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I. Einleitung

l. EINLEITUNG

Schwindel ist ein sehr haufiges Symptom, das eine Beeintrachtigung der Sinnes-
wahrnehmung von Gleichgewicht und rédumlicher Orientierung darstellt (Chang &
Olshaker, 2013). Der Begriff ,Schwindel® ist nicht klar definiert. Patienten benutzen ihn
um unterschiedlichste, teils kombinierte, Empfindungen von Bewegung, Schwache,
Benommenheit, Unsicherheit und Depression zu beschreiben. Bei Tieren tritt
Schwindel héaufig akut mit einer [&hmenden Symptomatik von Ataxie,
Kopfschiefhaltung, Nystagmus und Nausea auf, was die Besitzer verangstigt (Kraeling,
2014). Schwindel kann von einer Vielzahl an Krankheiten hervorgerufen werden. Bei
alteren  Personen bestehen haufig Verbindungen zu kardiovaskularen,
neurosensorischen und psychiatrischen Erkrankungen. Auch als Nebenwirkung beim
Einsatz von Medikamenten kann das Symptom Schwindel auftreten. Die Schwierigkeit
besteht fir Arzte und Tierarzte darin, Notfalle mit verborgenen gefahrlichen
Grunderkrankungen von gutartigen Geschehen zu unterscheiden (Sloane et al., 2001).
Mit einer Lebenszeitpravalenz von 30% ist Schwindel das zweithaufigste Symptom in
der Neurologie (Zwergal et al., 2018). Mit zunehmendem Alter steigt die Pravalenz
vestibularer Dysfunktionen auf fast 85% bei Gber 80-Jahrigen (Agrawal et al., 2009).
Durch inkorrekte oder ausbleibende Diagnostizierung von Schwindelbeschwerden
entstehen Immobilitat, Stirze, Depression, Angst und Vermeidungsverhalten (Strupp
et al., 2015). Die Effekte von unterschiedlichen peripheren vestibularen Erkrankungen
wurden in den letzten Jahren intensiv untersucht. Sie fihren nachweislich zu kognitiven
Defiziten in Aufmerksamkeit, Lernprozessen und Erinnerung. Viele Belege sprechen
dafiir, dass der Verlust vestibularer sensorischer Information dauerhaft zu
Veréanderungen der Integrierung raumlicher und nicht-rAumlicher Informationen in den
kognitiven Arealen des Gehirns fihrt (Brandt et al., 2005). Die Betroffenen einer
bilateralen Vestibulopathie sind insbesondere in ihrer physischen und sozialen
Funktionalitat eingeschrankt. Folge ist eine stark reduzierte Lebensqualitat (Guinand et
al., 2012). Es ist notwendig Schwindelerkrankungen, ihre Genese und ihren komplexen
Verlauf noch besser zu verstehen, um Therapieoptionen zu erkennen und
anzuwenden. Dies ist besonders im tiermedizinischen Bereich von grof3er Wichtigkeit
da beispielsweise bei alteren Hunden mit Vestibularsyndrom nicht selten eine
Euthanasie anstatt einer umfassenden Diagnostik und Therapie erwogen wird
(Steenbeck, 2007).



I. Einleitung

Ziel dieser Arbeit war es, durch das etablierte préklinische Modell der bilateralen
Vestibulopathie, mittels bilateraler chemischer Labyrinthektomie an Ratten, die
strukturellen Veradnderungen in zentralen vestibuldaren Netzwerken am Beispiel der
Zellproliferation und Mikrogliaaktivierung zu beschreiben und auf ihre funktionelle
Relevanz zu untersuchen. Anhand der Korrelation zu sequentiell durchgefiihrten
Verhaltensuntersuchungen sollte erforscht werden, inwieweit diese Prozesse zu einer
partiellen Kompensation der Symptome einer bilateralen Vestibulopathie beitragen

kénnen und damit als mdgliche Therapieziele dienen kdénnen.



II. Literaturibersicht

. LITERATURUBERSICHT

1. Anatomie und Physiologie des Ohrs

Das Ohr besteht aus vier Komponenten: Auris externa (duf3eres Ohr), Auris media
(Mittelohr), Auris interna (Innenohr) und N. vestibulochochlearis (VIII. Hirnnerv). Die
wichtigsten Funktionen umfassen die Aufnahme akustischer Signale und die Erhaltung
des Gleichgewichts (Gotthelf, 2017).

1.1. Auris externa und Auris media

Beim Tier setzt sich das auf3ere Ohr aus drei elastischen Knorpelstrukturen zusammen
die rassespezifische Form- und GroRRenunterschiede aufweisen: dem anularen, dem
skutiformen und dem aurikularen Knorpel. Es dient der Lokalisation und Sammlung von
Schallwellen sowie der Pflege und dem Schutz der Membrana tympani (Trommelfell)
durch Produktion von Zerumen (Venker-Van Haagen, 2005). Das &uf3ere Ohr wird
durch das Trommelfell vom Mittel- und Innenohr getrennt. Bei diesem handelt es sich
um ein membrandses Gebilde, welches durch seine spezielle Faseranordnung die
vibratorische Reaktion auf eintretende Schallwellen optimiert (Boenninghaus & Lenarz,
2007). Das Mittelohr beschreibt den Raum innerhalb der knéchernen Bulla tympanica
(Paukenhdhle). Dieser pneumatisierte Hohlraum sorgt durch die Tuba auditiva fiir den
Druckausgleich auf beiden Seiten des Trommelfells. Die drei Ossicula auditus
(Gehorknochelchen) umfassen Malleus (Hammer), Incus (Amboss) und Stapes
(Steigbugel). Sie sind als bewegliche Kette angeordnet, die zwischen Trommelfell und
Fenestra vestibuli (ovales Fenster) verlauft und dienen der Ubertragung und

Verstarkung auditiver Vibrationen (Arnold & Ganzer, 2011).

1.2. Aurisinterna

Das Innenohr befindet sich direkt an die Bulla tympanica angrenzend und in der Pars
petrosa ossis temporalis (Felsenbein). Es besteht aus dem Labyrinthus osseus
(kndchernes Labyrinth), das als Kapsel das Labyrinthus membranaceus (hautiges
Labyrinth) umgibt. Das knocherne Labyrinth ist vollstindig mit natriumreicher
Perilymphe geflillt. Es umfasst das Vestibulum (Vorhof) als zentralen Verbindungs-
raum, die drei Canales semicirculares ossei (kndcherne Bogengédnge), die in drei
Raumebenen angeordnet sind, sowie die Cochlea (Horschnecke) (Boenninghaus &
Lenarz, 2007). Das hautige Labyrinth enthalt Teile des auditiven und des vestibuléren
Systems (Pars auditiva und Pars statica). Es ist mit kaliumreicher Endolymphe gefiillt

und lasst sich als dinnwandiges Schlauchsystem beschreiben (Salomon et al., 2015).



II. Literaturibersicht

1.2.1. Pars auditiva

Der Ductus cochlearis (Schneckengang) wird, als Teil des auditiven Systems, von der
Reissner-Membran verschlossen. Der Schneckengang beherbergt das Corti-Organ, in
welchem auditive Reize aus der Schallibertragung entstehen. Durch Vibrationen der
Endolymphe wird das Sinnesepithel an einem bestimmten Ort der Cochlea angeregt.
Das Sinnesepithel besteht aus Haarzellen. Sie sind mit Stereozilien besetzt, denen die
Lamina tectoria aufgelagert ist. Eine auditive Anregung fuhrt zur Lageveranderung der
Stereozilien im Verhaltnis zu der aufliegenden Lamina tectoria. Jeder wahrnehmbare
Ton fuhrt hier zur Entstehung eines spezifischen auditiven Reizes (Venker-Van
Haagen, 2005).

1.2.2. Pars statica

Das vestibulare System besteht aus den drei Ductus semicirculares (Bogengange)
sowie Sacculus und Utriculus. Winkel- und Rotationsbeschleunigungen kénnen durch
die Ausrichtung der Bogengadnge in den drei Hauptebenen des Raumes detektiert
werden. Translationsbeschleunigungen werden im vertikal angeordneten Sacculus und
horizontal ausgerichteten Utriculus registriert. Alle Strukturen sind an einigen Stellen
von Neuroepithel (Haarzellen) mit Kinozilien und Stereozilien ausgekleidet
(s. Abbildung 1a). Die Zilien sind gruppiert angeordnet mit einer Kinozilie neben der
sich mehrere Stereozilien befinden. Sie sind an ihren Spitzen durch Tip-links verbunden
(Dewey & Da Costa, 2016). Jeder Bogengang enthélt eine Crista ampullaris, auf der
die Haarzellen lokalisiert sind. Eine gallertige Cupula bedeckt die Sinneshaare und
verschlie3t an dieser Stelle den Bogengang. Winkel- und Rotationsakzeleration
resultiert in einer Auslenkung der Cupula des homologen Bogenganges im Gegensatz
zu tragen Bewegungen der umgebenden Endolymphe. In Sacculus und Utriculus ist
das Neuroepithel herdférmig als Maculae angeordnet. Otolithen und die Otolithen-
Membran sind dort der Cupula aufgelagert (De Lahunta et al., 2014). Durch
Translationsbeschleunigungen erfolgt eine Verlagerung der Otolithen. Beide Vorgange
fuhren zu einer Deflektion der Stereozilien im Verhaltnis zur Kinozilie und zu einer
Reizentstehung im entsprechenden Neuroepithel (Uemura, 2015). Die sensorische

Innervation erfolgt durch den VIII. Hirnnerven (Salomon et al., 2015).



II. Literaturibersicht

Crista ampullaris

Cupula—
Otholiten <
Cupula —
: Neuroepithel
B: Bogengang
C: Cochlea
S: Sacculus
a. U: Utriculus
Cupula
Kinozilium
Stereozilien
Tip-links ’//
Haarzelle

Synapse %ﬁ + -

1.

b. >

Sensorpotenzial 2. Depolarisation 3. Hyperpolarisation
Haarzellmembran Haarzellmembran

Ruheaktivitat - Stimulation der - Inhibition der
Nervenaktivitat Nervenaktivitat

Abbildung 1: Vestibularapparat (adaptiert nach Boenninghaus & Lenarz, 2007)

a.

Schematische Darstellung des Innenohres mit Details zu
Neuroepithelien
. Aktivitat einer Haarzelle

1. Ruheaktivitat; 2. Stimulation; 3. Inhibition des Sensorpotentials



II. Literaturibersicht

1.2.3. Transduktion vestibul&arer Stimuli

Mithilfe der Haarzellen kann ein mechanischer Reiz durch Sensorpotentiale in ein
elektrisches Signal umgewandelt werden. Dieser Prozess wird als mechanoelektrische
Transduktion bezeichnet (Boenninghaus & Lenarz, 2007). Befinden sich Kinozilien und
Stereozilien in ihrer Ruheposition, wird eine konstante Rate von Nervenimpulsen
ausgesandt. Eine bestimmte Anzahl von K*- sowie Ca?*-Kanalen der Zellmembran ist
gedffnet und das Ruhemembranpotential ist eingestellt. Eine Deflektion der Stereozilien
im Verhaltnis zur Kinozilie fihrt zu einer Dehnung der Tip-links. Dieser mechanische
Reiz I6st eine Konformationsanderung der lonenkandle und folglich eine Depolarisation
oder Hyperpolarisation der Zellmembran aus. Eine Auslenkung der Stereozilien zur
Kinozilie hin fuhrt zur Depolarisation der Haarzellmembran und resultiert in einer
Stimulation der Nervenaktionspotentiale. Eine Hyperpolarisation der Haarzellmembran
wird durch die Auslenkung der Stereozilien von der Kinozilie weg ausgeldst und hat die
Inhibition der Nervenaktionspotentiale zur Folge (s. Abbildung 1b) (Boenninghaus &
Lenarz, 2007; Zenner, 2013). Nach Wiederherstellung der Ausgangsposition stellt sich
das Ruhemembranpotential und somit die Ruheaktivitat der Nervenfasern wieder ein
(Angelaki & Cullen, 2008). Die Signaltransduktion der gegenulberliegenden
Gleichgewichtsorgane geschieht contralateral stets gegensatzlich (Thomas, 2000).
Erkrankungen des Vestibularapparates kénnen de- und hyperpolarisierend wirken oder

zu einem kompletten Ausfall der Nervenaktivitat fuhren (Stoll et al., 2004).
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2. Neuronale Verschaltung der Gleichgewichtsbahn

2.1. Grundlagen der Neuroanatomie

2.1.1. Neuronen

Neuronen sind der strukturelle und funktionelle Grundbaustein des Nervensystems.
Jedes Neuron besteht aus Soma, Axon und Dendriten, deren Aufbau in Abhangigkeit
der Funktion des Neurons variieren kann. Die Somata der Neuronen formen sich im
zentralen Nervensystem (ZNS) zu funktionellen Clustern, den Nuclei (Kernen). Die
einzigartigen Eigenschaften der Neuronen ermdglichen Reizaufnahme, -integration
und -weiterleitung (Mattle & Mumenthaler, 2011). Synaptische Strukturen sind die Basis
des komplexen neuronalen Netzwerkes zur Informationsverarbeitung. Einige Monate
nach der Geburt verlieren Neuronen zunehmend die Fahigkeit zur Zellproliferation.
Verletzungen fiihren zu Degeneration oder starker Atrophie der Zellen. Treten
Nervenschadigungen in adulten Lebensphasen auf, resultiert neuronaler Tod, der die

Struktur und Funktion betroffener Gebiete permanent verandert (Uemura, 2015).

2.1.2. Gliazellen

90% des nervosen Gewebes bestehen aus Gliazellen, welche strukturelle,
metabolische und protektive Unterstitzung fur die Neuronen bieten. Ihre Anwesenheit
ist unerlasslich fur die Entwicklung des Nervensystems, synaptische Plastizitat und
Regeneration von Axonen nach Verletzungen. Gliazellen besitzen im Gegensatz zu
Neuronen die essentielle Fahigkeit sich kontinuierlich zu teilen. Neurogliazellen
umfassen Ependymzellen, Oligodendrozyten, Astrozyten und Mikrogliazellen (Mattle &
Mumenthaler, 2011; Araque et al., 2014).

Ependymzellen nehmen in der subventrikularen Zone eine einzigartige Rolle ein. Sie
kleiden die Wand der lateralen Ventrikel aus und dienen dem Schutz der neurogenen
Nische (s. Kapitel 11.3.1.1). Durch ihren engen Kontakt zu neuralen Precursorzellen
haben sie die Moglichkeit deren Differenzierung aktiv zu regulieren (Lim et al., 2000).
Oligodendrozyten unterstitzen die Remyelinierung nach Verletzungen (Bond et al.,
2015). Astrozyten kommunizieren interzellular mit Neuronen. Sie sind aktiv involviert in
Prozessierung, Transfer und Speicherung von Informationen Uber das Nervensystem
(Araque & Navarrete, 2010).

Mikrogliazellen machen etwa 10% der Neurogliazellen aus. Eine stark vereinfachende
Einteilung in die Zustande ,prifend” bei intaktem ZNS und ,aktiviert” bei Verletzungen

des ZNS kann getroffen werden. Prifende Mikrogliazellen dienen aktiv ihrem Umfeld,
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aktivierte Mikrogliazellen hingegen erzeugen ein heterogenes Umfeld, das sich je nach
Stimulus dynamisch veréandert (Benarroch, 2013). Mikrogliazellen fungieren in der
Erhaltung der zellularen, synaptischen und myelinen Homoostase wahrend der
Entwicklung und im adulten Zustand des ZNS sowie als Antwort auf Verletzungen. lhre
Reparaturfunktionen kénnen proinflammatorische, cytotoxische und immun-
regulatorische Wirkungen tbernehmen (Benarroch, 2013; Wu et al., 2015). Zu diesem
Zweck besitzt die Mikrogliazelle die Fahigkeit Phagozytoseaktivitat zu entwickeln
(Sierra et al., 2010). Im Rahmen entziindlicher Prozesse hat eine aktivierte
Mikrogliazelle sowohl zu- als auch abtragliche Auswirkungen auf unterschiedliche
Aspekte der adulten Neuroneogenese. Ausschlag dariber gibt das Gleichgewicht von
ausgeschutteten Molektlen mit pro- oder antiinflammatorischen Effekten (Ekdahl et al.,
2009). Weitere Einflisse konnen die Interaktion mit anderen Zellen oder auch das Alter

des Organismus sein (Du et al., 2017).

2.2.  Strukturen der Gleichgewichtsbahn

Im Meatus acusticus internus (innerer Gehdrgang) liegen die Somata der bipolaren
Nervenzellen im zweigeteilten Ganglion vestibulare. Der N. vestibularis verbindet sich
mit dem N. cochlearis zum N. vestibulocochlearis (VIII. Hirnnerv) und tritt am Corpus
trapezoideum (Trapezkorper) in das Rhombencephalon (Rautenhirn) ein. Die zentralen
Fortsatze enden in den Nuclei vestibulares (Vestibulariskerne). Fasern ziehen zu den
folgenden Strukturen: Uber den inferioren cerebellaren Pedunkel in das Vestibulo-
cerebellum (Flocculus, Nodulus, Uvula); tber den Fasciculus longitudinalis medialis
(mediales Langsbiindel) zu den Augenmuskelkernen (Nucleus nervi oculomotorii,
Nucleus nervi trochlearis und Nucleus nervi abducentis); Uber multisynaptische
aufsteigende Projektionen zum parieto-insularen vestibularen und somatosensorischen
Cortex, sowie zum Hippocampus; Uber absteigende vestibulo-spinale Bahnen zum
Vorderhorn des Rickenmarks (Boenninghaus & Lenarz, 2007; Salomon et al., 2015;
Brandt & Dieterich, 2017).

Nuclei vestibulares

Fast alle Neuronen des peripheren Vestibularsystems bilden Synapsen zum
ipsilateralen vestibularen Kern aus, der aus vier Subkernen besteht (Nuclei superior,
inferior, lateralis, medialis) (Brodal, 1974). Alle Vestibulariskerne befinden sich im
rostralen Drittel der Medulla oblongata und grenzen lateral des Sulcus limitans an den
vierten Ventrikel (Salomon et al., 2015). lhre Hauptaufgabe ist eine Vielzahl an
sensorischen Informationen (vestibular, propriozeptiv, taktil und visuell) zu integrieren

und in motorische Informationen umzuwandeln (Angelaki & Cullen, 2008). Projektionen
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auf kontralaterale Vestibulariskerne bestehen um Informationen beider Kérperhalften
zu verknupfen (Stoll et al., 2004). Zahlreiche Projektionen der vestibuldaren Kerne
werden zu verschiedenen Bereichen des ZNS gesandt. Die Formatio reticularis ist als
Assoziationsfeld des Hirnstammes verbunden. Uber das mediale Langsbiindel werden
Projektionen zu den Augenmuskelkernen zur Kontrolle der Augenbewegungen
Ubertragen. Weitere aufsteigende Projektionen erreichen Uber thalamische und extra-
thalamische Netzwerke multisensorische Cortexareale und den Hippocampus (Hitier et
al., 2014, Brandt & Dieterich, 2017). Projektionen zum Hypothalamus bestehen zur
Kontrolle vegetativer Funktionen. Efferente Fasern verlaufen zu den Inter- und Moto-

neuronen im Rickenmark, die vestibulo-spinale Reflexe realisieren (Uemura, 2015).
Cerebellum

Das Cerebellum liegt dorsal der Pons und rostral der Medulla oblongata. Es steht in
engem Kontakt zum cerebralen Cortex, dem Hirnstamm (mit dem vestibularen System)
und dem Ruckenmark, da es koordinierte Bewegungsablaufe von Augen, Extremitaten
und Korperstamm abstimmt. Durch kontinuierliches Abgleichen von cortikalem
motorischem Output und peripherer Muskelantwort adjustiert das Cerebellum Ausmalf
und Richtung jeder Bewegung. Vor allem der Lobus flocculonodularis (im Vestibulo-
cerebellum) fungiert als Schnittstelle zum Vestibularsystem (Uemura, 2015; Gotthelf,
2017).

Thalamus

Der Thalamus ist eine grof3e Ansammlung von Nuclei mit einer paarigen Anordnung im
ventromedialen Cerebrum. Als gréf3te Schaltstelle integriert er sensorische, motorische
und limbische Signale, um sie anschlieend an den cerebralen Cortex zu projizieren.
Bewusstsein und Aufmerksamkeit werden so beeinflusst. Ein Abgleich vestibul&rer mit
propriozeptiven Informationen findet kontinuierlich statt. Im Menschen konnten
thalamische Strukturen determiniert werden, die bei Beschadigungen Einfluss auf

contra- oder ipsiversive Tonusimbalancen haben (Baier et al., 2016).

Hippocampale Formation

Die hippocampale Formation befindet sich im parahippocampalen Gyrus und formt die
mediale Wand des Temporalhorns vom lateralen Ventrikel. Sie besteht aus drei
Strukturen: dem Hippocampus, dem Gyrus dentatus und dem Subiculum. Fasern
verlaufen sowohl zwischen den drei Strukturen als auch zu Hypothalamus und
Thalamus. Die hippocampale Formation Gbernimmt eine wichtige Rolle bei Lern- und

Gedéachtnisprozessen, der Ubertragung von Kurzzeit- zu Langzeitgedachtnis,
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raumlicher Orientierung und Navigation sowie der Regulation von aggressivem
Verhalten (Mcnaughton et al., 1991; Russell et al., 2000).

2.3. Verarbeitung vestibularer Reize

Anhand der vielféltigen Verschaltung des vestibularen Systems lasst sich erahnen,
dass es an zahlreichen Prozessen beteiligt ist. Darunter sind posturale und
okulomotorische Reflexe sowie andere sensorische und motorische Signale (Angelaki
& Cullen, 2008). Auch Interaktionen und Beitrage zu kognitiven Prozessen,
einschlie3lich Wahrnehmung, r&umlicher Orientierung, Korperempfinden, Aufmerk-
samkeit, Gedachtnis und Emotionen, wurden nachgewiesen (Lacour & Bernard-
Demanze, 2015). Die vestibularen Kerne der rechten und linken Seite erhalten
kontinuierlich Informationen Uber die Feuerrate der vestibularen Nerven. Dies findet
spontan und ununterbrochen statt. Durch Anderung der Kopfposition oder Kopf-
bewegungen wird diese Ruhe-Feuerrate physiologischerweise in beiden vestibularen

Kernen gegensatzlich verandert (push-pull-Prinzip) (s. Kapitel 11.1.2.3).

2.3.1. Vestibulare Reflexe

Ohne die vestibulo-spinalen Reflexe wére es dem Menschen nicht moglich aufrecht zu
gehen (Koordinationsfunktion). Durch die Regulierung unterer Motoneuronen, die
Extensoren innervieren, kénnen Fallbewegungen des Korpers durch entsprechende
Muskelkontraktion ausgeglichen werden (Uemura, 2015). Ein Verlust dieser
Informationen kann zu klinischen Symptomen wie Kopfschiefhaltung oder Gang- und
Standunsicherheit fiihren (Gotthelf, 2017).

Die vestibulo-okularen Reflexe ermoéglichen die Blickstabilisierung bei raschen
Kopfbewegungen (Zenner, 2013). Bei jeder Kopfbewegung wird mit einer Latenz von
8 ms eine kompensatorische Augenbewegung mit gleicher Geschwindigkeit in die

entgegengesetzte Richtung ausgeldst (Dlugaiczyk, 2011).

10



II. Literaturibersicht

3. Vestibulare Kompensation

Wenn der vestibular-sensorische Input pathologisch veréndert wird, tritt ein akutes
Vestibularsyndrom auf. Ein Tonusungleichgewicht der Vestibulariskerne entsteht
(Zwergal & Schniepp, 2010). Daraus folgen Beeintrachtigungen der Balance, der
Blickstabilisation, der vegetativen Funktion und der Kognition (Angelaki & Cullen,
2008). Die Symptome nehmen progressiv mit spezifischer Kinetik ab. Dieses
Phanomen wird als ,vestibulare Kompensation“ bezeichnet (Lacour et al., 2016).
Statische Defizite kdnnen in der Regel innerhalb von Tagen bis Wochen kompensiert
werden, dynamische Defizite hingegen kénnen nur Uber einen langeren Zeitraum
kompensiert werden oder persistieren (Curthoys & Halmagyi, 1998; Darlington & Smith,
2000). Die vestibuldare Kompensation besteht immer aus drei Prozessen: der Wieder-
herstellung, der Adaptation unter Beteiligung der visuellen und propriozeptiven
Systeme und der Habituation (Blockieren unerwinschter Reaktionen) (Dutia, 2010).
Die ersten drei Wochen der vestibularen Kompensation wurden als kritischer Zeitraum
identifiziert, in dem wichtige Plastizitdtsmechanismen zur funktionellen Wieder-
herstellung ablaufen (Dutheil et al., 2009).

