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Einleitung

Der ischamische Schlaganfall

Klinische Bedeutung

Die Auswertung der ,,Global Burden of Disease Study 2010 ergab, dass weltweit die
Anzahl ischamischer Schlaganfalle in dem Zeitraum von 1990 bis 2010 signifikant
angestiegen ist, sowie die damit einhergehenden Todesfalle und Behinderungen
(Krishnamurthi et al. 2013). Im Jahr 2013 stellte der Schlaganfall global die
zweithaufigste Todesursache nach der ischamischen Herzerkrankung dar (Feigin,
Norrving, and Mensah 2017). Zudem stand der Schlaganfall im selben Jahr an dritter
Stelle der Ursachen einer korperlichen Behinderung mit 4,5% der DALYs (disability-
adjusted life years). In einer Studie von Rathore et al. wurden Schlaganfalle hinsichtlich
der Ursache (ischamisch vs. hamorrhagisch) und ihres klinischen Bildes ndher
untersucht. Von 474 festgestellten Schlaganfallen waren etwa 85% ischamisch bedingt
(Rathore et al. 2002). Dagegen handelte es sich bei circa 15% um einen
hdamorrhagischen Insult. Bei einem groRen Teil der Falle (81,6%) waren Paresen als
Schlaganfallfolge zu beobachten; Gangstérungen traten bei 10,8% der Patienten auf.
Weitere haufige Symptome nach Schlaganfall waren Sensibilitdtsstérungen (44,5%),
Sprachstérungen (24%) und Kopfschmerzen (27,4%). Der Anteil von ischdmischen
Schlaganfillen an der Gesamtzahl von Schlaganfallen stellt sich in anderen Studien
dhnlich hoch dar (Benjamin et al. 2017). Einer Publikation aus dem Jahr 2006 zufolge
beliefen sich die direkten Kosten fiir die gesamte Behandlung eines Patienten mit
ischamischem Schlaganfall in Deutschland auf durchschnittlich 43.129 Euro (Stand
2004) (Kolominsky-Rabas et al. 2006). Diese hohen Kosten werden vor allem auf die
hohe Pravalenz der Erkrankung, aber auch auf den erh6hten Bedarf an dauerhafter
medizinischer Versorgung nach einem Schlaganfall zurlickgefiihrt. In einer Arbeit von
Rudberg et al. wurde festgestellt, dass der Behinderungsgrad 6 Monate nach einem
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sowie zu dem Gesamtiiberleben und den krankheitsbezogenen Kosten 18 Monate bzw.
36 Monate nach dem Insult erlaubt (Rudberg et al. 2018). Hieraus folgern die Autoren,
dass sich die Gesamtkrankheitslast und die damit verbundenen Kosten effektiv
reduzieren lassen konnten durch die Anwendung frither Interventionen, welche den
funktionellen Status innerhalb der ersten sechs Monate nach einem Schlaganfall

verbessern.

Etablierte und experimentelle Therapieansatze

Die Akuttherapie des ischamischen Schlaganfalls sieht unter Beriicksichtigung
bestimmter Zeitfenster nach Beginn der Symptomatik die Revaskularisierung vor, also
die Wiederherstellung einer ausreichenden Blutversorgung des betroffenen
Hirngebiets. Zu den beiden erfolgreichsten Verfahren, wie sie auch in der Leitlinie der
Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie empfohlen werden, gehort zum einem die
sogenannte Lyse-Therapie, womit die intravendse Gabe von Alteplase bzw. rt-PA
(recombinant tissue plasminogen activator) gemeint ist (Ringleb et al. 2015). Hierdurch
soll der intravasale Thrombus aufgel6st werden. Daneben besteht die Moéglichkeit,
Thromben, welche im Bereich groRer arterieller HirngefaRe einen Verschluss der
Strombahn verursachen, mechanisch (iber einen Gefallzugang z.B. mithilfe eines
»Stent-Retrievers” zu entfernen (Ringleb et al. 2015). Sowohl fir die intravendse
thrombolytische Therapie, als auch fiir die mechanische Thrombektomie konnte in
grofien Studien ein signifikant verbessertes klinisches Ergebnis nach einem
ischamischen Schlaganfall aufgezeigt werden (National Institute of Neurological
Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study Group 1995; Hacke et al. 2004; Emberson et
al. 2014; Rha and Saver 2007; Broderick et al. 2013; Goyal et al. 2015). Trotz des
Einsatzes dieser Akuttherapien zur Wiederherstellung der Blutversorgung stellen
ischamische Schlaganfille nach wie vor eine wesentliche Ursache fiir langfristige
Behinderungen dar (Krishnamurthi et al. 2013). Dartiber hinaus besteht fiir Patienten,
denen aufgrund vorhandener Kontraindikationen keine der oben genannten Therapien
angeboten werden kann, keine gleichwertige Alternative. Insofern besteht ein hoher
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und ungeniligende Regeneration nach einem Schlaganfall zu verbessern, werden
verschiedene therapeutische Ansdtze untersucht und weiterverfolgt (Cramer 20083;
Cramer 2008b; Richards and Cramer 2021). In klinischen Studien konnte ein positiver
Effekt durch die pharmakologische Therapie mit CDP-Cholin bestatigt werden, jedoch
blieb die erzielte Verbesserung durch CDP-Cholin-Gabe innerhalb von 24 Stunden nach
Beginn der Symptomatik hinter dem Effekt der oben beschriebenen Akuttherapien
zurick (Secades et al. 2016). Der Einsatz neurotropher Substanzen wie beispielsweise
Erythropoietin (EPO) zeigte in Tierversuchen neuroprotektive Effekte (Sirén et al.
2001). Allerdings kam die bislang grofSte klinische Studie (German Multicenter EPO
Stroke Trial) zu dem Ergebnis, dass der Einsatz von EPO bei Schlaganfallpatienten mit
einer erhdhten Mortalitat unklarer Genese einhergeht (Ehrenreich et al. 2009). Neben
pharmakologischen Therapieversuchen gibt es auch Ansatze zu neuromodulatorischen
Therapieformen. Die invasive Stimulation des Ganglion sphenopalatinum wird
durchgefihrt mit der Absicht, den Blutfluss tGber KollateralgefalRe zu erhéhen
(Bornstein et al. 2019). In einer randomisierten, kontrollierten Studie von Bornstein et
al. konnte ein kleiner, jedoch nicht signifikanter Vorteil durch diese Therapie erzielt
werden. Einen weiteren potentiellen Therapieansatz stellt die Neuromodulation

mittels tiefer Hirnstimulation dar.

Tiefe Hirnstimulation

Tiefe Hirnstimulation (THS) bezeichnet ein Verfahren, bei welchem zu therapeutischen
Zwecken eine Elektrode in das Gehirn implantiert wird, um dort eine elektrische
Stimulation durchzufiihren. Etabliert ist diese Methode bereits zur Behandlung
motorischer Beschwerden bei dem Morbus Parkinson, dem essentiellen Tremor sowie
der Dystonie (Herrington, Cheng, and Eskandar 2016). In einer Arbeit von Shen et al.
wurde an Hirnschnitten von Ratten der Effekt von hochfrequenter THS im Nucleus
subthalamicus (STN) in Bezug auf Plastizitdt untersucht, indem die Reizantwort der
Neurone mittels Patch-Clamp-Technik abgeleitet wurde. Die Studie zeigte, dass
hochfrequente Stimulation von STN-Neuronen sowohl eine Kurzzeit- als auch eine

Langzeitpotenzierung bewirken kann, zudem aber auch eine Langzeit-Depression.
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Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass THS im STN langanhaltende Veranderungen im
Nervensystem bewirken kann und dass neuronale Plastizitdt einen moglichen
Wirkmechanismus der THS darstellt (Shen et al. 2003). Weiterfihrende Tierversuche
ergaben, dass die elektrische Stimulation eines betroffenen kortikalen Areales nach
einem Schlaganfall bei gleichzeitiger Physiotherapie zu einer verbesserten
Rehabilitation fiihren kann (Kleim et al. 2003; Plautz et al. 2003; Teskey et al. 2003).
Die dabei zugrundeliegende Hypothese, durch elektrische Stimulation die
Neuausbildung von Synapsen zwischen noch vorhandenen Neuronen zu férdern und
somit die Regeneration auf Zellebene zu verbessern, konnte ebenfalls
tierexperimentell erhartet werden (Adkins, Hsu, and Jones 2008): In der Studie von
Adkins et al. erhielten Ratten nach induziertem Schlaganfall im sensomotorischen
Kortex eine kortikale Stimulation im Bereich des perilesionellen motorischen Kortex.
Eine elektronenmikroskopische Untersuchung des stimulierten, perilesionellen Kortex
zeigte eine erhdhte Synapsendichte. Die Forscher schlussfolgerten, dass ein
Zusammenhang zwischen der erhéhten Synapsendichte im perilesionellen Kortex und
der Erholung motorischer Defizite bestehe. Auch in frithen klinischen Studien mit
Schlaganfallpatienten wurde durch die Kombination aus Physiotherapie mit kortikaler
Stimulation ein positiver Effekt auf die motorischen Defizite gesehen (Levy et al. 2008;
Huang et al. 2008). Jedoch konnte in einer Phase IlI-Studie kein Vorteil der kortikalen
Stimulation und Physiotherapie verglichen mit alleiniger Physiotherapie nachgewiesen
werden (Plow et al. 2009). Es wird angenommen, dass bestimmte Unterschiede
zwischen dem ischamischen Schlaganfall beim Menschen und dem Schlaganfall-Modell
bei Versuchstieren die Translation des Verfahrens erschweren (Plow et al. 2009). Ein
relevanter Unterschied liegt darin, dass die artifiziellen Schlaganfalle im Tiermodell
eine klar abgegrenzte Lasion im Bereich des motorischen Kortex umfassen (Plautz et al.
2003; Teskey et al. 2003). Beim Menschen hingegen kann das Infarktvolumen im
Bereich motorischer Regionen groRR und das perilesionelle, noch funktionsfahige
(motorische) Areal dazu verhaltnismaRig klein sein. Somit steht fiir den
Reorganisationsprozess nur noch ein relativ kleines (motorisches) Areal zur Verfligung,

was beim Menschen das geringe Erholungspotential nach Schlaganfall erklaren kénnte



