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Zusammenfassung

In dieser Studie wurde anhand des Modells der Ratte das Gleichgewichtssystem auf
cerebro-corticaler Ebene untersucht, und das Verhalten des Gehirns nach akuten
sowie chronischen Ausféllen mit funktioneller Bildgebung untersucht.

Mit der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) kann die Metabolismusrate
bestimmter Gehirnareale gemessen werden. Narkotisierte Tiere wurden unter
galvanischer vestibularer Stimulation im PET gemessen und die Ergebnisse wurden
mit Kontrollstimulations-Messungen verglichen. Es konnten verschiedene Areale, die
eine erhodhte Stoffwechselaktivitdt aufwiesen, ermittelt werden. Dazu gehoéren der
somatosensorische und der insulare Cortex, Teile des auditorischen Cortexes, der
anteriore cinguldre sowie der entorhinale Cortex. Subcorticale Strukturen wie der
Hippocampus, die Amygdala sowie die latero-dorsalen thalamischen Kerne wiesen
ebenfalls erhdohten Stoffwechsel unter vestibularer Stimulation auf.

Bei dieser PET-Studie handelt es sich um die erste funktionell-bildgebende Studie, die
Verarbeitung vestibularer Informationen bei Ratten in vivo darstellt. Die anatomische
Verbindung der gefundenen Areale wurde mit anterograden und retrograden
neuronalen Tracings unterstitzt.

Dartber hinaus wurde markiertes Gewebe, welches die Verbindung zwischen
thalamischen und cerebro-corticalen Kernen der vestibularen Verschaltung aufweist,
immunhistochemisch auf dessen Neurotransmission hin untersucht. Das
katecholaminergen und dem opioidergen System wurde untersucht. Eine Beteiligung
katecholaminerger Transmitter konnte nicht nachgewiesen werden. Neurone im
somatosensorischen Cortex, die positiv auf einen Opioid-Rezeptor-Antikorper getestet
wurden erhalten anterograd markierte Terminale aus dem thalamischen Kern LDDM,
der mittels der PET als vestibular identifiziert werden konnte.

Basierend auf den Ergebnissen der ersten bildgebenden Studie wurde in einer zweiten
funktionell-bildgebenden Studie die zentral-vestibuldre Verschaltung unterbrochen,
indem relevante thalamische Kerngebiete (LDDM, LDVL) elektrolytisch zerstort
wurden. Die Stoffwechselaktivitdt wurde anschlielend bei diesen Tieren an
verschiedenen Zeitpunkten nach der Lasion im PET unter vestibularer Stimulation
gemessen. Die Stoffwechselaktivitat dieser Tiere wurde mit der Stoffwechselaktivitéat
von Kontroll-Tieren verglichen.

Bei dieser Studie wurde zum ersten Mal, mittels funktioneller Bildgebung gezeigt,
welche Bereiche des Gehirns nach akuter und chronischer Lasion des vestibularen
Systems an Kompensationsmechanismen beteiligt sind. Alle Gehirnareale, die in
verschiedenen Zeitfenstern (1, 3, 7 und 20 Tage nach Lasion) erhéhten Metabolismus
aufweisen, sind Teil der vestibularen Verschaltung. Es handelt sich dabei um Areale
der Okulomotorik und des raumlichen Gedachtnisses: das Postsubiculum, den
Colliculus superior, das mediale Corpus geniculatum, den entorhinalen Cortex sowie
die Zona incerta.
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1. Einleitung

1.1 Grundlagen

Aufgrund der komplexen Verkntipfung der einzelnen Neurone und der grof3en Vielfalt
an Neurotransmittern und Rezeptoren ist das zentrale Nervensystem eines der
kompliziertesten Netzwerke der Biologie von Lebewesen. Es reagiert aufgrund seiner
Komplexitat sehr empfindlich auf Stérungen, ist aber dennoch in der Lage, durch
Verletzungen entstandene Ausfalle zu kompensieren und sich zu reorganisieren. So
wird heute nicht mehr davon ausgegangen, dass das Gehirn die Folgen eines Unfalls
oder einer Erkrankung nicht kompensieren kann. In den letzten Jahrzehnten wurde
immer detaillierter festgestellt, dass die Plastizitat (Fahigkeit, neue Verknipfungen zu
bilden) im ausgewachsenen Gehirn erhalten bleibt und genutzt werden kann, um
Neues zu lernen oder alte Funktionen wieder nutzbar zu machen. Das gilt unter
anderem fur das vestibulare System, das fir die Wahrnehmung der Lage im Raum
und die Stabilisierung des Korpers in Ruhe und Bewegung zustandig ist
(Gleichgewicht). Die Fahigkeit, dies nach einer peripheren oder zentralen chronischen

Lasion wahrzunehmen, ist unter dem Begriff ,vestibulare Kompensation“ (VK) bekannt.

Auf Grund seiner ausgepragten multimodalen Vernetzung mit verschiedenen Arealen
(visuell, motorisch, somatosensorisch, viszerosensibel, etc.) ist das vestibulare System
sehr sensibel fir Stérungen und Ausfélle.

Schwindel und Gleichgewichtsstérungen sind Symptome, die auftreten, sobald das
visuelle, das somatosensorische und das vestibuldare System unterschiedliche
Informationen an das Gehirn Ubertragen (,Mismatch-Theory“) (Kohl, 1983). Dieses
Ungleichgewicht kann bei bestimmten Erkrankungen, wie zum Beispiel einer
vestibularen Neuritis (Entzindung des Nervus vestibulocochlearis), einem Neurom
(gutartige Knotenbildung) des Nervus vestibulocochlearis oder bei ischamischen
Erkrankungen (Infarkt) in den Vestibulariskernen der Medulla oblongata auftreten. Bei
chronischem Verlauf dieser Erkrankungen ist das Gehirn in der Lage, die Symptome
durch Kompensation und Reorganisation der neuronalen Transmission auf
zentralnervéser Ebene zu mindern oder komplett aufzuheben. Da sensorische
Wahrnehmungen, wie die Lage im Raum, Uber verschiedene Schaltstationen vermittelt
werden, kdnnen sowohl Ausfélle als auch deren Kompensationsmechanismen solitar

oder additiv auf unterschiedlichen Ebenen vorkommen.
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Ausfélle des peripheren Organs und Mechanismen zu deren Kompensation auf
Hirnstammniveau sind in einigen Studien tierexperimentell untersucht worden und
zeigen deutliche Reorganisationen der neuronalen Transmission (Saika et al., 1993,
Kitahara et al., 1995, Grassi and Pettorossi, 2000, Kitahara et al., 2006). Durch
Patienten- und Probandenstudien gibt es Hinweise darauf, dass Areale der
GrofRhirnrinde ebenfalls an der vestibularen Kompensation beteiligt sind (Bense et al.,
2004). Allerdings ist, im Gegensatz zur vestibularen Kompensation auf
Hirnstammniveau, der cerebro-corticale Anteil dieser Plastizitat im vestibularen
System nicht detailliert untersucht worden und es konnte nicht ermittelt werden,
welche Areale und neuronalen Transmittersysteme an diesen

Kompensationsmechanismen beteiligt sind.

Ziel dieser Studie ist es, anhand des Modells Ratte vestibulér verschaltende cerebro-
corticale und deren subcorticale Verknipfungen zu identifizieren sowie deren
Neurotransmission zu untersuchen und das Verhalten dieser Areale bei akuten und

chronischen unilateralen Ausfallen zu beobachten.
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1.2 Vestibularorgan und vestibulare Verschaltung

Das Innenohr aller Saugetiere liegt in einem Hohlraum im Felsenbein und wird auch
.kndchernes Labyrinth® genannt (Labyrinthus osseus). Dieser Hohlraum ist mit
Flussigkeit geflllt (Perilymphe). Innerhalb dieses Hohlraumes befindet sich das so
genannte ,hautige Labyrinth® (Labyrinthus membranaceus), welches das eigentliche
Organ darstellt. Das hautige Labyrinth ist ebenfalls mit Flissigkeit geflillt
(Endolymphe).

Abb. 1: Oben: Innenohr, Mittelohr und Ohrmuschel, Modell Mensch. Unten: 21 = N. vestibulocochlearis;
20 = Cochlea; 18 = Bogengang; b = Ampulle; 13 = Macula utriculi.
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Lage, Funktion und Aufbau des Innenohres folgen bei allen Saugetieren demselben
Bauprinzip und unterscheiden sich nur in ihren Auspragungen.

Zur Detektion von Dreh- und Kipp-Bewegungen, Beschleunigung und Schwerkraft
dienen die drei Bogengange (Ductus semicirculares posterior, anterior und lateralis)
und die zwei Maculae (M. sacculi und utriculi). Die drei Bogengange detektieren
Drehbewegungen in allen drei Raumrichtungen und sind dabei jeweils nahezu
senkrecht zueinander ausgerichtet. Jeder der Bogengénge besitzt dazu eine so
genannte Ampulle (Crista), in der die Sinneszellen sitzen, die den Reiz der Drehung in
elektrische Signale umwandeln und an das Gehirn weiterleiten. Es handelt sich hierbei
um Haarzellen, die in Aufbau und Funktion analog den Haarzellen in der Cochlea sind.
Die Stereozilien der Haarzellen ragen in eine Gallerte (Cupula), die durch den
Flussigkeitsstrom in den Bogengangen bei Bewegung ausschert und somit eine
Erregung der Zellen ausldst. Die beiden Maculae detektieren lineare Beschleunigung.
Sie nehmen horizontale sowie vertikale Beschleunigungen des Kérpers wahr und
stehen ebenfalls senkrecht zueinander. Die Stereozilien der Haarzellen in den
Maculae ragen ebenfalls in eine Gallerte, allerdings ist diese mit Otholiten versetzt.
Otholiten sind Kalziumkarbonatkristalle, die die Dichte und somit Tragheit der Gallerte

gegenuber der Endolymphe erhéhen.

hinterer Bogengarg

vorderer Bogengang

horizontaler
Bogengang

Labyrinth

Cupula
Macula utriculi
Macula sacculi

Abb. 2: Innenohr, Gleichgewichtsorgan. AusschnittsvergréRerungen: Crista und Macula (Schmidt, 2000).
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Der Verlauf der vestibularen Verschaltung konnte tierexperimentell bei diversen
Spezies dargestellt werden.

Die Verschaltung der vestibularen Wahrnehmung bei Saugern verlauft weitgehend
Uber dieselben Schaltareale und weist, soweit bekannt, dieselbe umfangreiche
Multimodalitat (Verschaltung mehrerer unterschiedlicher Eingénge von verschiedenen
Sinneseindricken) auf.

Sinnesrezeptoren der Cristae und Maculae leiten die Informationen Uber Lage und
Bewegung im Raum uber den vestibuldren Anteil des achten Hirnnerves (Nervus
vestibulocochlearis) und das Ganglion vestibularis (Scarpa’s Ganglion) zu den
Vestibulariskernen (Nuclei vestibularis medialis, lateralis, inferior und superior) im
Hirnstamm. Der vestibuldre Anteil des Nervus vestibulocochlearis besteht aus den
Nervenendigungen der bipolaren Ganglienzellen des Ganglion vestibularis. Sie bilden
die so genannten Primarafferenzen (Neurone, die Erregung Uber die Sinnesrezeptoren
empfangen und weiter leiten) der Cristae und Maculae des Vestibularorgans.
Zusatzlich besteht er auch zu einem kleineren Teil aus efferenten Neuronen. Er tritt
Uber den Kleinhirnbrickenwinkel in den Hirnstamm ein, teilt sich dort in aufsteigende
und absteigende Aste und projiziert ipsilateral zu den vier Vestibulariskernen im
Hirnstamm. Die aufsteigenden Aste verlaufen zum Ncl. vestibularis superior und zum
ventralen Teil des Ncl. vestibularis lateralis. Der Nucleus vestibularis medialis erhélt
mehr Eingdnge vom horizontalen Kanal, wéahrend der laterale Kern eher Informationen
der Maculae verschaltet (Smith, 1997, Smith and Darlington, 1997).

Von den Vestibulariskernen des Hirnstamms gelangt die Information weiter zu den
okulomotorischen Hirnstammkernen, die fir die Augenbewegung zusténdig sind. Die
Trakte, die diese Information vermittelt, sind der Fasciculus longitudinales mediales
des Brachium connectivum und der aufsteigende Deiters-Trakt. Parallel dazu gelangt
die Information zur eigentlichen Relaisstation, dem Thalamus (Zwergal et al., 2009).
Hier wird die Information weitergeleitet, unter anderem Uber den posterioren
thalamischen Nucleus zu den cerebro-corticalen Regionen im temporo-parietalen
Cortexbereich. Ein Netzwerk diverser kleiner Gehirnareale ist an der Verarbeitung der
vestibuldaren Information beteiligt: die Areale 2v und 3aV (die zum somatosensorischen
Cortex gezahlt werden), der posterio-insulare vestibulare Cortex (PIVC), der anteriore
cingulare Cortex, das periacurate Areal (6pa), Teile des Areals 7, das posteriore
visuelle sylvanische Areal und das ventrale intra-parietale Areal (Guldin and Grusser,
1998, Janzen et al., 2008).

Bense et al. veroffentlichten eine funktionell-bildgebende Studie, die zeigte, dass bei

gesunden Menschen die ipsilaterale cerebro-corticale Projektion nach kalorischer
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Stimulation dominierte, obwohl bei Menschen die vestibulare Verschaltung generell
bilateral angelegt ist (Bense et al., 2001). Es sind allerdings drei Parameter
ausschlaggebend fir die Lateralisation der vestibularen Projektion: Handigkeit, Seite
der Stimulation und Richtung der langsamen Phase des Nystagmus (hierarchisch
gestaffelt nach Prioritat) (Dieterich et al., 2003). Die Handigkeit ist dabei die
relevanteste Komponente. Die Aktivitat der Gehirnareale der nicht-dominanten

Hemisphére ist héher als die der dominanten.

Die Vestibulariskerne sind die erste wichtige multimodale Schaltstation der
vestibularen Information. Sie erhalten Afferenzen von verschiedenen Gehirnregionen,
wie zum Beispiel der Regionen der Somatosensorik, Hals- sowie Ruckenmark, und
senden Efferenzen in viele unterschiedliche Korperregionen, die mit dem
Vestibularapparat in Verbindung stehen. Die Wahrnehmung der Lage im Raum und
die entsprechenden Reaktionen des Bewegungsapparates bedirfen also einer Fille
von Verknipfungen. So fuhren Afferenzen Uber den Tractus vestibulo-cerebellaris, so
genannte Moosfasern, aus den Nuclei vestibularis in das Vestibulocerebellum (Lobus
flocculonodularis) und umgekehrt Efferenzen aus dem Cerebellum zu den
Vestibulariskernen. Bekannt ist auch, dass Primarafferenzen zum Teil direkt im
Kleinhirn terminieren. Da das Cerebellum hauptsachlich fir die Feinabstimmung der
Motorik zustandig ist bzw. Uberschwangliche Grobmotorik hemmt, ist eine
Verknupfung des Vestibularapparates mit dem Kleinhirn von essentieller Bedeutung

fur das Gleichgewicht.

Ein weiterer wichtiger Zweig der vestibularen Verschaltung ist die Okulomotorik
(Kontrolle der Augenbewegung). Sie wird schnell und direkt, ohne Beteiligung des
Cortexes, durch die Kerne des Hirnstammes gesteuert. Die wichtigsten Kerne der
Okulomotorik, Ncl. nervi oculomotorii, trochlearis und abducentis, sind Uber den
Fasciculus longitudinalis medialis ipsi- und kontralateral mit den Vestibulariskernen
verbunden. Darilber hinaus verbindet der Fasciculus longitudinalis medialis die
Vestibulariskerne auch mit den Motoneuronen der Halsmuskulatur. Mit diesem
Mechanismus ist es mdglich, Abbildungen auf der Netzhaut auch bei Bewegung stabil
zu halten. Die Okulomotorik ist ebenfalls komplex zentral verknlpft. Sie bildet einen
Teil des zentral-vestibularen Netzwerkes. Okulomotorische Kerne sind direkt und
indirekt an der zentral-vestibularen Verschaltung beteiligt. Diese Kerne sind der Ncl.
interstitialis Cajal, die paramediane pontine Formatio reticularis (PPRF) und der Ncl.

interstitialis rostralis des Fasciculus longitudinalis medialis (RiIMLF). Ein wichtiger
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Reflex, der durch diese Verknupfungen moglich ist, ist der vestibulo-okulare Reflex
(VOR). Dieser sorgt bei Bewegung dafir, dass das Bild auf der Retina stabil bleibt.

Um den Bewegungsapparat nun in Einklang mit der vestibularen und der visuellen
Wahrnehmung zu bringen, missen die Vestibulariskerne auch mit dem Riickenmark in
Verbindung stehen. Dies geschieht Uber drei Bahnen: die Tractus vestibulospinalis
lateralis, medialis und inferior. Die Vestibulariskerne sind mit dem Rickenmark
hauptsachlich efferent verbunden, nur wenige Afferenzen bilden den spino-
vestibularen Trakt.

Der Ncl. vestibularis lateralis projiziert efferent zum Sakralmark. Diese Fasern
erreichen Motoneurone, die durch Innervation der Extensoren der Beine und der
Flexoren der Arme der Aufrechthaltung des Korpers dienen. Vom Ncl. vestibularis
inferior ziehen efferente Fasern als Tractus vestibulo-spinalis zu Motoneuronen, die
ebenfalls die Extensoren der rumpfnahen Muskulatur innervieren.

Dieses Netzwerk der multimodalen Verknipfungen erweitert sich mit der Projektion
zum Cerebellum durch eine spino-vestibulo-cerebellare Bahn, die auch Informationen
aus den Halswirbeln umfasst.

Die Vestibulariskerne beider Hemispharen sind dariber hinaus auch Uber
Hirnstammkommissuren miteinander verknidpft und somit in der Lage, die bilateral
aufgenommenen vestibularen Informationen in Einklang zu bringen (Smith, 1997). Sie
gelten in der vestibularen Verschaltung als so genannte Integrationskerne fir mehrere

Sinnesmodalitaten.

Von den Vestibulariskernen gelangt die vestibulare Information zu den spezifischen
Kernen des Thalamus und wird von dort zu den vestibularen Cortexarealen proijiziert.
Der Thalamus ist die so genannte Relaisstation der vestibuldaren Verschaltung. Er
bekommt nicht nur Eingdnge von den Vestibulariskernen, sondern auch massive
Eingange von cerebellar-vestibularen Signalen.

Nagata hat mit neuronalen Tracingstudien die Verbindung der Vestibulariskerne im
Hirnstamm mit verschiedenen Thalamuskernen dargestellt (Nagata, 1986). Der
kontralaterale mediale Vestibulariskern und der ipsilaterale superiore Vestibulariskern
projizieren jeweils zum centro-lateralen Nucleus des Thalamus (CL). Der mediale und
der superiore Vestibulariskern projizieren bilateral zum ventroposterioren (VPL) und
zum ventrolateralen (VL) Nucleus des Thalamus (Nagata, 1986).

Weitere neuronale Tracingstudien zeigen Projektionen vom superioren und medialen
Vestibulariskern zum Nucleus parafascicularis (PF) sowie ebenfalls zu VPL und VL
(Shiroyama et al., 1999).
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Wichtige vestibular verschaltende thalamische Kerne sind also unter anderem der Ncl.
ventroposteroris, Ncl. v. posteromedialis, Ncl. lateroposterioris, Ncl. parafascicularis
sowie die Zona incerta (Subthalamus) und der ventrale und mediale geniculate
Nucleus (Akbarian et al., 1992, Lai et al., 2000, Dieterich et al., 2005a, Meng et al.,
2007, Zwergal et al., 2009).

Efferent untersuchte Verbindungen wurden auch in der zentralen Amygdala gefunden
(Metts et al., 2006). Auch Nakagawa et al. haben eine Beziehung zwischen der
zentralen Amygdala und dem Gleichgewichtssinn zeigen kdnnen, indem sie bei
Hypergravitation einen Anstieg des Fos-Proteins in der Amygdala provozieren konnten
(Nakagawa et al., 2003). Fos-Proteine gehdren zur Klasse der so genannten
smmediate early gene“ Traskriptionsfaktoren. Diese werden bei erhdhter neuronaler
Zellaktivitdt aktiviert. Die Hochregulierung dieser Trasnkriptionsfaktoren ist in der

Forschung eine Indikation fur erhdhte Zellaktivitat.

Da die Orientierung im Raum notwendigerweise auch mit dem Erinnerungsvermogen
korreliert sein muss, gibt es ebenfalls klare Verknipfungen des vestibularen Systems
mit dem Hippocampus, der als Gedachtnismodul im Gehirn eine entscheidende Rolle
spielt. Es wird angenommen, dass der vestibuldare Input des Hippocampus von
Projektionen des Thalamus zum parietalen Cortex zieht und wieder Uber den
entorhinalen Cortex dorthin zurtickprojiziert wird (McNaughton et al., 1994, Brotchie et
al., 1995a, Smith, 1997).