3.1. Beteiligte Mechanismen

Tiermodelle konnten zeigen, dass elektrophysiologische Asymmetrien zwischen den
vestibularen Kernen lber den Verlauf der vestibularen Kompensation ausgeglichen
werden (Darlington & Smith, 2000). Dieser Prozess wird Uber die Aktivitat von
(Typ-I-) Neuronen und Interneuronen zwischen den Vestibulariskernen reguliert. Direkt
nach einem Schaden besteht eine deutliche Reduzierung der Spontanentladungsrate
der ipsilasionalen Neuronen. Innerhalb der Erholungsphase gleichen sich diese Rate
und das Phasenverhalten wieder an, erreicht jedoch nicht das Niveau eines intakten
Organs (Zwergal & Schniepp, 2010). GABAerge Modulationen von Verbindungen
zwischen Vestibulocerebellum und vestibularen Kerngebieten tragen einen Teil zum
Ausgleich von Imbalancen bei (Zwergal & Schniepp, 2010). Statische Defizite kbnnen
durch diesen schnellen Mechanismus bereits weitestgehend behoben werden (Ris et
al., 1995). Langzeitveranderungen der elektrophysiologischen Eigenschaften der
vestibularen  Kerngebiete, Zellproliferation und Umverteilung synaptischer
Verbindungen brauchen einen langeren Zeitraum um einzutreten (Bergquist et al.,
2008). Die ausgeltsten Prozesse sind vielfaltig und finden mit aufsteigender
Zeitdynamik statt (s. Abbildung 2). Entzindliche Reaktionen laufen friih ab,
Neuroneogenese und strukturelle Plastizitatsprozesse setzen spéater ein (Tighilet &

Chabbert, 2019). Die damit verbundenen dynamischen Kompensationsprozesse

11
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erfordern eine umfassende Reorganisation des ZNS (Curthoys, 2000). Visuelles und
propriozeptives System leisten zusatzlich einen Beitrag in der Adaptation und
Substitution der verlorenen vestibuléaren Leistung (Hamann & Lannou, 1988). Bei einem
bilateralen Ausfall der vestibularen Information kann die Kompensation nicht wie
beschrieben stattfinden. Ohne nutzbare vestibulare Restfunktion ist die partielle
Besserung der Symptomatik (z.B. posturale Kontrolle) vor allem durch eine
multisensorische Substitution mdoglich (Eilles, 2016). Zentrale reaktive Prozesse
konnen auch bei bilateralen L&asionen beobachtet werden. Beispielhaft zeigt sich in
einer Studie von Besnard et al. (2012) eine erhdhte Dichte von hippocampalen
Neurotransmitter-Rezeptoren nach bilateralem Schaden. Strukturelle plastische
Verédnderungen z.B. durch Zellproliferation und Gliaaktivierung kénnten zu einer

Besserung der Symptome beitragen.
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Abbildung 2: Kinetik reaktiver Neuroplastizititsmechanismen im deafferentierten
Nucleus vestibularis (Tighilet & Chabbert, 2019)

Diese Abbildung illustriert die temporale Korrelation zwischen statischen
und dynamischen vestibularen Syndromen, reaktiven Plastizitats-
mechanismen und elektrophysiologischen  Adjustierungen im
deafferentierten vestibularen Kern.
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3.1.1. Cerebrale Zellproliferation

Im ZNS bedeutet Zellproliferation die Aktivierung neuraler Stammzellen. Diese bilden
Progenitorzellen, die sich einige Male teilen um Neuroblasten zu generieren.
Neuroblasten kénnen sich zu unterschiedlichen Subtypen von Interneuronen und
Oligodendrozyten oder unreifen Neuronen und Astrozyten differenzieren (Bond et al.,
2015). Der Prozess der cerebralen Zellteilung wird unter anderem durch Apoptose
reguliert. So werden uberzahlige Zellen in den neurogenen Nischen eliminiert und es
resultiert die Selbsterneuerung des Gehirns (Biebl et al., 2000). Die Generierung neuer
Neuronen ist im gesunden Gehirn auf die neurogenen Nischen begrenzt. Eine
bevorzugte neuronale Differenzierung der neuralen Stammzellen wird dort durch
neurogene Nischensignale vermutet, die der gliotischen Differenzierung
entgegenwirken (Duan et al., 2008). So wurde in Studien an Hund und Ratte eine
Differenzierung von maximal 11% zu Astrozyten und dem Grof3teil der neugeborenen
Zellen zu jungen Neuronen berichtet (Cameron et al., 1993; Bekiari et al., 2019). Die
Generierung von jungen Neuronen wird auch als unterstitzender Faktor der
fortlaufenden Gehirnentwicklung diskutiert, da nur ein kleiner Teil der Zellen maturiert
und funktionell integriert wird (Winner et al., 2002). Neu generierte Gliazellen, vor allem
Astrozyten, kdnnen das neuronale Netzwerk starken sowie weitere Proliferation, die
Differenzierung und das Uberleben der neuralen Stammzellen férdern (Seri et al., 2004;
Morrens et al., 2012).

3.1.1.1. Zellproliferation in physiologischen neurogenen Nischen

Neurale Stammzellen, mit der Fahigkeit zu proliferieren und sich lebenslang zu
Neuronen zu differenzieren, wurden von Wissenschaftlern im Bulbus olfactorius und
Gyrus dentatus nachgewiesen (Kaplan & Hinds, 1977; Eriksson et al., 1998). Schon
1965 wurde der wissenschaftliche Konsens, dass das adulte Gehirn keine neuen
Neuronen generieren kann, im hippocampalen Gyrus dentatus (DG) des Rattenhirns
widerlegt (Altman & Das, 1965). Als weitere Struktur in der neurale Stammzellen
proliferieren kénnen (neurogene Nische) wurde die subventrikulare Zone (SVZ)
identifiziert (Gage, 2000). Neue Neuronen haben ein hohes Potential zur Plastizitat und
somit eine herausragende Fahigkeit zur afferenten und efferenten synaptischen
Integration (Ming & Song, 2011). Sie nehmen eine exzeptionelle Rolle in der
Verarbeitung und Speicherung kognitiver Informationen ein. Eine Verbindung zwischen
Neuroneogenese und temporaler sowie raumlicher Kontextualisierung kann hergestellt
werden. Erinnerungsvermdgen und der Prozess des Vergessens sind mit dem
Hippocampus verbunden, ebenso wie affektives Verhalten (Zhao et al., 2008; Tronel et

al., 2010; Kempermann et al., 2018). Die neurale Stammzellproliferation wird als
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dynamischer und sensitiver Prozess angesehen, der auf physiologische,
pharmakologische und pathologische Weise beeinflussbar ist. Seine synergistischen
und antagonistischen Faktoren sind in ihrer Vielfalt und Komplexitdt noch nicht
vollstandig untersucht. Im Mausmodell konnten verschiedene Einflussfaktoren, z.B.
Genetik, Umgebungsreize und Bewegung, identifiziert werden (Kempermann et al.,
1997, 1998; Van Praag et al., 1999; Kempermann et al., 2002). Als beteiligte
Signalwege wurden zytoplasmatische Faktoren, Transkriptionsfaktoren, epigenetische
Regulatoren, Wachstumsfaktoren, Neurotrophine, Zytokine und Hormone determiniert
(Ming & Song, 2011). Astrozyten fungieren als Schnittstelle und modulieren Einflisse
des Endothels und zirkulationsabgeleiteter Faktoren sowie die Verfugbarkeit von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren. Hierliber erfolgt bekanntermalien die Regulation
von Proliferation, die Spezifikation von neuralen Precursoren, die neurale Migration
sowie die Reifung und Synapsenformierung (Leventhal et al., 1999; Barkho et al., 2006;
Ming & Song, 2011). Unmittelbare Nachkommen von neuralen Stammzellen haben die
Fahigkeit Signale wie den Neurotransmitter GABA auszuschiitten. Mit einem negativen
Feedback auf die Aktivierung der neurale Stammzellproliferation wird ebenso die

Zellteilungsrate reguliert (Liu et al., 2005).

Aufgrund von Studien, die nachweisen konnten, dass das vestibulare System eine
wichtige Rolle bei raumlicher Orientierung, Erinnerung und Kognition spielt, liegt die
Schlussfolgerung nahe, dass dieses System in Abhangigkeit zur Zellproliferation und
Neuroneogenese in hippocampalen Strukturen steht. Eine Beeinflussung der Stabilitat
und Feuerrate von place und grid cells wurde durch einen veranderten theta Rhythmus
im Hippocampus in vestibularen Modellen festgestellt (Russell et al., 2000; Russell et
al., 2003, 2006). Bei bilateraler Vestibulopathie wurde von Brandt et al. (2005) in
Patienten eine hippocampale Atrophie nachgewiesen, die mit dem Ausmal} der
gestorten raumlichen Orientierung korrelierte. Es konnte bisher nicht determiniert
werde, ob Zelltod, Veranderungen in der Zytoarchitektur oder eine reduzierte
Zellteilungsrate ursachlich sind. In Ratten konnte histologisch und mittels EEG eine
Verdnderung der dendritischen Strukturen sowie der theta-generierenden
Leitungsbahn nachgewiesen werden (Balabhadrapatruni et al., 2016; Aitken et al.,
2017a, 2017b). Bei einseitigem Labyrinthausfall konnte keine Beeintrachtigung des
raumlichen Gedachtnisses oder eine Hippocampusatrophie beobachtet werden
(Hufner et al., 2007).

3.1.1.2. Zellproliferation in den Vestibulariskernen
Verletzungen werden als Ursache fir Zellproliferation und Neuroneogenese aul3erhalb

der bekannten neurogenen Nischen angenommen (Gould, 2007). In den letzten Jahren

14



II. Literaturibersicht

wurde auch in den vestibularen Kerngebieten von reaktiver Neuroneogenese nach
peripherem vestibuldrem Schaden berichtet und damit eine neue neurogene Nische
etabliert. Tighilet et al. (2007) sowie Dutheil et al. (2011) zeigten, dass nach einseitigem
vestibularem Schaden eine reaktive Neuroneogenese mit Maximum 3d post OP im
deafferentierten Nucleus vestibularis stattfindet. Eine Differenzierung zu GABAergen
Neuronen, Astrozyten und Mikrogliazellen wurde nachgewiesen. Entziindungs-
reaktionen werden als Ausléser angenommen (Tighilet et al.,, 2014). Diese
Beobachtungen konnten nur nach einer strukturellen Deafferentierung des
VIII. Hirnnerven dargestellt werden. Eine Studie von Zheng et al. (2010) zeigte erhdhte
Zellproliferation und -differenzierung in den vestibuldaren Kerngebieten an Ratten, die
einer bilateralen Labyrinthektomie unterzogen wurden. Eine schnellere Reaktion auf
die Deafferentierung im Vergleich zu unilateral operierten Tieren wurde festgestellt. Da
sich kein signifikanter Unterschied zu Kontrollgruppen ergab, ist die funktionelle
Relevanz von reaktiver Neuroneogenese und Gliose nach Dbilateralem
Innenohrschaden noch nicht belegt. Die Funktionalitat der neu generierten Zellen steht
infrage und wurde sogar mit maladaptiven Prozessen in Verbindung gebracht (Tighilet
et al., 2016).

3.1.2. Mikrogliaaktivierung

Nach unilateralem Schaden ist eine erhdhte Zahl an Mikrogliazellen im deafferentierten
vestibularen Kern nachweisbar. Die Zellen sind hypertroph und kénnen akut nach dem
Schaden bis zu sieben Wochen lang in allen vier vestibuldren Subkernen detektiert
werden (Torres et al., 1999). Dutheil et al. (2009) zeigten nach unilateraler vestibularer
Neurektomie, dass die Prasenz von neuroinflammatorischen Faktoren eine
Voraussetzung fir die vestibulare Neuroneogenese ist. Starke astrozytische,
mikrogliotische und inflammatorische Reaktionen beeinflussten die Neuroneogenese
positiv (Tighilet et al., 2006). Viele Signale kdnnen Mikrogliazellen aktivieren, da sie
unter anderem mit Rezeptoren fir Neurotransmitter, Zytokine und Chemokine
ausgestattet sind. Mikrogliazellen erhalten stets von gesunden Neuronen die
Information in prifendem Zustand zu bleiben, womdglich 16st auch ein Verlust dieses
Signals eine Aktivierung aus (Benarroch, 2013). Gliazellen konnen auf
unterschiedlichen Wegen die neuronale Erregbarkeit, synaptische Aktivitat und
Plastizitat beeinflussen. Durch Modulation von Transmittern wie Glutamat oder des K*-
Umsatzes sind sie imstande Neuroneogenese und Gliogenese zu regulieren (Araque
et al., 2014; Bellot-Saez et al., 2017; Karadottir & Kuo, 2018).

15



II. Literaturibersicht

4. Schwindelerkrankungen

Schwindelerkrankungen konnen nach ihrer Lokalisation in peripher und zentral
eingeteilt werden (Strupp et al., 2018).

4.1. Zentrale vestibulare Syndrome

Haufigste Ursache eines spontan auftretenden zentralen Schwindels ist die vestibulare
Migrane. Diverse cerebrale Prozesse kénnen Schwindel induzieren, wie Ischamien und
Blutungen in Hirnstamm oder Cerebellum, Multiple Sklerose mit entzindlichen
Lasionen, Kleinhirndegeneration, Demenzen, Neoplasien, Meningitiden oder
Enzephalitiden (Obermann, 2013; Feil et al., 2015). Durch hervorgerufene L&sionen
entlang der vestibularen Bahnen entstehen zentral bedingte Schwindelformen mit
typischen Befunden aus Okulomotorik, Wahrnehmung und Haltungsregulation (Brandt
et al., 2004). Da sich die vorliegende Arbeit auf einen peripheren vestibularen Schaden

bezieht, wird hier nicht ndher auf zentrale Geschehen eingegangen.

4.2. Periphere vestibulare Syndrome
Die folgenden peripheren vestibularen Erkrankungen sind in der Reihenfolge ihrer
Inzidenz aufgefuhrt (Brandt et al., 2004).

4.2.1. Benigner paroxysmaler Lagerungsschwindel

Der benigne paroxysmale Lagerungsschwindel (BPPV) ist die vestibulare Erkrankung
mit der hdchsten Pravalenz, trotz haufiger Unterdiagnostizierung (Neuhauser, 2009).
Patienten leiden an anfallsartigen Schwindelattacken, die positionsabhangig ausgelost
werden und nach wenigen Sekunden in Ruhe verschwinden (Bozzato et al., 2013).
Ursache sind losgeldste Otolithenpartikel, die in die Endolymphe eines Bogenganges
gelangen und dort zu pathologischen Auslenkungen der Cupula fihren (Delank &
Gehlen, 2006). Mit speziellen Lagerungsmandvern, lasst sich der betroffene Bogen-
gang eindeutig diagnostizieren und anschlielend mit dem entsprechenden Manéver
durch gezielte Kopf- und Kérperdrehungen therapieren (Obermann, 2013; Strupp et al.,
2018). Die Rezidivrate der behandelten Patienten liegt bei 50% (Brandt et al., 2006).
Bei unbehandelten Patienten persistiert der BPPV in 30% aller Falle (Imai et al., 2006).

4.2.2. Morbus Meniére

Morbus Meniére ist ein komplexes Syndrom, das durch multiple rezidivierende
Episoden spontanen Schwindels von mindestens 20 Minuten Dauer in Verbindung mit
der Symptomtrias Horverlust, Tinnitus und Ohrdruckgefiihl gekennzeichnet ist (Brandt

et al., 2004). Die Erkrankung kann ein- oder beidseitig vorkommen und im Verlauf von
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Jahren zu einer bleibenden Hérminderung und vestibularen Schadigung fuhren (Strupp
et al., 2018). Es wird vermutet, dass eine Ansammlung von Endolymphe als Hydrops
in der Cochlea und im Labyrinth zu einer erhéhten Membranspannung und somit zur
Beeinflussung von lonenkandlen fuhrt. In den Attacken kommt es zu einer
pathologischen Exzitation mit nachfolgender Depolarisation der Haarzellen (Feil et al.,
2015). Es ist bisher nicht geklart, ob der Hydrops die Ursache oder eine Begleit-
erscheinung der Erkrankung ist (Zwergal et al., 2018). Als Folgeerscheinung des
Morbus Meniere kénnen sich sekundare psychische Beeintrachtigungen entwickeln
(Blodow et al., 2012).

4.2.3. Akute unilaterale Vestibulopathie

Die Symptomatik der akuten unilateralen Vestibulopathie besteht aus Drehschwindel,
horizontal rotierendem Spontannystagmus, Fallneigung und Gangabweichungen sowie
Ubelkeit und Erbrechen. Das klinische Bild ist abhangig vom Grad der Beeintrachtigung
des betroffenen Vestibularorgans (Blédow et al., 2012). Die Erkrankung wird durch den
einseitigen Ausfall des Labyrinths und/oder des superioren Anteils des N. vestibularis
ausgeldst. Meist ist dies bedingt durch eine Infektion mit dem Herpes simplex Virus
Typ 1 (Feil et al., 2015). Nach einer ersten Krankheitsphase mit starken Beschwerden,
erreichen Patienten durch vestibulare Kompensationsprozesse nach drei bis flnf
Wochen Beschwerdefreiheit unter statischen Bedingungen (Brandt et al., 2004). Von
klinischer Bedeutung ist die Unterscheidung zu zentralen Ursachen (z.B. Schlaganfall),

um eine entsprechende Therapie einzuleiten.

4.2.4. Vestibularisparoxysmie

Die Vestibularisparoxysmie ist eine Krankheit, die durch spontane Dreh- oder Schwank-
schwindelattacken unter einer Minute gekennzeichnet ist. Als wabhrscheinlichste
Ursache wird angenommen, dass der rostroventrale Teil des VIIl. Hirnnerven neuro-
vaskuldr komprimiert wird. Eine Abgrenzung zu cerebralen Tumoren mittels
Magnetresonanztomographie ist der wichtigste diagnostische Schritt (Obermann, 2013;
Strupp et al., 2018).

4.2.5. Ototoxizitat

Systemisch angewendete Medikamente zur Therapie unterschiedlicher Erkrankungen
koénnen teilweise stark negative Wirkungen auf das Gehdr und den Gleichgewichtssinn
austben. In einer Studie von Hermann et al. (2018) wurden 20% der untersuchten Falle
einer bilateralen Vestibulopathie durch systemische Gentamicin-Behandlung
hervorgerufen. 1% der menschlichen Population leidet an einer genetischen

Pradisposition fir eine Gentamicin-Ototoxizitat (Gotthelf, 2017). Auch andere
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Medikamente aus der Gruppe der Aminoglykoside oder Diuretika kdnnen unter

bestimmen Voraussetzungen Ototoxizitéat entwickeln.

4.3. Bilaterale Vestibulopathie

Die bilaterale Vestibulopathie ist ein chronisches Vestibularsyndrom. Die Leitsymptome
sind posturale Imbalance und Unsicherheit beim Stehen und Gehen, die sich bei
Dunkelheit oder unebenem Untergrund verschlimmern. Sie ist die haufigste Ursache
von bewegungsabhéngigem Schwindel im Alter (Zwergal et al., 2018). Ein erhdhtes
Risiko zu Fallen kann gerade im Alter zu weiteren Verletzungen fuhren (Jahn et al.,
2010). Die Symptome umfassen durch Bewegung hervorgerufene Oszillopsien
(Scheinbewegung der Umwelt) sowie indirekt durch die vestibularen Defizite
herbeigefilhrte Stérungen. Zu letzteren gehoéren eine verringerte soziale Interaktion,
Depressionen, Konzentrations- und Gedachtnisbeeintrachtigungen sowie eine generell
reduzierte Lebensqualitat (Strupp et al., 2018). In mehr als 50% der Falle bleibt die
Ursache der Erkrankung unklar (Obermann, 2013). Haufigste erkannte Ursache sind
ototoxische Medikamente (s. Kapitel 11.4.2.5), gefolgt von degenerativen Alters-
erscheinungen, Meningoencephalitiden, autoimmunen Vorgangen und bilateralem
Morbus Meniére (Zingler et al., 2008). Geschadigt oder zerstort wird bei der bilateralen
Vestibulopathie die Funktion der Labyrinthe oder der VIII. Hirnnerven (Baloh et al.,
1989). Eine eindeutige Diagnose kann gestellt werden, wenn die beschriebene
Symptomatik in Verbindung mit dem beidseitig beeintrachtigten oder fehlenden
vestibulo-okuldren Reflex diagnostiziert wird (Strupp et al., 2017). Die Prognose bei
bilateraler Vestibulopathie ist unglnstig, da sich der Zustand von Uber 80% der
Patienten, unabhangig von Atiologie und Verlaufsform der bilateralen Vestibulopathie,
nicht verbessert (Zingler et al., 2008).

4.4. Therapieanséatze

Therapieansétze bei Schwindelerkrankungen lassen sich generell in zwei Methoden
unterscheiden: die medikamentdse Therapie, um Einfluss auf die Mechanismen der
vestibularen Kompensation und Genesung des Patienten zu nehmen, und die
Rehabilitation durch Physiotherapie. Ein friher Beginn der Behandlung ist in jedem Fall
fur den Verlauf der Kompensation von Vorteil (Lacour & Bernard-Demanze, 2015). Die
genauen Prozesse bei vestibularen Erkrankungen und deren Kompensation sind
aufgrund ihrer Komplexitat noch immer nicht abschlieRend geklart. Aus diesem Grund
wird weiterhin  nach neuen Mdglichkeiten gesucht, um den vestibularen
Kompensationsprozess zu verstehen und zu modulieren (Smith & Darlington, 1991).

Da bisher keine kontrollierten Studien zur pharmakologischen Beeinflussung
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vestibularer Kompensationsprozesse durchgefihrt wurden, gibt es keine Empfehlung
zur Behandlung. Die Wirksamkeit von Medikamenten, die schon seit vielen Jahren zur
Behandlung von Schwindelerkrankungen angewandt werden, wird aktuell hinterfragt
und Uberprift (Adrion et al., 2016). Laut Herdman (2013) ist der symptomatische Druck
in der Initialphase eines akuten Vestibularsyndroms essentiell, um die Mechanismen
der vestibularen Kompensation anzustof3en. Somit wird abgeraten von sympto-
matischen Therapien, da Kompensationsprozesse dadurch nachweislich verlangsamt
werden (Zwergal & Schniepp, 2010). Substanzen zur symptomatischen Behandlung
sollten nur bei kurzen Attacken (z.B. bei Morbus Meniére) Einsatz finden (Beck et al.,
2014). Medikamente zur Beschleunigung der vestibularen Kompensation ohne
negative Auswirkungen im Zeitverlauf werden fir die Indikation Schwindel erforscht
(Gunther et al., 2015; Lindner et al., 2019). Physikalische Trainingsprogramme erzielen
den grol3ten Therapieerfolg, vor allem bei friher und kontinuierlicher Therapie (Blédow
et al., 2012). Aktive Ubungen fiihren hierbei zu einem besseren Ergebnis, als passive
Trainingseinheiten (Cotman & Berchtold, 2002). Galvanische Stimulation konnte die
Leistung wahrend des Gehens bei Patienten und in der Ratte verbessern, jedoch
mangelt es bisher an Langzeitstudien um die Wirksamkeit auf Dauer zu bestatigen und
negative Folgeerscheinungen auszuschlielen (Eilles, 2016; lwasaki et al., 2018).
Individuelle (eventuell auch psychologische) Betreuung sollte wesentlicher Bestandteil
jedes Therapieplans sein, um zu motivieren und Stress oder Frustration zu vermeiden
und bessere Therapieerfolge zu erzielen (Lacour & Bernard-Demanze, 2015). Fir die
bilaterale Vestibulopathie werden drei Behandlungsziele verfolgt: Prophylaxe des
progredienten Verlaufes, soweit mdoglich Rekonvaleszenz der vestibuldren Funktion
und Unterstitzung der vestibularen Kompensation (Brandt et al., 2004). Weitere
Forschung ist notig, um zellulare und molekulare Mechanismen zu identifizieren, die
Kompensations- oder Substitutionsprozesse positiv beeinflussen, um als Ziel neue

Therapieoptionen fur vestibulare Erkrankungen zu finden (Tighilet et al., 2019).
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5. Vestibulopathie in der Tiermedizin

Ohrprobleme als Vorstellungsgrund sind in der tierarztlichen Praxis weit verbreitet.
Symptome wie Kopfschitteln und unphysiologischer Nystagmus werden relativ haufig
in der Kleintierpraxis beobachtet (Platt & Olby, 2014). Eine unphysiologische Haltung
des Kopfes mit Neigung oder Drehung zu einer Seite sowie eine asymmetrische Ataxie
in Verbindung mit Fallen, Rollbewegungen und Strabismus sind weitere Merkmale
vestibularer Defizite, die in der Allgemeinuntersuchung festgestellt werden kdnnen
(Lorenz et al., 2011). Abgesehen von Hauterkrankungen die das Ohr betreffen, kdnnen

vestibulare Symptome vielféltige Ursachen besitzen (Gotthelf, 2017).

5.1. Zentrale vestibulare Erkrankungen

Zentrale vestibulare Lasionen bei Hund und Katze kénnen sich in unterschiedlichsten
neurologischen Defiziten auf3ern und in verschiedenen Kombinationen auftreten.
Neben multiplen Arten von Nystagmus leiden die Tiere mdoglicherweise an
Propriozeptionsdefiziten — abhéngig vom Ausmald der Veranderung in Hirnstamm und
angrenzenden Strukturen. Die wichtigsten zentralen Ursachen, die zu Schwindel-
symptomatik fiihren konnen, sind Encephalitiden durch Staupe, Feline infektiose
Peritonitis oder granulomatése Meningoencephalitis (Hartmann et al., 2011). Weitere
Erkrankungen, die zentrale vestibulare Syndrome auslésen kénnen sind Infektionen,
Neoplasien (meist Meningeome oder Lymphome), cerebrovaskulare Erkrankungen
oder Metronidazol-Vergiftungen (Thomas, 2000; Kent et al., 2010; Dewey & Da Costa,
2016). Behandlung und Prognose bauen wesentlich auf der Diagnose auf. Nicht selten
ist eine zentrale Dysfunktion in der Veterindrmedizin prognostisch infaust (Axlund,
2005).

5.2. Periphere vestibulare Erkrankungen

Ein Tier mit einer peripheren Vestibularerkrankung sollte in der Allgemeinuntersuchung
einen normalen Geisteszustand und ein erhaltenes Bewusstsein zeigen (Nelson &
Couto, 2014). Fiur eine weitergehende Diagnostik muss zunachst eine eingehende
otoskopische Untersuchung in Narkose vorgenommen werden. Radiologische Befunde
der Bulla tympanica sind, wenn moglich, zu Rate zu ziehen (Platt & Olby, 2014). In
einer eingehenden neurologischen Untersuchung sind periphere vestibulare
Erkrankungen von zentralen durch eine Beurteilung des Nystagmus, der posturalen
Reaktionsdefizite und mdglicherweise beeintrdchtigten Hirnnerven abzugrenzen
(Lorenz et al., 2011).
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5.2.1. Otitis media

Die Otitis media ist die haufigste Ursache fir periphere vestibulare Erkrankungen von
Hund und Katze (Schunk & Averill, 1983). Hunde mit einer chronischen Otitis externa
haben in Uber 50% der Falle ebenso eine Otitis media. Auch bei neurologischen
Ausfallen im Bereich des Kopfes muss eine Otitis media differentialdiagnostisch immer
in Betracht gezogen werden. Die Erkrankung kann mit Taubheit des betroffenen Ohres
sowie starken Schmerzen einhergehen. Das Trommelfell kann sowohl rupturiert als
auch intakt aufgefunden werden. Haufig am Krankheitsgeschehen beteiligte Bakterien
sind Staphylococcus spp., Streptococcus spp. und Pseudomonas spp. (Thomas, 2000).
Die Therapie besteht aus einer atiologischen Behandlung der Grunderkrankung, z.B.
der atopischen Dermatitis, sowie einer topischen Medikation, meist einer antibiotischen
Therapie unter Eroffnung des Mittelohrs. Um Rezidiven vorzubeugen, bedirfen
betroffene Tiere einer regelmafigen Ohrkontrolle und -pflege (Gotthelf, 2017).

5.2.2. Otitis interna

Eine Infektion des Innenohres resultiert in den meisten Fallen aus einer voran-
geschrittenen Otitis media (Merchant et al.,, 2001). Sie lasst sich durch die
charakteristische Kombination aus Dysfunktionen der Organe des Innenohrs
feststellen. Bei einer vestibularen Dysfunktion muss trotz haufiger Schwierigkeiten bei
der Untersuchung durch hochgradige klinische Symptomatik zwischen einem
peripheren oder zentralen Geschehen unterschieden werden. Die Prognose fir eine
Otitis interna ist gut, sofern frihzeitig und aggressiv mit systemischen Breitband-
antibiotika behandelt wird. Es ist nicht ungewohnlich, dass leichte Beeintrachtigungen
zurlickbleiben (Nelson & Couto, 2014).

