neuronen (Smith und Parent, 1988) die

einzige exzitatorisch wirkende Struktur der Basalganglien. Mit dem GP steht er
in reziproker Verbindung und bildet mit diesem ein Netzwerk, welchem die Fa-
higkeit zugeschrieben wird als Schrittmacher der Basalganglien zu fungieren
(Plenz und Kital, 1999) und welches aufgrund spezifischer Zellmembraneigen-
schaften zur Generierung von rhythmischer Aktivitat befahigt ist. Fehler bei der
Modulation dieser rhythmogenen Eigenschaften konnten zur Genese des Tre-
mors bei Parkinson-Patienten beitragen (Bevan et al., 2002).

AuRer vom GP erhalt der STN inhibitorische Afferenzen vom Striatum. Kortex,
PPN und der parafaszikulare Nucleus des Thalamus (PF) tGben hingegen einen
exzitatorischen Einfluss auf den STN aus (Kitai und Deniau, 1981; Canteras et
al., 1990). Besonders aufgrund der kortikalen Afferenzen kann der STN somit
neben dem Striatum als ein weiterer Eingangskern der Basalganglien angese-
hen werden (Levy et al., 1997). Ebenso konnte gezeigt werden, dass der STN
in wechselseitiger monosynaptischer und multisynaptischer Verbindung zur
SNc steht, so kann der STN durch Aktivitdtssteigerung die Dopamin-
Ausschuittung erhéhen (Mintz et al., 1986; Kita und Kitai, 1987; Hassani et al.,
1997). In welcher Weise die SNc den STN direkt beeinflusst, konnte noch nicht
abschliel3end geklart werden (Johnson et al., 1994; Parry et al., 1994; Francois
et al., 2000). Jedoch beschreibt Hassani nach Infusion eines Dopaminagonisten
eine Hypoaktivitat im STN (Hassani und Feger, 1999). Hemsley konnte nach
intrasubthalamischer Injektion von Dopaminantagonisten in den STN eine To-
nuserhohung der Muskulatur beobachten, ahnlich dem Parkinson-Syndrom
(Hemsley et al., 2002). Dies wurde fur eine inhibitorische Wirkung von Dopamin
auf den STN sprechen.

Neben den Projektionen zu GP und SNc sendet der STN auch noch Efferenzen
zu den Ausgangskernen der Basalganglien (Robledo und Feger, 1990), zum
Striatum und zum PPN (Takada et al., 1988; Nakanishi et al., 1991). Gerade
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aufgrund seiner exzitatorischen Wirkung auf die Basalganglien-Ausgangskerne
(SNr/GPi) wird dem STN eine wichtige Rolle bei der Entstehung des Parkinson-

Syndroms zugesprochen.

1.1.1.5. Die Ausgangskerne der Basalganglien: Substantia nigra pars reticu-

lata (SNr) und Globus pallidus internus (GPi) / Nucleus entopeduncularis (EP)

Auch hier stoRen wir wieder auf eine uneinheitliche Namensgebung bei Prima-
ten und Ratten. Die beim Primaten Globus pallidus internus (GPi) genannte
Struktur wird bei der Ratte als Nucleus entopeduncularis (EP) bezeichnet. Im
Folgenden wird vorzugsweise die Bezeichnung EP verwendet. Sofern nicht
ausdrucklich auf Unterschiede zwischen EP und GPi hingewiesen wird, werden
analoge Verhaltnisse bei EP und GPi angenommen.

SNr und EP wird hier ein gemeinsames Kapitel gewidmet, obgleich es sich um
zwei verschiedene Strukturen handelt. Die Ursache liegt in der durchaus ver-
gleichbaren Funktion dieser beiden Kerne. Sie bilden die so genannten Aus-
gangskerne der Basalganglien, d.h. sie leiten die Informationen an den Thala-
mus weiter und fihren entweder zu dessen verstarkter oder abgeschwachter
Hemmung (Alexander und Crutcher, 1990). AulRerdem senden sie efferente
Projektionen zu SNc (Smith und Kieval, 2000) und PPN (Noda und Oka, 1984;
Granata und Kitai, 1991). Afferenzen erhalten die Ausgangskerne von STN,
Striatum (Bevan et al., 1994), GPe (Bolam und Smith, 1992; Smith et al., 1994;
Bevan et al., 1996) und SNc (Parent und Smith, 1987; Smith und Kieval, 2000).
Der Unterschied zwischen Primat und Ratte ist hierbei, dass bei Primaten der
GPi funktionell von groRerer Bedeutung zu sein scheint als die SNr, wahrend
bei der Ratte die SNr die wichtigere Rolle spielt (Hardman et al., 2002).

Die Hyperaktivitat der Basalganglien-Ausgangskerne, welche sich in einer er-
hohten Feuerungsrate der Neurone und modifiziertem Aktivitatsmuster (Murer
et al., 1997) sowie in metabolischen Veranderungen (Herrero et al., 1996b)

zeigt, ist eines der entscheidenden Merkmale des Parkinson-Syndroms.
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1.1.2. Die Basalganglien und die Parkinson-Krankheit

Die Aufgabe des motorischen Anteils der Basalganglien besteht in der Modula-
tion von Bewegungsplanung, -initialisierung und -ausfuhrung. Dies erklart, wes-
halb es nach Einschrankung dieser Funktionen zu so erheblichen Stérungen
der Motorik kommen kann, wie sie beim Parkinson-Syndrom zu beobachten
sind.

Es wird angenommen, dass am Anfang der Kette, welche schliellich zu der be-
kannten Trias Tremor — Rigor — Akinese fuhrt, ein Verlust an Dopamin produzie-
renden Zellen in der SNc steht. Dieser Zelluntergang ist zunachst einseitig,
greift aber bald auch auf die zweite Hirnhalfte Gber. Dementsprechend bleibt
meist eine Korperhalfte in der Krankheitssymptomatik fihrend, wenngleich in
der Regel im Laufe der Erkrankung beide Seiten betroffen sind.

Fir den Tod der Neurone werden hierbei Stérungen im Zellmetabolismus bzw.
der Zellrezeptoren verantwortlich gemacht. Diese zum Teil erblichen Verande-
rungen fuhren zu einer erhohten Empfindlichkeit der dopaminergen Neurone
gegenuber exzitatorischen Aminosauren, welche dann bereits in physiologi-
schen Konzentrationen in der Zelle zur vermehrten Bildung von freien Radika-
len fihren und das Neuron so durch oxidativen Stress schadigen (Albin und
Greenamyre, 1992; Loschmann und Schulz, 1997; Beal, 2003).

Der Untergang der Neurone in der SNc fuhrt nun zu einem Dopaminmangel im
Striatum. Daraus folgt zum einen durch mangelnde Aktivierung von Do-
Rezeptoren Uber den indirekten Weg eine Minderung der Inhibition jener striata-
ler Neurone, welche den GP hemmen. Somit wird der GP verstarkt inhibiert und
kann seine hemmende Wirkung auf den STN nicht mehr voll entfalten (Alexan-
der und Crutcher, 1990). Dieser Punkt wird allerdings kontrovers diskutiert, da
die hier postulierte Hypoaktivitat des GP in einigen Studien widerlegt wurde
(Levy et al., 1997; Ni et al., 2000b; Orieux et al., 2000). Unstrittig ist jedoch die
Hyperaktivitat des STN nach dem Verlust von dopaminergen Neuronen. Dies
fuhrt zu einer erhdhten Aktivitat der Basalganglien-Ausgangskerne, welche nun
verstarkt den Thalamus inhibieren und verursacht so eine verminderte Kortex-
aktivitat (Bergman et al., 1994).
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Eine weitere Moglichkeit der vermehrten Hemmung des Thalamus flhrt Uber
den direkten Weg. Bei striatalem Dopaminmangel wird durch fehlende Erregung
der D4-Rezeptoren der direkte, inhibitorische Einfluss des Striatums auf die Ba-
salganglien-Ausgangskerne reduziert, was zu deren Enthemmung fuhrt. Diese
Hyperaktivitat der Basalganglien-Ausgangskerne verursacht wiederum eine ver-
starkte Inhibition des Thalamus.

Abbildung 2 zeigt die Veranderungen in den Basalganglien bei der Parkinson-

Erkrankung.
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Abbildung 2: Basalganglienschema bei der Parkinson-Erkrankung

In den letzten Jahren wurde zunehmend versucht, aus den Kenntnissen uber
die Veranderungen in den Basalganglien therapeutischen Nutzen zu ziehen. So
wurde eine Technik entwickelt, bei der durch operative Elektrodenimplantation
selektiv ein bestimmtes Kerngebiet durch elektrische Stimulation inhibiert wird,
wobei hier im Besonderen der STN als Zielstruktur einer solchen Tiefenhirnsti-
mulation zunehmendes Interesse erfahren hat. Durch die reduzierte exzitatori-

sche Wirkung von STN auf SNr/GPi soll deren hemmende Wirkung auf den
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Thalamus reduziert werden. Erste Studien zeigen vielversprechende Erfolge bei
der Bekampfung samtlicher motorischer Defizite bei medikamentds austhera-
pierten Patienten (Limousin et al., 1995; Limousin et al., 1996; Rodriguez-Oroz
et al., 2000; Katayama et al., 2001; Stolze et al., 2001; Figueiras-Mendez et al.,
2002).

1.1.3. Das Tiermodell der Parkinson-Krankheit

Der enorme Zugewinn an Wissen, der in den letzten Jahren auf dem Gebiet der
Basalganglien stattgefunden hat, ist zu einem grof3en Teil auf die zahlreichen
Tierversuche zuruckzufuhren. Sie konnten erheblich zu einem besseren Ver-
standnis der Pathophysiologie beitragen.

Hierbei kommen in der Hauptsache zwei Tiermodelle der Parkinson-Erkrankung
zum Einsatz. Zum einen besteht nach der Entdeckung von MPTP und seiner
selektiven neurotoxischen Wirkung auf dopaminerge Neurone seit den achtzi-
ger Jahren die Maoglichkeit, durch intravendse Gabe bei Primaten ein halb- oder
beidseitiges Parkinson-Syndrom zu erzeugen, wobei die halbseitige Lasion
hierbei durch Injektion von MPTP in eine der beiden Karotiden erzielt wird (Mat-
sumura, 2001a). Hierdurch wurde auch die Entwicklung neuer Therapieformen
wie der Tiefenhirnstimulation ermaoglicht (Bergman et al., 1990; Bergman et al.,
1994; Wichmann et al., 1994b; Wichmann et al., 1994a; Benazzouz et al., 1996;
Figueiras-Mendez et al., 2002).

Ein weiteres Tiermodell wurde an der Ratte etabliert, dieses wurde auch in den
Versuchen zur vorliegenden Arbeit angewendet. Bei diesem Modell werden
durch Injektion von 6-Hydroxydopamin (6-OHDA) in die Substantia nigra pars
compacta die dortigen dopaminergen Neurone zerstort (Hokfelt und Ungerstedt,
1973). Bei Ratten sind die motorischen Einschrankungen deutlich weniger aus-
gepragt als bei Primaten, es lassen sich jedoch auch hier vor allem nach i.p. In-
jektion von Apomorphin deutliche Auffalligkeiten in der Motorik ausmachen
(Cenci et al., 2002). Trotz der im Vergleich zum Affen groReren Abweichung
des Rattenhirns vom menschlichen Gehirn (Hardman et al., 2002), bietet auch

dieses Modell eine gute Moglichkeit, weitere Erkenntnisse Uber die Basal-
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ganglien und deren Fehlfunktionen im Rahmen der Parkinson-Krankheit zu ge-

winnen (Cenci et al., 2002).

1.2. Der Nucleus pedunculopontinus

1.2.1. Anatomie

Der Nucleus pedunculopontinus liegt, wie schon der Name vermuten Iasst, in
enger Nachbarschaft zum oberen Kleinhirnstiel im rostralen Hirnstamm. Dorsal
grenzt er an den Nucleus cuneiformis und die tiefen mesencephalischen Kerne,
ventral ist die pontine Formatio reticularis gelegen. Nach kaudal ist ihm der
Nucleus parabrachialis benachbart, die Substantia nigra und der Nucleus ruber
sind rostral von ihm zu finden.

Der PPN ist eine sehr heterogene Struktur (Kang und Kitai, 1990). Neben den
cholinergen Neuronen sind weitere, hauptsachlich glutamaterge Zellgruppen zu
finden (Lavoie und Parent, 1994b). Diese Heterogenitat hat dazu geflihrt, dass
manche Autoren lediglich die cholinergen Neurone dem PPN zurechnen (Rye et
al., 1987). Da beide Neuronengruppen aber in engem anatomischen und funkti-
onellen Zusammenhang stehen, werden in der vorliegenden Arbeit sowohl die
cholinergen als auch die nicht-cholinergen Populationen unter dem Begriff PPN

zusammengefasst.
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Abbildung 3: Cholinerge Systeme; modifiziert nach Perry in TINS 1999, Fig.1
(Perry et al., 1999)

1.2.2. Afferente Verbindungen zum PPN

Der PPN steht mit zahlreichen anderen Kerngebieten in Verbindung, wobei in
der Substantia nigra pars reticulata die groite Inputquelle fir den PPN vermutet
wird (Noda und Oka, 1984; Granata und Kitai, 1991). Weitere Afferenzen erhalt
der PPN von STN, GP, Striatum, dem limbischen System (Ncl. accumbens,
Substantia innominata), Locus coeruleus, den Raphe-Kernen und dem kontrala-
teralen PPN (Inglis und Winn, 1995), sowie von den tiefen Kleinhirnkernen
(Hazrati und Parent, 1992b). Hierbei bilden SNr und GP die starksten inhibitori-
schen Afferenzen (GABA), der STN Ubt den starksten exzitatorischen Einfluss
auf den PPN aus (Glutamat).

Obwohl einige Studien davon ausgehen, dass hauptsachlich die nicht-
cholinergen Neurone des PPN afferent mit den Basalganglien in Verbindung

stehen (Rye et al., 1987; Steininger et al., 1992), ist anzunehmen, dass sowohl
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cholinerge als auch nicht-cholinerge Neurone des PPN Signale aus den Basal-
ganglien erhalten (Winn et al., 1997). Dies konnte unter anderem fur die

Substantia nigra gezeigt werden (Kang und Kitai, 1990).

1.2.3. Efferente Verbindungen des PPN

Der PPN erhalt nicht nur Informationen aus zahlreichen Kerngebieten, er modu-
liert auch selbst zahlreiche Strukturen. So konnten exzitatorische Verbindungen
zur SNc (Scarnati et al., 1984; Beninato und Spencer, 1987; Beninato und
Spencer, 1988; Di Loreto et al., 1992; Lavoie und Parent, 1994a; Futami et al.,
1995; Charara et al., 1996), zum STN (Nomura et al., 1980), sowie zu GP, Stri-
atum und Thalamus (Gonya-Magee und Anderson, 1983; Woolf und Butcher,
1986) nachgewiesen werden, wobei die bedeutendsten Verbindungen zu den
Basalganglien wohl diejenigen zu SN und STN darstellen (Spann und Grofova,
1989; Lavoie und Parent, 1994c). Hier sind sowohl cholinerge als auch nicht-
cholinerge Neurone beteiligt (Lavoie und Parent, 1994a; Takakusaki et al.,
1996).

Des Weiteren projizieren Neurone des PPN in die Pons, die Medulla und das
Ruckenmark, zum limbischen System (Amygdala, Ncl. basalis magnocellularis)
sowie zum kontralateralen PPN (Inglis und Winn, 1995).

In Abbildung 4 sind die wichtigsten Verbindungen noch einmal dargestellt.
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Abbildung 4: Afferenzen und Efferenzen des PPN (modifiziert nach Inglis in
Progress in Neurobiology, 1995 (Inglis und Winn, 1995)). Exzitatorische Verbin-
dungen sind in schwarz, inhibitorische Verbindungen in grau dargestellt.