Die Verarbeitung der Rauminformation findet dann letztendlich im cerebralen Cortex
statt und wird dort mit anderen sensorischen Informationen, wie zum Beispiel den
visuellen und somatosensorischen, zusammengefligt und in Einklang gebracht.
Wichtige efferente Informationen werden dann wieder an subcorticale Bereiche
rickprojiziert. Es ist zu erwarten, dass die Wahrnehmung der vestibularen Information
somit an verschiedenen Knotenpunkten eines multimodalen Netzwerkes stattfindet

und vom Gehirn addiert bzw. verrechnet wird.

Die Studien zur Lokalisation vestibularer Cortexareale bei Menschen und Tieren
deuten darauf hin, dass es keinen ,primaren vestibularen Cortex gibt. Vielmehr
handelt es sich um eine Vielzahl von vestibularen Verschaltungsregionen auf
GrofR3hirnrindenniveau, die nicht ausschlie3lich vestibulare, sondern unter anderem
auch somatosensorische und optokinetische Informationen verarbeiten (Brandt and
Dieterich, 1999a).
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Guldin et al. wuntersuchten bei Totenkopfaffen (Saimiri sciureus) mittels
immunhistochemischer und elektrophysiologischer Methoden die vestibularen Areale
des Cortex cerebri (Guldin et al., 1992). Hierbei gilt der parietal-insulare-vestibulare-
Cortex (PIVC) als zentraler vestibularer Cortex, in dem ca. 50 % der Neurone auf
vestibuldre Reize reagieren. Auch Grusser et al. haben den PIVC bei Javaneraffen
(Macaca fascicularis) als vestibulare Cortexregion identifiziert (Grusser et al., 1990a).
Diese Region, bzw. humane Homologe des PIVCs (posteriore Insel und retroinsulére
Region), wurde auch beim Menschen mittels funktioneller Bildgebung als vestibularer
Cortex identifiziert (Brandt and Dieterich, 1994, 1999a). Bense et al. zeigten eine
zusatzliche Beteiligung des inferioren parietalen Lappens (Brodmann-Areal 40) und
des Pramotorareals 6 an der multisensorischen vestibularen Verarbeitung (Bense et
al., 2001).

Weiterhin konnte beim Totenkopfaffen das Areal 3a als vestibular assoziiertes
Cortexareal ermittelt werden (Odkvist et al., 1974).

Bei Katzen (Felis silvestris) haben Roucoux-Hanus und Boisacq-Schepens die
vestibuldren Areale im Cortex cerebri elektrophysiologisch untersucht (Roucoux-
Hanus and Boisacq-Schepens, 1974). Hier wurde hauptsachlich die untere Lippe des
Brodmann-Areals 7 (Clare-Bishop-Areal) als vestibuldres Cortexareal identifiziert.
Durch Faugier-Grimaud und Ventre wurde das Brodmannareal 7 auch bei
Javaneraffen (Macaca fascicularis) als vestibular beschrieben (Faugier-Grimaud and
Ventre, 1989). Weiterhin haben Frederickson et al. (1966) mit elektrophysiologischen
Untersuchungsmethoden vestibulare Cortexareale bei Rhesusaffen (Macaca mulatta)
zeigen konnen. Sie schlagen die postzentrale Hirnwindung (Brodmann-Areal 2) als
Schaltstelle vestibularer Informationen vor (Fredrickson et al., 1966).

Fur die Ratte (Rattus norvegicus) existieren neuroanatomische Daten zu vestibuléren
Verschaltungen vom peripheren Vestibularisnerv ber die Vestibulariskerne in der
Medulla oblongata (Chi et al., 2007) bis hin zu den spezifischen Kernen im Thalamus
(Nagata, 1986, Shiroyama et al., 1995, 1999, Lai et al., 2000). Es existiert bis jetzt nur
eine neuroanatomische Arbeit, die Bahnen von den spezifischen Thalamuskernen zu
den als vestibular assoziierten Cortexarealen beschreibt (Nishiike et al., 2000). Diese
Autoren beschreiben die parieto-temporalen Cortex- und somatosensorische
Cortexareale. Des Weiteren konnten retrograd monosynaptische Projektionen von der
parieto-temporalen Region zu den Vestibulariskernen im Hirnstamm identifiziert
werden. Mit funktioneller Bildgebung gewonnene Daten existieren nur vom

menschlichen Gehirn.
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Abb. 3: Ubersicht der vestibuléaren Verschaltung (VK = Vestibulariskerne).

Abb. 4: Vestibuléare Verschaltung mit Fokus auf cerebro-corticale Areale. Sll: somatosensorischer Cortex;

MST: medial, superiores temoporales Areal; PIVC: posterior-insuldrer vestibularer Cortex; VC: vestibulo-

cinguldre Region; VPS: visuelles posteriores sylvanisches Areal; Ig: granuldrer Inselcortex; 2v, 6v:
vestibularer Teil der Areale 2 und 6; 3aNv: vestibulo-Hals Areal (Neck); 3aHv: vestibulo-Hand Areal; 4,

7a/b: Brodmann-Areale (Guldin and Grusser, 1998).
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1.3 Kompensation nach L&sionen im vestibularen System

Die Fahigkeit zur vestibularen Kompensation ist ein reprasentatives Beispiel fur die
Plastizitat des zentralen Nervensystems. Die Kompensationsmechanismen laufen auf
verschiedenen Ebenen ab und bilden je nach Lasionsort- und Gré3e ein kompliziertes
Geflecht aus Transmitter- bzw. Rezeptoreinfluss sowie Umschaltung auf andere
Gebiete. Stiick fur Stlick missen also die verschiedenen Schaltstationen (peripheres
Organ, Kerngebiete in der Medulla oblongata, spezifische Thalamuskerne und
cerebro-cortikale Areale) der vestibuldren Information auf ihre Plastizitat und ihre
Flexibilitat bei vestibularen Lasionen untersucht werden. Wichtig hierbei sind das
mogliche Ausweichen der vestibularen cerebro-corticalen Verschaltung auf andere
Gebiete und der Einfluss der unterschiedlichen Transmitter bzw. Rezeptoren. Darlber

hinaus ist der zeitliche Verlauf der Kompensation zu untersuchen.

Einige Studien haben sich mit der Reorganisation und Kompensation in den
Vestibulariskernen im  Hirnstamm bei chronischen vestibularen Lasionen
auseinandergesetzt (Saika et al., 1993, Kitahara et al., 1995, Grassi and Pettorossi,
2000, Kitahara et al., 2006). Neuroanatomische Studien zeigen unter anderem, dass
die Vestibulariskerne beider Hemisphéaren sich in ihren Projektionen Uberlappen.
Daraus schliel3en die Autoren, dass die Verbindungen zwischen den Kernen beider
Seiten fur eine essentielle Bilateralisation sprechen, die bei der vestibularen
Kompensation eine entscheidende Rolle spielen kénnten (Matesz et al., 2002). Diese
These unterstiitzen auch Dieringer und Precht, die sich mit der vestibularen
Kompensation bei Froschen beschéaftigt haben (Dieringer and Precht, 1979a, b).
Kitahara et al. beschreiben, dass vestibulo-flocculare cholinerge Verbindungen die
Balance der intervestibularen Kernaktivitten wiederherstellen konnen und somit in der
Akutphase der vestibularen Kompensation eine entscheidende Rolle zu spielen
scheinen (Kitahara et al., 2001).

An der vestibuldren Kompensation in den Vestibulariskernen im Hirnstamm und auf
Thalamusebene sind wahrscheinlich verschiedene Neurotransmitter und Rezeptoren
beteiligt. Diskutiert werden unter anderem y-Amino-Butter-Saure (GABA), Acetylcholin
(ACh), Glutamat und Dopamin und deren Rezeptoren (Smith and Darlington, 1991,
Smith et al., 1991, Petrosini and Dell'Anna, 1993, Drago et al., 1996).

Inhibitorische Aminosduren wie GABA und Glycin wirken in den Vestibulariskernen.
GABA und/oder Glycin sind hierbei Transmitter der Kommissurfasern des medialen

Vestibulariskerns (MVN) (Smith et al., 1991). Eine Beteiligung dieser Transmitter an
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der vestibularen Kompensation ist also anzunehmen, wenn auch nicht eindeutig belegt
(Gliddon et al., 2005).

Smith und Darlington beschreiben zusammenfassend verschiedene Studien, die
darauf schlieBen lassen, dass ACh an der vestibularen Kompensation in den
Vestibulariskernen beteiligt ist (Smith and Darlington, 1991). ACh-Agonisten und ACh-
Esterase-Inhibitoren haben eine Dekompensation bei Tieren zur Folge, deren
vestibuldre Kompensation schon abgeschlossen war (Igarashi et al., 1985). Weiterhin
schlieBen sie, dass ACh-Antagonisten die Kompensation verbessern (u.a. Ishikawa
und Igarashi, 1985). Die Starke der Kompensation hangt vom Zeitpunkt der
Applikation der Pharmaka ab.

Exzitatorische Aminosauren wie Glutamat vermitteln die Neurotransmission an den
Synapsen der priméar-vestibularen Afferenzen und den vestibularen Neuronen zweiter
Ordnung (Waele et al., 1990). Sie vermitteln aber auch die Neurotransmission in den
Vestibulariskernen (Cochran et al., 1987). Daher kann auch das glutamaterge System
eine Rolle bei der vestibularen Kompensation spielen. Bei Meerschweinchen (Cavia
porcellus) spielen N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren eine ausschlaggebende
Rolle bei der vestibularen Kompensation (de Waele et al., 1990, Smith and Darlington,
1991, Kitahara et al.,, 1995). Es wird vorgeschlagen, dass die vestibulare
Kompensation mit hochregulierter Expression von NMDA-Rezeptoren oder einem
Anstieg der Affinitat der NMDA-Rezeptoren assoziiert ist (de Waele et al., 1990). Um
dies zu untersuchen, blockierten Smith und Darlington und Kitahara et al. NMDA-
Rezeptoren vor dem Abklingen der Kompensation mit Antagonisten (Smith and
Darlington, 1991, Kitahara et al., 1995). Dadurch konnte das Wiederaufflammen der
Lasionssymptome, wie zum Beispiel Spontan-Nystagmus, hervorgerufen werden
(Smith and Darlington, 1991).

Matsuoka und Domino stellten einen Anstieg der Aktivitdt in einigen Neuronen des
lateralen Vestibulariskerns auf die Gabe von L-DOPA hin fest und werten dies als Indiz
fur eine Beteiligung von Dopamin an der vestibularen Kompensation (Matsuoka and
Domino, 1975).

Abeln und Flohr (1985) zeigen in ihrer Studie an Fréschen, dass
Noradrenalinagonisten eine Dekompensation zur Folge haben, wahrend Antagonisten

eine Uberkompensation verursachen.

Dass die Plastizitit des zentral-vestibularen Systems nicht nur auf die
Hirnstammkerne beschrankt ist, ist schon langer bekannt (Bense et al., 2004, Dieterich
et al., 2005b, Dieterich et al., 2007). Jedoch gibt es bis zum heutigen Zeitpunkt keine

tierexperimentellen Studien, die zeigen wirden, Uber welche cerebro-cortikalen Areale
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diese Mechanismen laufen und welche Transmitter und Rezeptoren daran beteiligt
sind.

In der Arbeitsgruppe um Frau Prof. Dr. Dieterich der Neurologischen Klinik Mainz sind
erste Ergebnisse Uber Reorganisationsmechanismen auf cerebro-cortikaler Ebene
beim Menschen bekannt geworden. Die Arbeiten basieren auf funktionell-
bildgebenden Verfahren, wie Positronen-Emissions-Tomographie (PET) und
funktioneller Magnet-Resonanz-Tomographie (fMRT) (Bense et al., 2004, Dieterich et
al., 2005b, Dieterich et al., 2007).

Bei Patienten mit Neuritis vestibularis sowie bei Patienten mit vestibularen
Hirnstamml&sionen zeigten sich nach einem chronischen Verlauf unterschiedliche
Aktivitatsmuster im vestibularen, visuellen, somatosensorischen und auditorischen
cerebralen Cortex. In der akuten Erkrankungsphase, aber auch drei Monate nach
Abklingen der Beschwerden, konnte ein Metabolismusanstieg (Aktivierung) in den
vestibuldren Arealen (PIVC) und eine gleichzeitige Metabolismusminderung
(Deaktivierung) in den visuellen, somatosensorischen und auditorischen Arealen der
GrofRhirnrinde gezeigt werden (Bense et al., 2004, Dieterich et al., 2005b, Dieterich et
al., 2007).

1.4 Ziele dieser Studie

Initial wurden mittels funktionell-bildgebender Verfahren, wie der Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) und Magnet-Resonanz-Tomographie, vestibular
verschaltende cerebro-corticale Areale identifiziert. Hierbei kam ein spezielles
Kleintier-PET in Kombination mit einem 3 Tesla Human-MRT zum Einsatz. Die beiden
Verfahren lieferten Details Uber erhéhte Aktivitat (PET) in bestimmten Gehirnarealen
und klassische anatomische Informationen (MRT), die dann zu einem Bild
zusammengefiigt wurden.

Die funktionelle Darstellung vestibular assoziierter Areale wurde mittels neuronaler
Tracings untermauert, die anatomische Verbindungen bestimmter Areale darstellen
koénnen.

Zusatzlich dazu wurden immunhistochemische Methoden verwendet, um Transmitter
und Rezeptoren der identifizierten Areale zu untersuchen.

AnschlieRend wurde mit derselben bildgebenden Methode (PET) das Verhalten des
Gehirnmetabolismus nach akuten und chronischen zentralen L&sionen des
vestibularen Systems untersucht. Mit Hilfe dieser Informationen konnten Areale

untersucht werden, die mdglicherweise an der Kompensation beteiligt sind. Dartiber
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hinaus war uns es mit dieser Methode mdglich, das Gehirn im zeitlichen Verlauf nach
der Lasion in seiner Aktivitat zu untersuchen.

Begleitend zu den oben genannten Untersuchungen wurde bei den Ratten die
Héandigkeit und die Lateralisation vestibular verschaltender cerebro-corticaler Areale
untersucht. Beim Menschen ist bekannt, dass sich das vestibulare System primér auf
der rechten Hirnhalfte befindet, die Auspragung jedoch durch die Handigkeit bedingt
ist. Beim Menschen hat sich gezeigt, dass bei Rechtshandern die ipsilaterale
vestibulare Projektion dominant ist. Deren kontralaterale Projektion ist weniger stark
ausgepragt im Vergleich zu Linkshandern. Deren vestibulare Kontralateralprojektion ist
starker ausgebildet (Dieterich et al., 2003).

Interessant ist nun zu sehen, wie sich die Hemispharendominanz bei einer Spezies mit

weniger stark ausgebildeten Kommunikationszentren als beim Menschen verhalt.
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2. Material und Methoden

Das Projekt wurde am Modellorganismus Ratte durchgefiihrt. Es handelte sich hierbei um
adulte, mannliche Tiere des Stammes Sprague-Dawley (SD).

Die Versuche wurden nach geltenden Gesetzen des Tierschutzgesetzes durchgefihrt und
das Leiden der Tiere auf ein Minimum reduziert.

Die Tiere wurden im Institut fir Anatomie und Zellbiologie bei einer Raumtemperatur von 21
+ 1° C gehalten, und mit Futter und Wasser ad libitum versorgt. Sie waren einem
regelméRigen Tag-Nacht-Rhythmus ausgesetzt (LD 12:12).

2.1 Handigkeit

Handigkeit ist bei Ratten bisher nicht eindeutig gezeigt worden. Es existieren Daten Uber
cerebrale Lateralisation bei Ratten (Ross et al., 1981). Bei dieser Studie wurde ein Test mit
juvenilen Tieren durchgefuhrt. Die Schwanzposition gibt hierbei Auskunft Uber
Richtungspréaferenzen der juvenilen Ratten. Des Weiteren existiert eine Greif-Studie, deren
Prinzip wir ibernommen und modifiziert haben (Collins, 1968). In unserem Fall haben wir
eine Methode entwickelt, adulte Tiere auf ihre Handigkeit zu testen. Den Tieren wurde dazu
24 Stunden vor Versuch das Futter entzogen. Anschlieend wurden ihnen in einem dafir
angefertigten Kafig kleine Futterportionen angeboten. Diese mussten durch eine Kkleine
Offnung im Kafig gegriffen werden. Die GroRe der Offnung wurde so abgestimmt, dass die
Tiere jeweils nur mit einer Pfote zugreifen konnten (Abb. 5). Positioniert wurde die Offnung
so, dass die Tiere bequem die rechte oder linke Pfote verwenden konnten. Der Test wurde

25-mal in Folge durchgeflhrt.

Abb. 5: Handigkeitsversuch.
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2.2 Galvanische vestibulare Stimulation

Vor den PET-Messungen mussten die Tiere vestibular stimuliert werden. Die angewendete
Methode ist die so genannte galvanische vestibulare Stimulation. Dabei wurden zwei
Elektroden so angebracht, dass der vestibulare Anteil des Nervus vestibulocochlearis
stimuliert wurde (Okami et al., 1991, Fitzpatrick and Day, 2004, Utz et al., 2010). Die Anode
wurde am Knorpel des aul3eren Gehdrganges und die Kathode medial, parietal-subperiostal
angebracht. Als elektrischer Stimulus diente ein Rechteckimpuls (1 Hz, 0,2 mA, 500 ms).
Dieses Verfahren ist in der Humanmedizin etabliert zur Diagnose von vestibularen
Storungen.

Pro Stimulation wurden 3000 Reize appliziert. Die Tiere wurden jeweils rechts, links sowie
Jeer® stimuliert und jeweils anschlieRend im PET gemessen. Die Messung unter
Leerstimulation diente als Kontrolle. Die Tiere wurden dabei den physiologischen
Parametern einer elektrischen Stimulation wie zum Beispiel leichter Schmerz ausgesetzt,
wobei die Elektroden so angebracht waren, dass kein Hirnnerv stimuliert wurde (medial,

parietal-subperiostal und medial, subkutan am Riicken) (siehe Abb. 7).

2.3 Funktionelle Bildgebung

2.3.1 Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

Die Positronen-Emissions-Tomographie ist ein funktionell-bildgebendes diagnostisches
Verfahren. Das Besondere hierbei ist, dass biologische bzw. biochemische Prozesse in
bestimmten Geweben bildlich dargestellt werden kénnen.

Mit der PET kann man Aktivitatsveranderungen feststellen, wie sie in Tumorgewebe oder in
aktiven Gehirnarealen vorkommen. Hierbei wird ein bestimmter Metabolismus beobachtet,
wie der Glukosestoffwechsel oder der Sauerstoffverbrauch. Um diese Aktivitatsunterschiede
feststellen zu konnen, wird entweder radioaktiv markierte Glukose oder Sauerstoff
verwendet. Diese reichern sich in Gewebe mit erhdhter Stoffwechselaktivitdt an und strahlen
Photonen ab, die mit Detektoren des PET eingefangen werden. Das Eintreffen der Photonen
wird mit bestimmten Analysemethoden analysiert, und aus diesem Datensatz kann dann ein
Bild errechnet.

Neuronale Aktivitat hangt mit dem regionalen cerebralen Glukosemetabolismus (rCGM)
zusammen. Es konnte im Tiermodell und auch beim Menschen gezeigt werden, dass ein
Anstieg der neuronalen Aktivitdt mit dem Anstieg des rCGM korreliert und gleichermal3en
eine Abnahme der neuronalen Aktivitdt zu einer Abnahme des rCGM fihrt (Phelps, 1981,
Toga and Collins, 1981, Kadekaro et al., 1985). Das Gehirn hat nur eine geringe
Speicherfunktion fur Glukose und ist deshalb fur den akuten Stoffwechsel auf die Versorgung

mit Glukose aus dem Blut angewiesen.
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In dieser Studie soll die neuronale Aktivitdt vestibular verschaltender Gehirnareale
festgestellt werden. Deshalb wurde eine radioaktiv markierte Glukose als Tracer verwendet,
die '®F-Fluor-Deoxyglukose (FDG). Sie besitzt eine Halbwertszeit von 109,7 Minuten.
Synthetisiert wurde sie in einem so genannten Zyklotron in Erlangen und per Kurierdienst
nach Mainz geschickt.

Die konjugierte Glukose emittiert Positronen (3-Strahlung), die mit den Elektronen des
Korpers in Wechselwirkung treten und so genannte ,Clashs” (Zusammenstofe) provozieren.
Bei dieser Wechselwirkung werden zwei Photonen in entgegengesetzte Richtungen
ausgesandt. Um den Koérper befinden sich ringférmig angeordnete Detektoren. Koinzidenzen
zweier Photonen werden so detektiert. Das zeitgleiche Eintreffen zweier Photonen an direkt
gegeniberliegenden Detektoren ist eine so genannte Koinzedenz. Die Summe solcher
Koinzedenzen wird dann zu Bildern zusammengerechnet und ergibt einen dreidimensionalen
Datensatz.

Bei dieser Methode entstehen auch fehldetektierte Koinzedenzen, die aber mit bestimmten
Korrektur-Methoden herausgerechnet werden kdnnen. Details zur Korrektur der
fehldetektierten Koinzidenzen (zufédllige Koinzidenzen und Streukoinzidenzen) kdnnen

entsprechender Fachliteratur entnommen werden (Friston et al., 1990).