5.2.3. Vestibularsyndrom

Tiere mit einem Vestibularsyndrom zeigen folgende Symptome in variierender
Auspragung: Nystagmus, Positionsstrabismus, Kopfschiefhaltung, Neigung zu Kreis-
bewegungen und generalisierte Ataxie. Bei peripheren infektibsen Geschehen kommt
haufig eine ipsilaterale Parese des N. facialis oder ein Horner-Syndrom (Miosis, Ptosis,
Enophthalmus) hinzu. Ausloéser dafir ist eine Infektion der raumlich nahe gelegenen
VII. und VIII. Hirnnerven (Thomas, 2000). H&aufigste Ursachen flr ein peripheres
Vestibularsyndrom sind infektiose Prozesse oder das idiopathische (geriatrische)
Vestibularsyndrom (Schunk & Averill, 1983). Auch Hypothyreodismus wird ursachlich
mit dem peripheren Vestibularsyndrom in Verbindung gebracht. Es wird vermutet, dass
sich Defizite im Energie-Metabolismus in einer Stérung des axonalen Transportes

manifestieren und auch das vestibulare System betreffen konnen (Platt & Olby, 2014).
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Differentialdiagnostisch sind weiterhin ototoxische Behandlungen, entzindliche
Polypen (vor allem bei Katzen), Neoplasien, Traumata, kongenitale Erkrankungen und
eine generalisierte Polyneuropathie abzuklaren (Thomas, 2000; Venker-Van Haagen,
2005).

5.2.4. Ototoxizitat

Eine Vielzahl an Medikamenten kann auch beim Tier ototoxisch wirken und die
vestibulare und/oder auditive Funktion beeintrachtigen. Uni- oder bilaterale Symptome
werden beobachtet. Die meisten ototoxischen Wirkstoffe rufen eine Schadigung der
Haarzellen hervor und resultieren moglicherweise in nervaler Degeneration.
Ototoxizitat kann durch parenterale und topische Therapie auftreten. Topische
Applikation ist sicher solange das Trommelfell auf Intaktheit Gberprift wurde (Lorenz et
al., 2011). Ototoxische Nebenwirkungen bei Hund und Katze kénnen durch bestimmte
Antibiotika, Antiseptika, Antineoplastika, Diuretika und Schwermetalle entstehen
(Mansfield, 1990). Meist treten ototoxische Effekte insbesondere bei Aminoglykosiden
auf. Die vestibularen Symptome verschwinden oft bei Absetzen des hervorrufenden

Medikamentes, eine Taubheit kann permanent zurtickbleiben (Lorenz et al., 2011).

5.3. Bilaterale Vestibulopathie

Ein Tier mit einer bilateralen Erkrankung des vestibularen Systems zeigt keine
Kopfschiefhaltung und keinen Nystagmus aufgrund der symmetrischen vestibularen
Lasionen. Ein charakteristisches Schwingen des Kopfes, sowie eine breitbasige
Haltung sind hingegen typisch. Zusatzlich kdnnen Anorexie oder Erbrechen auftreten
(Platt & Olby, 2014). In der neurologischen Untersuchung ist auRerdem das vollige
Fehlen der Aufrichtungsreaktion auffallig (Vandevelde et al., 2001). Da betroffene Tiere
beim Gehen haufig Schwanken und Fallen, vermeiden sie in der Anfangsphase der
Erkrankung moglichst jede Bewegung (Harvey et al., 2003). Wenn ndétig, gehen sie
langsam und in gekrimmter Haltung um jeder plétzlichen Bewegung zu vorzubeugen
(Lorenz et al., 2011). Neben den klassischen Symptomen konnte an Katzen nach einem
akuten bilateralen Funktionsverlust eine Dysregulation des Blutdrucks festgestellt
werden, was das generelle Wohlbefinden verringert und erklart, wieso schnelle
Kopfbewegungen vermieden werden (Mori et al., 2005). Periphere vestibulare
Erkrankungen sind haufiger der Ausloser bilateraler Vestibularsyndrome als dass
zentrale Geschehen die entsprechende Symptomatik hervorrufen (Lorenz et al., 2011).
Antiemetika werden zur Behandlung der klinischen Symptome kurzfristig eingesetzt.
Eine weitere Therapie erfolgt erst nach Diagnose der auslésenden Erkrankung (Nelson
& Couto, 2014).
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6. Tiermodell

6.1. Bilaterale Labyrinthektomie

Die bilaterale Labyrinthektomie ist ein Modell, das an Ratten eingesetzt werden kann,
um die Pathomechanismen der bilateralen Vestibulopathie beim Menschen und Tier zu
simulieren. Die Symptome sind sehr &hnlich (Gang- und Standataxie, raumliche
Desorientierung) (Ossenkopp et al., 1990; Fukasawa et al., 2009). Durch einen
chemischen Eingriff oder chirurgische Entfernung der Labyrinthe, werden die
Gleichgewichtsorgane der Innenohre ausgeschaltet (Zwergal et al., 2016). Die
chemische Labyrinthektomie fuhrt durch transtympanale Injektion von Atoxyl-Lésung
zu Schéden der Cristae und Maculae, zu Stérungen der Osmolaritat des Vestibular-
organs und zur irreversiblen Zerstérung der vestibuldaren und auditiven Haarzellen
(Hawkins Jr & Preston, 1975; Anniko & Wersall, 1977; Vignaux et al., 2012). Die
Labyrinthektomie resultiert in einem Verlust des vestibuldaren Signaleingangs in die
vestibularen Kerne, einer pathologisch reduzierten Ruheaktivitdt und schlussendlich in
gestorten vestibulo-okularen und vestibulo-spinalen Reflexen (Darlington & Smith,
2000; Maingay et al., 2000). Ratten zeigen nach einer bilateralen Labyrinthektomie
chronische idiosynkratische Verhaltensweisen: Gang- und Standataxie, ausgepragte
Hyperaktivitdt, Kopf-Dorsiflexion, Kopfschitteln, Kreisbewegungen und fehlende
Thigmotaxis (Goddard et al., 2008). Der Hyperaktivitat wird von Eilles (2016) die
fehlende Fahigkeit zur rdumlichen Orientierung zugrunde gelegt.

6.2. Verhaltenstestung im T-Maze

Das T-Maze ist ein etablierter Verhaltenstest, der in dieser Studie eingesetzt wird um
die Auswirkungen der bilateralen Labyrinthektomie in Verhaltensparametern
abzubilden. Er untersucht das rdumliche Orientierungsvermdgen, Arbeitsgedéchtnis
und Lernverhalten und basiert darauf, dass Tiere eine optimale Strategie entwickelt
haben, um mit moglichst wenig Aufwand ihre Umgebung zu erkunden und Futter zu
finden (Wenk, 1998). Diese Strategie beruht auf dem Verhalten des spontanen
Alternierens. Das bedeutet, dass eine Ratte nach dem Betreten eines Armes des
T-formigen Labyrinthes diesen Arm beim erneuten Erkunden des Labyrinths nicht
auswahlt, sondern ihre Entscheidung reflektiert und in den zuvor nicht besuchten Arm
eintritt. So ergibt sich ein abwechselndes Betretenen der Arme von rechts nach links
(Tolman, 1925). Spontanes Alternationsverhalten beruht auf unterschiedlichen
psychologischen Prozessen: Wahrnehmung, Aufmerksamkeit, Erinnerungsverméogen
und Motivation (Richman et al., 1986). Der Wiedereintritt in einen zuvor besuchten Arm

wird als Arbeitsgedachtnisfehler interpretiert und kann unterschiedliche Ursachen
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haben. Assoziierte cerebrale Strukturen umfassen den Neocortex, Amygdala,
Thalamus, Hypothalamus und Hippocampus (Robbins & Everitt, 1996). Als sensitiver
Verhaltenstest fir hippocampale Dysfunktionen wird das T-Maze haufig eingesetzt
(Packard & Mcgaugh, 1996; Roschlau & Hauber, 2017). Studien belegen, dass Ratten
mit induzierten Schwindelerkrankungen in ihren Gleichgewichts- und Orientierungs-
prozessen beeintrachtigt sind und somit ein schlechteres Ergebnis erzielen (Zheng et
al., 2009).

24



II. Literaturibersicht

7. Positronen-Emissions-Tomographie

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ist eine dreidimensionale bildgebende
Methode der Nuklearmedizin zur nicht-invasiven Erfassung und in-vivo-Darstellung
metabolischer Prozesse beziehungsweise funktioneller Zusammenhénge. Sie beruht
auf dem Prinzip der Koinzidenzmessung von Annihilationsphotonen (y) aus dem Zerfall
von radioaktiven Isotopen (Positronenemittern) in Verbindung mit Tracermolekulen.
Somit wird die qualitative und quantitative Erfassung dreidimensionaler Radio-
aktivitatsverteilungen in Geweben ermdglicht (Ostertag, 1992). Als longitudinal
einsetzbares molekulares bildgebendes Verfahren ist es eine Alternative zur histo-
logischen Untersuchung (Schaller, 2003). Diese Methode findet klinische Anwendung
zur Ergénzung diagnostischer und prognostischer Aussagen bei z.B. Tumoren,
neurologischen Erkrankungen und Myokard-Krankheiten. Sie wird zudem in der pra-

klinischen, translationalen und klinischen Forschung eingesetzt (Cherry et al., 2012).
7.1. Physikalische Grundlagen

7.1.1. Radioaktivitat

Radioaktivitat bezeichnet den spontanen Zerfall instabiler Isotope durch Abgabe von
Energie in Form von elektromagnetischen Wellen oder Partikeln. Die abgegebene
Energie wird in nicht-ionisierende Strahlung (z.B. ultraviolettes Licht, Mikrowellen) und
ionisierende  Strahlung (z.B. Rodntgenstrahlung, Gammastrahlung) eingeteilt.
lonisierende Strahlung enthalt genug Energie pro Quantum, um ein Elektron aus der
Elektronenhille eines Atoms oder Molekils zu entfernen. Durch diese lonisation
entsteht ein reaktives und potentiell schadliches lon. lonisierende Strahlung kann
Gewebe durchdringen und ermdglicht so medizinische Bildgebung und Therapien
(Bailey et al., 2014).

7.1.2. Radioaktiver Zerfall

Radioaktiver Zerfall beschreibt alle Ver&nderungen, die bei Atomkernen von instabilen
Isotopen ablaufen. Wenn im Atomkern kein ausgewogenes Verhéltnis von Protonen
und Neutronen besteht, ist er instabil, also radioaktiv. Er zerfallt mit einer spezifischen
Zerfallskonstante und emittiert Partikel und Photonen unter Energieabgabe, bis er
einen stabilen Zustand erreicht (Cherry et al., 2012). Da nur die Angabe einer Zufalls-
wahrscheinlichkeit fir den Zeitpunkt des Zerfalls angegeben werden kann, wird die
Aktivitdt eines radioaktiven Nuklids als Zerfallsrate mit der Einheit Becquerel (Bq)
angegeben. Das entspricht der mittleren Zahl der Zerfélle pro Sekunde (Schicha &

Schober, 2013). Radioaktive Nuklide werden flr medizinische Zwecke artifiziell durch
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nukleare Aktivierung hergestellt (Bailey et al., 2014). Die medizinisch wichtigen
Zerfallsarten sind in Tabelle 1 aufgelistet. Die physikalische Halbwertszeit (T12) eines
Radionuklides ist seine charakteristische bendétigte Zeit, um zu 50% seiner
urspriinglichen Aktivitat zu zerfallen. Sie ist ein wichtiger Faktor bei der Auswahl eines

geeigneten Radionuklides (s. Tabelle 2) (Cherry et al., 2012).

Zerfallsart  Vorgang
a - Zerfall Atomkern emittiert Heliumkern mit hoher Energie;

Gefahr unerwiinschter Strahlenschaden

B - Zerfall Neuron zerféllt zu Proton unter Emission von Elektron & Antineutrino
B* - Zerfall Proton zerfallt zu Neutron unter Emission von Positron & Neutrino
y - Zerfall Angeregter Nucleus zerféllt iber Emission von Gammastrahlung in

seinen Grundzustand

Tabelle 1: Medizinisch wichtige Zerfallsarten

7.1.3. B* - Zerfall

Radioaktiver B* - Zerfall ist ein natlrlicher Vorgang, bei dem instabile Atomkerne in
einen stabilen Energiezustand tUbergehen. Ein Proton (p) wandelt sich im Atomkern in
ein Neutron (n) um und emittiert ein Positron (e+) und ein Neutrino (v) mit kinetischer
Energie. Die Ordnungszahl verringert sich um eine Einheit, wahrend die Anzahl der
Nukleonen im Kern unverandert bleibt (Wienhard et al., 2013). Nuklide, die radioaktiven
B* - Zerfall durchlaufen, werden auch Positronenemitter genannt. Sie werden fir die

funktionelle Bildgebung im PET verwendet (Podgorsak, 2006).
Allgemeine Zerfallsformel:

Ip - In+et +v, + Energie

(Cherry et al., 2012)

Das haufigste Markierungsnuklid der Nuklearmedizin ist [*8F]. Es ist ein gutes Beispiel

fur den B* - Zerfall:
8F 5180 +e* + v,

(Bailey et al., 2014)
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7.2. Funktionsprinzip und Aufbau des Positronen-Emissions-Tomographen

Der B* - Zerfall lasst sich durch seine geringe Reichweite nicht extern erfassen. Er wird
durch die Messung der entstehenden Vernichtungsstrahlung mit Koinzidenzdetektoren
nachgewiesen und lokalisiert (Ostertag, 1992). Das emittierte Positron wird vom
Gewebe innerhalb von wenigen Millimetern gebremst und geht eine zuféllige Bindung
mit seinem Antiteilchen, einem Elektron, ein. Das dabei entstandene Positronium wird
in einer Annihilationsreaktion in die charakteristische Vernichtungsstrahlung umge-
wandelt (Cherry et al., 2012). Dabei entstehen zwei Annihilationsphotonen (y), die mit
einer Energie von je 511 keV unter 180° zueinander emittiert werden (Bailey et al.,
2014). Nur die koinzident im Kristallring des PET detektieren Photonen fiihren zum
Nachweis eines Positronenzerfalls und seiner Lokalisation. Sie kann unter
Berticksichtigung des Ortungsfehlers von 1-2 mm zwischen Ort des Positronenzerfalls
und Ort der Positronenvernichtung bestimmt werden. Das untersuchte Objekt kann zur
Streuung und Absorption der Vernichtungsstrahlen fihren, was eine Transmissions-
messung zur Schwachungskorrektur und Streuungskorrektur in der Rekonstruktion
durch eine separate Messung mit externer Quelle oder Computertomograph notwendig
macht (Ostertag, 1992). In der Praxis haben sich Ringtomographen etabliert
(s. Abbildung 3). Eine Vielzahl an kleinen Detektorkristallen ist in einer Ebene
ringférmig angeordnet. Jeder Einzeldetektor im Ring ist mit einigen gegen-
Uberliegenden Detektoren in Koinzidenz geschaltet. So ergibt sich ein Gesichtsfeld
(FOV, ,field of view*) des Tomographen. Die koinzident registrierten Ereignisse werden
der entsprechenden Koinzidenzlinie zugeordnet und als Projektionen aus parallelen
Koinzidenzlinien zusammengefasst. Aus den Projektionen erfolgt die computerbasierte

Rekonstruktion der Aktivitatsverteilung (Cherry et al., 2012).

MPET-Scanner wurden zur Bildgebung kleiner Tiere entwickelt. Sie produzieren Bilder
mit einer Ortsaufldsung von anndhernd 1,5 mm. Durch die Kombination mit anderen
Modalitaten wie Computertomographen oder Magnet-Resonanz-Tomographen werden
weitere anatomische Bildgebung und Auswertungen ermdglicht (Cherry & Dahlbom,
2006).
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Untersuchungsobjekt Y (S

B

Annihilation

y (511keV)

Y

» Koinzidenz—— Signal

Abbildung 3: Funktionsprinzip eines Ringtomographen
Nach Injektion eines Tracers findet radioaktiver B* - Zerfall im
Untersuchungsobjekt statt. Ein Paositron (B*) reagiert mit einem
Elektron (e"). Durch Annihilation entstehen zwei Photonen (y), die jeweils
mit einer Energie von 511 keV auf gegeniiberliegende Detektorkristalle
treffen (rot markiert) und als koinzident registriertes Ereignis in ein Signal

verarbeitet werden.
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7.3. Radiotracer

Radiotracer sind nach dem Arzneimittelgesetz radioaktive Arzneimittel. Sie sind oder
enthalten radioaktive Stoffe, die ionisierende Strahlen spontan aussenden und haben
die Bestimmung aufgrund dieser Eigenschaften angewendet zu werden (84 Abs. 8
AMG). Damit eine externe Messung der Radioaktivitatsverteilung maoglich ist, ist die
Emission von durchdringender Strahlung Grundvoraussetzung flir ein Radiotracer-
Isotop. Weiterhin darf die radioaktive Markierung das biochemische Molekil in seinem
metabolischen Verhalten nicht verandern (Ostertag, 1992). Positronen-emittierende
Isotope haben in der Medizin eine relativ geringe Halbwertszeit, was die ortsnahe
Herstellung in einem Zyklotron unentbehrlich macht. Die haufigsten PET-Isotope sind
Fluor-18, Kohlenstoff-11, Stickstoff-13 und Sauerstoff-15. Fluor-18 ([*®F]) ist gut
etabliert und lasst sich problemlos in ein organisches Molekul einbringen (s. Tabelle 2).
Eine Halbwertszeit von etwa 110 Minuten vereinfacht die Handhabung und es erzielt
durch seine kurze Positronenreichweite im Gewebe die hochste Bildqualitat aller

Positronenstrahler (Miller et al., 2008).

7.3.1. Herstellung [*®F]-gebundener Tracer

Zur Produktion von Radionukliden wird fir klinische Zwecke ein Zyklotron als
Teilchenbeschleuniger eingesetzt. Hier werden z.B. Protonen auf ein sogenanntes
Target-Material gelenkt, sodass sie eine nukleare Reaktion auslosen, die in der
Formation des Radionuklids resultiert. Bei diesem Prozess fangt der Nukleus des
Targets ein Proton (p) ein und gibt sofort ein Neutron (n) frei. Durch die Kernreaktion
(*30(p,n)*®F) kann so ein nukleophiles [*®F]Flouridanion gewonnen werden (Cherry et
al., 2012). Das entstandene [*®F]Fluoridanion verlasst tber abgeschirmte Leitungen
das Zyklotron in eine heil3e Zelle, wo das Radionuklid an ein organisches Molekul
gebunden wird, um sich je nach Anwendungszweck die entsprechende Pharmako-
kinetik und biologische Affinitat zu Nutze zu machen (Bauser & Lehmann, 2012). Das
entstandene Molekil wird als Radiotracer (englisch: trace = Spur/Indikator) bezeichnet.
Die Herstellung von [*®F]-gebundenen Radiotracern findet routineméaRig durch nukleo-
phile Substitution statt. Daftir miissen das umzusetzende Substratmolekul [*®F] sowie
eine geeignete Abgangsgruppe vorhanden sein, die durch das [*®F] ersetzt wird. Nach
Aufreinigung, Formulierung in physiologischer Injektionslésung, Sterilfiltration und
Qualitatskontrolle kann der gewonnene Radiotracer angewandt werden (Cherry et al.,
2012). Der meist genutzte PET-Tracer ist [*®F]Fluordeoxyglukose ([**F]FDG) zur
Visualisierung des regionalen cerebralen Glukoseverbrauchs (Podgorsak, 2006). Im
Tierversuch wird der Radiotracer [*®FJFDG am haufigsten eingesetzt (Kisely et al.,

2001). Mit seinen Eigenschaften als Glukoseanalogon wird [*®F]FDG in die Zelle
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eingeschleust, phosphoryliert und kann dort mittels PET detektiert werden (Ganong,
1999). Limitationen der Einsetzbarkeit von [**F]JFDG entstehen durch Entziindungen
die den Glukoseumsatz erhdhen, Abhéngigkeiten vom Blutzuckerspiegel oder eine
hohe Aufnahme (Uptake) in Strukturen, die das Untersuchungsziel umgeben
(Hintergrundaktivitat). Die spezifischere Darstellung der Plastizitdts- und
Kompensationsmechanismen kann durch andere Radiotracer erfolgen. Dazu gehoéren
[*8F]Flutriciclamide ([*®F]GE180) und [*8F]Fluorothymidin ([*®F]FLT) zur Darstellung von

cerebralen aktivierten Mikrogliazellen und Zellproliferation.

Radioliganden Indikatoren Ti2in min
[*8F]FDG Glukose-Metabolismus 109,71
[**O]H.0 Blutfluss 2,073
[*1C]Methionin Aminosaure-Metabolismus 20,38
[*®F]GE180 Mikrogliaaktivierung 109,71
[*®F]FLT Zellproliferation 109,71

Tabelle 2: Beispiele kurzlebiger Tracer fur das PET (nach Schaller, 2003)

7.3.2. 3‘-Deoxy-2‘-[*®F]Fluorothymidin ([*®F]FLT)

[*8F]FLT ist ein Tracer, der beim Menschen zu Darstellung von Tumoren in Bereichen
mit hoher Hintergrundaktivitdt Verwendung findet (z.B. Gehirn). Er wird zur in-vivo-
Darstellung von Proliferationsprozessen angewandt (Shields et al., 1998). Die
biphasische Aufnahme von [*®F]FLT in die Zelle wird tUber seine Phosphorylierung
durch das Enzym Thymidinkinasel (TK1) eingeleitet. TK1 wird wahrend der S-Phase
der Zellteilung exprimiert und ermoglicht somit tber die korrelierende [*®F]FLT-
Aufnahme eine Auslesung der Zellproliferationsrate. Die [*8F]FLT-Anreicherung konnte
als zuverlassiger Messwert fir DNS-Syntheseprozesse bestimmt werden (Rasey et al.,
2002; Schwartz et al., 2003). Nach der Phosphorylierung ist das Molekil innerhalb der
Zelle gefangen und kann im PET visualisiert werden (Kong et al., 1992)
(s. Abbildung 4). Somit ist mittels [®F]FLT-uPET eine nicht-invasive Messung von
Proliferation in den neurogenen Regionen des Hirns moglich (Rueger et al., 2010).
Nicht verstoffwechseltes [*®F]FLT wird glucuronidiert und schnell renal ausgeschieden
(Marchand et al., 2016). Rueger et al. (2010) zeigten im Rattenmodell, dass das
[*®F]FLT-UPET die Mobilisierung von neuralen Stammzellen durch pharmakologische
Stimuli auch au3erhalb der neurogenen Nischen darstellen kann. Tamura et al. (2016)
konnten durch die Kombination mit Probenecid eine deutliche Verbesserung der

cerebralen Signalstarke von [*®F]FLT erzielen. Probenecid ist als Medikament zur
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Behandlung von Gicht zugelassen. Sein Effekt auf die Anreicherung von [*®F]FLT
beruht auf der Inhibition der Transporter ABCC und OAT3 an der Blut-Hirn-Schranke.
Eine Nutzung von [*®F]FLT zur Visualisierung der neuralen Stammzellmobilisierung
bleibt aber aufgrund eines relativ geringen Signal-zu-Hintergrundverhaltnisses eine
Herausforderung (Rueger et al., 2010; Tamura et al., 2016). Es bleibt zu
berticksichtigen, dass mittels [®F]FLT-UPET keine Bestimmung des Phanotyps

markierter Zellen mdglich ist.

Abbildung 4: Strukturformel von [*®F]FLT (Kim et al., 2015)
Dieses Molekil besteht aus einem Thymidinanalogon, an dessen
Zuckergruppe das [*®F]-Isotop durch nukleophile Substitution einer
OH-Gruppe gebunden wurde.

7.3.3. [*®F]Flutriciclamide ([**F]GE180)

[*®F]GE180 ist ein Tracer dritter Generation, der als Ligand an TSPO (18 kDa
Translokator-Protein) bindet (s. Abbildung 5) (Fan et al., 2016). TSPO ist ein gut
etablierter Biomarker fur aktivierte Mikrogliazellen, Entzindungsreaktionen und
Verletzungen des ZNS (Chen & Guilarte, 2008; Rupprecht et al., 2010). Er findet sich
primé&r in der &ul3eren Mitochondrienmembran von steroid-synthetisierenden Zellen und
hat die Funktion Cholesterol zur Steroidsynthese in die Mitochondrien zu transportieren
(Papadopoulos et al., 1997). Im ZNS wird TSPO von Mikroglia und Astrozyten
ausgeschittet (Chen & Guilarte, 2008). Bei Verletzungen, Entziindungen oder
neurodegenerativen Erkrankungen wird die Expression von TSPO im ZNS erhoht.
Nach Neurotoxin-induzierten Schaden wurde im Hippocampus der Ratte eine erhdhte
TSPO-Expression von Mikroglia und Astrozyten nachgewiesen (Kuhlmann & Guilarte,
2000). Eine Riuckregulierung tritt erst ein, wenn eine etwaige Nervenregeneration

abgeschlossen ist. Das fuhrt zu der Vermutung, dass TSPO in Verbindung mit
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Reparaturprozessen steht (Mills et al., 2005). Der Radiotracer [**F]JGE180 wird
aufgrund seines guten Signal-zu-Hintergrundverhaltnisses in Verbindung mit hoher
Bindungsaffinitat zu TSPO in Forschung und Diagnostik neuroinflammatorischer
Erkrankungen eingesetzt (Wadsworth et al., 2012). Zwergal et al. (2017) berichten von
reaktiver Neuroinflammation, die durch unilaterale Schadigung des peripheren
vestibularen Systems hervorgerufen wird. Ein erhohter [*®F]JGE180-Uptake im
ipsilasionalen vestibularen Kern und N. vestibularis nach unilateraler Labyrinthektomie
im Rattenmodell bis 15d post OP wurde beobachtet und histologisch validiert. Eine
potentiell vorteilhafte Wirkung von Mikrogliaaktivierung, beziehungsweise [**F]GE180-
Uptake, wurde aufgrund einer positiven Verhaltenskorrelation fir die funktionelle

Wiederherstellung peripherer Lasionen vermutet (Zwergal et al., 2017).

F (18]

Abbildung 5: Strukturformel von [**F]GE180 (Kim et al., 2015)

Durch die hohe Bindungsaffinitat dieses Molekils zu TSPO, kann mittels

des gebundenen [*®F]-Isotops die TSPO-Expression visualisiert werden.

