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Il ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A anterior

CA Commissura anterior

CcC Crus cerebri

Cl Capsula interna

CP Commissura posterior

CSs Colliculus superior

DBS Deep brain stimulation, Tiefe Hirnstimulation

et al. et alii (Maskulinum), et aliae (Femininum) oder et alia (Neutrum), und andere

F Fornix

GPE Globus pallidus externus

GPI Globus pallidus internus

Hz Hertz

I inferior

kA keine Angabe

L lateral

LFB Luxol-Fast-Blue-Farbung, Kliver-Barrera-Farbung

M medial

MRT Magnetresonanztomografie

NR Nucleus ruber

NURBS Nonuniform Rational B-Splines

P posterior

PU Putamen

Q Pallidoreticulares Biindel

S superior

SN Substantia nigra

STN Nucleus subthalamicus

SWiI Susceptibility-weighted imaging, Suszeptibilitatsgewichtete Bildgebung

T Tesla

TH Thalamus

T™MT Tractus mamillothalamicus

TO Tractus opticus

TSE Turbo Spin Echo, MRT-Sequenz, 90°-180°-Pulsfolge mit mehreren 180°-Pulsen,
pro Echo eine Rohdatenzeile

T1 Relaxationszeit in der Magnetresonanztomografie

T2 Relaxationszeit in der Magnetresonanztomografie

Vv Volt

VTA Volume of Tissue Activated, aktiviertes Gewebsvolumen
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1 Einfilihrung in die Thematik
1.1 Anatomie und Funktion des Nucleus subthalamicus
1.1.1 Anatomie des Nucleus subthalamicus

Der Nucleus subthalamicus (STN) ist eine paarige, mandelférmige Ansammlung von ca. 240.000
bis 520.000 Neuronen im Mittelhirn (Flssenich 1967, Lévesque und Parent 2005). Er zahlt zu den
Basalganglien. Im gesamten inferioren Bereich ist der STN von der Substantia nigra umgeben. Die
Zona incerta grenzt an den superioren und posterioren Teil des STN. Die am weitesten superior
gelegenen Zellen des STN werden vom Fasciculus lenticularis (H2-Feld nach Forel) tangiert.
Weiterhin wird der STN an seiner anterio-superioren Grenze von der Capsula interna flankiert
(Massey et al. 2012). Posterior grenzen im inferioren Bereich weiterhin der nigrostriatale Trakt und
das pallidoretikulare Blindel (Q-Biindel) an den STN (Schaltenbrand und Wahren 1977, Adachi et
al. 1999). Medial ist im dorsalen Bereich die Zona incerta und im ventralen Bereich die retikulare
Substantia nigra den subthalamischen Neuronen benachbart. Eine Ausnahme ist ein kleiner Teil
des medio-anterioren STN, an dem Fasern der Ansa lenticularis vorbeiziehen. Lateral umgibt die

Capsula interna den STN (Massey et al. 2012).

Fazit: Der STN wird zu einem groBen Teil von weilBer Substanz umgeben. Die Neurone der

Substantia nigra grenzen im gesamten inferioren Bereich an den STN.

Abb.1: Anatomische Lagebeziehung des Nucleus subthalamicus (STN) in der Magnetresonanztomografie.

a - sagittale Ebene, b - koronale Ebene, c - axiale Ebene, * STN, weitere Abkurzungen s. AbkUlrzungsverzeichnis

1.1.2 Funktionelle Bedeutung des Nucleus subthalamicus

Dem Nucleus subthalamicus werden sowohl sensomotorische, limbische als auch assoziative
Funktionen zugeschrieben. Ob diese unterschiedlichen Funktionen raumlich innerhalb des STN
gegeneinander abzugrenzen sind, konnte bis zum heutigen Tag nicht bestatigt werden. Die
aktuelle Leithypothese geht von einem dreigeteilten STN mit einem dorso-lateralen
sensomotorischen, einem medialen limbischen und einem antero-medialen assoziativen Teil aus
(Lambert et al. 2012). Erst kirzlich empfahl die Arbeitsgruppe von Anneke Alkemade und Birthe

Forstmann die Hypothese eines dreigeteilten STN zu hinterfragen, da diese aus dem Tiermodell



abgeleitete Vermutung im Menschen bisher nicht hinreichend bestatigt werden konnte und
eventuell eine zu starke Vereinfachung darstellt (Alkemade und Forstmann 2014). Ein Uberblick
Uber 33 Studien, die Aussagen treffen, ob es eine raumliche Trennung der verschiedenen
Funktionen innerhalb des STN gibt, favorisiert mehrheitlich eine Zweiteilung. Nur vier Studien

sprachen sich fur eine Dreiteilung des Kerns aus (Keuken et al. 2012).

Motorisch wirkt der STN hemmend. Seine glutamatergen Projektionsneurone erregen den internen
Globus pallidus und flihren somit zur Verstarkung der Hemmung auf den Thalamus (Parent und
Hazrati 1995). Eindrlcklich zeigt sich die motorische STN-Funktion bei den beispielsweise durch
einen Infarkt verursachten Lasionen des STN, welche zu choreatischen Symptomen und dem
Krankheitsbild des Ballismus / Hemiballismus flhren kénnen (Postuma und Lang 2003, Zijimans
2011). Beim idiopathischen Morbus Parkinson fiihrt die Degeneration der dopaminergen Neurone
der Substantia nigra letztlich zur gesteigerten Projektionsaktivitdt der Basalganglien, welche
moglicherweise aus der gesteigerten exzitatorischen Aktivitat des STN resultiert (Mclntyre et al.
2004, Delong und Benabid 2014). Dies wirkt sich hemmend auf die Bewegung aus
(Wichmann et al. 2011). Die Beteiligung des STN an limbischen und assoziativen Funktionen wird
im Zusammenhang mit DBS-assoziierten Nebenwirkungen deutlich. Depressionen, Angst, Manie
und Halluzinationen reprasentieren mit dem limbischen System verknipfte Nebenwirkungen
(Temel et al. 2005, Ugurlu et al. 2014). Eine beeintrachtigte Aufmerksamkeit und ein gestortes

Arbeitsgedachtnis zeigen die Verbindung zum assoziativen System (Temel et al. 2005).

Fazit: Der STN hat sowohl Ilimbische, assoziative als auch motorische Funktionen.

Beeintréachtigungen dieser Funktionen kénnen vielgestaltige Symptome hervorrufen.

1.1.3 Der Nucleus subthalamicus als Zielpunkt der Tiefen Hirnstimulation bei idiopathischem Mor-

bus Parkinson

Der STN ist seit ca. 25 Jahren das bevorzugte Zielgebiet der Tiefen Hirnstimulation bei
idiopathischem Morbus Parkinson. Die hochfrequente elektrische Stimulation des STN mittels
einer Elektrode fihrt reversibel zur Linderung der Parkinsonsymptome wie etwa Tremor, Rigiditat
und Akinese (Limousin et al. 1995). Stimulationsfrequenzen zwischen 100 und 200 Hz werden als
besonders effektiv angesehen (Benabid 2014). Wenngleich der genaue Mechanismus weiterhin
unbekannt ist, so wirkt die Stimulation modulierend auf die gesteigerte exzitatorische Aktivitat des
STN innerhalb der Basalganglienschleife (Mogilner et al. 2004, DeLong und Benabid 2014). Sie
beeinflusst die medikamentdsen End-of-Dose-Dyskinesien (bezeichnet einen gestorten
physiologischen Bewegungsablauf, haufig als Folge lang dauernder Medikation mit Levodopa)
positiv und bessert die Lebensqualitat der betroffenen Patienten wesentlich (Kleiner-Fisman et al.
2006, DeLong und Benabid 2014). Limitiert wird die Tiefe Hirnstimulation durch assoziierte

Nebenwirkungen. Unter der Stimulation leiden einige Patienten unter anderem an Depressionen,



gehaufter Suizidalitdt oder Manie (Bejjani et al. 1999, Voon et al. 2008, Ugurlu et al. 2014).
Teilweise konnen die Nebenwirkungen auf die verminderte Levodopa-Medikation nach
Implantation des Hirnschrittmachers oder eine nicht optimale Platzierung der Elektroden erklart
werden (Benabid et al. 2009).

Fazit: Die hochfrequente Stimulation des STN fiihrt reversibel zur Linderung der Symptome des
idiopathischen Morbus Parkinson. Unter der Stimulation auftretende Nebenwirkungen mindern die

Lebensqualitédt der Betroffenen betréchtlich.

Ideal fur den klinischen Alltag ware bei Morbus Parkinson eine selektive Stimulation eines
sensomotorischen Teils des STN, ohne dessen limbische oder assoziative Funktionen oder dem
STN angrenzende Bahnsysteme nachteilig zu beeinflussen. Dem steht entgegen, dass die aus
dem Tiermodell abgeleitete Dreiteilung bei Menschen bis heute nicht zweifelsfrei nachgewiesen
werden konnte und der STN als Ganzes eine im klinischen Alltag schwer zu lokalisierende Struktur
darstellt (Bejjani et al. 2000, Massey und Yousri 2010, Alkemade und Forstmann 2014). Eine
Lokalisierung etwaiger Substrukturen ist ungleich schwerer. Ein mdglicher Ansatz zur
Verbesserung der Tiefen Hirnstimulation wird in der Planung der Elektrodenlage gesehen, welche
sich zwischen den Anwendern der Neurochirurgie zum Teil erheblich unterscheidet
(Brunenberg et al. 2011). Der Zielpunkt STN kann mittels indirekter und direkter Methoden
bestimmt werden. Bei der indirekten Zielpunktbestimmung wird der STN nicht ,direkt* visualisiert,
sondern dessen Position ,indirekt mithilfe verschiedener Zusatzinformationen bestimmt. Eine
Maoglichkeit der indirekten Bestimmung der Position des STN erfolgt anhand ,anatomischer
Landmarken®, wie des Mittelpunktes der Strecke zwischen der Commissura anterior und der
Commissura posterior (midcommissuraler Punkt), der medialen Grenze des STN oder unter
Zuhilfenahme des Nucleus ruber (Starr 2002, Houshmand et al. 2014, Bot et al. 2018). Von diesen
Punkten ausgehend erfolgt mithilfe stereotaktischer Hirnatlanten, wie des Schaltenbrand-Wahren
Atlas, die Bestimmung der STN-Lokalisation anhand definierter Abstande (Schaltenbrand und
Wahren 1977). Basierend auf empirischen Daten wird dabei angenommen vom midcommissuralen
Punkt ausgehend 12 mm lateral, 3 mm posterior, 4 mm inferior liegend, das Zentrum des
motorischen STN anzutreffen (Pollo et al. 2007). Eine weitere indirekte Methode den STN zu
lokalisieren ist die Nutzung von Hirnatlanten in Verbindung mit einer praoperativen MRT-
Aufnahmen des Patienten (Schaltenbrand und Wahren 1977, Machado et al. 2006). Bei der
indirekten Zielpunktbestimmung findet das Alter des Patienten und damit verbundene eventuelle
morphologische Veranderungen keine Berlcksichtigung. Der Schaltenbrand-Wahren Atlas,
welcher einer der am haufigsten genutzten Atlanten in der stereotaktischen und funktionellen
Neurochirurgie ist, basiert auf nur drei menschlichen Hirnen. Von den ausschlieRlich mannlichen
Spendern waren zwei 40 Jahre und einer 51 Jahre alt (Vayssiere et al. 2002). Aufgrund der
unzureichenden Darstellung von individuellen Variationen in GréRe und Position des STN mithilfe

indirekter Zielpunktbestimmung, wird von anderen Gruppen die direkte Methode auf Basis der



Magnetresonanztomografie bevorzugt (Richter et al. 2004, Patel et al. 2008). Die T2-Wichtung ist
die im klinischen Alltag am haufigsten genutzte MRT-Kontrastdarstellung zur STN-Visualisierung.
Es ist bisher ungeklart, ob der fiir die Stimulation bevorzugte dorso-laterale Teil des STN in der T2-
Wichtung hinreichend dargestellt wird (Patil et al. 2012). Mit der fur die Darstellung des STN
vielversprechenden suszeptibilititsgewichteten Bildgebung (SWI) fehlen noch langfristige

Erfahrungswerte.