1.2.4. Funktionen

So zahlreich wie seine Verbindungen, so umfangreich sind auch die Aufgaben
des PPN. Durch seine Verbindungen zum limbischen System spielt er eine gro-
Re Rolle im Belohnungssystem, bei Motivation und Lernverhalten (Bechara und
van der Kooy, 1992; Corrigall et al., 2002; Keating et al., 2002; Alderson et al.,
2003; Homs-Ormo et al.,, 2003). Auch an der Steuerung des Schlaf-
Wachrhythmus und des REM-Schlafes scheint der PPN beteiligt zu sein (Torte-
rolo et al., 2002; Balatoni und Detari, 2003). Ebenso finden sich bei Aktivitats-
anderungen des PPN Auffalligkeiten in der Motorik. So tritt beispielsweise beim
Affen nach Lasion des PPN eine Akinese ahnlich dem Parkinson-Syndrom auf
(Munro-Davies et al., 1999; Takada et al., 2000). Aufgrund dieser zahlreichen
Funktionen des PPN liegt die Vermutung nahe, dass durch ihn eine Verknup-
fung von limbischen, kognitiven und motorischen Informationen mdoglich ist
(Shink et al., 1997; Winn et al., 1997).

1.2.5. Der PPN und die Basalganglien
Wie bereits erwahnt steht der PPN mit zahlreichen Kernen der Basalganglien in
Verbindung, besonders hervorzuheben sind hier die Substantia nigra und der

Nucleus subthalamicus. STN und PPN Uben gegenseitig einen exzitatorischen
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Effekt auf den jeweils anderen Kern aus (Nomura et al., 1980; Breit et al.,
2001). Der PPN ist in hdherem Malde als der STN dazu in der Lage, die Aktivitat
der SNc und damit auch die Dopaminausschittung im Striatum zu steigern
(Forster und Blaha, 2003). Einen hemmenden Einfluss erfahrt der PPN durch
die SNr (Noda und Oka, 1984; Granata und Kitai, 1991).

Abbildung 5 zeigt die Verbindungen des PPN mit den Basalganglien.

O EN

—p exzitatorisch

inhibitorisch
Abbildung 5: PPN und die Basalganglien

Auf die enge Verkniipfung von PPN und Basalganglien weist ebenfalls die Ahn-
lichkeit der Symptomatik infolge des Ausfalls von SNc bzw. PPN hin: In beiden
Fallen kommt es zur Akinese (Munro-Davies et al., 1999). Dies lieRe sich Uber
die oben genannte exzitatorische Verbindung des PPN zur SNc erklaren. Ent-
fallt der aktivierende Einfluss des PPN, so wird weniger Dopamin ausgeschut-
tet, eine Situation, die funktionell mit dem Zustand bei einer Parkinson-
Erkrankung vergleichbar ware.

Unklar ist jedoch immer noch die Rolle des PPN beim Parkinson-Syndrom
selbst. Wahrend einige Autoren von einer Hypoaktivitdat des PPN nach SNc-
Lasion ausgehen (Matsumura und Kojima, 2001b), konnten andere metaboli-
sche und elektrophysiologische Untersuchungen eine Hyperaktivitat des Kerns
zeigen (Orieux et al., 2000; Breit et al., 2001; Jeon et al., 2003). Sicher ist wohl
eine erhohte Aktivitat der Afferenzen, ob hier jedoch der Einfluss der inhibitori-

schen SNr oder des exzitatorischen STN uUberwiegt, ist unklar (Carlson et al.,
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1999). Beiden Kernen wird bei Ausfall der SNc eine Hyperaktivitat zugespro-
chen.

In mehreren Studien konnte allerdings gezeigt werden, dass es beim Parkin-
son-Syndrom zu einem Untergang der cholinergen Neurone im PPN kommt,
wobei ca. 50% der Neurone zu Grunde gehen. Dieser Zellverlust steht in positi-
ver Korrelation zum Zellverlust der SNc (Jellinger, 1988; Zweig et al., 1989). Ob
auch nicht-cholinerge Neurone betroffen sind und welche Mechanismen hierfur
verantwortlich sind, ist jedoch unklar.

Aufgrund der zahlreichen VerknlUpfungen zwischen Basalganglien und PPN
wird diesem auch bei der Pathophysiologie des Morbus Parkinson eine zuneh-
mend grofere Rolle zugeschrieben. So lassen sich beispielsweise nicht alle
Symptome durch die Hemmung der thalamo-kortikalen Schleife verstehen, hier
bietet der PPN eine Erklarungsmadglichkeit fir Symptome wie Schlafstérungen,
Haltungs- und Gangschwierigkeiten und auch Akinese (Munro-Davies et al.,
1999).

Aufgrund des vermuteten Zusammenhangs zwischen Veranderungen im PPN
und dem Parkinson-Syndrom wurden am Affen bereits Versuche unternommen,
durch Manipulation am PPN die Parkinson-Symptomatik guinstig zu beeinflus-
sen. So erreichte Nandi am Parkinson-Tiermodell des Affen durch Blockade
hemmender Afferenzen zum PPN, also einer Aktivitatserhohung des PPN, eine
Besserung der Akinese (Nandi et al., 2002a; Nandi et al., 2002b). Hingegen
konnte Takada beim Affen durch PPN-Lasion im Vorfeld einer MPTP-
Behandlung, welche ein Parkinson-Syndrom induziert, eine neuroprotektive
Wirkung erzielen, d.h. nach vorheriger PPN-Lasion waren erheblich hohere
Mengen an MPTP nétig um die gleiche Schwere der Symptomatik zu erreichen
als bei zuvor unbehandelten Tieren (Takada et al., 2000). Dies alles spricht da-
fur, dass eine Beeinflussung des PPN eventuell therapeutisch beim Parkinson-

Syndrom genutzt werden kann.

1.3. In vivo Einzelzellableitung

Die in den Versuchen zur vorliegenden Arbeit verwendete Technik ermoglicht

Aussagen uUber die Aktivitat einzelner Neurone in einem bestimmten Hirnareal.
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Insbesondere erlaubt sie die Ermittlung von Frequenz und Feuerungsmuster
der Neurone. Die Technik ist seit langem etabliert und wird weltweit von zahlrei-
chen Arbeitsgruppen angewendet (Benazzouz et al., 1995; Beurrier et al., 1999;
Baron et al., 2002; Goldberg et al., 2002). Eine nahere Beschreibung findet sich
im Teil ,Material und Methoden® im Kapitel ,Elektrophysiologische Ableitung®,
Seite 28.

1.4. Fragestellung

Nach PPN-Lasion lasst sich beim Affen eine Akinese beobachten (Kojima et al.,
1997; Munro-Davies et al., 1999). Unklar ist, auf welchem Weg die Zerstérung
des PPN zu einer Beeinflussung der Motorik fuhrt, hier sind mehrere Moglich-
keiten denkbar. Zum einen konnte der PPN Uber seine absteigenden Verbin-
dungen Einfluss nehmen (Inglis und Winn, 1995). Andererseits wurde bei der
PPN-Lasion aufgrund der Parallelitat der Symptomatik zur SNc-Lasion und der
exzitatorischen Verbindung des PPN zur SNc (Scarnati et al., 1984; Beninato
und Spencer, 1987; Beninato und Spencer, 1988; Di Loreto et al., 1992; Lavoie
und Parent, 1994a; Charara et al., 1996) eine Entstehung der Akinese Uber Be-
einflussung der Basalganglien vermutet.

Um eine genauere Vorstellung von den Aktivitatsveranderungen in den Basal-
ganglien nach SNc- bzw. PPN-Lasion zu erhalten und Hinweise auf Gemein-
samkeiten und Unterschiede in der Pathophysiologie von SNc- und PPN-Lasion
zu gewinnen, wurden extrazellulare in vivo Einzelzellableitungen in Striatum,
GP, STN, SNr und PPN der Ratte durchgefuhrt. Dabei wurden folgende Ver-

suchsgruppen untersucht:

unbehandelte Kontrolltiere
Tiere mit Lasion der SNc (Parkinson-Modell)
Tiere mit Lasion des PPN

eine Gruppe mit kombinierter SNc- und PPN-Lasion

Durch die Beobachtung der Aktivitatsanderungen (hier Feuerungsrate und Feu-

erungsmuster) der den verschiedenen Kernen zugehorigen Neurone sollten



weitere Hinweise auf die Verknupfungen innerhalb der Basalganglien sowie de-
ren Beeinflussung durch und Einflussnahme auf den PPN gewonnen werden.
Insbesondere sollten weitere Indizien fur eine gemeinsame pathophysiologische
Grundlage der Akinese nach dopaminergem Zellverlust (Parkinson-

Symptomatik) und nach PPN-Lasion gefunden werden.

23



2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Die Versuche wurden sowohl an mannlichen als auch an weiblichen Sprague
Dawley Ratten durchgefiihrt, das Gewicht der Tiere bei Operation bzw. Ablei-
tung lag zwischen 250 g und 350 g. Sie waren in Gruppen von vier bis sechs
Tieren in Makrolonkafigen (56,6 cm x 35 cm x 19 cm, Tecniplast, Pereg Wald-
kraiburg) untergebracht bei einem Licht/Dunkelrhythmus von 12/12 Stunden
(Raumtemperatur: 23°C, relative Luftfeuchtigkeit 40-60%). Wasser und Stan-
dardfutter (Ssniff R/M-Haltung, nitrosamin-arm) standen ihnen unbegrenzt zur
Verfugung. Nach operativen Eingriffen wurden die Tiere fur einige Tage in Ein-

zelkafige gesetzt und mit in Wasser eingeweichtem Standardfutter versorgt.

2.2. Stereotaktische Lision

Neben der Kontrollgruppe wurde mit drei weiteren Versuchsgruppen gearbeitet.
Hierbei kamen zwei verschiedene Lasionstechniken zur Anwendung. Zum ei-
nen wurden bei einer Gruppe von Tieren die dopaminergen Neurone der Sub-
stantia nigra pars compacta (SNc) mit 6-OHDA zerstort, zum anderen bei einer
zweiten Gruppe der Nucleus pedunculopontinus (PPN) mit Ibotensaure lasio-
niert. Eine weitere Gruppe erhielt beide Lasionen.

Samtliche Lasionen wurden ausschlie8lich an der rechten Gehirnhalfte durch-
gefuhrt.

2.21. SNc-Lasion

Hier wurden in der rechten Gehirnhalfte die dopaminergen Neurone der Sub-
stantia nigra pars compacta zerstort. Dies entspricht dem Modell eines halbsei-
tigen Parkinson-Syndroms. Beim Parkinsonpatienten sind zwar in aller Regel,
wenn auch in unterschiedlichem Ausmal, beide Seiten betroffen, bei der Ratte
lasst sich jedoch aufgrund der letalen Folgen eine doppelseitige Lasion nicht
realisieren (Cenci et al., 2002). Auch handelt es sich bei der angewandten Lasi-
on um eine totale dopaminerge Depletion, wohingegen bei Parkinsonpatienten

haufig noch Restzellbestande zu finden sind. Aus Grunden der Vergleichbarkeit

24



innerhalb der Versuchsgruppe ist jedoch die vollstandige Lasion das uberwie-
gend angewandte Verfahren.

Die Bestimmung der exakten Lasionskoordinaten erfolgte aus dem Atlas von
Paxinos und Watson (Paxinos und Watson, 1996). Hierbei wird der Schnittpunkt
zwischen sagittaler und koronarer Schadelnaht, Bregma genannt, als Referenz-
und Nullpunkt verwendet. Die Lasionskoordinaten lauteten fur ein 290 g schwe-
res Tier 5,30 mm posterior zu Bregma, 2,30 mm lateral zu Bregma und 7,50
mm unter der Schadeloberflache (AP -5,30 / lat 2,30 / Dp 7,50).

Um eine moglichst selektive Wirkung des 6-Hydroxydopamins auf die
dopaminergen Neurone der SNc zu erhalten, wurde den Tieren ca. 40 Minuten
vor der Lasion zum Schutz der noradrenergen Neurone Desipramin (Sigma,
Deisenhofen) i.p. gespritzt, welches die Wiederaufnahme von Noradrenalin
hemmt (Bonagura et al., 1972; Curet et al., 1992). Die Dosis betrug 25 mg/kg
Korpergewicht, die Konzentration 4 mg/ml NaCl.

Die Tiere wurden mit einer Ketamin/Xylazin-Narkose anasthesiert, wobei die
Dosierung des Ketamins (,Curamed®/CuraMED, Karlsruhe; Konzentration: 50
mg/ml) 100 mg/kg Korpergewicht betrug und die des Xylazins (,Rom-
pun“/Bayer, Leverkusen; Konzentration: 20 mg/ml) 5 mg/kg Kérpergewicht. Die
Verabreichung der Substanzen erfolgte intraperitoneal.

Waren die Tiere anasthesiert, so wurde die Kopfhaut rasiert und die Tiere zur
Fixierung in einen Stereotaxierahmen (siehe Abbildung 7, Seite 33) einge-
spannt. Um eine Ausklhlung zu verhindern wurden die Tiere auf ein ca. 1,5 cm
dickes Stuck Schaumstoff gelegt und mit einer Warmeschutzdecke abgedeckt.
Mit einem Skalpell wurde die Kopfhaut median langs eingeschnitten (Schnitt-
lange ca. 1 cm) und der Schadelknochen durch Abreiben der Knochenhaut frei-
gelegt, um einen besseren Uberblick iber die Knochennéhte zu erhalten.

Uber den Léasionskoordinaten wurde anschlieend mit einem elektrischen Boh-
rer in die Schadeldecke ein Loch von ca. 1 mm Durchmesser gebohrt und die
darunter liegende Dura fnater entfernt. AnschlieRend wurde eine Glasspritze
(,micro syringe“/ Hamilton; 5 ul) mit 6-Hydroxydopamin-HCI (Sigma, Deisenho-
fen; Konzentration: 2 mg/ml), gelost in Ascorbat (0,2 mg L-Ascorbinsaure (Sig-

ma, Deisenhofen)/ml NaCl), befullt. Diese Spritze wurde in eine Halterung an
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einer zylinderférmigen Motoreinheit (DC-Actuator: M-230.25 von Physik Instru-
mente, Waldbronn; Genauigkeit: 1 ym) am Stereotaxierahmen eingebracht,
welche es erlaubte, die Spritzenkanule PC-gesteuert bis zur gewunschten Lasi-
onstiefe einzubringen.

Die Kanule wurde nun Uber den Lasionskoordinaten in Position gebracht und
auf die vorgesehene Tiefe gefahren.

Von Hand wurden nun 4 pl des 6-OHDA mit einer Rate von 0,5 pyl/min injiziert.
Um eine gleichmalige Verteilung des 6-OHDA in das umliegende Gewebe zu
gewahrleisten wurde die Kanule nach der Injektion noch fur ca. 5 Minuten am
Lasionsort belassen. Anschlieliend wurde die Kanule entfernt und die Kopfhaut
wieder vernaht.

Die Tiere waren unter Beobachtung, bis sie aus der Narkose erwachten und

wurden in den ersten Tagen nach dem Eingriff in Einzelhaltung untergebracht.

2.2.1.1. Apomorphintest

7 Tage nach der Lasion wurde als Screeningmethode ein Apomorphintest vor-
genommen, um die Lasionsqualitat bei den einzelnen Tieren beurteilen zu kon-
nen.