7.4. PET-Bildgebung des vestibuldren Systems

Laut Brandt (2013) gibt es keinen primaren vestibularen Cortex, sondern multi-
sensorielle Areale im Gehirn, die auf den drei sensorischen Systemen zur Orientierung
des Korpers (Visus, vestibulares System und Propriozeption) basieren. So ergeben
sich in der PET-Bildgebung gesunder Probanden vernetzte Areale, die durch
Aktivierung und Deaktivierung die komplexe Prozessierung dynamischer vestibularer
Impulse widerspiegeln. Aufgrund der o6rtlichen Auflésung konnen bildgebende
Aktivitatsstudien zuverlassig Muster im Cortex, Subcortex und Cerebellum darstellen.
Der Hirnstamm ist schwieriger abzubilden. Bei bilateralen vestibularen Schaden konnte
mittels [*8F]FDG ein verandertes cortikales Aktivierungsmuster in multisensorischen

Arealen nachgewiesen werden (Dieterich & Brandt, 2008). In einer Studie von Dieterich
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et al. (2007) wurde an Patienten mit vestibularen Erkrankungen eine deutliche
Aktivierung des primér visuellen Cortex festgestellt, was flr eine Substitution des
vestibularen Signalverlusts spricht. Im Rattenmodell konnte ein verringerter
Glukosemetabolismus in den vestibularen Kernen bis 15d post OP sowie ein erhdhter
Glukosemetabolismus im Hippocampus ab 30d post OP festgestellt werden (Eilles,
2016). Diese Ergebnisse weisen auf eine partielle Kompensation der
Schwindelerkrankung hin. Das PET-Signal im Hippocampus wurde, in Korrespondenz
zu den Verhaltensergebnissen, als eine wieder zunehmende Fahigkeit zur Orientierung
interpretiert (Eilles, 2016).
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8. Immunhistochemische Untersuchung mittels

5-Bromodeoxyuridine (BrdU)

BrdU wurde von Gratzner (1982) zu einem der wichtigsten Marker fir mitotische Zellen
in Studien Uber adulte Neuroneogenese erklart (s. Abbildung 6). Die Substitution einer
endogenen DNS-Base ermdglicht die spezifische Markierung sich teilender Zellen und
entspricht dem [*®F]FLT-Stoffwechsel (Rueger et al., 2010). Wahrend der S-Phase der
mitotischen Zellteilung, wird BrdU anstatt Thymin an ein Adenin-Nukleotid gebunden
(Meyn et al., 1973). Durch die Korrelation der Aufnahme von [*®F]FLT mit der S-Phase
der Zellproliferationsrate, entspricht die aufgenommene Menge an BrdU auch dem
[*®F]FLT-Uptake. BrdU wird jedoch in-vivo appliziert und ex-vivo mittels primarer
Antikorper im Gewebe detektiert und mit einem sekundéaren Antikbrper markiert. Dieser
ist an einen fluoreszierenden Farbstoff gebunden, der immunhistochemisch dargestellt
werden kann (Kee et al., 2002). Eine BrdU-positive Zelle zu detektieren, bedeutet, dass
sich diese in dem Moment der Injektion geteilt hat, da BrdU eine kurze biologische
Halbwertszeit aufweist. BrdU wird nicht in signifikanten Mengen bei
Reparaturmechanismen oder in sterbende Neuronen aufgenommen (Bauer &
Patterson, 2005).

Abbildung 6: Strukturformel von BrdU (Kim et al., 2015)

Dieses Molekdil ist ein mit Brom halogeniertes Thymidin-Analogon, das
kompetitiv in die DNS inkorporiert wird und mittels immun-

histochemischer Markierung visualisiert werden kann.
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9. Arbeitshypothesen

Das Ziel dieser Forschungsarbeit war die Identifikation neuer translationaler
Therapieanséatze fur bilaterale vestibulare Erkrankungen. Um dieses Ziel zu erreichen,
ist es von groldter Bedeutung die komplexen Plastizitdtsprozesse des cerebralen
vestibularen Netzwerkes nach einer vestibularen Schadigung besser zu verstehen. Zu
diesem Zweck wurden PPET-Scans mit den Tracern [®F]FLT und [**F]GE180 mit
korrespondierenden  Verhaltensuntersuchungen an Ratten nach bilateralem
vestibularem Schaden durchgefuhrt. Eine histologische Validierung des Tracers
[*®F]FLT erfolgte mittels BrdU-Markierung. Korrelationsanalysen der bildgebenden
Parameter mit Verhaltenstests des Lokomotions- und Orientierungsverhaltens wurden
durchgefuhrt um die Relevanz der ermittelten Zellproliferation und Mikrogliaaktivierung
fur die funktionelle Regeneration nach bilateralem vestibularem Schaden weiter zu

untersuchen.
Folgende Arbeitshypothesen wurden Uberprft:

1. Die Zellproliferation ist nach bilateraler Labyrinthektomie im Hippocampus
gehemmt. Die reduzierte Zellproliferation (gemessen mittels [*®F]FLT-UPET)
korreliert mit einer persistierenden Orientierungsstdérung (im T-Maze). Die
Zellproliferation in den vestibularen Kernen ist nach bilateraler
Labyrinthektomie erhéht und geht einer partiellen Verbesserung der
posturalen Kontrolle voraus.

2. Die Dbilaterale Labyrinthektomie induziert eine Mikrogliaaktivierung in
vestibulo-hippocampalen Netzwerken sowie in den vestibularen Kernen. Das
Ausmall der Mikrogliaaktivierung im Hippocampus korreliert mit der
Orientierungsfahigkeit und die Mikrogliaaktivierung in den vestibularen
Kernen mit der posturalen Kontrolle im Zeitverlauf.

3. In den vestibularen Kernen besteht eine positive Korrelation zwischen der
Mikrogliaaktivierung und Zellproliferation (gemessen mittels [*F]FLT- und
[*®F]GE180-Uptake).
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[Il.  MATERIAL UND METHODEN

Die vorliegende Dissertation wurde im Rahmen des vom Bundesministerium fur Bildung
und Forschung (BMBF) geforderten Forschungsprojektes ,Structural and functional
central vestibular plasticity: from understanding of mechanisms to therapeutic targets*
(SRGII-1) erstellt. Die wissenschaftliche Bearbeitung erfolgte in Kooperation mit dem
Deutschen Schwindel- & Gleichgewichtszentrum (DSGZ) und der Klinik fur Nuklear-

medizin der LMU Minchen.

Alle durchgefihrten Experimente wurden in dem Tierversuch mit Aktenzeichen

ROB-55.2-2532.Vet_02-16-93 durch die Regierung von Oberbayern genehmigt.
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1. Material

1.1. Chemikalien
5-Bromo-2‘-deoxyuridine (BrdU)

Antikdrper (priméar): Rat monoclonal BrdU antibody

Antikorper (sekundér): Goat anti-Rat 1IgG (H+L)
Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 488

Aqua ad injectabilia

Aqua-Poly/Mount, Mounting Medium

Bupivacainhydrochlorid, Carbostesin® 0,25%

Bupivacainhydrochlorid Monohydrat

Dexpanthenol, Bepanthen® 5%, Augensalbe

Dinatriumhydrogenphosphat, Na;HPO4
Ethanol 96%
Ethylenglycol

Farbstoff, Molecular Probes™ DAPI

Glycerol

Goat Serum (NGS)

Isofluran, Isofluran CP®
Kaliumdihydrogenphosphat, KH2PO.
Ketaminhydrochlorid 10%, Injektionslésung
Marbofloxacin, Marbocyl®

Meloxicam, Metacam®

Natriumchlorid, NaCl 299,5%

1. Material und Methoden

Sigma-Aldrich, MO. USA
Abcam, Cambridge, UK

ThermoFisherScientific,
Waltham, USA

Braun, Melsungen

Polysciences, Warrington,
USA

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Minchen
Bayer-Vital, Leverkusen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

ThermoFisherScientific,
Waltham, USA

Roth, Karlsruhe

ThermoFisherScientific,
Waltham, USA

CP-Pharma, Burgdorf
Roth, Karlsruhe
MEDISTAR, Ascheberg
Vétoquinol, Ravensburg
Boehringer Ingelheim,
Ingelheim

Roth, Karlsruhe
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Natriumchloridldsung, NaCl 0,9%
Natriumhydrogen-4-aminophenylarsonat, Atoxyl
Natriumdihydrogenphosphat, NaH,PO4
Natriumhydroxid, NaOH
Natriumphosphat, steriles Konzentrat
Natriumtetraborat, Na>B4O~
Paraformaldehyd, PFA

Probenecid

D-Saccharose

Salzsaure, HCI 37% rauchend
Tissue-Tek® Cryomold Intermediate

Triton X-100

Xylazinhydrochlorid 20 mg/ml, Injektionslésung

1.2. Gerate

MPET-Scanner, Inveon
Analysenwaage, Typ CP 224S
Analysenwaage, Typ CPA26P
Analysenwaage, Typ TE4104
Deckglaser, 24x50 cm

Dosimeter-Ring

Korper-(OSL-)Dosimeter

Fluoreszenzmikroskop Axio Observer Z1

Gefriermikrotom, CryoStar NX70

1. Material und Methoden

Fresenius Kabi, Bad Homburg
TCI Europe n.v., Zwijndrecht
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Braun, Melsungen

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, MO. USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sakra, CA. USA

ThermoFisherScientific,
Waltham, USA

MEDISTAR, Ascheberg

Siemens, Erlangen
Sartorius, Gottingen
Sartorius, Géttingen
Sartorius, Goéttingen
Roth, Karlsruhe

AWST, Helmholz Zentrum

Minchen

AWST, Helmholz Zentrum

Minchen
Zeiss, Jena

ThermoFisherScientific,
MA USA
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Nahtmaterial, Ethicon 0,5 metric

Narkosegerat, Isofluran Vet. Med. Vapor

Objekttrager, 76x26 cm

Operationsmikroskop, Typ Stemi DV4 Spot

pH-Meter SevenEasy

Peristaltikpumpe DOSE IT P910

Prazisionswaage, Typ 440-49N

T-Maze

Ultraschallreiniger, Bandelin Sonorex RK52H

1.3. Programme
EthoVision XT

IBM SPSS Statistics 25

Inveon™ Acquisition Workplace

PMOD

SPM

Zeiss ZEN

1. Material und Methoden

Henry Schein Vet, Stuttgart
Dragerwerk, Libeck

Hecht Glaswarenfabrik GmbH,
Sondheim

Zeiss, Gottingen
Mettler-Toledo GmbH, GielRen

INTEGRA Biosciences GmbH,
Biebertal

Kern, Bailingen
Med Associates Inc., VT. USA

PCE, Meschede

Version 13, Noldus Information Technology,
Wageningen, NL

Version 25, IBM Corporation, USA

Version 1.5.0.28 (Bildakquisitionsprogramm)

Siemens Medical Solutions, Knoxville, TN USA

Version 3.903 (Biomedical Image
Quantification), PMOD Technologies LLC,
Zurich, CH

Version 8, ,statistical parametric mapping®,
Wellcome Trust Centre for Neurolmaging,
Institute of Neurology, University College
London, UK

Version 2, Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Oberkochen
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1.4. LoOsungen

Atoxyl-Lésung 10%

BrdU-Ldsung (5 mg/ml)

Bupivacain-L6sung 20%

Paraformaldehyd, PFA 8%

Paraformaldehyd, PFA 4%

Phosphatgepufferte
Salzlésung, PBS (10x)

PBS (1x)

Phosphatpuffer

nach Soerensen pH 7,4

1. Material und Methoden

100 mg Natriumhydrogen-4-aminophenylarsonat

in 1 ml Aqua ad inject. I6sen

50 mg BrdU in 10 ml NaCl I6sen

200 mg Bupivacainhydrochlorid Monohydrat
in 1 ml Lésung 96% Ethanol mit Aqua ad inject. (3:1)

in Ultraschallbad bis Lésung aufklart

800 ml Aqua dest. auf 60-70 °C erwarmen

80 g Paraformaldehyd dazugeben

1N NaOH tropfenweise zugeben bis Losung aufklart
Abklhlen und Filtrieren

mit Aqua dest. auf 1 | auffillen

in dunklem Gefal} lagern

PFA 8% mit Phosphatpuffer (Soerensen) 1:1 verdiinnen

2,6 g Natriumdihydrogenphosphat
mit 14,4 g Dinatriumhydrogenphosphat
und 87,5 g Natriumchlorid

in 1 I Aqua dest. l6sen

PBS (10x) mit Aqua dest. 1:9 verdiinnen

182 ml der Lésung A und 818 ml der Losung B mischen

Losung A: 9,078 g Kaliumdihydrogenphosphat
in 800 ml Aqua dest. lI6sen
auf 1 | auffullen

Lésung B: 11,876 g Dinatriumhydrogenphosphat
in 800 ml Aqua dest. lI6sen

auf 1 | auffullen
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Probenecid-Ldsung
(50 mg/ml)

Saccharose-L6sung 30%

1. Material und Methoden

1000 mg Probenecid

1N NaOH tropfenweise zugeben bis Losung aufklart
mit Natriumphosphatpuffer fur Injektionszwecke

auf pH-Wert 7,4 einstellen

mit Aqua ad inject. auf 20 ml auffillen

6 g Saccharose mit PBS bis auf 20 g auffillen

Ldsungen fur histochemische Farbungen

Cryoprotektive

Aufbewahrungsldsung

Boratpuffer

PBS-Triton X-Gemisch

Priméare Antikorper

Salzsaure, HCI

Sekundare Antikorper

150 ml Glycerol
mit 150 ml Ethylenglycol, 150 ml Aqua bidest.
und 50 ml PBS (10x) mischen

20,1 g Natriumtetraborat
in 1000 ml Aqua dest. l6sen

mit Salzsaure auf pH 8,5 einstellen
2,5 ml Triton X mit 47,5 ml PBS mischen

BrdU-rat (1:500)—> 2 pl pro Well, NGS 100 pl pro Well
mit PBS-Triton X auf 1000 ul pro Well auffiillen

16,75 ml Agua dest. mit 8,25 ml 37%iger Salzsaure
(rauchend) mischen und in Alufolie lichtgeschitzt
aufbewahren (Verhaltnis 67:33)

1 pl pro Well rat-488 (gruin), 1 pl DAPI, mit PBS-Triton X
auf 1000 pl pro Well auffullen

41



1. Material und Methoden

2. Tiermodell

Auf eine einwdchige Habituationsphase folgend wurden die Tiere in den Versuch
aufgenommen und durchliefen zun&chst ein Training fur den Verhaltenstest im T-Maze.
Nach der Durchfihrung eines Baseline-Scans (Woche 0) im WPET als Vergleichs-
messung fur den Tracer [*®F]FLT, fand die chemische Labyrinthektomie statt.
AnschlieBend waren die Tiere insgesamt neun Wochen im Tierversuch. Wéahrend
dieser Zeit wurde ihr Verhalten dreimal wdchentlich untersucht und es wurden
wochentlich zwei WPET-Messungen — eine mit dem Tracer [*®F]FLT und ab Woche 2
post OP zuséatzlich eine mit dem Tracer [*®F]GE180 — durchgefiihrt. Korrespondierend
zu den [*®F]FLT-Messtagen erfolgte die Perfusion zur Gewebsentnahme an jeweils drei
Tieren mit bilateraler Labyrinthektomie und drei Sham-operierten Tieren nach
vorausgegangener Applikation von BrdU in den Wochen 1, 3, 4, 5, 7 und 9 post OP
(s. Abbildung 7). Eine Verblindung wéhrend der Untersuchungen war aufgrund der
eindeutigen Krankheitssymptomatik nicht moglich. Einflussnahmen auf die
Untersuchungsergebnisse wurden soweit moglich durch standardisierte Protokolle aller
Ablaufe und die Auswertung der Ergebnisse erst nach Abschluss des Versuchsblocks

gewabhrleistet.

o Training Verhaltensanalyse T-Maze Versuchsende
Habituation  T-Maze dreimal wéchentlich Euthanasie
K—M/—M 4 A ~
. o :

N
-1 0 OP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Woche post OP

['®F]FLT-Scan und ['8F]GE180-Scan
einmal wéchentlich
oder
korrespondierende Perfusion
nach BrdU-Applikation

Abbildung 7: Ubersicht Tierversuchsvorhaben

Auf die Habituation und das Training im T-Maze folgten

neun Untersuchungswochen post OP.

2.1. Tierhaltung und Versuchstiere
Méannliche Albino Ratten vom Stamm Sprague-Dawley wurden in einem Alter von acht
bis neun Wochen und einem Gewicht von etwa 350 g aus einer spezifiziert pathogen-

freien Zucht der Firma Charles River GmbH (Sulzfeld) bezogen. lhre Haltung erfolgte
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in Gruppen von zwei bis drei Ratten pro Kafig (GR 1800 Doppel Decker) in einem
Individually-Ventilated-Cage-System (IVC) der Firma Tecniplast. Bei einer 50-fachen
Kafigluftwechselrate pro Stunde betrug die Luftgeschwindigkeit in den IVCs stets
weniger als 0,2 m/s. 60 Lux wurden in den Kafigen bei einem 12-stiindigen hell-dunkel-
Rhythmus nicht Uberschritten. Eine tagliche Kontrolle der Luftfeuchtigkeit und
Temperatur erfolgte, um die Empfehlungen der GV SOLAS von 55 +10 % rH und
22 £ 2 °C einzuhalten. Geméal den FELASA-Richtlinien fand vierteljahrlich eine
Hygieneuberwachung mittels ,dirty-bedding“-Sentinels statt. Trinkwasser Uber
Nippeltranken sowie Alleinfutter (Ssniff R/M Haltung) stand den Tieren ad libitum zur
Verfiigung. Die Einstreu bestand aus entstaubtem und sterilisiertem Weichholzgranulat
(Ssniff Abedd Espen). Zur Beschatftigung erhielten die Ratten Nagehdlzer (Ssniff Abedd
Espen), Pappmachée-Hauser (datesand, ,rat corner homes®) und entkeimtes Heu
(LIGNOCEL hay, Rettenmaier und Sohne). Einmal pro Woche wurden die Tiere in
saubere Kafige umgesetzt, im gleichen Turnus erfolgte die Reinigung und
Desinfizierung des Tierstalls. Eine Beurteilung des Gesundheitszustandes der Tiere
wurde taglich durchgefihrt und in Score-Sheets festgehalten.

2.2.  Operativer Eingriff

2.2.1. Anasthesie und Analgesie

Die Narkoseeinleitung erfolgte bei Eingriffen mit 3% Isofluran und wurde mit 1,8%-
Konzentration erhalten. Tragergas war Sauerstoff mit einer Durchflussrate von 2 I/min.
Das Tier wurde zur Narkoseeinleitung in eine rote Acrylglasbox verbracht. Nach
Erreichen des Stadiums der chirurgischen Toleranz erfolgte der Eingriff. Dafir wurde
das Tier auf eine OP-Unterlage mit Warmematte (Beurer) gelagert, blieb tber eine
Nasenkammer mit der Narkoseanlage verbunden und erhielt Dexpanthenol-Salbe
(Bepanthen®, 5%) als Schutz der Cornea vor Austrocknung. Die Narkosetiefe wurde
regelmafig anhand von Zwischenzehenreflex, Lidschluss und Atmung tberpraft. Far
die perioperative Schmerzbehandlung und zur Infektionsprophylaxe, erfolgte
30 Minuten vor Beginn der OP subkutan eine Injektion von Meloxicam (Metacam®) und
Marbofloxacin (Marbocyl®), jeweils in einer Dosierung von 2 mg/kg. Ein Bolus von
2,5 ml korperwarmer 0,9%-isotonischer Natriumchlorid-Losung pro Flanke wurde zur
Kreislaufstabilisierung subkutan injiziert. Die analgetische und antibiotische

Behandlung erfolgte téaglich tiber 3d post OP.

2.2.2. Chemische Labyrinthektomie
Die Vorbereitung der chemischen Labyrinthektomie bestand aus Rasur und

Desinfektion des OP-Feldes sowie einer lokalandsthetischen Versorgung mittels einer
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subkutanen Injektion von Bupivacainhydrochlorid (Carbostesin®, 0,25%) in das OP-
Feld. Paramedian und dorsal des Ohres wurde eine 1 cm lange Hautinzision gesetzt
(Einmal-Skalpell, Braun). Unter Schonung des Nervus facialis erfolgte die Freilegung
des Meatus acusticus externus durch stumpfe Praparation zwischen den seitlichen
Nackenstreckern und dem Musculus temporalis (s. Abbildung 8a). Etwaige Wund-
flussigkeit wurde mit Saugtupfern aufgenommen (Sugi®, Kettenbach). Das weitere
Vorgehen wurde unter operationsmikroskopischer Sichtkontrolle mit 20x Vergré3erung
(Stemi DV4 Spot, Zeiss) durchgefuihrt. Die hautige Membran des &uf3eren Gehérgangs
sowie das Trommelfell wurden mit einer Pinzette perforiert. Zur Kkurzfristigen
Deafferentierung der Haarzellen erfolgte eine transtympanale Injektion von 0,2 ml
20%-iger Bupivacain-Losung kaudal des Hammerschafts. Uber 2 Minuten wurde die
Losung kontinuierlich appliziert und aspiriert um eine optimale Verteilung zu
gewadhrleisten. Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Losung komplett aspiriert und der
Vorgang wurde mit 0,2 ml 10%-iger Atoxyl-Losung wiederholt (s. Abbildung 8b). Der
Verschluss des Operationsfelds erfolgte mittels drei bis vier Knopfheften (TF6, 6,5 mm,
0,5 metric, Ethicon). Der gesamte Ablauf wurde bei der bilateralen chemischen
Labyrinthektomie auf der contralateralen Seite in einer Narkose wiederholt, sodass
beide Gleichgewichtsorgane deafferentiert wurden. Um die operativ bedingten Effekte
von den vestibularen Prozessen zu unterscheiden, erfolgte ein gleichartiger Eingriff der
Kontrollgruppe (Sham) mit dem Unterschied, dass die ototoxischen Substanzen durch
Natriumchlorid-Losung ersetzt wurden. Unter Beobachtung erwachte das Tier in einer
mit Zellstoff gepolsterten luftdurchlassigen Box. Erst nach dem vollstadndigen Erwachen
und Kontrolle des OP-Erfolges, wurde es zurilick in seinen Heimatkafig verbracht. Die
Zugabe von Wasser-Gelpads in den Kafig und das Einweichen des pelletierten Futters
erfolgte je nach Zustand des Tieres bis zu 7d und um eine erleichterte Aufnahme zu

gewabhrleisten.
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Abbildung 8: Durchfiihrung der chemischen Labyrinthektomie

a. OP-Feld nach Préaparation des aul3eren Gehérgangs

b. Injektion ototoxischer Substanzen unter mikroskopischer Sichtkontrolle

Als Abbruchkriterien wurden aufgrund ihrer Tierschutzrelevanz und moglichen
Auswirkungen auf die Versuchsergebnisse folgende Symptome gewertet:

Verlust des Kérpergewichts von Uber 15%

2. Hornhautulcera (Beeintrachtigung des Lidschlusses durch perioperative
Lasion des N. facialis)

3. Ausbleiben der typischen Schwindelsymptomatik (Blutung umliegender
Gefal3strukturen, die die Wirkung von Bupivacain und Atoxyl an den
Haarzellen verhindern)

4, Abnorme Verédnderungen des Verhaltens (Selbstisolation, Apathie,
Stereotypien, Automutilation)

5. Abnorme Verdnderungen des Allgemeinzustandes (Atembeschwerden,

Konvulsionen, Paresen)

2.3. Verhaltensanalyse

Das klinische Verhalten wurde einmal wochentlich auf einer offenen Flache beobachtet
und aufgezeichnet. Die Testung im T-Maze fand dreimal wochentlich statt. Um die
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten wurde die Testung unter
standardisierten Bedingungen und Testungsprotokoll durchgefuihrt: die mit den Tieren
vertrauten Experimentatoren wogen, untersuchten und testeten alle Ratten unter
absoluter Ruhe und zwischen 07:00 und 10:00 Uhr. Die Tiere wurden stets vor etwaigen
MPET-Scans getestet um postnarkotische Einflisse zu vermeiden. Eine Verblindung

der Gruppen war aufgrund der ausgepragten Krankheitssymptomatik nicht méglich.
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2.3.1. T-Maze

Die Untersuchung im T-Maze diente der Evaluierung des raumlichen Orientierungs-
und Lernverhaltens der Ratten. Durch Videoauswertungen konnten zusatzlich
Lokomotionsparameter aufgezeichnet werden. Die schwarz beklebte Laufflache des
T-Maze (Med Associates Inc.) war 40 cm vom Untergrund erhdht und 11,5 cm breit. Sie
wurde von durchsichtigen Acrylwanden und -deckeln mit Luftldchern in einer Héhe von
16,5 cm verschlossen. Auf die 24,8 cm lange Startbox folgte die 56 cm lange zentrale
Lauflache und die beiden um 90° abgewinkelten, 30,1 cm langen Zielarme. Am Ende
beider Zielarme wurde jeweils ein Belohnungsbecher platziert. Die Einheiten konnten
mittels Guillotine-Tldren verschlossen werden (s. Abbildung 9). Um einen optimalen
Testablauf zu gewahrleisten, musste jede Ratte an die Testumgebung gewdhnt werden
(Deacon & Rawlins, 2006). Zunachst fand die Habituation aller Tiere an die
Handhabung und Belohnung mittels autoklavierter Cornflakes (gestf3te Maisflocken)
im Belohnungsbecher durch die Experimentatoren Uber mehrere Tage statt.
AnschlieBend begann das Training im T-Maze. Zu Beginn wurden die Ratten
gemeinsam mit ihrem Kafigpartner fir 15 Minuten in das mit Cornflakes bestiickte
T-Maze gesetzt. Bei gedffneten Turen wurden die Ratten wiederholt aus dem Labyrinth
herausgehoben und wieder hineingesetzt. Der zweite Tag des Trainings wurde
gleichartig durchgefihrt, lediglich die Cornflakes befanden sich nur noch in den Armen
des T-Maze und die Tiren wurden bewegt. In den drei darauffolgenden Tagen
durchliefen die Ratten ihr Training separat voneinander tber jeweils 10 Minuten. Die
Cornflakes wurden nur noch in die Belohnungsbecher positioniert. Am vorletzten Tag
des Trainings wurden die Ratten auf Alternationsverhalten trainiert. Eine Tur der
Zielarme blieb verschlossen, wenn die Ratte ihren Lauf begann. Beim nachfolgenden
Lauf wurde die entsprechend andere Tur verschlossen. So entstand automatisch ein
alternierendes Betreten der Zielarme. Der letzte Tag des Trainings wurde zu Kontroll-
zwecken entsprechend dem Versuchsprotokoll absolviert um die Eignung und
Bereitschaft der Tiere zu bestatigen. Am Tag darauf wurde die bilaterale chemische
Labyrinthektomie durchgefihrt. Die Verhaltenstestung im T-Maze fand ab 1d post OP

dreimal wochentlich Gber neun Wochen statt.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des T-Maze
Die Einteilung in Detektionszonen im Programm EthoVision XT, sowie
eine Kalibrierung durch definierte Strecken (gelbe Pfeile) erfolgte fur die

Video-basierte Auswertung.
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Der Ablauf einer Testung wurde anhand eines adaptierten Protokolls nach Wenk (1998)
und Deacon und Rawlins (2006) durchgefuhrt: Zunachst verbrachte jede Ratte vor
ihrem Test im Labyrinth etwa 10 Minuten in einer Transportbox. So wurde ein
einheitlicher Vorbereitungs- und Gemiutszustand der Tiere gewdahrleistet. Nach der
Verbringung einer Ratte in die Startbox des T-Maze begannen die Videoaufzeichnung
und der erste Durchlauf. Bei geoffneten Armen des T-Maze durfte die Ratte einen Arm
auswahlen, erkunden und die Belohnung aufnehmen. Das Berihren aller Fil3e auf dem
Boden des Zielarms, wurde als Entscheidung gewertet und die Tur hinter der Ratte
verschlossen, um weiteres Erkunden zu unterbinden. Die Videoaufzeichnung stoppte
automatisiert. Behutsam erfolgte das Zuriicksetzen des Tieres in die Startbox. Nun
begannen die funf wertbaren Laufe durch das Labyrinth, die analog durchgefiuhrt
wurden. Die Belohnung war stets nur noch in dem Arm, der zuvor nicht betreten wurde,
aufzufinden. Das vorhandene oder nicht vorhandene Alternieren der Tiere wurde als
Lrichtige” oder ,falsche® Entscheidung notiert und als Erfolgsquote pro Messtag (in %)
festgehalten. Weiterhin erfolgte die Aufzeichnung der Anzahl der abgeschlossenen
Durchlaufe (in %). Die Abbruchkriterien wurden dabei wie folgt definiert:

1. Verweilen in der Startbox Uber 90s
2. Verweilen an gleicher Stelle im Labyrinth tGber 90s
3. Maximaldauer eines Durchlaufes von 5 Minuten Uberschritten

Nach zwei aufeinanderfolgend abgebrochenen Durchlaufen wurde der Test beendet.
Die Auswahl der Abbruchkriterien erfolgte, um eine negative Assoziation der Tiere zum

Verhaltenstest zu vermeiden (Deacon & Rawlins, 2006).
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2.3.2. Datenverarbeitung mit Video-gestiutzter Bewegungsanalyse

Die Videoaufzeichnung der Durchlaufe im T-Maze erfolgte mit dem Programm
EthoVision XT 13 (Noldus Information Technology). Die Kontur der weil3en Tiere wurde
durch dynamische Subtraktion vor dem schwarzen Untergrund erfasst. Eine Detektion
von Nasenspitze, Kdrpermitte und Schwanzbasis ermdglichte weitere Analysen. Eine
Aufteilung fur die Auswertung der Videoanalysen wurde pro Messtag vorgenommen.
Unvollstandige Aufzeichnungen wurden aus der Auswertung ausgeschlossen. Eine

Auswahl der Analyseparameter erfolgte gemafR Tabelle 3.

