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Einleitung

1.1 Epilepsien

Epilepsien sind haufige Erkrankungen des Nervensystems des Menschen. Weltweit sind 0,5% bis
1% aller Menschen von Epilepsien betroffen (Zielinski 1974; Hauser und Kurland, 1975). Etwa
5% aller Menschen erleiden einmal in ihrem Leben, in der Regel im Zusammenhang mit anderen
Erkrankungen, einen epileptischen Anfall (Sander und Shorvon 1987). Bei ca. 10% aller
Menschen besteht eine latente Krampfbereitschaft. Hauptsymptome epileptischer Anfélle sind
Funktionsstérungen des Organismus, die durch abnorme Aktivitdt des Gehirnes bedingt sind,
plotzlich auftreten und voribergehend sind (Speckmann et al., 1986).

Epileptische Anfélle kénnen sehr unterschiedliche Funktionen des Organismus erfassen. So kann
das motorische System betroffen sein, wobei dann oft Muskelzuckungen und Stiirze im
Vordergrund des Anfalls stehen. Die Funktionsstorungen kénnen aber auch in anderen Bereichen
des Gehirns auftreten, so dass sensorische, vegetative oder psychische Symptome den Anfall
ausmachen. In diesen Féllen &dussern sich epileptische Anfélle durch Gesichtsfeldausfélle,
Missempfindungen, Geruchswahrnehmungen, Schwindel, Hautrétungen oder affektive
Symptome (Niedermeyer 1990).

Die Unterdrtickung epileptischer Anfalle durch eine medikamenttse Therapie ist haufig nicht zu
erreichen. Bei 20% bis 30% aller Epilepsiekranken lassen sich die Anfélle nur unvollstandig
unterdriicken (Elger et al. 1988) und 15% bis 20 % aller Epilepsiekranken sprechen auf
antiepileptische Medikamente iberhaupt nicht an (Speckmann et al. 1986).

Epileptische Anfalle werden ausgeltst aufgrund exzessiver neuronaler Entladungen des Gehirns.
Eine allgemein vertretene Vorstellung stutzt sich auf die Annahme, dass epileptische Aktivitat
durch ein Ungleichgewicht zwischen Erregung und Hemmung zustande kommt. Nach dieser
Hypothese steigert eine vermehrte glutamatvermittelte synaptische Ubertragung bzw. gedampfte
y-Aminobuttersdure (GABA)-abhéngige synaptische Hemmung das Erregungsniveau und
schliesslich die Synchronisation neuronaler Aktivitat derart, dass epileptische Entladungen des
Neuronenverbandes entstehen. Zahlreiche experimentelle Untersuchungen unter Einsatz
verschiedener Epilepsiemodelle stiitzen diese Vermutung.

Epileptische Anfélle lassen sich im EEG charakteristischen Potentialmustern, wie spitzen Wellen



(spikes), steilen Wellen (sharp waves) sowie Spitze-Welle-Komplexen (spike-waves, polyspike-
waves) zuordnen. Diese epileptischen EEG-Potentiale entsprechen einem charakteristischen
Entladungsmuster der in das epileptische Geschehen einbezogenen Neurone. Ein gemeinsames
Merkmal epileptischer Anfalle ist eine plotzlich auftretende, synchrone Entladung von
Neuronengruppen des Gehirns. Die Entladung der Neurone beginnt mit einer steilen
Depolarisation, die von einer hochfrequenten Serie von Aktionspotentialen Uberlagert wird.
Daran schliesst sich eine lang anhaltende plateauférmige Verminderung des Membranpotentials
an. Beendet wird dieses Entladungsmuster mit einer steilen Repolarisation, an die sich héufig
eine Nachhyperpolarisation anschliesst. Diese Sequenz von Membranpotentialanderungen
wurden von Goldensohn und Purpura (1963) erstmals beschrieben und von Matsumoto und
Marsan (1964) als ”paroxysmal depolarisation shift” (PDS) bezeichnet. Diese PDS stellen das fiir

epileptische Aktivitat charakteristische Entladungsmuster einzelner Neurone dar.