Hierfur wurde den Tieren Apomorphin (Teclapharm) in einer Dosis von 1,0
mg/kg Korpergewicht s.c. injiziert. Nach 20 Minuten wurde die Anzahl der Rota-
tionen gezahlt, welche das Tier innerhalb von 5 Minuten kontralateral zur lasio-
nierten Seite ausflhrte. Das Rotationsverhalten wird durch eine direkte ago-
nistische Wirkung des Apomorphins am Dopaminrezeptor erklart, wobei es sich
postsynaptisch an die nach Lasion ipsilateral hochregulierten Dopaminrezepto-
ren anlagert und ein Rotationsverhalten in kontralateraler Richtung bezogen auf
die Seite des Dopaminverlustes, also der Lasion, ausldst (Cenci et al., 2002).
Lag die Zahl der kontralateralen Rotationen Uber 20, so wurde das Tier als ,gut
|asioniert” klassifiziert und ca. 3 Wochen spater der Ableitung zugefuhrt.

Der endgultige Beweis der gelungenen Lasion erfolgte nach Abschluss des Ex-
periments histologisch durch eine immunhistochemische Farbung.

Tiere ohne ausreichendes Rotationsverhalten auf Apomorphin wurden durch

eine Uberdosis Urethan (Sigma, Deisenhofen) getotet.
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2.2.2. PPN-Lasion

Durch Injektion von Ibotensaure an zwei Stellen im PPN wurde dieser lasioniert.
Es wurde Ibotensaure als Toxin verwendet, da dieses bei effektiver Zellzersto-
rung benachbarte Nervenfasern kaum beeinflusst (Dunbar et al., 1992; Rugg et
al., 1992).

Die Lasionskoordinaten wurden wiederum aus dem Atlas von Paxinos (Paxinos
und Watson, 1996) bestimmt. Sie lauteten fur den ersten Lasionsort 7,40 mm
posterior zu Bregma, 1,80 mm lateral zu Bregma und 7,50 mm unterhalb der
Schadeloberflache (AP -7,40 / lat 1,80 / Dp 7,50) sowie fur den zweiten Lasion-
sort 8,10 mm posterior zu Bregma, 1,80 mm lateral zu Bregma und 7,00 mm
unterhalb der Schadeloberflache (AP -8,10 / lat 1,80 / Dp 7,00).

Da nach Vorversuchen eine Interaktion zwischen Ketamin (Antagonist am
NMDA-Rezeptor) (Julien, 1997) und Ibotensaure (Agonist am NMDA-Rezeptor)
(Inglis et al., 1993) vermutet wurde, fand die Anasthesierung bei diesem Eingriff
mit Chloralhydrat (Sigma, Deisenhofen, Konzentration: 70 mg/ml NaCl) in einer
Dosis von 300 mg/kg Kérpergewicht statt.

Waren die Tiere anasthesiert, so wurden diese wie in 2.2.1 beschrieben nach
Rasur der Kopfhaut in den Stereotaxierahmen eingespannt und fur die Lasion
vorbereitet.

Die Glasspritze (,micro syringe“/ Hamilton; 5 ul) wurde mit 0,06 M Ibotensaure
(Tocris; mit Hilfe von NaOH in 1xPBS geldst) befullt. Es wurden pro Lasionsort
0,5 pl der Ibotensaure injiziert, was einer Gesamtmenge von 30 nmol/Tier ent-
spricht. Die Injektionsrate betrug 0,2 ul/min.

Nach den Injektionen wurde die Kandle fir jeweils ca. 5 Minuten am Lasionsort
belassen, danach wurde die Kopfhaut vernaht und die Tiere bis zum Ende der
Aufwachphase beobachtet. Die Unterbringung erfolgte in Einzelhaltung.

Ein reliabler Verhaltenstest zur Abschatzung des Lasionserfolges stand hier
nicht zur Verfigung. Die Tiere wurden ca. 7 Tage nach dem Eingriff dem elekt-

rophysiologischen Experiment zugefluhrt.
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2.2.3. SNc+PPN-Lasion

Diese Versuchsgruppe erhielt beide Operationen, sowohl die Lasion der SNc
als auch im Abstand von 3 Wochen die PPN-Lasion. Die elektrophysiologische
Ableitung fand wiederum eine Woche nach PPN-L&sion statt. Die Vorgehens-

weise war dieselbe wie unter 2.2.1 und 2.2.2 beschrieben.

2.3. Elektrophysiologische Ableitung

Die Experimente wurden an folgenden Versuchsgruppen vorgenommen:

- unbehandelte Tiere (Gruppe ,Normal*)

- Tiere mit Lasion der SNc (Gruppe ,SNc-Lasion), abgeleitet wurde ca. 4
Wochen nach Lasion (Ni et al., 2001b)

- Tiere mit Lasion des PPN (Gruppe ,PPN-Lasion®), abgeleitet wurde ca. eine
Woche nach Lasion (Kojima et al., 1997)

- SNc- und PPN-Iasionierte Tiere (Gruppe ,SNc+PPN-Lasion®), das Experi-
ment fand 4 Wochen nach SNc-Lasion und eine Woche nach PPN-Lasion

statt.

2.31. Herstellung der Elektroden
Verwendet wurden glasuberzogene Wolframdraht-Elektroden, die selbst herge-

stellt wurden.
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Abbildung 6: gebrauchsfertige Elektrode und Malstab in cm
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Hierfir wurde Wolframdraht (Eggers GmbH, Dirmentingen) mit einem
Durchmesser von 120 ym auf eine Lange von ca. 8 cm zurechtgeschnitten.
Nach Reinigung mit Alkohol wurde durch elektrochemisches Atzen (Atzlésung:
700 ml H20 dest., 497 g NaNOs3, 238 g KOH) ein Ende des Drahtes angespitzt.
Dazu wurden die Drahte in eine an einem Motor befestigte Halterung
eingespannt und zwischen 10- und 15-mal ca. 2-3 mm tief in die Atzlésung
eingetaucht, wobei zwischen der metallischen Drahthalterung und der
Atzldsung (Uber einen Kohlestift) eine Spannung von ca. 8 Volt angelegt war.
Nach mikroskopischer Kontrolle der Spitzen wurden die Drahte in Glaskapilla-
ren von ca. 6 cm Lange eingefuhrt (Hilgenberg, Malsfeld: Mikropipetten 25 pl).
Die so vorbereiteten Kapillaren wurden mit beiden Enden in einen Puller einge-
spannt, durch eine elektrische Heizwendel angeschmolzen und dabei manuell
gezogen. So entstand Uber dem angespitzten Drahtende ein Glastberzug. Um
einen Stromfluss zu ermdglichen musste nun noch die geschlossene Glas-
schicht direkt an der Spitze durch mechanische Politur getffnet werden (Micro-
pipette Beveler BV-10; Sutter Instrument Company, Novato/Californien).
Anschlieend wurde mit einem Messgerat die Impedanz bestimmt. Fur die e-
lektrophysiologischen Experimente wurden Elektroden mit einer Impedanz von
4-10 MQ2 verwendet.

2.3.2. Bestimmung der Koordinaten

Alle Messungen fanden auf der rechten Hemisphare (bei Iasionierten Tieren al-
so ipsilateral zur Lasion) statt. Abgeleitet wurde in 5 Kerngebieten: im Striatum,
im Globus pallidus lateralis (GP), im Nucleus subthalamicus (STN), in der Sub-
stantia nigra pars reticulata (SNr) und im Nucleus pedunculopontinus (PPN).
Um ein aussagekraftiges Bild von den untersuchten Kerngebieten erhalten zu
kénnen wurde jeder Kern an 6 festgelegten Positionen angesteuert.

Die Koordinaten hierflir wurden aus dem Atlas von Paxinos und Watson (Paxi-
nos und Watson, 1996) bestimmt. Im Folgenden sind die Koordinaten fur die
einzelnen Kerngebiete (relativ zum Bregma) aufgelistet (Angaben in mm). Hier-
bei stehen bei den anterior-posterioren Komponenten (AP) der Koordinaten ne-

gative Werte fur Distanzen posterior zu Bregma, positive Werte flr Distanzen
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anterior zu Bregma. Unter Dp (Depth, Tiefe) ist der gemessene Tiefenbereich

(ab der Hirnoberflache) angegeben.

2.3.2.1. Striatum

Position AP lat Dp
1. 1,50 1,70 2,50-7,00
2 1,50 3,20 2,50-7,00
3 0,70 2,00 2,50-7,00
4. 0,70 3,60 2,50-7,00
5 -0,20 2,40 2,50-7,00
6. -0,20 4,00 2,50-7,00

Tabelle 1: Koordinaten fur die Ableitung im Striatum

2.3.2.2. Globus pallidus

Position AP lat Dp
1. -0,80 2,80 4,50-7,50
2 -0,80 3,40 4,50-7,50
3 -1,10 2,80 4,50-7,50
4. -1,10 3,40 4,50-7,50
5 -1,40 2,80 4,50-7,50
6. -1,40 3,40 4,50-7,50

Tabelle 2: Koordinaten flr die Ableitung im GP



2.3.2.3. Nucleus subthalamicus

Position AP lat Dp
1. -3,60 2,30 6,50-8,50
2 -3,60 2,70 6,50-8,50
3 -3,90 2,30 6,50-8,50
4. -3,90 2,70 6,50-8,50
5 -4,20 2,30 6,50-8,50
6. -4,20 2,70 6,50-8,50

Tabelle 3: Koordinaten fur die Ableitung im STN

2.3.2.4. Substantia nigra pars reticulata

Position AP lat Dp
1. -4,80 1,80 6,00-8,80
2 -4,80 2,70 6,00-8,80
3 -5,30 1,80 6,00-8,80
4. -5,30 2,70 6,00-8,80
5 -5,80 1,80 6,00-8,80
6. -5,80 2,70 6,00-8,80

Tabelle 4: Koordinaten flr die Ableitung in der SNr

2.3.2.5. Nucleus pedunculopontinus

Position AP lat Dp
1. -7,60 4,10 4,50-8,00
2 -7,60 4,40 4,50-8,00
3 -7,80 4,10 4,50-8,00
4. -7,80 4,40 4,50-8,00
5 -8,00 4,10 4,50-8,00
6. -8,00 4,40 4,50-8,00

Tabelle 5: Koordinaten fur die Ableitung im PPN



Die Elektrode wurde fir die Ableitung im PPN in der frontalen Ebene in einem
Winkel von 18° zur Senkrechten positioniert (nach medial zeigend), um eine

Verletzung des Sinus transversus zu vermeiden.

2.3.3. Vorbereitung des Experiments

Die Tiere wurden durch intraperitoneale Verabreichung von Urethan (Sigma,
Deisenhofen, Konzentration: 180 mg/ml NaCl) narkotisiert. Urethan bietet als
Narkotikum den Vorteil, dass es eine stabile, lang anhaltende Narkose bietet.
Hierbei entfallt auch die Beatmung des Tieres, welche bei der Ableitung Arte-
fakte hervorrufen kénnte. Urethan ist aufgrund dieser Vorteile in der Elektrophy-
siologie ein haufig verwendetes Narkotikum.

Die Initialdosis betrug 1200 mg/kg Korpergewicht, wahrend des bis zu 14 Stun-
den dauernden Experiments wurde die Narkosetiefe regelmaRig tberprift und
ggf. nachinjiziert.

Nach Wirkungseintritt des Urethans wurde das Tier in den Stereotaxierahmen

eingespannt und wie in 2.2.1. beschrieben die Schadeldecke freigelegt.
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4
Abbildung 7: Stereotaxierahmen/Messapparatur

Es wurde Uber dem Messgebiet ein grof3flachiges Loch in die Schadeldecke
gebohrt (ca. 7 mm x 3 mm), das Loch fur den PPN wurde separat angefertigt.
AnschlieRend wurde die so freigelegte Dura mater entfernt.

Die Elektrode wurde in eine Halterung am Stereotaxierahmen eingespannt und
die Nullposition (Bregma) bestimmt. AnschlieRend erfolgte die Einstellung auf
das Zielgebiet (AP und laterale Komponente) mit Hilfe von zwei Mikrometer-
schlitten.

Die Hirnoberflache wurde unmittelbar vor Messbeginn noch einmal mit NaCl
und einem Wattestabchen gereinigt. Zur Abschirmung gegen elektromagneti-
sche Storfelder wurde um das Tier und die Elektrode ein Faradaykafig aufge-
baut.
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2.3.4. Datenerfassung

Die von der Elektrode erfassten Signale wurden zehnfach vorverstarkt und mit
dem Faktor 1000 endverstarkt (Microelectrode AC Amplifier 1800, AM-Systems,
Carlsborg, USA) sowie Bandpass-gefiltert (300-5000 Hz). Die sampling rate (i.e.
die Frequenz der Signaldetektion) betrug 20 kHz. Die Visualisierung des Aus-
gangssignals erfolgte Uber ein Oszilloskop (Tektronix 2215, 60 MHz), tber eine
A/D-Wandlerkarte (National Instruments, 6024E Serie) wurde das Signal digita-

lisiert und auf der Festplatte des Computers gespeichert.

'Oszilloskop
Elektroden- ]
ﬁ meter : PC
i Signal A x\
; \“\ AD-
X 1'-:;;’. X 1':":':":'-} Wandlar
f -
x. Yy /

‘iorverstérker _ ‘\arstirker

EEE T

E Motor-
| cantraller
| |

= Faradaykafig

Abbildung 8: Schema Ableitungsapparatur

Nach Abschluss der Vorbereitungen wurde die Elektrode mit derselben Motor-
einheit, welche auch bei den Lasionen verwendet wurde, bis auf die gewlnsch-
te Tiefe (mit Sicherheitsabstand oberhalb des Kerngebietes) in das Hirngewebe
eingebracht. AnschlieRend wurde die Zielregion systematisch in Schritten von
10-50 um nach verwertbaren Signalen durchsucht. Hierbei wurden nur stabile,
von einer einzelnen Zelle stammende Signale mit einem guten Sig-
nal/Rauschen-Verhaltnis (3:1) aufgezeichnet. Von jedem Kern wurden 6 ver-

schiedene Spuren abgetastet (siehe Kapitel 2.3.2, Seite 29).
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War ein Kerngebiet vollstandig abgetastet, so wurde als endgultiger Referenz-
punkt flr diesen Kern eine Markierung gesetzt. Hierfir wurde die Elektrode an
der letzten Messposition belassen und mit Hilfe des Mikrostimulators A365
(WPI, USA) an der Elektrodenspitze durch vorubergehende konstante Strom-
einwirkung (unipolar; =10 pA, t=60 sec) ein Defekt von ca. 100-200 pym Durch-
messer erzeugt. Diese Markierung diente spater bei der Rekonstruktion der
Neuronenlokalisation als Referenzpunkt fur die Korrektur der Elektrodenpositi-
on. Die Markierung war nach der Messung jeden Kerngebietes erforderlich, da
aufgrund der leicht gewolbten Hirnoberflache vor jeder neuen Messung eine Ei-
chung auf die Nullposition erfolgte. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen wer-
den, dass durch dieses Vorgehen die Aktivitat der im Folgenden abgeleiteten
Neurone beeinflusst wurde. Dies erscheint jedoch wenig wahrscheinlich, da die
Markierung nur ein kleines Areal umfasste und zudem etwas unterhalb und so-
mit auBerhalb des eigentlichen Kerngebietes in der weillen Substanz durchge-
fuhrt wurde.

Nach Setzen der Markierung wurde die Elektrode aus dem Gewebe
herausgefahren und auf das nachste Kerngebiet eingestellt. Es folgte eine
Uberpriifung der Impedanz um Schéden an der Geometrie der Elektrodenspitze
detektieren und die Elektrode ggf. austauschen zu konnen sowie der erneute
Abgleich auf die Nullposition (Hirnoberflache).