Fazit: Die Lage des STN wird mittels indirekter und direkter Methoden bestimmt. Das Alter des
Patienten spielt bei der indirekten Bestimmung bisher noch keine Rolle. Indirekte Methoden
kénnen interindividuelle Unterschiede in Volumen und Lage des STN nicht abbilden. Die direkte

Zielpunktbestimmung mittels der MRT visualisiert den STN méglicherweise nur unvollstéandig.

Claire et al. analysierten 13 Studien, in denen anatomische Positionen von Elektrodenkontakten
aufgefuhrt wurden, die zu einer Linderung der Parkinsonsymptome flhrten. Von den 466
Elektroden der 260 Patienten befanden sich nur 60 Prozent innerhalb des STN oder am Ubergang
zwischen dem Kern und den benachbarten Strukturen. Die verbliebenen 40 Prozent der
Elektrodenkontakte befanden sich auflerhalb des STN (Claire et al. 2013). Derartige
Untersuchungen erfordern genaue anatomische Kenntnisse darlber, in welcher raumlichen
Ausdehnung subthalamische Neurone im Mittelhirn zu erwarten sind. Die bisher ermittelten
STN-Volumina von 20 mm?® bis 457 mm?® weichen jedoch stark voneinander ab (Slavin et al. 2006,
Marani et al. 2008). Fur Zentren, welche die Zielpunktplanung der Elektrode rein MRT-basiert
durchfiihren, erscheinen magnetresonanztomografisch ermittelte STN-Volumina zwischen 42 mm?
bis 270 mm?® ungenau (Colpan und Slavin 2010, Johnsen et al. 2010, Camlidag et al. 2014). Bei
der elektrischen Stimulation des STN wird abhangig von der Elektrodenform und der elektrischen
Leitfahigkeit des Hirngewebes ein schwer zu quantifizierendes Gewebsvolumen (aktiviertes
Gewebsvolumen = Volume of Tissue Activated, VTA) angeregt (Mclntyre und Grill 2001, Mclntyre
und Grill 2002). Hartmann et al. stimulierten 20 Patienten mit einer Amplitude von 3 V, einer
Frequenz zwischen 141 und 150 Hz und einer Pulslange zwischen 69 und 80 Mikrosekunden. Ein
initiales VTA von 114 mm?® wurde ermittelt, das sich zehn Jahre nach Implantation der Elektroden
auf 221 mm?® vergréRert hatte. Als mégliche Ursache dieses sich vergroRernden VTAs wird die
fortschreitende neuronale Degeneration im Stimulationsgebiet gesehen. Von den insgesamt 40
aktiven Kontakten (ein aktiver Kontakt pro Patientenhemisphare) wurden drei Kontakte bipolar
stimuliert und finf multipolar. Die restlichen Kontakte waren monopolar (Hartmann et al. 2015).
Eine andere Gruppe berichtet von VTAs von durchschnittich 71 mm?®. Die ausschlieRlich
monopolare Stimulation wurde mit einer Frequenz von 130 bis 185 Hz, einer Pulslange von 60
Mikrosekunden und einer Amplitude von -1,5 bis -3,6 V durchgefihrt (Maks et al. 2009). Daruber
hinaus erschien eine Arbeit, welche durch ein spezielles Design der Elektrode die Mdglichkeit der
selektiven Stimulation eines Volumens von nur 4,2 mm® vorstellte. Die verwendeten

Stimulationsparameter waren eine Frequenz von 130 Hz, eine Pulslange von 90 Mikrosekunden



und eine Amplitude von 1 V. Die Stimulation erfolgte monopolar (Pollo et al. 2014). Um sinnvoll
darzustellen, wie grol3 der Anteil des STN ist, der durch die Stimulation erregt wird oder wie viel
des erregten Hirngewebes sich auferhalb des STN befindet, ist das Volumen des STN eine

wesentliche GroRe.

Fazit: Die rdumliche Ausdehnung des STN ist wesentlich fiir die Interpretation bisher empirisch
ermittelter indirekter Zielpunktkoordinaten. Die Kenntnis des STN-Volumens ist die Grundlage, um
eine rdumliche Beziehung des Kerns zu dem durch die Stimulation elektrisch erregten Gewebes

herzustellen.



1.2 Das Volumen des Nucleus subthalamicus
1.2.1 Volumina des Nucleus subthalamicus auf Basis der Magnetresonanztomografie

Zwischen 2009 und 2015 erschienen zwolf MRT-basierte Arbeiten, welche Volumenangaben zum
menschlichen STN enthalten (vgl. Tabelle 1 sowie Abb. 2; Shen et al. 2009, Colpan und Slavin
2010, Schlaier et al. 2011, Forstmann et al. 2012, Lambert et al. 2012, Massey et al. 2012, Schéafer
et al. 2012, Keuken et al. 2013, Camlidag et al. 2014, Keuken et al. 2014, Xiao et al. 2014, Weiss
et al. 2015). Die berichteten STN-Volumina variieren zwischen 42 mm?® und 270 mm? (Colpan und
Slavin 2010, Camlidag et al. 2014). Demnach ist anzunehmen, dass es sich beim STN um eine in
der MRT hochgradig volumeninkonsistente Struktur handelt. Auch innerhalb der jeweiligen
Feldstarken ergeben sich teilweise erhebliche Differenzen. Die Mittelwerte der STN-Volumina der
drei Arbeiten, in denen MRT-Aufnahmen mit einer magnetischen Feldstarke von 1,5T
aufgenommen wurden, variieren zwischen 42 mm® und 235 mm?(Shen et al. 2009, Schlaier et al.
2011, Camlidag et al. 2014). Die nach der Feldstarke der MRT mit 3T nachsthéhere Kategorie
bilden drei Arbeiten zu STN-Volumina im Menschen ??. Wahrend zwei Gruppen ein nahezu
identisches Durchschnittsvolumen von ca. 155 mm?®ermittelten, gibt es eine iber 100 mm? groRe
Differenz zum hochsten mit 3T erhobenen Wert von 270 mm?® (Colpan und Slavin 2010,
Lambert et al. 2012, Xiao et al. 2014). Mit einer Feldstarke von 7T ermittelte Volumina sind in funf
Publikationen vorhanden (Forstmann et al. 2012, Schafer et al. 2012, Keuken et al. 2013,
Keuken et al. 2014, Weiss et al. 2015). In dieser Feldstarke ist der grofite ermittelte
Durchschnittswert mit 109 mm® mehr als doppelt so groR wie der kleinste mit 48 mm?
(Schéafer et al. 2012, Weiss et al. 2015). Die technisch besten Voraussetzungen fur hochaufgeloste
Aufnahmen bieten Feldstarken von 9,4T. Die einzige Publikation dieser Kategorie zeigt einen Wert
von 106 mm?® (Massey et al. 2012).

Fazit: Bisher magnetresonanztomografisch ermittelte STN-Volumina variieren zwischen 42 mm?®
und 270 mm? (vgl. Tabelle 1 sowie Abb. 2). Es kann daher angenommen werden, dass entweder
der STN in der MRT nicht konsistent dargestellt wird oder es groR3e interindividuelle

Volumenunterschiede gibt.

1.2.2 Volumina des Nucleus subthalamicus auf Basis der Histologie

Bisher erschienen sechs Arbeiten, in denen das Volumen des STN mit histologischen Methoden
bestimmt wurde (vgl. Tabelle 1 sowie Abb. 2; Von Bonin und Shariff 1951, Flssenich 1967, Lange
et al. 1976, Hardman et al. 1997, Hardman et al. 2002, Lévesque und Parent 2005). Die
ermittelten STN-Volumina variieren zwischen 64 mm?® und 175 mm?3 (Fiissenich 1967, Lévesque
und Parent 2005). Die histologisch bestimmten STN-Volumina basierten meist auf geringen
Fallzahlen. Nur in zwei dieser Arbeiten wurden mehr als zehn STN untersucht (Lange et al. 1976,

Hardman et al. 1997). 14 einzelne STN sind die bisher groRte untersuchte Anzahl zur Ermittlung

-10 -



des STN-Volumens auf histologischer Basis (Lange et al. 1976). Die alteste dieser
Verodffentlichungen beruht auf der Untersuchung nur eines menschlichen Hirns (Von Bonin und
Shariff 1951). Mit Ausnahme der Arbeit von Von Bonin und Shariff, die keine Angaben zur
Farbemethodik macht, wurden die STN-Volumina anhand Kresylviolett-gefarbter Schnitte erhoben
(Von Bonin und Shariff 1951, Fissenich 1967, Lange et al. 1976, Hardman et al. 1997, Hardman
et al. 2002, Lévesque und Parent 2005). Grundlage der Volumenberechnungen bildet in allen
Arbeiten das Prinzip von Cavalieri (Coggeshall 1992). Die zwischen 1951 und 1975 erschienen
ersten drei Arbeiten umfuhren den STN auf dem histologischen Schnitt mithilfe eines
Rollplanimeters, um den erhaltenen Flacheninhalt nachfolgend manuell mit Schnittdicke und
Schnittabstand zu multiplizieren (Von Bonin und Shariff 1951, Fissenich 1967, Lange et al. 1976).
Der aktuellere Teil der Arbeiten nutzt automatisierte Mikroskope und die Neurolucidasoftware
(MicroBrightField, Williston, VT) zur Datenerhebung und Volumengenerierung (Hardman et al.
1997, Hardman et al. 2002, Lévesque und Parent 2005).

Fazit: Es existieren nur wenige Arbeiten, in denen das STN-Volumen histologisch bestimmt wurde.
Die ermittelten Werte zwischen 64 mm® und 175 mm?® lassen den STN in der Histologie als

volumeninkonsistente Struktur erscheinen (vgl. Tabelle 1 sowie Abb. 2).

-11 -



1.2.3 Volumina des Nucleus subthalamicus auf Basis anderer Methoden

Neben der Histologie und der MRT existieren in der Literatur noch weitere Methoden, auf deren
Grundlage STN-Volumina berechnet wurden. In zwei Publikationen finden sich dartber hinaus
keine Angaben zur Methode der Volumenermittiung. Diese STN-Volumina entsprechen mit
20 mm?® und 40 mm? den kleinsten in der Literatur (iberhaupt zu findenden Angaben (Slavin et al.
2006, Akakin et al. 2016 [Paper nach Einreichung des Publikationsmanuskriptes zurtickgezogen]).
Nowinski et al. rekonstruierten den STN dreidimensional mithilfe der Daten des
Schaltenbrand-Wahren Atlas (Schaltenbrand und Wahren 1977, Nowinski et al. 2006). Das
STN-Volumen wurde auf Basis koronaler Daten, als auch erganzend je auf axialen und sagittalen
Daten rekonstruiert. Es ergaben sich mit koronal 150 mm?, axial 163 mm?® und sagittal 207 mm?®
orientierungsabhangig unterschiedliche Volumina (Nowinski et al. 2006). Das durchschnittliche
Volumen dieses im Klinikalltag haufig gebrauchten Atlas liegt mit 183 mm?® im oberen Bereich der
bisher methodenulbergreifend fir den humanen STN errechneten Werte (Nowinski et al. 2005).
Yelnik ermittelte unter Zuhilfenahme der Formel von Pullen ein STN-Volumen von 158 mm? (Yelnik
2002). Mithilfe der Ellipsoidformel berechneten Schafer et al. mit den von Richter publizierten STN-
MaRen ein STN-Volumen von 60 mm?® (Schéfer et al. 2012). Marani et al. ermittelte auf Grundlage
derselben Daten ohne Angabe der Berechnungsmethode ein Volumen von 457 mm?®. Dies stellt

das grofte in der Literatur zu findende Volumen fir einen einzelnen STN dar (Marani et al. 2008).