Bei dem PET-Gerét handelt es sich um ein Siemens, Focus 120, Siemens Medical Solutions,
Knoxville, Tennessee, USA (Abb. 9).

Statistische Auswertung der PET-Daten

Ausgewertet wurden die Daten mit dem in der funktionellen Bildgebung etablierten
.Statistical Parametric Mapping Programm®“ (SPM5, Wellcome Department of Cognitive
Neurology, London, UK, http:// www. fil.ion.ucl.ac. uk/spm).

Um die Datensatze jeweils miteinander vergleichen zu kénnen, missen sie in das gleiche
Format konvertiert werden. Dies geschieht durch so genannte Realignments und
stereotaktisches Normalisieren.

Zur Optimierung des Signal-Rausch-Verhaltnises wurden die reorientierten und
normalisierten Bilder geglattet (Worsley et al., 1992). Die Voxelgro3e betrug 2 x 2 x 2 mm.
Ein Voxel ist ein Datenpunkt einer dreidimensionalen Rastergrafik. Wegen der hohen intra-
und interindividuellen Abweichungen des absoluten Glukoseverbrauchs werden die PET-
Daten mittels eines ,proportional scaling® auf einen gemeinsamen mittleren globalen
cerebralen Glukosemetabolismus normiert (Friston et al., 1990). Erst dann kénnen die T-
statistischen parametrischen ,maps” errechnet werden. Detaillierte Beschreibungen kénnen

der entsprechenden Fachliteratur entnommen werden (William D. Penny, 2006).
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Mit den PET-Daten kann man quantitative Aussagen Uber physiologische Parameter treffen,
in diesem Fall den Glukosestoffwechsel. Dieses Verfahren ermdéglicht der Forschung und der
Diagnostik, die Stoffwechselwege in vivo zu verfolgen, wéahrend andere bildgebende
Verfahren wie die Computertomographie (CT) oder Magnetresonanztomographie (MRT) nur
eine morphologische Darstellung leisten kdnnen.

Es handelt sich bei der PET um eine vergleichende Analyse. Deshalb liefern die Bilder keine
genauen anatomischen Details des Gehirns. Deswegen bedienen wir uns eines zweiten
Verfahrens, der Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT), um die Aktivitatssteigerung genau

lokalisieren zu kénnen.

2.3.2 Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT)

Bei der Magnet-Resonanz-Tomographie handelt es sich ebenfalls um ein bildgebendes
diagnostisches Verfahren.

Mit der MRT kann man nicht-kndchernes Gewebe anatomisch detailliert darstellen. Aufgrund
des unterschiedlichen Wassergehaltes unterscheiden sich die einzelnen Gewebestrukturen
in deutlichen Graustufen voneinander und man kann unterschiedliche Strukturen des
Gewebes identifizieren. Hierbei nutzt man den magnetischen Spin der Wasserstoffatome des
Gewebes. Dieser Spin wird durch An- und Abschalten zweier Magnetfelder, die in einem
rechten Winkel zueinander stehen, in eine so genannte Prazessionsbewegung versetzt. Die
dabei entstehende Resonanzfrequenz wird dann detektiert und es entstehen Schnittbilder
des Korpers. Die Bilder der PET-Diagnostik werden mit denen des MRTs Ubereinander
gelegt, um somit eine bestmdgliche Lokalisation der Areale mit verdnderter

Stoffwechselaktivitat zu erreichen.

Das verwendete Geréat ist ein Siemens Magnetom 3.0 Tesla (Magnetom Trio, Siemens
Medical Solutions, Erlangen, Deutschland). Es verfugt Gber eine Gradienten-Starke von 45
mT/m mit einer minimalen Anstiegsgeschwindigkeit von 200 mT/m/s. Standort ist die
Radiologische Klinik, Universitdtsmedizin, Mainz (Abb. 6).

Die Kdpfe der Tiere wurden mit einer humanen Fingerspule versehen (Durchmesser 4 cm).
Nach Ausrichtung in alle drei Raumrichtungen wurde eine 3D-Echo-Sequenz in sagittaler
Orientierung angewendet. Die Messung war T1-gewichtet, bei einer Sattigung von TI=900
ms. Andere Sequenzen und Kontrastparameter waren: TR 1750 ms, TE 3.52 ms, FA9°. Es
wurde eine Aufldsung von 0,3 mm erreicht. Die Bilder wurden interpoliert mit Nullfiillung zu
384x384. Im Durchschnitt ergaben 6 Messungen eine Messzeit von 29:30 Minuten.

Die in PET-Studie 1 (siehe 2.3.3.1) untersuchten Tiere wurden nach Abschluss der letzten
PET-Messung mit einer Uberdosierung des Narkosemittels getotet und postmortal im MRT

gemessen.
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Abb. 6: 3-Tesla Magnet-Resonanz-Tomograph von Siemens.

In der zweiten Studie (2.3.3.2) wurden die Tiere direkt nach der Operation ebenfalls im MRT
gemessen. Ziel dabei war es zu verifizieren, dass die Lasion in der gewlnschten Region
platziert war.

Die Messungen erfolgten mit den bereits beschriebenen Parametern. Im Durchschnitt

erfolgten zwei Messungen mit einer Dauer von 10:40 Minuten.

2.3.3 PET-Messungen

Die Narkose- und Tracer-Parameter waren bei allen Messungen gleich. Narkotisiert wurden
die Tiere mit 10% Ketaminhydrochlorid (Ketavet®, Pfizer) und 2% Xylanzin (Rompun®,
Bayer) intraperitoneal. Die radioaktiv markierte Glukose (**FDG) wurde direkt im Anschluss
an die Narkose ebenfalls intraperitoneal verabreicht (zwischen 25 und 35 Megabequerel). Im

direkten Anschluss daran wurde die Stimulation gestartet.

2.3.3.1 PET-Studie 1 (Vestibulare Stimulation - Rechts-, Links- und

Leerstimulation)

Begonnen wurde mit einer Gruppe von zwolf Tieren, die jeweils galvanisch vestibular rechts
und links stimuliert wurden und eine galvanische Leerstimulation als Kontrolle erhielten. Vor
jeder Messung wurde den Tieren 24 Stunden vor dem Versuch das Futter entzogen.

Begonnen wurde mit der gleichzeitigen Tracerapplikation und der galvanischen Stimulation.
Der radioaktive Tracer wurde intraperitoneal injiziert. Zur besseren Aufnahme wurde das
Peritoneum massiert. Anschlielend wurden die Elektroden platziert und die Stimulation
gestartet. Die Tiere wurden nach 50-minttiger Stimulation im PET-Scanner gemessen. Die

Daten wurden gespeichert, wenn gesichert war, dass die radioaktiv markierte Glukose im
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Gehirn angekommen war. AbschlieBend fand eine zehnminitige Transmissions-Messung
statt (siehe Abb. 8).
Alle Messungen begannen zwischen 8 und 10 Uhr morgens.

Abb. 7: Vestibulare Stimulation (A) rechts und (B) links. Abbildung C zeigt die Kontrollstimulation

(Leerstimulation).
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Positionierung, Elektroden

Intensitat: 0,2 mA; Frequenz: 1Hz;
Square-Wave-Puls-Dauer: 500 msec

Injektion 60 MBq FDG

PET-Protokoll
Vorlauf Start Ende
Stimulation Stimulation

0 min Start Ende
PET PET

-20 -10 50 60 100

: :
Zeit (min)
20 min 30 min 10 min
Narkose, Transport, Galvanische Stimulation: 3D-Emission

Transmission

Abb. 8: PET-Messprotokoll.

Abb. 9: PET-Messaufbau (links), Stimulationsaufbau (rechts oben) und Stimulationsgerate (rechts unten).
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MRT-Messungen der Studie 1

Nach der letzten PET-Messung wurden die Tiere letal narkotisiert und im MRT mit einer
humanen Fingerspule gemessen. Damit konnte die bestmdgliche Auflésung erreicht werden
und Atemartefakte konnten ausgeschlossen werden.

2.3.3.2 PET-Studie 2 (akute und chronische zentral-vestibuléare Lasion)

Die zweite Studie besteht aus Messungen von Tieren mit unilateralen, zentral-vestibularen
Lasionen (siehe Abschnitt 2.6). Diese Tiere wurden zu genau definierten Zeitpunkten nach
der Lasion gemessen, um den akuten und den chronischen Verlauf mit der PET zu
dokumentieren. Zwolf Tiere wurden in zwei Gruppen aufgeteilt. Jeweils acht Tiere wurden

ladiert, wahrend vier Tiere mit einer Sham-Lasion die Kontrollgruppe bildeten.

2.4 Neuroanatomische Untersuchung

Die unter 2.4.1 und 2.4.2 geschilderten Teilstudien wurden gemeinsam mit Frau Dr. med.
dent. Ulla Stier (Tracing) und Frau cand. med. dent. Nadine Schabbach (Immunhistochemie)

durchgefinhrt.

2.4.1 Neuronales Tracing

Zur ldentifizierung von Verbindungen der im PET identifizierten vestibularen Cortexarealen
wurden anterograde (Darstellung von prasynaptischen Endigungen und Axonen) und
retrograde (Darstellung von Somata und Dendriten) Tracings durchgefiihrt. Als Tracer kamen
Phaseolus vulgaris-Leucoagglutinin (PHA-L, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA,
USA), Fluororuby und Fluorogold (FG; Fluorochrome, Denver, CO, USA) zum Einsatz. Zur
Applikation des Tracers wurden die Tiere zuerst kurz durch Inhalation von Isofluran
(Isofluran-Baxter, Baxter Deutschland, UnterschleiBheim) andasthesiert, um dann eine
Kombination aus 55% Ketamin (Ketavet, Pfizer Pharma, Berlin) und 45% Xylazin (Rompun®,
Bayer, Leverkusen) intraperitoneal zu verabreichen. Als Narkosemittel wurde 0,112 ml
Ketamin-Rompun-Gemisch pro 100 g Kérpergewicht verabreicht. Es wurde in regelmafigen
Absténden sichergestellt, dass die Narkose tief genug ist; gegebenenfalls wurde mit 30% der
Initialdosis nachdosiert. Um die Augen vor Austrocknung zu schitzen, wurde Dexpanthenol
(Bepanthen® Augen- und Nasensalbe, Roche Pharma AG; Grenzach-Wyhlen) aufgetragen.
Wahrend des kompletten Versuchs wurden die Tiere mit einer Warmelampe bestrahlt, um

das Absinken der Korpertemperatur zu verhindern.

Die zu markierenden Gehirnregionen wurden mit Hilfe des Rattenhirn-Atlanten (Watson,
2007) identifiziert. Zur Fixierung diente eine stereotaktische Einheit, die den Kopf des Tieres

in der Transversalebene stabilisierte. Das Schadeldach wurde durch einen Medianschnitt
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parietal freigelegt und das Bregma aufgesucht. Bregma ist der Punkt, an dem die Sutura
coronalis (Kranznaht), die das Stirnbein von den Scheitelbeinen trennt, und die Sutara
sagittalis (Pfeilnaht), die die beiden Scheitelbeine trennt, zusammentreffen. Er dient als
Ausgangs- bzw. Referenzpunkt der Koordinaten des Rattenhirn-Atlanten.

Zur Applikation des Tracers wurden Glaskapillaren aus Borosilikatglas (mit Filament, ZAK
Produkte, Marktheidenfeld) gezogen. Daflr wurde ein vertikaler ,Puller® (Ziehgerat) (Getra,
Munchen) verwendet, mit dem Glaskapillaren mit konusférmiger Spitze hergestellt werden.
Mittels Kapillarkraft wurde der Tracer aufgezogen und die Kapillare anschlieRend durch
einen Schlauch mit einer Spritze verbunden. Nach exakter Bestimmung der Koordinaten
erfolgte mit einem Dentalbohrer eine prazise Bohrung durch das Schéadeldach. AnschlieRend
wurde die Kapillare in die vorher durch den Atlas bestimmte exakte Tiefe senkrecht bis zum
bestimmten Kerngebiet abgesenkt. Die Applikation des Tracers erfolgte durch sanfte
Druckinjektion. Es wurde einige Sekunden gewartet, bis die Kapillare entfernt wurde, damit
sich der Druck in Kapillare und Spritze ausgleichen konnte. Die Kopfwunde wurde

anschlieBend medizinisch versorgt. Nach einer Woche wurden die Tiere perfusionsfixiert.

2.4.1.1 Auswahl der Injektionsorte fur das neuroanatomische Tracing

Die Auswahl der Gehirnregionen, die mit einem retro- oder anterograden Tracer versehen
wurden, stitzt sich einerseits auf bereits durch andere Autoren untersuchte Regionen.
Hierbei handelte es sich vor allem um Thalamuskerne, die als vestibular beschrieben wurden
und deren Verbindung zu den Vestibulariskernen im Hirnstamm bereits mit neuronalem
Tracing dargestellt wurde (Akbarian et al., 1992, Lai et al., 2000, Meng et al., 2007).
Andererseits stitzte sich die Auswahl parallel auf die PET-Studie 1 (siehe Abschnitt 2.1).
Von den thalamischen Kernen aus wurden anterograde Tracings durchgefihrt.

Die Ausgangspunkte fur das retrograde Tracing basieren ausschlief3lich auf den Daten der
PET-Studie 1.

2.4.1.2 Anterograder Tracer

Zur Darstellung von Axonen und deren Endigungen wurde Phaseolus vulgaris-
Leucoagglutinin  (PHA-L) verwendet (Gerfen and Sawchenko, 1984). PHA-L ist ein
Pflanzenlektin, das aus der Gartenbohne (Phaseolus vulgaris) isoliert wurde. Dieses wird
vorwiegend anterograd von Neuronen transportiert (,nach vorne gerichtet’, vom Soma weg
hin zur Peripherie, den Synapsen).

Als Injektionsort wurden folgende thalamische Kerne ausgewahlt: Nucleus parafascicularis
(PF) und Nucleus ventralis posteromedialis bzw. posterolateralis (VPM bzw. VPL). PHA-L
wird mittels Immunhistochemie mit einem Primarantikorper detektiert, der wiederum mit

einem fluoreszenz-gekoppelten Sekundarantikérper markiert werden kann.


http://de.wikipedia.org/wiki/Sutur
http://de.wikipedia.org/wiki/Sutur
http://de.wikipedia.org/wiki/Stirnbein
http://de.wikipedia.org/wiki/Scheitelbein
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Vom dorsolateralen Thalamuskernen (LDDM/LDVL) ausgehend wurde ebenfalls ein
anterogrades Tracing durchgefiihrt. Diese Kerne wurden durch PET-Studie 1 ermittelt. Als
Tracer wurde Fluororuby (FR) verwendet. Es gehért zur Gruppe der fluoreszierenden
Dextrane und wird durch Makropinozytose (Aufnahme von grof3eren Stoffen in eine Zelle, in
diesem Fall Flussigkeiten) von den Zellen aufgenommen. Hierbei handelt es sich um einen
autofluoreszierenden Tracer, so dass eine weitere immunhistochemische Behandlung nicht
notwendig ist.

Der Transport des anterograden Tracers durch das Axon erfolgt Gber Transportvesikel
entlang des Mikrotubulussystems. Das Motorprotein Kinesin sorgt dafir, dass der Transport
gerichtet stattfindet, das heil3t, es findet ein Transport in Richtung Plus-Ende des
Mikrotubulus statt (Oztas, 2003). Kinesin ist Bestandteil des Cytoskeletts und dient
hauptsachlich dem intrazellularen Transport von Makromolekilen, Vesikeln und
Zellorganellen. Markierte Axonendigungen zeigen sich durch so genannte Boutons. Diese
entsprechen entweder lokalen Auftreibungen entlang der Axone, die synaptische Blaschen

enthalten (Boutons en passant), oder dem Ende der Axone (Boutons terminaux).

2.4.1.3 Retrograder Tracer

Als retrograder Tracer wurde Fluorogold verwendet, das der Darstellung von neuronalen
Somata und deren Dendriten dient (Schmued and Fallon, 1986). Fluorogold ist ebenfalls ein
autofluoreszierender Tracer. Dieser wurde in folgende Regionen des Gehirns injiziert:
anterio-cingularer Cortex, primarer somatosensorischer Cortex (S1) und die Grenzregion
zwischen primarem und sekundarem somatosensorischer Cortex (S1/S2).

Die Aufnahme von Fluorogold in die Zelle erfolgt Uber folgenden Mechanismus: Als
schwache Base wird es durch passive Diffusion von stark sauren Zellorganellen, den
Lysosomen, aufgenommen (Wessendorf, 1991). Fir den retrograden axonalen Transport
entlang des Mikrotubulussystems wird das Motorprotein Dynein benétigt, das den Tracer
zum Soma leitet (Wessendorf, 1991, Oztas, 2003). Markierte Perikarya weisen unter

entsprechender Fluoreszenzbeleuchtung eine charakteristische Goldfarbung auf.

2.4.1.4 Perfusion

Zur Perfusion wurden die Tiere mit einer Uberdosis des Narkotikums getétet und direkt
transkardial mit 250 ml raumtemperierter, phosphat-gepufferter 0,9%-iger NaCl-Ldsung
(PBS, pH 7,4) gespult. Um die friihzeitige Blutgerinnung zu verhindern, wurde der L6sung
Heparin zugesetzt. Im Anschluss wurden die Tiere mit 350 ml Paraformaldehyd-Lysin-
Periodat (PLP) Losung (4°C) fixiert (McLean and Nakane, 1974). AnschlieRend wurde das

Gehirn entnommen und lGber Nacht in PLP-Lésung nachfixiert.
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2.4.1.5 Immunhistochemie

Zur Cytoprotektion wurde das Gehirngewebe zuerst in 15%-iger Saccharose-Lésung und
anschliel3end Uber Nacht in 30%-iger Saccharose-Losung eingelegt.

Die zu untersuchende Gehirnregion wurde dann mit einem Gefriermikrotom in 40 um dicke
Schnitte geschnitten, dreimal 10 Minuten in 10 mM PBS gewaschen und in Eppendorfcups
inkubiert.

Gehirnregionen, die mit autofluoreszierenden Tracern behandelt wurden (Fluororuby,
Fluorogold), konnten direkt nach dem Schneiden und Waschen aufgezogen, tber Nacht
getrocknet und am nachsten Tag eingedeckt werden.

Gehirnregionen, in die Phaseolus vulgaris-Leucoagglutinin (PHA-L) injiziert wurde, wurden
Uber Nacht mit dem entsprechenden Primarantikdrper und anschlieRend mit dem
entsprechenden Sekundarantikdrper inkubiert. Der Primarantikérper wurde zu den Schnitten
gegeben und Uber Nacht inkubiert (Rabbit Anti-PHA-L, Lot #AS-2300; Goat Anti-PHA-L, Lot
#AS-2224, Linaris, Wertheim, Deutschland). AnschlieBend wurden die Schnitte wieder
dreimal 10 Minuten in PBS gewaschen und mit dem Sekundéarantikorper 1,5 Stunden
lichtgeschitzt inkubiert (Donkey-Anti Goat Cy3, Lot #78689 oder Cy2, Lot #78300, F(ab),
IgG; Jackson ImmunoResearch Laboratories, USA). Danach wurden sie wieder dreimal 10
Minuten in PBS gewaschen und auf Objekttrager gezogen. Die Schnitte sind Uber Nacht

getrocknet und wurden anschlieRend mit Merckoglas® eingedeckt.

2.4.2 Immunhistochemie der Neurotransmission

Das Gewebe, bei dem mit neuronalem Tracing thalamo-corticale Verbindungen
nachgewiesen wurden, wurde immunhistochemisch auf bestimmte Neurotransmitter-
Systeme untersucht. Der Fokus lag bei dieser Untersuchung auf dem katecholaminergen
und dem opioidergen System. Die Inkubation erfolgte nach demselben Prinzip wie in
Abschnitt 2.4. beschrieben.

Dopamin ist eine Zwischenstufe in der Katecholaminsynthesekette. Um die Beteiligung von
Dopamin an der neuronalen Transmission zu untersuchen, wurde das Enzym Tyrosin-
Hydroxylase (TH) der Dopaminsynthese untersucht. Dieses Enzym ist an der Synthese von
L-Tyrosin zu L-DOPA, einer Vorstufe von Dopamin, beteiligt (siehe Abb. 10).

Der immunhistochemische Marker fiir dieses Enzym ist ein Tyrosin-Hydroxylase-Antikdrper
(AK) (Maus anti-Tyrosin Hydroxylase, Cat.nr. MAB318, Chemicon international). Durch
Inkubation mit einem entsprechenden Fluoreszenz-gekoppelten Sekundarantikdérper kann

die Verteilung dieses Enzyms dann im Fluoreszenzmikroskop detektiert werden.

In einem weiteren Schritt wurde das opioiderge System untersucht. Der Opioidrezeptor p

kann mit dem Antikorper MOR (Guinea-pig anti-p opioid-receptor-1, Cat.nr. AB 1774, Lot nr.
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0609041171, Chemicon international) detektiert werden. Schnitte von Tieren mit deutlichen
thalamo-corticalen Tracings wurden mit diesem AK inkubiert.
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Abb. 10: Katecholamin-Synthese.