2.4. Histologie
24.1. Perfusion und Gehirnpraparation

Im Anschluss an das elektrophysiologische Experiment wurden die Tiere mit ei-
ner Uberdosis Urethan getdétet und anschlieBend zur Gewebefixierung
transkardial Uber die Aorta aszendens perfundiert. Zunachst wurde mit ca. 100
ml Kochsalzlosung vorgespllt, anschlieRend mit ca. 200 ml 4% Paraformalde-
hyd-Losung (PFA; Riedel-de Haen) fixiert. Nach Beendigung der Perfusion
wurden die Tiere dekapitiert und die Gehirne vorsichtig aus dem Schadel her-
ausprapariert. Diese wurden sofort in obige 4% PFA-Lésung Uberfuhrt, wo sie
zwischen 4 und 12 Stunden zur Nachfixierung verblieben. Anschlie3end wurden

die Gehirne zur Kryoprotektion in 20% Saccharose-Losung (Saccharose geldst
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in NaCl) umgebettet und dort solange belassen, bis sie in der Zuckerlésung ab-
gesunken waren (ca. 12-24 Stunden). Daraufhin wurden sie in Isopentan Uber-
fuhrt, welches auf —20°C heruntergekuhlt worden war, und zur weiteren Aufbe-

wahrung bis zur Anfertigung der Hirnschnitte bei —80°C eingefroren.

24.2. Anfertigung der Hirnschnitte

Mit Hilfe eines Kryostaten (Leica CM 3050, Bensheim, Deutschland) wurden
von den gemessenen Strukturen sowie den lasionierten Kerngebieten koronare
Schnitte von 50 um Dicke angefertigt. Die zur Kontrolle und ggf. Korrektur der
Elektrodenposition vorgesehenen Schnitte wurden direkt auf Objekttrager (,Su-
perFrost Plus®/ R. Langenbrinck, Emmendingen) aufgezogen, luftgetrocknet
und spater mit Kresyl-Violett gefarbt. Schnitte, welche fur die Quantifizierung
der Lasionen vorgesehen waren wurden bis zur Farbung ,free-floating” bei 4°C
in 1xPBS mit 0,05% Natriumazid (NaNs) in so genannten ,24-well-plates” (2-3
Schnitte/well) aufbewahrt.

243. Farbung mit Kresyl-Violett

Diese Farbung wurde verwendet um die tatsachliche Position der Elektrode
bzw. der elektrisch erzeugten Markierungen zu ermitteln.

Kresyl-Violett farbt als basischer Farbstoff im Besonderen die ribosomale RNA
des granularen endoplasmatischen Retikulums an, welches als Ort intensiver
Proteinbiosyntheseaktivitat vor allem in Neuronen gut ausgebildet ist. So konn-
ten verschiedene Kerngebiete voneinander abgegrenzt und die Lokalisation der

Elektroden festgestellt werden.

24.3.1. Verwendete Substanzen

- Kresyl-Violett-Losung: 100 mg Kresyl-Violett (Sigma, Deisenhofen) wurden
unter Erwarmen (bis 60°C) in 100 ml H,O dest. geldst, nach Zugabe von 2
Tropfen 100% Eisessig wurde die Losung filtriert und dunkel bei Raumtempera-
tur gelagert.

- H20 dest.

- 70% Ethanol
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- 95% Ethanol

- 99% Ethanol

- Xylol

- Entellan (Merck)

2.4.3.2. Farbeprotokoll

Im Warmeschrank wurde zunachst die Kresyl-Violett-Losung bei 60°C fur ca. 10

Minuten erwarmt. Dann wurden die auf Objekttrager aufgezogenen Schnitte in
die Farbeldsung eingebracht und flr 10 bis 15 Minuten im Warmeschrank be-
lassen.

Anschlielend wurden die Schnitte aus der Kresyl-Violett-LOsung entnommen
und durch kurzes Eintauchen in H,O dest. Uberflussiger Farbstoff entfernt, da-
nach die Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe entwassert. Dabei verblieben
die Schnitte fur 4 Minuten in 70% Ethanol und je 2 Minuten in 95% bzw. in 99%
Ethanol. Im Anschluss wurden die Schnitte wahrend einem 4 Minuten dauern-
den Bad in Xylol fixiert. Zum Schluss wurden die Schnitte mit Entellan (Merck)

eingedeckelt.

244, Histologische Kontrolle der Elektrodenposition

Unter dem Lichtmikroskop wurde bei 50- bis 100-facher VergroRerung anhand
der mit Kresyl-Violett gefarbten Hirnschnitte die tatsachliche Position der Mess-
elektroden mit dem Atlas von Paxinos und Watson (Paxinos und Watson, 1996)
abgeglichen. Mit Hilfe der hierfur im Labor entwickelten Software ,Reco” (V
1.81) konnten so die sicher innerhalb des gewunschten Kernes liegenden Neu-
rone identifiziert und die zugehdrigen abgeleiteten Signale der Auswertung zu-
gefuhrt werden. Die Abbildungen 9 bis 18 zeigen beispielhaft Schnitte zur Elekt-
rodenlokalisation in den unterschiedlichen Kerngebieten.
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244.1. Striatum

Abbildung 11: Histologischer Schnitt

Abbildung 12: Atlasbild; AP -1,30 mm
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2.4.4.3. Nucleus subthalamicus

Abbildung 13:

Histologischer Schnitt

24.4.4. Substantia nigra

Abbildung 15:

Histologischer Schnitt

Abbildung 16: Atlasbild; AP -5,20 mm
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24.45. Nucleus pedunculopontinus

g R

Abbildung 17: Histologischer Schnitt Abbildung 18: Atlasbild; AP -8,00 mm

245. Tyrosinhydroxylase-Farbung

Diese Farbung diente zur Quantifizierung der SNc-Lasion, es wurden mit Hilfe
einer immunhistochemischen Farbung spezifisch dopaminerge (tyrosinhydroxy-
lasehaltige) Neurone sichtbar gemacht. Unter dem Fluoreszenzmikroskop (Axi-
oskop, Zeiss; Filter: FITC, Anregungswellenlange 490 nm, Emissionswellenlan-
ge 525 nm) wurden jeweils die lasionierte und die nicht-lasionierte Hemisphare
eines Tieres miteinander verglichen. Nur wenn auf der lasionierten Seite der
Bereich der SNc keine dopaminergen Neurone mehr aufwies, die Lasion also
vollstandig war, wurden die an diesem Tier gewonnenen Daten bei der spateren
Auswertung berucksichtigt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die der SNc be-
nachbarte Area tegmentalis ventralis (VTA), welche ebenfalls dopaminerge

Neurone enthalt, unbeschadigt war (siehe auch Abbildung 23, Seite 47).

2451, Verwendete Substanzen
- Triton-PBS (T-PBS): 0,1% Triton X 100 (Sigma, Deisenhofen) geldst in
1xPBS
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- Ziegenserum (ZNS): Ziegennormalserum (Sigma, Deisenhofen) in den
Konzentrationen 10%, 3%, 1%; gelost in T-PBS

- Erstantikorper: monoklonaler Antikorper gegen Tyrosinhydroxylase (TH)
aus der Maus (Dia Sorin); Konzentration: 1:1000 in 1% ZNS geldst

- Zweitantikdrper: Cytochromoxidase 2 gekoppelter Anti-Maus-Antikdper
(Dianova, Hamburg); Konzentration: 1:200 in 1% ZNS gelost.

- Moviol

24.5.2. Farbeprotokoll

Die ,free-floating” aufbewahrten Schnitte wurden zunachst drei Mal mit T-PBS

gewaschen. Darauf folgte eine Inkubation mit 10% ZNS fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur, an die sich die Inkubation mit dem Erstantikorper anschloss.
Diese fand uber Nacht bei 4°C statt.

AnschlieRend wurden die Schnitte erneut drei Mal mit T-PBS gewaschen und
fur 10 Minuten mit 3% ZNS inkubiert. Danach erfolgte uber ca. 45 Minuten die
Inkubation mit dem Zweitantikorper, welche im Dunkeln bei Raumtemperatur
stattfand. Abschlielend wurden die Schnitte wiederum drei Mal mit T-PBS ge-
waschen, auf Objekttrager aufgezogen, an der Luft getrocknet und schlie3lich

mit Moviol eingedeckelt.

2.4.6. NADPH-Diaphorase-Farbung

Mit Hilfe dieser Farbung wurde das Ausmal} des Zelluntergangs nach PPN-
Lasion beurteilt. Es wurden selektiv Neurone mit vorhandener NADPH-
Diaphorase-Aktivitat angefarbt, unter anderem die cholinergen Neurone des
PPN (Vincent und Kimura, 1992). Hierbei wird Nitro-Tetrazolium-Blue in Anwe-
senheit von NADPH von der NADPH-Diaphorase zu einem schwarzen Farbstoff
reduziert. Unter dem Lichtmikroskop wurde dann im Seitenvergleich uUber die
Lasionsqualitéat entschieden. Es wurden nur Tiere mit einem Lasionsausmal
>70% bei der Auswertung bertcksichtigt (siehe auch Abbildung 24 und 25, Sei-
te 48).
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2.4.6.1. Verwendete Substanzen
- 0,1 M Tris-Puffer (Sigma, Deisenhofen), pH 8,0

- Farbel6sung, zusammengesetzt aus:

0,8 mM Nitro-Tetrazolium-Blue (Sigma, Deisenhofen)
0,5 mM NADPH (Sigma, Deisenhofen)
8 mM Malat (Sigma, Deisenhofen),
gel6st in obigem Tris-Puffer
- Ethanol (70%, 95%, 99%)
- Xylol
- Entellan (Merck)

2.4.6.2. Farbeprotokoll (Scherer-Singler et al., 1983)

Zunachst wurden die ,free-floating“ aufbewahrten Schnitte drei Mal in Tris-

Puffer gewaschen, anschlieffiend wurden sie fir ca. 90 Minuten bei 37°C mit der
Farbeldosung inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die Schnitte auf Ob-
jekttrager aufgezogen und in aufsteigender Alkoholreihe entwassert, in Xylol fi-

xiert und mit Entellan eingedeckelt.

2.5. Auswertunqgq der gewonnenen Daten

2.51. Spike-Klassifizierung und Analyse der Feuerungsrate

Die aufgenommenen Signale wurden offline mit Hilfe der kommerziell erhaltli-
chen Software ,Spike2“ (Cambridge Electronic Design 1999, V 3.10, Cam-
bridge, U.K.) analysiert. Hierbei werden alle Aktionspotentiale, deren Amplitude
einen gewissen Schwellenwert (variierend je nach Signaleigenschaften) Uber-
schreitet, nach ihrer Form sortiert. Dies ermoglicht eine Trennung von ,single-
unit” (stammen von einem einzelnen Neuron) und ,multi-unit“ Signalen (setzen
sich aus Aktionspotentialen - auch Spikes genannt - mehrerer Neurone zu-
sammen). Fur die als ,single-unit® klassifizierten Signale wurde eine Analyse
der Zeitintervalle zwischen aufeinander folgenden Spikes (ISl=inter-spike inter-

val) durchgeflihrt und so die mittlere Feuerungsrate in Hertz (Hz) bestimmt.
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2.5.2. Analyse des Feuerungsmusters

Fur die Bestimmung des Feuerungsmusters wurde ein im Labor entwickeltes
Programm (,Kaneoke®, V 1.12.2) verwendet, welches nach der Methode von
Kaneoke und Vitek arbeitet (Kaneoke und Vitek, 1996).

Ausgangspunkt ist hierbei die Dichteverteilung der Spikes. Folgt diese einer
Poisson-Verteilung (bei einem Signifikanzniveau von 5%), so wird ein zufalliges,
unregelmaliges Feuerungsmuster (random) angenommen. Liegt keine Pois-
son-Verteilung vor, so wird die Schiefe der Verteilung untersucht, welche ein
Mal} flr die Asymmetrie der Verteilungsfunktion ist. Hierbei gilt ein signifikant
positiver Wert als Kriterium flr ein salvenartiges (bursty) Feuerungsmuster.
Liegt jedoch eine symmetrische Verteilung vor, so geht man von einem regel-

maligen Feuerungsmuster (tonic) aus.

0.50-3

1
Volt

075

Abbildung 19: Beispiel Feuerungsmuster ,bursty”, Frequenz 4,6 Hz
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Density Histogram

05.510

137 spikes 30 sec 4.6 spikes's Bursting Not Oscillating
tean, TV IS 2118 ms, 2.3 Height Autocorr 200 Hz
[Sl-Histo 336.2 ms, 11 bins Peak Frequency 1.3 Hz

- Poisson hean 1.0 p 0.000085
t 219.0 ms
d 4 10 bursts
Thresh Burst 151 547 6.3 spikes/burst

| Mean Bursts 3] 289 ms 3.3 bursts in 10 sec

Bl 7 73.0 bursts in 1000 spikes

IS1 Histogram

I

Abbildung 20: Salvenartiges Feuerungsmuster nach Kaneoke. Dargestellt sind
im Einzelnen (von links nach rechts): Dichtehistogramm, Interspike-Intervall-
Histogramm, die Impulsform der Einzelimpulse. Entscheidend fur die Zuord-
nung zur Klasse ,bursty” ist die Schiefe der Verteilung im Dichtehistogramm.
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Abbildung 21: Beispiel Feuerungsmuster ,tonic*, Frequenz 7,7 Hz
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Density Histogram

07.310

231 spikes 30 sec 7.7 spikes's Tonic Oscillating 6.0Hz
Mean, CV ISI 1297 ms, 0.3 Height Autocarr 116 Hz

ISl-Histo 19.2 ms, 15 bins Peak Frequency E.0 Hz

Paoisson Mean 1.0 P 0.034

t 1299 ms

1h N

ISI Histograrm

Abbildung 22: Tonisches Feuerungsmuster nach Kaneoke. Dargestellt sind im
Einzelnen (von links nach rechts): Dichtehistogramm, Interspike-Intervall-
Histogramm, die Impulsform der Einzelimpulse. Charakteristisch ist die symmet-
rische Verteilung im Dichtehistogramm.

2.6. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mittels des kommerziell erhaltlichen Statis-
tikprogramms ,Jmp“ (SAS-Institute Inc., V 3.1.5). Es wurde der arithmetische
Mittelwert der Feuerungsrate aller pro Kern und Versuchsgruppe berucksichtig-
ten Neurone berechnet sowie der Standardfehler des Mittelwertes. Die mittleren
Feuerungsraten der verschiedenen Versuchsgruppen wurden untereinander
verglichen, zudem wurde mit Hilfe des Student’s-t-test nach signifikanten Ab-
weichungen vom Normalwert gesucht. Hierbei wurde ein Signifikanzniveau von
p<0,01, d.h. <1% Irrtumswahrscheinlichkeit, vorausgesetzt. Abweichungen
hiervon im Einzelfall sind im Ergebnisteil explizit erwahnt.

Unter Verwendung des y?-Test wurde mit demselben Programm nach signifi-
kanten Verschiebungen im Bereich der Feuerungsmuster gesucht. Hierbei
mussten jedoch in einigen Versuchsgruppen Neurone mit einem bestimmten

Feuerungsmuster (,bursty“) von der Suche nach signifikanten Anderungen aus-
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geschlossen werden, da ihre Zellzahl zu gering war und der Test somit nicht

zuverlassig gewesen ware.
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3. Ergebnisse

3.1. Histologische Kontrolle der Lasionen
3.1.1. SNc-Lasion

Insgesamt wurden an 12 Tieren nach Lasion der SNc und positivem Apo-

morphintest elektrophysiologische Ableitungen vorgenommen. Bei der histolo-
gischen Lasionskontrolle zeigte ein Tier eine nur unvollstandige Zerstérung der
dopaminergen Neurone im Zielgebiet der Lasion, sodass 11 Tiere in die Aus-

wertung eingingen.

ipsilateral kontralateral

Abbildung 23: Immunhistochemische Farbung dopaminerger Neurone. Kontra-
lateral zur Lasion sind die SNc und die medial gelegene VTA zu sehen, beide
Strukturen enthalten dopaminerge Neurone. Auf der |asionierten Hemisphare
werden im Bereich der SNc keine dopaminergen Neurone angefarbt, lediglich
die tyrosinhydroxylasehaltigen Neurone der VTA sind angefarbt.