Fazit: Neben der Histologie und der MRT existieren noch weitere Verfahren, auf deren Grundlage
STN-Volumina bestimmt wurden. Die mit 20 mm?® bis 457 mm® groBe Spanne ermittelter
STN-Volumina stellt den STN ebenfalls als volumeninkonsistente Struktur dar (vgl. Tabelle 1 sowie
Abb. 2).
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1951

Autor Quelle Methode Alter Altersspanne STN-Volumen
Abb. 2
[Durchschnitts- [Jahre] [mm?3]
alter]
Akakin et al. 2016~ 1 kA kA kA 40
Weiss et al. 2015 2 MRT 7T 67 44-91 109
Camlidag et al. 2014 3 MRT 1.5T 56 45-65 42!
Keuken et al. 2014 4 MRT 7T 24 kA 56
Xiao et al. 2014 5 MRT 3T 61 kA 1562
Keuken et al. 2013 6 MRT 7T 24 22-28 62
Keuken et al. 2013 7 MRT 7T 51 40-59 75
Keuken et al. 2013 8 MRT 7T 72 67-77 52
Lambert et al. 2012 9 MRT 3T 34 kA 155°
Massey et al. 2012 10 MRT 9.4T 75 38-94 106
Schéfer et al. 2012 11 MRT 7T 24 22-28 48
Forstmann et al. 2012 12 MRT 7T 24 18-33 58
Schlaier et al. 2011 13 MRT 1.5T 63 46-73 235
Colpan und Slavin 2010 14 MRT 3T 62 kA 270
Shen et al. 2009 15 MRT 1.5T 3:44; Q: 46 21-80 1324
Nowinski et al. 2006 16 NURBS-Rekonstruktion kA Atlas-basiert 174°
Slavin et al. 2006 17 kA kA kA 20
Lévesque und Parent 2005 18 Histologie (55um Ge- 51 22-85 175
frierschnitt)
Richter et al. 2004 19 MRT 1.5T 55 39-68 60°
Richter et al. 2004 20 MRT 1.5T 55 39-68 4577
Hardman et al. 2002 21 Histologie (50um Ge- 74 kA 1208
frierschnitt)
Yelnik 2002 22 Computer-assistierte-3D- kA kA 158
Kartographie
Hardman et al. 1997 23 Histologie (50um Ge- 75 61-84 1278
frierschnitt)
Schaltenbrand und Wah- 24 Stereotaxieatlas kA Atlas-basiert 183°
ren 1977
Lange et al. 1976 25 Histologie (20um Paraffin) 50 24-99 139"
Flssenich 1967 26 Histologie (20um Paraffin) 70 58-91 64
Von Bonin und Shariff 27 Histologie kA kA 157

Tabelle 1: Vergleich der in der Literatur verdffentlichten STN-Volumina.

" berechnet aus Anteil des gesamten Hirnvolumens; 2 nativer Raum gemessen an Commissura anterior und posterior; * Mittelwert des

linken und rechten STN-Volumens;
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4 Mittelwert von mannlichem und weiblichem STN-Volumen unter Einbeziehung beider
Hemispharen; ® Mittelwert der aus axialen, sagittalen und koronalen Modellen berechneten STN-Volumina; & Riickrechnung von Schéfer
et al. (Schafer et al. 2012) auf Basis der gegebenen Daten von Richter et al. (Richter et al. 2004) mithilfe der Ellipsoidformel;
" Riickrechnung von Marani et al. (Marani et al. 2008) auf Basis der gegebenen Daten von Richter et al. (Richter et al. 2004);
8 Halbierung des aus linkem und rechtem STN bestehenden Gesamt-STN-Volumens ; ® Ndherung von Nowinski et al. (Nowinski et al.
2005); '° Mittelwert der ménnlichen und weiblichen STN-Volumina; *Arbeit nach Einreichung des Publikationsmanuskriptes zuriickgezo-
gen; Abkurzungen s. Abklrzungsverzeichnis
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Abb. 2: Graphische Darstellung der Daten aus Tabelle 1.

grau — STN-Volumina auf Basis anderer Methoden (alle Methoden auBer MRT oder Histologie), blau — STN-Volumina auf Basis der
Magnetresonanztomografie, rot — STN-Volumina auf Basis der Histologie

1.2.4 Das Volumen des Nucleus subthalamicus im Altersverlauf

Nur wenige Studien treffen Aussagen Uber das STN-Volumen im Altersverlauf. Shen et al.
bestimmten die STN-Volumina in einer Studie mit 120 gesunden Personen in der 1,5T MRT. Die
zwischen 21 und 80 Jahre alten Personen wurden in sechs Subgruppen eingeteilt, sodass jeweils
20 Personen aus zehn aufeinanderfolgenden Jahren eine Subgruppe bildeten. Hierbei ergab sich
eine signifikante Abnahme des STN-Volumens mit zunehmendem Alter (Shen et al. 2009). Diese
Feststellung ist vereinbar mit der Abnahme grauer Substanz wahrend des normalen Alterns und
der damit einhergehenden Volumenabnahme von Hirnstrukturen (Sowell et al. 1999, Raz und
Rodrigue 2006, Giorgio et al. 2010). Zwei weitere Gruppen, welche STN-Volumina mithilfe der
MRT untersuchten, stellten keine Abhangigkeit der STN-Volumina vom Alter fest (Massey
et al. 2012, Keuken et al. 2013). Keuken et al. untersuchten dabei STN Volumina von 30
Teilnehmern zwischen 22 und 77 Jahren mithilfe der 7T MRT. Als mdgliche Erklarung des
fehlenden Zusammenhangs zwischen STN-Volumen und Alter fuhrten die Autoren an, dass
bestimmte strukturelle Veranderungen erst in hdherem Lebensalter auftreten kénnten (Keuken
et al. 2013). Massey et al. untersuchten mit 38 bis 94 Jahren eine gréRere Altersspanne unter
Nutzung einer magnetischen Feldstarke von 9,4T. Mit sieben untersuchten STN-Volumina ist die

Fallzahl als klein anzusehen (Massey et al. 2012). Die Korrelation zwischen STN-Volumen und
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Alter mithilfe histologischer Untersuchungen ist in der Literatur selten. Lévesque und Parent haben
funf STN mit einer Altersspanne von 22 bis 85 Jahren untersucht, wobei keine Abhangigkeit
zwischen STN-Volumen und Alter gefunden wurde (Lévesque und Parent 2005).

Fazit: Der Zusammenhang zwischen dem Alterungsprozess und dem Volumenverhalten des STN

ist bisher wenig untersucht. Vorliegende Ergebnisse liefern kein einheitliches Bild.
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1.3 Methodik
1.3.1 Der Nucleus subthalamicus in der Magnetresonanztomografie

Die Visualisierung des STN mithilfe der MRT ist anspruchsvoll aufgrund der geringen Gré3e und
schragen Ausrichtung der Struktur im Gehirn (Bejjani et al. 2000, Massey et al. 2012). Bisherige
Studien deuten auf eine Verbesserung der Darstellbarkeit des STN hin, je hoher die verwendete
magnetische Feldstarke ist (Slavin et al. 2006, Abosch et al. 2010, Massey und Yousry 2010,
Massey et al. 2012). Eine magnetische Feldstarke von 3T bietet gegenlber einer Feldstarke von
1,5T eine erhebliche Erhdéhung des Kontrast-Rausch-Verhaltnisses, was die Differenzierbarkeit
unterschiedlicher Gewebe erhdht (Kerl et al. 2012). Das bei hdéheren Feldstarken ebenfalls
grolere Signal-Rausch-Verhaltnis wirkt sich zudem positiv auf die Bildqualitat aus, indem es die
Grenzen des STN ,glatter und ,weniger kornig“ erscheinen lasst (Abosch et al. 2010). Dies
erleichtert die Abgrenzbarkeit des STN gegen Umgebungsstrukturen. Bei héheren Feldstarken
verringert sich die bendtigte Messzeit (Cho et al. 2010). Im Vergleich mit 1,5T zeigt eine mit 3T
Feldstarke erhobene Aufnahme einen erhdhten Suszeptibilitatseffekt fur Eisen (Massey und
Yousry 2010). Daher ist es mdglich mit einer Feldstarke von 3T Gebiete mit niedrigerem
Eisengehalt, wie den dorso-lateralen STN, noch zu detektieren, wohingegen diese bei 1,5T
unentdeckt bleiben (Patil et al. 2012). Nachteilig wirkt sich die erhdhte Anfalligkeit héherer
Feldstarken fur Bewegungsartefakte aus, was insbesondere in der klinischen STN-Visualisierung
bei Patienten mit einer eingeschrankten motorischen Kontrolle, wie Parkinsonpatienten, ein
Problem darstellt (Weiss et al. 2015). Der breiten klinischen Anwendung von Spulen mit hohen
magnetischen Feldstarken stehen zudem die Sicherheitsbedenken bei Patienten mit

ferromagnetischen Metallimplantaten entgegen (Massey und Yousry 2010).

Fazit: Die Darstellbarkeit des STN in der MRT ist umso besser, je héher die verwendete
magnetische Feldstérke ist. Die gesteigerte Anfélligkeit héherer magnetischer Feldstédrken fiir
Bewegungsartefakte ist bei Patienten mit eingeschrénkter motorischer Kontrolle hingegen

nachteilig.

Neben der magnetischen Feldstarke unterscheidet sich die Darstellbarkeit des STN in der MRT
erheblich abhangig von der gewahlten Kontrastdarstellung. Die T2-gewichtete Bilddarstellung ist
die klinisch am haufigsten zur STN-Visualisierung genutzte Kontrastdarstellung (Dormont et al.
2004). In T2-gewichteter Darstellung erscheint der STN als eine hypointense (dunkle) Struktur
(Bejjani et al. 2000, Hariz et al. 2003, Lv et al. 2015). Hamani et al. fihrten die Hypointensitat des
STN in der T2-Wichtung auf die Neuronendichte zuriick (Hamani et al. 2005). Mehrheitlich jedoch
wird die Hypointensitat auf das Vorhandensein des paramagnetischen Eisens zurtickgeflhrt,
welches die transversen Relaxationszeiten verringere (Dormont et al. 2004, Schafer et al. 2012).