Parameter Erlauterung Einheit
Distanz Zurtickgelegte Wegstrecke pro Lauf cm
Zeit Abgelaufene Zeit zwischen Beginn eines Laufes s

und Beenden durch Betreten eines Zielarmes
Geschwindigkeit Gemittelte Geschwindigkeit pro Lauf cm/s
Bewegungsverhalten  Anteil der Fortbewegung des Korper- %
mittelpunktes im Beobachtungszeitraum;
Geschwindigkeiten von mehr als 1,75 cm/s
wurden als bewegt angesehen

Tabelle 3: Verhaltensparameter im Programm EthoVision XT

2.3.3. Etablierung des T-Maze

Fur die Etablierung des T-Maze-Protokolls und die Aufzeichnung der Ergebnisse von
gesunden Tieren zu Vergleichszwecken wurden zehn Ratten verwendet. Sie
durchliefen das Training fir den Verhaltenstest und absolvierten dreimal wochentlich
tber neun Wochen die Untersuchung im T-Maze. Da sie keiner Operation oder anderen
Prozeduren unterzogen wurden, dienten die aufgezeichneten Parameter der
Validierung des Versuchsaufbaus und des Vergleichs der erkrankten Tiere zu

gesunden.

49



1. Material und Methoden

2.4. MWPET-Messungen

Die Herstellung der Tracer erfolgte automatisiert in der abteilungseigenen
Radiopharmazie mittels Kassetten von FASTlab™ (GE Healthcare). Nach Verbringen
der Tiere in den Untersuchungsraum wurde eine Kurzzeitanasthesie korrespondierend
zum chirurgischen Eingriff eingeleitet, erhalten und Uberwacht. Auf das Platzieren einer
Kanule (Braun, 24G) in die laterale Schwanzvene folgte die intravendése Injektion eines
Bolus von 50 + 2 MBq des jeweiligen Tracers (s. Abbildung 10a). Der Katheter wurde
mit 200 pl NaCl-Lésung nachgesplilt. Alle Materialien, die mit Aktivitat in Verbindung
kamen, wurden in einem Aktivimeter rickgemessen, um die injizierte Aktivitat
errechnen zu konnen. Zur besseren Biodistribution des Tracers in den aktiven
Hirnarealen erwachte das Tier und konnte sich wéhrend der Anreicherungsphase bis
zum PPET-Scan (Uptakephase) von 38 Minuten oder 45 Minuten frei bewegen
(s. Abbildung 11, Abbildung 12). Fir den pPET-Scan wurde das Tier erneut
anasthesiert und bei 1,5- bis 1,8-%iger Isoflurannarkose im pPET-Scanner auf eine
Warmeplatte platziert und fixiert (Klebestreifen an Schulter und Becken, Leukoplast®).
Nach Ausrichtung des Kopfes im FOV des Scanners wurde zunadchst eine
Transmissionsmessung (TX) mittels einer rotierenden [°’Co]-Punktquelle durchgefihrt.
AnschlieRend fand die 30-minitige Emissionsmessung (EM) statt (s. Abbildung 10b).
Nach Abschluss der UPET-Messung wurde die Ratte wahrend der Aufwachphase
beobachtet und bei vollstandiger Erholung von der Anasthesie in den Heimkafig
verbracht. Sequentiell identische Messungen erfolgten pro Tracer einmal wochentlich
bei allen Ratten. Koérper- und Ringdosimeter wurden stets vom durchfiihrenden
Personal getragen, um die Strahlenexposition gemaf der Strahlenschutzverordnung

aufzuzeichnen.

E—
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Abbildung 10: Durchfuihrung eines uPET-Scans

a. Ratte mit intravenbsem Schwanzkatheter prae injectionem
Ratte im Ringtomographen des PPET wahrend einer Emissions-
messung, Ausrichtung des Kopfes im FOV
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2.4.1. Protokoll des [®F]FLT-Scans

Bei den [*®F]FLT-Scans wurde je ein Tier einzeln im pPET untersucht. Zur besseren
Anreicherung im Gehirn erfolgte zusatzlich 10 Minuten vor Injektion des Tracers die
Verabreichung von 100 mg/kg Probenecid-Lésung (50 mg/ml) intraperitoneal. Auf eine
30-minttige Wachphase wahrend der Anreicherung des Tracers folgte die
Transmissionsmessung mit einer Dauer von 7 Minuten. Die Emissionsmessung
startete 45 Minuten nach Injektion des Tracers. Insgesamt dauerte die Prozedur
95 Minuten (s. Abbildung 11).

Anasthesie [ Wachphase [ Anasthesie
Vorbereitung l i.v. Injektion ['8F]FLT (50MBq) PPET-Scan
20 -10 0 38 TX 45 EM 75 Minute
10min I 10min 38min 7min 30min
Probenecid

Abbildung 11: Scanprotokoll fur [*®F]FLT
Nach der Injektion von Probenecid und [*®F]FLT erwachte das Tier fur
die Uptakephase und wurde anschlieRend unter erneuter Inhalations-
anasthesie einer Transmissions (TX)- und Emissionsmessung (EM)

im UPET unterzogen.

2.4.2. Protokoll des [*®F]GE180-Scans

Bei den [*®F]GE180-Scans wurden aufgrund limitierter spezifischer Aktivitat je zwei
Tiere gemeinsam im PPET untersucht. Die Wachphase wahrend der Anreicherung
betrug 37 Minuten und war gefolgt von 15 Minuten Transmissionsmessung.
Anschlieend wurde die Emmissionsmessung 60 Minuten nach Injektion des Tracers
durchgefuhrt. Die Gesamtdauer des Scanprotokolls betrug 100 Minuten
(s. Abbildung 12).

Anésthesie | Wachphase | Andsthesie
\Vorbereitung l i.v. Injektion ['®F]GE180 (50MBq) MPET-Scan
-10 0 45 TX 60 EM 90 Minute
10min 45min 15min 30min

Abbildung 12: Scanprotokoll fir [*®F]GE180

Nach der Injektion von [®F]GE180 erwachte das Tier fur die
Uptakephase und wurde anschlieBend unter erneuter
Inhalationsanasthesie einer Transmissions (TX)- und Emissions-

messung (EM) im UPET unterzogen.
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2.5. Euthanasie

Sofern die Tiere nicht zur Gewebsentnahme vorgesehen waren, wurden sie nach
Abschluss des Tierversuchs euthanasiert. Eine tiefe Isoflurannarkose (4%) mit
anschliel3ender intraventser Injektion von 60 mg/kg (etwa 2 ml) Xylazinhydrochlorid
fuhrte zum Tod der Ratte. Nach Feststellung des Todes erfolgte eine zervikale

Dislokation.

2.6. Perfusion und Gewebeentnahme

Zur Narkotisierung erhielten die Tiere eine intraperitoneale Misch-Injektion von
Xylazinhydrochlorid (8 mg/kg) und Ketaminhydrochlorid (120 mg/kg). Bei Bedarf wurde
eine zweite intravendse Injektion des Gemisches vorgenommen, um die ndétige
Narkosetiefe zu erreichen. Nach Sistieren der Atmung erfolgten die aufrechte Fixation
der Ratte in einem Abzug und nachfolgend die Thorakotomie. Eine stumpfe Kanile
wurde vom linken Herzwinkel aus in die Aorta eingefiihrt und fixiert, daraufhin das
rechte Herzohr eréffnet um den Blutabfluss zu gewéhrleisten. Die Perfusion mittels
einer Pumpe (DOSE IT P910, INTEGRA) begann mit dem Aussptlen des Blutes durch
200 ml (1x) PBS-L6sung (30 ml/min). Danach wurde das System auf 4%ige PFA-
Ldsung umgestellt und 450 ml (22,5 ml/min) zur Perfusionsfixierung durch das Herz-
Kreislaufsystem gesplilt. Der Tod trat durch das Entbluten ein. Durch das chirurgische
Entfernen der Schadeldecke konnte das Gehirn vollstdndig entnommen und in ein
steriles mit 4%iger PFA-LOsung gefiilites Probenrdéhrchen (50 ml, Greiner) Gberfuhrt
werden. Nach 24-stindiger lichtgeschitzter Aufbewahrung wurde das Gehirn in
Saccharose-Lésung umgebettet. Einer mindestens 3-tagigen Einwirkungsdauer bei

5-7 °C folgte die Vorbereitung zur histologischen Aufarbeitung.

2.6.1. BrdU-Applikation
Zur postmortalen, immunofluoreszenten Darstellung der Proliferation wurde den Tieren
einen Tag vor ihrer Perfusion je 50 mg/kg BrdU-L6sung intraperitoneal (Braun, 25G)

verabreicht.

52



1. Material und Methoden

3. Histologische Aufarbeitung

Die Hemispharen wurden mit einem Skalpell getrennt, jeweils in Tissue Tek® (Sakra)
eingebettet und bei -80 °C eingefroren. Bis zur weiteren Bearbeitung erfolgte die
Lagerung bei -20 °C. Gefriermikrotomschnitte (CryoStar NX70, ThermoFisher) mit 80
pum Dicke wurden pro Hemisphéare angefertigt und in ein Wellplate (6 Wells x 1000 pl,
Sigma) Ubertragen. Die Schnittfihrung erfolgte sagittal Gber die gesamte Hemisphare
inklusive des Hirnstamms. In der cryoprotektiven Aufbewahrungslésung konnten die
Schnitte bei -20 °C bis zur Prozessierung fur die Immunofluoreszenz-Farbung gelagert
werden (s. Abbildung 13a).

3.1. Fluoreszenz-Farbung

Die Farbung der Schnitte erfolgte im ,Free floating-Verfahren®. Der Inhalt jeweils eines
Wells pro Hemisphére wurde mit PBS von der Aufbewahrungsldsung gereinigt und in
eine neue Wellplate Ubertragen. So konnten sechs Hemisphéren gleichzeitig bearbeitet
werden. Als erster Schritt erfolgte eine 20-mindtige lichtgeschitzte Inkubation mit
Salzsaure, auf die drei 10-minitige Waschphasen mit Boratpuffer folgten. Das
Waschen der Schnitte geschah zweimal Gber 10 Minuten in PBS. Anschlie3end wurde
die priméare Antikdrper-Mischung (BrdU-rat) zugegeben und die Wellplate Uber Nacht
bei 5-7 °C inkubiert. Nach 24 h erfolgten drei 10-minltige Waschphasen mit PBS. Alle
folgenden Schritte wurden lichtgeschiitzt durchgefiihrt. Nach einer 2-stiindigen
Inkubation mit der sekundéaren Antikérper-Mischung (rat-488 und DAPI) erfolgte der
Abschluss des Farbeprozesses mit drei erneuten 10-minitigen Waschphasen mit PBS.
Eine Kontrolle des erfolgreichen Farbeprozesses wurde durchgefihrt und die Schnitte
anschlie3end auf Objekttrager aufgezogen und mit einem Deckglas verklebt (Mounting
Medium, Polysciences) (s. Abbildung 13b). Nach dem Abtrocknen erfolgte die

lichtgeschitzte Lagerung bis zur Auswertung in Objekttragerkasten bei 5-7 °C.
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I1l. Material und Methoden

3.2.  Auswertung

Die drei Strukturen subventrikulare Zone (SVZ), Gyrus dentatus (DG) und vestibulare
Kerne (VN) wurden gemaf des stereotaktischen Atlas des Rattenhirns von Paxinos
und Watson (2007) identifiziert. FUr die Strukturen DG und VN erfolgte die manuelle
Auszéahlung von BrdU-positiven Zellen innerhalb der gesamten identifizierten Struktur
und Uber drei Schnitte pro Hemisphéare. Die SVZ wurde aufgrund der wesentlich
hoheren BrdU-positiven Zellzahl tber sechs Rasterkastchen pro Schnitt ausgezahilt,
dies geschah wiederum Uber drei Schnitte pro Hemisphére. Es wurde darauf geachtet
keine BrdU-positiven Zellen am Rand von Blutgefal3en zu z&hlen. Die Analysen der
Daten erfolgten erst nach Abschluss aller Auszéhlungen, um eine mogliche

Voreingenommenheit bei der Auszahlung zu verhindern.

Abbildung 13: Anfertigung histologischer Préaparate
a. Eingespannte Hemisphdre zum Schnitt im Gefriermikrotom;
umgehende sequentielle Uberfiihrung in das mit cryoprotektiver
Aufbewahrungsldosung gefillte Wellplate
b. Aufziehen der gefarbten Schnitte auf einen Objekttrager
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1. Material und Methoden

4. Datenanalyse

Die akquirierten pPET-Daten wurden mithilfe eines iterativen OSEM-3D
Rekonstruktionsalgorithmus, der eine Streu- und Schwéachungskorrektur beinhaltet, in
der Software Inveon acquisition workplace rekonstruiert. Fir die Schwachungskorrektur
wurde auf die korrespondierende Transmissionsmessung zurickgegriffen. Eine
dreidimensionale (3D) Bildermatrix von 128 x 128 mm? und 159 Schichten wurde somit
pro Datensatz erstellt. Die weiteren Verarbeitungsschritte fanden im Programm PMOD
statt. Alle Datensatze wurden auf einen kommerziell erworbenen histologischen
Rattenhirn-Atlas koregistriert und zugeschnitten, der zur anatomischen Orientierung
diente. Fur beide Tracer wurde jeweils ein Durchschnittshild aus den koregistrierten
Baselinemessungen erstellt (s. Abbildung 14). Diese Templates entsprachen jeweils
einer interpolierten Bildmatrix von 124 x 125 x 237 Voxeln (3D Aquivalent eines Pixels)
mit einer VoxelgréBe von 0,125 x 0,125 x 0,125 mm?3. Mit einer manuellen
Koregistrierung der rekonstruierten PPET-Bilder im Fusion Tool wurde die
deckungsgleiche Anpassung an das jeweilige Template durch Verschieben, Rotieren
und Skalieren durchgefihrt. Darauf folgte eine elastische Koregistrierung mit einem in
PMOD implementierten SPM (statistical parametric mapping)-Algorithmus. Die
[*®F]GE180-Daten wurden zusatzlich mit einem Gauss-Filter (0,8 mm; 0,8 mm; 0,8 mm)
bearbeitet. Als letzter Schritt erfolgte eine Normalisierung pro Datensatz auf den ,global
mean®“. Dabei erfolgte die Division der Aktivititswerte eines jeden Voxels durch die
gemittelte Gesamtaktivitat des jeweiligen Rattenhirns pro Voxel. Somit war die
Vergleichbarkeit unterschiedlicher Tiere in Bezug auf schwankende applizierte
Radioaktivitatsdosen gewéhrleistet. Diese Bearbeitung erfolgte durch nicht im Versuch
beteiligte Mitarbeiter und lediglich anhand der Identifikationsnummer ohne

Gruppenzuweisung.
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1. Material und Methoden

4.1. VOI-Analysen

Um die statistische Auswertung der cerebralen Aktivitatsverteilungen in Zahlen zu
verdeutlichen sowie einen quantitativen Vergleich mit der Histologie zu erméglichen,
wurden VOI-Analysen durchgefiihrt. Die Definition des ,Volume of Interest” (VOI)
erfolgte fur SVZ, DG und VN pro Hemisphéare im Programm PMOD durch Ausrichtung
je eines Kugelvolumens in den anatomischen Strukturen des koregistrierten histo-
logischen Rattenhirn-Atlas. Die Kugeln besalien Mal3e von @=2 mm fur DG und SVZ
sowie @=4 mm fur die VN. Pro Hemisphéare einer Ratte wurde ein Aktivitatswert der
jeweiligen VOI ausgegeben und als relativer Wert (gemittelte Aktivitdt pro Voxel
innerhalb der VOI im Verhaltnis zur gemittelten Aktivitat im Gesamtvolumen des Hirns)
analysiert. Die Analysen sind somit als relativer prozentualer Anteil des Uptakes im

Gehirn angegeben.

Template fur ['8F]FLT

coronal sagittal horizontal

Abbildung 14: [*®F]FLT-Template zur Koregistrierung im Programm PMOD
Der Radiotracer [*®F]FLT zeigt ein charakteristisches Anreicherungs-
muster, das cerebral bei gesunden Individuen nur im Bereich der
Ventrikel und der hippocampalen Formation detektiert wird (schwarze

Pfeile zeigen auf cerebrales Signal).
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1. Material und Methoden

5.  Statistische Auswertung

Alle Daten wurden mit der Software IBM SPSS 25 analysiert. Eine Untersuchung auf
Normalverteilung erfolgte mittels des Kolmogorov-Smirnov-Tests. Statistische
Gruppenunterschiede wurden mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Test
oder Kruskal-Wallis H-Test ermittelt. Interwochenvergleiche wurden pro Gruppe als
Varianzanalyse nach Friedmann durchgefiihrt. Die Untersuchungen auf Korrelation
wurden als Spearman Rho-Koeffizient (r) berechnet. Die Auswertung aller Tests

wurden zweiseitig durchgefiihrt und p-Werte < 0,05 als signifikant angesehen.

5.1. Statistical parametric mapping (SPM8)

Im Programm SPM8 erfolgte eine voxelweise statistische Auswertung der uPET-Daten
von zwei Vergleichsgruppen. Es ermdoglicht eine visuelle Darstellung signifikanter
Gruppenunterschiede der Aktivitatsverteilungen im Rattenhirn. Um frihe, mittelfristige
und spate Effekte der BL zu untersuchen, erfolgte eine zusammengefasste Analyse der
UPET-Scans. Die Daten der [*8F]FLT-Scans wurden fir die Wochen 1/2, 3/4, 5/6 und
7,8,9 in vier Analysen gebindelt, die jeweils gegen ihren eigenen Baseline-Scan mittels
eines gepaarten t-Test verglichen wurden. Die Einteilung der [*F]GE180-Daten erfolgte
in vier Analysen der Wochen 2/3, 4/5, 6/7 und 8/9 und wurde als Zweistichproben-t-
Test im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe aus 25 Tieren durchgefiihrt. In
beiden Fallen ermdglichte eine farblich kodierte Darstellung die Unterscheidung in
Mehr- oder Weniger-Anreicherungen der Tracer in den Hirnstrukturen erkrankter Tiere
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Da die multiple Testung zu einer erhdhten
Fehlerwahrscheinlichkeit fUhrt, erfolgten die Analysen bei einem Signifikanzniveau von
p<0,005. Analog wurde eine Gruppenanalyse in Verbindung mit Kovariaten
durchgefuhrt. Pro Messtag wurde dabei die cerebrale Anreicherung des jeweiligen
Tracers mit bestimmten Verhaltensparametern des T-Maze (Orientierungsvermdogen,
Lokomotionsgeschwindigkeit) korreliert. Diese Analyse ergab farblich kodierte
Korrelationskoeffizienten in einer dreidimensionalen Darstellung tber das Rattenhirn.
Mittels Kontrastauswahl wurde eine Unterscheidung in positive und negative

Korrelationen ermdéglicht.
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V. ERGEBNISSE

IV. Ergebnisse

Die Symptomatik der bilateralen Vestibulopathie wurde als Grundlage dieser

Dissertation durch die standardisierte Durchfiihrung einer chemischen bilateralen

Labyrinthektomie (BL) an Ratten hervorgerufen. Insgesamt 61 Tiere wurden in die

Studie eingeschlossen und randomisiert auf Gruppen aufgeteilt. Die detaillierte Zahl an

Tieren in den Einzelexperimenten ist in Tabelle 4 dargestellt.

Gruppe Eingriff Anzahl Ratten
Etablierung T-Maze Kein Eingriff 10
MPET & T-Maze BL 12
Histologische Kein Eingriff 3
Auswertung Sham Operation 18

BL 18
Gesamt 61

Tabelle 4: Tieranzahl untersuchter Versuchsgruppen

Ausfalle (in %)
0

0

0

0

1 (5,6%)

1 (1,6%)
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IV. Ergebnisse

1. Krankheitsverlauf nach bilateraler Labyrinthektomie

Durch vergleichende Verhaltensanalysen einer Gruppe von Tieren nach bilateraler
Labyrinthektomie im Vergleich zu einer Kontrollgruppe konnte Uberprift werden, in
welchem Ausmald sich die Symptomatik der bilateralen Vestibulopathie mithilfe der
aufgezeichneten Parameter im T-Maze darstellen und unterscheiden Ilasst. Die
Ergebnisse sollten Aufschluss Uber die Orientierungsfahigkeit und den Zustand des
Arbeitsgedachtnisses sowie Uber das Lokomotionsverhalten der Ratten geben. Die
Daten wurden gruppenweise und im Zeitverlauf analysiert. Die drei wéchentlichen
Messtage der Verhaltensparameter im T-Maze wurden fir die folgenden Analysen aus
Griinden der Ubersichtlichkeit und Vergleichbarkeit zu den uWPET-Daten wochenweise

als Mittelwert der Einzelmessungen dargestellt.

1.1. Klinische Beobachtungen

Alle Tiere zeigten nach der chemischen bilateralen Labyrinthektomie die typischen
Symptome: Gang- und Standataxie, ausgepragte Hyperaktivitdt bei Bewegung im
Raum, Kopf-Dorsiflexion, Kopfschitteln, Kreisbewegungen, fehlende Thigmotaxis und
fehlende Zuwendung auf akustische Reize. In der Kontrollgruppe wurde ausschlie3lich

physiologisches Verhalten beobachtet.

1.2. T-Maze

Die nachfolgenden Analysen werden nach Parametern gegliedert aufgezeigt. Sie
bestehen aus den aufgezeichneten Ergebnissen der Verhaltenstestung sowie der
Videoverarbeitung des Programms EthoVision. Das Lokomotionsverhalten und die
Orientierungsfahigkeit der Ratten wurden dreimal wochentlich Gber neun Wochen post
OP untersucht. Die Parameter der Einzelmessungen wurden pro Untersuchungswoche

gemittelt dargestellt.

1.2.1. Abgeschlossene Durchlaufe

Der Mittelwert aller absolvierten Durchldufe lag fur die Kontrollgruppe bei 97%. Die
BL-Gruppe schloss durchschnittlich mit einer Quote von 99% ab. Ein signifikanter
Gruppenunterschied wurde insgesamt mit p=0,001 festgestellt. Beide Gruppen zeigten

keine signifikanten Anderungen im Zeitverlauf.
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IV. Ergebnisse

1.2.2. Erfolgsquote

Die mittlere Erfolgsquote der Kontrollgruppe lag in dieser Studie im Schnitt Uber alle
Untersuchungszeitpunkte bei 72%. Im Gegensatz dazu erreichte die BL-Gruppe
durchschnittlich eine signifikant schlechtere Erfolgsquote von 57% (p<0,001), die fast
einem zufélligen Ergebnis (von 50%) entspricht. Auch im Einzelvergleich der
Wochenmittelwerte zeigte die BL-Gruppe schlechtere Leistungen im Vergleich zu der
Kontrollgruppe (Woche 1: p=0,011; Woche 3: p<0,001; Woche 5: p=0,002; Woche 6:
p=0,012; Woche 8: p=0,011; Woche 9: p<0,001; s. Tabelle 5). Die untersuchten
Gruppen zeigten im Verlauf keine Seitenpréferenz in der Auswahl der Zielarme und
keine signifikanten Veranderungen in der mittleren Erfolgsquote im Zeitverlauf. Die
BL-Gruppe zeigte lediglich eine erhdhte Varianz der mittleren Erfolgsquote mit einer
Tendenz zur Signifikanz im Zeitverlauf (p=0,073). Bei der Kontrollgruppe fand sich eine
Tendenz zur Verbesserung ihrer Erfolgsquote mit +6% zwischen Woche 1 und Woche

9 post OP, wahrend sich die BL-Gruppe im gleichen Zeitraum mit -20% verschlechterte.

Gruppe Erfolgsquote in % pro Woche post OP
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Kontrolle = 70,1 66,3 74,9 68,6 74,2 71,6 70,5 73,1 76,0
+31 £33 36 41 +34 +£30 26 37 31
BL 58,0 58,3 51,7 61,1 58,3 56,8 63,9 57,2 46,7
+40 +£36 +36 36 +33 40 +42 +41 +48
Tabelle 5: Erfolgsquote (Mittelwerte mit Standardfehler)

1.2.3. Zeit

Die Zeit, in der ein Versuchsdurchlauf abgeschlossen wurde, verringerte sich im
Zeitverlauf fur beide Gruppen. Die Kontrollgruppe zeigte eine reduzierte Zeit pro
Durchlauf von Wochen 1, 2 und 3 zu Woche 9 post OP (jeweils p<0,001). Bei der
BL-Gruppe konnte zwischen Woche 1 und Wochen 7, 8 und 9 sowie zwischen den
Wochen 2, 3, 4, 5 und Woche 9 post OP jeweils eine signifikant reduzierte Dauer
festgestellt werden (p<0,001). Ein Gruppenunterschied ergab sich nur in Woche 4 post
OP (p<0,001).
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IV. Ergebnisse

1.2.4. Distanz

Die zuriickgelegte Strecke der Kontrollgruppe verringerte sich im Verlauf des Versuchs
pro Durchlauf von durchschnittlich 165 cm auf 120 cm. Eine signifikant reduzierte
Strecke ergab sich zwischen Wochen 1 und 2 verglichen mit Woche 9 post OP (jeweils
p<0,001). Die BL-Gruppe zeigte im Zeitverlauf zunachst eine signifikante Zunahme der
zurlickgelegten Strecke von Woche 1 auf Woche 3 (p=0,021) und Woche 4 post OP
(p=0,017), gefolgt von einem relativen Riickgang zwischen Woche 3 und Woche 9 post
OP (p<0,001; s. Tabelle 6). Obwohl sich die BL-Gruppe der Kontrollgruppe zum Ende
des Versuches relativ anndhert, bestehen hochst signifikante Gruppenunterschiede fur
den Zeitraum von Woche 2 bis Woche 9 post OP (jeweils p<0,001; s. Abbildung 15).