(Machado and Baker 2012). Wahrend bei Nagern um den kortikalen Infarkt eine
erhohte Aktivitat molekularer Prozesse zu beobachten ist, findet man bei
Schlaganfallpatienten um einen kortikalen Infarkt eine verringerte Aktivitat trotz
Verbesserung der Defizite (Cramer et al. 2006; Binkofski and Seitz 2004). Mithilfe von
funktioneller Magnet-Resonanz-Tomographie (fMRT) und/oder Diffusions-Tensor-
Bildgebung (DTl von ,,diffusion tensor imaging“), eine spezielle Form der
diffusionsgewichteten Magnet-Resonanz-Tomographie, konnte man weiterhin
feststellen, dass an die Lasion angrenzende neuronale Strukturen die Funktion des
untergegangenen Gewebes bei einem Infarkt der Corona radiata Gbernehmen (Jang et
al. 2006; Kwon et al. 2007). Des Weiteren konnten verschiedene Studien zeigen, dass
auch intakt gebliebene Netzwerke der betroffenen Seite fiir die Reorganisation nach
einem ischamischen Schlaganfall genutzt werden (Gerloff et al. 2006; Hamzei et al.
2006; Richards et al. 2008), ebenso wie Areale der kontralateralen Hemisphare (Jang et
al. 2005; Ward et al. 2007; Lotze et al. 2006). Dariiber hinaus konnten Interaktionen
zwischen den Hemispharen nachgewiesen werden, die im Rahmen von
physiotherapeutischen Interventionen mit einer Verbesserung der motorischen
Defizite assoziiert waren (Stinear et al. 2008; Takeuchi et al. 2008). Welcher
Mechanismus zu welchem Anteil an der Regeneration beteiligt ist, kann je nach Ort des
Schlaganfalls und Zeitpunkt der Regeneration variieren, was bei der Wahl der

RehabilitationsmaBnahme beriicksichtigt werden sollte (Plow et al. 2009).

Mit der kortikalen Stimulation sollen tber subdurale Elektroden die noch vorhandenen
Strukturen, die das Infarktgewebe unmittelbar umgeben, moduliert werden. Eine
mogliche Alternative, um den motorischen Kortex zu stimulieren, stellt die Stimulation
von tiefer gelegenen motorischen Bahnen mit Verbindung zum motorischen Kortex dar
(Plow and Machado 2014). Eine geeignete Zielstruktur fiir die elektrische Stimulation
dirfte der Nucleus dentatus sein, welcher via Tractus dentatothalamicus und den sich
anschlieenden Bahnen mit dem motorischen Kortex in Verbindung steht. In einem
Schlaganfallmodell mit Ratten konnte nach elektrischer Stimulation dieses
Kerngebietes eine Verbesserung der motorischen Defizite gezeigt werden (Machado
and Baker 2012). In einer klinischen Studie von Machado et al. (Machado, MD, PhD
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2016, ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02835443) wird aktuell untersucht, ob die
Stimulation des Nucleus dentatus in Kombination mit Physiotherapie bei
Schlaganfallpatienten eine Verbesserung der motorischen Defizite an der oberen
Extremitat (12-36 Monate nach Schlaganfall) erreicht werden kann. Die Hypothese,
dass man durch Stimulation des Kleinhirns einen Effekt auf das GroBhirn austben
kann, basiert auf der Beobachtung, dass Kleinhirnfunktionen durch einen zerebralen
Schlaganfall beeintrachtigt sein kénnen (Machado and Baker 2012). Das Phanomen der
»,Crossed Cerebellar Diaschisis” (=gekreuzte cerebelldre Diaschisis) beschreibt die
Reduktion von Aktivitat, Blutfluss und Metabolismus einer Kleinhirnhemisphare, die
auf einen Schaden der kontralateralen GroRBhirnhemisphare und die dadurch
veranderte Innervation des Kleinhirns zurtickgefiihrt wird (Pantano et al. 1987; De
Reuck et al. 1997; Srinivasan et al. 2004). Das Konzept der Diaschisis wurde bereits
1914 von Constantin von Monakow aufgestellt und beschreibt die Veranderung
elektrophysiologischer Signale in einem Gebiet des zentralen Nervensystems (ZNS),
welches in deutlicher Entfernung zu dem tatsachlich geschadigten Bereich liegt, aber
mit diesem anatomisch verbunden ist (von Monakow C 1914). Auch neuere Studien
bestadtigen die Vermutung, dass fokale Schaden des ZNS - wie beispielsweise nach
einem Schlaganfall - zu einer pathologischen Veranderung der Verknlipfungen

innerhalb eines Netzwerkes fihren konnen (Grefkes et al. 2008; Zhang et al. 2017).

Lozano et al. beschreiben in ihrer Arbeit ausfiihrlich, bei welchen neurologischen und
psychiatrischen Erkrankungen die THS eine mogliche therapeutische Option darstellen
konnte. Diesem Konzept liegt zugrunde, dass man bei all diesen Erkrankungen
dysfunktionale Signale innerhalb eines zerebralen Netzwerkes als mogliche Ursache
der Beschwerden annimmt (Lozano and Lipsman 2013). Die THS schafft die
Moglichkeit, Gber bestimmte Hirnbahnen pathologische Signale zu modulieren (Lozano
and Lipsman 2013). Es besteht die Hypothese, dass durch die THS eine funktionelle
und reversible Lasion des stimulierten Gebiets verursacht wird (Herrington, Cheng, and
Eskandar 2016). Diese Annahme geht von der Beobachtung aus, dass THS mit hohen
Frequenzen einen dhnlichen Effekt wie die ablative Chirurgie derselben Regionen hat
(Guridi and Lozano 1997; Jenike 1998). Anhand von Tierversuchen untersuchten
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Jensen und Durand insbesondere die Wirkung von hochfrequenter Stimulation auf
axonale Strukturen. Die Ergebnisse legten einen frequenzabhangigen Effekt der
Stimulation auf die Nervenbahnen nahe, wobei mit Steigerung der Frequenz eine
Blockade der Reizweiterleitung beobachtet wurde (Jensen and Durand 2009). Mcintyre
et al. vermuteten aufgrund von Daten aus Bildgebung und Elektrophysiologie
verschiedener Studien, dass pathologische Signalmuster durch die THS reduziert
werden, indem eine Resonanz im Bereich der Stimulationsfrequenz die neuronale
Feuerungsrate reguliert (McIntyre and Hahn 2010). In einer Studie von Ross et al.
wurde beobachtet, dass eine hochfrequente THS im Bereich des zentralen Kerns der
Amygdala mit einem verringerten Antrieb zur Nahrungsaufnahme einhergeht. Die
Autoren fihren den Effekt auf die Annahme zurlick, dass die spontane neuronale
Feuerungsrate durch die Stimulationsfrequenz iberschrieben - d.h. gehemmt - wird

(Ross et al. 2016).

Der pedunkulopontine tegmentale Nucleus

Shik et al. berichteten 1966 das erste Mal von einer Region im Mittelhirn, welche als
Schaltstelle fiir die Motorik fungiert. Dieses Gebiet, bei dessen Stimulation eine
stereotype Laufbewegung in dezerebrierten Katzen hervorgerufen wurde,
bezeichneten die Autoren als mesenzephale lokomotorische Region (MLR) und
ordnete es dem Bereich des cuneiformen Nucleus (CNF) sowie dem
pedunkulopontinen tegmentalen Nucleus (PPTg) zu (Shik, Severin, and Orlovskii 1966).
In weiteren Arbeiten konnte bestatigt werden, dass ein Zentrum im Mittelhirn bei
Wirbeltieren vorhanden sein muss, welches Bewegungen initiiert und kontrolliert.
Dabei induziert diese Region keine Bewegungen, sondern ist vielmehr bei der
Durchflihrung verschiedenster Arten von Bewegung verantwortlich (Shik, Severin, and
Orlovskil 1966; Cabelguen, Bourcier-Lucas, and Dubuc 2003). Durch die Stimulation der
MLR bei Ratten konnte von Skinner et al. gezeigt werden, dass die Laufgeschwindigkeit
der Tiere mit Steigerung der verwendeten Stromstarke anstieg (Skinner and Garcia-Rill
1984). Bei Versuchen mit dezerebrierten Vogeln wurde die pontomedullare Formatio

reticularis stimuliert, welche Projektionen aus der MLR enthilt (Steeves, Sholomenko,
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and Webster 1987). Durch die Stimulation konnte man mit zunehmender Stromstarke
zuerst Lauf- und dann Flugbewegungen induzieren. Auch in Salamandern wurde die
MLR stimuliert. Dabei zeigte sich, dass man mit einer niedrigen Stromstarke Laufen
induzieren konnte, wahrend mit héheren Stromstarken Schwimmbewegungen
verursacht wurden (Cabelguen, Bourcier-Lucas, and Dubuc 2003). Welche Bahnen
durch die Stimulation im Bereich der MLR erreicht werden kénnen, beschreiben
Bachmann et al. in ihrer Studie, bei der Ratten eine Lasion im Riickenmark erhielten
und anschliefend mittels tiefer Hirnstimulation im Bereich der MLR behandelt wurden
(Bachmann et al. 2013). Neben einer Verbindung der MLR zum lumbalen Rickenmark
Uber reticulospinale Bahnen bestehen auflerdem Verbindungen zu Kerngebieten in der
Medulla oblongata. Bachmann et al. konnten in den Ratten mit spinaler Lasion ein

Laufen und Schwimmen durch die tiefe Hirnstimulation wiederherstellen.