Der hypointense ventro-mediale STN ist im Vergleich zum dorso-lateralen vermehrt hyperintensen
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STN im T2-gewichteten Bild besser visualisierbar (Dormont et al. 2004, Massey et al. 2012). Mit
der Berliner Blau Reaktion nach Perls, welche dreiwertiges Eisen nachweist, konnte ein hdéherer
Eisengehalt im ventro-medialen STN im Vergleich zum dorso-lateralen STN dargestellt werden
(Massey et al. 2012). Besonders bei Aufnahmen, die mit einer niedrigen Feldstarke von 1,5T
erhoben werden, kann sich die Visualisierbarkeit des eisenarmen dorso-lateralen STN als
anspruchsvoll erweisen (Patil et al. 2012). Im T2-gewichteten Bild stellt die Abgrenzung des STN
zur inferior direkt anliegenden Substantia nigra vor allem bei niedrigen Feldstarken eine
Herausforderung dar (Kerl et al. 2012, Patil et al. 2012). Die Substantia nigra erscheint in der T2-
Wichtung aufgrund ihres Eisenvorkommens wie der STN hypointens (Coenen et al. 2008,
Patil et al. 2012). Der Gehalt an Eisen im menschlichen Gehirn nimmt im Verlauf des Lebens zu
(Drayer et al. 1986). Ein fortschreitender Anstieg an Eisengehalt gilt als spezifisches
Charakteristikum der Basalganglien (Rutledge et al. 1987). Wenngleich die Zunahme an Eisen im
Altersverlauf fir den STN nicht explizit untersucht wurde, kann eine sich im Altersverlauf im T2-

gewichteten Bild unterschiedlich darstellende Struktur vermutet werden.

Fazit: Die T2-gewichtete Bildgebung wird klinisch am hé&ufigsten eingesetzt. Das vor allem
ventro-medial vorkommende paramagnetische Eisen ldsst den STN in der T2-Wichtung
hypointens erscheinen. Die Abgrenzung des STN gegen die in der T2-Wichtung ebenfalls

hypointense Substantia nigra ist oft schwierig.

Die T1-Wichtung bietet in Grenzgebieten zwischen grauer und weil3er Substanz einen sehr guten
Kontrast, wodurch sich die beiden Hauptkomponenten des Gehirns gut gegeneinander abgrenzen
lassen. Obwohl es zwischen den Neuronen des STN und der benachbarten Capsula interna ein
derartiges Grenzgebiet gibt, ist der STN, wie die Mittelhirnregion, der Thalamus oder der Globus
pallidus kontrastarm in der T1-Wichtung (Abosch et al. 2010). Zur Darstellung des STN und

dessen Abgrenzung gegen benachbarte Strukturen ist die T1-Wichtung ungeeignet.

Fazit: Die T1-Wichtung eignet sich nicht zur Darstellung tiefer Hirnstrukturen wie des STN.

Mit dem neueren Verfahren der SWI ist eine gute Visualisierung des STN méglich (Haacke et al.
2004, Vertinsky et al. 2009, Abosch et al. 2010). Die SWI-Bildgebung erméglicht eine der
herkdmmlichen T1- und T2-Wichtung Uberlegene Abgrenzung von Strukturen innerhalb grauer
Substanz (Duyn et al. 2007). Ein Vorteil der SWI-Bildgebung ist die im Gegensatz zur T2-Wichtung
gute Abgrenzbarkeit des STN von der Substantia nigra (Abosch et al. 2010, Kerl et al. 2012).
Jedoch wird darauf verwiesen, dass die Bilderzeugung mittels magnetischer Suszeptibilitat vor
allem bei héheren magnetischen Feldstéarken zur Bildverzerrung neigt und somit die STN Grenzen
nicht prazise dargestellt sein kdnnten (O’Gorman et al. 2011, Patil et al. 2012). Bot et al. verweisen
auf eine fehlende Korrespondenz des elektrophysiologischen STN-Signals mit den mittels SWiI

akquirierten Daten. Wahrend die T2-basierten STN nahezu vollstdindig mit den
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elektrophysiologischen STN vereinbar waren, wurde das elektrophysiologische Signal in
21 Prozent von was? aullerhalb der mithilfe von SWI bestimmten STN-Grenzen ermittelt. Die
klinisch bedeutende laterale Begrenzung des STN wird, gemessen an den elektrophysiologisch

ermittelten STN im suszeptibilitatsgewichteten Bild, unzureichend abgebildet (Bot et al. 2016).

Fazit: Die Suszeptibilitdtswichtung ermdglicht eine gute Abgrenzung des STN gegen die
benachbarte Substantia nigra. Insbesondere bei héheren magnetischen Feldstdrken neigt die
Bildgebung mittels SWI mdéglicherweise zur Bildverzerrung, welche die korrekte Abbildung der

Grenzen des STN beeintréchtigen kénnte.

1.3.2 Der Nucleus subthalamicus in der Luxol-Fast-Blue-Farbung

Mithilfe der Luxol-Fast-Blue-Farbung (LFB), welche auch als Kluver-Barrera-Farbung bezeichnet
wird, sowie der konsekutiven Gegenfarbung mit Kresylechtviolett lasst sich innerhalb eines
histologischen Schnittes des zentralen Nervensystems sowohl die Zyto- als auch die
Myeloarchitektur darstellen (vgl. Abb. 3). Somit bietet sich sowohl ein guter Kontrast gegen den
STN umgebende myelinreiche Faserzige, wie der Capsula interna, als auch eine klare
Unterscheidung der STN-Neurone von den morphologisch differierenden Neuronen der Substantia
nigra. Sulfonierte Phorphyrinderivate ermdglichen die Visualisierung von Myelinscheiden in
Formalin-fixierten Geweben (Klliver und Barrera 1953). In der LFB farben sich, basierend auf dem
alkoholldslichen Aminosalz des sulfonierten Kupfer-Phthalozyanin, die den STN umgebenden
Faserziige an. Der Kontrastunterschied der Capsula interna, der Ansa lenticularis, des Fasciculus
lenticularis und der Zona incerta zu den STN Neuronen in der LFB erméglichen die Abgrenzung
des STN von diesen, den Kern umgebenden, myelinreichen Strukturen. Der basische Farbstoff
Kresylechtviolett bindet Strukturen mit negativer Ladung wie Desoxyribonukleinsaure und
Ribonukleinsaure. Zellkerne, raues Endoplasmatisches Retikulum und freie Ribosomen nehmen
bei Zusatz von Kresylechtviolett einen dunkelvioletten Farbton an. Nucleoli erscheinen blau. In der
Gegenfarbung mit Kresylechtviolett stellen sich dopaminerge Zellen aufgrund des héheren Anteils
an rauem Endoplasmatischen Retikulum dunkler dar als nicht dopaminerge Neurone (Domesick
etal. 1983). Die Gegenfarbung mit Kresylechtviolett ermdglicht somit die Abgrenzung der
nicht-dopaminergen Neurone des STN gegen die dopaminergen Neurone der Substantia nigra.
Weiterhin grenzen sich die Myelinscheiden nach der Gegenfarbung mit Kresylechtviolett scharfer

gegen den Hintergrund ab.

Fazit: Die Luxol-Fast-Blue-Farbung visualisiert die Abrenzung des STN gegen die umliegende
weille Substanz. Die konsekutive Kresylechtviolett-Gegenfdrbung verbessert diese Abgrenzung
zusétzlich und erméglicht die Unterscheidung der STN-Neurone von den dopaminergen Neuronen

der Substantia nigra.
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Abb. 3: Der STN in der Luxol-Fast-Blue-Farbung mit Kresylechtviolett-Gegenfarbung.

a - gute Abgrenzbarkeit des STN (*) gegenuber der ihn umgebenden weillen Substanz (Pfeil - Zona incerta); b - Gegenfarbung mit

Kresylechtviolett bringt Neurone des STN zur Darstellung und erleichtert zusatzlich die Abgrenzung gegen die umgebende weilte Sub-
stanz
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1.4 Ziele der Arbeit

In der Literatur der vergangenen 65 Jahre finden sich bis zum heutigen Tag inkonsistente
Resultate fiir das Volumen des STN. Die Angaben reichen von 20 mm?® bis zu 457 mm? (Slavin
et al. 2006, Marani et al. 2008). Darauf basierend kann angenommen werden, dass der STN eine
volumeninkonsistente  Struktur  darstellt, deren mehrheitlich praktizierte indirekte
Zielpunktbestimmung insbesondere vor dem Hintergrund assoziierter Nebenwirkungen kritisch zu
hinterfragen ist. Untersuchungen zur Abhangigkeit des STN-Volumens vom Alter zeigten bisher
keine einheitlichen Ergebnisse. Wahrend einerseits Uber die Abnahme der Volumina im
Altersverlauf berichtet wird, konnten andere Forschungsgruppen keinen Zusammenhang zwischen
diesen beiden Parametern feststellen (Lévesque und Parent 2005, Shen et al. 2009, Massey
et al. 2012, Keuken et al. 2013).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, das Volumen des menschlichen STN vergleichend durch
Histologie und MRT zu untersuchen. Weiterhin soll ermittelt werden, ob ein Zusammenhang
zwischen Alter und Volumen des STN festgestellt werden kann. Folgende Hypothesen werden

adressiert:
1. Der STN ist eine in der MRT und Histologie volumenkonsistente Struktur.
2. Das Volumen des STN ist altersabhangig.

Die Klarung dieser Fragestellung kann helfen, abzuschatzen, innerhalb welcher raumlichen
Ausdehnung subthalamische Neurone im Mittelhirn zu erwarten sind. Diese Erkenntnisse kdnnen
einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis von Nebenwirkungen der Tiefen Hirnstimulation leisten.
Eine Analyse der Altersabhangigkeit von STN-Volumina kann zeigen, ob dieser Parameter bei

indirekten Targetingmethoden Bertcksichtigung finden sollte.
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INTRODUCTION

Deep brain stimulation (DBS) of the subthalamic nucleus
(STN) is a routinely performed treatment in advanced idi-
opathic Parkinson’s disease (IPD) [Benabid et al., 2000;
Limousin and Martinez-Torres, 2008]. Although this meth-
od has been applied for a quarter of a century now
[Benazzouz et al., 1993], side effects such as severe speech
and voice disorders [Tsuboi et al., 2014], mania [Toker
Ugurlu et al., 2014], suicides [Voon et al., 2008] and associ-
ated restrictions in patients’ quality of life illustrate the
need for further research in the field of DBS. Some side
effects can be attributed to the reduction of dopaminergic
drugs [Castrioto et al., 2014; Limousin et al., 1998], the
suboptimal placement of electrodes [Benabid et al., 2009]
or the spread of the electric current to adjacent structures
[Castrioto et al., 2014] during stimulation. Reported STN
volumes of the last 65 years give a first impression of the
discrepancies in research varying from 20 mm® [Slavin
et al., 2006] to 235 mm?> [Schlaier et al., 2011]. If we take
Marani’s recalculation [Marani et al.,, 2008] of Richter’s
data [Richter et al., 2004] into account, a single STN can
reach a maximum of 457 mm® Previously reported
stereology-based ~ volumes ranged from 120 mm?®
[Hardman et al., 2002] to 175 mm® [Hardman et al., 1997,
2002; Lévesque and Parent, 2005; Von Bonin and Shariff,
1951]. In magnetic resonance imaging (MRI) as state-of-the-
art in vivo technique for visualizing the STN [Aviles-Olmos
et al., 2014; Lefranc et al., 2014; Longhi et al., 2015; Schlaier
et al., 2014], even larger discrepancies were reported, rang-
ing from 42 mm? [Camlidag et al., 2014] to 235 mm? [Schlaier
et al., 2014]. Based on the divergent volumes reported
elsewhere, one could conclude that STN visualization might
be less reliable in MRI than in histology or stereology [Weise
etal., 2013].