Signifikanzniveau

* p <005
500 ** p < 0,001
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Woche post OP MiBilaterale Labyrinthektomie

EKontroligruppe

Abbildung 15: T-Maze, Distanz im Gruppenvergleich
Signifikant héhere zuriickgelegte Distanz der BL-Gruppe im Vergleich

zur Kontrollgruppe an allen Messtagen post OP.

Gruppe Gemittelte Distanz in cm pro Woche post OP
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Kontrolle 158,3 165,2 160,1 1509 143,2 130,121 1334 1284 118,8
+83 75 86 75 90 =44 =38 +63 =31

BL 189,2 220,9 237,9 238,0 224,1 222,7 191,121 1735 1529
+ + + + + + + + +

10,2 111 11,3 11,7 114 169 105 87 7,7
Tabelle 6: Distanz (Mittelwerte mit Standardfehler)
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IV. Ergebnisse

1.2.5. Geschwindigkeit

Die gemittelte Geschwindigkeit im T-Maze steigerte sich in der Kontrollgruppe von 8
auf 13,5 cm/s. Signifikante Zunahmen ergaben sich zwischen Wochen 1, 2, 3 und
Woche 9 post OP (jeweils p<0,002). Die BL-Gruppe zeigte eine starkere
Geschwindigkeitszunahme von 8 auf 18 cm/s (s. Tabelle 7). Hier ergab sich bereits ein
signifikanter Geschwindigkeitsanstieg zwischen Woche 1 und Woche 5 post OP
(p=0,001). Ein signifikanter Effekt konnte weiterhin zwischen den Wochen 1, 2, 3, 4 und
Woche 9 post OP nachgewiesen werden (jeweils p<0,001). Beide Gruppen
unterschieden sich hochst signifikant in Woche 2 und 3 post OP (jeweils p<0,001).
Wahrend in Woche 4 und 5 post OP kein signifikanter Gruppenunterschied festgestellt
werden konnte, ergab sich in Woche 6 post OP wieder eine signifikant erhdhte
Geschwindigkeit der BL-Gruppe gegentber der Kontrollgruppe (p<0,01), die sich in den
Wochen 7 bis 9 weiter auspragte (p<0,001; s. Abbildung 16).

Signifikanzniveau
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Abbildung 16: T-Maze, Geschwindigkeit im Gruppenvergleich

Signifikant hohere Geschwindigkeitszunahme der BL-Gruppe im

Vergleich zur Kontrollgruppe in Wochen 2, 3, 5 und 6 post OP.

Gruppe Gemittelte Geschwindigkeit in cm/s pro Woche post OP
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Kontrolle 8,2 8,3 9,1 114 108 109 104 114 134
+08 06 +06 <+0,7 08 +0,7 +08 =08 =11
BL 8,1 115 123 123 129 13,8 146 16,0 18,1
+05 +05 +05 +04 +06 =05 05 +05 0,7
Tabelle 7: Geschwindigkeit (Mittelwerte mit Standardfehler)
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IV. Ergebnisse

1.2.6. Bewegungsverhalten

Die relative Bewegungsdauer stieg verhaltnismaRig in beiden Gruppen an. Die

Kontrollgruppe wies eine Zunahme der prozentualen Bewegung von 21% auf 30% im

Versuchszeitraum auf. Diese Zunahme war signifikant zwischen Woche 1 und Woche
9 (p=0,016) sowie Woche 3 und Woche 9 post OP (p=0,021). Die erkrankten Tiere
bewegten sich in Woche 1 in 22% und in Woche 9 post OP durchschnittlich in 41% der

Zeit des Versuchsdurchlaufes (s. Tabelle 8). Die Zunahme zwischen Woche 1 und
Woche 5 (p=0,002) und den Wochen 1, 2, 3, 4 und Woche 9 post OP (jeweils p<0,001)
war signifikant. Abgesehen von Woche 1 und 4 post OP ergab sich ein hdchst

signifikanter Unterschied im Gruppenvergleich (p<0,001; s. Abbildung 17).

Signifikanzniveau
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Abbildung 17: T-Maze, Bewegungsverhalten im Gruppenvergleich
Signifikant hoherer Bewegungsdrang der BL-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe in Wochen 2 bis 9 post OP.

Gruppe Gemitteltes Bewegungsverhalten in % pro Woche post OP

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Kontrolle 210 216 233 265 24,7 259 249 260 29,6

+16 +14 +14 +15 +16 +15 +16 +18 22
BL 223 288 299 30,2 316 341 358 385 411

+11 09 =09 =08 =+*11 =13 10 =x09 =11

Tabelle 8: Bewegungsverhalten (Mittelwerte mit Standardfehler)

63



IV. Ergebnisse

1.2.7. Korrelation der Erfolgsquote mit Bewegungsparametern

Es wurden Korrelationsanalysen der Verhaltensparameter Erfolgsquote und Distanz,

Geschwindigkeit und Bewegungsverhalten pro Untersuchungswoche durchgefiuihrt. Die

Distanz zeigte eine signifikante mittelstarke negative Korrelation mit der Orientierungs-

leistung in den Wochen 3 und 7, mit der Geschwindigkeit in Woche 8 und der anteiligen

Bewegung in den Wochen 8 und 9 (s. Tabelle 9).

Erfolgsquote gegen Woche post OP

Distanz 3
Distanz 7
Geschwindigkeit 8
Bewegungsverhalten = 8

Bewegungsverhalten 9

Tabelle 9: Korrelationsanalysen von Erfolgsquote und Bewegungsparametern

r

-0,411
-0,370
-0,455
-0,407
-0,409

p
0,013

0,027
0,005
0,014
0,047
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IV. Ergebnisse

2. Histologische Auswertungen

Die histologischen Schnitte wurden fir die subventrikuldre Zone (SVZ), den Gyrus
dentatus (DG) und die vestibuldaren Kerne (VN) ausgewertet (s. Abbildung 18). Die
BrdU-positiven Zellen in jeweils drei konsekutiven Schnitten wurden ausgezahlt, addiert
und nach Hemispharen getrennt ausgewertet. Seitenunterschiede ergaben sich fir
keine der ausgewerteten Regionen. Fur die grafische Darstellung und statistische
Analyse wurde daher der Durchschnitt der BrdU-positiven Zellen in korrespondierenden

Hirnarealen gebildet.

BrdU-positive Zellen

Subventrikulére Zone Gyrus dentatus Nucleus vestibularis

| 125 ym | 250 um | 250 pm

Abbildung 18: Beispiele ausgezahlter Strukturen mit BrdU-positiven Zellen

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen im Programm Zeiss ZEN;

Inlays mit starkerer Vergrof3erung zur Darstellung markierter Zellen.
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IV. Ergebnisse

2.1. Subventrikulare Zone

Die Auszahlung in der subventrikularen Zone ergab fir die Baseline eine Anzahl von
durchschnittlich 718 BrdU-positiven Zellen. In der Kontrollgruppe konnten keine
signifikanten Abweichungen Uber den Zeitverlauf oder gegeniber der Baseline
festgestellt werden. Durchschnittlich betrug die Zahl BrdU-positiver Zellen 702 Gber alle
Untersuchungszeitpunkte. Die BL-Gruppe zeigte eine deutliche Abnahme
BrdU-positiver Zellen nach der Operation (s. Abbildung 19). Uber alle Untersuchungs-
zeitpunkte ergab sich eine signifikant geringere Anzahl BrdU-positiver Zellen, von
durchschnittlich 442, gegeniber der Kontrollgruppe (p<0,001). Der Gruppen-
unterschied war am deutlichsten zwischen Wochen 3 und 7 post OP (p<0,05;
s. Abbildung 20). Im Interwochenvergleich zwischen Baseline und Woche 3 (p=0,014)
sowie Woche 5 post OP (p=0,008) kam es zu einer signifikanten Abnahme der
BrdU-positiven Zellen in der BL-Gruppe (s. Tabelle 10).

BrdU-positive Zellen in der SVZ

Baseline Woche 1 Woche 4 Woche 9
250 pm 250 um 250 pym 250 pm

Kontrolle

Abbildung 19: Aufnahmen ausgezahlter SVZ im Gruppenvergleich
Optisch relativ reduzierte Anzahl BrdU-positiver Zellen in der
BL-Gruppe gegentber der Kontrollgruppe an drei beispielhaften
Zeitpunkten; Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen im Programm
Zeiss ZEN.
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IV. Ergebnisse

Signifikanzniveau

* p < 0,05
—* * p < 0,01
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Abbildung 20: Auszahlung Subventrikulare Zone im Gruppenvergleich

Gruppe

Kontrolle

BL

Tabelle 10:

Signifikant reduzierte Zellzahl in der BL-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe zwischen Wochen 3 und 7 post OP.

BrdU-positive Zellen der SVZ pro Woche post OP

0 1 3 4 5 7 9
752,0 640,8 682,0 708,8 843,4 717,8 637,4
+ 56,5 + 53,0 +74,2 + 81,3 + 39,1 +76,0 + 57,7

462,7 308,5 411,3 336,5 521, 554,5
+72,6 +27,0 +61,0 + 63,8 +37,6 *32,6

Zellcount SVZ (Mittelwerte mit Standardfehler)

67



IV. Ergebnisse

2.2.

Im Gyrus dentatus wurden fir die Baseline im Mittel 92 BrdU-positive Zellen gezahit. In

Gyrus dentatus

der BL-Gruppe waren in einer Gesamtanalyse der postoperativen Untersuchungs-
zeitpunkte mit 43 Zellen gegeniber der Kontrollgruppe (65 Zellen) und der Baseline
(jeweils p<0,001). Die

deutlichsten Unterschiede zwischen den Gruppen ergaben sich in Woche 3 und 7 post

signifikant weniger BrdU-positive Zellen nachweisbar
OP (s. Abbildung 21). Zwar kam es in der Kontrollgruppe zwischen Baseline und Woche
1 post OP ebenfalls zu einer Verringerung der BrdU-positiven Zellen (p=0,024), die
Reduktion in der BL-Gruppe war aber im Ausmal’ starker (-80%) und langer anhaltend
(Woche 3: p=0,005; Woche 4: p= 0,022; Woche 7: p= 0,02; jeweils im Vergleich zur

Baseline, s. Tabelle 11).
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Abbildung 21: Auszahlung Gyrus dentatus im Gruppenvergleich
Signifikant reduzierte Zellzahl der BL-Gruppe gegentuber der
Kontrollgruppe in Wochen 3 und 7 post OP.
Gruppe BrdU-positive Zellen des DG pro Woche post OP
0 1 3 4 5 7 9
Kontrolle 89,8 53,0 66,6 62,6 76,4 78,8 57,0
+ 83 +124 + 41 + 57 +112 +157 % 6,1
BL 63,3 21,8 34,0 42,0 32,5 54,7
+152 + 40 + 78 + 84 + 81 101
Tabelle 11:  Zellcount DG (Mittelwerte mit Standardfehler)
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IV. Ergebnisse

2.3.  Nuclei vestibulares

In den vestibularen Kernen wurden zur Baseline durchschnittlich 35 BrdU-positive
Zellen identifiziert. Uber den gesamten Versuchszeitraum ergab sich fir die
Kontrollgruppe (gemittelt 36 Zellen) oder die BL-Gruppe (gemittelt 44 Zellen) kein
signifikanter Unterschied zur Baseline-Bedingung. Allerdings zeigte sich in Woche 1
post OP eine anndhernde Verdopplung der BrdU-positiven Zellen in der BL-Gruppe
(s. Tabelle 12). Daraus ergab sich ein signifikanter Gruppenunterschied in Woche 1
und 3 post OP (p<0,05). Ein verzdgerter, signifikanter Anstieg der BrdU-positiven Zellen
in der BL-Gruppe zeigte sich weiterhin in Woche 9 (p<0,05 im Vergleich zur Kontroll-
gruppe; s. Abbildung 22).
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Abbildung 22: Auszahlung Nuclei vestibulares im Gruppenvergleich
Signifikant erhdhte Zellzahl der BL-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe in Woche 1, 3 und 9 post OP.

Gruppe BrdU-positive Zellen der VN pro Woche post OP
0 1 3 4 5 7 9
Kontrolle 34,8 44,8 24,4 37,8 31,0 38,3 38,6
+1,2 +2,7 +1,9 +1,0 +3,6 +59 +3,0
BL 62,7 35,0 39,5 28,3 + 37,2 57,8
6,9 4.3 +5,7 2,5 +2.3 +49
Tabelle 12:  Zellcount VN (Mittelwerte mit Standardfehler)
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IV. Ergebnisse

3. MPET-Analysen

Die pPET-Untersuchungen wurden pro Tracer einmal wochentlich jeweils nach der
Verhaltenstestung durchgefiihrt. Wie in Kapitel 111.5.1 beschrieben, wurden statistische
Analysen im Programm SPM8 mittels t-Tests durchgefihrt. Die Zusammenfassung
mehrerer Zeitpunkte erfolgte zur Darstellung von friihen, mittelfristigen und spaten
Effekten der vestibularen Erkrankung. Im Gruppenvergleich visualisiert die Farbe Blau
relative Verluste an Signal und die Farbe Rot relative Signalzunahmen. Eine
Farbskalierung ermoglicht eine Darstellung der Gruppendifferenz als Standard-
abweichung (z-score). Die Bezeichnungen ,Verlust® und ,Zunahme* beschreiben im
Folgenden das Signalverhalten der BL-Gruppe in Relation zu den Baseline-Scans der
Tiere. Die quantitative Analyse durch Bestimmung der relativen Aktivitat in VOIs pro

Region erfolgte wie in Kapitel 111.4.1 dargestellt.

3.1. Untersuchung der Zellproliferation mittels [*®F]FLT

Ein verandertes [*®F]FLT-Signal impliziert eine erhohte oder erniedrigte Zell-
proliferationsrate neurogener Stammzellen. Ein besonderes Augenmerk bei der
Auswertung wurde auf die bei vestibuldaren Erkrankungen betroffenen neurogenen
Nischen SVZ, DG und VN gelegt.
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IV. Ergebnisse

3.1.1. Signalverlust in der subventrikularen Zone

An allen Messtagen konnte in der subventrikularen Zone ein reduziertes [*®F]FLT-
Signal der BL-Gruppe relativ zur Baseline detektiert werden (s. Abbildung 23). Die
guantitative VOI-Analyse bestétigte die Ergebnisse als signifikanten Signalverlust an
allen Messtagen post OP im Vergleich zur Baseline (p=0,017; s. Abbildung 24). Bereits
in Woche 1 post OP wurde das Minimum erreicht. Das entsprach einem signifikanten
Verlust im Vergleich zu der Baseline (p=0,006). Im weiteren Verlauf stieg das Signal
zwischen Woche 1 und Woche 8 post OP signifikant an (p=0,013), erreichte jedoch

nicht vollstandig das Niveau der Baseline (s. Tabelle 13).

['8F]FLT-Signalverlust in der SVZ

Woche 1/2 Woche 3/4 Woche 5/6 Woche 7-9

coronal

sagittal

3.0

Z-score

Abbildung 23: Darstellung der SPM8-Analyse fir [*®F]FLT-Uptake in der SVZ

Statistisch signifikante Signalverluste in der SVZ, dargestellt mit
Uberlagertem Rattenhirn-Atlas im Programm PMOD (p<0,005);
schwarze Pfeile zeigen auf Signal der SVZ.
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Abbildung 24: [*®F]FLT-VOI-Analyse der SVZ im Zeitverlauf

Signifikanter Signalverlust von Baseline zu Woche 1, danach

graduelle Signalzunahme bis Woche 8 post OP.

[*®F]FLT-Signal der SVZ in % pro Woche post OP

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

90,7 72,0 80,1 81,3 82,6 84,1 84,5 83,1 90,2 78,7

+47 +£32 24 +18 £17 +32 17 40 +34 +37
Tabelle 13:  [®F]FLT-Uptake SVZ (Mittelwerte mit Standardfehler)
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IV. Ergebnisse

3.1.2. Signalverlust im Gyrus dentatus

In Hippocampus und speziell im Gyrus dentatus konnten Signalverluste post OP
detektiert werden. In der SPM8-Analyse waren in den Wochen 3/4 und 5/6 post OP
bilaterale hippocampale Signalverluste sichtbar (s. Abbildung 25). Eine VOI-basierte
Auswertung ergab eine Abnahme des Signals in Woche 1, jedoch keine statistisch

signifikanten Unterschiede zur Baseline (p=0,389; s. Abbildung 26, Tabelle 14).

['8F]FLT-Signalverlust im Hippocampus

coronal sagittal horizontal

Hippocampus
Woche 3/4

DG
Woche 5/6

3.0

Z-score

Abbildung 25: Darstellung der SPM8-Analyse fir [*®F]FLT-Uptake im Hippocampus
Statistisch signifikante Signalverluste in Hippocampus und DG,
dargestellt mit Gberlagertem Rattenhirn-Atlas im Programm PMOD
(p<0,005); schwarze Pfeile zeigen auf bilaterales hippocampales

Signal und rechtsseitiges Signal im DG.
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Abbildung 26: [*®F]FLT-VOI-Analyse des DG im Zeitverlauf

Darstellbarer Signalverlust von Baseline zu Woche 1 post OP, keine

Signifikanzen zwischen Untersuchungszeitpunkten.

[*®F]FLT-Signal der DG in % pro Woche post OP

0 1 2 3 4 5 6 7 8

87,8 77,2 82,9 81,7 82,8 84,8 84,3 85,2 84,2

25 28 +£30 1,7 2,7 22 28 17 24
Tabelle 14: [*®F]FLT-Uptake DG (Mittelwerte mit Standardfehler)

85,8
+2.3
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3.1.3. Signalzunahme in den Nuclei vestibulares

Die vestibularen Kerne zeigten in der SPM8-Analyse eine Erhéhung des Tracersignals
gegenlber der Baseline im Bereich der mittelliniennahen vestibularen Kerne in den
Wochen 1/2, 3/4 und 7/8 post OP (s. Abbildung 27). Als Nebenbefund zeigte sich ein
sehr deutliches Tracersignal im Bereich beider Innenohre in Woche 1/2, das im Verlauf
leicht ricklaufig war. In den VOI-basierten Analysen war eine Zunahme des Uptakes
der vestibularen Kerne in einer Gesamtauswertung aller postoperativen Zeitpunkte im
Vergleich zur Baseline signifikant (p=0,028). Ein relativer Signalanstieg war in der
Woche 9 post OP sichtbar, Signifikanzen ergaben sich keine im Zeitverlauf (p=0,094;
s. Abbildung 28, Tabelle 15).

['®F]FLT-Signalzunahme in den VN

Woche 1/2 Woche 3/4 Woche 5/6 Woche 7-9

coronal

sagittal

Z-score

Abbildung 27: Darstellung der SPM8-Analyse fir [*F]FLT-Uptake in den VN
Statistisch signifikante Signalzunahme in bilateralen VN, dargestellt
mit Uberlagertem Rattenhirn-Atlas im Programm PMOD (p<0,005);
schwarze Pfeile zeigen auf Signal in VN; weil3e Kreise markieren

Signal der Innenohre.
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Abbildung 28: [*®F]FLT-VOI-Analyse der VN im Zeitverlauf

Darstellbare Signalzunahme post OP, keine Signifikanzen zwischen

einzelnen Untersuchungszeitpunkten.

[*8F]FLT-Signal der VN in % pro Woche post OP

0 1 2 3 4 5 6 7 8

55,0 59,3 57,3 58,9 58,9 53,5 56,5 59,4 57,7

+12 +£23 +13 18 +£23 +22 29 £25 19
Tabelle 15:  [*®F]FLT-Uptake VN (Mittelwerte mit Standardfehler)

66,0
+1,9
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IV. Ergebnisse

3.2. Untersuchung der Mikrogliaaktivierung mittels [**F]GE180

Eine [®F]GE180-Signalzunahme impliziert Mikrogliaaktivierung. Entsprechend der
ausgewahlten Regionen der [*®F]FLT-Analysen, wurden SVZ, DG und VN mittels
SPM8-Analysen und VOI-Auswertungen untersucht.

3.2.1. Signalzunahme in der subventrikul&ren Zone

Auf einen passageren Signalverlust, folgte in der SVZ eine signifikante Signalzunahme,
die sich in einer Gesamtanalyse der Messtage post OP gegentiber der Baseline ergab
(p=0,002). Das maximale Signal war in Woche 8 post OP nachweisbar
(s. Abbildung 29, Tabelle 16).
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Abbildung 29: [*¥F]GE180-VOI-Analyse der SVZ im Zeitverlauf

Darstellbare Signalzunahme spater Messtage post OP, keine

Signifikanzen zwischen Untersuchungszeitpunkten.

[*®F]GE180-Signal der SVZ in % pro Woche post OP

0 2 3 4 5 6 7 8 9

74,3 65,9 74,2 79,2 83,8 80,4 814 87,6 80,5

+2,7 +3,3 +3,3 2,7 +39 +59 44 +2,0 +49
Tabelle 16: [®*F]GE180-Uptake SVZ (Mittelwerte mit Standardfehler)
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3.2.2. Sighalzunahme im Gyrus dentatus

Im DG konnten mittels SPM8-Analysen nur Signalzunahmen dargestellt werden
(s. Abbildung 30). Die VOI-Analysen ergaben in der Gesamtanalyse des Versuchs-
ablaufes eine signifikant héhere Mikrogliaaktivierung post OP im Vergleich zur Baseline
(p=0,043). Auf einen nicht signifikanten Signalverlust von der Baseline zu Woche 3,
folgte eine signifikante Signalzunahme von Woche 3 zu Woche 5 post OP (p=0,019;
s. Abbildung 31, Tabelle 17).

['®F]GE180-Signalzunahme im Hippocampus

Woche 2/3 Woche 4/5 Woche 6/7 Woche 8/9

coronal

sagittal

Z-score

Abbildung 30: Darstellung der SPM8-Analyse fir [*¥F]GE180-Uptake im
Hippocampus

Statistisch signifikante bilaterale Signalzunahme im Hippocampus,
dargestellt mit Gberlagertem Rattenhirn-Atlas im Programm PMOD
(p<0,005); Pfeile zeigen auf bilaterales hippocampales Signal.
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Abbildung 31: [*®F]GE180-VOI-Analyse des DG im Zeitverlauf
Signifikanter Signalanstieg von Woche 3 auf Woche 5 post OP.

[*®F]GE180-Signal der DG in % pro Woche post OP

0 2 3 4 5 6 7 8 9

83,8 96,7 80,1 98,1 97,9 100,6 96,7 99,8 96,6

+55 +25 +3,1 51 +3,8 +4.4 +3,7 +4,6 +34
Tabelle 17:  [*®F]GE180-Uptake DG (Mittelwerte mit Standardfehler)
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3.2.3. Signhalzunahme in den Nuclei vestibulares

Die vestibularen Kerngebiete und das Vestibulocerebellum konnten in SPM8 an allen
Messtagen mit einem erhéhten bilateralen Signal dargestellt werden (s. Abbildung 32).
In den VOI-basierten Analysen wurde ein nicht signifikanter Anstieg der Mikroglia-
aktivierung in den vestibularen Kernen von der Baseline bis zum Maximum 4 Wochen
post OP verzeichnet (p=0,498; s. Abbildung 33, Tabelle 18).

['8F]JGE180-Signalzunahme in den VN

Woche 2/3 Woche 4/5 Woche 6/7

coronal

sagittal

Abbildung 32: Darstellung der SPM8-Analyse fir [*®F]GE180-Uptake in den VN

Statistisch signifikante bilaterale Signalzunahme in den VN,
dargestellt mit Uberlagertem Rattenhirn-Atlas im Programm PMOD

(p<0,005); schwarze Pfeile zeigen auf bilaterales Signal der VN.
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Abbildung 33: [*¥F]GE180-VOI-Analyse der VN im Zeitverlauf

Darstellbarer Signalzunahme post OP, keine Signifikanzen zwischen

Untersuchungszeitpunkten.

[**F]GE180-Signal der VN in % pro Woche post OP

0 2 3 4 5 6 7 8

91,1 93,4 95,0 101,3 91,8 97,0 96,0 93,3

+1,8 +2,8 +2,3 +49 +19 +34 +25 +22
Tabelle 18: [®F]GE180-Uptake VN (Mittelwerte mit Standardfehler)

90,7
+25

81
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4. Korrelationsanalysen

Die Korrelationsanalysen erfolgten im Programm SPSS mit dem Spearman-Rho-Test
und zweiseitiger Auswertung. Zunachst wurde der [*®F]FLT-Uptake in den Regionen
SVZ, DG und VN mit der Zahl der BrdU-positiven Zellen in den entsprechenden
histologischen Schnitten korreliert. Dann erfolgten Korrelationsanalysen des
Uptakeverhaltens der Tracer [*®F]FLT und [*®*F]JGE180 mit den Verhaltensparametern
Erfolgsquote, Geschwindigkeit und Bewegungsverhalten im T-Maze, um Aussagen
Uber die klinische Relevanz der uPET-Ergebnisse treffen zu kénnen. Zusatzlich wurde
eine SPM8-basierte Kovariatenanalyse der UPET-Bilder gegentber den Verhaltens-
parametern zur grafischen Darstellung Uber das gesamte Gehirn durchgefihrt. Eine
Uberprifung auf moégliche Abhangigkeiten der Zellproliferation und Mikrogliaaktivierung
fand durch Korrelationsanalysen der korrespondierenden [*¥F]FLT- und [*®F]GE180-

VOI-Analysen statt.
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4.1. WPET und Histologie

Da die Tierzahlen der Untersuchungsgruppen im [*®F]FLT-UPET und in der BrdU-
Histologie wesentlich voneinander abwichen, wurde eine Analyse der gemittelten Werte
aller Tiere pro Messtag durchgefiihrt (s. Gruppenverteilung in Tabelle 4). Die [*®F]FLT-
Signalwerte in den vestibularen Kernen korrelierten stark positiv mit der Zahl der
BrdU-positiven Zellen in dieser Region (r= 0,857; p=0,014; s. Abbildung 34). In den
Strukturen SVZ und DG, die histologisch und im PpPET Kkorrespondierende
Signalverluste zeigten, konnten keine signifikanten Korrelationen nachgewiesen

werden.

r=0,857; p=0,014
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Abbildung 34: Korrelationsanalyse [**F]FLT-uPET und Histologie fir VN

Starke positive Korrelation von [*F]FLT-Uptake und histologischem

BrdU-positivem Zellcount in den vestibularen Kernen.
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4.2. WPET und Verhaltensparameter:
Die WPET-Ergebnisse wurden mit den Verhaltensparametern Erfolgsquote,

Geschwindigkeit und Bewegungsverhalten pro Messtag korreliert.