3.1.2. PPN-Lasion

Hier ging der Ableitung kein Verhaltenstest auf eine gelungene Lé&sion voraus,
jedoch konnte in Vorversuchen eine Lasionstechnik etabliert werden, welche zu
einem hohen Prozentsatz ( Uber 80% der Tiere) an zufrieden stellend Iasionier-
ten Tieren fuhrte. Von 6 Tieren, an denen eine Messung vorgenommen wurde,

musste ein Tier nach Kontrolle der Hirnschnitte auf Grund unbefriedigendem
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Zellverlust (mehr als 30% der Zellen erhalten) von der Auswertung ausge-

schlossen werden.

Abbildung 24: NADPH-Diaphorase-Farbung nach PPN-Lasion. Kontralateral zur
Lasion sind die schwarz angefarbten Neurone des PPN zu erkennen, ipsilateral
ist die Spur der Lasionskantle zu sehen.

Abbildung 25a+b: VergroRerte Ausschnitte aus Abbildung 3.2

3.1.3. SNc+PPN-Léasion
Abgeleitet wurde an 11 Tieren mit sowohl SNc- als auch PPN-Lasion. Histolo-

gisch wiesen lediglich 5 Tiere einen vollstdndigen Verlust dopaminerger Neuro-
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ne der SNc und eine zufrieden stellende Lasion des PPN (weniger als 30% der
Zellen erhalten) auf. Nur die Daten dieser Tiere wurden bei der Auswertung be-

rucksichtigt.

3.2. Aktivitaten der abgeleiteten Kerngebiete
3.21. Striatum
3.2.1.1. Ubersichtstabelle

FR [HZ] Feuerungsmuster
Versuchs- N
mean + n
gruppe ( tonic random bursty
s.e.)
Normal 8,0+0,6 15% 41% 44% 135 3
B 4,3+
SNc-Lasion 0.6 6% 26% 68% 167 4
PPN-Lasion 6,5+0,7 14% 44% 41% 109 3
SNc+PPN- 3,8
o 12% 29% 58% 129 3
Lasion 0,6**

Tabelle 6: Ubersichtstabelle Ergebnisse Striatum. Es sind fur die vier Versuchs-
gruppen die mittlere Feuerungsrate (mean) und der Standardfehler (s.e.) in
Hertz (Hz) aufgelistet. Signifikant vom Normalwert abweichende Werte sind ge-
kennzeichnet («: p<0,01). Des Weiteren ist die prozentuale Verteilung der Feue-
rungsmuster fur die drei Qualitaten ,tonic“, ,random® und ,bursty“ angegeben. In
den letzten beiden Spalten finden sich die Anzahl der in die Auswertung einge-
gangenen Neurone (n) und die Anzahl der abgeleiteten Tiere, welche bei der
Auswertung berucksichtigt wurden (N).

3.2.1.2. Feuerungsrate

Von den insgesamt 10 unbehandelten Tieren (Gruppe ,Normal®), die einer Ab-
leitung zugefuhrt wurden, wurde bei 3 Tieren die Aktivitat im Striatum gemes-
sen. In die Auswertung gingen 135 Neurone ein, es fand sich eine mittlere Feu-
erungsrate von 8,0 Hz. Nach Zerstorung der SNc sank die mittlere Feuerungs-
rate signifikant auf 4,3 Hz (p<0,01), es wurden hierbei 167 Neurone aus 4 Tie-
ren bei der Auswertung berlcksichtigt. Bei den drei im Striatum abgeleiteten
Tieren mit PPN-Lasion wurde ein Trend in Richtung Absinken der Feuerungsra-
te auf 6,5 Hz festgestellt (nicht signifikant), in dieser Versuchsgruppe standen

109 Neurone fur die Auswertung zur Verfugung. In der Gruppe ,SNc+PPN-
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Lasion“ war die mittlere Feuerungsrate im Vergleich zu Tieren mit singularer
PPN-Lasion sowie den Kontrolltieren mit p<0,01 signifikant erniedrigt und ent-
sprach mit 3,8 Hz weitgehend dem Wert fur SNc-lasionierte Tiere. Es gingen

129 Neurone von 3 Tieren in die Auswertung ein.

Feuerungsrate Striatum
Hz

12,0 - **
11,0 n.s.
10,0 - *%
9,0 -
8,0 -
7.0 -
6,0 -
50 -
40 -
3,0 -
2,0 -
1,0 -
0,0 -

Normal SNc-Lasion PPN-Lasion SNc+PPN-
Lasion

Diagramm 1: Mittlere Feuerungsraten und Standardfehler fir das Striatum so-
wie signifikante Abweichungen vom Wert der Kontrolltiere («: p<0,01; n.s.: nicht
signifikant).

3.2.1.3. Feuerungsmuster

Bei Tieren der Gruppe ,Normal“ fand sich eine gleichmalige Verteilung des
Feuerungsmusters zwischen ,bursty” (salvenartig, 44%) und ,random® (irregu-
lar, 41%). Nur 15% der Neurone feuerten in einem tonischen Muster (,tonic®).

Bei SNc-lasionierten Tieren ergab sich eine mit p<0,01 signifikante Verschie-
bung zu Gunsten des ,bursty” - Musters (68%), die Anzahl der Neurone mit ir-
regularem und tonischem Feuerungsmuster nahm ab (random: 26%, tonic: 6%).
Nach Zellverlust im PPN fanden sich gegentber unbehandelten Tieren nur un-
wesentliche Anderungen des Feuerungsmusters (random: 44%, bursty: 41%,
tonic: 14%). Das Feuerungsmuster bei kombinierter SNc- und PPN-Lasion ent-

sprach tendenziell der Verteilung nach SNc-Lasion: Es wurde ein Zuwachs an
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Neuronen mit dem Feuerungsmuster ,bursty“ auf 58% gefunden, 29% feuerten
irregular und 12% tonisch. Diese Anderung des Feuerungsmusters war gegen-
uber der singularen PPN-Lasion signifikant (p<0,05), jedoch nicht im Vergleich

zu nicht-lasionierten Tieren.

Versuchsgruppe tonic random bursty gesamt
Normal 20 55 60 135
SNc-Lasion 10 44 113 167
PPN-Lasion 16 48 45 109
SNc+PPN-Lasion 16 38 75 129

Tabelle 7: Verteilung der Feuerungsmuster im Striatum auf die drei Qualitaten
,onic*, ,random® und ,bursty“. Es ist fur jede Versuchsgruppe jeweils die Anzahl
der Neurone angegeben, bei welchen das entsprechende Feuerungsmuster ge-
funden wurde.



Feuerungsmuster Striatum

100% -
90% -
80% -
70% -

60%

B bursty
Orandom
Etonic

50% -

40% ~
30% -
20% ~
0% ‘
Normal SNc- PPN- SNc+PPN-
Lasion Lasion Lasion

Diagramm 2: Prozentuale Verteilung der Feuerungsmuster der verschiedenen
Versuchsgruppen im Striatum und signifikante / deutliche Abweichungen von
der Kontrollgruppe («: p<0,01; n.s.: nicht signifikant).



3.2.2. Globus pallidus
3.2.2.1. Ubersichtstabelle

FR [HZz] Feuerungsmuster
Versuchs- N
mean n
gruppe ( tonic random bursty
s.e.)
Normal 18,6 + 1,2 80% 10% 10% 92 4
251+
SNc-Lasion - 88% 12% 0% 78 4
243 +
PPN-Lasion 1 0% 91% 8% 1% 115 4
SNc+PPN-
L 17,7+1,3 63% 24% 13% 97 5
Lasion

Tabelle 8: Ubersichtstabelle Ergebnisse GP. Es sind fir die vier Versuchsgrup-
pen die mittlere Feuerungsrate (mean) und der Standardfehler (s.e.) in Hertz
(Hz) aufgelistet. Signifikant vom Normalwert abweichende Werte sind gekenn-
zeichnet (=: p<0,01). Des Weiteren ist die prozentuale Verteilung der Feue-
rungsmuster fur die drei Qualitaten ,tonic®, ,random® und ,bursty” angegeben. In
den letzten beiden Spalten finden sich die Anzahl der in die Auswertung einge-
gangenen Neurone (n) und die Anzahl der abgeleiteten Tiere, welche bei der
Auswertung berucksichtigt wurden (N).

3.2.2.2. Feuerungsrate

Die mittlere Feuerungsrate bei 4 abgeleiteten Kontrolltieren betrug 18,6 Hz, be-
rucksichtigt wurden hierbei 92 Neurone. Im Vergleich hierzu fand sich nach
SNc-Lasion eine signifikant (p<0,01) erhéhte Frequenz von 25,1 Hz. In dieser
Gruppe gingen 78 Neurone bzw. 4 Tiere in die Auswertung ein. Nach Lasion
des PPN kam es ebenfalls zu einem signifikanten Anstieg der mittleren Feue-
rungsrate auf 24,3 Hz (p<0,01), wobei die Daten von 4 Tieren und 115 Neuro-
nen verwendet werden konnten. Im Gegensatz zu den beiden letztgenannten
Gruppen fand sich bei den 5 Tieren mit kombinierter SNc- und PPN-Lasion eine
im Vergleich zu unbehandelten Tieren in der Tendenz leicht erniedrigte Feue-
rungsrate von 17,7 Hz (kein signifikanter Unterschied zur Gruppe ,Normal®),
gegenuber der solitaren PPN-Lasion stellte dies eine signifikante Erniedrigung

der Feuerungsrate dar (p<0,01). Hier gingen 97 Neurone in die Auswertung ein.
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H Feuerungsrate Globus pallidus
Y 4

35’0 _ n.s.

30,0 - | *%

25,0
20,0
15,0
10,0

5,0

0,0 -
Normal SNc-Lasion PPN-Lasion SNc+PPN-
Lasion

Diagramm 3: Mittlere Feuerungsraten und Standardfehler fur den GP sowie
signifikante Abweichungen vom Wert der Kontrolltiere (=: p<0,01; n.s.: nicht
signifkant).

3.2.2.3. Feuerungsmuster

Bei den Kontrolltieren wurden im GP 80% tonisch feuernde Neurone und je
10% mit ,bursty” bzw. ,random* Feuerungsmuster angetroffen. Nach Lasion der
SNc erhohte sich die Rate der tonisch feuernden Zellen auf 89%, 12% feuerten
,sfandom®. Es fanden sich keine Neurone mit ,bursty” - Muster, daher mussten
Zellen dieser Kategorie von der Errechnung signifikanter Abweichungen ausge-
schlossen werden. Im Vergleich zu Kontrolltieren ergab sich so keine signifikan-
te Anderung des Feuerungsmusters. Dies war jedoch der Fall bei Tieren mit
PPN-Lasion, hier kam es zu einer signifikanten Verschiebung (p<0,01) des
Feuerungsmusters in Richtung der tonisch feuernden Neurone (91%), 8% feu-
erten ,random® und 1% ,bursty®. In der Gruppe ,SNc+PPN-Lasion“ fand sich
hingegen ein starker Rickgang der Anzahl der Zellen mit dem Muster ,tonic”
auf 63%, der Anteil der Zellen mit Feuerungsmuster ,random® bzw. ,bursty“ lag

bei 24% bzw. 13%. Trotz dieser deutlichen Tendenz fand sich hier nur ein
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schwach signifikanter Unterschied zu unbehandelten Tieren (p<0,05), die Ver-

schiebung des Feuerungsmusters im Vergleich zu singularer PPN-Lasion er-

wies sich jedoch als signifikant fur p<0,01.

Versuchsgruppe tonic random bursty gesamt
Normal 74 9 9 92
SNc-Lasion 69 9 0 78
PPN-L&sion 105 9 1 115
SNc+PPN-Lasion 61 23 13 97

Tabelle 9: Verteilung der Feuerungsmuster im GP auf die drei Qualitaten ,to-
nic“, ,random® und ,bursty“. Es ist fur jede Versuchsgruppe jeweils die Anzahl
der Neurone angegeben, bei welchen das entsprechende Feuerungsmuster ge-
funden wurde.

Feuerungsmuster Globus pallidus

100% -
90%
80% -
70% -

60% -
50%

40% -

@ bursty
Orandom
@ tonic

30%
20% -
10%

0%

Normal SNc- PPN-
Lasion Lasion

SNc+PPN-
Lasion

Diagramm 4: Prozentuale Verteilung der Feuerungsmuster der verschiedenen
Versuchsgruppen im GP und signifikante / deutliche Abweichungen von der
Kontrollgruppe (= p<0,01; «: p<0,05; n.s.: nicht signifikant).



3.2.3. Nucleus subthalamicus
3.2.3.1.  Ubersichtstabelle

FR [HZ] Feuerungsmuster
Versuchs- N
mean + n
gruppe ( tonic random bursty
s.e.)
11,4+
Normal 66% 25% 9% 53 7
0,8
19,3
SNc-Lasion | 5o 54% 22% 25% 61 8
15,1
PPN-Lasion . 65% 19% 16% 44 5
SNc+PPN-
L 8,4+0,7 56% 17% 27% 59 5
Lasion

Tabelle 10: Ubersichtstabelle Ergebnisse STN. Es sind fir die vier Versuchs-
gruppen die mittlere Feuerungsrate (mean) und der Standardfehler (s.e.) in
Hertz (Hz) aufgelistet. Signifikant / deutlich vom Normalwert abweichende Wer-
te sind gekennzeichnet (~: p<0,01; «: p<0,05). Des Weiteren ist die prozentuale
Verteilung der Feuerungsmuster fur die drei Qualitaten ,tonic®, ,random® und
,oursty“ angegeben. In den letzten beiden Spalten finden sich die Anzahl der in
die Auswertung eingegangenen Neurone (n) und die Anzahl der abgeleiteten
Tiere, welche bei der Auswertung berucksichtigt wurden (N).

3.2.3.2. Feuerungsrate

Unbehandelte Tiere wiesen eine mittlere Feuerungsrate von 11,4 Hz auf, hierfar
konnte auf Daten von 7 Tieren und 53 Neuronen zuruckgegriffen werden. Dem
gegenuber war sowohl nach SNc- als auch nach PPN-Lasion die Feuerungs-
frequenz erhdht. Aus den Daten von 8 Tieren und 61 Neuronen wurde fur Tiere
der Gruppe ,SNc-Lasion” ein signifikanter Anstieg der mittleren Feuerungsrate
auf 19,3 Hz ermittelt (p<0,01). Nach PPN-L&sion war die Frequenz auf 15,1 Hz
erhoht (nur signifikant fur p<0,05), es gingen hier 5 Tiere und 44 Neurone in die
Auswertung ein. In der Versuchsgruppe mit SNc- und PPN-Lasion fand sich
nach Ableitung von 5 Tieren und 59 Neuronen im Vergleich zum Wert der Kon-
trolltiere eine tendenziell (nicht signifikant) erniedrigte Feuerungsrate von 8,4 Hz
(p>0,1), dieser Wert stellte jedoch sowohl im Vergleich zur SNc- als auch zur

PPN-Lasion eine signifikante Erniedrigung dar (p<0,01).

56



Feuerungsrate Nucleus subthalamicus
Hz

25’0 - | n.s.

20,0 -

15,0

10,0 -

5,0

0,0 -
Normal SNc-Lasion PPN-Léasion SNc+PPN-
Lasion

Diagramm 5: Mittlere Feuerungsraten und Standardfehler fir den STN sowie
signifikante /deutliche Abweichungen vom Wert der Kontrolltiere (»: p<0,01; «
p<0,05; n.s.: nicht signifikant).