1.2 Entstehung epileptischer Entladungen

Ausgehend von den oben skizzierten Befunden wurde folgende Erklarung zur Generierung
paroxysmaler Depolarisationen entwickelt (Speckmann et al. 1986). Wie aus dem einer
Originalregistierung zugeordnetem Flussdiagramm in Abbildung 1 zu entnehmen ist, liegt der
steilen Depolarisation der paroxysmalen Entladung ein Einwértsstrom von Kalziumionen
zugrunde, der potentialabhangig ist und durch exzitatorische postsynaptische Potentiale ausgeldst
wird. Dieser transmembrantse Kalziumionenfluss o6ffnet nichtselektive Kandle und induziert
einen unspezifischen Kationeneinstrom, der die Ausbildung der neuronalen Depolarisation noch
verstarkt. Uberlagert wird die Depolarisation durch hochfrequente, natriumgesteuerte
Aktionspotentiale, die jedoch mit fortschreitender Depolarisation an Amplitude abnehmen. Die
Ausbildung der darauffolgenden plateauférmigen Verminderung des Membranpotentials ist auf
die Gleichrichtercharakteristik des neuronalen Membranwiderstandes zuruckzufiihren. Das
Neuron befindet sich nun im Kathodenblock und kann keine Aktionspotentiale mehr generieren
(Gola 1974).

Die Repolarisation, die die paroxysmale Depolarisation beendet, wird durch spannungs- und
kalziumgesteuerte Kaliumionenauswaérts- und Chloridioneneinwértsstrome ausgeldst. Es lauft
somit eine Folge von Prozessen ab, bei denen ein Einstrom von Kalziumionen und eine Gruppe

kalziumabhangiger lonenstrome im Vordergrund stehen.



Aufgrund der zentralen Bedeutung der PDS als charakteristisches Merkmal epileptischer Anfalle
sind die Mechanismen, die der PDS zugrunde liegen, intensiv untersucht worden (Prince, 1981;
Ayala 1983; Speckmann 1986). Dabei wurden zwei Hypothesen zur Entstehung der PDS
entwickelt. Nach der ersten Hypothese entstehen die PDS aufgrund von Anderungen der
Membraneigenschaften der einzelnen Neurone. Nach der zweiten Hypothese stellen die PDS
vergrosserte exzitatorische postsynaptische Potentiale (EPSP) dar. So geht unter anderem in
Neuronen der Hirnrinde hdufig einer PDS ein EPSP voraus. Fir die erste Hypothese spricht vor
allem, dass PDS vereinzelt, aber auch ohne vorangehendes EPSP auftreten (Ayala 1983) und,
dass PDS auch in Neuronen entstehen konnen, die keinen synaptischen Kontakt zu anderen
Nervenzellen besitzen (Speckmann und Caspers 1973). Fur die zweite Hypothese spricht, dass
PDS in der Hirnrinde von S&ugetieren durch Reizung erregender Fasern auslésbar sind, dass bei
einer Hemmung der EPSP die PDS verschwinden und, dass die PDS ebenso wie die EPSP in
ihrer Amplitude verandert und in ihrer Polaritdt umgekehrt werden kénnen. Es ist zu vermuten,
dass bei der Ausbildung epileptischer Anfédlle beide Mechanismen zur Entstehung der PDS
zusammenwirken. Die aufgefiihrten Befunde unterstiitzen die Bedeutung der synaptischen
Prozesse bei der Entstehung epileptischer Aktivitat (Schwartzkroin und Prince 1976). Die enge
zeitliche Kopplung zwischen EPSP und PDS und das Ausfallen der PDS bei Unterdriickung der
EPSP gibt den Mechanismen, die die Grosse der EPSP bestimmen, eine entscheidende
Bedeutung bei der Entstehung epileptischer Aktivitat (Speckmann et al. 1988).
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Abbildung 1: Hypothese zur Entstehung epileptischer Depolarisationen in Neuronen:

Oberer Bildteil: Original-Registrierung; Pyramidenzelle, motorischer Kortex, Katze.