4.2.1. [¥F]FLT-Uptake

Die Korrelationsanalysen der Erfolgsquote mit dem [*¥F]FLT-Uptake ergaben eine
positive Korrelation mit r=0,347 (p=0,021) in Woche 1 und 2 post OP im Bereich des
DG. In den Wochen 7, 8 und 9 post OP wurde eine signifikante negative Korrelation im
Bereich der vestibularen Kerne detektiert (r=-0,315; p=0,001). Korrespondierend ergab
sich ein friher positiver Korrelationseffekt im Hippocampus und ein spéter negativer
Effekt in den vestibularen Kernen bei der Kovariatenanalyse
(s. Abbildung 35).

Kovariatenanalyse von ['®F]FLT-Uptake und Erfolgsquote

coronal sagittal horizontal

DG
Woche 1/2

VN
Woche 8/9

Z-score

Abbildung 35: SPMB8-Kovariatenanalyse von [*¥F]FLT-Uptake und Erfolgsquote
Statistisch signifikante positive Korrelation bilateral in DG Uber
Woche 1/2 post OP, statistisch signifikante negative Korrelation
bilateral in VN Uber Woche 8/9 post OP, dargestellt mit Giberlagertem
Rattenhirn-Atlas im Programm PMOD (p<0,05).
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4.2.2. [*®F]GE180-Uptake

In den Korrelationsanalysen zwischen [®F]GE180-Uptake und dem Verhaltens-
parameter Geschwindigkeit, zeigte sich eine positive Korrelation des Uptakes im
Vestibulocerebellum (r=0,496, p=0,004), die durch die grafische SPM8-Analyse
bestatigt wurde (s. Abbildung 36). Mit dem Verhaltensparameter Erfolgsquote zeigte
sich eine negative Korrelation in den VOIs der VN (r=-0,395; p=0,025) in Woche 2/3
post OP. An spaten Messtagen korrelierten der [*®F]JGE180-Uptake und die Verhaltens-
parameter Geschwindigkeit (r=0,502, p<0,001) und Bewegungsverhalten (r=0,468;
p=0,001) positiv im Hippocampus.

Kovariatenanalyse von ['8F]GE 180-Uptake und Geschwindigkeit

coronal sagittal horizontal

VN
Woche 2/3

Hippocampus
Woche 8/9

20

Z-score

Abbildung 36: SPMB8-Kovariatenanalyse von [*®F]GE180-Uptake und
Geschwindigkeit

Statistisch signifikante positive Korrelation im Vestibulocerebellum
Uber Woche 2/3 post OP, statistisch signifikante positive Korrelation
bilateral im Hippocampus Uber Woche 8/9 post OP, dargestellt mit
Uberlagertem Rattenhirn-Atlas im Programm PMOD (p<0,05).
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4.3. [¥F]FLT und ['®F]GE180

Die Korrelationsanalyse der beiden Tracer wurde pro VOI ausgewertet. Uber den
gesamten Messzeitraum ergaben sich signifikante leicht positive Korrelationen in der
SVZ (r=0,234; p=0,026) und im Hippocampus (r=0,160; p=0,030). Auf die
Untersuchungszeitpunkte aufgeteilt konnte in Woche 7 post OP eine starke positive
Korrelation (r=0,776; p=0,003) beider Tracer in der SVZ dargestellt werden
(s. Abbildung 37). Auch fur die Messwerte des Hippocampus wurde in Woche 9 post
OP ein Effekt beobachtet (r=0,425; p=0,028). In den vestibuldaren Kernen ergaben sich
positive Korrelationen in Woche 4 (r=0,656; p=0,006) und Woche 9 post OP (r=0,518;
p=0,009).

r=0,776; p=0,003

100
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Normierter [18F]GE180-Uptake in %
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Abbildung 37: Repréasentative Darstellung einer VOI-Korrelationsanalyse von
[*®F]FLT- und [*®F]GE180-Uptake
Streudiagramm der korrespondierenden PPET-Analysen der VOI der

SVZ in Woche 7 post OP von 12 Ratten mit Anpassungslinie.
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V. DISKUSSION

Der Bedarf vestibulare Erkrankungen genauer zu verstehen ist aufgrund der vielfaltigen
Auswirkungen auf betroffene Menschen und Tiere enorm. Die vorhandenen
Therapieoptionen verdeutlichen, dass das bisher gesammelte Wissen Uber
Schwindelerkrankungen unvollstandig ist. Um gute Therapiemdglichkeiten zu
entwickeln, ist es unerlasslich die Plastizitatsprozesse der cerebralen vestibuléaren
Netzwerke nach einer Innenohrschadigung umfassend zu verstehen. Zielsetzung
dieser Arbeit war demzufolge, durch Verhaltens- und pPET-Analysen im Rattenmodell,
das Wissen um die cerebrale Zellproliferation und Mikrogliaaktivierung, als mogliche
funktionell relevante Plastizitdtsprozesse bei der bilateralen Vestibulopathie, zu

verbessern.

Ansatze fir neue Therapien basieren auf einem Verstandnis der zentralen
Netzwerkstrukturen des vestibuldaren Systems. Es werden vier Hauptwege diskutiert,
die vestibulare Informationen zum Cortex leiten: der vestibulo-thalamo-cortikale
Signalweg zum Hippocampus; der Signalweg vom dorsalen tegmentalen Nucleus tber
den lateralen mammillaren Nucleus und den anterodorsalen Nucleus des Thalamus
zum entorhinalen Cortex; der Signalweg Uber den Nucleus reticularis pontis oralis, den
supramammillaren Nucleus und das mediale Septum zum Hippocampus und der
Signalweg uber das Cerebellum und den ventralen lateralen Nucleus des Thalamus.
Die vestibularen Projektionsareale werden durch selektive vestibulare Stimulationen
aktiviert (Hitier et al., 2014). Der Hippocampus erstellt Gber head direction cells, place
cells, grid cells und border cells rAumliche Kartierungen der Umwelt. Der vestibulare
Eingang ist besonders wichtig fur die kontinuierliche Funktion von place cells und head
direction cells (Stackman et al., 2002). Bei vestibularen Funktionseinschrankungen
kann daher die raumliche Reprasentation und das rdumliche Lernen gestort sein (Hitier
et al., 2014).
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1. Veranderung des Orientierungs- und

Lokomotionsverhaltens nach bilateraler Labyrinthektomie

Der bilaterale Verlust vestibularer Afferenzen resultiert in der Aufhebung der vestibulo-
okularen und vestibulo-spinalen Reflexe, was sich bei der Ratte in unphysiologischen
Lokomotions- und Haltungsmustern auf3ert (Goddard et al., 2008). Auch die Exploration
und Navigation im Raum ist durch den Verlust der vestibularen Information gestort. Das
T-Maze wird als zuverléassiger Test eingesetzt, um die raumliche Orientierungsfahigkeit
von Versuchstieren zu bewerten und hippocampale Dysfunktionen zu identifizieren
(Wenk, 1998; Roschlau & Hauber, 2017). Durch eine Video-gestiitzte Bewegungs-
analyse konnen zusatzlich Verhaltensparameter des Lokomotionsverhaltens
aufgezeichnet und ausgewertet werden. Die Erfolgsquote im T-Maze in der Kontroll-
gruppe lag in der vorliegenden Arbeit bei nahezu 75% und entspricht damit dem in der
Literatur beschriebenen Entscheidungsverhaltnis flr spontanes Alternieren (Deacon &
Rawlins, 2006). Im Vergleich dazu zeigte die BL-Gruppe eine deutlich reduzierte
Erfolgsquote, die anndhernd der Zufallswahrscheinlichkeit entsprach, und ein
verandertes Bewegungsverhalten mit einer héheren Lokomotionsgeschwindigkeit. Die
bilaterale vestibulare Lasion beeintrachtigte weder die Motivation noch die zur Erflllung

der Aufgabe im T-Maze noétige Motorik der Ratten.

1.1. Beeintrchtigung des raumlichen Gedachtnisses durch bilaterale
Labyrinthektomie
Die BL-Gruppe erzielte im Gegensatz zur Vergleichsgruppe ein signifikant schlechteres
Ergebnis beim erfolgreichen Aufsuchen der Belohnung im T-Maze. Die
Beeintrachtigung der BL-Gruppe ist dabei vergleichbar mit Ergebnissen von Ratten,
denen hippocampale Lasionen zugefugt wurden. Ratten mit hippocampalen L&sionen
zeigten ausgepragte Orientierungsdefizite mit einer Stérung der Distanz- und
Richtungsabschatzung (Whishaw & Gorny, 1999). Eine Studie von Zheng et al. (2007)
beschrieb Erfolgsquoten im T-Maze nach bilateraler chirurgischer Labyrinthektomie,
mit einem Messzeitpunkt drei Wochen post OP, die sich ahnlich dieser Studie im
Bereich einer zufélligen Entscheidung befanden. Weitere Ergebnisse von Zheng et al.
(2007) deuten auf eine verbesserte Erfolgsquote im T-Maze fiinf Monate post OP hin,
die mdoglicherweise mit der Heilung vestibuldrer Bahnen einhergeht. Aufgrund der
kirzeren Untersuchungsdauer dieser Arbeit von neun Wochen konnte dies nicht
bestatigt werden. Da das Entscheidungsverhalten der BL-Gruppe nahezu dem Zufall
entsprach und sich im Untersuchungszeitraum nicht steigerte, kann geschlussfolgert

werden, dass die Ratten Uber mindestens zwei Monate post OP die Fahigkeit verlieren,
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reflektierte Entscheidungen zur Erkundung ihrer Umgebung zu treffen. Eine mdgliche
Erklarung konnte die Stérung der Funktion hipppocampaler place cells nach BL sein,
die rdumliche Kartierungen verarbeiten (Muller, 1996). Head direction cells geben dem
Gehirn weiterhin Rickschluss auf die Ausrichtung und Bewegungsrichtung des Tieres
(Taube, 1998). Durch BL kann sowohl die Stabilitat der place cells als auch die
Modulationsfahigkeit der head direction cells gestort werden (Stackman & Taube, 1997;
Russell et al., 2000). Patienten mit bilateraler Vestibulopathie zeigen korrespondierend
eine Storung der Entwicklung kognitiver raumlicher Karten im Hippocampus, die sich in
Defiziten des raumlichen Gedachtnisses und der Navigation beim Fehlen visueller
Landmarken widerspiegelt (Strupp et al., 2008; Zwergal et al., 2011). Stackman und
Herbert (2002) berichteten von Ratten, die nach BL nur gestdrte Integrationswege bei
einer Navigationsaufgabe zeigten, wenn Kkeine externen Orientierungspunkte
vorhanden waren. Die Orientierung ohne visuelle Landmarken, die als allozentrische
Orientierungsstrategie bezeichnet wird, h&ngt Uberwiegend von hippocampalen
Funktionen ab (Burgess et al., 2002). Auch das T-Maze testet eine allozentrische und
damit hippocampale Navigationsstrategie. Auf Basis der vorliegenden Studien-
ergebnisse mit einer reduzierten Orientierungsleistung der Ratten im T-Maze wird die
Hypothese untermauert, dass die Stérung vestibularer Eingdnge in hippocampalen
Hirnstrukturen nach BL eine wesentliche Ursache der gestdrten raumlichen

Orientierung darstellt.

1.2. Gestortes Lokomotionsverhalten durch bilaterale Labyrinthektomie

Um die reduzierte Verarbeitung sensorischer Information auszugleichen und
dynamische Stabilitat zu erreichen, bewegen sich Patienten mit Schwindel-
erkrankungen tendenziell schneller (Schniepp et al., 2012). Analog ergab sich in der
aktuellen Studie fir alle Lokomotionsparameter (Distanz, Geschwindigkeit,
Bewegungsverhalten) in der BL-Gruppe eine deutlich erhohte Bewegungsaktivitat tber
den gesamten Untersuchungszeitraum (s. Abbildung 15, Kapitel 1V.1.2.4). Das
gesteigerte Lokomotionsverhalten im T-Maze stimmt weitgehend mit friheren
Beobachtungen von Eilles (2016) im OpenField und Catwalk nach BL Uberein. Im
OpenField, in dem die Ratten ihre Umgebung frei explorieren, zeigten die BL-Tiere im
Vergleich zu Kontrollen eine erhéhte Bewegungsgeschwindigkeit. Im Gegensatz dazu
glich sich die Lokomotionsgeschwindigkeit der BL-Tiere im Catwalk (bei dem keine
raumliche Orientierung notig ist) nach finf Wochen post OP der Kontrollgruppe an.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Defizite der raumlichen Erinnerung und
Orientierung aufgrund eines ungerichteten Explorationsverhaltens eine Hyper-

lokomotion auslésen kdnnen (Eilles, 2016). Da das T-Maze ebenfalls die Orientierung
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im Raum testet, kann die gesteigerte Lokomotion in der vorliegenden Studie als
Hinweis auf raumliche Desorientierung gewertet werden. Die Entwicklung der
Ergebnisse fur das Bewegungsverhalten passt ebenfalls zur Beobachtung im
OpenField. Die Theorie, der durch Orientierungsdefizite hervorgerufenen Hyper-
lokomotion, kann somit durch die gesammelten Daten bestatigt werden. Allerdings
zeigte sich trotz persistierender Orientierungsdefizite eine partielle Angleichung der
Lokomotionsgeschwindigkeit zwischen der BL-Gruppe und der Kontrollgruppe zu
spateren Untersuchungszeitpunkten. Es kann daher vermutet werden, dass eine
funktionelle Regeneration der cerebralen Lokomotionskontrolle dennoch tber einen
langeren Zeitraum maoglich ist. Stimmig dazu konnte auch bei Eilles (2016) eine partielle
Kompensation von Lokomotionsparametern ab Woche 5 post OP im Catwalk

abgebildet werden.

1.3. T-Maze Lokomotionsparameter als Surrogatmarker fir Raumorientierung
Die festgestellten Defizite in der rdumlichen Orientierung erkrankter Ratten konnten mit
dem Parameter ,Erfolgsquote® im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe abgebildet
werden. Die ermittelten Lokomotionsparameter korrelierten zu verschiedenen
Untersuchungszeitpunkten mit der Erfolgsquote. Die Ergebnisse legen nahe, dass
Lokomotionsparameter als Marker fir die Fahigkeit zur Raumorientierung genutzt
werden kdnnen, was den Aufwand der Testung reduzieren wirde. Die Einzelparameter
Geschwindigkeit und Bewegungsverhalten korrelierten nur zu spateren Messzeit-
punkten negativ mit der Orientierungsfahigkeit nach bilateralem vestibularem Schaden.
Hingegen korrelierte die zurlickgelegte Distanz im T-Maze in Woche 3 und Woche 7
post OP mit der Erfolgsquote. Es scheint, als ob fur vestibulare Modelle kein einzelner
Lokomotionsmarker im T-Maze die raumliche Orientierung hinreichend abbilden kann.
Eventuell lassen sich diese Erkenntnisse aber auf andere Verhaltensuntersuchungen
(z.B. OpenField) ubertragen, um anhand von Lokomotionsparametern Ruckschliisse

auf die Orientierungsfahigkeit bei vestibularen Erkrankungen zu ziehen.
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2.  Zellproliferation nach vestibularem Schaden

Durch die Methoden der Immunhistochemie mit BrdU sowie der pPET-Untersuchung
mit dem Radiotracer [*®F]FLT konnte in dieser Studie eine Zellproliferation oder
Mobilisierung neuraler Stammzellen in den neurogenen Zonen (SVZ, DG und VN) im
Rattenhirn visualisiert werden, die mit anderen Vorarbeiten vergleichbar ist (Rueger et
al., 2010; Zheng et al., 2010; Tamura et al., 2016). In der BL-Gruppe ergaben sich
gegenuber der Kontrollgruppe eine systematisch verdnderte Zellproliferation in
hippocampalen Strukturen sowie in den vestibularen Kernen, die mittels pPET
visualisiert und quantifiziert werden konnte. Dabei zeigte sich eine gute

Ubereinstimmung mit den histologischen Untersuchungen.

2.1. Reduzierte Zellproliferation in hippocampalen Strukturen

Frihere Studien zeigen einen Einfluss einer bilateralen vestibularen Inaktivierung auf
die hippocampale Zellproliferation und Neuroneogenese, wobei die beschriebenen
Effekte uneinheitlich sind. Zheng et al. (2012) zeigten nach bilateraler chirurgischer
Labyrinthektomie eine tendenziell vermehrte hippocampale Neuroneogenese in
Ratten, jedoch wurde bei Patienten mit bilateraler Vestibulopathie eine unvereinbare
hippocampale Atrophie festgestellt (Brandt et al., 2005). Diese Diskrepanz wurde vor
allem auf Spezies- und Wahrnehmungsunterschiede zurtickgefuihrt (Zheng et al.,
2012). In der aktuellen Studie zeigte sich die Zellteilung in den neurogenen Nischen
SVZ und DG (ber den gesamten Untersuchungszeitraum reduziert. Im [*®F]FLT-uPET
ergab sich Uber den gesamten Zeitverlauf ein signifikanter Signalverlust in der SVZ
nach BL. Korrespondierend fanden sich auch in der uPET-VOI-Analyse und in der
Immunhistochemie im Bereich der SVZ signifikant verminderte Zellteilungsraten nach
BL. Fur den DG wurde histologisch eine reduzierte Proliferationsrate nach BL
festgestellt. Auch in der Kontrollgruppe war die Zellproliferation voriibergehend
reduziert, allerdings zu einem geringeren Ausmal}. Der DG scheint somit auch sensitiv
gegenuber perioperativen Reizen, die durch die Sham-OP hervorgerufen werden. Die
Darstellung eines Signalunterschiedes im UPET fir den DG war eine Herausforderung,
was unter anderem an einer um 90% niedrigeren Zellproliferationsrate (im Vergleich
zur SVZ) liegen konnte. Im Hippocampus und Bereich des DG konnten im YPET
reduzierte Signalraten dargestellt werden, wobei sich zwischen den Messzeitpunkten
die anatomische Lokalisation innerhalb der hippocampalen Formation veranderte. Die
Ergebnisse von YUPET und Histologie kénnten daher der Theorie einer gestérten
Neuroneogenese nach vestibularer Schadigung entsprechen. Eine verminderte

Zellteilungsrate wiirde demnach die hippocampale Plastizitéat reduzieren und somit zu
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einer Aufrechterhaltung des beeintrachtigten réaumlichen Gedachtnisses und der
raumlichen Orientierung beitragen (Shen et al., 1997). Dafiir spricht auch, dass die BL-
Tiere im Untersuchungszeitraum kein relevantes Lernverhalten im T-Maze zeigten. Der
Vergleich mit den Verhaltensparametern zeigte dariber hinaus, dass die Erfolgsquote
im T-Maze mit dem Ausmalfd der residuellen Zellproliferation im Hippocampus positiv
korrelierte. Weiterhin konnte ein negativer Zusammenhang des hippocampalen
[*®F]FLT-Uptakes mit dem gesteigerten Bewegungsverhalten der BL-Gruppe im
T-Maze festgestellt werden, das als Mal} fur die rdumliche Desorientierung gewertet
werden kann (s. Kapitel V.1.2). Uber die Mechanismen, die der reduzierten
Zellproliferation im DG und SVZ nach BL zugrunde liegen, kann nur spekuliert werden.
Eine mdgliche Erklarung koénnte in einer elektrophysiologischen Dysfunktion im
Hippocampus nach BL durch veranderte Feuerraten von place und head direction cells
liegen. Weiterhin kommt es nach BL zu ausgepragten Veranderungen der
Neurotransmission in der hippocampalen Formation, die auch in die Regulation der
Neuroneogenese eingebunden sind (z.B. Glutamat, Acetylcholin) (Horii et al., 1994,
Smith & Zheng, 2013; Aitken et al., 2016).

Eine veranderte Zellproliferation kénnte auch fir die strukturellen Verénderungen
verantwortlich sein, die nach bilateraler vestibularer Schadigung beschrieben wurden.
Bei Ratten wurde eine verminderte Lange hippocampaler basaler Dendriten als
Merkmal einer gestdrten hippocampalen Plastizitat beschrieben (Balabhadrapatruni et
al., 2016). Brandt et al. (2005) konnten eine Korrelation hippocampaler Atrophie (von
bis zu 17%) mit dem Ausmal} der raumlichen Orientierungsstérung bei bilateraler

Vestibulopathie darstellen.

Um Erkenntnisse Uber die nach BL ablaufende Alteration der hippocampalen
Zellproliferation zu gewinnen, ist der Einsatz von Medikamenten maoglich, durch die die
Zellproliferation beeinflusst werden kann. Die Option, positiven Einfluss auf
Kompensationsprozesse bei bilateraler Vestibulopathie zu nehmen, kdnnte mittels
Antidepressiva erfolgen, die nach Malberg et al. (2000) durch dauerhafte Administration
eine erhdhte Neuroneogenese im Gyrus dentatus adulter Ratten hervorrufen kénnen.
Sie haben ebenso den Effekt, das Uberleben neugeborener Neuronen zu verlangern,
was aus funktioneller Sicht einen noch vielversprechenderen Ansatz darstellt (Sahay &
Hen, 2007). Der positive Einfluss von Physiotherapie bei vestibularen Stérungen ist
bereits bekannt. Van Praag et al. (1999) konnten eine verdoppelte
Neuroneogeneserate im Gyrus dentatus von Mausen durch ein erhéhtes Bewegungs-

angebot (Rennen) erzielen.
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2.2. Erhdhte Zellproliferation in vestibularen Kerngebieten

Die vestibularen Kerne sind die zentrale Schaltstelle der Gleichgewichtsbahn und eng
mit Thalamus und Cerebellum verbunden. Es bestehen zahlreiche gekreuzte und
ungekreuzte Projektionen (Lopez & Blanke, 2011). In den vestibularen Kernen wurde
in der aktuellen Studie histologisch und durch das [*®F]FLT-UPET nach BL eine
vermehrte Zellproliferation festgestellt. Diese erreichte 3d post OP ein friihes Maximum.
Ein zweiter verzogerter Peak war in Woche 9 post OP vorhanden. Im PPET wurde das
Maximum des Signals medial im pontomedullaren Tegmentum detektiert. Eine
Erklarung fur diesen Befund kdnnten migrierende neuronale Stammzellen sein, die von
der Mittellinie zu den Bereichen der vestibularen Kerne auswandern. In guter
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der aktuellen Studie, stellten Zheng et al. (2010)
nach bilateraler vestibularer Deafferentierung eine erhohte Zellproliferation und
Neuroneogenese mit Maximum 48h post OP fest. Auch nach unilateralem vestibuléren
Schaden an Katzen wurde eine erhdhte Zellproliferation mit Maximum 3d post OP
beobachtet (Tighilet et al., 2007). Es wurde die Hypothese formuliert, dass eine frihe
reaktive Neuroneogenese im vestibularen Kern funktionell zur Kompensation der
posturalen Asymmetrie beitrdgt und durch partielle Differenzierung in GABAerge
Neuronen zu einer strukturellen Neuorganisation in den vestibularen Kernen flihrt
(Tighilet & Chabbert, 2019). Fir diese Annahme spricht, dass bei einer Blockade der
Zellproliferation mittels eines Zytostatikums die vestibuldare Kompensation wesentlich
langsamer und unvollstandig ablief (Dutheil et al., 2009). Neurale Stammzellen Ubten
auch bei Rueger et al. (2010) einen positiven Einfluss auf Regenerationsprozesse aus,
allerdings nicht durch den Ersatz verlorener Zellen, sondern durch neuroprotektive und
trophische Eigenschaften, durch Reduzierung von Neuroinflammation und Induktion
von Umbaumaflnahmen. Korrelationsanalysen ergaben in der aktuellen Studie keinen
eindeutigen Hinweis auf eine funktionell relevante Verbesserung von
Verhaltensparametern im T-Maze durch die friihe Zellproliferation im vestibularen Kern.
Dies konnte auch darin begriindet sein, dass im Modell der bilateralen Labyrinthektomie
— anders als bei unilateralem Schaden — die vestibulare Kompensation nur
unvollstédndig moglich ist. Die Ratten in der aktuellen Studie zeigten einen zweiten
Signalanstieg in Woche 9 post OP. Dieser wurde bislang in anderen Arbeiten nicht
beschrieben, wobei die Beobachtungszeitraume sich zwischen den Studien
unterschieden. In den Korrelationsanalysen zeigten sich Hinweise auf eine schlechtere
Orientierungsleistung im T-Maze bei erhéhter Zellproliferation in Woche 9 post OP.
Dieser Zusammenhang kann folgendermalien erklart werden. Eine inkomplette
symptomatische Kompensation nach zwei Monaten kénnte einen erneuten Zellanstieg

im vestibuldren Kern auslosen. Alternativ kénnte die erneute Zellproliferation aber auch
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einen maladaptiven Vorgang darstellen, der zur fehlerhaften Reorganisation residueller
vestibularer Projektionen fuhrt. In einem Modell mit cortikalen Verletzungen wurde
verletzungsnhah eine erhdhte Differenzierung von Astrozyten dokumentiert, die
astrogliotisches Narbengewebe bildeten (Kernie et al., 2001). Auch diese Mdglichkeit
des maladaptiven strukturellen Umbaus bleibt zu bedenken, wenn auch kein

struktureller cerebraler Schaden in dieser Studie gesetzt wurde.

Als Nebenbefund wurde im PPET auch eine proliferative Aktivitat im Bereich der
Innenohre festgestellt. Diese zeigte ein frihes Maximum in Woche 1 post OP und eine
graduelle Abnahme im Zeitverlauf. Da keine histologische Untersuchung der Innenohre
vorgenommen wurde, kann Uber die zugrunde liegenden Mechanismen keine Aussage
getroffen werden. Bei Vighaux et al. (2012) wurde nach chemischer Labyrinthektomie
die komplette Restrukturierung von einem sensorischen in ein nicht-sensorisches
einschichtiges Epithel nachgewiesen. Da dieser Prozess zunéchst mit einem relativen
Zellverlust einhergeht, lasst sich der frihe Signalanstieg im PPET nicht hinreichend
durch diese Umbauvorgange im Innenohrepithel erklaren. Wahrscheinlicher ist eine
durch die Labyrinthektomie ausgeldste inflammatorische Reaktion im Innenohr, die
aufgrund einer verstarkten Durchblutung und Einwanderung von Entziindungszellen

mittels [*®F]FLT visualisiert werden kann.