2.5 Lasion des zentral-vestibularen Systems und PET-Messungen

2.5.1 Zentral-vestibuldre Lasionen

Die Auswertung der Daten der PET-Studie 1 identifizierte Gehirnareale, die unter
vestibularer Stimulation einen erhdhten Stoffwechsel aufwiesen. Als vestibular
prozessierende Areale des Thalamus wurden der dorsomediale und der ventrolaterale Teil
des laterodorsalen Thalamuskerns (LDDM, LDVL) identifiziert (siehe Abschnitt 3.1). Diese
Kerne wurden unilateral links elektrolytisch zerstort (nach Brenhouse et al., 2006).

Dazu wurden die Tiere narkotisiert und in eine stereotaktische Einheit eingespannt. Die oben
genannten Areale wurden nach demselben Prinzip wie beim neuronalem Tracing lokalisiert.
Alle Zugéange erfolgten dorsal. Statt einer tracergefillten Kapillare wurde eine dinne
Elektrode eingefiihrt (1,2 mm lateral der Sutura sagittalis, 3 mm posterior von Bregma und 6

mm tief von der Calotta cranica). AnschlieBend wurde Strom der Starke 1,5 mA mit einer
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Dauer von 10 Sekunden appliziert. Danach wurde die Elektrode vorsichtig entfernt und die
Wunde medizinisch versorgt.
Direkt im Anschluss an diese Operation wurde eine Kernspinaufnahme gemacht, um die

Lasion zu verifizieren.

Abb. 11: Elektrolytische Lasion im Thalamus (Pfeil: Elektrode).

2.5.2 Sham-Operation (SL)/Kontrolle

An den Tieren aus der Kontrollgruppe wurde dieselbe Prozedur durchgefihrt, nur dass bei

diesen Tieren kein Strom appliziert wurde.

Vor Beginn der Lasionsstudie wurden Test-Lasionen durchgefiihrt. Von den Gehirnen der
Tiere wurden dann Frontalschnitte angefertigt und gefarbt. Diese gaben Aufschluss dariber,
dass die GroRRe der Lasion den gewiinschten Vorstellungen entsprach. In Abbildung 12 ist

eine derartige Lasion im linken Hippocampus zu sehen.
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Abb. 12: HE-Schnitt einer Test-Lasion im Hippocampus (Hamatoxylin-Eosin-Farbung).

2.5.3 PET-Messungen Lasionen und Kontrollen

2.5.3.1 PET-Messung (Kontrollstimulation)

Jede Gruppe wurde mit einer so genannten Leerstimulation (Kontrollstimulation) gemessen.
Dabei wurden die Elektroden so angebracht, dass kein Hirnnerv stimuliert wurde. Parameter
wie Schmerz und Stromfluss werden wie bei einer vestibularen Stimulation (siehe Abb. 7 C)

hervorgerufen.

2.5.3.2 PET-Messung unter links-vestibularer Stimulation

Bei dieser Messung wird im intakten Gehirn die Aktivitdt gemessen, die entsteht, nachdem
ein linksseitiger vestibularer Reiz appliziert wurde (siehe Abb. 7 B).

2.5.3.3 PET-Messung 1 Tag post-operativ

Einen Tag nach Setzen der Lasion fand die erste Messung vestibular-ladierter Tiere statt.
Die Tiere wurden ipsilateral zur Lasion vestibular stimuliert und anschlieend wurde der
Metabolismus mit der PET gemessen, um die cerebro-corticalen, vestibular verschaltenden
Gehirnregion wahrend der Akutphase einer zentralen Lasion zu identifizieren.
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Abb. 13: Vestibulare Stimulation einer zentral-vestibular [adierten Ratte.

2.5.3.4 PET-Messung 3 Tage post-operativ

Die Messung am dritten Tag nach der Lasion war identisch mit den vorigen Messungen
(siehe Abschnitt 2.3.6.2).

2.5.3.5 PET-Messung 7 Tage post-operativ

Die Messung am siebten Tag nach der Lasion war identisch mit den vorigen Messungen

(siehe Abschnitt 2.3.6.2). Dieser Zeitpunkt beschreibt den Beginn der chronischen Lasion.

2.5.3.6 PET-Messung 20 Tage post-operativ

Die Messung am zwanzigsten Tag nach der L&asion war identisch mit den vorigen
Messungen (siehe Abschnitt 2.3.6.2). Dieser Zeitpunkt beschreibt den chronischen Zustand

der Lasion.
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3. Ergebnisse

3.1 PET Studie 1
3.1.1 Aktivierungscluster

3.1.1.1 Vestibulare Stimulation links (VL)

Zundchst wurde das Aktivierungsmuster der linksseitigen Stimulation mit dem
Aktivierungsmuster der Kontrollstimulation verglichen (VL vs. C).
Ein Aktivierungscluster stellt ein Areal dar, dessen Glukosestoffwechsel im Vergleich zum

Umgebungsstoffwechsel erhoht ist.

Auf cerebro-corticaler Ebene ergaben sich funf signifikante Cluster. Der primare
somatosensorische Cortex S1 wies zwei deutliche Aktivierungscluster auf (Abb. 14 B, C).
Abbildung 14 A zeigt ein Aktivierungscluster im sekundaren somatosensorischen Cortex
(S2). Zwei weitere Cluster stellten sich im anterioren cinguldren Cortexbereich (Abb. 14 E)
und im auditorischen Cortexbereich dar (Abb. 14 D).

Alle Cluster befanden sich auf der linken Hemisphare und damit ipsilateral zur Stimulation.
Erhohte Aktivitat konnte auch im Cerebellum (Crus 1) festgestellt werden, allerdings bilateral
(Abb. 15 E).

Auf subcorticaler Ebene konnten vier verschiedene Aktivierungscluster dargestellt werden.
Ipsilateral zur Stimulation zeigte sich eine aktive Region im Hippocampus (Abb. 15 A). Der
dorso-mediale sowie der ventrolaterale Anteil des laterodorsalen Thalamuskerns (LDVL,
LDDM) wiesen einen erhthten Stoffwechsel auf, wahrend der LDVL bilateral erhdhte
Aktivitat aufweist (Abb. 15 B, C). Der paraventrikulare Thalamuskern zeigte ipsilateral
ebenfalls einen hdheren Stoffwechsel als das Umgebungsgewebe verglichen zu den
Kontroll-Stimulationen (Abb. 15 D).

3.1.1.2 Vestibulare Stimulation rechts (VR)

Die Kontrollstimulation wurde hierbei mit der rechtsseitigen vestibularen Stimulation
verrechnet (VR vs. C). Dass heil3t, die Aktivitatsunterschiede errechnen sich aus der
Voxelquantitat. Die Differenz der PET-Messungen von Kontoll-Stimulation zu vestibularen

Stimulation ergibt die Aktivierungscluster.
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Auf cerebro-corticaler Ebene zeigten sich drei deutliche Aktivierungscluster: im priméaren
somatosensorischen Cortex (S1) (Abb. 16 A), im granuléaren Inselcortex (Abb. 16 B) und im
dorsalen intermediaren entorhinalen Cortex (Abb. 16 C). Alle Aktivierungscluster befinden
sich ebenso linkscortical, demnach hier aber kontralateral zur Stimulation.

Subcortical verursachte die vestibulare Stimulation ebenfalls zwei Aktivierungscluster:
Amygdala (Abb. 16 D) und der préaoptische Nucleus (Abb. 16 E). Das Aktivierungscluster der
Amygdala befindet sich kontralateral zur stimulierten Seite, wahrend das des lateralen
praoptischen Nucleus rechtshemispherisch, also ipsilateral zur stimulierten Seite aktiv

erschien.

3.1.2 Deaktivierungscluster

3.1.2.1 Vestibuléare Stimulation links (VL)

Bei den Deaktivierungsclustern handelt es sich um Areale, deren Glukosemetabolismus

niedriger ist als der Umgebungsstoffwechsel im Vergleich mit den Kontroll-Stimulationen.

Subcortical fanden wir eine Deaktivierung im ventralen thalamischen reuniens Nucleus (Abb.
17 C) sowie in der Amygdala (Abb. 17 A).

Im Hirnstamm wiesen der Nucleus des medialen longitudinalen Fasciculus (Abb. 17 B) und
der mittlere cerebellare Penduncel (Abb. 17 D) (beide kontralateral zur Stimulation) eine
verringerte Aktivitat auf (siehe Abb. 17 B).

Im Cerebellum zeigten die Paraflocculi (bilateral) (Abb. 17 B) und die Crus 2-Region (Abb. 17

E) einen niedrigeren Stoffwechsel im Vergleich zu den Kontroll-Tieren.

3.1.2.2 Vestibulare Stimulation rechts (VR)

Ein Deaktivierungsmuster zeigt sich hippocampal (Abb. 18 C). Zwei Deaktivierungscluster
konnten auf Hirnstammniveau gefunden werden. Hier wiesen der dorsolaterale Lemniscus
und der dorsale tegmentale Nucleus eine verringerte Stoffwechselaktivitat auf, kontralateral
(Abb. 18 A, B). Im Cerebellum fanden wir ein Deaktivierungscluster in der Crus 1-Region,
ipsilateral (Abb. 18 D).
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A) B)

Abb. 14: Cerebro-corticales Areale der vestibuléren Verschaltung nach linksseitiger vestibuléarer Stimulation (VL
vs. C).

Aktivierung ipsilateral (linkshemisphérisch): A) sekundérer somatosensorischer Cortex, S2, B) und C) Areale im
priméren somatosensorischen Cortex (S1), D) auditorischer Cortex, E) anteriorer cingularer Cortex. Die
Koordinaten beziehen sich in Millimetern auf die Orientierung von Paxinos und Watson Rattenhirnatlas, 2007 (X:

lateral; Y: rostral zu Bregma; Z: craniocaudal).
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Abb. 15: Subcorticales Areale nach linksseitiger vestibularer Stimulation (VL vs. C).

Aktivierung: A) ipsilateral (linkshemisphérisch) Hippocampus, B) ipsilateral (linkshemisphéarisch) LDDM: latero-
dorsaler thalamischer Nucleus, dorsomedialer Anteil, C) bilaterale Aktivierung des LDVL: ventro-lateral Anteil des
latero-dorsalen thalamischen Nucleus, D) ipsilateral (linkshemisphérisch) anteriorer paraventricularer
thalamischer Nucleus, E) bilaterale Aktivierung von Crus 1, Cerebellum. Die Koordinaten beziehen sich in

Millimetern auf die Orientierung von Paxinos und Watson Rattenhirnatlas, 2007 (X: lateral; Y: rostral zu Bregma;
Z: craniocaudal).
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Abb. 16: Cerebro-corticale und subcorticale Areale nach rechtsseitiger vestibularer Stimulation (VR vs. C).
Aktivierung: A) kontralateral (linkshemisphérisch) primérer somatosensorischer Cortex (S1), B) kontralateral
(linkshemisphérisch) granulérer insulérer Cortex, C) kontralateral (linkshemisphérisch) dorsaler intermediarer
entorhinaler Cortex, D) kontralateral (linkshemisphéarisch) Amygdala, E) ipsilateral (rechtshemispherisch)
préoptischer Nucleus. Die Koordinaten beziehen sich in Millimetern auf die Orientierung von Paxinos und Watson

Rattenhirnatlas, 2007 (X: lateral; Y: rostral zu Bregma; Z: craniocaudal).
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Abb. 17: Cerebro-corticales und subcorticales Areale nach linksseitiger vestibularer Stimulation (VL vs. C).
Deaktivierung: A) kontralateral (rechtshemispherisch) Amygdala, B) bilateral cerebellare Paraflocculi und der
caudale interstitiale Nucleus des medialen longitudinalen Fasciculus, C) kontralateral (rechtshemispherisch)
Nucleus reuniens, D) kontralateral (rechtshemispherisch) mittlerer cerebellarer Penduncel, E) kontralateral
(rechtshemispherisch) Crus 2. Die Koordinaten beziehen sich in Millimetern auf die Orientierung von Paxinos und
Watson Rattenhirnatlas, 2007 (X: lateral; Y: rostral zu Bregma; Z: craniocaudal).



3. Ergebnisse

B)

D)

R L

- |

X:4,4

Y: 6,4 X: 4,6

Z:6,8 Y: 10,6
Z:44

Abb. 18: Cerebro-corticale und subcorticale Areale nach rechtsseitiger vestibularer Stimulation (VR vs. C).

Deaktivierung: A) Nucleus tegmentalis dorsalis, B) dorso-lateraler Lemniscus (kontralateral),
C) Hippocampus, D) Crus 1 (ipsilateral). Die Koordinaten beziehen sich in Millimetern auf die Orientierung von
Paxinos und Watson Rattenhirnatlas, 2007 (X: lateral; Y: rostral zu Bregma; Z: craniocaudal).
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VL vs. C VR vs. C
Aktivierungscluster S1, S2, S1/S2, Hippocampus, auditorischer ~ S1, Insel Cx., entorhinaler Cx.,
Cx., anteriorer cingularer Cx., LDDM, LDVL  Amygdala, préoptischer Ncl.
(bilateral), paraventriculérer Ncl., Crus 1 (rechtscortical)
(bilateral)
Deaktivierungscluster Amygdala (rechtscortical), Paraflocculi Ncls. tegmentalis dorsalis, dorso-

(bilateral), medialer longitudinaler Fasciculus, lateraler Lemniscus (linkscortical),
reuniens Ncl. (rechtscortical), mittlerer Hippocampus (rechtscortical), Crus 1
crebellarer Penduncel, Crus 2 (rechtscortical), (rechtscortical)

Tab. 1: Zusammenfassung der Aktivierungs- und Deaktivierungscluster. Wenn nicht anders angegeben
linkscortical.

3.2 Neuronales Tracing

Es wurden Schnitte von 15 Ratten ausgewertet. Als anterograder Tracer diente Fluororuby
(FR) oder PHA-L. Als Injektionsorte wurden thalamische Kerne ausgesucht, die in der
Literatur als vestibular assoziiert vorgeschlagen werden, sowie Kerne, die in der
vorangegangenen PET-Studie 1 als vestibular verschaltend identifiziert wurden.

Zum retrograden Tracing wurde Fluorogold (FG) verwendet, das in cerebro-corticale
Gehirnregionen injiziert wurde, vollstandig basierend auf den Ergebnissen aus PET-Studie 1
(primérer somatosensorischer Cortex, S1; anteriorer cingularer Cortex).

Die Injektionsmenge betrug jeweils zwischen 200 und 500 nl.

Fixiert wurde das Gewebe mittels PLP-Perfusion. AnschlieBend wurden Gefrierschnitte
angefertigt. Diese konnten dann im Falle von nicht autofluoreszierenden Tracern (PHA-L) mit
den entsprechenden Primar- und Sekundarantikérpern immunhistochemisch weiter
verarbeitet werden.

Bei Fluororuby und Fluorogold handelt es sich um Autofluoreszenzmarker, die keiner

weiteren Behandlung bedurften.

3.2.1 Retrogrades Tracing

Fluorogold wurde in cerebro-corticale Bereiche injiziert (S1, anteriorer cingulérer Cortex). Der
Transport des Tracers erfolgt axonal retrograd und fuhrt somit zu Markierungen neuronaler

Zellkdrper (Somata).
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3.2.1.1 Primarer somatosensorischer Cortex (S1)

Nach Injektion in den priméren somatosensorischen Cortex (siehe Abb. 19) zeigten sich im
Bereich der Thalamuskerne ipsilateral zur Injektion retrograd markierte Somata. Diese
wurden mittels des stereotaktischen Atlanten von Paxinos und Watson als Nucleus ventralis
posterolateralis (VPL), Nucleus ventralis posteriomedialis (VPM), Nucleus ventrolateralis
(VL) und posteriore Nuclei (PO) identifiziert (siehe Abb. 20, 21, 22, 23).

Des Weiteren wurden retrograd markierte Neurone in der granuldren, agranuldaren und
disgranularen Inselrinde (siehe Abb. 24) identifiziert. In der sekundaren Region des
auditorischen Cortexes sowie im Locus coeruleus (LC), einem Kerngebiet der Formatio
reticularis (siehe Abb. 25), waren retrograd markierte Neurone zu finden.

Kontralateral zur Injektion zeigten sich markierte Somata im primaren somatosensorischen

Cortex.

3.2.1.2 Anteriorer cingularer Cortex

Retrograde Markierung fand sich in den Neuronen des ipsilateral zum Injektionsort
gelegenen laterodorsalen Nucleus (LDDM) des Thalamus (siehe Abb. 26). Weiterhin wiesen
einige Regionen von granularen und disgranuléaren Inselcortexes retrograde Markierungen

auf.

3.2.2 Anterogrades Tracing

Das anterograde Tracing diente dem Nachweis von thalamo-corticalen Verbindungen.
Verwendete Tracer waren Fluororuby (FR) und PHA-L (Phaseolus vulgaris Leucoagglutinin).
Diese werden anterograd axonal transportiert und markieren somit Terminale der Axone. Sie

wurden in verschiedene Kerne des Thalamus injiziert.

3.2.2.1 Nucleus laterodorsalis, dorsomedialer Anteil (LDDM)

Ausgehend vom Nucleus laterodorsalis konnten Fluororuby-markierte terminale Felder im
anterioren cingularen Cortex mittels Fluoreszenzmikroskopie detektiert werden (siehe Abb.
27).

3.2.2.2 Nucleus ventralis posteromedialis/Nucleus ventralis posterolateralis
(VPM/VPL)

In diese thalamischen Kerne wurde PHA-L injiziert. Terminale Felder wurden daraufhin im
primaren somatosensorischen Cortex (siehe Abb. 27 B), im anterioren cingularen Cortex und
im Inselcortex gefunden. Des Weiteren fanden sich markierte prasynaptische Endigungen im

auditorischen Cortex.
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3.2.2.3 Nucleus parafascicularis (PF)

Nach Injektion in den parafascicularen Nucleus konnte Fluoreszenz im posterioren Anteil der
agranularen Inselrinde und dem Corpus amygdaloideum festgestellt werden (siehe Abb. 28).
Zusétzlich fanden sich Fluoreszenz-markierte terminale Felder im entorhinalen Cortex und in
der CAl-Region des Hippocampus. Auch im primaren somatosensorischen Cortex waren

markierte terminale Felder zu finden.

Anterograder Injektionsort Markierte Strukturen

Tracer

PHA-L, FR PF agranularer Inselcortex post. Teil, CA1 (Hippocampus), Corpus
amygdaloideum, entorhinaler Cortex, S1

PHA-L VPM/VPL Inselcortex, anteriorer cingularer Cortex, audit. Cortex

FR LDDM Anteriorer cingularer Cortex

Retrograder Injektionsort Markierte Strukturen

Tracer

FG S1 VPL, VPM, VL, Po, Granulérer und dysgranularer Inselcortex, auditor.

Cortex, LC, S1 (kontralateral)

FG Anteriorer LDDM, granulérer und disgranulérer Insel Cortex

cingulérer Corte

Tab. 2: Tracing: Injektionsstelle und Markierungen.
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Abb. 19: Fluorogold-Markierung. A) primérer somatosensorischer Cortex; HE-Farbung. B) Derselbe Schnitt:
Fluorogoldinjektion. Der Pfeil markiert jeweils den Stichkanal. Dorsal ist oben, medial ist rechts.



3. Ergebnisse 41

Abb. 20: Fluorogold-Markierung. A) ventraler Thalamus; HE-Farbung. B) Derselbe Schnitt, Fluorogold-Markierung
neuronaler Somata im Nucleus ventralis posteromedialis und im Nucleus ventralis posterolateralis. Die
Markierungen fanden sich nur ipsilateral zur Injektion. Dorsal ist oben, medial ist rechts.
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Abb. 21: Fluorogold-Markierung. A) HE-Férbung. B) Derselbe Schnitt, Fluorogold-Markierungen ipsilateral zur
Injektion im Nucleus ventralis posteromedialis, im Nucleus ventralis posterolateralis und in den posterioren Nuclei.
Der Stern kennzeichnet jeweils dieselbe Struktur. Dorsal ist oben, medial ist rechts.
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Abb. 22: Fluorogold-Markierung. A) HE-Farbung. B) Derselbe Schnitt, Fluorogold-Markierungen in den
posterioren Nuclei ipsilateral zur Injektion. Dorsal ist oben, medial ist rechts.
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Abb. 23: Fluorogold-Markierung. A) Posteriore thalamische Nuclei (PO). Dorsal ist oben, medial ist links.