Furthermore, the number of STN neurons in humans giv-
en in literature is based on few studies with very limited
numbers of specimens, ranging from 239,500 [Lévesque and
Parent, 2005] to 520,300 neurons [Fiissenich, 1967]. In this
context, the dependency of both volume and neuron count
on age is an interesting aspect. As the STN is a grey matter
structure, aging should be accompanied with a volumetric
and cellular reduction due to neuronal loss [Giorgio et al.,
2010; Sowell et al., 1999]. Shen and coworkers investigated a
large sample size in MRI and found age-dependent
decreases in STN volumes [Shen et al., 2009]. However, the
age-dependent decreases in STN volumes could not be
confirmed in other MRI-based studies [Keuken et al., 2013;
Massey et al., 2012]. Also, concerning the number of STN
neurons, no correlations were yet reported in relation to age
[Lévesque and Parent, 2005]. Regarding brain atlases
commonly used in DBS, age-dependent alterations in STN
volumes would have implications concerning the target site.

Another aspect which could provide essential informa-
tion for neurosurgeons is the functional and spatial subdi-
vision of the STN into clearly distinguishable regions. The
current leading hypothesis that the STN is divided into

three subregions is widely spread and was recently dem-
onstrated in vivo using diffusion weighted imaging [Lam-
bert et al., 2012]. Since this assumption is based on few
clinical observations or primate tracing studies, Alkemade
and Forstmann stated that this hypothesis deserves re-
evaluation [Alkemade and Forstmann, 2014].

Keuken et al. summarized 33 studies about the number of
subthalamic subdivisions including non-human primates
[Keuken et al., 2012]. They found scant evidence for the tri-
partite hypothesis whereas a division into two parts was
adopted by two thirds [Keuken et al., 2012]. Moreover, they
proposed ultra-high resolution MRI and histology to be the
methods of choice to find evidence of assumed subdivisions
within the human STN. While the selective stimulation of a
certain sensomotoric subdivision within the STN remains
attractive to alleviate motor symptoms in IPD, no histologi-
cal evidence has to date been published supporting the
tripartite hypothesis in humans. Morphologic differences in
suspected subregions might be indicative of functionally
different zones, which was our rationale to investigate the
STN neuron density in predefined subvolumes. The goal of
our investigation was therefore to provide an updated
assessment of STN volumes in a direct MRI-histology
comparison and related STN neuron densities.

The following hypotheses were addressed:

1. The STN is a volume-consistent structure both in MRI
and related stereology.

2. STN volume and number of neurons are age-dependent.

3. Varying neuron densities provide morphological impli-
cations for the tripartite hypothesis of a subdivided
STN.

MATERIAL AND METHODS
Dissection and STN Preparation

14 post-mortem human brains were obtained from body
donors. While alive, all donors gave their informed and
written consent to the donation of their bodies for teaching
and research purposes. Being part of the body donor pro-
gram regulated by the Saxonian Death and Funeral Act of
1994 (third section, paragraph 18 item 8), institutional
approval for the use of the post-mortem tissues of human
body donors was obtained from the Institute of Anatomy,
University of Leipzig. The authors declare that all experi-
ments have been conducted according to the principles of
the Declaration of Helsinki. The mean age of the 4 male
and 10 female body donors was 82.6 +10.0 years. The
post-mortem delay was 24-72 hours (Table I). All brains
were fixed in a mixture of 4-mass % paraformaldehyde
(PFA) and 0.1 M phosphate-buffered saline (PBS; pH =7.4)
solution and stored away from light at 4°C. To prevent
anatomical deformation the brains were suspended at the
vessels of the circulus arteriosus cerebri. The PFA was

¢ 910 »
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TABLE I. Clinical data on body donors used in this study

Age Body Brain Post-mortem
No. (years) Gender weight (kg) weight (g) delay (h) Cause of death
1 65 F 98 1,123 24 Cancer of the biliary tree
2 69 F 64 1,304 72 Ovarian cancer
3 72 F 106 1,19 24 Sepsis
4 74 M 78 1,142 48 Sudden cardiac death
5 75 M 74 1,362 24 Acute kidney injury
6 81 F 56 1,186 24 Acute kidney injury
7 84 M 68 1,253 24 Subdural hematoma
8 85 F 64 1,126 24 Pulmonary edema
9 90 F 47 1,220 24 Cardiac insufficiency
10 90 F 84 1,344 24 Respiratory insufficiency
11 91 F 66 1,189 24 Heart attack
12 92 M 89 1,283 24 Heart attack
13 93 F 37 1,024 48 Cerebral infarction
14 96 F 67 1,336 24 Pneumonia
Mean value 82.6 71.3 1,220.6 30,85
Standard deviation 10.0 18.8 98.7 14.67

F, female; M, male.

changed once weekly to ensure optimal preservation of
the specimens. After fixating the specimens for 30 days,
tissue blocks including the STN and adjacent structures
were removed from the brains. Therefore, a horizontal sec-
tion was cut dorsal to the corpus callosum. Following this,
a coronal section rostral to the optic chiasm was cut. Both
hemispheres were then separated from the block section-
ing lateral to the internal capsule. Caudally, a section in
the axial plane just below the inferior colliculi defined
boundaries.

MRI Acquisition

For MRI the PFA-fixed specimens were transferred to a
plastic container. The bottom of the container was filled
with gelatin (20-mass %) to minimize artifacts. The boxes
were then filled with Fomblin (Y LVAC25/6; Solvay Sol-
exis Inc., Bollate, Italy) according to Benveniste et al.
[1999] and D’Arceuil et al. [2007]. The prepared containers
including the specimens were evacuated to 14 mbar using
a vacuum pump (VP0221; Busch Produktions GmbH,
Maulburg, Germany) to remove air bubbles and dissolved
air within the box and the specimens. The scanning proce-
dure was performed at room temperature using a 3 T MRI
scanner (Magnetom Trio, Siemens AG, Erlangen, Germa-
ny) and a 12 channel head coil. T2-weighted images were
obtained [Connolly et al., 2012; Lefranc et al., 2014], using
the following parameters: T2 turbo spin echo; isovoxel size
0.4 mm, imaging time =144 min, TR =1,000 ms, TE =32
ms, number of averages =3, number of connections =1,
flip angle=87°, band width=180 Hz/pixel, turbo
factor =15. The MRI data were analyzed using Mimics
software (Materialise, Leuven, Belgium; Fig. 1). In both
hemispheres the STN were outlined manually twice by

two independent investigators (JZ, DM) blinded to each
other’s and their respective ratings before the volumes of
each particular STN were calculated. These volumes were
averaged and the obtained values were again averaged
between the raters. Cronbach’s alpha on the intra-rater
reliability of the MRI-based STN volumes values was
0.89 = 0.02. Cronbach’s alpha on the inter-rater reliability
of the MRI-based STN volumes was 0.77 = 0.01. While seg-
menting in an axial plane, the internal capsule was used
for defining the lateral border of the STN. In a coronal
view the inferior and lateral aspect of the STN is bordered
by the substantia nigra which was detected as a more
hyperintense structure enveloping the ventral part of the
STN. Sagitally, the superior-posterior border of the nucleus
is demarcated by the zona incerta.

Histology

After MRI acquisition, the fixed specimens underwent a
sequence of 70, 80, 96 and 100-volume % ethanol for dehy-
dration. Subsequently the tissues were cleared in xylene
for 16 hours with a renewal of the solvent after 8 hours.
Dehydrating and clearing was performed on a shaking
table with a gentle setting of 40 motions per minute. The
blocks were preserved in paraffin with a melting point of
52°C-54°C for 12 hours followed by paraffin with a melt-
ing point of 56°C-58°C for 12 hours before they were
embedded in paraffin. To evaluate shrinkage of the speci-
mens, ten tissue blocks with a size similar to the samples
were obtained from five of the PFA-fixed brains in prox-
imity to the midbrain region. These blocks were treated in
the same manner as the midbrain specimens. Volumes
were determined before dehydrating the specimens in eth-
anol as well as after incubation in paraffin wax, measuring
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sagittal

coronal

Figure 1.
T2-weighted magnetic resonance images of the human midbrain showing the subthalamic nucleus
(STN). A: axial plane; B: sagittal plane; C: coronal plane; Ci, capsula interna; Gp, globus pallidus;
Ot, optical tract; Pu, putamen; Sn, substantia nigra; Zi, zona incerta; dashed line, STN.

the displaced volume in 70-volume % ethanol and xylene,
respectively. On basis of the shrinkage values, a correc-
tional factor was computed to adjust the STN volumes in
the histology specimens to the PFA-fixed condition.
Sections of 20 pm were obtained using a sliding
microtome (Histoslide 2000R, Leica, Nussloch, Germany)
similar to the study of Al-Helli and coworkers [Al-Helli
et al., 2015]. The specimens were cut axially. The paraffin
sections were dewaxed in xylene and rehydrated in a
decreasing series of ethanol. One part of the sections was
stained histochemically with luxol fast blue using cresyl
fast violet as counter staining (luxol; Fig. 2A,B) [Kluver
and Barrera, 1953]. Sections cut for immunohistochemical
staining were pre-treated with an initial antigen retrieval
step by heating to 90°C in trishydroxymethylamin-
buffered saline (TRIS; pH = 8.0). Following a washing step
with PBS-Tween (PBS-T) the sections were treated with
2-volume % hydrogen peroxide in 60-volume % methanol
for 30 minutes to reduce endogenous peroxidase activity
and rinsed with PBS-T. After that, a blocking step with 2%
bovine serum albumin (Serva, Heidelberg, Germany), 0.5%
donkey serum (Jackson Immuno Research, West Grove,
PA) and 0.3% casein (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germa-
ny) in PBS-T was performed for 30 minutes at room tem-
perature to prevent non-specific antibody binding. Sections
were incubated over two nights with primary antibody
(1:500) at 4°C. Anti-human neuronal protein HuC/HuD
mouse antibody 16A11 (HuC/D, Life Technologies, Darm-
stadt, Germany) was chosen to selectively stain the neu-
rons [Marusich et al., 1994]. After incubation tissues were
rinsed with PBS-T. Immunoreactivity was visualized using

a secondary donkey-anti-rat IgG (H + L)-biotin antibody
(Dianova, Hamburg, Germany). Following a washing step
with PBS-T slices were incubated with an ExtrAvidin® per-
oxidase complex (Sigma, Munich, Germany). After PBS-T
washing and rinsing with TBS the peroxidase binding was
visualized by nickel-enhanced Diaminobenzidine (black)
as a chromogen (Sigma, Munich, Germany) for 1-6
minutes. After one last washing step with PBS and TBS
the sections were transferred into distilled water. Finally,
sections were dehydrated in an increasing ethanol series,
cleared in toluene, and mounted in Entellan (in toluene;
Merck, Darmstadt, Germany).

Stereological Analysis

Stereological analysis was performed using the optical
fractionator method according to West et al. [1991] and
Morawski et al. [2012] to estimate numerical densities of
HuC/D-stained neurons. The Stereo Investigator software
(Version 7, MicroBright field, Williston, VT) was used and
neuron counts were performed on a Zeiss Axioscop 2 plus
(Zeiss, Jena, Germany) equipped with a motorized stage, a
Ludl MAC 5000 (LEP, Hawthorne, NY) and a digital cam-
era dv9000 (MicroBrightField, Williston, VT). The histolog-
ical slices were segmented manually and neuron counts
were performed by one rater. A final section thickness of
19.4 = 2.4 ym was received on average. This permitted to a
dissector height of 16 um using a guard zone of 2 um on
either side of the section. HuC/D-stained sections were
used every 200 =40 pm (corresponding to every 10th sec-
tion) and luxol sections every 400 = 40 pm (corresponding
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Figure 2.