3.2.3.3. Feuerungsmuster

Bei normalen Tieren fand sich bei den meisten Neuronen (66%) ein tonisches
Feuerungsmuster, 25% feuerten irregular (,random®) und 9% ,bursty“. Nach La-
sion der SNc liel sich eine starke Zunahme der ,bursty“ - Neurone auf 25%
feststellen, hauptsachlich zu Lasten der tonisch aktiven Neurone (nur noch
54%). Der Anteil der Neurone mit Feuerungsmuster ,random* betrug 22%. Dies
stellte eine deutliche, jedoch nicht signifikante Anderung des Feuerungsmusters
dar. Im Gegensatz hierzu lieRen sich nach PPN-L&sion keine wesentlichen An-
derungen im Feuerungsmuster ausmachen, es fand lediglich eine geringe Ver-
schiebung in Richtung ,bursty“ statt (16%), diesmal jedoch zu Ungunsten der
,;fandom® - Neurone (19%). Der Anteil der tonisch feuernden Neurone blieb
gleich (65%). Bei Tieren, welche sowohl eine SNc- als auch eine PPN-Lasion
erhalten hatten, prasentierte sich ein Feuerungsmuster ahnlich demjenigen
nach alleiniger SNc- oder PPN-Lasion, es konnte kein signifikanter Unterschied

zwischen diesen Gruppen gefunden werden. 27% der doppelt |asionierten Tiere
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zeigten ein ,bursty” - Muster, 56% eine tonische Aktivitat und 17% feuerten irre-
gular. Die Verschiebung des Feuerungsmusters im Vergleich zu unbehandelten

Tieren war ausgepragt, jedoch nur auf schwachem Niveau signifikant (p<0,05).

Versuchsgruppe tonic random bursty gesamt
Normal 35 13 5 53
SNc-Lasion 33 13 15 61
PPN-Lasion 29 8 7 44
SNc+PPN-Lasion 33 10 16 59

Tabelle 11: Verteilung der Feuerungsmuster im STN auf die drei Qualitaten ,to-
nic“, ,random® und ,bursty®. Es ist fur jede Versuchsgruppe jeweils die Anzahl
der Neurone angegeben, bei welchen das entsprechende Feuerungsmuster ge-
funden wurde.



Feuerungsmuster Nucleus subthalamicus

100% ~
90% -

80% -
70% - I l

60% - @bursty

Orandom
@ tonic

50% -

40%

30%
20% -
10% -

0%

Normal SNc- PPN- SNc+PPN-
Lasion Lasion Lasion

Diagramm 6: Prozentuale Verteilung der Feuerungsmuster der verschiedenen
Versuchsgruppen im STN und deutliche Abweichungen von der Kontrollgruppe
(»: p<0,05; n.s.: nicht signifikant).
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3.24. Substantia nigra pars reticulata
3.2.4.1. Ubersichtstabelle

FR [HZ] Feuerungsmuster
Versuchs- N
mean + n
gruppe ( tonic random bursty
s.e.)

Normal 229+1)9 84% 11% 4% 72 6
SNc-Lasion 229+1,3 74% 21% 5% 98 7
PPN-Lasion 259+1,3 91% 4% 4% 97 5
SNc+PPN- 15,6 £

72% 17% 11% 83 4

Lasion 1,0%*

Tabelle 12: Ubersichtstabelle Ergebnisse SNr. Es sind fir die vier Versuchs-
gruppen die mittlere Feuerungsrate (mean) und der Standardfehler (s.e.) in
Hertz (Hz) aufgelistet. Signifikant vom Normalwert abweichende Werte sind ge-
kennzeichnet (»: p<0,01). Des Weiteren ist die prozentuale Verteilung der Feue-
rungsmuster fur die drei Qualitaten ,tonic®, ,random® und ,bursty” angegeben. In
den letzten beiden Spalten finden sich die Anzahl der in die Auswertung einge-
gangenen Neurone (n) und die Anzahl der abgeleiteten Tiere, welche bei der
Auswertung berucksichtigt wurden (N).

3.2.4.2. Feuerungsrate

In der SNr wurde bei unbehandelten Tieren eine mittlere Frequenz von 22,9 Hz
gefunden, es wurden Signale von 6 Tieren und 72 Zellen bei der Auswertung
bertcksichtigt. Die gleiche Feuerungsrate fand sich bei Tieren nach SNc-
Lasion, wobei hier 98 Neurone von 7 Tieren zur Verfigung standen. Bei der Ab-
leitung 5 PPN-lasionierter Tiere (97 Neurone) zeigte sich eine tendenziell (nicht
signifikant) erhohte Feuerungsrate von 25,9 Hz. Im Gegensatz dazu fuhrte eine
kombinierte Lasion von SNc und PPN zu einer im Vergleich zu den Kontrolltie-
ren und zu Tieren mit singularer SNc- bzw. PPN-Lasion signifikant (p<0,01) er-
niedrigten Frequenz von 15,6 Hz, hier gingen 4 Tiere und 83 Neurone in die

Auswertung ein.
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Feuerungsrate Substantia nigra p.r.
Hz

35,0 - k%

30,0 - | n.s. |

25,0 -
20,0 -
15,0 -
10,0
5,0

0,0
Normal SNc-Lasion PPN-Lasion SNc+PPN-
Lasion

Diagramm 7: Mittlere Feuerungsraten und Standardfehler fur die SNr sowie sig-
nifikante Abweichungen vom Wert der Kontrolltiere (=: p<0,01; n.s.: nicht signifi-
kant).

3.2.4.3. Feuerungsmuster

Bei unbehandelten Tieren feuerte der Uberwiegende Anteil der Neurone tonisch
(84%), der Anteil fir ,random® - bzw. ,bursty” - Neurone betrug 11% bzw. 4%.
Nach SNc-Lasion fanden sich nur noch 74% tonisch feuernde Neurone, 21%
zeigten eine irregulare (,random®) und 5% eine ,bursty“ Aktivitat. Nachdem die
Klasse ,bursty” wegen zu geringer Zellzahl von der statistischen Auswertung
ausgeschlossen worden war, konnte diese deutliche Anderung des Feue-
rungsmusters gegenuber der Gruppe ,Normal“ jedoch nicht als signifikant ein-
gestuft werden. Ebenfalls eine tendenzielle, nicht signifikante Verschiebung des
Feuerungsmusters, jedoch zu Gunsten der tonisch feuernden Neurone fand
sich nach Lasion des PPN (,tonic* 91%, ,random® 4%, ,bursty“ 4%), auch hier
musste zuvor die Gruppe der ,bursty® feuernden Neurone vom statistischen
Vergleich ausgeschlossen werden. In der Gruppe SNc+PPN-Lasion fand sich
ein Ruckgang der tonisch aktiven Neurone auf 72%, 17% feuerten irregular und

11% ,bursty”, dies stellte verglichen mit der Kontrollgruppe keine signifikante
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Anderung des Feuerungsmusters dar, jedoch kam es gegenliber den PPN-

|&sionierten Tieren zu einer signifikanten Abweichung (p<0,01).

Versuchsgruppe tonic random bursty gesamt
Normal 61 8 3 72
SNc-Lasion 72 21 5 98
PPN-Lasion 89 4 4 97
SNc+PPN-Lasion 60 14 9 83

Tabelle 13: Verteilung der Feuerungsmuster in der SNr auf die drei Qualitaten
,tonic“, ,random® und ,bursty“. Es ist fur jede Versuchsgruppe jeweils die Anzahl
der Neurone angegeben, bei welchen das entsprechende Feuerungsmuster ge-
funden wurde.

Feuerungsmuster Substantia nigra p.r.

100%
90%

80%
70%

o,
60% B bursty

Orandom
@ tonic

50%
40%

30%
20%
10%

0%

Normal SNc- PPN- SNc+PPN-
Lasion Lasion Lasion

Diagramm 8: Prozentuale Verteilung der Feuerungsmuster der verschiedenen
Versuchsgruppen in der SNr (n.s.: nicht signifikant).



3.2.5. Nucleus pedunculopontinus
3.2.5.1. Ubersichtstabelle

FR [HZ] Feuerungsmuster
Versuchs- N
mean * n
gruppe ( tonic random bursty
s.e.)
Normal 10,4+1,0 89% 5% 6% 63 4
15,0 £
SNc-Lasion | 3o 64% 28% 9% 69 5

Tabelle 14: Ubersichtstabelle Ergebnisse PPN. Es sind fur die zwei Versuchs-
gruppen die mittlere Feuerungsrate (mean) und der Standardfehler (s.e.) in
Hertz (Hz) aufgelistet. Signifikant vom Normalwert abweichende Werte sind ge-
kennzeichnet (»: p<0,01). Des Weiteren ist die prozentuale Verteilung der Feue-
rungsmuster fur die drei Qualitaten ,tonic“, ,random® und ,bursty“ angegeben. In
den letzten beiden Spalten finden sich die Anzahl der in die Auswertung einge-
gangenen Neurone (n) und die Anzahl der abgeleiteten Tiere, welche bei der
Auswertung berucksichtigt wurden (N).

3.2.5.2. Feuerungsrate

Hier konnte nur bei unbehandelten Tieren und nach SNc-Lasion abgeleitet wer-
den, da bei den anderen beiden Versuchsgruppen der PPN zuvor zerstort wor-
den war. Bei den 4 unbehandelten Tieren und 63 Neuronen fand sich eine mitt-
lere Feuerungsrate von 10,4 Hz, dem gegenuber war die Feuerungsrate nach
Lasion der SNc signifikant (p=0,01) auf 15,0 Hz erhoht, es konnten in dieser
Gruppe Daten von 69 Neuronen aus 5 Tieren fur die Auswertung verwendet

werden.
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Feuerungsrate Nucleus pedunculopontinus
Hz
20,0

18,0 -
16,0 -
14,0 -
12,0 -
10,0 -
8,0 -
6,0 -
4,0 -
2,0 1
0,0 -

**

Normal SNc-Lasion

Diagramm 9: Mittlere Feuerungsraten und Standardfehler fur den PPN sowie
signifikante Abweichungen vom Wert der Kontrolltiere («: p<0,01).

3.2.5.3. Feuerungsmuster

Bei Tieren der Gruppe ,Normal“ fanden sich Uberwiegen Neurone mit toni-
schem Feuerungsmuster (89%), 6% feuerten ,bursty“ und 5% ,random®. Nach
SNc-Lasion kam es zu einer signifikanten (p=0,01) Anderung des Feuerungs-
musters: Der Anteil der Neurone mit tonischem Feuerungsmuster nahm auf
64% ab, es stieg vor allem der Anteil der irregular feuernden Neurone (28%),

der Anteil der Neurone mit Feuerungsmuster ,bursty” betrug 9%.

Versuchsgruppe tonic random bursty gesamt
Normal 56 3 4 63
SNc-Lasion 44 19 6 69

Tabelle 15: Verteilung der Feuerungsmuster im PPN auf die drei Qualitaten ,to-
nic“, ,random® und ,bursty“. Es ist flr beide Versuchsgruppen jeweils die Anzahl
der Neurone angegeben, bei welchen das entsprechende Feuerungsmuster ge-
funden wurde.

64



Feuerungsmuster Nucleus pedunculopontinus

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Obursty
Orandom
M tonic

Normal SNc-Lasion

Diagramm 10: Vergleich der prozentualen Verteilung der Feuerungsmuster der
beiden Versuchsgruppen im PPN und signifikante Abweichungen von der Kon-
troligruppe («: p<0,01).



4. Diskussion

4.1. Neuronale Aktivitiat des Striatums

Die bei unbehandelten Tieren ermittelte Feuerungsrate von 8,0 Hz entspricht
Daten aus anderen elektrophysiologischen Studien (Wilson et al., 1990; Aosaki
et al., 1994), ebenso das Vorherrschen von irregularen und salvenartigen Feue-
rungsmustern. Es ist jedoch nicht auszuschlie®en, dass sich in der vorliegen-
den Arbeit bestimmte Neuronengruppen aufgrund mangelnder Ruheaktivitat der
Ableitung entzogen. Gerade die striatalen Projektionsneurone, auch ,spiny pro-
jection neurons® genannt, zeigen nur phasenweise messbare elektrophysiologi-
sche Aktivitat (Wilson et al., 1990; Gerfen, 1992), bilden mit 90-95% jedoch den
Hauptteil der striatalen Neurone (Smith und Bolam, 1990; Kawaguchi et al.,
1995).

Bei SNc-lasionierten Tieren fand sich ein signifikantes Absinken der Feuerungs-
rate auf 4,3 Hz, es traten deutlich mehr Neurone mit einem Feuerungsmuster
der Qualitat ,bursty” auf. Diese Veranderung der striatalen Aktivitat ist vermut-
lich direkt durch den Wegfall der dopaminergen Innervation des Striatums durch
die SNc bedingt, diese nimmt hauptsachlich tber D1- und D,-Rezeptoren Ein-
fluss auf striatale Projektions- und Interneurone. Da D¢-Rezeptoren eine exzita-
torische Wirkung auf die Zelle vermitteln, konnte eine Dopamindepletion so di-
rekt zu einer verminderten Zellaktivitadt fuhren. Von Interneuronen ist bekannt,
dass die dort lokalisierten D,-Rezeptoren uber eine Hemmung des inhibitori-
schen Inputs eine Aktivitatserhohung der Zelle verursachen konnen. Ein Dopa-
minmangel wuirde hier somit ebenfalls zu einer Senkung der Aktivitat fiUhren
(Pisani et al., 2000).

Nach Lasion des PPN waren keine signifikanten Abweichungen des Feue-
rungsmusters von den Werten der Kontrolltiere festzustellen, es zeigte sich je-
doch eine tendenzielle leichte, nicht signifikante Herabsetzung der Feuerungs-
rate (6,5 Hz). Dies kdnnte durch den Wegfall der exzitatorischen Verbindung
des PPN zur SNc (Scarnati et al., 1984; Beninato und Spencer, 1987; Beninato
und Spencer, 1988; Di Loreto et al., 1992; Lavoie und Parent, 1994a; Charara
et al., 1996) erklart werden, welche eine Verminderung der neuronalen Aktivitat

in der SNc verursachen wirde und so analog zur Lasion der SNc zu einem er-
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niedrigten Dopaminspiegel im Striatum flhren kénnte. Des Weiteren existiert
sowohl eine direkte exzitatorische Verbindung zwischen PPN und Striatum (Na-
kano et al., 1990) als auch eine indirekte Verbindung uber den Thalamus (Woolf
und Butcher, 1986). Auch Uber diese Wege ist eine Einflussnahme der PPN-
Lasion auf die neuronale Aktivitat im Striatum denkbar.

Der Effekt der kombinierten SNc- und PPN-Lasion kann nahezu als Summe der
beiden Einzellasionen gesehen werden. Wie nach SNc-Lasion kommt es zu ei-
ner Verschiebung des Feuerungsmusters zu Gunsten der salvenartigen
(,bursty“) Aktivitat, diese Anderung ist im Vergleich zur singuldren PPN-L&sion
signifikant (p<0,05). Die Feuerungsrate sinkt sogar noch starker als bei alleini-
ger SNc-Lasion (3,8 Hz).

Allgemein Iasst sich feststellen, dass die Lasion des PPN die Aktivitat der stria-
talen Neurone weniger zu beeinflussen scheint als die SNc-Lasion, welche zu
einem Dopaminmangel im Striatum flhrt. SNc- und PPN-L&sion scheinen einen
additiven Effekt auf die Aktivitat des Striatums zu haben. Durch die heterogene
Neuronenpopulation des Striatums (Kawaguchi et al., 1995) gestaltet sich eine
Interpretation dieser Daten jedoch auf3erst schwierig, da mit den hier verwende-
ten Methoden nicht zwischen Signalen der unterschiedlichen Populationen, wie
z. B. Projektions- und hemmenden Interneuronen unterschieden werden kann

und somit deren moglicherweise differentes Verhalten unbericksichtigt bleibt.

4.2. Neuronale Aktivitit des Globus pallidus (GP)
Bei unbehandelten Kontrolltieren wurde eine mittlere Feuerungsrate von 18,6

Hz gemessen. Dies stimmt gut mit Werten aus der Literatur Gberein (Kita und
Kitai, 1991; Cooper und Stanford, 2000). Das Feuerungsmuster war Uberwie-
gend tonisch (80%).