MP = Membranpotential.

Unterer Bildteil: Flussdiagramm zur Erklarung der Elementarmechanismen, die der neuronalen
Depolarisation zugrunde liegen. Depolarisation (1): Durch einen Einstrom von Kalziumionen (I
Ca“") wird ein unspezifischer Kationeneinwartsstrom (1 U*) ausgeldst. Re- und Hyperpolarisation
(2): Intrazelluldre Kalziumionen l6sen einen Ca**-abhangigen Kalium- und Chloridionenstrom
aus (1 " e’y 1 er (ca™h)- (Entnommen aus Speckmann und Walden 1993)

1.3 Ausbreitung epileptischer Entladungen

Glutamat ist an der Entstehung und Ausbreitung von epileptischer Aktivitadt entscheidend
beteiligt (Hwa et al. 1991; McNamara 1992; Meldrum 1992). Die Ausbreitung der PDS innerhalb
des Neuronenverbandes ist hauptsachlich auf exzitatorische synaptische Transmission zwischen
Nervenzellen zurickzufiihren (Heinemann et al. 1991; Speckmann 1986). Die durch den
Neurotransmitter Glutamat gesteuerten Rezeptorkanéle fasst man heute in einer Familie von
genetisch und strukturell verwandten lonenkandlen zusammen. Sie lassen sich aufgrund
pharmakologischer Eigenschaften und molekularbiologischer Untersuchungen im wesentlichen in
4 Subtypen unterteilen, die durch die Agonisten N-Methyl-D-Aspartat (NMDA), Kainat (KA), n-
Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolpropionat (AMPA) und Quisqualat (QUIS) aktiviert



werden (Henneberry 1992; Sommer und Seeburg 1992). Der Neurotransmitter Glutamat bindet
dabei an spezifische Transmembranproteinkomplexe, die die Eigenschaften von Rezeptoren und
lonophoren besitzen. Dabei erkennt er spezifische Ligandenbindungsstellen am Rezeptor. Nach
Bindung des Liganden tritt eine Konformationsédnderung des Transmembranproteins ein, so dass
die lonophore den selektiven Durchtritt von Natrium- und Kaliumionen erlaubt.

Fur die schnelle synaptische Ubertragung der bioelektrischen Signale sind hauptsachlich AMPA
und Kainat aktivierte Glutamat-Rezeptorkanale verantwortlich (Jonas 1993; Randle et al. 1988).
Durch Applikation der Agonisten Kainat und AMPA l&sst sich epileptische Aktivitat im
Nervensystem auslosen und diese wiederum durch den Einsatz selektiver Antagonisten (z.B.
CNQX fir die Kainat- und AMPA-Rezeptorkandle) unterdriicken (Lee und Hablitz 1991; Maggio
et al. 1990; Segal 1991; Simpson et al. 1991).

Die Leitfahigkeit der langsameren NMDA-Rezeptorkanédle wird sowohl durch Bindung des
Agonisten als auch durch das aktuelle Membranpotential beeinflusst. Beim
Ruhemembranpotential der Zelle ist der NMDA-Rezeptorkanal nicht vollstandig durchgangig, da
Magnesiumionen eine spannungsabhéngige Blockierung des Membrankanals bewirken (Nowak
et al. 1984). Die Depolarisierung der Membran hebt die Magnesiumblockade auf und der
Rezeptorkanal wird mit Bindung des Agonisten fiir Natrium-, Kalium- und fiir Kalziumionen
permeabel. Tierexperimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dass mit fortschreitender Exitation
die Ubertragung an den Synapsen durch die potentialabhingige Aktivierung noch zusitzlich
verstarkt wird (Meldrum 1992; Rogawski 1992; Wilson et al. 1998).

In einigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass auch der metabotrope QUIS-
Rezeptorkanal (mGIuR) an der Genese epileptischer Aktivitat beteiligt sein kann (Saccan und
Schoepp 1992; Schoepp und Conn 1993). Die QUIS-Rezeptoren unterscheiden sich von den
anderen Subtypen der Glutamat- Rezeptorkandle dadurch, dass durch Bindung des Agonisten
QUIS keine direkte Erregungssteigerung eines lonenkanals erfolgt. Es erfolgt hier eine indirekte
Erregungssteigerung, die Uber intrazelluldre Reaktionskaskaden vermittelt wird. Sie bendtigen
somit den Stoffwechsel der Zellen und man spricht daher von metabotroper Modulation von
lonenkanalen (Houamed et al. 1991; Masu et al. 1991; Schoepp und Conn 1993).
Charakteristisch fir die Signalubertragung ber metabotrope Rezeptoren ist eine langere Dauer
der synaptischen Prozesse. Darin liegt ihre besondere Bedeutung fiir plastische Veranderungen
synaptischer Eigenschaften (Baskys 1992; Schoepp und Conn 1993). Auch hemmende Synapsen
spielen bei der Ausbreitung und vor allem bei der schon oben erwéhnten Synchronisation eine



wesentliche Rolle. So lasst sich die durch GABA ausgeldste synaptische Hemmung durch eine
Blockade des GABAAa-Rezeptors mit z.B. Bicucullin unterdriicken. Durch disinhibitorisch
wirksame Substanzen konnen epileptische Aktivitaten ausgelost (Kohling et al. 2003), oder
vorhandene epileptische Aktivitat verstarkt werden (Kohling et al. 2003; Koch et al. 2005).

Die pharmakologischen Eigenschaften und der molekulare Aufbau der oben erwahnten
lonenkandle sind unter anderem im Hippokampus und intensiv im Neokortex der Ratte
untersucht worden und zeigen eine prinzipielle Ubereinstimmung in ihrer Funktionsweise mit den
entsprechenden Rezeptorkandlen aus menschlichen Nervenzellen (Avoli und Olivier 1989;
Puckett et al. 1991).

1.4 Stand der Forschung

1.4.1 Tierexperimentelle Unter suchungen

Aus ethischen Grinden lassen sich Untersuchungen nur begrenzt am Menschen durchfiihren,
daher mussen Untersuchungen an Versuchstieren vorgenommen werden. Zur Erforschung
neurophysiologischer Grundlagen der Epileptogenese und um bessere Therapiestrategien
entwickeln zu konnen, wurden Epilepsiemodelle entwickelt, die - wenn auch nicht genau den
Erscheinungsformen der menschlichen Epilepsie entsprechend - den beim Menschen auftretenden
Epilepsien vergleichbar sind. Die Analyse der neuronalen Abldufe, die wahrend einer an in vitro
oder in vivo Préparaten induzierten Epilepsie auftreten, helfen, die Entstehung epileptischer
Aktivitat beim Menschen nachzuvollziehen. Es besteht dabei die Frage, ob die Ablaufe, die zur
Ausbildung von PDS fiihren, primar synaptisch oder nichtsynaptisch ausgeldst werden.

Als in vitro-Epilepsiemodelle werden haufig Dinnschnitte des Gehirns, insbesondere des
Hippokampus und des Neokortex von Mausen, Ratten, Hamstern und Meerschweinchen, sowie
neuronale Zellkulturen herangezogen, die unterschiedlichen epileptogenen Manipulationen
ausgesetzt werden. In vivo lassen sich epileptische Anfélle sowohl partiell als auch generalisiert
auslosen (Purpura et al. 1972). Partialanfélle konnen durch die topische Applikation von Metallen
auf die Hirnoberflache, durch eine Erzeugung von Gefrierlasionen im Kortex, durch eine
begrenzte elektrische Reizung und durch die lokale Anwendung von Wirkstoffen auf die
Kortexoberflache hervorgerufen werden. Generalisierte Anfalle lassen sich durch eine elektrische
Reizung des gesamten Gehirnes, durch Verénderungen des lonenmilieus und durch die