Luxol-fast-blue-/cresyl-violet- and HuC/D-staining of the human
subthalamic nucleus (STN). The STN (*) can be depicted as an
almond shaped structure surrounded by the capsula interna (Ci) at
its lateral border and zona incerta (arrow) at its medial border
(A,C). Neurons in luxol staining appear less distinguishable and glia

to every 20th section). Depending on the precise dimen-
sions of each individual STN 25+5 and 12+ 3 sections
per case were evaluated for the HuC/D and luxol staining,
respectively. The STN was first outlined under 4X magni-
fication and counting frames of 150 X 150 um were placed
systematically into the delineated area. To figure out a
reliable grid size, a pilot study of six different grid sizes
including the most accurate one of 150 X 150 pm was
performed on one section. With an estimated deviation of

cells were stained (A,B). In the HuC/D-stained slices dendrites and
axons of the neurons (C,D) are explicitly definable. Scale bar:
1,000 pm (A,C), 20 um (B,D) [Color figure can be viewed at
wileyonlinelibrary.com]

less than one percent from the most precise value of 1,750
cells, a grid size of 400 X 400 pm was considered appro-
priate for further measurements. Neurons falling within
these evenly distributed positions on the grid were then
counted at 40X magnification (Fig. 2C,D). Cells were con-
sidered if they were explicitly stained and at least fifty
percent of their soma and one dendritic branch was visible
within the counting frame. Neurons, which did not fulfill
these criteria, were excluded. The absolute number of
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Figure 3.
The 3D reconstruction of the histological subthalamic nucleus (STN) from HuC/D-stained slices.
Posterior view on the right and left STN including the predefined subvolumes. a: anterior; d:
dorsal; I: left; p: posterior; r: right; v: ventral; yellow: dorsal subvolume; green: medial subvolume;
red: ventral subvolume; blue: left STN; purple: right STN. [Color figure can be viewed at
wileyonlinelibrary.com]

neurons N of each STN was evaluated with the following
formula:

ty 1 1
N= ZQ o E . g

> Q" represents the total counts of neurons from each
individual nucleus. Every 10th section was used, so the
section sampling fraction (ssf) was 1/10. The area of the
cumulated counting frame was 22,500 pum? and the associ-
ated area over the section surface was 160,000 pmz, lead-
ing to an area sampling fraction (asf) of 0.14. The final
section thickness after embedding and staining (t,)
resulted in 19.4 =24 pm. The height of the dissector (/)
was 16 um. The volume (V) of each STN was calculated
with the following formula, using the Cavalieri method:

V=>"A-t-n

> A represents the total enclosed area of all sections sam-
pled. The section thickness as determined by the micro-
tome (f;) was 20 um. As every 10th section was sampled
in HuC/D-stained slices and every 20th in luxol stained
slices, n was 10, respectively, 20. The coefficient of error
(CE) was calculated by the Stereo Investigator software as:

Q

with the number of counting frames f, the total possible
sampling sites F, the estimated variance s? and the average
number of particles Q. In our study the CE ranged from
0.015 to 0.070.

Delineation of the STN and Definition
of Subvolumes

The STN is an almond shaped structure. With HuC/D
staining a precise method was chosen to stain neurons
selectively. In the luxol sections neurons were additionally
counter-stained using cresyl fast violet. Both stainings
allowed to differentiate the STN from adjacent structures.
When cutting in an axial plane from dorsal to ventral the
first neurons belonging to the STN were detected closely
posterior to the lenticular fasciculus, which forms the
superior border of the nucleus [Massey et al., 2012]. This
fascicle can clearly be depicted both in HuC/D and in
luxol-stained slices. The zona incerta (Fig. 2) runs along-
side the posterior-medial border of the STN. The lateral
border of the nucleus is formed by the internal capsule.
Both zona incerta and internal capsule completely border
the nucleus enabling to exactly define the superior and
posterior aspect of the STN. The anterior and inferior part
of the nucleus is formed by the substantia nigra (Sn) on
the ventro-medial side and still by the internal capsule lat-
erally. Subvolumes were placed in the dorsal, medial and
ventral region of the STN (Fig. 3). These regions were
much smaller than the presumed functional regions to
ensure proper discrimination, averaging 5 mm® from con-
secutive slices as given from the Stereo Investigator soft-
ware. The dorsal volume was defined by the very first
consecutive slices containing STN neurons when cutting
from dorsal to ventral. Respectively, when cutting in the
described axis the last slices include the ventral part of the
STN. For medial subvolumes we have chosen the slice
showing the widest extension of the STN, which was close
to the third ventricle. Segmentation was performed in this
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slice as well as in one slice above and below. Therefore a
line from the posterior to the anterior tip of the segmented
STN area was drawn and areas even smaller than half of
the STN were placed in this medial part of the nucleus.

Statistical Analyses

Microsoft Excel version 2010 (Microsoft Corporation,
Redmond, WA) and SPSS version 20 (Chicago, IL) were
used for statistical comparison. Cronbach’s alpha was used
to compare the intra- and inter-rater reliability of the vol-
umes obtained from MRI. A Bland-Altman plot was utilized
to compare the volumes derived from the MRI with stereolo-
gy. Side- or gender-related differences were compared
with the Kolmogorov-Smirnov test for equal distribution of
the data, followed by an independent sample t-test with
post correction using the Bonferroni method. A one-way
ANOVA for multiple comparisons test with post-hoc analy-
ses was used to compare cell densities within the subregions
of the STN. Correlations were determined using Pearson’s
correlation coefficient (CC). P values of 0.05 or less were
considered as statistically significant.

RESULTS

A total of 14 brain specimens (25 hemispheres) including
the STN were processed by means of MRI and subsequent
luxol staining. In six of these specimens, HuC/D-staining
was performed with a focus on the STN. In three specimens,
only one hemisphere could be investigated stereologically
resulting from artifacts, which occurred while sectioning.
Body weight and age did not vary significantly between the
genders. Moderate age-dependent decreases in body weight
were observed (CC = —0.48, P = 0.01). From the brain speci-
mens taken to determine the shrinkage caused by the fixa-
tion and embedding, a volume decrease of 46% * 5% was
calculated, resulting in a correctional factor of 1.85.

Though STN Volumes Were Different in MRI
and Stereology, STN Volumes Appear to Be
Highly Consistent but Decreased with Age

The STN volumes in the MRI datasets averaged 99 + 6 mm®
(Fig. 4; Table II). In the luxol-stained slices, the STN volumes
averaged 71*11 mm® without shrinkage correction and
132 +20 mm® with shrinkage correction (Table II). Similar
values were obtained in the HuC/D-stained samples with
68 =12 mm® and 126 = 22 mm® without and with shrinkage
correction, respectively. In each of the volumes obtained by
the different methods, the variations in the STN volumes
appeared to be small. Comparison of left and right STN vol-
umes did not show differences on a statistically significant
level. However, MRI-based STN volumes were significantly
larger in females compared with males with 100.63 =
582 mm’ and 95.34 =886 mm’, respectively (P =0.03).
The side difference was not statistically significant in the

STN volumes [mm?]
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Figure 4.
Volumes of the subthalamic nucleus (STN) in magnetic reso-
nance imaging (MRI) and histology. Volumes calculated from his-
tology appear to be higher than those gained from MRI. The
boxplots show the 25th percentile, median and the 75th percen-
tile. The error bars reflect the minima and maxima.

luxol-stained tissues (69.89 +9.28 vs. 72.97 +12.38 mm?
P =0.08). In the Bland—Altman plot comparing the volumes
from MRI with the luxol-based volumes, differences of the
mean values of 32.93 mm® were found (Fig. 5). Moreover,
increasing STN volumes tended to give a larger spread
between the single mean values obtained in both methods
(CC=0.851, P<0.01). Moderate age-dependent decreases
were observed for the stereology-based STN volumes in luxol
(CC = -0.59, P <0.01). Also, luxol-based STN volumes corre-
lated negatively with brain weight (CC = —0.50, P = 0.01).

The Number of STN Neurons Was
Approximately 430,000 and Decreased
Age-Dependently

The number of HuC/D-positive neurons in the STN region
was on average 431,088 = 72,172 cells. Side-comparison yielded
non-significantly different results with 441,731 = 82,821 and
418,317 £ 63,829 cells for the left and right side, respectively
(Table III). Also, gender comparison revealed non-significantly
neuron numbers for females and males with 390,426 + 44,089
and 464,974 +76,362 cells, respectively. Moderate positive
correlations were found for the cell count of HuC/D-positive
STN neurons and STN volumes (CC = 0.68, P = 0.02). More-
over, a strong age-dependent decrease was observed in the cell
count of HuC/D-positive STN neurons (CC = —0.75, P < 0.01).

Cell Density Varied Significantly in the Dorsal

Compared with the Ventral STN Subvolumes

Within the predefined STN subvolumes, cell densities were
as follows: in the dorsal region, density was 4,884 + 1,321
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TABLE Il. Volumes of the subthalamic nucleus obtained from magnetic resonance imaging (MRI) and luxol fast
blue/cresyl violet stained slices

Subthalmic nucleus volume (mm?®)

MRI Luxol Luxol®
No. Left Right Left Right Left Right
1 102.97 103.58 83.83 90.75 154.55 167.31
2 106.88 104.63 83.13 * 153.26 *
3 94.96 95.44 77.64 93.80 143.14 172.93
4 100.27 99.99 76.05 79.17 140.21 145.96
5 89.43 87.01 66.36 68.44 122.35 126.18
6 92.41 94.96 52.96 72.20 97.64 133.11
7 97.78 98.25 59.28 61.42 109.29 113.23
8 105.34 105.61 71.39 80.45 131.62 148.32
9 92.27 88.82 62.20 62.94 114.68 116.04
10 106.76 107.61 69.61 66.82 128.33 123.20
11 97.02 * 76.41 * 140.87 *
12 95.45 94.58 64.54 52.51 118.99 96.81
13 103.8 102.85 * 81.59 * 150.42
14 103.57 102.46 65.22 65.53 120.24 120.81
Mean * SD 99.21 £5.80 98.91 * 6.42 69.89 +9.28 7297 +£12.38 128.86 =17.10 134.52 £22.82
Total 99.06 + 5.99 71.37 =10.76 131.58 = 19.83

?, corrected with shrinkage factor; SD, standard deviation; *, excluded due to artifacts.

cells/mm?>, in the medial region, cell density was 6,345 + 913
cells/mm?>. In the ventral region, density averaged 8,000 +
2,169 cells/mm?> (Fig. 6; Table III) Cell densities did not vary
side- or gender-dependently on a statistically significant level.
Comparison between the three subregions showed signifi-
cantly lower cell densities in the dorsal compared with the

Volumes MRI vs. luxol staining
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Figure 5.
Bland—Altman plot comparing the volumes obtained from mag-
netic resonance imaging with histology. The plot indicates that
methods give different but consistent results with increasing
errors at increasing volumes.

ventral region (P < 0.001) as tested with the ANOVA followed
by post-hoc testing. Comparison of the cell density of the ven-
tral region compared with the medial region (P =0.06) and
comparison of the dorsal to the medial region (P=0.11)
yielded non-significant differences. No age- or body weight-
dependent alterations were observed in the cell densities.