B) Nucleus ventralis posteromedialis und posteriore Nuclei, deutlich weiter posterior im Vergleich zu Bild A; die
dichtere Neuronenpopulation ist dem VPM zuzuordnen, der schweifartige Anteil gehdrt zu den PO. Die
Markierungen wurden jeweils nur ipsilateral zur Injektion gefunden. Dorsal ist oben, medial ist links.
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Abb. 24: Fluorogold-Markierung. A) Lateraler cerebraler Cortex. Im Inselcortex sind markierte Neurone zu
erkennen (Pfeil). Dorsal ist oben, medial ist rechts. B) Die Ausschnittsvergro3erung eines parallelen Schnitts zeigt

beispielhaft retrograd markierte neuronale Somata im Inselcortex (Pfeile). Markierte Neurone waren jeweils nur
ipsilateral zur Injektion sichtbar. Dorsal ist oben, medial ist rechts.
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Abb. 25: Fluorogold-Markierung. A) Locus coeruleus. Die neuronalen Somata wurden nur ipsilateral zur Injektion
markiert (Pfeile). B) AusschnittsvergréRerung von A. Dorsal ist oben, medial ist rechts.
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Abb. 26: Fluorogold-Markierung (LDDM). A) Neuronale Somata des Nucleus ventralis lateralis (Pfeil). Dorsal ist
oben, medial ist rechts. B) Der Ausschnitt zeigt die markierten neuronalen Somata im Nucleus laterodorsalis,

dorsomedialer Anteil (Pfeil) im Thalamus. Markierungen zeigten sich jeweils nur ipsilateral zur Injektion. Dorsal ist
oben, medial ist rechts.
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Abb. 27: A) PHA-L-Markierung. Terminalen (Pfeil) des anterioren cingularen Cortexes. Dorsal ist oben, medial ist
links. B) Fluororuby-Markierung. Ausschnittsvergrof3erung des primaren somatosensorischen Cortexes. Sie zeigt
die markierten terminalen Fasern (Pfeile) und prasynaptischen Endigungen (Pfeilspitze). Markierungen waren
jeweils nur ipsilateral zur Injektion zu beobachten. Dorsal ist oben, medial ist rechts.
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Abb. 28: Fluororuby-Markierung A) Inselcortex, terminale Felder (Pfeile) und prasynaptische Endigungen
(Pfeilspitze). Dorsal ist oben, medial ist rechts. B) Corpus amygdaloideum. Die Pfeile zeigen beispielhaft auf die

markierten prasynaptischen Endigungen. Markierte Terminale und prasynaptische Endigungen waren jeweils nur
ipsilateral zur Injektion sichtbar. Dorsal ist oben, medial ist rechts.
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Abb. 29: A) PHAL-L-Markierung; CA1-Region des Hippocampus, markierte terminale Felder (Pfeile). Dorsal ist
oben, medial ist links. B) Fluororuby-Markierung. Entorhinaler Cortex. Ansammlungen geféarbte prasynaptische

Endigungen sind exemplarisch mit Pfeilen gekennzeichnet. Die markierten Strukturen waren jeweils nur ipsilateral
zur Injektion zu beobachten. Dorsal ist oben, medial ist rechts.
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3.3 Statistische Auswertung der Handigkeit

Alle zwdlf Tiere aus Studie 1 wurden einem Handigkeitstest unterzogen und wiesen eine
eindeutige Seitenpraferenz auf. Bei 25 Griffen in Folge bevorzugten funf Tiere zu 100% die
rechte Pfote, eines zu 96%. Linkshandigorientiert waren die anderen sechs Tiere; zwei zu
100%, eines zu 96%, zwei zu 84% und eines zu 76%.

Um die Handigkeitswahrscheinlichkeit statistisch zu untermauern wurden insgesamt 23 Tiere
einem Handigkeitstest unterzogen. Alle Tests wurden dann statistisch mit einem T-Test bei
einer Stichprobe ausgewertet. Dabei ergab sich ein p-Wert von 0,32; p> 0,005. Das
bedeutet, dass das Signifikanzniveau von 5 % Irrtumswahrscheinlichkeit nicht erreicht
werden konnte. Damit ergibt sich, dass eine signifikante Seitenpréaferenz bei Ratten

prinzipiell nicht festgestellt wurde.

Test bei einer Stichprobe

Testwert = 0
T df Signifikanz Mittlere 95% Konfidenzintervall der
(2-seitig) Differenz Differenz
Untere Obere
Handigkeit 1,016 22 ,320 ,17391 -,1809 ,5288

Tab. 3: Statistische Auswertung der Handigkeitstests.
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3.4 PET Studie 2: Das Verhalten zentral-vestibularer Areale nach akuter und

chronischer zentraler Lasion

3.4.1 Vergleich von Lasion vs. Sham-Lasion zu bestimmten Zeitpunkten nach
Lasion (ungepaarte T-Tests)

Die Ergebnisse der ersten PET-Studie lassen den Schluss zu, dass es sich bei den
thalamischen Kernen (LDDM), die erhohte Stoffwechselaktivitdt unter vestibularer
Stimulation aufwiesen, um Strukturen handelt, die eine so genannte ,,Gate-Keeper-Funktion®
haben (Dieterich and Brandt, 2008). Die Thalamuskerne sind bilateral aktiv, wahrend (ein
Verschaltungslevel hoher) im corticalen Bereich nur noch eine linksseitige Aktivierung zu
erkennen ist, unabhangig von der Seite der Stimulation.

Aus diesem Anlass wurde der linksseitige LDDM elektrolytisch entfernt, um die akute
Wirkung dieser Stérung und eventuelle Kompensationsmechanismen beobachten zu

kdénnen.

Patientenstudien und tierexperimentelle Daten lassen vermuten, dass die vestibulare
Kompensation ihren Hohepunkt innerhalb der ersten sieben Tage nach der Lasion hat und
zwischen drei und acht Wochen nach der Lasion so gut wie abgeschlossen ist (Dieringer,
1995, Ris et al., 1995, Vidal et al., 1998, Lacour, 2006). Unsere PET-Messintervalle bezogen

sich deshalb auf einen, drei, sieben und zwanzig Tage nach der Lasion.

Gegeneinander gerechnet wurden Aktivitatscluster von ladierten Tieren gegen die sham-

operierten Tiere. Die Auswertungen der Messungen ergaben folgendes Ergebnis:

Am Tag 1 nach der Lasion fanden wir eine deutliche Aktivierungssteigerung im
Postsubiculum, ipsilateral zur Stimulation/Lasion. Ein zweites Cluster erhohter
Stoffwechselaktivitat fand sich in den tiefen Schichten des Colliculus superiors ebenfalls
ipsilateral zur Stimulation/Lasion (siehe Abb. 30 A, B).

Am dritten Tag nach der Lasion zeigte sich ein Cluster erhdhter Aktivitat im kontralateral zur
Stimualtion/L&sion gelegenen medialen Teil des Corpus geniculatum (siehe Abb. 30 C).

Nach einer Woche war der ipsilaterale entorhinale Cortex die Region mit dem héchsten
Stoffwechsel im Vergleich zu sham-operierten Tieren am gleichen Tag nach der
Operation(siehe Abb. 30 D).

Im chronischen Verlauf, nach 20 Tagen, wies die kontralaterale subthalamische Struktur

Zona incerta einen erhdhten Stoffwechsel auf (siehe Abb. 31 A).
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Es wurden keine Deaktivierungscluster bei dieser Analyse gefunden.

Die Zusatzanalysen, in denen alle Zustdnde der sham-operierten Tiere mit den Messungen
aller Tiere im intakten Zustand unter vestibuldrer Stimulation und umgekehrt verglichen
wurden (Abb. 31 B und C), wurden der Vollstandigkeit halber hinzugefiigt, gehen aber nicht

in diese Auswertung mit ein.
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Abb. 30: Erhohte Aktivitat unter GVS nach vestibulérer thalamischer Lasion. Vergleich von vestibulér stimulierten
Tieren mit thalamischer Léasion mit dem Aktivitatszustand der Sham-L&sionen unter vestibulérer Stimulation.

A) 1d pOP vs. SL, Postsubiculum ipsilateral; B) 1d pOP vs. SL, Colliculus superior ipsilateral; C) 1d pOP vs. SL,
Corpus geniculatum medialis kontralateral; D) 7d pOP vs. SL, entorhinaler Cortex ipsilateral. Alle Analysen
basieren auf zwei Stichproben T-Tests. Die Koordinaten beziehen sich auf die Orientierung von Paxinos und
Watson Rattenhirnatlas, 6. Auflage (X: lateral; Y: rostral von Bregma; Z: craniocaudal).
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Abb. 31: Erhohte Aktivitat unter GVS nach vestibulérer thalamischer Lasion. Vergleich von vestibulér stimulierten
Tieren mit thalamischer Léasion mit dem Aktivitatszustand der Sham-L&sionen unter vestibulérer Stimulation.

A) 20d pOP vs. SL, Zona incerta kontralateral.

Zusatzanalysen: B) Sham-Lé&sion vs. vestibulér stimulierte Tiere vor der Lasion (alle Tage); C) vestibular
stimulierte Tiere vor der Lasion vs. Sham-Léasionen (alle Tage). Alle Analysen basieren auf Stichproben T-Tests.
Die Koordinaten beziehen sich auf die Orientierung von Paxinos und Watson Rattenhirnatlas, 6. Auflage (X:
lateral; Y: rostral von Bregma; Z: craniocaudal).
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3.4.2 Vergleich intakt vestibular stimuliert vs. post Lasionen (gepaarte T-
Tests)

Diese Analysemethode vergleicht die Messungen der vestibular stimulierten intakten Tiere
mit den Messungen nach der L&sion unter vestibularer Stimulation. Daraus ergeben sich
acht Analysen. Dies sind alle vier Zeitintervalle (1 Tag, 3 Tage, 7 Tage und 20 Tage nach der
Lasion) mit den jeweils intakten Messungen bezuglich der Aktivierung und der Deaktivierung.
Diese Ergebnisse beschreiben den zeitlichen Verlauf der Lasion und daraus resultierende

Metabolismusverhalten bestimmter Hirnareale.

3.4.2.1 Aktivierungen

Am ersten Tag nach der Lasion waren Cluster mit hoher Metabolismusrate in Teilen des
Cerebellums (Rindenregion) bilateral zu finden, wobei sich das Cluster kontralateral zur
Stimulation prominenter darstellt (siehe Abb. 32 A).

Drei Tage nach der L&sion ist die Metabolismusrate in den tiefen Schichten des
kontralateralen Colliculus superior erhéht (siehe Abb. 32 B).

Zu Beginn des chronischen Zustandes der Lasion (7 Tage nach der Lasion) wurde ipsilateral
zur Stimulation eine Region in den tiefen Schichten der weilden Substanz des Colliculus
superior detektiert. Zusatzlich zeigte kontralateral eine zweite, weiter cranial liegende Schicht
des Colliculus superior einen erhéhten Metabolismus (siehe Abb. 32 C).

PET-Messungen wahrend des chronischen Zustandes (20 Tage nach Lasion) zeigten
Aktivierungscluster im Cerebellum in derselben Region wie am ersten Tag nach der Lasion
(siehe Abb. 32 D).

Eine Zusatzanalyse beschreibt den Unterschied im Hirnmetabolismus unter vestibularer
Stimulation zwischen dem ersten Tag und dem zwanzigstem Tag nach der Lasion. Hier war
relativ weit rostral im somatosensorische Cortex erhdhte Aktivitat festzustellen (siehe Abb.
33 A). Sie war bilateral zu sehen, wobei aber der ipsilaterale Anteil starker war. Ein weiteres

Cluster erschien im Corpus geniculatum (siehe Abb. 33 B).

3.4.2.2 Deaktivierungen

Einen Tag nach der Lasion zeigte die Region des Lasionsgebietes einen erniedrigten
Stoffwechsel, verglichen zum Umgebungsstoffwechsel im Vergleich zum Zustand vor der
Lasion (siehe Abb. 34 A).

Am dritten Tag war die Region des ipsilateralen entorhinalen Cortexbereiches niedrig
beziglich der Metabolismusrate (siehe Abb. 34 B).
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Mit Beginn der chronischen Phase (7 Tage nach der Lasion) sank der Stoffwechsel im
visuellen Cortexbereich (siehe Abb. 34 C). Am zwanzigstem Tag nach L&sion wurden
niedrige Stoffwechselraten in somatosensorischen sowie in visuellen Cortexbereichen
detektiert (siehe Abb. 34 D).

Im Vergleich zwischen dem ersten Tag und dem zwanzigstem Tag nach der Lasion zeigte
sich kein signifikantes Cluster mit niedrigem Stoffwechsel (siehe Abb. 35).
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Abb. 32: Erhohte Aktivitat unter GVS nach vestibulérer thalamischer Lasion. Vergleich von vestibulér stimulierten
intakten Tieren mit dem Aktivitdtszustand der Lasionen unter vestibuldrer Stimulation. A) VL vs. 1d pOP,
cerebellare Rindenregion; B) VL vs. 3d pOP, kontralateraler Colliculus superior; C) VL vs. 7d pOP, ipsilateraler
Colliculus superior; D) VL vs. 20d pOP, cerebellare Rindenregion.

Alle Analysen basieren auf gepaarten T-Tests. Die Koordinaten beziehen sich auf die Orientierung von Paxinos
und Watson Rattenhirnatlas, 6. Auflage (X: lateral; Y: rostral von Bregma; Z: craniocaudal).
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Abb. 33: Erhdhte Aktivitat unter GVS nach vestibularer thalamischer Lasion. Vergleich von Aktivitatszustéanden
des ersten und des 20. Tages nach der Lasion unter vestibularer Stimulation. A) Somatosensorischer Cortex
(S1), ipsilateral; B) Peripendicular Nucleus, kontralateral.

Alle Analysen basieren auf gepaarten T-Tests. Die Koordinaten beziehen sich auf die Orientierung von Paxinos
und Watson Rattenhirnatlas, 6. Auflage (X: lateral; Y: rostral von Bregma; Z: craniocaudal).
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Abb. 34: Deaktivierung unter GVS nach vestibularer thalamischer Lasion. Vergleich von vestibuléar stimulierten
intakten Tieren mit dem Aktivitdtszustand der L&sionen unter vestibularer Stimulation. A) VL vs. 1d pOP,
Lasionsgebiet; B) VL vs. 3d pOP, entorhinaler Cortex; C) VL vs. 7d pOP, ipsilateraler visueller Cortex; D) VL vs.
20d pOP, somatosensorischer und visueller Cortex.

Alle Analysen basieren auf gepaarten T-Tests. Die Koordinaten beziehen sich auf die Orientierung von Paxinos
und Watson Rattenhirnatlas, 6. Auflage (X: lateral; Y: rostral von Bregma; Z: craniocaudal).
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Abb. 35: Deaktivierung unter GVS nach vestibulérer thalamischer Lasion. Vergleich von Aktivitdtszustadnden des
ersten und des zwanzigsten Tages nach der Lasionen unter vestibularer Stimulation. Keine Areale mit niedrigem
Stoffwechsel verglichen zum Umgebungsstoffwechsel.

Alle Analysen basieren auf gepaarten T-Tests. Die Koordinaten beziehen sich auf die Orientierung von Paxinos
und Watson Rattenhirnatlas, 6. Auflage (X: lateral; Y: rostral von Bregma; Z: craniocaudal).
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Tag nach Aktivierungen (erhdhte Stoffwechselrate im Deaktivierungen (niedrige
Lasion Vegleich zu préaladierten PET-Messungen unter Stoffwechselrate im Vegleich zu
vestibulérer Stimulation) praladierten PET-Messungen unter

vestibulérer Stimulation)

1 Cerebellum bilateral, aber kontralateral Lasionsgebiet
starkeres Signale

Colliculus superior kontralateral Entorhinaler Cotex ipsilateral

Colliculus superior kontralateral, Tiefe Visueller Cortex ipsilateral
weil3e Schicht des Colliculus superior ipsilateral

20 Cerebellum bilateral, &hnliche Aktivierung Somatosensorischer
wie Tag 1 Cortex,
visueller Cortex, ipsilateral

1vs. 20 Somatosensorischer Cortex bilateral aber Keine Cluster
ipsilateral starker,
Corpus geniculatum medialis kontralateral

Tab. 4: Erhohte Aktivitat und Deaktivierung unter GVS nach vestibuléarer thalamischer Lasion. Vergleich von
vestibular stimulierten Tieren im intakten Zustand mit dem Aktivitatszustand der Lasionen unter vestibularer
Stimulation.

3.5 Immunhistochemie der Neurotransmission

3.5.1 Dopaminerges System

Schnitte, die retrograd eine Verbindung zwischen dem somatosensorischen Cortex und
vestibular assoziierten Kernen des Thalamus aufwiesen, wurden mit Tyrosin-Hydroxylase
(TH) -Antikorper inkubiert. Es konnten keine TH-positiven Neurone in den Thalamuskernen
identifiziert werden (siehe Abb. 36).
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Abb. 36: A) Vestibular assoziierte FG-gefarbte Thalamusnuerone; B) Dieselbe Struktur in TH-Inkubation weist
keine Farbung auf; Pfeile markieren jeweils dieselbe Region. C) Hypothalamische TH-positive Neurone in einer
anderen Region aber im selben Schnitt.
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3.5.2 Opioiderges System

Anterograde Tracer markierten Terminale in somatosensorischen Cortexbereichen. Diese
Schnitte wurden mit einem Antikorper gegen den p-Opioidrezeptor inkubiert (MOR).
Neuronale Somata, in deren Nachbarschaft anterograd markierte Terminale nachgewiesen
wurden, wiesen MOR-positive Immunfluoreszenz auf (siehe Abb. 37 und 38).

Abb. 37: Somatosensorischer Cortex: MOR-positive neuronale Somata mit getraceten Terminalen (Pfeil).

Abb. 38: Ausschnittsvergréerung von Abb. 37. MOR-positive neuronale Somata mit getracten Terminalen (Pfeil).
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4. Diskussion

4.1 Der vestibulare Cortex bei Ratten (PET-Studie 1 und neuronales Tracing)

Um die Befunde der PET-Studie 1 und des neuronalen Tracings diskutieren zu kodnnen,
werden sie noch einmal anschaulich in Abbildung 39 schematisch aufgefiihrt. Dargestellt
sind die thalamischen, sucorticalen und cerebrocorticalen Areale, die in der PET unter
vestibularer Stimulation erhdhte Stoffwechselaktivitdit aufwiesen (grau unterlegt).
Thalamische Kerne, die aus anderen Studien bekannt sind, vestibular assoziiert zu sein, sind
weil3 unterlegt.

Die Pfeile reprasentieren die Verbindungen, die mittels neuronalem Tracing ermittelt werden
konnten. Die gelben Pfeile beschreiben die retrograd identifizierten und die roten Pfeile die

anterograd identifizierten Verbindungen.

Abb. 39: Schema vestibuléar-assoziierter Areale. In dieser PET-Studie ermittelte Areale (grau unterlegt) und aus
Literatur bekannte Areale (weil3 unterlegt). Rote Pfeile beschreiben unsere Befunde des anterograden Tracings.
Gelbe Pfeile beschreiben unsere Befunde des retrograden Tracings.
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4.1.1 PET-Studie 1: Vestibulare Areale

4.1.1.1 Aktivierungen (Areale mit erhdhter Stoffwechselaktivitat)

Um Veranderungen in vestibulo-cerebrocorticalen Bereichen nach akuten und chronischen
Lasionen beurteilen zu koénnen, ist es grundlegend, die intakte zentrale Verschaltung
vestibularer Informationen vorab zu untersuchen.

Die Messmethode sowie die Stimulationsmethode fir die Studie 2 konnten so auch mit

Studie 1 entwickelt und etabliert werden.

Das vestibulare System von der Wahrnehmung durch das Organ bis hin zu den
Vestibulariskernen im Hirnstamm wurde umfangreich untersucht. Auch die Reaktion der
Weiterleitung der Sinnesinformation nach einer peripheren Lasion und insbesondere das
Verhalten der Vestibulariskerne nach einer akuten sowie chronischen Lasion des peripheren
Organs sind detailliert untersucht, wenn auch noch nicht vollends verstanden. Das Verhalten
der Neurone in den Vestibulariskernen, insbesondere die Regulation der Neurotransmitter
und ihrer Rezeptoren und deren Verhalten nach Lasionen, war bereits Fokus vieler Studien
(z.U. Darlington and Smith, 2000).

Es existieren zusatzlich noch einige wenige Informationen tber thalamische Kerne und ihre

Funktion in der vestibularen Verschaltung (Meng et al., 2007, Zwergal et al., 2009).

Mit jeder nachsthdheren Instanz der vestibularen Verschaltung werden die Verbindungen
und Verknipfungen komplizierter, weil die vestibuldre Information in ein groRes Netzwerk
verschiedenster Informationsverarbeitungen eingebunden ist. So ist auf cerebro-corticaler
Ebene das Wissen Uber vestibuldare Beteiligung noch immer unvollstandig (Guldin and
Grusser, 1998).

Bis zum heutigen Zeitpunkt ist der cerebrale Cortex der Ratten nur in Ansatzen auf
vestibuldre Verarbeitung untersucht worden bzw. gibt es keine Studien, die das System in
vivo genau beschreiben. Mit funktioneller Bildgebung ergeben sich Mdglichkeiten, dieses
System in vivo zu untersuchen, was Ableitungs- und Tracing-Studien in diesem Umfang (z.B.

longitudinale Studien) nicht leisten kdnnen.

Ein Verfahren wie die PET ermdglicht eine funktionelle Darstellung bestimmter Hirnareale

und macht es méglich, dieselben Individuen mehrmals zu testen.
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In dieser Studie wurden insgesamt zwoOlf Tiere untersucht, die wahrend des gesamten
Verlaufs mehrmals gemessen werden konnten. Dies war nétig, da das Messverfahren
kompliziert und umfangreich war und unter Umstanden ein methodischer Parameter
temporar fehlerhaft war (Aktivitdt zu spat geliefert, Narkoseprobleme etc.). Die Messungen
konnten in solchen Fallen wiederholt werden. Somit ist die interindividuelle Abweichung der
Daten auf ein Minimum reduziert.