Die genaue Ausdehnung und Lokalisation der MLR wird immer noch diskutiert. Altere
Arbeiten gehen davon aus, dass die MLR anatomisch aus CNF sowie PPTg bestehen
(Shik, Severin, and Orlovskii 1966). Dies wird teilweise auch durch neuere Studien
vermutet, wobei je nach Arbeit noch weitere Kernbereiche des Mittelhirns der MLR als
zugehorig beschrieben werden (Jordan 1998; Bachmann et al. 2013; Roseberry et al.
2016). Die Arbeitsgruppe um Roseberry fiihrte eine elektrische Stimulation im Bereich
des Mittelhirns an Mausen durch, um die Lage der MLR anhand einer induzierbaren
Lokomotion zu bestatigen. Dabei konnten sie eine Laufbewegung der Tiere bei
Stimulation im Bereich des CNF, des PPTg sowie des mesenzephalen retikularen
Nucleus (MRN) beobachten (Roseberry et al. 2016). Dieses Ergebnis steht in
Ubereinstimmung mit einer fritheren Arbeit, in welcher aufgrund der Datenlage
vermutet wurde, dass der PPTg durch indirekte Verbindungen zum Motorkortex und
den Basalganglien eine wichtige Rolle fiir die posturale Kontrolle wahrend der
Lokomotion hat und der MLR weitestgehend entspricht (Garcia-Rill 1986). Die
Vorstellung, dass der PPTg ein Bestandteil der MLR sein konnte, wird auch von
Alderson et al. mit den Ergebnissen einer Studie von 2008 unterstiitzt. Diese ergab den
Nachweis, dass die Lasion des anterioren Anteils des PPTg bei Ratten mit einer deutlich
reduzierten Aktivitidt in verschiedenen Verhaltenstests einherging (Alderson, Latimer,
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and Winn 2008). Dies scheint insofern plausibel, wenn man die Verbindungen des PPTg
zu anderen Zentren nochmal genauer betrachtet (siehe Abbildung 1). In ihrer Arbeit
von 2016 stellen Gut und Winn dar, dass der PPTg neben seinen Verbindungen zu den
Basalganglien auch Bahnen zu pontomedulldren, cerebellaren sowie spinalen und
autonomen Kontrollzentren projiziert (Gut and Winn 2016). Insgesamt erscheint der
PPTg eine Relaisstation im Mittelhirn zu sein, welche die Motorik effektiv beeinflussen
kann. Daher zeichnet sich der PPTg auch als vielversprechendes Ziel fiir eine THS ab,
um eine positive Wirkung auf die motorischen Beschwerden nach einem Schlaganfall

Zu vermitteln.

Abbildung 1: Verbindungen des PPTg

Schematische Darstellung des PPTg im histologischen Schnittbild (Koronarebene) mit lllustration der
neuronalen Verbindungen. Uber den Thalamus unterhilt der PPTg Bahnen, die zum Kortex ziehen.
Daneben bestehen Verbindung zu den Basalganglien, ebenso wie zu dem Kleinhirn sowie zu
mesenzephalen und pontinen Strukturen (Gut and Winn 2016). STN = Nucleus subthalamicus; SNc =

Substantia nigra, pars compacta; SNr = Substantia nigra, pars reticularis; GPi = Globus pallidus internus.
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Fragestellung und Zielsetzung

Aufgrund der wenig effizienten Therapieoptionen bei Schlaganfall-bedingten
motorischen Defiziten soll die bei anderen neurologischen Bewegungsstorungen
bereits etablierte THS des PPTgs in einem Schlaganfallmodell getestet werden. Die
MLR als motorische Kernregion des Mittelhirns soll hierzu als Stimulationsziel genutzt
und der Status des PPTg als Bestandteil der MLR hinsichtlich seiner Funktion gepruft
werden. Die Hypothese lautet, dass eine kontinuierlich durchgefiihrte, hochfrequente
THS des PPTg zu einer Verbesserung der von einer kortikalen Photothrombose
verursachten Gangstoérung flihren konnte. Diese Hypothese soll an einem Tiermodell

mit Ratten getestet werden.

Material und Methoden

Ethik- und Tierversuchsvotum

Alle Tierexperimente wurden von der Ethikkommission der Universitat Wirzburg

sowie von der Regierung von Unterfranken genehmigt (AZ 55.2-2531.01-102/13).

Tiere

Die Versuche wurden mit insgesamt 18 erwachsenen (6-8 Wochen alten), mannlichen
Wistar-Ratten (250-275g) durchgefiihrt (Charles River, Sulzfeld, Deutschland). Nach
Ankunft der Tiere wurden diese fir eine Woche zur Gew6hnung in einem Raum mit
kontrollierter Temperatur (22+0,5°C) und einem 12 h Licht-/12 h Dunkel-Zyklus

gehalten. Die Tiere hatten dabei freien Zugang zu Futter und Wasser.

Induktion eines Schlaganfalls mittels Photothrombose

Bei allen Tieren wurde ein photothrombotischer Schlaganfall im Bereich des

sensomotorischen Kortex der rechten Hemisphare induziert. Wahrend des Eingriffs
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wurden die Tiere mit 2,5% Isofluran narkotisiert und zur Vorbeugung des Verlustes von

Kérperwdarme mit isolierendem Material bedeckt.

Der Eingriff umfasste folgende Schritte (vgl. Fluri et al. 2017): Der Schadel des Tieres
wurde freigelegt und eine Schablone aus Aluminium wurde auf diesem positioniert.
Diese bestand aus einem rechteckigen Rahmen, der eine Flache von 10 x 5mm freigab.
Die Schablone wurde so auf dem Schadel positioniert, dass die kurzen Seiten des
inneren Rahmens jeweils 5mm vor und 5mm hinter dem Bregma zu liegen kamen. Der
Abstand zwischen Bregma und der langen Innenseite des Rahmens betrug 0,5mm (die
gegenuberliegende Rahmeninnenseite war somit 5,5mm von der Mittellinie des
Schadels entfernt). Diese Koordinaten korrespondieren mit dem sensomotorischen
Kortex (Paxinos and Watson 2007). Ein beweglicher Lichtleiter einer Kaltlichtquelle
wurde direkt Gber der Schablone fixiert. Nachdem Bengalrosa (0,5ml; Sigma, St. Louis,
MO) in NaCl 0,9% (10mg/ml) intravends appliziert worden war, wurde das Gehirn
durch den intakten Schadel fir 15 Minuten beleuchtet (KL1500LCD; Olympus, Tokyo,
Japan). Direkt im Anschluss wurde die Implantation einer Mikroelektrode im PPTg-

Kerngebiet durchgefiihrt.

Implantation der Mikroelektrode

Das Vorgehen zur Implantation der Mikroelektrode orientiert sich wesentlich an dem
Protokoll von Fluri et al. (Fluri et al. 2015). Zur Durchfiihrung einer Hochfrequenz-
Stimulation im PPTg-Kerngebiet wurden monopolare Mikroelektroden aus einer
Platin/Iridium-Legierung verwendet (Katalog-# UE-PSEGSECN1M; FHC, Bowdoin, ME).
Diese haben gegenliber Elektroden aus anderen Materialien den Vorteil, dass auch
unter HFS Uber einen ldngeren Zeitraum (3 Tage) kein relevanter Gewebeschaden
verursacht wird (Harnack et al. 2004). Die Elektroden wurden in den oberen Bereich
des PPTg implantiert, gemaR den folgenden Koordinaten: 7,6mm posterior, 1,6mm
lateral und 7,2mm ventral zum Bregma (vgl. Paxinos and Watson 2007, siehe

Abbildung 2).
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Bregma AP - 7,60mm
. ML +1,60mm
DV - 7,20mm

PPTg

Abbildung 2: Zielposition zur Elektrodenimplantation:

Schematische Darstellung eines koronaren Hirnschnitts einer Ratte in Ebene zu der Zielstruktur der
Stimulation (Vgl. Paxinos and Watson 2007). Die anvisierte Lokalisation mit den angegebenen
Koordinaten ist mit einem roten Punkt markiert, welcher direkt Gber dem PPTg (griin umrandet) zum
Liegen kommt. Der rote Kreis reprasentiert den Radius von 700um um die Elektrodenspitze herum, in

welchem ein Effekt durch die Stimulation mit 50uA anzunehmen ist (Ranck 1975).

Das Bregma bezeichnet die Kreuzungsstelle der Sutura coronaris und der Sutura
sagittalis. In einem Probenhalter eines stereotaktischen Instruments wurde eine Nadel
fixiert und an der Spitze mit einem schwarzen Filzstift gefarbt. Die Nadelspitze wurde
zunachst durch Drehen der anterior/posterior (AP)-, medial/lateral (ML)- und
dorsal/ventral (DV)-Schrauben direkt (iber dem Bregma positioniert. Uber einen
Nonius-Messschieber wurden die exakten Koordinaten des Bregmas in der AP- und
ML-Ebene abgelesen. Zum Auffinden der Implantationskoordinaten wurden 7,6mm
von dem Wert der AP-Angabe und 1,6mm vom Wert der ML-Angabe abgezogen. Die

errechneten Werte wurden anhand der AP- und ML-Schrauben eingestellt, sodass die
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Nadel im Zielbereich positioniert wurde. Durch Drehen der DV-Schraube wurde die
Nadel leicht mit dem Schadel in Berlihrung gebracht, sodass die schwarze Farbe dort
eine Markierung hinterlieB. Daraufhin wurde der Zahnbohrer im Probenhalter des
stereotaktischen Instruments fixiert und tber der markierten Stelle positioniert. Unter
Sicht durch ein Mikroskop wurde ein Loch (Durchmesser ca. 1mm) durch den
Schadelknochen bis auf die Dura mater gebohrt. Da die Dura mater kraftig genug ist,
um die Mikroelektrode wahrend der Implantation zu beschadigen, wurde diese mit
einer Mikropraparierpinzette im Bereich der Schadelbohrung entfernt, ohne das
darunterliegende Hirngewebe zu beschadigen. Fir die Fixierung der Elektrode wurden
vorbereitend funf weitere Vertiefungen in den Schadelknochen gebohrt, ohne die Dura
mater dabei zu eréffnen. Davon wurde eine Vertiefung jeweils rechts und links der
Sutura saggitalis im Os frontale gebohrt. Eine Vertiefung wurde in den der
Implantationsstelle gegeniiberliegenden Teil des Os parietale sowie zwei weitere im Os
interparietale gebohrt. AnschlieBend wurden fiinf Schrauben aus rostfreiem Stahl
(M1.6; Lange, 3mm; Hummer & RieR, Nirnberg, Deutschland) mit 2-3 Umdrehungen in
die Vertiefungen geschraubt, sodass diese stabil fixiert waren, ohne Druck auf das
Hirngewebe auszuiiben. Hiernach wurde die Mikroelektrode in den Probenhalter
eingespannt. Mithilfe der AP- und ML-Schrauben wurde die Elektrode in die
berechnete Position zur Implantation gebracht. Unter mikroskopischer Ansicht wurde
die Elektrode durch Drehung an der DV-Schraube so weit herabgesenkt, bis die Spitze
auf Hohe der Dura mater war bzw. bis sie Kontakt zur Gehirnoberflache hatte. Diese
Einstellung wurde als Null-Punkt auf der DV-Linie definiert. Zu diesem abgelesenen
Wert der DV-Linie wurden 7,2mm addiert, um die tatsachliche Tiefe zu erhalten.
Entsprechend der berechneten Tiefe wurde die Elektrode durch Drehen der DV-
Schraube vorsichtig bis zu der Zielposition in das Hirngewebe abgesenkt. Im ndchsten
Schritt wurde die Elektrodenposition fixiert, indem eine kleine Menge kiinstlichen
Zahnzements mit einem Spatel um die Elektrode sowie um die zwei vorderen und die
zwei hinteren Schrauben herum verteilt wurde, sodass diese eingeschlossen wurden.
Nach einer Wartezeit von ca. fliinf Minuten war der Zement ausgehartet. Ein individuell