Nach Lasion der SNc erhohte sich der Anteil der tonisch feuernden Neurone auf
89%, es wurden keine Neurone mit dem Feuerungsmuster ,bursty“ gefunden.
Die Feuerungsrate stieg signifikant auf 25,1 Hz. Dies steht im Widerspruch zu
den Ergebnissen mehrerer Studien, welche nach SNc-Lasion eine Erniedrigung
der Feuerungsrate des GP finden (Pan und Walters, 1988; Filion und Tremblay,
1991; Hassani et al., 1996). Dort wird diese Aktivitatsminderung im GP durch
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den striatalen Dopaminmangel erklart, welcher zu einer Enthemmung und damit
zu einer verstarkten Aktivitat inhibitorischer Afferenzen des Striatums zum GP
fuhre. Metabolische Studien zeigen einen erhohten Glucoseverbrauch im GP
nach SNc-Lasion (Crossman et al., 1985; Porrino et al., 1987). Der Glucose-
verbrauch wird als Indikator fur die Aktivitat der Afferenzen eines bestimmten
Kerngebietes gesehen. Flr den erhdhten Glucoseverbrauch im GP wurden die
oben erwahnten hyperaktiven inhibitorischen Afferenzen aus dem Striatum ver-
antwortlich gemacht, mit der Konsequenz einer erniedrigten Feuerungsrate des
GP. Jedoch kommt ebenfalls eine Aktivitatserhdhung exzitatorischer Afferen-
zen, beispielsweise aus dem STN, als Ursache flr den gesteigerten Glucose-
verbrauch in Betracht, welche dann zu einer Hyperaktivitat des GP fuhren wur-
den.

Vila konnte nach SNc-Lasion im GP keine Erhéhung der Konzentration der Cy-
tochromoxidase, einem metabolischen Marker fir die neuronale Aktivitat, beo-
bachten (Vila et al., 1996).

Andere Studien ermittelten nach Lasion der SNc im GP eine erhdhte Konzent-
ration der mMRNA des Enzyms Glutamatdecarboxylase, welche fur die Synthese
des Neurotransmitters GABA benétigt wird (Kincaid et al., 1992; Soghomonian
und Chesselet, 1992; Herrero et al., 1996a). Derselbe Effekt wurde nach Verab-
reichung von Haloperidol beobachtet, einem Neuroleptikum und Dopaminanta-
gonisten welches haufig nach Langzeitanwendung Symptome ahnlich der Par-
kinson-Erkrankung hervorruft (Delfs et al., 1995). Dies wirde wiederum die
These einer erhohten Aktivitat des GP nach SNc-Lasion stutzen.

Nach Lasion des PPN zeigt sich ein ganz ahnliches Bild wie bei den SNc-
|&sionierten Tieren. Auch hier kommt es zu einer signifikanten Zunahme der
Feuerungsrate (24,3 Hz) und zu einer Erhéhung des Anteils tonisch aktiver Zel-
len. Dies kann als Indiz dafir gesehen werden, dass die elektrophysiologischen
Veranderungen nach PPN-Lasion uUber eine Hypoaktivitat der SNc vermittelt
werden, welche durch den fehlenden exzitatorischen Input von PPN zu SNc
hervorgerufen wird. In diesem Fall ahnelt die PPN-Lasion funktionell der SNc-

Lasion.
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Tiere mit kombinierter SNc- und PPN-Lasion wiesen im Vergleich zu Kontrolltie-
ren eine nicht signifikant erniedrigte Feuerungsrate auf (17,7 Hz) und einen
deutlich geringeren Anteil an Neuronen mit tonischem Feuerungsmuster (63%).
Diese Veranderungen sind gegensatzlich zum Effekt der Einzellasionen, hier
liegt sowohl im Vergleich zur singularen SNc- als auch zur singularen PPN-
Lasion eine signifikante Erniedrigung der Feuerungsrate sowie Verschiebung
des Feuerungsmusters in Richtung ,bursty® vor (p<0,01). Hier liegt die Ursache
vermutlich in einer veranderten Aktivitat exzitatorischer Afferenzen des GP. So
ist nach kombinierter Lasion die Aktivitat des STN erniedrigt, welcher einen ex-
zitatorischen Einfluss auf den GP hat. Dies konnte eine im Vergleich zur SNc-

Lasion reduzierte Aktivitat des GP verursachen.

4.3. Neuronale Aktivitit des Nucleus subthalamicus (STN)

Bei Kontrolltieren wurde eine mittlere Feuerungsrate von 11,4 Hz gemessen.
Die Neurone zeigten Uberwiegend eine tonische Aktivitat (66%), 25% wiesen
ein Feuerungsmuster vom Typ ,random® auf, 9% feuerten salvenartig (,bursty®).
Nach Lasion der SNc kam es zu einem signifikanten Anstieg der Feuerungsrate
auf 19,3 Hz und zu einer Verschiebung des Feuerungsmusters zu Gunsten der
Neurone mit ,bursty® Aktivitat (25%). Diese Beobachtungen decken sich gut mit
Ergebnissen aus anderen Studien (Hassani et al., 1996). Auch metabolische
Studien zeigen eine Aktivitatssteigerung des STN im Parkinson-Modell (Vila et
al., 2000). Nach dem klassischen Modell der Basalganglien wird die erhdhte
Feuerungsrate des STN nach SNc-Lasion Uber eine Verringerung des inhibito-
rischen Einflusses des GP auf den STN erklart. Andere Studien lassen dies je-
doch unwahrscheinlich erscheinen, da gezeigt werden konnte, dass die STN-
Hyperaktivitat nach Lasion des GP geringer ausgepragt ist als nach SNc-Lasion
(Hassani et al., 1996). Eher scheinen die Veranderungen der Aktivitat des GP
nach SNc-Lasion durch den STN verursacht zu sein (Ni et al., 2000a), da der
STN Uber einen starken exzitatorischen Einfluss auf den GP verfligt (Hamada
und DelLong, 1992; Hazrati und Parent, 1992a).

In der vorliegenden Arbeit konnte im Widerspruch zum klassischen Modell der

Basalganglien keine Aktivitatsverringerung des GP festgestellt werden, welche
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fur die Hyperaktivitat des STN verantwortlich sein konnte. In den letzten Jahren
wurden jedoch zunehmend andere Entstehungswege der subthalamischen Hy-
peraktivitat diskutiert. So existieren exzitatorische Verbindungen von Kortex
(Nambu et al., 2000) sowie PPN und Ncl. parafascicularis (PF) des Thalamus
zum STN. Da fir den Kortex eine Hypoaktivitat nach SNc-Lasion gezeigt wer-
den konnte (Orieux et al., 2002), scheint es eher unwahrscheinlich, dass dieser
fur die Hyperaktivitat des STN verantwortlich ist. Es konnte jedoch gezeigt wer-
den, dass sowohl PPN als auch der Ncl. parafascicularis nach Lasion der SNc
hyperaktiv sind und somit zur gesteigerten Aktivitat des STN beitragen kénnten
(Orieux et al., 2000). Des Weiteren wird der STN direkt Uber Dopaminrezepto-
ren durch die SNc beeinflusst (Hassani et al., 1997). Der Untergang dopami-
nerger Neurone kénnte sich so direkt auf die Aktivitat des STN auswirken. Uber
die Art der Beeinflussung des STN durch Dopamin gibt es jedoch widerspruch-
liche Studienergebnisse. Es konnte sowohl die Existenz von D4- als auch D,-
Rezeptoren nachgewiesen werden (Johnson et al., 1994; Parry et al., 1994,
Francois et al., 2000; Ni et al., 2001a). Wahrend Ni nach Injektion von D1-
Agonisten einen exzitatorischen Effekt beobachtete (Ni et al., 2001a), zeigte
sich jedoch bei Hassani und Feger, dass Dopaminagonisten zu einer Verringe-
rung der Feuerungsrate im STN fuhren, sowohl Uber D4- als auch D,-
Rezeptoren (Hassani und Feger, 1999). In einer anderen Studie konnte gezeigt
werden, dass die Injektion von Dopaminantagonisten in den STN bei der Ratte
zu einer Erhéhung des Muskeltonus (analog zum Rigor der Parkinsonpatienten)
fuhrt, welche durch eine Hyperaktivitat des STN verursacht sein konnte (Hems-
ley et al., 2002). Dies spricht dafur, dass Dopamin selbst einen inhibitorischen
Effekt auf den STN hat und so eine Lasion der SNc Uber einen Dopaminmangel
im STN direkt zu einer Erhéhung der Feuerungsrate fihren koénnte.

Nach Lasion des PPN beobachtet man wie auch nach Lasion der SNc eine
Tendenz zu einer erhdhten Feuerungsrate im STN (15,1 Hz), sowie einen er-
héhten Anteil von Neuronen mit ,bursty” Feuerungsmuster, dies war jedoch kei-
ne signifikante Anderung gegeniiber der Kontroligruppe. Der PPN besitzt eine
exzitatorische Verbindung zum STN. Nach einer Lasion ware also zunachst ein

Ruckgang der Feuerungsrate zu erwarten. Die Hyperaktivitat nach PPN-Lasion
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konnte aber durch eine Aktivitatsminderung der SNc, ahnlich dem Parkinson-
Modell, erklart werden, welche durch den Wegfall der ebenfalls exzitatorischen
Verbindung von PPN zu SNc entstehen konnte. Moglicherweise beeinflusst der
PPN den STN starker Uber diese Zwischenstation als Uber die direkte efferente
Verbindung.

Nach Kombination von SNc- und PPN-Lasion findet sich im Vergleich zur Ein-
zellasion der SNc kein verandertes Feuerungsmuster. Anders gesagt: Die zu-
satzliche Lasion des PPN scheint sich kaum auf das Feuerungsmuster auszu-
wirken. Anders jedoch bei der Feuerungsrate. Hier findet sich ein nicht signifi-
kanter Trend zu einer Erniedrigung der Feuerungsrate im Vergleich zu den Kon-
trolltieren auf 8,4 Hz. Diese Veranderung steht in signifikantem Gegensatz
(p<0,01) zu den Effekten der Einzellasionen, nach welchen jeweils eine Erho-
hung der Feuerungsrate zu beobachten war. Eine mdgliche Erklarung ware,
dass eine Lasion des PPN nach SNc-Lasion nicht zu einer weiteren Steigerung
der Feuerungsrate beitragen kann, da nach SNc-Lasion (entspricht maximaler
Inaktivitat) keine zusatzliche Verminderung der Aktivitat der SNc durch Verrin-
gerung des exzitatorischen Inputs vom PPN madglich ist und somit keine weitere
Enthemmung des STN stattfinden kann. Es kdnnte nun zum Tragen kommen,
dass durch die Lasion des PPN eine exzitatorische Verbindung zum STN ent-
fallt. Diese Verminderung von exzitatorischen Afferenzen konnte trotz Enthem-
mung durch Dopaminmangel zu einer Normo-/Hypoaktivitdt des STN flhren.
Zusatzlich existiert Uber die glutamatergen Afferenzen des Ncl. parafascicularis
(Canteras et al., 1990; Mouroux und Feger, 1993), welcher vom PPN exzitato-
risch innerviert wird (Woolf und Butcher, 1986), eine indirekte exzitatorische
Verbindung vom PPN zum STN. Uber diesen Weg kénnte eine PPN-L&sion e-
benfalls zur Reduktion des exzitatorischen Inputs und somit zur Aktivitatsminde-

rung im STN beitragen.

4.4. Neuronale Aktivitat der Substantia nigra pars reticulata (SNr)

Fir die SNr lag bei den nicht-lasionierten Tieren die mittlere Feuerungsrate bei

22,9 Hz, es lag Uberwiegend ein tonisches Feuerungsmuster vor. Diese Ergeb-
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nisse stehen im Einklang mit anderen Studien (Sanderson et al., 1986; MaclLe-
od et al., 1990; Gulley et al., 2002).

In diesen Studien konnte wie auch in der vorliegenden Arbeit nach SNc-Lasion
eine konstante bzw. nicht signifikant erhohte Feuerungsrate der SNr beobachtet
werden. Allerdings wurde dort ein deutlicherer Abfall des Anteils tonisch feuern-
der Neurone zu Gunsten der Zellen mit ,bursty“ Feuerungsmuster festgestellt,
wohingegen hier lediglich ein Ruckgang der tonischen Neurone von 84% auf
74% ermittelt wurde und die Zahl der salvenartig aktiven Neurone konstant
blieb. Nach dem klassischen Modell der Basalganglien wird nach Lasion der
SNc eine Hyperaktivitat der SNr angenommen, die auf der Hyperaktivitat des
STN beruht, welcher exzitatorische Verbindungen zur SNr besitzt. In dieser Ar-
beit konnte trotz Hyperaktivitat des STN keine Hyperaktivitat der SNr festgestellt
werden. Die Ursache koénnte in einer gleichzeitigen Steigerung des inhibitori-
schen Einflusses auf die SNr liegen. So erhalt die SNr inhibitorische Afferenzen
vom GP (Bolam und Smith, 1992; Smith et al., 1994; Bevan et al., 1996), wel-
cher sich in dieser Studie als hyperaktiv erwies. Diese hyperaktiven hemmen-
den Efferenzen des GP zur SNr waren somit eine moégliche Ursache flr die feh-
lende Hyperaktivitat der SNr nach SNc-Lasion trotz hyperaktivem STN.

Das Feuerungsmuster der SNr hingegen zeigte nach Lasion Veranderungen im
Vergleich zu den Kontrolltieren. Hier kdnnte die Ursache in einer veranderten
Feuerungsrate bzw. einem veranderten Feuerungsmuster des STN liegen,
denn schon in anderen Studien konnte ein erheblicher Einfluss des STN auf
das Feuerungsmuster der SNr festgestellt werden (Tseng et al., 2000). Dort
fuhrte eine Lasion des STN bei Tieren mit SNc-Lasion zu einer signifikanten
Reduktion der Zellen mit ,bursty“ Aktivitat.

Nach Lasion des PPN zeigt sich in der SNr ein Trend zu einer leichten Erho-
hung der Feuerungsrate, welcher sich nicht als signifikant erwies. Zugleich
kommt es zu einem schwachen Anstieg der tonisch feuernden Neurone. Letzte-
res ist gegenlaufig zu den Veranderungen nach Lasion der SNc. Denkbar ist,
dass das Feuerungsmuster der SNr in erheblicher Weise vom Feuerungsmus-
ter des STN abhangig ist. So sind bei diesen beiden Kernen die Veranderungen

nach SNc- bzw. PPN-Lasion gegensinnig: SNc-Lasion fuhrt zu einem Ruck-
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gang, PPN-Lasion zu einer Erhohung des Anteils der Neurone mit tonischem
Feuerungsmuster. Die leichte Erhohung der Feuerungsrate kann man durch die
Hyperaktivitat des STN erklaren, sowie durch die im Vergleich zur SNc-Lasion
starkere dopaminerge, exzitatorische Innervation der SNr, welche jedoch im
Vergleich zu Normaltieren aufgrund des fehlenden exzitatorischen Einflusses
des PPN auf die SNc erniedrigt sein durfte.

Tiere mit kombinierter Lasion von SNc und PPN zeigen eine signifikant redu-
zierte Feuerungsrate (15,6 Hz) im Vergleich zu unbehandelten und singular 1a-
sionierten Tieren, sowie gegenuber Kontrolltieren eine tendenzielle und im Ver-
gleich zu PPN-lasionierten Tieren signifikante Abweichung im Feuerungsmuster
(p<0,01). Es kommt hier zu einem Absinken des Anteils tonischer Neurone und
einer Zunahme von ,bursty” Aktivitat. Auch hier kann der STN fur diese Veran-
derungen verantwortlich gemacht werden, da seine Hypoaktivitat zu einem
Mangel an exzitatorischen Afferenzen zur SNr flhrt. Auch der Untergang do-
paminerger Neurone und der Zellverlust im PPN tragen Uber eine Verminde-
rung erregender Fasern direkt zur Aktivitdtsminderung in der SNr bei. Das Feu-
erungsmuster ahnelt eher dem Zustand nach SNc-Lasion, jedoch ist die Zu-
nahme von unregelmafig (,random®) aktiven Zellen nicht ganz so ausgepragt.
Wie schon bei Striatum und STN scheint die zusatzliche PPN-Lasion hier nur

einen sehr geringen Effekt auf das Feuerungsmuster zu besitzen.