Da es sich hierbei um eine System-Studie handelt, ist davon auszugehen, dass die
vestibuldre Verschaltung bei allen Tieren gleich funktioniert, allerdings hatten wir keinen
Einfluss auf den individuellen Zustand der Tiere.

Der Tracer (radioaktiv markierte Glukose, *®F-FDG) konnte intraperitoneal appliziert werden
und mit der so genannten ,Totzeit® konnte festgestellt werden, ob sie im Gehirn
angekommen ist. Wenn nicht, konnte auch in diesem Fall die Messung an einem anderen
Tag wiederholt werden. Jedoch ist die Aufnahme des Tracers etwas variabel, da die
Injektionen trotz sorgfaltigster Durchfiihrung etwas voneinander abweichen. Die Mengen des
Tracers lagen zwischen 25 und 35 Megabequerel. Mit dieser Menge ist eine Detektion des

Tracers in Gewebe mit erhéhtem Stoffwechsel gewéhrleistet.

Dies ist die erste Studie, die vestibular assoziierte cerebro-corticale und subcorticale Areale
bei Ratten mit funktioneller Bildgebung identifizieren konnte. Die Ergebnisse konnten mit den
Daten des neuroanalen Tracings unterstitzt werden. Die Ergebnisse dieser Studie decken
sich weitgehend mit den neurophysiologischen und neuroanatomischen Ergebnissen
friherer Studien und ergdnzen diese dartber hinaus. Ebenfalls lassen sie sich in Einklang
bringen mit Daten aus der humanen funktionellen Bildgebung. Alle Daten werden in den

folgenden Abschnitten analysiert und diskutiert.

Kein primérer vestibularer Cortex

Zur Aufrechterhaltung des Gleichgewichtes muss das Gehirn visuelle, motorische und
vestibulare Informationen miteinander in Einklang bringen und permanent aufeinander
abstimmen. Der Gleichgewichtssinn ist ontogenetisch ein sehr alter, grundlegender Sinn, der
sich nicht auf ein primares Cortexareal beschrankt, sondern vielmehr ein multimodales
Netzwerk mit anderen Projektionen bildet.

Verschiedene Studien beschaftigten sich mit vestibular verschaltenden corticalen und
subcorticalen Arealen. Die meisten Studien zeigen die Beteiligung mehrerer Areale. Diese
gelten als multimodal. Das heif3t, dass nur einen bestimmten Anteil der Neurone vestibulare

Signale verarbeiten, wahrend die restlichen Neurone andere Signale verarbeiten.
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Multimodalitat kann aber auch bedeuten, dass dasselbe Neuron mehrere Eingénge erhalt

und die Information gesondert weiterleitet.

Inselcortex, somatosensorischer Cortex und anteriorer Cortex

Malgeblich beteiligte Areale scheinen der posteriore Inselcortex, der priméare
somatosensorische Cortex sowie der anteriore cingulare Cortex zu sein. (Odkvist et al.,
1974, Roucoux-Hanus and Boisacq-Schepens, 1974, Liedgren et al., 1976, Guldin et al.,
1992, Guldin et al., 1993, Shi and Cassell, 1997, Guldin and Grusser, 1998, Nishiike et al.,
2000, Suzuki et al., 2001). In dieser Studie konnten diese Areale erstmasl tierexperimentell
mit funktioneller Bildgebung ebenfalls als vestibular-assoziiert ermittelt werden (Abb. 14).

Mit dem retrograden Tracing haben wir zusatzlich rein anatomische eine Verbindung
zwischen dem somatosensorischen Cortex und der Inselrinde darstellen kénnen (Abb.24).
Der anteriore cinguléare Cortex steht anatomisch in Verbindung mit den thalamischen Kernen
(LDVL, LDDM), die funktionell als vestibular identifiziert wurden (Abb. 15 B, C). Dies konnte
mit retrogradem sowie anterogradem Tracing gezeigt werden (Abb. 26, 27).

Da die oben genannte cerebro-corticalen Areale auch bekannt dafur sind, unter anderem
somatosensorische und optokinetische Reize zu verarbeiten, ist davon auszugehen, dass
auch hier nur ein prozentualer Anteil der Neurone fir die Verarbeitung vestibularer
Informationen zustandig ist. Wie grof3 dieser Anteil ist oder welche Neurone vestibular
verschalten, konnte im Rahmen dieser Studie nicht geklart werden. Hierzu bedarf es
elektrophysiologischen Ableitungen, bei der tierexperimentell die oben genannten

Gehirnareale mit Einzelableitungen untersucht werden (Guldin and Grusser, 1998).

Das Netzwerk der vestibularen Verschaltung

Die Auswertung der Aktivititsmuster in bestimmten Gehirnarealen nach vestibularer
Stimulation im Verhaltnis zum Umgebungsstoffwechsel ergab, dass es keinen dominanten
primaren Cortex gibt, der die vestibulare Information verarbeitet. Es handelt sich hierbei
vielmehr um ein Netzwerk aus verschiedenen Strukturen, das heil3t mehrere Areale weisen
einen erhohten Glukosestoffwechsel unter vestibularer Stimulation auf. Wie zu erwarten watr,
sind verschiedene cerebro-corticale, subcortical sowie cerebellare Areale an der
Informationsverarbeitung beteiligt (Bottini et al., 1994, Guldin and Grusser, 1998, Brandt and
Dieterich, 1999b, Dieterich et al., 2003).

Diese Daten der funktionellen Untersuchung vestibularer cerebro-corticaler Areale bestétigen
und erweitern das schon bestehende Bild eines Netzwerkes. Daten aus Tracer-Studien,
Ableitungs-Studien, aber auch funktionell bildgebenden Studien von Menschen zeichnen ein

ahnlich komplexes Bild (Odkvist et al., 1974, Roucoux-Hanus and Boisacq-Schepens, 1974,
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Liedgren et al., 1976, Guldin et al., 1992, Guldin et al., 1993, Shi and Cassell, 1997, Guldin
and Grusser, 1998, Nishiike et al., 2000, Suzuki et al., 2001).

Da es sich beim vestibularen System um einen essentiellen Sinn handelt, dessen Funktion
abhéangig ist vom Zusammenspiel vieler Information (Motorik, Somatosensorik, visuelle
Wahrnehmungen, etc.), ist zu vermuten, dass er mit sehr vielen Korperfunktionen in
Verbindung steht und deshalb Anteile an verschiedenen zentralen Verschaltungsregionen
hat. Diese Regionen sind demnach als multimodal anzusehen.

Das vestibuldre System besteht also aus der Verknipfung verschiedener Sinneseindriicke
und Koérperwahrnehmungen. Dazu gehodren zum Beispiel der Sehsinn, motorische Kontrolle
des Korpers und viszerosensible Wahrnehmungen. Hinzu kommen ,Angstzentren®, wie die
Amygdala, Systeme der rdumlichen Navigation wie der Hippocampus, das Postsubiculum
oder der entorhinalen Cortex und Regionen wie der anteriore cinguldre Cortex, der Teil des

limbischen Systems ist und sensorische Eindriicke mit Emotionen verbindet.

Lateralisation vestibularer Areale?

Alle Strukturen, die unter vestibularer Stimulation erhohte Aktivitat aufwiesen, waren
linkshemisphérisch lokalisiert, unabhangig von der Seite der Stimulation. Die einzigen
Strukturen, die unter linksseitiger Stimulation bilateral erhdhte Aktivitat aufwiesen, waren die
thalamischen Kerne (LDVL, LDDM) und das Cerebellum. Dies steht im Widerspruch zu
Daten der vestibularen Eingdnge beim Menschen, die zwar bilateral verarbeitet werden, aber
sich in der funktionellen Bildgebung dominant rechts darstellen. Dabei ist die Auspragung der
Aktivitat links und rechts stark von der Handigkeit der Person abhéngig. Die Aktivitat ist
starker in der nicht-dominanten Hemisphare, das heil3t bei Rechtshandern rechts und bei
Linkshandern links (Dieterich et al., 2003). Aus diesen Grinden haben wir versucht, die
Handigkeit der Tiere zu ermitteln. Nach statistischer Auswertung unserer Tests hat sich
keine signifikante Lateralisation ergeben. Einige der getesteten Tiere (alle 12 Tiere aus PET-
Studie 1) wiesen allerdings eine 80-100-prozentige Praferenz fur eine Pfote auf. Man kann
vermuten, dass einige der Tiere eine Praferenz haben oder entwickelten bzw. sich
aneigneten. Das natilrliche Habitat der Tiere lasst aber darauf schlieBen, dass die Ratten
keine Handigkeit bendétigen, da sie kaum Nahrung manipulieren und somit nicht im Besitz
besonderer feinmotorischer Fahigkeiten sein missen. Eine Studie untersuchte die
motorischen Fahigkeiten bei Ratten nach einem neurochirurgischen Eingriff (Budilin et al.,
2006). In Vorversuchen versuchten sie die Handigkeit der Tiere zu testen. Sie bestimmten,
dass wenn acht von zehn Greifversuchen mit rechts oder mit links durchgefiihrt wurden,
dass die Tiere eine Handigkeit besitzen. Diese Tests belegen statistisch jedoch keine

Handigkeit. Darlber hinaus existieren einige Studien tUber Handigkeit bei anderen Nagern
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und auch hoéheren Saugetieren wie zum Beispiel Primaten (Hopkins, 1993). In allen Studien
konnte keine eindeutige Handigkeit festgestellt werden.

Die Seite der Stimulation ergab ebenfalls keine Veranderung, alle Areale erschienen
linkscortical. Unter linksseitiger vestibularer Stimulation ergaben sie allerdings mehr Areale
mit erhohter Stoffwechselaktivitat im Vergleich zu den PET-Messungen unter rechtseitiger

Stimulation.

Cerebrocorticale Areale

Der somatosensorische Cortex stellte sich bei linker und auch bei rechter Stimulation am
prominentesten dar.

In der Studie von Emri und Kollegen wurde erstmals mit der PET unter kalorischer
vestibuldarer Stimulation beim Menschen vestibular-assoziierte Areale ermittelt (Emri et al.,
2003). Interessanterweise weist der kontralaterale somatosensorische Cortex (S2) nur bei
rechter kalorischer Stimulation eine erhdhte Aktivierung auf. Studien an Katzen und Affen
zeigen eine Beteiligung des Brodmann-Areals 3a, das zum primaren somatosensorischen
Cortex (S1) gezahlt wird (Sans et al., 1970, Odkvist et al., 1974, Akbarian et al., 1992, Guldin
et al., 1992, Akbarian et al., 1994, Guldin and Grusser, 1998). Es wird vermutet, dass der
Anteil der aktivierten Neurone hierbei zwischen 30% und 50% liegt (Guldin and Grusser,
1998). Im somatosensorischen Cortex wird unter anderem propriozeptive Wahrnehmung
verarbeitet. Propriozeption bezeichnet die Wahrnehmung von Kérperbewegung und -lage im
Raum und ist demnach ein wichtiger Bestandteil des vestibularen Netzwerkes.

Weitere deutliche Aktivierungscluster haben wir im Inselcortex, im auditorischen Cortex, im
anterioren cingularen Cortex sowie im entorhinalen Cortex feststellen kdnnen (Abb. 39).

In der Literatur wird der posterio-insular-vestibulare Cortex (PIVC) als eines der
prominentesten Areale in der cerebralen Verschaltung der vestibularen Information
dargestellt (Bottini et al., 1994, Brandt et al., 1994, Guldin and Grusser, 1998, Brandt and
Dieterich, 1999b, Emri et al., 2003). Mehr als 50% seiner Neurone gelten als vestibular
verschaltend. Auch wir haben einen deutlichen insuldren Anteil in unseren
Aktivierungsclustern zeigen kénnen (Abb. 16 B). Damit ist auch bei Ratten der insulare
Cortex als vestibular verschaltend physiologisch identifiziert. Es ist anzunehmen, dass es
sich hierbei ebenfalls um eine multimodal verschaltende Region handelt.

Die Beteiligung des auditorischen Cortexes lasst sich auch mit der multimodalen
Verschaltung erklaren. Man kann annehmen, dass der als auditorisch beschriebe Cortex
(Ratten-Atlas) nicht nur auditorische Signale verarbeitet. Eine PET-Studie, die sich mit rein
auditorischer Verschaltung beschaftigte, zeigte, dass die in unserer Studie gezeigte Struktur

Teil des Aktivitatsclusters der funktionell-auditorischen Studie ist (Hsu et al., 2009). Das
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auditorische Areal ist aber um einiges grof3er und man kann annehmen, dass sich dieser
Cortexbereich die Verschaltung teilt.

Auch der anteriore cingulare Cortex wurde in der Literatur schon als vestibular verschaltend
beschrieben. Bottini et al. (1994) haben als eine der ersten Gruppen mit funktioneller
Bildgebung (PET) beim Menschen vestibuldre cerebro-corticale Areale untersucht. Sie
zeigen unter anderem in insular-corticalen cinguléaren Arealen sowie im Putamen erhohte
Aktivierung wéahrend vestibularer Stimulation.

Auch Bense et al. zeigten mittels funktioneller Bildgebung (fMRT) die Beteiligung an
vestibularer und okulomotorischer Verschaltung des anterioren cingularen Cortex, des

Inselcortex sowie des Cerebellums (Bense et al., 2001).

Cerebellare Areale

Die Aktivierungscluster (Crus 1, Abb. 15 E) sowie die Deaktivierungscluster (Paraflocculi,
Abb. 17 B) im Cerebellum sind eine Bestéatigung der schon in der Literatur bekannten
Tatsache, dass das Cerebellum eine malRgebliche Rolle in der Verarbeitung der Feinmotorik
und der Generierung von Sakkaden spielt (Takemori and Cohen, 1974, Lisberger and Fuchs,
1978b, Ito et al., 1982).

Die bilaterale Aktivierung der Crus 1-Region in unserer Studie bestatigt Projektionen, die
schon in friheren Studien durch elektrische Ableitungen gefunden wurden (Schlosser et al.,
2001).

Subcorticale Areale

Erhodhte Aktivitat in subcorticalen Strukturen wie dem Hippocampus, den thalamischen
Kernen (LDDM und LDVL), dem Corpus amygdaloideum und dem praoptischen Nucleus,

wurde ebenfalls unter vestibularer Stimulation detektiert.

Hippocampus

Der Hippocampus ist mafigeblich am raumlichen Lernen beteiligt und ist deshalb eine
potentiell wichtige Komponente der vestibularen Verknipfung. Dies konnte bereits in
verschiedenen Studien belegt werden (Russell et al., 2003, Zheng et al., 2003, Smith et al.,
2005). Hierbei handelte es sich jeweils um peripher-unilaterale Lasionen des vestibularen
Systems, die deutliche Langzeitfolgen fiir die elektrischen und neurochemischen Prozesse
des Hippocampus hatten. Hippocampale Eingdnge von vestibularen Informationen aus dem

Thalamus ziehen zum parietalen Cortex und werden wieder tUber den entorhinalen Cortex
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dorthin zuriickprojiziert (Brotchie et al., 1995b, Smith and Darlington, 1997). Der entorhinale
Cortex ist mal3geblich beteiligt an Prozessen des rAumlichen Lernens.

Thalamische Kerne

Die thalamischen Kerne sind die letzte subcortical Schaltstation (Relaisstation) der
vestibularen Verschaltung bevor die Information zum cerebralen Cortex gelangt. Hier konnte
eine Bilateralitat der vestibularen Verschaltung festgestellt werden. In anderen Studien
wurden ebenfalls thalamische Anteile der vestibularen Prozessierung mit der PET und fMRT
ermittelt. Es wird vermutet, dass sie eine so genannte ,Gate-Keeper-Funktion® zu haben
(Bense et al., 2001). Neuroanatomisch haben wir die Verbindung der thalamischen Kerne
zum anterioren cingularen Cortex ebenfalls darstellen kdnnen. Die Kombination unserer
Daten und der Daten aus der Literatur lasst auf die Richtigkeit dieser Schlussfolgerung

schlieRen.

Amyqgdala

Das Corpus amygdaloidum konnte bei Weltraum-Flug-Experimenten als vestibular
verarbeitend nachgewiesen werden. Hier wurde eine erhthte Expression so genannter
J<mmediate early genes (IEG) unter verminderter Gravitation in der Ratte festgestellt
(Pompeiano et al., 2004). IEGs sind Gene, die unter dem Einfluss von erhdhter Zellaktivitat
verstarkt transkribiert werden. Sie vermittelt eine schnelle Zellantwort und somit die schnelle
Biosynthese von bengtigten Proteinen. Mit dem anterogradem Tracing haben wir zwischen
dem Nucleus parafascicularis (PF) und der Amydala eine Verbindung zeigen kénnen (Abb.
28). Der PF wurde in friheren Studien schon als vestibular-assoziiert identifiziert (Lai et al.,
2000).

Hypothalamische Kerne

Eine Struktur, die wir mit der PET als vestibular-assoziiert ermittelt haben und in der Literatur
nicht im Zusammenhang mit dem vestibularen System erwahnt wird, ist der praoptische
Nucleus. Die einzige Verbindung, die einen Beriihrungspunkt mit dem vestibularen System
aufweist, ist die Verbindung zur Amygdala. Der praoptische Nucleus spielt laut Literatur eine
Rolle in der Sexualitat und in der Regulation des Stoffwechsels. In welcher weise dieser Kern
in die vestibulare Verschaltung integriert ist, kann an dieser Stelle nicht geklart werden.

Ein weiteres hypothalamisches Areal, das erhohte Stoffwechselaktivitdt unter vestibularer
Stimulation aufwies ist der Nucleus paraventricularis (15 D). Dieser Kern ist bekannt daftr

die Hormone Oxytocin und das antidiuretische Hormon zu produzieren. Azzena und Kollegen
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haben in ihrer Studie zeigen kénnen, dass der Druck im Innenohr mitverantwortlich ist fir die
Produktion dieser Hormone durch den Nucleus paraventricularis und den Nucleus
supraopticus (Azzena et al., 1993). Sie schlieRen aus ihren Ergebnissen, dass die
Rezeptoren, die auf den Druck reagieren im hautigen Labyrinth sitzen.

4.1.1.2 Deaktivierungen (Areale mit verringerter Stoffwechselaktivitat)

Linksseitige Stimulation

Zusatzlich werden Areale betrachtet, die unter vestibuldrer Stimulation einen niedrigeren
Stoffwechsel als das Umgebungsgewebe im Vergleich zu den Kontroll-Tieren aufweisen.
Nach linksseitiger Stimulation fanden wir kontralateral (rechtshemispherisch) verringerte
Stoffwechselaktivitat in der Amygdala, bilateral in den cerebelldaren Paraflocculi sowie im
caudalen Nucleus des lateralen longitudinalen Fasciculus. Ebenfalls kontralateral verringert
war der Stoffwechsel in einem Teil des Nucleus reuniens, im ventralen Nucleus des lateralen
Lemniscus und in der cerebellaren Crus 2-Region (Abb. 17).

Die niedrige Stoffwechselrate kontralateral (rechtscortical nach linksseitiger Stimulation) lasst
darauf schlieRen, dass die Stimulation zunachst in ipsilateralen Arealen eine erhéhte Aktivitat

hervorruft.

Amygdala

Ein Deaktivieringscluster der Amygdala rechtscortical nach linksseitiger Stimulation und eine
Aktivierung linkscortical unter rechtsseitiger Stimulation (Abb. 16 D, 17 A) lasst auf eine
Kreuzung der Bahnen schlieBen. Wobei man davon ausgehen kann, dass der rechtscotical
gelegene Kern weniger von Bedeutung ist, zumal er bei einer linsseitigen Stimulation gar

nicht im Aktivitdtsclusternetzwerk auftaucht.

Nucleus reuniens

Der Nucleus reuniens ist bekannt als der Ursprungsort hippocampaler Afferenzen. Er konnte
als Verbindungsareal zwischen dem prafrontalem Cortex und dem Hippocampus identifiziert
werden (Vertes et al.,, 2007). Er spielt eine Rolle bei der Gedachtnisbildung und in der
Bewertung von Emotionen. Eine Verringerung des Stoffwechsels kann bedeuten, dass
dieses Verbindungsareal wahrend vestibularer Stimulation weniger von Bedeutung ist, da die

die Informationen aus dem préfrontalen Cortex zun&chst nicht vermittelt werden miissen.
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Paraflocculi und Crus 2-Region

Die Paraflocculi spielen eine Rolle in der Sakkadenbildung (Sakkaden = schnelle, ruckartige
Augenbewegungen). Ist das vestibulare System geschadigt durch eine Lasion im peripheren
Organ oder in den Vestibulariskernen, tritt ein Nystagmus auf. Die Stimulation aktiviert das
intakte System; vielleicht gibt es hier einen Mechanismus, der eben diese Funktion
(Nystagmus: unkontrollierbaren, rhythmischen Bewegungen der Augen) im intakten Zustand
unterdrickt.