DISCUSSION

A glance at literature reveals that 150 years after Jules
Bernard Luys first characterized the STN [Luys, 1865], sev-
eral fundamentals of this small diencephalic structure,
such as a functional subdivision, are still open to debate
[Keuken et al., 2012; Lambert et al., 2012]. Our study is the
first to substantiate STN volumes in a correlative 3 T T2-
weighted MRI and stereology approach. Both methods
were proven to give different but consistent results, indi-
cated by the Bland-Altman plots (Fig. 5). In our study,
STN volumes were obtained stereologically in a sample
size of 25 STN, which is higher than in previous studies
with one to fourteen STN [Flissenich, 1967; Hardman
et al., 1997, 2002; Lange et al., 1976; Lévesque and Parent,
2005; Von Bonin and Shariff, 1951].

STN Volumes Are Highly Consistent in
Stereology and Decrease Age-Dependently

The STN volumes determined with the luxol staining were
highly consistent among the samples from the different indi-
viduals of our group. Our obtained STN volumes confirm the
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TABLE Ill. Numbers of neurons obtained from stereological analysis and calculated neuron densities
within the predefined subvolumes

Neuron density (cells/ mm?)

Neuron count Dorsal Medial Ventral
No. Left Right Left Right Left Right Left Right
4 572,054 483,361 4,189 3,328 5,609 5,660 8,239 6,677
7 484,303 487,669 5,061 7,412 7,272 6,668 9,389 10,252
9 321,438 379,175 2,784 6,442 7,837 4,853 5,558 5,023
10 416,136 346,323 4,396 5,293 6,243 7,592 9,395 10,533
11 425,994 * 4,198 * 6,025 * 4,538 *
14 430,465 395,062 5173 5,451 5,904 6,132 8,885 9,507
Mean =SD 441,731 + 82,821 418,318 +63,829 4300857 5585+1,522 6,482+874 6,181+1,033 7,667+2,098 8,398 +2,428
Total 431,089 +72,172 4884 + 1321 6,345 +913 8,000 + 2,169

SD, standard deviation; *, excluded due to artifacts.

results of the Hardman group (single STN ~ 124 mm?) which
applied comparable pre-conditions for the stereological anal-
ysis [Hardman et al., 1997, 2002]. Further, our data support
the older work of the Lange group reporting volumes of
approximately 139 mm?® [Lange et al., 1976]. However, Von
Bonin and Shariff [1951] as well as Lévesque and Parent
[2005] reported larger volumes from 157 to 175 mm?, respec-
tively. Possible explanations for the deviation in STN vol-
umes from our data might be related to the different methods
applied and also to the sample sizes being much smaller in
their study. During the embedding process, we observed
volume decreases of approximately 46% compared with
the initial volume, which was our rationale to adjust the STN

Neuron density subvolumes [cells/mm?]
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Figure 6.
Neuron densities in predefined subvolumes within the human
subthalamic nucleus (STN). Densities calculated in the dorsal
subregion of the STN were significantly lower than those in the
ventral part. The boxplots show the 25th percentile, median and
the 75th percentile. The error bars reflect the minima and
maxima.

volumes for shrinkage. Vice versa, STN volumes are unlikely
to be smaller than the minimum volumes computed from the
embedded samples without adjusting these data for shrink-
age (Fig. 4; Table II). Taking into account the unadjusted mini-
mum values and age-dependent decreases of the geriatric
population under investigation shown here, it is highly
unlikely for STN volumes in vivo to have values less than our
lowest reported STN volume of 53 mm®. Although, even
smaller values have been reported elsewhere but appear to be
the effects of estimations [Akakin et al., 2015; Camlidag et al.,
2014; Schafer et al., 2012; Slavin et al., 2006]. Conclusively,
STN volume can be considered consistent in both MRI and
stereology, confirming our first hypothesis.

Another relevant finding in our study was that STN vol-
ume significantly decreased with age, confirming our sec-
ond hypothesis. Though this finding is in accordance with
an expected age-dependent atrophy of grey matter struc-
tures [Giorgio et al.,, 2010; Sowell et al., 1999], it has not
yet been proven for the STN stereologically. Earlier
histological studies on age-dependent alterations of STN
volume could not substantiate this finding [Hardman
et al., 1997, 2002; Lévesque and Parent, 2005]. Our finding
of brain-weight dependent decreases in STN volumes can-
not be entirely explained on the basis of the given data
and needs further substantiation in a functional context.

MRI Volumes Complement the Volumes
Obtained from Histology

In accordance to published literature, MRI-based human
STN volumes show large variations, ranging between 42 mm?®
[Camlidag et al., 2014] and 235 mm? [Schlaier et al., 2011]. Table
IV summarizes existing investigations on STN volumes. In con-
trast to the existing values reported in these studies, the MRI-
based STN volumes in our study were considerably consistent
(Table II). Additionally, in spite of the fact that the manual STN
volume rendering appears to introduce a measurement error
largely dependent on the investigator’s experience, intra- and
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TABLE IV. Comparison of subthalamic nucleus (STN) volumes published in literature

Age Age range Volume
Author Method (mean age) (years) (mm?®) Segmentation
Our values MRI3.0T 83 65-96 99* SA
Our values Histology 83 65-96 131 SA
(20 pm paraffin)
Akakin et al., 2015 [retracted] n/g n/g n/g 40 n/g
Xiao et al., 2014 MRI 3.0 T 61 n/g 156° SA
Camlidag et al., 2014 MRI15T 56 45-65 427¢ SA
Keuken et al., 2014 MRI7.0 T 24 n/g 567 SA
Weiss et al., 2015 MRI7.0T 67 44-91 109¢ SA
Keuken et al., 2013 MRI7.0T 24 22-28 62 SA
Keuken et al., 2013 MRI7.0T 51 40-59 754 SA
Keuken et al., 2013 MRI7.0 T 72 67-77 524 SA
Lambert et al., 2012 MRI3.0 T 34 n/g 155¢ SA
Massey et al., 2012 MRI 94 T 75 38-94 106 SA
Schafer et al., 2012 MRI7.0T 24 22-28 48 SA
Forstmann et al., 2012 MRI7.0T 24 18-33 584 SA
Schlaier et al., 2011 MRI1.5T 63 46-73 235 SA
Colpan and Slavin, 2010 MRI3.0 T 62 n/g 270 SA
Shen et al., 2009 MRI 15T 3:44; ©: 46 21-80 132f SA
Nowinski et al., 2006 NURBS-reconstruction n/g atlas-based 1748 A
Slavin et al., 2006 n/g n/g n/g 20 SA
Lévesque and Parent, 2005 Histology (55 um freezing 51 22-85 175 SA
microtome)

Richter et al., 2004 MRI 15T 55 39-68 60" M
Richter et al., 2004 MRI 1.5 T 55 39-68 457' M
Hardman et al., 2002 Histology (50 pm cryostat) 74 n/g 120 SA
Yelnik, 2002 Computer-aided 3D cartography n/g n/g 158 A
Hardman et al., 1997 Histology (50 um cryostat) 75 61-84 127 SA
Schaltenbrand and Wahren, 1977 Atlas of stereotaxy n/g atlas-based 183 M
Lange et al., 1976 Histology (20 pm paraffin) 50 24-99 139! M
Fiissenich, 1967 Histology (20 pm paraffin) 70 58-91 64 M
von Bonin and Shariff, 1951 Histology n/g n/g 157 M

*Volume calculation is based on average mask of raters.
PAC-PC native space.

“Proportion of the entire brain volume.

4Volume calculation is based on conjuction mask of raters.
®Average of left and right STN volumes.

fAverage of male and female STN volumes including both hemispheres.
8Average of volumes obtained from axial, coronal, and sagittal models.

PRecalculation of Schifer et al. [2012].

Recalculation of Marani et al. [2008].

)Given total STN volume of both hemispheres divided by 2.
*Approximated by Nowinski et al. [2005].

'Average of male and female STN volumes; A—"automatic”: segmentation is fully based on a computer software without manual segmentation
as a part of the process; M—"“manual”: no computer software was involved in the segmentation process and in volume calculating; MRI—
magnetic resonance imaging; n/g—not given; NURBS—Nonuniform Rational B-Splines; SA—"semiautomatic”: segmentation is done manually
and a computer software (e.g., Neurolucida, Image J) was used to calculate the volume.

inter-individual ratings proved our results to be reliable. Deter-
mining the STN volumes from MRI is influenced by several fac-
tors, like quality of images (acquisition time, field strength,
image weighting and size) which might crucially influence out-
lining the STN shape [Kerl et al., 2012; Massey et al., 2012;
Weise et al., 2013]. However, even if imaging conditions were
similar the obtained volumes varied widely [Camlidag et al.,
2014; Schlaier et al.,, 2011], which is in contrast to our data.

Consequently, MRI-based segmentations are highly affected by
the conventions of the research groups regarding what is recog-
nized to be the STN in MRI. This issue is related to so-called
“problem zones” which are difficult to visualize even with
excellent imaging parameters, no matter if using a 1.5 T or a
9.4 T MRI scanner [Massey et al., 2012; Rijkers et al., 2007].
Contrary to stereology, MRI volumes of the STN revealed
no correlation with age. Shen and colleagues have shown
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age-dependent decreases of STN volumes [120 participants,
range 20-80 years, 1.5 T MRI scanner; Shen et al., 2009].
They observed volume decreases from approximately
135 mm® (20-30 years) to approximately 122 mm?® (70-80
years) in their cohorts. The body donors used in our study
had a mean age of 83+ 10 years. This age is significantly
older than the mean age at first diagnosis of IPD averaging
60 years [Samii et al., 2004]. Patients with an average age as
in our study usually present symptoms if suffering from
IPD. Therefore, we consider our sample likely to be valid as
a non-IPD control. Taking this into account, the MRI-based
volumes of 99 + 6 mm® obtained in our study complement
the age-dependent decreases of the STN volumes reported
by Shen et al. [2009]. Massey et al. obtained volumes of
106 mm?® per STN in 9.4 T MRI [Massey et al., 2012]. Female
STN volumes obtained in MRI were significantly larger than
male ones, contradicting the findings of Shen et al. [2009].
The fact that we could not substantiate age-related changes
of STN volumes in MRI may be related to the limited resolu-
tion in our setting. Also the above-mentioned difficulties in
outlining the STN and the relatively low case number within
an age span ranging between 65 and 96 years might be a rea-
son. Abosch et al. showed a highly improved demarcation
of the STN to surrounding structures in vivo obtained in a
7 T scanner using susceptibility-weighted imaging [Abosch
et al., 2010]. Moreover, Cho et al. could significantly prove
the advantages of 7 T MR images regarding spatial resolu-
tion and contrast to adjacent tissues compared with 1.5 and
3 T MRI [Cho et al., 2010]. These points enhance the need for
ultra-high field MRI to visualize the STN both in anatomical
as well as in clinical settings.

The Number of STN Neurons Appears to
Be Higher than Reported Recently and
Decreases with Age

An average number of 431,000 neurons was computed
for a single STN in our study based on stereological inves-
tigations in HuC/D-stained slices. HuC/D is selectively
staining neuron-specific RNA. The number of false-
negative neurons or false-positive cells is low compared
with Nissl or other histochemical stains. Consequently, the
number of neurons computed from histology appears to
be quite accurate [Marusich et al., 1994]. Most recent
investigations using Nissl staining report lower STN neu-
ron numbers. Lévesque et al. computed 239,500 neurons
per STN in 5 male hemispheres [Lévesque and Parent,
2005]. Hardman and coworkers reported similar values of
approximately 280,000 neurons in 5 brains [Hardman
et al., 1997, 2002]. The largest number of STN samples was
investigated by Lange et al., determining 297,000 STN neu-
rons within 14 hemispheres [Lange et al., 1976]. The high-
est numbers of STN neurons were reported by Fiissenich
with 530,000 cells in 5 brains [Fiissenich, 1967]. To our best
knowledge our study is the first to report significant
decreases of STN neuron count with age. This number is

in line with a continuous loss of neurons accompanied
with normal ageing [Terry et al., 1987] and might have an
impact on the STN as a target site in deep brain stimula-
tion for the treatment of IPD.