gefertigter Stecker (GT-Labortechnik, Arnstein, Deutschland) wurde auf die Elektrode
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gesetzt und dessen Erdungskabel mit der frei gebliebenen Schraube im Os parietale
verbunden. Anschlieend wurde ein zweites Mal Zahnzement auf den Schadel
aufgetragen, sodass die frei gebliebene Schraube und der untere Abschnitt des
Steckers mit eingefasst waren. Bei dem Verteilen des Zahnzements wurde darauf
geachtet, dass sich insgesamt eine abgerundete Oberflache ohne Kanten und Ecken
ergab, um das Verletzungspotential fiir das umliegende Gewebe zu reduzieren. Nach
dem erneuten Ausharten ergab sich eine feste Kappe, welche sowohl die Schrauben,
als auch die Elektrode mit dem Stecker umfasste. Um die Wunde komplett zu
verschlieen, wurden die Schnittrander vor und hinter der Kappe per Einzelknopfnaht
adaptiert. Zuletzt konnte die Narkose beendet werden, woraufhin das Tier ca. finf
Minuten spater aufwachte. Die Gesamtdauer des Eingriffs inklusive Photothrombose

und Implantation umfasste ca. 120 Minuten.

Am Tag der Operation sowie in der postoperativen Phase bis zum Beginn der
kontinuierlichen Stimulation (TO — T3) wurden die Tiere taglich gewogen, um die
Belastung durch die Operation und die Erholung zu Uberprifen. Tiere, deren
Allgemeinzustand sich im Rahmen des Versuchsprotokolls spontan verschlechterte,
wurden von der Auswertung ausgeschlossen. Als Kriterien fiir einen reduzierten
Gesundheitszustand wurde ein Gewichtsverlust von >20% des Kérpergewichts im
Vergleich zum Zustand vor Intervention, eine Vernachldssigung der Fellpflege und eine

Verminderung der spontanen Aktivitat im Kafig festgelegt.

Elektrische Stimulation

Zur tiefen Hirnstimulation wurde ein Stimulus-Generator vom Typ STG 4002
(Multichannel Systems, Reutlingen, Deutschland) verwendet. Dazu wurden folgende
Parameter gewahlt: Frequenz = 130 Hz, Pulslange = 60 us, Impulsform =
monophasische Rechteckimpulse. Ab dem zweiten Tag nach dem Eingriff wurde die
Reaktion der Tiere auf die tiefe Hirnstimulation getestet. Um die niedrigste
Stromstarke zu ermitteln, welche noch eine lokomotorische Reaktion auslost, wurde

initial eine Stromstdrke von 20 pA gewdhlt und diese in Schritten von 10 pA bis zur
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maximalen Auspragung einer lokomotorischen Reaktion gesteigert. Durch
wiederholtes An- und Abschalten des Stimulus-Generators konnte die
Reproduzierbarkeit der beobachteten Reaktionen nachgewiesen werden. Die Reaktion
der Tiere wurde protokolliert und unter Verwendung einer Videokamera (Sony
Corporation, Model No. HDR-CX570E, China) festgehalten. Die so ermittelte niedrigste
Stromstdrke wurde fir die kontinuierliche Stimulation verwendet und lag bei den

stimulierten Tieren am 3. postoperativen Tag bei 55 pA (£ 5 pA) (Siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Stromstarkenschwellen zur Induktion von motorischen Reaktionen

Ermittelte Stromstdrken vom 3. postoperativen Tag, ab welcher eine motorische Reaktion bei den
Tieren induzierbar war. Diese Stromstarken wurden in der Fallgruppe zur kontinuierlichen Stimulation

verwendet.

Stromstarke (1A) bei erster motorischer Reaktion

Tier 1 50
Tier 2 60
Tier 3 50
Tier 4 60
Tier 5 60
Tier 6 55
Tier 7 50
Tier 8 50
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Zur Durchfiihrung der permanenten Stimulation wurden 18 Ratten Gber den Zeitraum
von zehn Tagen einzeln in einem Kafig gehalten. Eine Vorrichtung mit einem flexiblen
Ringschleifkontakt am Deckel eines jeden dieser Kafige gewahrleistete eine
permanente Verbindung via Kabel zu dem Stecker auf dem Schadel eines jeden Tieres.
Hierriber konnten 9 Tiere durchgehend stimuliert werden, wahrend die anderen 9
Tiere als Kontrollen ohne Stromzufuhr an dem Kabel angeschlossen waren. Fiir die
Tiere war mithilfe einer doppelten Kafighohe und einer ausreichenden Lange des
Kabels volle Mobilitat innerhalb des Kafigs gewahrleistet. Die kontinuierliche
Stimulation wurde am dritten Tag nach der Operation begonnen (T3) und nach zehn
Tagen beendet (T13, siehe Abbildung 3). Zur Auswahl einer geeigneten
Stimulationsdauer unter solchen Bedingungen gab es bei Beginn des Experiments
keine klare Datenlage (Machado and Baker 2012). In dieser Arbeit wurde sich fir eine
Stimulationsdauer von 10 Tagen unter der Annahme, dass ein positiver Effekt der
kontinuierlichen Stimulation hierunter zum Tragen kommt. Die Zuteilung der Tiere zu

einer jeweiligen Gruppe erfolgte zufallig.

. .
Versuchsubersicht
T-1: Tag vor OP TO: Tag der OP T3: T13:
> Erster T1, T2: Erster und Dritter Tag nach OP 13. Tag nach OP
Verhaltenstest zweiter Tag nach > Beginn der THS > Ende der THS
OP zur Erholung > Dritter
) Verhaltenstest
> Zweiter
Verhaltenstest
Akklimatisierung Training zur Perioperative Kontinuierliche Gewebeentnahme
der Tiere an die Gewdhnung an Phase Stimulation
Umgebung die

Verhaltenstests

Abbildung 3: Versuchsiibersicht
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Verhaltenstests

Beam-Walking-Test

Bei dem Beam-Walking-Test mussten die Ratten einen schmalen Holzbalken
Ubergueren. Im Detail bestand der Testapparat aus einem Holzbalken mit einer Lange
von 90cm und einer Breite von 9mm. Dieser wurde auf zwei Standardkafige gelegt und
befand sich somit in einer Hohe von 23cm liber dem Untergrund. Auf der einen Seite
wurde der Balken auf einen offenen Kafig gelegt, was gleichzeitig das Ziel der Strecke
darstellte, wahrend er am anderen Ende auf einem umgedrehten Kafig lag. Beim
Beam-Walking-Test wurden die einzelnen Uberquerungen anhand einer
Bewertungsskala mit 7 Punkten bewertet, dem sogenannten , Beam-Walking-Score”
(Abo et al. 2006) (siehe Tabelle 2). 7 Punkte: Das Tier (iberquert den Balken mit
maximal zweimaligem Abrutschen des betroffenen Hinterlaufes; 6 Punkte: Das Tier
Uberquert den Balken und benutzt den betroffenen Hinterlauf fir mehr als 50% der
Testdistanz; 5 Punkte: Das Tier Gberquert den Balken und benutzt den betroffenen
Hinterlauf fiir weniger als 50% der Testdistanz; 4 Punkte: Das Tier Gberquert den
Balken und kann den betroffenen Hinterlauf auf den Balken setzen, diesen aber nicht
mit Gewicht belasten; 3 Punkte: Das Tier Gberquert den Balken ohne den betroffenen
Hinterlauf zu belasten und ist nicht in der Lage, diesen auf den Balken zu setzen; 2
Punkte: Das Tier kann den Balken innerhalb von 90 Sekunden nicht tGiberqueren, ist
aber in der Lage die Balance auf dem Balken zu halten; 1 Punkt: Das Tier fallt von dem
Balken. Pro Testtermin wurde aus drei gewerteten Uberquerungen der
Durchschnittswert errechnet und zum Vergleich der zu verschiedenen Zeitpunkten

erhobenen Befunde verwendet.

17



Tabelle 2: Beam-Walking-Score

Punktesystem zur Einschatzung des motorischen Defizits nach unilateralem Schlaganfall bei Ratten

anhand des Beam-Walking-Tests.