Dadurch, dass die Flocculi eine zentrale Rolle bei Sakkadengenerierung spielen, reagieren
sie bei Erkrankungen des vestibularen Systems. Eine Studie zeigte, dass nach ipsilateraler
Flocculoektomie die kompensatorische Steigerung der intrinsichen Erregbarkeit unterdriickt
wurde. Sie tritt normalerweise in deafferentierten Neuronen des medialen vestibularen
Nucleus innerhalb weniger Stunden nach unilateraler Labyrinthektomie auf (Johnston et al.,
2002). Die Deaktivierung unter Stimulation des intakten Systems in dieser Region lasst
darauf schlie3en, dass diese Region der Flocculi im intakten Zustand nicht so stark von
Bedeutung ist.

Ableitungs-Studien zeigen eine erhéhte Aktivitat von Purkinjezellen der Flocculi bei Tieren,
die wahrend einer Rotation ihre Blickrichtung auf einen Punkt fixieren. Daher wird
angenommen, dass die Flocculi wichtig sind fur die Aufrechterhaltung der sanften
Augenbewegungen (Takemori and Cohen, 1974, Lisberger and Fuchs, 1978a).

Nach Lasion der vestibulo-floccularen Verbindung haben sich labyrintectomisierte Tiere
wesentlich schlechter erholt als die Tiere, deren vestibulo-flocculare Verbindung noch intakt
war (Kitahara et al., 2001). Es kdnnte Bedeuten, dass die Flocculi eine gré3ere Rolle im
ladierten System spielen.

Die motorische Koordination wird zu einem groRen Teil durch das Cerebellum kontrolliert. Es
ist an dieser Stelle nicht ganz klar, weshalb die Stoffwechselaktivitat in genau diesem Areal
(Crus 2-Region) herabsetzt wurde. Es ware anzunehmen, dass das gefundene Areal fir

motorische Regulationen zustandig ist, die durch andere Stimuli aktiviert werden.

Nucleus des lateralen longitudinalen Fasciculus

Auch der caudale Nucleus des lateralen longitudinalen Fasciculus ist in der zentralen
Regulierung bestimmter Augenmuskeln involviert und weist ebenfalls eine niedrige
Stoffwechselaktivitat auf unter vestibularer Stimulation auf. Er ist Teil eines Faserbiindels
des Hirnstamms. Dieses Faserbiindel beginnt am rostralen Ende der Formatio reticularis und
zieht zum Ruckenmark. Die aufsteigenden Neurone vermitteln sensorische Informationen,
wahrend die Absteigenden motorische Informationen an das Ruckenmark senden. Ein Kern

der Formatio reticularis ist der Locus coeroleus, welcher in dieser Studie mit retrogradem
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neuronalem Tracing ermittelt wurde. Wir stellten eine Verbindung zwischen dem
somatosensorischen Cortex und Locus coeruleus dar (Abb. 25).

Das mediale Langsbindel enthélt unter anderem Fasern der Augenmuskelkerne (Nucleus
oculomotorii, Ncl. abducens und Ncl. trochlearis) sowie der Vestibulariskerne. Die auf- und
absteigenden Verbindungen innerhalb dieser Nervenbahn spielen eine grof3e Rolle bei der
Koordination der Blickbewegung. Eine Verringerung der Stoffwechselaktivitat 1&asst darauf
schliel3en, dass im intakten System diese Region weniger beansprucht wird. An dieser Stelle
sei noch einmal erwéahnt, dass die Tiere narkotisiert und somit in einer Ruhelage gemessen

wurden.

Nucleus des lateralen Lemniscus

Der Nucleus des lateralen Lemniscus ist Teil des auditorischen Systems und man kann
annehmen, dass dieser wahrend des vestibularen Reizes nicht beansprucht wird und

deshalb sein Stoffwechsel gering ist.

Rechtseitige Stimulation

Gehirnareale, die Deaktivierungmuster aufweisen unter rechtsseitiger Stimulation sind der
Nucleus tegmentalis dorsalis (medial), der dorsolaterale Lemniscus (kontralateral) und

Hippocampus sowie die Crus 1-Region (ipsilateral) (Abb. 18).

Nucleus tegmentalis dorsalis

Der Nucleus tegmentalis dorsalis steht in Verbindung mit den ventralen und posterioren
thalamischen Kernen, gilt aber als Vermittler von Eingdngen des préfrontalen Cortexes
(Rotter and Jacobwitz, 1981). Eine niedrige Stoffelaktivitat an dieser Stelle erklart ebenfalls
eine niedrige Bedeutung der prafrontalen Eingange unter vestibularer Stimulation, wie den

niedrigen Stoffwechsel des Nucleus reuniens wahrend vestibularer Stimulation.

Dorsolateraler Lemniscus

Der Lemniscus lateralis ist eine Nervenbahn im Stammhirn und Bestandteil der Horbahn.
Wahrend vestibularer Eingédnge scheint die Vermittlung der auditorischen Signale

zweitrangig, was den herabgesetzten Glucosestoffwechsel erklart.
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Hippocampus und Crus 1-Region

Teile des Hippocampus und des Cerebellums (Crusl) sind vestibular assoziiert, allerdings ist
deren genaue Aufgabe innerhalb des vestibularen Netzwerkes nicht bekannt. Die

Deaktivierungscluster an dieser Stelle konnten nicht im Detail verstanden werden.

4.1.2 Neuronales Tracing

4.1.2.1 Anterogrades Tracing

Um thalamo-corticale Verbindungen zu identifizieren, wurde ein anterogrades Tracing
durchgefuhrt. Es soll noch einmal darauf hingewiesen werden, dass retrograde und
anterograde Tracings nichts tUber die Funktion der gefundenen Verbindung aussagt, sondern
lediglich die neuronalen Verknupfung subcorticaler Bereiche mit cerebro-corticalen Arealen
darstellt. Da die Auswahl der Injektionsorte des Tracers neben den aus der Literatur
bekannten Daten auch auf den PET-Daten dieser Arbeit basiert (PET-Studie 1), kann die
Beteiligung der gefundenen Verbindungen an vestibularer Projektion angenommen werden.

Das soll im Folgenden diskutiert werden.

Anteriorer cingularer Cortex

Injektionen des anterograden Tracers Phaseolus vulgaris-Leucoagglutinin (PHA-L) in die
thalamischen Kerne VPL oder VPM flhrten zu Markierungen terminaler Felder im anterioren
cingularen Cortex. Ein weiteres anterogrades Tracing ausgehend vom thalamischen Kern
LDDM mit dem autofluoreszierenden Tracer Fluororuby (FR) wies ebenfalls Markierungen
terminaler Felder im anterioren cingularen Cortex auf.

Es gibt verschiedene Studien, um die cerebro-corticalen Felder, die bei der vestibularen
Verarbeitung beteiligt sind, mit verschiedenen Methoden zu untersuchen. Wéahrend man in
den Siebzigern und Achtzigern des vergangenen Jahrhunderts hauptsachlich
neurophysiologische Ableitungen durchfiihrte, bediente man sich in den Neunzigern
Uberwiegend neuronaler Tracing-Methoden. Dies gilt insbesondere fir Studien an nicht-
menschlichen Primaten.

So konnte beim Totenkopfaffen (Saimiri sciureus) eine Verbindung zwischen den
Vestibulariskernen im Hirnstamm und dem anterioren cingularen Cortex gefunden werden
(Akbarian et al., 1993). Auch bei Javaneraffen bestétigte sich dieses Ergebnis (Grusser et
al., 1990a).

Bei Studien am Menschen bediente man sich funktionellen Bildgebung, wie funktioneller

Magnet-Resonanz-Tomographie (fMRT) oder Positronen-Emissions-Tomographie (PET).
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Arbeitsgruppen, die sich mit humaner cerebro-corticaler Verschaltung vestibularer Signale
beschéaftigen, wiesen ebenfalls nach Stimulation des System und anschliel3ender
bildgebender Untersuchung eine Beteiligung des anterioren cinguldren Cortexes auf. Die
Arbeitsgruppe um Prof. Dieterich zeigte dies mittels galvanischer und kalorischer,
vestibularer Stimulation in Kombination mit fMRT und PET (Bense et al., 2001, Dieterich et
al., 2003). Bottini et al. kamen ebenfalls in einer friheren Studie zu diesem Ergebnis (Bottini
et al., 1994).

Mit kalorischer und galvanischer vestibuléarer Stimulation konnten auch Miyamoto und
Kollegen eine erhodhte Aktivierung im anterioren cingularen Cortex darstellen (Miyamoto et
al., 2005, 2007).

Primarer somatosensorischer Cortex (S1)

Unsere Untersuchungen ergaben, dass nach Injektionen in den Nucleus parafascicularis und
die ventralen Thalamuskerme (VPM, VPL), terminale Felder des primaren
somatosensorischen Cortexes Markierungen aufweisen. Zum gleichen Ergebnis kamen auch
Staiger und Kollegen (Staiger et al., 1996).

Cytoarchitektonische Untersuchungen des somatosensorischen Cortexes bei Nagern zeigen
eine besondere Struktur. Eine Schicht der Lamina IV weist zylindrisch geformte Neurone auf,
die als ,Barrels® (Fasschen) bezeichnet werden. Die entsprechende Cortex-Region wurde
dann ,Barrel-Cortex* genannt (Woolsey and Van der Loos, 1970). Die Anordnung des Barrel-
Cortex wurde in Verbindung mit der Anordnung der Vibrissen gebracht, wobei vermutet
wurde, dass es sich hierbei um eine somatotope Anordnung handelt. Die Vibrissen sind ein
wichtiges Orientierungsorgan bei Nagern zusatzlich zum Gleichgewichtssystem.

Bei mongolischen Rennméausen (Meriones unguiculatus) konnten nach elektrischer
Stimulation des Labyrinthes im Barrel-Cortex evozierte Potentiale gemessen werden (lto and
Seto-Ohshima, 1998).

Bei Untersuchungen an Kaninchen (Oryctolagus cuniculus) konnten Projektionen vom
Vestibularapparat zum primaren somatosensorischen Cortex gezeigt werden. Nach
elektrischer Stimulation des N. vestibularis wurden evozierte Potentiale innerhalb des

primaren somatosensorischen Feldes der Vorderpfoten abgeleitet (Odkvist et al., 1973).

Insularer Cortex (IC)

Durch das anterograde neuronale Tracing konnten prasynaptische Endigungen im
Inselcortex nachgewiesen werden. Der Inselcortex beinhaltet mehrere Areale, die
unterschiedliche Sinnesleistungen verarbeiten und verschalten, das heil3t anderen Arealen
weiterleiten. Dazu gehoren viszero-sensorische, motorische, vestibulare, somatosensorische
sowie gustatorische Sinneswahrnehmungen (Bamiou et al., 2003). Die Inselrinde besitzt also

einen deutlich multimodalen Charakter. Bei nicht-menschlichen Primaten wird dabei vom
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parieto-insularen vestibularen Cortex (PIVC) gesprochen, dessen Neurone zu einem
bestimmten Anteil die vestibulare Information verarbeiten. Der PIVC ist in der Tiefe des
Sulcus centralis lokalisiert (Grusser et al., 1990b, Guldin et al., 1992).

Bei Ratten zeigten sich, nach Injektion eines anterograden Tracers in den posterioren
Nucleus-Komplex (PO), Markierungen in der medialen und lateralen Inselrinde (Kamishina et
al., 2009).

Nishiike et al. haben mit einem retrogradem neuronalem Tracing vestibulare Verschaltung
vom PIVC, Areal 2v, Areal 3a, welche zum somatosensorischen Cortex gezéahlt werden, und
im anterioren Ende des intraparietalen Sulcus zu den Vestibulariskernen identifizieren
konnen (Nishiike et al., 2000).

Eine Aktivierung der posterioren Inselrinde konnte nach kalorischer oder galvanischer
Stimulation des Vestibularapparates durch einer weiteren Studie gezeigt werden (Suzuki et
al., 2001). Weiterhin kam es zu einer Deaktivierung in der sekundaren und tertidren Sehrinde
(Brodmann-Areale 18 und 19) (Wenzel et al., 1996, Brandt et al., 1998). Eine optokinetische
Stimulation verursachte in einer anderen Studie eine Aktivierung der Neurone des

Inselcortex (Liou et al., 2010).

Corpus amygdaloideum

Nach Injektion eines anterograden Tracers in den Nucleus parafascicularis (PF) konnten wir
in der Amygdala Markierungen finden, die als prasynaptischer Endigungen interpretiert
werden konnten. Die Amygdala ist ein zentraler Kern, der bei der Entstehung von Angst und
der Bewertung von Emotionen und Gefahren eine wichtige Rolle spielt (Chudasama et al.,
2009).

Frihere Untersuchungen zeigten, dass durch vestibulare Signhale eine Aktivierung des
Nucleus centralis der Amygdala (CeA) erreicht wird (Nakagawa et al., 2003).

Wurden Ratten einer Hypergravitation ausgesetzt, zeigte sich im CeA eine erhdhte
Expression von Fos, einem ,immediate-early-gene®, was auf erhdohte neuronale Aktivitat in
diesem Gehirnareal hinweist.

In einer Studie, die den polysynaptischen anterograder Tracer alpha-Herpes Pseudorabies-
Virus (PrV) in den horizontalen Bogengang injizierten, wurden ebenfalls markierte Zellen in

der Amygdala gefunden (Metts et al., 2006).

Hippocampus und entorhinaler Cortex

Der anterograde Tracer PHA-L markierte nach Injektion in den Nucleus parafascicularis (PF)
Terminale in der hippocampalen Cornu ammonis-Region (CA1) und im entorhinalen Cortex.
Die Rolle des Hippocampus bei der Verarbeitung vestibularer Informationen ist nicht ganz

geklart. Es wird jedoch angenommen, dass der Hippocampus eine wichtige Struktur in
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Bezug auf rdumliches Lernen und Gedachtnis ist und demnach auch eine Rolle bei der
vestibularen Vernetzung spiet (Stackman et al., 2002, Smith et al., 2005).

Eine Studie, die sich vestibuldrer Stimulation bediente, konnte eine Aktivierung des
Hippocampus zeigen (Vitte et al., 1996). Allerdings ist nicht eindeutig geklart, auf welchem
Wege die Signale den Hippocampus erreichen. Die momentane Meinung ist, dass Fasern
vom PIVC, dem cinguldren Cortex und dem posterioren parietalen Cortex zum Hippocampus
gelangen (Grusser et al., 1990b, a).

Mehrere Studien belegen, dass durch vestibuldre Stimulation eine Aktivitatsénderung von
shead-direction cells“ im Thalamus und ,place cells“ im Hippocampus erzielt wird (O'Mara et
al., 1994, Taube et al., 1996). ,Place cells* erfassen die gegenwartige Lage im Raum und
spielen eine entscheidende Rolle bei der rAumlichen Orientierung (Jahn et al., 2009).

Es wird angenommen, das vestibulare Signale auf die neuronale Aktivitat der CA1l-Region
Einfluss nehmen kdnnen (Horii et al., 2004).

Das konnte durch eine Studie an Meerschweinchen gezeigt werden (Cuthbert et al., 2000).
Beim Menschen hat man mit bildgebenden Verfahren (fMRT) eine Aktivierung des
Hippocampus nach kalorischer Stimulation zeigen kénnen (Vitte et al., 1996). Bei Patienten
mit bilateralem Verlust der vestibularen Information konnte mit fMRT-Messungen eine
Atrophie des Hippocampus erkannt werden. Diese Patienten zeigten deutliche Defizite bei
raumlicher Orientierung und raumlichem Ged&achtnis.

Im virtuellen Morris-Water-Test (Morris, 1984) zeigte sich, dass die auftretenden Defizite des
raumlichen Gedachtnisses dem Bild der Atrophie des Hippocampus entsprachen (Brandt et
al., 2005).

Aus parahippocampalen Regionen wie dem entorhinalen Cortex stammen Fasern, die dem
Hippocampus Informationen Uber die raumliche Orientierung zufihren (Fuhs and Touretzky,
2006). Dabei handelt es sich um so genannte ,grid cells“ im medialen entorhinalen Cortex,
die das Bewerten von Entfernungen und Richtungen, basierend auf Eigenbewegung,
kodieren (Jahn et al., 2009).

4.1.2.2 Retrogrades Tracing

Um den Ursprung neuronaler Projektionen zum Cortex cerebri zu identifizieren, wurden
Mikroinjektionen retrograden Tracers in bestimmte cerebro-cortikale Areale injiziert, die von
den Zellauslaufern aufgenommen wurden und mittels Transportvesikeln zum Soma hin
transportiert wurden. Die Auswahl der Injektionsorte beruhte auf Daten der Literatur und den
Ergebnissen der PET-Studie 1.
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Nucleus ventralis posteromedialis (VPM) und Nucleus ventralis posterolateralis (VPL)

Der Thalamus ist die so genannte Relaisstation fiir sdmtliche Sinnesmodalitaten. Hier
werden Informationen gesammelt, sortiert und letztendlich an die nachste Instanz verteilt.

Der VPM erhéalt Afferenzen somatosensorischer Qualitdt aus dem Hirnstamm und projiziert
zum primaren somatosensorischen Cortex, bei Ratten zum so genannten Barrel-Cortex
(Landisman and Connors, 2007). Diese Verbindung, zwischen Barrel-Cortex und VPM wurde
bereits von Staiger und Kollegen mittels anterogradem Tracing dargestellt (Staiger et al.,

1996). Unsere Ergebnisse bestatigen somit bereits existierende Kenntnisse.

Der VPL wird ebenfalls zu den somatosensorischen Thalamuskernen gez&hlt. Tracing-
Studien an Katzen und Affen wiesen Verbindungen von den Vestibulariskernen des
Hirnstammes hin zum VPL nach (Lang et al., 1979, Kotchabhakdi et al., 1980). Mittels eines
anterogrades Tracings der Vestibulariskerne konnten terminale Felder im VPL dargestellt
werden. Auch Nagata und spater Shiroyama haben mit einen anterograden Tracing
Verbindungen zwischen dem VPL und den Vestibulariskernen nachweisen kénnen (Nagata,
1986, Shiroyama et al., 1999). Durch Injektionen eines anterograden Tacers in die
Vestibulariskerne, konnten sie terminale Felder im VPL nachweisen kénnen.

Der VPL projiziert auch zu den Arealen des primaren und sekundaren somatosensorischen
Cortexes, die Vorder- und Hinterpfoten reprasentieren (Liao and Yen, 2008).

Beim Totenkopfaffen (Saimiri sciureus) fuhrte die elektrische Stimulation des N. vestibularis
Zu einer Aktivierung der Neurone von VPM und VPL (Liedgren et al., 1976). Studien an
Rhesusaffen (Macaca mulatta) zeigten ebenfalls die Beteiligung von VPL und VPM bei der
vestibularen Transduktion nach. Nach elektrischer Stimulation des Labyrinthes konnten
Potentiale in den genannten Thalamuskernen abgeleitet werden (Deecke et al., 1977).
Zusammenfassend kann man sagen, dass die Kombination aus funktionellen und
neuronanatomischen Daten, den Schluss zulassen, dass der VPM und der VPL eine Rolle

bei der zentralen Verarbeitung vestibularer Informationen spielen.

Nucleus ventralis lateralis (VL)

Der VL ist Teil des motorischen Thalamus und mit dem priméren motorischen Cortex (M1)
verbunden (Stepniewska et al., 1994). In der Literatur wird er in Zusammenhang mit der
vestibuldren Transduktion gebracht, da eine Aktivierung des VLs nach elektrischer
Stimulation des N. vestibularis festgestellt wurde (Sans et al., 1970, Raymond et al., 1974).
Diese Ergebnisse konnten durch Tracer-Studien unterstitzt werden (Nagata, 1986,
Shiroyama et al., 1999).
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Nuclei thalami posteriores (PO)

Mittels retrogradem Tracing haben wir eine Verbindung der posterioren Thalamuskerngruppe
(PO) mit dem primaren somatosensorischen Cortex zeigen kdénnen.

Die PO vereinigen eine Gruppe thalamischer Kerne. Dazu z&hlen der posteriore Nucleus
(Po), das Corpus geniculatum mediales pars magnacellulares (MG mc) und der Nucleus
suprageniculatus (Sg) (Liedgren et al., 1976). In allen drei Kerngebieten konnten Potentiale
durch vestibulare Stimulation nachgewiesen werden. Zusatzlich zeigten autoradiographische
Studien die Beteiligung der PO an der vestibularen Verschaltung (Zwergal et al., 2009).
Dennoch handelt es sich auch bei diesen Strukturen um multimodal verschaltende
Neuronengruppen, da sie auch somatosensorische und auditorische Informationen
verschalten (Blum et al., 1979).

Liedgren et al. zeigten Projektionen von den PO zum anterioren suprasylvanischen Cortex.
Dieser wurde bei Katzen bereits als vestibulares Cortexareal identifiziert (Liedgren et al.,
1976).

Locus coeruleus (LC)

Hierbei handelt es sich um ein Kerngebiet der Formatio reticularis. Verbindungen von den
Vestibulariskernen zum LC wurden in der Literatur mit verschiedenen Methoden dargestellt.
Fasern des LC projizieren tber zwei unterschiedliche Bahnen zu den Vestibulariskernen im
Hirnstamm. Ein laterales Blndel zieht zum Nucleus vestibularis superior, ein mediales
Bundel zieht zu den Nuclei vestibularis lateralis, medialis und inferioris (Schuerger and
Balaban, 1993). Auch Fung et al. haben Projektionen zwischen den Vestibulariskernen und
dem LC nachweisen kénnen (Fung et al., 1987).