Neuron Density in Subvolumes Appears to
Be Site Dependent, Forming a Morphological
Basis for the Tripartite Theory of the STN

Lambert et al. [2012] as well as Haynes and Haber [2013]
gave evidence for the existence of a topologically-organized
STN in humans and in primates, respectively. Furthermore,
they argue that there is no strict anatomical border between
the suspected parts of the STN. In our study, while examin-
ing the histological slices, we could not detect any evidence
for a physical border between the neurons such as septa.
Addressing the tripartite hypothesis, neuron density was
determined in three predefined regions within the STN
(Figs. 3 and 6). These were a dorsal, medial and ventral sub-
region. In our experiments, investigating neuron densities
within the respective regions, significant differences were
observed between the dorsal and the ventral part of the
STN. These data expand the findings of Lévesque et al.
describing an increase in cell density from the dorsal to the
ventral part of the STN [Lévesque and Parent, 2005]. Such an
idea of a gradient as well as the differences of neuron densi-
ty we observed within the predefined subvolumes might be
an anatomical implication for a subdivision of the STN.
These findings need to be substantiated in vivo.

Moreover, both the shape and volumetric analyses of STN
neurons were not in focus of our investigation. In future
studies it is therefore necessary to analyze the STN neurons
in the subvolumes with regard to their potential function as
well as their morphological characteristics. Even though
imaging methods like diffusion weighted imaging, fiber
tracking or MRI using higher field strengths provide proper
evidence for a subdivided STN, we still consider histology
to be the basis of investigation. Combining both methods
will therefore expand the results in future research. One of
our hypotheses stating that the functional separation of the
STN is reflected by differences in STN morphology can
therefore be accepted in part - comparing the dorsal with the
ventral subregion.

Though Age-Dependent Decline in STN Volumes
and Neuron Number Was Observed, the STN
Appears to Be a Highly Consistent Structure for
DBS Due to the Small Variation in Volume

Our study reveals decline of human STN volume and
cell count with age (ranging between 65 and 96 years).
Independent of STN changes, which may be affected func-
tionally and structurally by Parkinson’s disease itself
[Bronstein et al., 2011; Samii et al., 2004], the natural
decrease of STN volume and neuron count with age could
be an influencing factor on the efficacy and the side effects
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following DBS. The demonstrated age-dependency could
result in a lower number of neurons in the target region.
This fact and the findings on the STN shifting in an age-
dependent manner [Den Dunnen and Staal, 2005; Kitajima
et al., 2008; Mavridis et al., 2014] might also influence the
efficacy of STN-DBS especially if the STN is localized indi-
rectly [Savas et al., 2013; Schuepbach et al., 2013]. More-
over, the smaller the STN, the more precise the accuracy
of electrode placing should be in order to have the desired
clinical effects. Electrode placement in a smaller structure
might as well be influenced by intraoperative brain-shift
[Winkler et al., 2005], which is likely to increase age-
dependently due to cortical atrophy. However, based on
our theoretical investigations, the neurosurgeon may
expect a consistent STN volume of 132 =20 mm® in the
subthalamic region. The accuracy in which the STN was
visualized in our experiments may however not be real-
ized in a clinical setting due to the extremely long image
acquisition times. Therefore, in quite a few cases the STN
is not clearly definable in clinical routine due to e.g. low
scanning time, resulting in indirect [Schuepbach et al.,
2013] rather than in direct targeting [Houshmand et al.,
2014; Lefranc et al., 2014; Longhi et al., 2015; Savas et al.,
2013]. Nevertheless, knowing that the STN is a consistent
structure concerning its volume may explain the reliability
of DBS in most cases.

Limitations

First, the brains used in this study were obtained from
elderly and therefore mostly multimorbid donors. Severity
of diseases, premortal pharmacological treatments as well
as post-mortem delay might influence the tissue quality.
To minimize these effects, we carefully screened our
donors and excluded the ones with known neurological
disorders. In all 14 specimens no neurodegenerative
changes could be observed histologically. Moreover, we
only used brains with a relatively short post mortem delay
(maximum 72 hours), undergoing subsequent cooling post
mortem. Secondly, even though we calculated an adjust-
ment factor to compensate for the shrinkage following the
embedding of the tissues, it remains unclear whether the
shrinkage occurring within the STN is different from the
surrounding tissues. Inhomogeneous shrinkage could part-
ly explain the differences between the stereology- and the
MRI-based volumes. It also needs to be taken into account
that the post-mortem magnetic properties of tissues
change with prolonged fixation [Shepherd et al., 2009].
Thirdly, despite using a guarding zone for the cell count,
it cannot be excluded that the stereological results might
be affected in terms of an over-estimation of neurons,
which has to be weighed against a slight underestimation
in HuC/D staining. Finally, the predefined subvolumes
used to investigate neuron densities only partly reflect the
layout of subdivisions commonly proposed in literature
[Hamani et al., 2004; Joel and Weiner, 1997; Massey and
Yousry, 2010; Parent and Hazrati, 1995; Smith et al., 1990;

Temel et al., 2006]. Especially the medial subregion in our
observations extends far more into the center of the nucle-
us than described there.
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Die hochfrequente Stimulation des Nucleus subthalamicus (STN) ist ein seit 25 Jahren
durchgeflihrtes Prozedere, um die motorischen Symptome von Patienten mit bestimmten Formen
des idiopathischen Morbus Parkinson effektiv zu lindern. Unter dieser Therapie kénne Betroffene
unter anderem an Manie oder einer gehauften Suizidalitat leiden. Genaue Kenntnisse der
anatomischen Verhaltnisse des STN sind essenziell fir eine sichere Elektrodenplatzierung. Da der
STN eine im klinischen Alltag haufig unzureichend zu lokalisierende Struktur darstellt, basiert die
Zielpunktbestimmung in vielen Kliniken auf Hirnatlanten. Der am haufigsten eingesetzte
Schaltenbrand-Wahren Atlas wurde mithilfe von nur drei menschlichen Hirnen erstellt und
berticksichtigt weder interindividuelle GréRenunterschiede von Hirnstrukturen noch deren
Veranderung im Altersverlauf. Die groRe Spannweite bisher ermittelter STN Volumina von 20 mm?®

bis 457 mm? lasst den STN hinsichtlich des Volumens als inkonsistente Struktur erscheinen. Vor
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diesem Hintergrund ist die indirekte Zielpunktbestimmung zu hinterfragen, um mdogliche
Risikofaktoren fiir das Auftreten von stimulationsassoziierten Nebenwirkungen zu minimieren. Eine
Abhangigkeit des STN-Volumens vom Alter ist bisher nicht hinreichend geklart und es ist offen, ob

indirekte Zielpunktbestimmungen altersabhangig anzupassen sind.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, das Volumen des STN mittels 3T MRT T2-gewichteter
Datensatze ex vivo zu ermitteln. Im Anschluss wurden die Gewebe histologisch aufgearbeitet und
mithilfe stereologischer Verfahren erneut die STN-Volumina bestimmt. Eine vergleichende
Untersuchung von histologischen und MRT-basierten Volumina derselben Gewebe ist in der

Literatur nicht beschrieben.

Die Untersuchungen erfolgten an 25 STN von 14 Kdérperspendern (10 weibliche, 4 mannliche). Die
STN-Volumina zeigten sowohl in der Histologie als auch im MRT eine hohe Konsistenz. Die hohen
interindividuellen STN-Volumenunterschiede der Literatur konnten in der vorliegenden Studie in
gesteigerter Fallzahl nicht bestatigt werden. MRT basierte STN-Volumina waren mit einem
durchschnittlichen Volumen von 99 + 6 mm?® kleiner als die histologisch ermittelten Volumina von
132 +20 mm®. Eine mdgliche Ursache ist die aufgrund des niedrigen Eisengehaltes
unzureichende Visualisierung des dorso-lateralen STN in der verwendeten T2-gewichteten
Bildgebung. Weiterhin ist im T2-gewichteten Bild die Abgrenzung zur Substantia nigra schwierig.
Die histologische Identifikation der STN-Grenzen mithilfe der Luxol-Fast-Blue-Farbung erlaubt eine
eindeutige Identifikation der STN-Grenzen. Dies fihrt moglicherweise zur Unterschatzung des
STN-Volumens in T2-gewichteter MRT-Bildgebung. Wahrend in der Histologie eine Abnahme des
STN-Volumens im Altersverlauf beobachtet wurde, konnte dies in der MRT bei den vorliegenden
Fallen nicht bestatigt werden. Die 3T T2 MRT Bildgebung ist moglicherweise nicht sensitiv genug,
um derartige Abhangigkeiten in einer zwischen 65 bis 96 Jahre alten und 25 STN umfassenden
Spendergruppe adaquat abzubilden. Die erhobenen MRT-Volumina komplettieren jedoch kurzlich
von einer anderen Gruppe erhobene Daten, welche, MRT-basiert, in einer grolReren Altersspanne

die Abnahme des STN-Volumens im Altersverlauf ermittelte.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass bei der Tiefen Hirnstimulation weitgehend
interindividuell konsistente STN-Volumina erwartet werden kénnen. Dies ist als Argument zu
werten, weshalb trotz der Verwendung einer indirekten Zielpunktbestimmung die Tiefe
Hirnstimulation in der Mehrzahl der Falle ein zufriedenstellendes klinisches Ergebnis liefert.
Weiterhin verdeutlicht die vorliegende Arbeit die Unterschatzung des STN-Volumens bei der
Verwendung eines 3T MRT T2-TSE Datensatzes. Der in dieser MRT-Wichtung nicht hinreichend
visualisierbare Teil des STN betrifft iberwiegend den als klinisch bedeutsam eingeschatzten
dorso-lateralen Teil des STN. Das bei der Elektrodenimplantation erwartbare STN-Volumen ist
umso geringer, je alter der Patient ist. Dies sollte bei der indirekten Planung Berucksichtigung

finden. Eine Untersuchung mit einer gréReren Probenanzahl gestaffelt nach verschiedenen
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Altersgruppen wird daher fur zukinftige Untersuchungen vorgeschlagen. Derartige Befunde
kdénnen helfen zu quantifizieren, in welchem Umfang ein zu erwartendes ,Standard-STN-Volumen*

nach dem Alter zu korrigieren ist, um das reale STN-Volumen mdglichst genau abzubilden.

Die Limitierungen dieser Arbeit bestehen in der eingeschrankten Fallzahl und der relativ geringen
Altersspanne der untersuchten Spender. Weiterhin kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
pharmakologische Behandlung der Spender zu Lebzeiten und die postmortalen Veranderungen
der Spendergewebe einen Einfluss auf die STN-Volumina haben. Zur Ermittlung des
Korrekturfaktors aufgrund der Schrumpfung des Gewebes im Rahmen der histologischen
Aufarbeitung wurden dem STN benachbarte Gewebsblocke verwendet. Es bleibt unklar, ob diese

Gewebe ein identisches Schrumpfungsverhalten wie die STN-Region zeigen.
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