Maximal zweimaliges Abrutschen mit dem betroffenen

Hinterlauf

Betroffener Hinterlauf wird auf >50% der Testdistanz genutzt

Betroffener Hinterlauf wird auf <50% der Testdistanz genutzt

Betroffener Hinterlauf kann auf den Balken aufgesetzt, jedoch

nicht belastet werden

Uberquerung der Testdistanz ohne Nutzung des betroffenen

Hinterlaufes, Aufsetzen des Hinterlaufes unmoglich

Uberquerung der Testdistanz nicht moglich innerhalb von 90

Sek., Tier kann die Balance auf dem Balken halten

Das Tier fallt von dem Balken

Ladder-Rung-Walking-Test

Im Rahmen des Ladder-Rung-Walking-Tests mussten die Ratten einer horizontalen

Sprossenleiter entlanglaufen. Die Leiter bestand aus diinnen Eisensprossen, welche

durch kleine Locher an der Basis zweier parallel zueinanderstehender transparenter

Plexiglas-Wande eingesteckt waren. Die Leiter hatte eine Lange von 100cm und eine

Breite von 8cm zwischen den Wanden. Die Sprossen hatten einen Durchmesser von

3mm. Der Abstand zwischen den Sprossen wurde zufallig gewahlt und variierte
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zwischen 1 und 3cm, um die Anforderung an das Koordinationsvermogen der Tiere zu
steigern. Fir alle Tests wurde dasselbe Muster verwendet. Die Leiter war in einer Héhe
von 23cm (iber dem Untergrund auf Standardkafigen positioniert. Am Start befand sich
ein umgedrehter und am Ziel ein offener Kafig. Bei der Auswertung des Ladder-Rung-
Walking-Tests wurden die einzelnen Schritte der linksseitigen GliedmaRen, welche vom
rechtsseitigen Schlaganfall betroffen sind, gezahlt und hinsichtlich auftretender Fehler
beurteilt. Diese wurden dann anhand des ,,Foot-Fault-Scores” mit Fehlerpunkten
bewertet. Dabei wurde der Bewegungsablauf der Pfote bei der Fortbewegung auf den
Leitersprossen in den Sequenzen zerlegt und bewertet (Metz and Whishaw 2009). In
der vorliegenden Arbeit wurde ein fehlerhaftes Aufsetzen respektive Nicht-Aufsetzen
der Vorder- bzw. Hinterpfote auf der Sprosse wie folgt bewertet: Ein sogenannter
»Slight slip” sowie ein ,Deep slip” erhielten je einen Fehlerpunkt, wahrend ein ,Total
miss“ mit zwei Fehlerpunkten bewertet wurde. Bei dem ,,Slight slip” handelt es sich um
das Abrutschen einer Pfote von der Sprosse ohne Stérung des Laufrhythmus. Bei dem
»,Deep slip” rutscht das Tier mit einer Pfote von der Leitersprosse, welche das Tier mit
Gewicht belastet hat, sodass die Kérperachse durch das Abrutschen absinkt und der
Laufrhythmus unterbrochen wird. Ein ,, Total miss” ist durch das komplette Verfehlen
der Sprosse bei dem Versuch, eine Pfote auf dieser zu platzieren, gekennzeichnet.
Auch dabei wird Gewicht auf die betreffende Pfote verlagert, sodass es zu einem
Absinken der Kérperachse und Unterbrechung des Laufrhythmus kommt. Bei der
Ermittlung der Gesamtzahl an Schritten, welche das Tier zur Uberquerung der Leiter
bendtigt, werden nur Schritte innerhalb des Laufrhythmus gewertet. Ausgeschlossen
davon sind der erste und der letzte Schrittzyklus, die bei der Uberquerung der Leiter
ausgefuhrt werden. Ebenso werden die Schrittzyklen vor und nach einem Anhalten des
Tieres nicht gewertet. Wenn das Tier einen Schritt macht, der mit Fehlerpunkten
bewertet wird, wird der darauffolgende Schrittzyklus auch aus der Wertung
ausgeschlossen. Die in drei Uberquerungen gezihlten Fehlerpunkte pro Tier wurden
im Verhaltnis zu der insgesamt gewerteten Schrittzahl gesetzt und in dieser Form zur

Auswertung verwendet.
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Zeitlicher Ablauf

Um Verdanderungen des Gangbildes (und allgemein der Fortbewegung) im Laufe des
Experiments feststellen zu konnen, wurden die Verhaltenstests an unterschiedlichen
Tagen durchgefiihrt (siehe. Abbildung 3). Zur Vorbereitung der Tests wurden die Tiere
nach Abschluss der Akklimatisierung fir sieben Tage durch tagliches Training auf der
Sprossenleiter bzw. auf dem Holzbalken an die Bedingungen gewdhnt. Das Training
bestand aus fiinfmaligem Uberqueren der Leiter bzw. des Balkens pro Tier und pro
Tag. Am siebten Tag wurde der Verhaltenstest videographisch aufgenommen, um das
Gangbild beim gesunden Tier vor der Operation zu dokumentieren (Zeitpunkt T-1,
siehe Abbildung 3). Hierzu wurden pro Tier je drei Uberquerungen der Leiter und des
Balkens mit einer digitalen HD Videokamera (Sony Corporation, Model No. HDR-
CX570E, China) aufgenommen und spater ausgewertet. Im Anschluss an die Operation
wurde ein Tag Pause zur Erholung der Tiere von dem Eingriff gewahrleistet. Am
zweiten Tag nach der Operation (T2, siehe Abbildung 3) wurden die Verhaltenstests
wie oben beschrieben wiederholt, um den Einfluss der induzierten Photothrombose
auf die Gehfahigkeit zu Gberpriifen. Zur Nachvollziehbarkeit, inwiefern sich die
motorischen Fahigkeiten der Tiere verandern, wurden die Verhaltenstests unmittelbar
im Anschluss an die Beendigung der permanenten Stimulation an Tag 13 erneut

wiederholt (siehe Abbildung 3).

Histologische Auswertung

Nach Absolvierung der letzten Verhaltenstesteinheit wurden die Tiere zur Entnahme
des Hirngewebes getotet. Die Tiere wurden mittels Kohlenstoffdioxid in eine tiefe
Narkose versetzt. Daraufhin wurde eine transkardiale Ganzkorperperfusion mit einer
Phosphatpufferlosung (pH = 7,4) durchgefiihrt, um das Gewebe schonend von Blut frei
zu spilen. In einem nachsten Schritt wurde die Perfusion mit Paraformaldehyd (PFA
4%) zur Fixierung des Gewebes wiederholt (Gage, Kipke, and Shain 2012). Fiir diese
Methode wurde eine Laborpumpe vom Typ Watson-Marlow 323 (Pumpenkopf 501RL,
Rommerskirchen, Deutschland) genutzt. Unmittelbar im Anschluss wurde jedem Tier
das Neurokranium dorsal vom Foramen magnum ausgehend eréffnet und das Gehirn
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entnommen. Fir die folgende Einbettung in Paraffin wurde das Gehirn in koronare
Segmente mit einer Dicke von 4mm geschnitten. Mit einem Mikrotom (Leica SM
2000R, Wetzlar, Deutschland) wiederum wurden aus den Paraffinblocken 10um dicke
Schnitte angefertigt. Um die Infarktausdehnung zu messen wurde jeder zehnte Schnitt
mit Hdmatoxylin und Eosin (HE) gefarbt und mittels eines Scanners (Epson Perfection
V500 Photo, Epson, Deutschland) digitalisiert. Unter Verwendung der ImageJ Analysis

Software 1.52e (National Institutes of Health, USA, https://imagej.nih.gov/ij/) wurde

auf jedem Bild die GroRe der Hemispharen sowie die Ausdehnung des Infarkts manuell
ausgemessen. Diese Werte wurden summiert und entsprechend der Schnitt-Intervalle
multipliziert. Die endgiiltige InfarktgroRe wurde als prozentualer Anteil an der
Hemisphare angeben. Um den Uberlappungsgrad der Infarktausdehnung der einzelnen
Tiere zu visualisieren, wurde die Infarktflache bestimmter Hirnschnitte (Hirnschnitte O,
1, 2, 3 und 4 mm anterior sowie die Hirschnitte 1, 2, 3 und 4 mm posterior vom
Bregma) in die entsprechenden Schemata von koronaren Hirnschnitten Gibertragen

(Abbildung 4A, B).

Die Schnitte, welche den Elektrodenstichkanal aufwiesen, wurden ebenfalls mit HE
gefarbt. Auf den HE-gefarbten Schnitten konnte man die Lasion, welche die Elektrode
am Gewebe verursacht hatte, gut als senkrecht verlaufende Linie erkennen (siehe
Abbildung 5A). Die tiefste Stelle dieser Lasion, welche man unter Berlicksichtigung aller
Schnitte ausmachen konnte, wurde als Ort der Elektrodenspitze angenommen.
Hierdurch wurde fiir jedes Tier die tatsdchliche Lage der Elektrodenspitze im

Mesencephalon nachgewiesen (siehe Abbildung 5B, C).

Die Wirkung der elektrischen Stimulation wurde Gberprift, indem die Expression von
c-Fos in Hirnzellen um den tiefsten Punkt des Stichkanals (= Lage der Elektrodenspitze)
visualisiert wurde. C-Fos ist ein Protoonkogen, welches mit langfristig adaptiven
Prozessen im zentralen Nervensystem korreliert ist (Pennypacker, Hong, and McMillian
1995). Da dessen Genprodukt 60 Minuten nach einem adaquaten Stimulus einen
maximalen Spiegel erreicht (Morgan et al. 1987), lasst sich durch dessen Nachweis ein
unmittelbarer Effekt der elektrischen Stimulation auf das umliegende Hirngewebe gut
nachvollziehen. Daneben wurden cholinerge Neuronen gesucht, welche dem PPTg
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zuzuordnen sind und hierdurch die Lage im Mesencephalon bestatigen. Die Zellkerne
wurden mit dem DNA-markierenden Stoff 4,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI; Sigma-
Aldrich, St Louis, MO; catalogue # D9542) angefarbt. Fir diesen reprasentativen
Nachweis wurde eine stimulierte Ratte direkt nach einem separaten Stimulationsblock
von 90 Minuten Dauer euthanasiert. Dasselbe Prozedere wurde mit einer
unstimulierten Ratte als Kontrolle durchgefiihrt. Das wie oben beschrieben
entnommene Gehirn wurde in Paraffin eingebettet und ebenfalls zu Schnitten (10um
dick) verarbeitet. Die histologischen Praparate, auf welchen die durch die Elektrode
bedingte Lasion im PPTg sichtbar war, wurden fiir eine Fluoreszenz in-situ-
Hybridisierung genutzt unter Verwendung eines RNAscope® Multiplex Fluorescent v2
Assays gemaR den Angaben des Herstellers ((Advanced Cell Diagnostics, Mailand,
Italien; Katalog # 323100) (durchgefiihrt von Dr. rer. nat. Michael Schuhmann). Die
Messsonden mit c-Fos als Zielstruktur (RNAscope® Sonde Rn-Fos, Katalog # 403591)
sowie die fiir ChAT (RNAscope® Sonde Rn-Chat-C2, Katalog # 430111-C2) wurden von
»Advanced Cell Diagnostics” produziert. Nach erfolgter Amplifikation und Markierung
wurden die Praparate noch mit DAPI (Sigma-Aldrich, St Louis, MO; Katalog # D9542)
gegengefarbt. Das Ergebnis wurde mit einem Leica MDi8 Mikroskop (VergroRerung

x40) aufgenommen.