Auf dem nachsten Level der Projektion konnten wir eine afferente Verbindung des LC mit
dem somatosensorischen Cortex zeigen, was durch die Literatur unterstiitzt wird (Lee et al.,
2009). Lee und Kollegen stellten durch Injektion eines retrograden Tracers in den

somatosensorischen Cortex Somata im LC dar.

Nucleus laterodorsalis, dorsomedialer Anteil (LDDM)

Der laterale Thalamus lasst sich anhand seiner Cytoarchitektur in acht Kerngebiete aufteilen.
Einer dieser Kerne ist der LDDM. Durch das anterograde Tracing wurden eine Markierungen
im anterioren cingularen Cortex dargestellt, die als terminale Endigungen identifiziert werden
konnten. Der anteriore cingulare Cortex gehort zu den cerbro-corticalen Areale, die wahrend
der vestibularen Stimulation im Micro-PET erhohte neuronale Aktivitdt aufwiesen (Abb. 14
E). Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass es sich bei diesen Arealen um
Neuronengruppen handelt, die wéahrend der Verarbeitung vestibularer Informationen erhéhte

Stoffwechselaktivitat aufweisen.
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Eine Verbindung des LDDM zum priméren motorischen Cortex ist ebenfalls aus der Literatur
bekannt (Takahashi, 1985).
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4.2 Unilaterale vestibulo-thalamische akute und chronische Lasion

4.2.1 Vergleich von Lasion vs. Sham-Lasion (ungepaarte T-Tests)

Das vestibulare System ist ein beeindruckendes Beispiel der Plastizitdt des zentralen
Nervensystems (ZNS). Nach unilateralen chronischen L&asionen kommt es zur so genannten
vestibularen Kompensation (VK) (Precht et al., 1966, Curthoys and Halmagyi, 1995,
Curthoys, 2000). Das Gehirn ist in der Lage, verschiedene Ausfélle zu kompensieren. Zum
Teil kbnnen somit bestimmte auftretende Symptome vermindert werden oder sogar die volle
Funktionalitat wieder erreicht werden. In Ubereinstimmung mit der Literatur entsprechen die
Tage 1 und 3 nach Lasion dem akuten Zustand und die Tage 7 und 20 dem chronischen
Zustand der L&sion.

Ein typisches Auftreten solcher Kompensationsmechanismen ist nach Schlaganfallen zu
beobachten. Je nachdem, welches Areal betroffen ist, konnen Funktionen wiedererlangt oder
von anderen Bereichen des Gehirns Ubernommen werden. Ein wichtiger Mechanismus ist
dabei die Hoch- oder Herunterregulierung der Neurotransmission. Dabei kénnen entweder
Rezeptoren sensitiver gemacht werden oder ihre Synthese gesteigert werden. Aber auch die

Neurotransmitter selbst kobnnen dabei vermehrt produziert werden.

Untersuchungen des vestibularen Systems, die das System in vivo beschreiben, existieren
nur vom Menschen. Unsere Studie ist die erste Untersuchung der Stoffwechselaktivitat auf
corticaler und subcorticaler Ebene nach einer zentralen Lasion des vestibuldren Systems der
Ratte. Sie zeigt, welche Gehirnbereiche unter vestibularer Stimulation die gré3te Aktivitat zu
verschiedener Zeitpunkten nach einer Lasion aufweisen.

Durch unsere Untersuchungen ergab sich, dass zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der
Lasion unterschiedliche Gehirnareale erhdhten Stoffwechsel aufweisen. Alle diese Bereiche
passen sich gut in das Netzwerk der vestibularen Verschaltung ein. Einige stimmen mit den
Arealen aus Studie-1 Uberein, wahrend andere zum ersten Mal auftreten.

Das kann mehrere Griinde haben. Die Ergebnisse werden im Folgenden diskutiert.

Postsubiculum und entorhinaler Cortex

Die Gehirnbereiche Postsubiculum und entorhinale Cortex sind am raumlichen Lernen und
Gedéachtnis beteiligt (Abb. 30 A, D). Taube und Kollegen konnten zeigen, dass so genannte
,=Head Direction Cells“ im Postsubiculum die Bewegungsrichtung der Tiere codieren (Taube

et al,, 1996). Der entorhinale Cortex spielt ebenfalls eine Rolle in der Verarbeitung der



4. Diskussion 84

raumlichen Information und verarbeitet das raumliche Lernen und konnte auch in der ersten
Studie als vestibular assoziiert ermittelt werden (Kaufman et al., 1996, Stackman et al., 2002,
Parron et al., 2004, Liu et al., 2008). Wé&hrend einer L&sion in der Weiterleitung der
vestibularen Information kann man annehmen, dass eine solche Region ihren Stoffwechsel
hochreguliert, da die vestibuldren Eingange einer Seite unvollstdndig sind und somit das
raumliche Lernen und Gedé&chtnis beeintrachtigt sind. Das gilt fur den akuten Zustand (Tag 1
nach der Lasion, Abb. 30 A) sowie flr den beginnenden chronischen Zustand (Tag 7 der
Lasion, Abb.30 D).

Colliculus superior

Es ist bekannt, dass bei Menschen mit vestibuldren L&asionen Nystagmus auftritt. Das sind
vertikale Augenbewegungen (Sakkaden = schnelle, ruckartige Augenbewegungen), die das
Gehirn generiert, um das Bild bei Bewegungen auf der Retina stabil zu halten. Dieser
Mechanismus ist bei vestibuldaren Lasionen pathologisch und es entstehen schnelle,
unkontrollierbare, ruckartige Augenbewegungen. Da der Colliculus superior eine zentrale
Rolle bei der Generierung von Sakkaden spielt (Robinson, 1972, Stryker and Schiller, 1975,
Hepp et al., 1993), ist eine Hochregulierung des Stoffwechsels nach einer Lasion plausibel
(Abb. 30 B), insbesondere im akuten Stadium der Lasion, da der Nystagmus bei Patienten

innerhalb weniger Tage abklingt.

Corpus geniculatum mediale

Drei Tage nach der Lasion wies das Corpus geniculatum mediale erhdhte (CGM) Aktivitat
auf (Abb. 30 C). Dieser Gehirnbereich wird allgemein zum auditorischen System gezahlt. Der
mediale Anteil des CGMs erhélt aber auch vestibulare und somatosensorische Eingange. In
der Literatur wird dartber hinaus erwédhnt, dass dieser Kern Eingange vom Colliculus
superior bekommt. Es existieren Ableitungs-Studien, die das Corpus geniculatum in Bezug
auf vestibulare Signalverarbeitung untersuchten (Roucoux-Hanus and Boisacq-Schepens,
1977, Masseck and Hoffmann, 2008). Dabei fand man neuronale Aktivitat im lateralen und
im medialen Corpus geniculatum. Hawrylyshyn und Kollegen haben vestibulo-thalamische
Bahnen untersucht und zeigen kdnnen, dass eine Bahn mit dem auditorischen System
assoziiert ist und im medialen Corpus geniculatum endet (Hawrylyshyn et al., 1978). Des
Weiteren existiert eine Studie, die den medialen Teil des Corpus geniculatum mit dem

nystagmoiden System in Verbindung bringt (Montandon and Monnier, 1964).

Wie schon erwahnt, handelt es sich wahrscheinlich bei allen Strukturen der vestibularen

Verschaltung um multimodal verschaltende Bereiche. An dieser Stelle kann man vermuten,
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dass der Colliculus superior zum Teil auch Neurone beinhaltet, die vestibular verschalten
und die Informationen zum Nucleus geniculatus mediales senden.

Man kann bei unserer Studie davon ausgehen, dass es sich bei diesen Signalen
wahrscheinlich nicht um auditorische handelt, da die Stimulation keine auditorischen Signale
generiert. Patienten, die GVS erhielten, berichteten nie Uber auditorische Signale (Swaak
and Oosterveld, 1975).

Zona incerta

Nach chronischem Verlauf der zentral-vestibularen Lasion erscheint die Zona incerta als
Region mit der hdchsten Metabolismusrate. Bei der Zona incerta handelt es sich um eine
subthalamische Struktur. Sie erhalt Eingdnge vom Colliculus superior und steht in
Verbindung mit dem cinguldren Cortex sowie mit thalamischen Kernen (VPO, VPL) (Doi et
al., 1997). Doi und Kollegen injizierten einen anterograden Tracer in die Vestibulariskerne

und erhielten Markierungen in der Zona incerta.

Die Areale, die wahrend der vestibularen Kompensation erhdhte Aktivitéat aufweisen, sind
nicht die gleichen Areale, die wir in Studie 1 im intakten vestibularen System als vestibular
identifiziert haben. Unsere Ergebnisse zeigen allerdings deutlich, dass nach einer akuten
sowie einer chronischen Lasion die Metabolismusrate in Bereichen ansteigt, die eine Rolle
im vestibularen Netzwerk spielen. Diese Areale scheinen zu den gegebenen Zeitpunkten
nach der Lasion jeweils eine wichtige Veranderung durchzumachen. Man kann daraus
schlieBen, dass die vestibulare Kompensation in einem hohen MalR auch auf cerebro-
corticaler Ebene stattfindet. Detailliertere Untersuchungen dieser Bereiche sollten weiterhin
Aufschluss geben, um welche Mechanismen es sich hierbei handelt und welche

Transmittersysteme an der Kompensation beteiligt sind.

Die in Studie 2 ermittelten Areale, die einen erhohten Stoffwechsel zu bestimmten
Zeitpunkten nach der Lasion aufwiesen, zeigen deutlich Areale, die in an der vestibularen
Kompensation beteiligt sind. Der Ort der Lasion (laterodorsaler Thalamuskern) erwies sich
somit als wichtige Schaltstelle der vestibularen Information, da nach dessen Ausschalten
Gehirnbereiche erhohte Aktivierung aufwiesen, die durchaus in den Verlauf einer
vestibularen Kompensation passen.

Zusétzlich zur oben erwahnten Schlussfolgerung soll noch einmal betont werden, dass es
sich bei der PET um eine Methode der funktionellen Bildgebung handelt, die immer
vergleichend analysiert. Dass heil3t ein Schwellenwert der Stoffwechselrate wird festgelegt

und alle Areale, die diesen Uberschreiten, erscheinen als Cluster. In unserem Fall wurden die
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Cluster vestibular ladierter Tiere mit sham-operierten Tieren verglichen. Dazu wird ein so

genannter Schwellenwert festgelegt, der sich an dem Umgebungsstoffwechsel orientiert.

E Das verknipte BId kann nicht angezelgt werden. Mglcherweise wurde die Datl verschoben, umbenannt ader geloscht

Abb. 40: Areale mit erhdhter Stoffwechselaktivitat unter vestibularer Stimulation an verschiedenen Zeitpunkten
nach einer thalamischen Lé&sion der vestibularen Verschaltung.
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4.2.2 Gruppenanalysen der Tiere vor Lasion (intakt) vs. verschiedene Tage
nach Lasionen (gepaarte T-Tests)

Die Analysen dieser Auswertung beschreiben den zeitlichen Verlauf der L&asion und deren
Auswirkungen auf den Hirnmetabolismus. Es ist aber nicht auszuschlie3en, dass Teile der
Aktivierungscluster andere Parameter der Lasion als Effektausloser haben. Diese Analysen
wurden der Vollstandigkeit halber hinzugefiigt und werden an dieser Stelle diskutiert.

Zum Vergleich wurden hier alle PET-Daten der Tiere unter vestibularer Stimulation im
intakten Zustand mit den PET-Daten unter vestibularer Stimulation an bestimmten Tagen
nach der Lasion verglichen (1, 3, 7, 20 Tage) (Abb. 32 bis 34).

Eine zusatzliche Analyse beschreibt den Stoffwechselunterschied zwischen dem akuten und
dem chronischen Zustand (1 Tag vs. 20 Tage) und zeigt welche Areale in der Differenz
erhohte Stoffwechselaktivitdt aufweisen und ist somit Teil der Areale, die an der vestibuléaren
Kompensation beteiligt sein kdnnten (Abb. 33). Es wird davon ausgegangen, dass nach 20
Tagen ein Umschalten stattgefunden hat, welches den Ausfall kompensiert. Beim Menschen
ist innerhalb der ersten drei Wochen nach einer Lasion die vestibuldre Kompensation
abgeschlossen.

Areale mit erhdhter und verringerter neuronaler Aktivitat werden im Folgenden gemeinsam

diskutiert.

1 Tag nach Lasion

Cerebellare Aktivitat am ersten Tag nach der Lasion verglichen mit intakten Tieren spricht fr
den hohen Anteil des Cerebellums an der Verarbeitung vestibularer Informationen. Die
Verbindung zwischen den Vestibulariskernen und dem Cerebellum wurde schon in der
Literatur beschrieben wird (Schlosser et al., 2001).

Das Cerebellum ist zu einem grof3en Teil zustandig fur die Regulation der Feinmotorik. Dies
geschieht durch die Hemmung tberschwénglicher Grobmotorik.

Informationen Uber Bewegungsablaufe laufen Uber Kletter- und Moosfasern zum
Cerebellum, werden dort verarbeitet und verlassen das Cerebellum tber die Kleinhirnkerne.
Patienten mit thalamischen Infarkten weisen starke motorische Einschréankungen auf. Diese
beziehen sich unter anderem auf die Hals- sowie Kopfmuskulatur und die
Augenbewegungen (Dieterich and Brandt, 1993).

Die erhohte Aktivitdt in diesem Zusammenhang erklart sich moglicherweise durch den
erhohten Verrechnungsaufwand, der durch den fehlerhaften Eingang vestibularer
Informationen entsteht. Durch das unilaterale Ausschalten der des thalamischen Kerns

bekommt das Cerebellum fehlgerichtete vestibulare Eingdnge und muss diese verarbeiten.



4. Diskussion 88

Um lasionsbedingte Veranderungen auszugleichen, ware es moglich, dass das Cerebellum
seine Aktivitat in bestimmten Bereichen hochregulieren muss.

Den Einfluss des Cerebellums wéahrend der vestibularen Kompensation wurde durch eine
Studie von Beraneck und Kollegen gezeigt (Beraneck et al., 2008). Sie flgten Wildtyp-
Mausen und Mausen mit cerebellaren Defiziten (Zelldegeneration im cerebellaren Cortex)
unilateral vestibulare Lasionen zu. Die Wildtyp-Mause erholten sich deutlich schneller. Dass
heil3t die Kompensation verlief schneller und Symptome klangen friiher ab, als bei Mausen,

deren Cerebellum nicht voll funktionsfahig war.

Durch den operativen Einsatz und somit die Zerstorung des Gewebes erklart sich der
niedrige Stoffwechsel im Bereich der Lasion (Abb. 34 A).

3 Tage nach Lasion

Am dritten Tag der Lasion erscheint der kontralaterale Colliculus superior PET als Region mit
erhéhtem Glukosestoffwechsel. Wahrend ipsilateral zur Lasion/Stimulation der entorhinale
Cortex einen verringerten Stoffwechsel aufweist. Aus PET-Studie 1 ist bekannt, das beide
Strukturen an der Verarbeitung vestibuléren Informationen beteiligt sind. Der entorhinale
Cortex ist zustandig fur raumliches Lernen, wahrend der Colliculus superior eine wichtige
Rolle in der Sakkadengenerierung spielt. Der Colliculus superior kontralteral weist am Tag 3
und 7 erhdhte Aktivitat auf. Ein weiteres Cluster erhdhter Stoffwechselrate wurde am siebten
Tag in einer tiefen Schicht des Colliculus superior, ipsilateral gefunden (Abb. 32). Diese
Aktivierungscluster hangen wahrscheinlich ebenfalls mit der Sakkadengenerierung und der
Pathologie der Sakkadengenerierung (Nystagmus) zusammen.

Die Deaktivierung des entorhinalen Cortexes am dritten Tag lasst vermuten, dass das Gehirn
in diesem akuten Zustand die Prozessierung in diesem Areal unterdriickt, sie aber dann am

siebten Tag nach der Lasion in diesem Cortexbereich wieder erhéht (Abb. 34 B).

7 Tage nach Lasion

Am Tag 7 nach der Lasion fanden wir Deaktivierung im visuellen Cortexbereich (Abb. 34 C).
Da dieser Bereich wahrscheinlich fir die vestibulare Kompensation keine Rolle spielt, ist eine

Herunterregulierung des Stoffwechsels durchaus sinnvoll (Dieterich and Brandt, 2000).
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20 Tage nach Lasion

Im chronischen Verlauf der L&sion erscheinen &hnliche cerebellaren Cluster wie am ersten
Tag nach der Lasion. Eine Herunterregulierung des Stoffwechsels findet sich ipsilateral im
somatosensorischen und visuellen Cortex.

Bei dem cerebellaren Einfluss an der vestibularen Verschaltung kann es sich um regulare
neuronale Aktivitdt handeln. Es ist anzunehmen, dass die Ausfélle, die durch die L&sion
verursacht wurden, am Tag 20 der Lasion, kompensiert sind.

Die Deaktivierung des somatosensorischen sowie des visuellen Cortexbereiches ergibt sich
wieder aus der Prioritt der unter vestibuldarer Stimulation nitzlichen Areale. Das bedeutet,
dass zu diesem Zeitpunkt, unter vestibularer Stimulation die genannten Areale weniger von

Bedeutung sind und somit ihre neuronale Aktivitat verringern.

Zusatzanalysen

Der Vergleich der Stoffwechselaktivitaten zwischen Tag 1 und Tag 20 nach der Lasion zeigt
Aktivierungscluster bilateral im somatosensorischen Cortex. Ein weiteres Aktivierungscluster
wurde im Bereich des medialen Corpus geniculatum kontralateral gefunden. Eine Vermutung
ist, dass es sich hierbei um die Areale handelt, die dauerhaft Verschaltungen ibernommen
haben, die durch die zentrale Lasion nicht zur korrekten vestibularen Verschaltung flhrten.

Somit waren neue parallele Verschaltungen entstanden.

4.3 Transmitter-Systeme der neuronalen Tracings

Die gefundenen Verbindungen der cerebro-corticalen und subcorticalen Regionen, die als
vestibuldr assoziiert gelten, wurden im letzten Schritt auf ausgewahlte Neurotransmitter und
Rezeptoren untersucht. Da zur Verschaltung des vestibularen Systems auf cerebro-corticaler
Ebene und dementsprechend zur subcorticalen Verbindung wenig bekannt ist, wurden an
dieser Stelle mdgliche Transmittersysteme ausgewdahlt (dopaminerges und opioiderges
System).

Verschiedene Daten in Bezug auf das Vorkommen existieren bereits. So wurde im Thalamus
bei Affen und Ratten eine dopaminerge Transmission identifiziert (Garcia-Cabezas et al.,
2009). Sie konnten den Dopamintransporter (DAT) mittel immunohistochemischen Methoden
in Neuronen des Thalamus darstellen. Eine weitere Studie beschéftigte sich mit dem Einfluss
des dopaminergen Systems auf die Kompensation nach vestibularen Lasionen (Drago et al.,
1996). Sie konnte zeigen, dass die Gabe eines Dopaminagonisten die Kompensation

deutlich beschleunigte. Diese Daten beruhen auf Verhaltensbeobachtungen.
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Katecholaminerge Transmitter sind weitlaufig involviert in Prozessierung verschiedener
Signale im cerebro-corticalem Cortex. Deshalb war auch in dieser Studie die Annahme, dass
Transmitter dieser Kategorie an der synaptischen Weiterleitung vestibuldren Informationen
beteiligt sein kdnnen. Um die Beteiligung eines der Transmitter dieser Kategorie zu testen
kann man verschiedene Bestandteile der Biosynthese dieser Transmitter (Abb. 10)
immunohistochemisch detektieren. Mit dem Tyrosin-Hydroxylase-Antikbrper beginnt man
weit vorne in der Katecholamine-Synthese-Reihe und kann bei einem negativen Ergebnis
weitere Untersuchungen einstellen. Das war der Fall beim Untersuchen der markierten
Schnitte mit dem TH-Antikdrper. Es konnte keine Beteiligung des dopaminergen Systems bei

der Neurotransmission der gefundenen thalamo-corticalen Verbindung gezeigt werden.

In einem zweiten Schritt wurde das opioderge System untersucht. Zellen im
somatosensorischen Cortex, an die anterograd markierte Terminale anknipfen, wiesen mit
dem Opioid-Rezeptor-Antikbrper MOR eine positive Farbung auf. Die anterograd markierten
Terminalen an den MOR-positiven Neuronen stammen vom LDDM. Der LDDM ist mit der
PET-Studie als vestibular identifiziert worden. Die Verbindung des LDDMs zum
somatosensorischen Cortex konnte anschliefend mit dem anterograden Tracing anatomisch
gezeigt werden.

Durch die Kombination dieser Befunde ist es anzunehmen, dass in dieser Region, eine

Transmission Uber das opioderge System maoglich ist.
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