2.3. Methodische Bewertung des [®F]FLT-uPET zur Darstellung der
Zellproliferation in vestibularen Modellen
Anhand der Daten der aktuellen Studie konnte gezeigt werden, dass der Radiotracer
[*®F]FLT geeignet ist, um differenzielle Modulationen der Zellproliferation in
verschiedenen neurogenen Nischen und im Zeitverlauf nach vestibularer Schadigung
darzustellen. In Korrelationsanalysen mit histologischen Auswertungen des
Proliferationsmarkers BrdU konnte sowohl fur Signhalzunahmen als auch -abnahmen
eine zufriedenstellende Ubereinstimmung erzielt werden. Fiir vestibulare Tiermodelle
sind daher prinzipiell beide Methoden zur Analyse und Quantifizierung dynamischer
neurogener Proliferationsprozesse geeignet. Die spezifischen Vorteile des
[*®F]FLT-uPETs liegen in der Moglichkeit, die Zellproliferation in-vivo, longitudinal und
in Korrelation zum Verhalten zu untersuchen. Durch die Korrelation mit Verhaltens-
parametern kénnen Ruckschlisse auf die klinische Relevanz der Ergebnisse gezogen
werden. Nachteile sind die beschrankte raumliche Auflésung und die unzureichende
Differenzierung proliferierender Zelltypen. Weiterhin ist auch die geringe Signalstarke
eine grolRe Herausforderung und maégliche Fehlerquelle. Die Starke der Zellproliferation
unterscheidet sich weiterhin zwischen den neurogenen Nischen. In der aktuellen Studie

waren sie in der SVZ etwa zehnfach hoher als im DG oder VN. Dementsprechend
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ergaben sich im [®F]FLT-UPET unterschiedliche Darstellungsschwellen fur jede
neurogene Nische. Besonders im DG war eine Visualisierung der Effekte nach BL
schwierig. Das kénnte auch daran liegen, dass in WPET-Analysen aus methodischen
Grinden Signalabnahmen schwieriger darzustellen sind als Sighalzunahmen (wie im
VN). Ein weiterer Einflussfaktor ist die Schwierigkeit, den DG aufgrund seiner
komplexen anatomischen Konfiguration in einer VOI abzubilden. Die Anndherung
durch eine zirkulare VOI fuhrt zu einer Miterfassung extrahippocampaler Strukturen,
was die Auswertung erschwert. Im Gegensatz dazu kénnen die VN wesentlich besser
durch eine zirkulare VOI abgebildet werden. Die Reproduzierbarkeit der
Studienergebnisse ist mit groRer Wahrscheinlich beeinflussbar von der Routine und der
Bearbeitungsweise der analysierenden Personen, da die Ablaufe zur Auswertung der
MPET-Daten nicht automatisiert durchgefihrt werden konnten. Mdogliche weitere
systematische Fehlerquellen fir die Ergebnisse der [*®F]FLT-Analysen konnten die
Injektionen von Probenecid oder die wiederholte Durchfihrung von Narkosen sein. Es
wird vermutet, dass Probenecid einen neuroprotektiven Effekt durch erhdhten
Membrantransport von protektiven Bestandteilen oder durch gehemmten
Membrantransport toxischer Komponenten austibt (Vamos et al., 2009). Im direkten
Vergleich der pPET-Analysen mit der parallelen histologischen Auswertung konnten

jedoch keine Einflisse dieser Effektoren festgestellt werden.

Zusammenfassend stellt das [*®F]FLT-UPET eine gute Moglichkeit dar, Zellproliferation
bei vestibularen Erkrankungen abzubilden. Limitierungen liegen in der geringeren
Auflésung verglichen mit der Histologie, sodass geringfligige Verdnderungen der
Zellproliferation schwerer darzustellen sind. Hohere Tierzahlen konnten eventuell
genauere Ergebnisse bieten. Die anatomisch korrekte und einfachere Lokalisation der
Untersuchungsregionen konnte auch durch computertomographische Uberlagerung
erreicht werden. Die Histochemie erweist sich durch die Mdglichkeit zur prazisen
anatomischen Lokalisation als zuverlassigste Methode der Proliferationsanalyse.
Trotzdem kénnen vor allem unter dem Gesichtspunkt einer Translation zu Patienten mit
vestibularen Erkrankungen durch das [*®F]FLT-uPET wertvolle Erkenntnisse gewonnen
werden, da eine in-vivo-Darstellung der cerebralen Zellproliferation méglich ist. Ein
besonderer Vorteil ergibt sich aus der Tatsache, dass der Tracer [*®F]FLT fur andere
Indikationen bereits beim Menschen zugelassen ist. Auch fiur Therapiestudien zur
Modulation der Zellproliferation ist die Mdglichkeit zur in-vivo-Untersuchung mittels

[*®F]FLT-PET besonders vielversprechend.
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2.4. Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen und andere Tierarten

Es bleibt umstritten, ob die Ergebnisse aus Experimenten mit Nagetieren auf den
Menschen U(bertragen werden koénnen. Spalding et al. (2013) stellten grolRe
Unterschiede zwischen dem lissencephalen Gehirn von Nagetieren und dem
gyrencephalen Gehirn des Menschen in Bezug auf Differenzierungs- und
Maturationszeiten von proliferierenden Zellen fest. Canine Versuchstiere seien besser
geeignet, um die Ergebnisse von cerebralen Untersuchungen auf den Menschen zu
Ubertragen. Es ist davon auszugehen, dass grundlegende Effekte im Nagerhirn
bestatigt werden konnen, die Quantifizierung in gyrencephalen Tiermodellen aber

besser korrespondiert.

In einer aktuellen Diskussion der humanen Studien mit fehlenden Hinweisen auf
Neuroneogenese (Sorrells et al.,, 2018), beziehungsweise dem Beweis fir eine
persistierende Neuroneogenese bis in die achte Lebensdekade des Menschen
(Boldrini et al.,, 2018), wurden technische Limitationen moniert, die zu einem
drastischem Signalverlust proliferierender Zellen in post mortem Gewebsanalysen
fihren kénnten (Kempermann et al., 2018; Lucassen et al., 2019). Die Richtung
zukUnftiger Forschung sollte sich an quantitativen Analysen orientieren, die in Relation
zu anderen Plastizitatseigenschaften und zum Verhalten in gesunden oder erkrankten
Zustanden gesetzt werden. Dabei riicken auch bildgebende in-vivo Verfahren, wie das
[*®F]FLT-PET, die zur Darstellung von cerebraler Zellproliferation geeignet sind, in den
Fokus. Methodische Beeintrachtigungen, die vor allem durch unterschiedliche
histologische Bearbeitungen entstehen, kdnnen dabei ausgeschlossen werden. Die
Ungewissheit der nicht bestimmbaren Phanotypen der radioaktiv markierten Zellen
bleibt jedoch bestehen. Methodisch sind potentielle Speziesunterschiede zwischen
Ratten, anderen Tierarten und dem Menschen zu bedenken. Als translationaler Ansatz
konnten weitere speziesubergreifende Studien mit dem Tracer [*F]FLT einen
wertvollen Erkenntnisgewinn zu cerebraler Zellproliferation in  Abh&ngigkeit

modulierender Faktoren wie einer vestibularen Deafferentierung beitragen.
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3. Mikrogliaaktivierung nach vestibularem Schaden

Die WPET-Untersuchung mit dem Radiotracer [*®F]GE180 konnte Mikroglia-
aktivierungen im Rattenhirn nach einem bilateralen vestibularen Schaden darstellen.
Die Methode wurde bereits im unilateralen Schwindelmodell histologisch validiert
(Zwergal et al., 2017). Die Regionen SVZ, DG und VN wurden entsprechend der
[*®F]FLT-Analysen untersucht. Eine Signalzunahme lieR sich dabei in allen Strukturen
abbilden. Bisher ist sehr wenig zur Bedeutung der Mikrogliaaktivierung in Verbindung
mit bilateralen vestibularen Erkrankungen bekannt. Die reaktive Gliaaktivierung ist
generell direkt mit dem Ausmalf’ eines cerebralen Schadens verbunden (Raivich et al.,
1999). Mikroglia werden sofort nach einer Stérung ihrer Umgebung aktiv und ihre
Reaktion basiert auf AusmaR und Chronizitdt der Stdérung. Einer allgemeinen
Hypothese folgend koénnte eine erhdhte Mikrogliaaktivierung funktionell relevante
Regenerationsprozesse in zentralen vestibularen Netzwerken anstoRen (Tighilet et al.,
2006). Auch aktivierte Astrozyten exprimieren TSPO und kdnnten potentiell bei dieser
Analyse miterfasst werden. Ihnen wird ein neuroprotektiver und neurotrophischer Effekt
durch eine erhdhte Neurosteroidsynthese bei cerebralen Schaden zugeschrieben. Sie
werden spater aktiv als Mikrogliazellen, scheinen aber einen langeren
Wirkungszeitraum zu haben (Chen & Guilarte, 2008). In einer Studie wurde die TSPO-
Expression bei verschiedenen neurologischen Erkrankungen quantifiziert. Sie stimmte
konsistent mit der Anwesenheit von aktivierten Mikrogliazellen Uberein und wird in

dieser Studie folglich interpretiert (Kannan et al., 2009).

3.1. Erhdhte Mikrogliaaktivierung in hippocampalen Strukturen

Ein Signalanstieg des Tracers [**F]JGE180 wurde in bilateralen hippocampalen
Strukturen detektiert. In der SVZ korrelierten der [*®F]GE180-Uptake und die
Geschwindigkeit sowie das Bewegungsverhalten im T-Maze positiv. Dies koénnte so
interpretiert werden, dass die persistierende Stérung der raumlichen Orientierung zu
einer reaktiv vermehrten Mikrogliaaktivierung im Hippocampus und der SVZ fuhrt, um
eine vermehrte Plastizitdtsreserve durch Verdnderung der Neurotransmission oder
synaptischen Reorganisation zu schaffen. Inwieweit dies zu einer partiellen
funktionellen Regeneration hippocampaler Funktionen beitragt, bleibt innerhalb des
Beobachtungszeitraums unklar, denn es konnte keine relevante Verbesserung der
raumlichen Orientierungsfahigkeit nach BL nachgewiesen werden. Eventuell kénnten
mittels weiterer statistischer Analysen zeitlich verzogerte Effekte der TSPO-Expression
auf das Verhalten entdeckt werden. Da sich methodisch die identische Problematik der

anatomischen Lokalisation hippocampaler Strukturen zu den [*®F]FLT-Analysen ergab,
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ist die Aussagekraft fur diese Struktur grundsatzlich kritisch zu tberdenken.

3.2.  Erhohte Mikrogliaaktivierung in vestibularen Kerngebieten

In den vestibularen Kernen zeigte sich eine bilaterale Mikrogliaaktivierung nach BL, die
sich Uber den gesamten Untersuchungszeitraum nachweisen lie3. Die reaktive
Neuroinflammation konnte in dieser Studie im Vergleich zu friheren Studien an
unilateral labyrinthektomierten Ratten (dort Maximum in Woche 3 post OP) (Zwergal et
al., 2017) Uber einen wesentlich langeren Zeitraum dargestellt werden. Dies kdnnte
eine persistierende Funktionsbeeintrdchtigung oder noch nicht beendete Reparatur-
versuche implizieren. Lacor et al. (1999) beobachteten eine persistent erhohte TSPO-
Expression an beschadigten Nervenstimpfen. Das hier aufgezeichnete Signal nach BL
in den VN konnte somit potentiell eine bleibende nervale Schadigung anzeigen.
Passend zu dieser Hypothese ergab sich eine positive Korrelation des [*®F]GE180-
Uptakes mit der Geschwindigkeit und eine negative Korrelation mit der Erfolgsquote im
T-Maze in den Wochen 2 bis 3 post OP. Eine erhdhte Mikrogliaaktivierung in den
vestibularen Kerngebieten scheint also mit einer starkeren funktionellen
Beeintrachtigung zentraler vestibularer Projektionen verbunden zu sein. In diesem
Szenario kdnnte das erhohte Signal entzindliche Umbauprozesse des
Nervengewebes darstellen, die zu einer persistierenden Beeintrachtigung der
vestibularen Bahnen fiihren. Auch Astrozyten kdnnten akkumulieren, sich zu Sklerosen
verharten und somit die Funktion der vestibularen Kerngebiete durch Narbenbildung
dauerhaft beeintrachtigen (Zanotti-Fregonara et al., 2014). Ob und inwieweit die
Mikrogliaaktivierung in den vestibularen Kerngebieten auch positiv zur Kompensation
nach BL beitragt ist unklar. Im Modell der unilateralen Labyrinthektomie wurde ein
positiver Effekt einer Mikrogliaaktivierung im ipsilateralen vestibularen Kern auf die
vestibulare Kompensation beschrieben (Zwergal et al., 2017). Die funktionelle
Regeneration nach BL dauert aber wesentlich langer und verlauft inkomplett, sodass
die potentiell vorteilhaften Effekte einer Mikrogliaaktivierung in den VN auch aufRerhalb

des Beobachtungszeitraums liegen kénnten.
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4. Korrelation von cerebraler Zellproliferation und

Mikrogliaaktivierung nach BL

Bei der vestibularen Kompensation eines unilateralen Innenohrschadens werden die
Prozesse der cerebralen Zellteilung und Mikrogliaaktivierung als reaktive aufeinander-
folgende Mechanismen im deafferentierten vestibularen Kern beschrieben (Tighilet &
Chabbert, 2019). In hippocampalen Strukturen sind neuronale Zellteilung
und -differenzierung sowie Mikrogliaaktivierung voneinander abhdngige Vorgange
(Ekdahl et al., 2009). In der aktuellen Studie waren der [*¥F]FLT- und [**F]GE180-
Uptake leicht positiv korreliert. Bei einer wochenweisen Aufteilung ergaben sich vor
allem an spateren Messzeitpunkten zum Teil stark positive Korrelationen. Es kdnnte
also angenommen werden, dass das Ausmald der Mikrogliaaktivierung die
Zellproliferation beeinflusst. Allerdings deutet vor allem im DG und SVZ der relative
Abfall der Zellproliferation nach BL bei gleichzeitigem Anstieg der Mikrogliaaktivierung
darauf hin, dass diese Prozesse nicht vollstandig gekoppelt sind. Daflir sprechen auch
die differentielle Korrelation zu den Verhaltensparametern im T-Maze: wahrend flr die
Mikrogliaaktivierung signifikante Korrelationen an frithen Zeitpunkten im Hippocampus
gefunden wurden, waren fir die Zellproliferation signifikante Zusammenhange im
Hippocampus an friihen und im VN an spateren Zeitpunkten nachweisbar. Diese
Ergebnisse verdeutlichen, dass die vestibulare Kompensation aus vielen Mechanismen
besteht, welche zwar verbunden sind, jedoch mit unterschiedlicher Zeitdynamik in den
verschiedenen Hirnstrukturen ablaufen. Dies kann in der aktuellen Studie gut an den
unterschiedlichen Signalstarke- und Zeiteffekten von [*¥F]FLT und [*¥F]GE180 in
verschiedenen vestibularen Netzwerkstrukturen (VN und Hippocampus) nachgewiesen
werden. Es muss von einer komplexen Interaktion der Mikrogliaaktivierung und
Zellproliferation nach bilateraler vestibularer Schadigung ausgegangen werden, die
nicht auf einen linearen Zusammenhang reduziert werden kann. Zusammenfassend
bestatigen die gesammelten Daten eine differenzierte  Modulation der
Mikrogliaaktivierung und Zellproliferation nach bilateraler vestibularer Schadigung.
Diese betrifft bekannte Schaltstellen des zentralen vestibularen Netzwerks.
Korrelationen mit klinischen Verhaltensmarkern sprechen fur eine funktionelle
Relevanz dieser Prozesse, die in weiteren Forschungsarbeiten nach vestibularen

Lasionen eingehender untersucht werden missen.
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5. Methodik der chemischen Labyrinthektomie

Das Modell der bilateralen Vestibulopathie durch chemische Labyrinthektomie an
Ratten war in dieser Studie erfolgreich. Es ist als Modell der peripheren vestibuléren
Schadigung etabliert und sicher. Durch die in Kapitel [I1.2.2.2 genannten
Abbruchkriterien, kann ein hohes Mal3 an Standardisierung erreicht werden. Der
Phanotyp zur Simulation der bilateralen Vestibulopathie wurde an allen Ratten
erfolgreich reproduziert. Die Effekte auf das Allgemeinbefinden der Tiere sowie ihr
Verhalten waren deutlich. Eine auditive Schadigung, begleitend zu dem vestibularen
Schaden, muss aufgrund pathophysiologischer Erwagungen und Klinischer
Beobachtungen angenommen werden. Sie hat laut Hill und Best (1981) sowie Rossier
et al. (2000) jedoch keinen essentiellen Einfluss auf die vestibulare Kompensation oder
die Funktion hippocampaler place cells. In dieser Studie konnten keine differenzierten
Messungen des Ausmalies des auditiven Schadens durchgefiihrt werden. Limitationen
der chemischen Labyrinthektomie liegen im Ausmalf3 des vestibularen Schadens, der
im Gegensatz zu einer vestibularen Neurektomie inkomplett ist. Erhdhte cerebrale
Zellproliferation wurde bisher nicht bei einer peripheren Schadigung des vestibularen
Organs beobachtet, sondern nur bei der Methode der chirurgischen Labyrinthektomie
oder Neurektomie (Lacour & Bernard-Demanze, 2015). Die chemische Labyrinth-
ektomie erlaubte hier eine Untersuchung von Zellproliferation und Mikrogliaaktivierung
ohne verfalschende Einflisse eines strukturellen cerebralen Schadens (Zwergal et al.,
2017).
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Cerebrale Zellproliferation und Mikrogliaaktivierung nach bilateraler

Innenohrschadigung - vergleichende UWPET-Verhaltensstudie im Rattenmodell

Die cerebrale Zellproliferation ist Grundvoraussetzung fir Plastizitatsmechanismen, die
Uber das gesamte Leben im Gehirn ablaufen. Mikrogliazellen wandeln sich bei
Verletzungen des peripheren und zentralen Nervensystems in ihre aktivierte Form um
und modulieren durch neuroinflammatorische Mediatoren die lokale neuronale
Plastizitat. Cerebrale Zellproliferation und Mikrogliaaktivierung sind Prozesse, die in die
funktionelle Regeneration und strukturelle Reorganisation nach neuronaler Schadigung
eingebunden sind und daher auch nach L&sionen vestibularer Afferenzen im Rahmen
der vestibularen Kompensation eine bedeutende Rolle spielen. Vestibulare
Kompensation bezeichnet eine dynamische Kaskade verschiedener synergistischer
Plastizitatsmechanismen, die nach Innenohrschédigung zu einem Symptomausgleich
beitragen. Die vestibuldre Kompensation kann bei unilateralen vestibularen Lasionen
zu einer Uberwiegenden Normalisierung statischer vestibularer Funktionen fihren,
wahrend bei bilateraler Vestibulopathie nur eine partielle Regeneration moglich ist.
Die bilaterale Vestibulopathie ist die haufigste chronische Schwindelerkrankung des
alteren Menschen, der meist ein Verlust des vestibularen Sinnesepithels zugrunde liegt.
Das Vestibularsyndrom ist auch in der Veterindrmedizin einer der haufigsten

neurologischen Vorstellungsgrinde.

Patienten mit einer bilateralen Vestibulopathie leiden unter Schwankschwindel mit
Gang- und Standunsicherheit, vor allem auf unebenem Untergrund oder bei Dunkelheit,
Oszillopsien und einer gestorten rAumlichen Orientierung. Die Lebensqualitat ist stark
eingeschrankt. Beim Menschen beruht die Therapie derzeit ausschlie3lich auf einem
multimodalen physikalischen Gleichgewichtstraining. Bei Tieren lasst sich dies nur
schwer umsetzen. Die Therapie erfolgt symptomatisch mit Antiemetika und Sedativa
bei Bedarf.

Die vorliegende Doktorarbeit untersuchte die Zellproliferation und Mikrogliaaktivierung
im Rattenmodell der bilateralen chemischen Labyrinthektomie (BL) mittels serieller
Verhaltenstestung, [*®F]FLT (Zellproliferation)- und [*®F]GE180 (Mikrogliaaktivierung)-
MPET-Scans sowie immunhistochemischer Validierung. Ziel dieser Untersuchungen
war die Verbesserung des Verstandnisses plastischer und regenerativer Prozesse in

zentralen vestibularen Netzwerken nach BL sowie die Definition neuer
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pharmakologischer und physikalischer Therapieansatze bei bilateraler Vestibulopathie.

Durch Verhaltensuntersuchungen im T-Maze konnten persistierende
Beeintrachtigungen der rdumlichen Orientierung und des Lokomotionsverhaltens
(Hyperlokomotion, erhdhtes Bewegungsverhalten) nach BL im Vergleich zu
Kontrollgruppen nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse weisen auf eine chronische
Beeintrachtigung hippocampaler Funktionen durch den Verlust vestibularer
Projektionen hin, die in raumliche Orientierung und rdumliches Lernen involviert sind
(z.B. head direction cells und place cells). Die Zellproliferation in der subventrikularen
Zone (SVZ) und im Gyrus dentatus (DG) war im [*¥F]FLT-uPET Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum nach BL von neun Wochen reduziert, wahrend die
Zellproliferation in den vestibularen Kerngebieten (VN) in Woche 1 und 9 post OP
erhdoht war. Eine verminderte hippocampale Zellproliferation korrelierte mit einer
reduzierten Orientierungsleistung. Die frihe Zellproliferation in den VN war nicht mit
einer Veradnderung von Verhaltensparametern verbunden. Die verzdgerte
Zellproliferation korrelierte tendenziell mit einer schlechteren Orientierungsfunktion im
T-Maze. Die Ergebnisse der [®F]JFLT-uPET-Analysen konnten  durch
immunhistochemische Auswertungen bestétigt werden. Die Mikrogliaaktivierung war in
VN, SVZ und DG lber den gesamten Beobachtungszeitraum erhéht, was als Hinweis
auf eine persistierende funktionelle Beeintrachtigung vestibularer Afferenzen oder
einen unvollstdndigen strukturellen Kompensationsprozess interpretiert werden kann.
Die Korrelationsanalysen zwischen ['®F]JGE180-Uptake und Bewegungsverhalten
konnten keinen positiven Einfluss der Mikrogliaaktivierung auf den Krankheitsverlauf
bestatigen. Das Ausmal} der Zellproliferation und Mikrogliaaktivierung korrelierte tber
den gesamten Untersuchungszeitraum positiv. Dies weist auf eine teilweise
Verknlipfung dieser zwei Mechanismen nach BL hin, auch wenn beide Prozesse

verschiedene Dynamiken pro neurogene Nische zeigten.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Zellproliferation und
Mikrogliaaktivierung nach bilateraler vestibularer Schadigung in zentralen vestibuléren
Netzwerken differenziell reguliert werden und in-vivo mittels [*¥F]FLT- und
[*®F]GE180-PET dargestellt werden konnen. Weitere Untersuchungen sind notig, um
die funktionelle Relevanz dieser Prozesse fur die vestibulare Kompensation im Detail
zu verstehen und die proliferierenden Zellen phéanotypisch zu identifizieren.
Translationale Untersuchungen durch kombinierte PET-Verhaltensstudien an
Patienten mit vestibularen Krankheitsbildern erscheinen diesbeziglich aufgrund der

aktuellen Studie als vielversprechend.
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VIl. SUMMARY

Cerebral cell proliferation and microglial activation following bilateral damage of the

inner ear - comparative UPET- and behavioural analyses in a rat model

Cerebral cell proliferation is an absolute precondition to provide evidence for
neurogenesis, which is an important mechanism of plasticity in the adult brain.
Microglial cells transform into an activated state after injuries of the peripheral and
central nervous system and modulate neuronal plasticity through neuroinflammatory
mediation. Cerebral cell proliferation and microglial activation are both processes that
contribute to functional regeneration and structural reorganization following neuronal
impairment. Therefore, they are implicated after lesions of the vestibular afferent
pathways in the context of vestibular compensation as well. Vestibular compensation is
based on a dynamic cascade of diverse synergistic plasticity mechanisms. It contributes
to recovery of symptoms following inner ear lesions. Vestibular compensation can
predominantly lead to a normalization of static vestibular function in unilateral vestibular
lesions, whereas only partial regeneration is possible in bilateral vestibulopathy.
Bilateral vestibulopathy is the most common chronic vestibular disorder in the elderly.
It is frequently caused by a loss of vestibular sensory epithelium. In veterinary medicine
the vestibular syndrome is one of the most common neurological presenting problems

as well.

Patients affected by bilateral vestibulopathy suffer from dizziness while walking or
standing, especially on uneven underground or in the dark. They experience oscillopsia
and an impaired spatial orientation. The quality of life is profoundly reduced. Treatment
for humans is exclusively based on multimodal physical balance training. In animals
this is difficult to realize. They are treated symptomatically with antiemetics and

sedatives if necessary.

The current doctoral thesis aimed at examining changes in cerebral cell proliferation
and microglial activation in a rat model following bilateral chemical labyrinthectomy
(BL). This was achieved by serial behavioural testing, [*®F]FLT (cell proliferation)- and
[*®F]GE180 (microglial activation)-uPET scans with histochemical validation. The aim
of this study was to improve the understanding of plasticity and regenerative processes
in central vestibular pathways following BL and to determine novel pharmacological and

physical treatment options in bilateral vestibulopathy.
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Behavioural testing in the T-maze revealed a persistent impairment of spatial
orientation and locomotor performance following BL compared to a control group.
These results point to a chronic disruption of hippocampal function and to the loss of
vestibular projections involved in spatial orientation and learning behaviour (e.g. head
direction cells and place cells). Cell proliferation in the subventricular zone (SVZ) and
in the dentate gyrus (DG) was reduced in the [*®F]FLT-UPET over the whole testing
period of 9 weeks following BL, while cell proliferation was elevated in the vestibular
nuclei (VN) in week 1 and 9 post surgery. The decreased hippocampal cell proliferation
correlated with the reduced orientation performance. Early cell proliferation in the VN
did not relate to behavioural parameters. The delayed cell proliferation in the VN
generally correlated with a worse orientation performance in the T-maze. The results of
the [*®F]FLT-uPET-analyses were confirmed by histochemical evaluation. Microglial
activation was elevated in the VN, SVZ and DG over the whole testing period. This was
interpreted as a persistent functional impairment of vestibular afferent pathways or an
incomplete structural compensation process. Correlation analyses of [*F]GE180-
uptake and movement did not confirm a positive influence of microglial activation on the
course of disease. The extent of cell proliferation and microglial activation correlated
positively over the testing period. This suggests a partial connection of the two
mechanisms following BL, even though they displayed different dynamics per

neurogenic niche.

In summarizing this study, cell proliferation and microglial activation in central vestibular
pathways is present and differentially regulated following BL. These mechanisms were
visualized in vivo by means of [**F]FLT- and [*®F]GE180-uPET. Additional analyses are
required to comprehend their specific functional relevance for vestibular compensation
and to determine the phenotype of proliferating cells. Based on this study translational
investigations with combined PET and behavioural testing in patients with vestibular

disorders appear to be promising.
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