Statistische Analyse

Die Infarktvolumina der stimulierten und unstimulierten Tiere wurden anhand des T-
Tests flr unabhangige Gruppen sowie mithilfe des Levene-Tests verglichen (n = 8 vs.
6). Fir die statistische Auswertung der Verhaltenstests wurden bei jedem Tier fir den
jeweiligen Testtermin der Mittelwert aus den Daten der drei ausgewerteten Testldufe
je Verhaltenstest errechnet. Anhand dieser Mittelwerte konnten die Tiere
untereinander verglichen werden. Zur Ermittlung der Ausgangssituation wurde mit den
Daten des ersten Testtermins (T-1) aus Beam-Walking-Test und Ladder-Rung-Walking-
Test die Fallgruppe mit der Kontrollgruppe im T-Test fir unabhangige Gruppen sowie
mit dem Levene-Test verglichen (n = 8 vs. 6). Um eine Verdanderung der motorischen

Defizite festzustellen, die durch die Induktion der Photothrombose zustande kam,
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wurden die Werte der Tiere aus dem Test vor der Operation (T-1) mit denen des Tests
nach der Operation (T2) gegenlibergestellt. Zur Analyse wurde der T-Test flir gepaarte
Stichproben je einmal mit den Daten des Beam-Walking-Tests sowie mit den Daten aus
dem Ladder-Rung-Walking-Test durchgefiihrt (n = 14). Um feststellen zu kdnnen, ob
die Tiere der Fall- und Kontrollgruppe im dhnlichen Ausmal von der Photothrombose
betroffen waren, wurde mit einem direkten Vergleich der Beam-Walking-Score-Werte
bzw. Foot-Fall-Score-Werte vom zweiten Testtag (T2) gepriift. Hierbei wurden die
Daten der Fallgruppe, beziehungsweise der stimulierten Tiere, mit denen der
Kontrollgruppe, d.h. den nicht-stimulierten Tieren, unter Verwendung des T-Tests fir
unabhangige Gruppen mit dem Levene-Test verglichen (n = 8 vs. 6). Der Einfluss, den
die kontinuierliche Stimulation auf die motorischen Defizite der Tiere hat, wurde auf
gleiche Weise mit den Daten des dritten Testtermins (T13) untersucht. Fir alle
statistischen Berechnungen wurde das Statistikprogramm ,,IBM SPSS Statistics
Subscription 2020 genutzt. Die Werte werden jeweils mit dem dazugehdrigen

Standardfehler des Mittelwertes angegeben.

Ergebnisse

Verhalten der Tiere im Versuchsprotokoll

Im Verlauf des Versuchs mussten ein stimuliertes sowie drei nicht-stimulierte Tiere aus
dem Experiment ausschlossen werden, da sie eine spontane Verschlechterung des
Gesundheitszustandes aufwiesen (Vernachlassigung der Fellpflege, verminderte

Nahrungsaufnahme, eingeschranktes Spontanverhalten).

Unmittelbar nach der operativen Intervention konnte bei allen Tieren ein gewisses
Mal an Abgeschlagenheit beobachtet werden. Dies zeigte sich in einer Reduktion des
spontanen Verhaltens, wie dem Erkunden der Umgebung und der Fellpflege. Dazu kam
in der Regel ein geringer Verlust an Korpergewicht (<15% des Korpergewichts vor der
Intervention; siehe Tabelle 3), wobei bei 13 von 14 Tieren noch vor Beginn der

kontinuierlichen Stimulation eine erneute Gewichtszunahme gemessen werden

23



konnte. 48 Stunden nach der Intervention konnte bei allen Tieren jedoch eine Erholung
und Stabilisierung des Allgemeinzustandes festgestellt werden. Trotz der
Verdanderungen, die man in den Verhaltenstests erkennen konnte, waren fortan keine
bleibenden Einschrankungen bei den Tieren beziiglich der Beweglichkeit innerhalb des
Kafigs, noch der Kérperpflege oder der Nahrungsaufnahme zu beobachten. Daraus
Iasst sich ableiten, dass 1. die Implantation einer Elektrode im Mittelhirn keinen
sichtbaren Effekt auf das spontane Verhalten der Tiere hat und 2. die
photothrombotisch bedingten Defizite lediglich unter erschwerten Bedingungen, wie

in einem Verhaltenstest, erkennbar sind.

Tabelle 3: Postoperative Gewichtskontrolle

Aufzeichnungen des Kérpergewichts der Versuchstiere beginnend am Tag des operativen Eingriffs bis
zum Start der kontinuierlichen Stimulation (TO — T3). Angabe des Gewichts in Gramm sowie die Differenz

als prozentualer Anteil zum Gewicht an TO.

Stimuliert
Tier1 Tier 2 Tier 3 Tier4
KG A KG A KG A KG A
Postop. Tag | KG (g) (%) |KG(g) (%) | KG(g) (%) | KG (g) (%)
TO 312 279 302 286
T1 290| -7,05 255| -8,60 278 | -7,95 263 | -8,04
T2 294\ -5,77 259\ -7,17 274 | -9,27 263| -8,04
T3 296| -5,13 264 | -5,38 280 | -7,28 268 | -6,29
Tier 5 Tier 6 Tier7 Tier 8
KG A KG A KG A KG A
Postop. Tag | KG (g) (%) | KG(g) (%) | KG(g) (%) | KG(g) (%)
T0 300 272 286 276
T1 292 | -2,67 256| -5,88 274 | -4,20 269| -2,54
T2 295| -1,67 258 | -5,15 286| 0,00 277| 0,36
T3 299| -0,33 259 | -4,78 292| 2,10 279 1,09
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Nicht-stimuliert
Tier 9 Tier 10 Tier 11 Tier 12
KG A KG A KG A KG A
Postop. Tag | KG (g) (%) | KG (g) (%) | KG (g) (%) | KG (g) (%)
TO 303 333 325 274
T1 277 | -8,58 305| -8,41 304 | -6,46 245 | -10,58
T2 260 | -14,19 314| -5,71 303| -6,77 233 | -14,96
T3 262 | -13,53 315| -5,41 314 | -3,38 254 | -7,30
Tier 13 Tier 14
KG A KG A
Postop. Tag | KG (g) (%) |KG(g) (%)
TO 291 265
T1 272| -6,53 269| 1,51
T2 277 | -4,81 265 0,00
T3 285| -2,06 264 | -0,38
Photothrombose

Alle Tiere wiesen sowohl makroskopisch (siehe Abbildung 4C), als auch in der
histologischen Aufarbeitung eine gut sichtbare photothrombotische Lasion des rechten
sensomotorischen Kortex auf (siehe Abbildung 4A, B). Eine weitere Analyse der
Lasionsvolumina ergab zudem, dass die stimulierten Tiere eine dhnliche InfarktgroRe
aufwiesen wie die nicht-stimulierten Tiere (stimuliert vs. nicht-stimuliert; n = 8 vs. 6:

10,77+1,38% vs. 11,09+1,11%; p=0,43; siehe Abbildung 4D).
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Abbildung 4 Betrachtung der Photothrombose

4A, 4B: Mikroskopische Darstellung des Rattengehirns. Fiir jedes Tier wurden die Infarktausdehnungen
der gefarbten Schnitte (Hirnschnitte 0, 1, 2, 3 und 4 mm anterior sowie 1, 2, 3 und 4 mm posterior vom
Bregma) in entsprechende Schemata von koronaren Hirnschnitten zusammengetragen. Eine geteilte
Darstellung erfolgte entsprechend der Zuteilung von Fall- und Kontrollgruppe: Abb. 4A = Stimulierte

Tiere; Abb. 4B = Nicht stimulierte Tiere.
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Sekundar motorischer Kortex

Primar motorischer Kortex

Primar somatosensorischer Kortex,
Vorderlauf

4C: Makroskopische Ansicht auf ein entnommenes Rattengehirn. Die schwarzen Pfeile weisen auf das
Ausmal des photothrombotisch induzierten Infarktes hin. Zur Orientierung wurden die Projektionen
folgender Areale farblich umzeichnet: Griin = Sekundar motorischer Kortex; Blau = Primar motorischer
Kortex; Rot = Primar somatosensorischer Kortex, Vorderlauf; Gelb = Primar somatosensorischer Kortex,

Hinterlauf (vgl. Paxinos and Watson 2007)
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4D: Graphische Darstellung der mittleren Infarktvolumina von Fall- und Kontrollgruppe (stimuliert vs.

nicht-stimuliert; n = 8 vs. 6: 10,77+1,38% vs. 11,09+1,11%; p=0,43)

Elektrische Stimulation

Histologische Untersuchungen

Die Lage der Elektrodenspitze im Mittelhirn konnte bei allen Tieren nachgewiesen
werden. Insgesamt ergab sich eine leichte Variabilitdt in verschiedene Richtungen vom
Zielort aus, wobei Abweichungen nach ventral auf der DV-Linie bzw. nach unten im

histologischen Bild im Vordergrund standen (siehe Abbildung 5B, C).
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Abbildung 5: Lage der Elektrodenspitze

5A: Reprasentativer Hirnschnitt mit Himatoxylin und Eosin-Farbung und 20facher VergréBerung zur
Darstellung der Elektrodenlage. Der schwarze Pfeil verweist auf den Bereich der
Elektrodenimplantation. Die Lage der Elektrode wird durch die auf histologischer Ebene erkennbare
Gewebeldsion nachvollzogen und ist mit einer gestrichelten roten Linie gekennzeichnet. Die
Elektrodenspitze findet sich demnach im Kerngebiet des PPTg, welches griin umrandet ist. Zur
Lagebestimmung des PPTg wurde ein Schema genutzt, welches sich an markanten histologischen
Strukturen orientiert, wie zum einen der ventrale Anteil der dorsalen Raphe Nuclei (DRV) und zum

anderen der laterale Rand des Mittelhirns (Vgl. Paxinos and Watson 2007).
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5B,C: Schematische Darstellung der Elektrodenpositionen im Mittelhirn. In Abbildung 5B sind die
gefundenen Lokalisationen bei den stimulierten Tieren zusammengefasst, wahrend die

Elektrodenpositionen bei den nicht stimulierten Tiere in 5C gezeigt werden.