4.5. Neuronale Aktivitat des Nucleus pedunculopontinus (PPN)

Beim PPN handelt sich es um eine heterogene Struktur (Kang und Kitai, 1990)
vor allem bestehend aus cholinergen und glutamatergen Neuronen (Lavoie und
Parent, 1994b). Es konnte hier nicht zwischen verschiedenen Neuronengrup-
pen differenziert werden, so das nur die gemittelten Daten flr beide Populatio-
nen bestimmt wurden. Unklar bleibt, ob die unterschiedlichen Neuronengruppen
ein hiervon abweichendes Verhalten zeigen. Die ermittelte Feuerungsrate bei
Kontrolltieren lag bei 10,4 Hz, nach SNc-Lasion zeigte sich ein Anstieg der
Feuerungsrate auf 15,0 Hz. Zwar gehen einige Autoren von einer Hypoaktivitat
des PPN nach SNc-Lasion aus (Aziz et al., 1991; Matsumura und Kojima,

2001b), in anderen Studien konnte jedoch in Ubereinstimmung mit den Ergeb-
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nissen der vorliegenden Arbeit ebenfalls ein Anstieg der Feuerungsrate nach
SNc-Lasion gezeigt werden (Orieux et al., 2000; Breit et al., 2001; Jeon et al.,
2003), ebenso eine Verschiebung des Feuerungsmusters von tonic zu random.
Verursacht wird diese Aktivitatssteigerung vermutlich durch die Hyperaktivitat
des STN, welcher Uber Glutamat einen exzitatorischen Einfluss auf den PPN
ausubt. Es konnte gezeigt werden, dass die Veranderungen nach SNc-Lasion
durch Lasion des STN aufgehoben werden konnen (Breit et al., 2001). Der exzi-
tatorischen Verbindung des STN zum PPN stehen jedoch inhibitorische Affe-
renzen der SNr zum PPN entgegen, welche den exzitatorischen Effekt des STN
antagonisieren konnten, da laut klassischem Basalganglien-Modell die SNr im
Parkinson-Zustand ebenfalls hyperaktiv ist. Diese Hyperaktivitat konnte in die-
ser Studie allerdings nicht gezeigt werden. In jedem Fall scheint der exzitatori-

sche Einfluss des STN auf die Aktivitat des PPN zu tGberwiegen.

4.6.Veranderungen nach Lasion der SNc (Parkinsonmodell der Ratte)

Die unilaterale Injektion von 6-OHDA in die Substantia nigra pars compacta ver-
ursacht einen vollstandigen Verlust der dortigen dopaminergen Neurone. Dies
fuhrt zu einem Dopaminmangel in Striatum, STN und GP (Smith und Kieval,
2000). Nach den Ergebnissen der vorliegenden Studie ist zu vermuten, dass
dieser Dopaminmangel direkt zu einer Hyperaktivitat im STN fuhrt. Aus der
Hyperaktivitat des STN mit seinen exzitatorischen, glutamatergen Verbin-
dungen resultiert eine Hyperaktivitdt des GP und des PPN sowie ein verander-
tes Feuerungsmuster in PPN und SNr. Diese Aktivitatsanderungen in SNr und
PPN konnten dber die Verbindung dieser beiden Kerne zum Thalamus (Woolf
und Butcher, 1986; Alexander und Crutcher, 1990) die Aktivitdt motorischer
Kortexareale beeinflussen und so die Stérungen im Bereich der Motorik nach
SNc-Lasion bzw. bei der Parkinson-Krankheit hervorrufen. Die folgende Abbil-
dung zeigt in einem modifizierten Schema die Verhaltnisse in den Basal-

ganglien nach Lasion der SNc.
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Abbildung 26: Modifiziertes Basalganglien-Modell. Zustand nach SNc-Lasion.

4.7.Veranderungen nach Liasion des PPN

Nach PPN-Lasion kann beim Affen eine Akinese ahnlich dem Parkinson-
Syndrom beobachtet werden (Munro-Davies et al., 1999; Takada et al., 2000).
Dies, sowie Forschungsergebnisse welche auf eine Hypoaktivitdt des PPN im
Parkinson-Zustand hinweisen (Matsumura und Kojima, 2001b) veranlasst unter
anderem Nandi (Nandi et al., 2002a; Nandi et al., 2002b) zu der Annahme, die
Akinese im Parkinson-Zustand sei nicht durch die Beeinflussung von Thalamus
und Kortex durch die Basalganglien ausgel6st (,upstream®) sondern vielmehr
Ausdruck der Aktivitatsveranderung in den Verknupfungen der BG mit dem
PPN und dessen Verbindungen zu Hirnstamm (,downstream®).

Die Ergebnisse dieser Studie kdnnen diese These nicht stitzen. Vielmehr fin-
den sich aufgrund der nach PPN-Lasion erhéhten Aktivitaten von GP und STN
Anzeichen dafur, dass die durch PPN-Lasion hervorgerufene Akinese Uber
denselben Mechanismus wie die Akinese im Parkinson-Zustand weitergeleitet

wird. Denn das Fehlen der direkten, exzitatorischen Verbindungen von PPN zu
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GP und STN bietet keine Erklarungsmaoglichkeit fur die Aktivitdtserhéhung von
GP und STN nach PPN-Lasion. Es kénnte aber der Wegfall des exzitatorischen
Einflusses des PPN auf die SNc zu deren Aktivitatsminderung fuhren. Die so
entstehende Hypoaktivitdt der SNc konnte analog der SNc-Lasion uber eine
Reduktion des inhibitorischen Einflusses der SNc auf den STN dessen Hyper-
aktivitat verursachen. Letztere ist dann moglicherweise Uber exzitatorische Effe-
renzen verantwortlich fur die Hyperaktivitat in GP und SNr bei Tieren mit PPN-
Lasion.

Dass SNc- und PPN-Lasion aber nicht vollig gleichzusetzen sind, zeigen die
Unterschiede in der Beeinflussung des Feuerungsmusters in STN und SNr. So
ist der Dopaminmangel im STN nach Lasion des PPN vermutlich nicht so aus-
gepragt wie nach SNc-Lasion. Abbildung 27 zeigt das modifizierte Schema der

Basalganglien nach Lasion des PPN.
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Abbildung 27: Modifiziertes Basalganglien-Modell. Zustand nach PPN-Lasion.
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4.8.Veranderungen nach Lasion von SNc und PPN

Hier zeigt sich ein vollig anderes Bild als nach Einzellasion von SNc oder PPN.
In STN und GP kommt es im Gegensatz zu einfach lasionierten Tieren nach
Kombinationslasion zu keinen signifikanten Veranderungen der Feuerungsrate,
in der SNr ist sogar ein signifikantes Absinken der Feuerungsrate zu beobach-
ten. Eine Deutung dieser Ergebnisse gestaltet sich schwierig. Wenn man davon
ausgeht, dass die Hyperaktivitat des STN nach PPN-Lasion durch eine Aktivi-
tatsminderung der SNc entsteht, so ist anzunehmen, dass nach einer SNc-
Lasion durch die Lasion des PPN keine weitere Steigerung der Feuerungsrate
stattfinden kann, da die SNc bereits inaktiv ist. Dafir spricht die Tatsache, dass
die Feuerungsmuster nach SNc- und PPN- Lasion weitgehend den Feue-
rungsmustern nach SNc-Lasion entsprechen, es findet also keine weitere Be-
einflussung durch die Lasion des PPN statt. Nach Lasion von SNc und PPN
steht der STN unter folgenden konkurrierenden Einflissen: Zum einen entfallt
die Hemmung Uber die SNc, dies wirde zu einer Aktivitatssteigerung fuhren.
Andererseits entfallt ebenfalls der erregende Einfluss des PPN auf den STN,
welches eine Aktivitatsminderung verursachen kénnte, welche nach singularer
PPN-L&sion nicht zum Tragen kommt. Uber letztere Verbindung kénnte die feh-
lende Hyperaktivitat des STN erklart werden. Diese Normo-/Hypoaktivitat wie-
derum bedingt durch eine Verringerung des exzitatorischen Einflusses auf GP
und SNr deren Aktivitatsverringerung. Es ist jedoch unklar, ob diese Normalisie-
rung bzw. Abschwachung der Aktivitdt von STN und SNr zu einer Besserung
der nach alleiniger SNc-Lasion entstandenen Symptome fuhrt. In diesem Fall
ware eine Manipulation des PPN als eine neue Therapiemdglichkeit des Par-
kinson-Syndroms denkbar. Abbildung 28 zeigt schematisch die Aktivitatsande-

rungen der Basalganglien nach kombinierter Lasion von SNc und PPN.
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Abbildung 28: Modifiziertes Basalganglien-Modell. Zustand nach SNc- und
PPN-Lasion.

4.9.Neues Basalganglien-Modell

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie sowie zahlreiche weitere Arbeiten
(Crossman et al., 1985; Porrino et al., 1987, Vila et al., 1996; Kincaid et al.,
1992; Soghomonian und Chesselet, 1992; Herrero et al., 1996a; Hassani et al.,
1996; Ni et al., 2000a) geben Anlass zu einigen Modifikationen des klassischen
Basalganglien-Modells. So ist zu vermuten, dass die dopaminerge Verbindung
von SNc zu STN eine viel bedeutendere Rolle einnimmt, als ihr bisher zuge-
standen wurde. Moglicherweise hat der Wegfall dieser Verbindung eine bedeu-
tende Rolle bei der Entstehung der Veranderungen in den Aktivitdten der Ba-
salganglien nach Lasion der SNc.

Der Einfluss des GP auf den STN scheint jedoch geringer zu sein, als nach
dem klassischen Schema der Basalganglien (siehe Abbildung 1, Seite 9) zu
vermuten ist, vielmehr scheint der STN die Aktivitat des GP zu steuern. Es zeigt

sich auch, dass der PPN einen modulierenden Einfluss auf die Aktivitat der SNc
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nimmt. So zeigt sich nach Lasion des PPN und Unterbrechung seiner exzitato-
rischen Verbindung zur SNc eine ahnliche Aktivitdtsanderung in den Basal-
ganglien wie nach SNc-Lasion. Des Weiteren sind STN und PPN in der Lage
uber einen Feedback-Mechanismus (SNc-STN-PPN-SNc) bei reduzierter Aktivi-
tat der SNc kompensatorisch einen gesteigerten exzitatorischen Einfluss auf die
SNc auszuuben (Bezard und Gross, 1998). Dieser kompensatorische Vorgang
konnte erklaren, warum erste motorische Symptome der Parkinson Erkrankung
erst bei einem Verlust von ca. 80% der dopaminergen Neurone der SNc auftre-
ten (Léschmann und Schulz, 1997). Diese exzitatorische Verbindung konnte
auch pathophysiologisch beim Parkinson-Syndrom eine bedeutende Rolle spie-
len: ein gesteigerter exzitatorischer Input Uber den Mechanismus der Exzitoto-
xizitat (siehe Kapitel 1.1.2, Seite 13) kdnnte nach initialem Zelluntergang zu ei-
nem vermehrten Verlust dopaminerger Neurone in der SNc fihren und so das
Fortschreiten der Erkrankung beschleunigen.

Abbildung 29 zeigt das modifizierte Basalganglien-Modell.

—E Kortex

[ v Striatum Y }

Thal

L GPi/SNr

—p exzitatorisch

inhibitorisch
Abbildung 29: Modifiziertes Basalganglien-Modell.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe von extrazellularer in vivo Einzel-
zellableitung die Aktivitdtsanderungen in den Basalganglien nach Lasion der
Substantia nigra pars compacta und des Nucleus pedunculopontinus unter-
sucht. Ziel hierbei war, einen genaueren Einblick in die Bedeutung des PPN fur
die Aktivitat der Basalganglien zu erhalten und Hinweise dafur zu finden, ob die
nach PPN-Lasion beim Primaten auftretende Akinese auf den gleichen pa-
thophysiologischen Veranderungen beruht wie die Parkinson-Symptomatik
nach dopaminergem Zellverlust in der SNc.

Nach Lasion des PPN konnte eine Hyperaktivitat des STN sowie des GP fest-
gestellt werden. Derartige Aktivitatsanderungen sind auch nach SNc-Lasion zu
beobachten. Dies lasst vermuten, dass die nach PPN-Lasion beobachtete Aki-
nese mit der Akinese im Rahmen eines Parkinson-Syndroms in pathophysiolo-
gischem Zusammenhang steht. Eine gemeinsame Ursache der Bewegungssto-
rung konnte in der Aktivitatsreduktion der dopaminergen Neurone der SNc lie-
gen, welche maéglicherweise nach Lasion des PPN durch den Wegfall der exzi-
tatorischen Verbindungen von PPN zu SNc verursacht wird und eine Situation
vergleichbar der nach SNc-Lasion hervorrufen konnte.

Nach SNc-Léasion zeigte sich in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer
Studien eine deutliche Hyperaktivitat des STN. Im Widerspruch zu anderen
Studien, welche die Ursache der STN-Hyperaktivitat in einer Hypoaktivitat des
GP vermuten, steht jedoch die in den Versuchen zu dieser Arbeit aufgetretene
Hyperaktivitat des GP. Diese ist vermutlich Folge der Hyperaktivitat des STN,
die Ursache der Aktivitatssteigerung des STN ware somit in anderen Strukturen
zu suchen, beispielsweise in Thalamus, PPN, SNc oder Kortex. Neben dem GP
zeigte auch der PPN eine Hyperaktivitat nach SNc-Lasion, welche moglicher-
weise einen nicht unbedeutenden Anteil an den motorischen Symptomen der
Parkinson-Krankheit hat.

Nach kombinierter Lasion von SNc und PPN fand weitgehend eine Normalisie-
rung der Aktivitaten der Basalganglien statt, STN und GP zeigten hier keine
Hyperaktivitat. Diese Aktivitdtsminderung im Vergleich zur SNc-Lasion ist ver-

mutlich bedingt durch den fehlenden exzitatorischen Input des PPN auf den
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STN. Diese Ergebnisse lassen hoffen, dass eine Beeinflussung des PPN zu ei-
ner Reduktion der motorischen Symptome des Parkinson-Syndroms flihren
konnte. Dann ware mit der Inhibition des PPN ein neues therapeutisches Prin-

zip zur Behandlung der Parkinson-Krankheit denkbar.
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6. Verzeichnis der Abkirzungen

6-OHDA
ACh
bursty
CPu
d.h.
EP
FP
FR
ggf.
GP
GPe
GPi
i.p.
LGP

NaCl
NADPH

PBS, 1x
PBS, 10x
PF

PFA
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intra peritoneal

engl.: lateral globus pallidus, entspricht GP
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phosphatgepufferte Kochsalzlésung, isoton; pH 7,4
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Nucleus parafascicularis des Thalamus

Paraformaldehyd

Nucleus pedunculopontinus

engl.: pedunculopontine tegmental nucleus, entspricht PPN
Lunregelmafig“; Kategorie bei der Einteilung der Feuerungsmuster
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Standardfehler



SNc
SNr
sog.
STh
STN
Thal

tonic

ZNS

Substantia nigra pars compacta

Substantia nigra pars reticulata

SO0 genannte/r/s

engl.: subthalamic nucleus, entspricht STN

Nucleus subthalamicus

Thalamus

.gleich-/regelmaRig”; Kategorie bei der Einteilung der Feuerungs-
muster

Ziegennormalserum
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