Nach Stimulation zeigte sich eine deutlich verstarkte Expression von c-Fos in
unmittelbarer Nahe zur Elektrodenspitze verglichen mit dem Gewebe der weiteren
Umgebung (siehe Abbildung 6B). Die Kontroll-Darstellung mit einem nicht-stimulierten
Tier ergab, dass das perifokale Gewebe der Elektrodenspitze eine geringere c-Fos-

Expression zeigte (siehe Abbildung 6A).
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Abbildung 6: C-Fos-Expression

6A, B: Reprasentativer Hirnschnitt mit Farbmarkierung von C-Fos (Magenta) zum Nachweis eines
Stimulationseffekts. Zellkerne sind mit dem DNA-markierenden Stoff DAPI angefarbt. 6B (,,stim“) zeigt
die C-Fos-Expression kurz nach einer Stimulationsdauer von 90 Minuten, wahrend 6A (,,nstim“) die

unstimulierte Kontrolle darstellt. Die hellgriine Linie markiert die Lage der Elektrodenspitze.

MafRstableiste: 50 um.
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Beam-Walking- und Ladder-Rung-Walking-Test

Vor der Induktion der Photothrombose und der Elektrodenimplantation stellten sich
die Tiere beider Gruppen gleichermalien unbeeintrachtigt und gut an den jeweiligen
Test adaptiert dar (stimuliert vs. nicht-stimuliert; n = 8 vs. 6: Beam-Walking-Score:
7,00£0,00 vs. 7,00+ 0,00; Foot-Fall-Score: 0,01 £0,01 vs. 0,01+ 0,01; p=0,82; siehe
Abbildung 7A, B).

Nach Induktion der Photothrombose war in den Verhaltenstests zu beobachten, dass
die Tiere entsprechend der Lasion im motorischen Kortex Defizite aufwiesen. Im
Vordergrund stand hierbei die Unfahigkeit, das Gleichgewicht auf dem hoélzernen
Balken zu bewahren, dariber hinaus waren die Ratten nicht mehr in der Lage, die
horizontale Leiter ohne Pausen oder Stolpern zu Gberqueren. Statistisch konnte der
Effekt der Photothrombose bei allen Tieren durch den T-Test in dhnlichem Ausmal}
deutlich gemacht werden. Dies zeigte sich bei allen Tieren im Beam-Walking-Test als
Verminderung der Punktzahl (praeOP vs. postOP; n = 14: 7,00+0,00 vs. 1,11+0,06;
p<0,00), wahrend im Ladder-Rung-Walking-Test eine Erhéhung der Fehlerpunkte
auftrat (praeOP vs. postOP; n = 14: 0,01+0,01 vs. 0,2040,03; p<0,00). Zwischen Fall-
und Kontrollgruppe gab es keinen signifikanten Unterschied beziiglich des Einflusses
der Photothrombose (stimuliert vs. nicht-stimuliert; n= 8 vs. 6: Beam-Walking-Score:
1,13+0,08 vs. 1,08+ 0,08; p=0,48; Foot-Fall-Score: 0,22+0,04 vs. 0,17+ 0,04; p=0,97;
siehe Abbildung 7A, B).

Auch am dritten Testtermin zeigten Fall- und Kontrollgruppe in der Gegeniiberstellung
dhnliche Werte (stimuliert vs. nicht-stimuliert: n = 8 vs. 6; Beam-Walking-Score:
1,91+0,36 vs. 1,9210,49; p=0,78; Foot-Fall-Score: 0,07+0,03 vs. 0,07+0,02; p=0,23;
siehe Abbildung 7A, B). Zwischen Fall- und Kontrollgruppe konnte somit zu keinem
Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied motorischer Defizite anhand der

Verhaltenstestergebnisse festgestellt werden.

32



A Einschrankung der Gehfahigkeit/Koordination

Tiere
M stimuliert
® M nicht-stimuliert
& 600
Q
9
o
£
=
I
5 400
;
m
5
2 200
]
£
=
0,00 .
praeOP postOP postStim
Zeitpunkt
Fehlerbalken: 95% ClI
B Einschrankung der Gehfahigkeit/Koordination
Tiere
B stimuliert
M nicht-stimuliert
0,30
g
Q
5]
s
®
i"".. 0,20
[=]
=]
L
5
% 0,10
£
=
0,00 + +
praeOP postOP postStim
Zeitpunkt

Fehlerbalken: 95% ClI

Abbildung 6: Beam-Walking- und Ladder-Rung-Walking-Test

7A, B: Darstellung der Gehfahigkeit und Koordination bzw. deren Einschrankung bei den Tieren,
quantifiziert durch die Verhaltenstests. Dementsprechend kann man zeitlich drei Situationen
unterscheiden: Die Motorik vor der Operation inklusive Photothrombose (praeOP) (stimuliert vs. nicht-
stimuliert; n = 8 vs. 6: Beam-Walking-Score: 7,00+0,00 vs. 7,00+ 0,00; Foot-Fall-Score: 0,01 +0,01 vs.
0,01+ 0,01; p=0,82), den Zustand 2 Tage nach dem Eingriff (postOP) (stimuliert vs. nicht-stimuliert; n= 8
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vs. 6: Beam-Walking-Score: 1,13+0,08 vs. 1,08+ 0,08; p=0,48; Foot-Fall-Score: 0,22+0,04 vs. 0,17+ 0,04;
p=0,97;) und den Zustand nach der kontinuierlichen Stimulation respektive 13 Tage nach der Operation
(postStim) (stimuliert vs. nicht-stimuliert: n = 8 vs. 6; Beam-Walking-Score: 1,91+0,36 vs. 1,92+0,49;
p=0,78; Foot-Fall-Score: 0,07+0,03 vs. 0,07+0,02; p=0,23). Der Mittelwert des jeweiligen Scores von der
Fallgruppe (stimuliert) und der Kontrollgruppe (nicht-stimuliert) ist pro Zeitpunkt nebeneinander
dargestellt. In 7A wird die Motorik anhand des Beam-Walking-Score gezeigt und in 7B anhand des Foot-

Fall-Score.

Diskussion

Immer mehr Studien weisen darauf hin, dass es nach einer zerebralen Ischamie nebst
strukturellen auch zu funktionellen Veranderung von bestehenden neuronalen
Netzwerken kommen kann (Zhang et al. 2017). Mittels funktioneller MRT-Bildgebung
konnte in einer Arbeit nachgewiesen werden, dass die Konnektivitat zwischen
frontoparietaler motorischer Kontrollzentren und dem primaren motorischen Kortex
bei Schlaganfallpatienten im Vergleich zu gesunden Probanden verdandert war (Inman

et al. 2012).

Mit der tiefen Hirnstimulation besteht die Moéglichkeit, pathologische Signale innerhalb
des ZNS zu modulieren (vgl. Einleitung). In dieser Arbeit wurde die Wirkung der PPTg-
Stimulation auf motorische Defizite nach photothrombotischer Lasion bei Ratten
untersucht. Durch eine kontinuierliche Stimulation tber 10 Tage sollte dabei eine
Verbesserung der beeintrachtigten Gehfahigkeit im Rahmen einer kortikalen Ischamie
erzielt werden. Weder anhand des Beam-Walking-Tests noch des Ladder-Rung-
Walking-Tests liefl8 sich ein signifikanter Unterschied zwischen stimulierten und nicht-
stimulierten Tieren hinsichtlich der Gehfahigkeit oder Koordination der Pfoten
nachvollziehen. Dabei ist zu beachten, dass wir einen Stimulationseffekt anhand der c-
Fos-Expression im die Elektrodenspitze umgebenden Gewebe exemplarisch zeigen
konnten (siehe Abbildung 6). Unter Verwendung eines stereotaktischen Instruments
zur Elektrodenimplantation trat eine Streuung beziglich der tatsachlichen
Elektrodenlage auf (siehe Abbildung 5). Bei einigen Tieren ist die Elektrodenspitze

deutlich nach unten abweichend, d.h am ventralen Pol des PTTg, wiederzufinden.
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Gemal einer Studie kann jedoch davon ausgegangen werden, dass bei einer Intensitat
von 50 PA ein biologisch wirksames elektrisches Feld innerhalb eines Radius von bis zu
700 um um die stimulierende Elektrode im Hirngewebe vorhanden ist (Ranck 1975;
siehe Abbildung 2). Somit ist trotz der Variabilitat der Elektrodenlage eine Stimulation
des Zielgebietes aufgrund der Ausdehnung des elektrischen Feldes um die

Elektrodenspitze bei allen Tieren der Fallgruppe anzunehmen.

Dem PPTg wird eine Rolle in den motorischen Schaltkreisen des Mittelhirns zuteil
(siehe Abbildung 1). Bereits in einer friithen Studie von Skinner und Garcia-Rill konnte
durch elektrische Stimulation im Bereich des CNF und PPTg eine Lokomotion im Sinne
von Laufen induziert und gesteuert werden (Skinner and Garcia-Rill 1984). Klinische
Studien im Rahmen von einer experimentellen Anwendung der tiefen Hirnstimulation
bei der idiopathischen Parkinsonerkrankung haben ergeben, dass die Stimulation des
PPTg mit niedrigen Frequenzen (< 80 Hz) einen therapeutischen Effekt auf die im
Rahmen des Parkinsonsyndroms auftretende Bewegungsstarre, dem sogenannten
»Freezing of gait” hat (Ferraye et al. 2010; Thevathasan et al. 2018). Andererseits
konnte keine Verbesserung anderer Gangparameter, wie z.B. der Schrittlange,
festgestellt werden. Weiter wird davon ausgegangen, dass bei Patienten mit einer
idiopathischen Parkinsonerkrankung der PPTg aufgrund von Degeneration und
pathologischer Inhibition in seiner Aktivitat reduziert ist. Dieses Defizit kdnne mithilfe
der Stimulation im Sinne einer Aktivierung in begrenztem Mal3e verbessert werden
(Thevathasan and Moro 2019). In einer weiteren Studie wurde die Rolle des PPTg
anhand eines Parkinsonmodells untersucht (Gut and Winn 2015). In einem 6-OHDA-
Rattenmodell - ein gut etabliertes Model fiir die Parkinsonerkrankung - wurde der
PPTg entweder im anterioren oder posterioren Teil ausgeschaltet. Ebenso wurde die
tiefe Hirnstimulation entweder im anterioren oder posterioren Anteil des PPTg
durchgefihrt. Die Versuche ergaben, dass die Stimulation des posterioren PPTg die
Verbesserung einer L-DOPA bedingten Uberbeweglichkeit im Parkinsonmodell bewirkt,
wahrend die Stimulation des anterioren Anteils des PPTg zu einer Bewegungsstarre
fihrt. Allerdings ergaben die Versuche auch, dass eine funktionelle Ausschaltung des
kompletten PPTg bei den Ratten keinerlei Einschrankung verschiedener Laufparameter
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wie der Schrittlange, der Koordination oder der Geschwindigkeit nach sich zog. Andere
Tierversuche, bei denen der PPTg chemotoxisch ausgeschaltet wurde, flihrten
ebenfalls zu keiner Einschrankung der Bewegung (Wilson, MacLaren, and Winn 2009).
Wenn also auch eine gewisse Beteiligung des PPTg an den motorischen Schaltkreisen
im Mesencephalon nachgewiesen scheint, so wird hieran auch klar, dass der PPTg
nicht direkt fir die Lokomotion verantwortlich ist (Gut and Winn 2015). Das Ergebnis
dieser Arbeit lasst sich im Sinne der Erkenntnisse einordnen, welche eine Beteiligung

des PPTg hinsichtlich der unmittelbaren Bewegungsaktivierung in Frage stellen.

Welches Gebiet im Mesencephalon nun diese zentrale Rolle im Sinne einer MLR
einnimmt, bleibt weiterhin Gegenstand der wissenschaftlichen Diskussion. In einer
Arbeit von Sherman et al. werden glutamaterge Neurone im Bereich medial zum PPTg
beschrieben, welche in das Vorderhorn im Riickenmark projizieren. Bei chemischer
Stimulation dieser Neurone im Bereich des beschriebenen , lateralen pontinen
Tegmentums” mit Ibotensdure konnte ein rhythmisches Laufen der Ratten beobachtet
werden (Sherman et al. 2015). Eine Studie mit dezerebrierten Katzen von Takakusaki et
al. fand des Weiteren, dass die elektrische Stimulation des CNF Lokomotion induziert.
Demgegenliiber ergab die Stimulation des ventralen Anteils des PPTg eine Inhibition
des Muskeltonus. Dieser Mechanismus wird der Aktivierung von cholinergen Neuronen
innerhalb des PPTg zugeschrieben. Die Stimulation des dorsalen Anteils des PPTg
hingegen bewirkte zunadchst eine kurzfristige Zunahme der Lokomotion, die jedoch
direkt in eine Verminderung der Lokomotion liberging (Takakusaki et al. 2003). In der
Arbeit von Fluri et al. wurde bei Ratten ebenfalls ein photothrombotischer Schlaganfall
des sensomotorischen Kortex induziert. AnschlieBend konnte man durch unilaterale
tiefe Hirnstimulation des CNF die Schlaganfall-bedingten motorischen Einschrankungen
deutlich verbessern und eine deutliche Lokomotion im Sinne von Laufen induzieren
(Fluri et al. 2017). In einem Tierversuch mit Primaten wurde beobachtet, dass eine
Injektion von Ibotensdure in den CNF eine zervikale Dystonie und einen erhdhten
Muskeltonus der proximalen vorderen Extremitat kontralateral zur Folge hat (Gay et al.
2020). Darliber hinaus konnte bei diesen Tieren eine Erhéhung der
Laufgeschwindigkeit im Vergleich zu Kontrolltieren festgestellt werden. Bei weiteren
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Tieren wurde nach Injektion von Urotensin-II-konjugiertem Diphterie-Toxin in den
PPTg eine erhohte Steifigkeit des proximalen Hinterlaufes kontralateral sowie eine
herabgesetzte Laufgeschwindigkeit gesehen. Josset et al. konnten aufgrund von
optogenetischen Versuchen mit transgenen Mausen bestatigen, dass der CNF die
primare Rolle zur Initiilerung und Aufrechterhaltung von Lokomotion im Mittelhirn
darstellt. Wahrend die Stimulation glutamaterger und cholinerger Neurone des PPTg
zu einer Verringerung der Laufgeschwindigkeit fiihrte, konnte bei Stimulation
glutamaterger Neurone des CNF die Initiierung von Lokomotion beim ruhenden Tier
sowie die Steigerung der Geschwindigkeit beim laufenden Tier beobachtet werden
(Josset et al. 2018). In einer anderen Studie konnte ein Zusammenhang zwischen der
Veranderung der Lokomotion und den Feuerraten glutamaterger Neuronen hergestellt
werden. Dabei traten bei niedrigen Laufgeschwindigkeiten hohe Feuerraten in
glutamatergen Neuronen des PPTg auf, wahrend hohe Feuerraten in den
glutamatergen Neuronen des CNF mit hohen Laufgeschwindigkeiten einhergingen
(Caggiano et al. 2018). In der Zusammenschau dieser Erkenntnisse zeichnet sich ab,
dass die Lokomotion, wie schon in anderen Studien vermutet, durch ein
Zusammenspiel von Neuronen des CNF und des PPTg kontrolliert wird (Roseberry et al.
2016). Hierbei fallt dem CNF die Rolle des aktivierenden Zentrums zu, wahrend der
PPTg eher die Lokomotion herunterzuregulieren scheint (Josset et al. 2018). Dariber
hinaus wurde von Caggiano et al. in ihrer Studie ein Zusammenhang zwischen der
Inaktivierung von glutamtergen Neuronen des PPTg und einer Reduktion des
explorativen Verhaltens gefunden (Caggiano et al. 2018). Der PPTg ist sehr
wahrscheinlich auch noch bei weiteren neurologischen Funktionen involviert. Gay et
al. vermuten, dass der PPTg durch seine Integration in verschiedene neuronale
Funktionssysteme wie Kognition, Emotion und Motorik in der Lage ist, Bewegungen an

die Anforderungen der aktuellen Situation anzupassen (Gay et al. 2020).

Einschrankungen dieser Arbeit

Die Aussagekraft dieser Arbeit wird durch verschiedene Faktoren eingeschrankt. Zum

einen ist zu beachten, dass die Fallzahl in dem Versuch klein ist und daher die
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Standardabweichungen in den Verhaltenstests groe Werte erreichen. Zum anderen
war das vorbereitende Training der Tiere auf die Verhaltenstests auf sieben Tage
begrenzt. Da die Tests allerdings nach einer postoperativen Phase von zwei Tagen
sowie nach einer Stimulationsdauer von zehn Tagen ohne zwischenzeitlichen Kontakt
zu den Verhaltenstests durchgefiihrt wurden, stellt sich die Zeit der Gewdhnung relativ
kurz dar. Allerdings konnte man nach dieser Trainingszeit im Beam-Walking-Test eine
volle Punktzahl bei allen Tieren und im Ladder-Rung-Walking-Test einen geringen Foot-
Fault-Score als Ausgangswerte festlegen. Des Weiteren bestehen Einschrankungen
aufgrund der Art und Weise der tiefen Hirnstimulation. Wie im Kapitel Methodik
erwdhnt, wurde der Zeitraum der permanenten Stimulation ohne allgemein
vorhandene Vorerfahrungen hierzu gewahlt. Ob ein langerer Stimulationszeitraum bei
der deutlich vorhandenen spontanen Erholung der Tiere einen signifikanten
Unterschied bewirken kann, bleibt hier eine offene Frage. In dieser Arbeit wurde
zudem konsequent eine Frequenz von 130 Hz zur Stimulation verwendet. Insofern
kénnen wir von einer hochfrequenten Stimulation reden, wahrend eine Stimulation
mit niedrigen Frequenzen hier keine Anwendung fand. Eine Stimulation des PPTg mit

niedrigen Frequenzen ware somit potenzieller Gegenstand weiterer Forschung.

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass die kontinuierliche,
hochfrequente Stimulation im Bereich des PPTg liber 10 Tage einen positiven Effekt
auf die motorischen Einschrankungen im Rahmen eines unilateralen Schlaganfalls des
sensomotorischen Kortex im Tiermodell hat. Aufgrund der Resultate konnte diese
Hypothese nicht bestatigt werden. Dieses Ergebnis fligt sich letztendlich unter anderen
Studienresultaten insofern ein, dass der PPTg nicht die aktivierenden Bahnen fir eine
Lokomotion zu versorgen scheint, sondern vermutlich eher eine regulatorische Rolle
einnimmt (Caggiano et al. 2018). Insofern wird ein weiterer Hinweis geliefert, dass die
MLR nicht aus einem einzelnen, bewegungsinduzierendem Zentrum besteht, sondern

vielmehr einen multizentrischen Komplex darstellt, welches Lokomotion hinsichtlich
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verschiedener Parameter beeinflusst (Ryczko and Dubuc 2013; Caggiano et al. 2018).
Des Weiteren lasst sich sagen, dass der PPTg aufgrund der aktuellen Studienlage neben
einer regulatorischen Beteiligung an der MLR auch noch in weiteren neurologischen

Funktionen involviert ist, die der weiteren Erforschung bedirfen (Garcia-Rill et al.

2016).
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