systemische Applikation epileptogener Substanzen auslésen (Speckmann, 1986).
Tierexperimentelle Arbeiten zeigten, dass die erregenden synaptischen Prozesse, hervorgerufen
durch die Aktivitat von Glutamat-Rezeptoren, bei der Entstehung epileptischer Aktivitat eine
Schlisselrolle spielen. Bei wiederholt eintretender epileptischer Aktivitét treten im betroffenen
Hirngewebe deutliche Veranderungen in der Menge, der Verteilung und der Funktion von
Glutamat-Rezeptoren auf. So konnte nachgewiesen werden, dass der Rezeptorbesatz und die
Genexpression fur bestimmte AMPA-Rezeptoren verstarkt wird. Andererseits wurde in einem
anderen Tiermodell eine Abnahme von mRNA fir AMPA-Rezeptoren beobachtet (Lason et al.
1997). Molekularbiologische Untersuchungen zeigten dabei, dass die Funktion dieser Rezeptoren
durch die Zusammensetzung ihrer verschiedenen Untereinheiten sowie durch verschiedene
”splice”-Varianten bestimmt wird.

Bei den NMDA-Rezeptoren konnte in chronisch-epileptischen Tieren sowohl eine veranderte
Verteilung gefunden werden (Yeh et al. 1989), als auch eine Anderung in der Expression
bestimmter splice-Varianten (Vezzani et al. 1995). Neben den beschrieben quantitativen
Verénderungen lassen sich auch funktionelle VVerdnderungen nachweisen. An den Nervenzellen
chronisch-epileptischer Tiere war die spannungsabhéngige Blockade des NMDA-Rezeptors
vermindert (Kuhr et al. 1993). Auf funktionelle Veradnderungen des NMDA Rezeptors bei
epileptischer Aktivitdt deuten weiterhin Befunde, wonach Antagonisten dieses Rezeptors in
chronisch epileptischen Tieren eine schwachere antiepileptische Wirksamkeit aufweisen als in
gesunden Tieren (Dziki et al. 1992; Léscher und Honack 1991).

Die meisten Untersuchungen an den Epilepsie-Modellen stellten jedoch fest, dass die
quantitativen und funktionellen Veranderungen nur transient auftraten und hdufig 72 Stunden
nach der zuletzt ausgelosten epileptischen Aktivitat auf Normalwerte zurtickgingen (Kamphuis et
al. 1995; Prince et al. 1995; Vezzani et al. 1995). Diese transienten Veranderungen scheinen
daher eher flr den Prozess der Entstehung, aber nicht fir die Chronifizierung von epileptischer
Aktivitat von Bedeutung zu sein.

Insgesamt lassen die genannten tierexperimentellen Untersuchungen darauf schliessen, dass bei
epileptischer Aktivitdt Veranderungen exzitatorischer Prozesse stattfinden, die Uber eine
verstarkte erregende synaptische Ubertragung ihrerseits die Entstehung epileptischer Aktivitat
begiinstigen. Eine Ubertragung der tierexperimentell erhobenen Befunde auf den Menschen ist
jedoch nicht ohne weiteres mdglich. So finden sich bei vergleichenden Untersuchungen an
verschiedenen Spezies Unterschiede z.B. in der Verteilung von mRNA fir AMPA-Rezeptoren im



Zentralnervensystem (Eastwood et al. 1994; Musshoff et al. 1998), die gegebenenfalls auch eine

speziesabhéngig unterschiedliche Rolle der Rezeptorsymptome bedingen.

1.4.2 Unter suchungen am Menschen

Epilepsiechirurgische Eingriffe eroffnen die Moglichkeit, die Pathogenese von Epilepsien am
chronisch epileptischen menschlichen Hirngewebe zu analysieren. Elektrophysiologische
Untersuchungen an menschlichem Hirngewebe in vitro werden seit 1992 durchgefiihrt. Hierbei
werden als Untersuchungsmethoden Feld- und Membranpotentialableitungen,
Multikanalregistriersysteme, ”Current-source-density”- Analysen, »Patch-clamp*-
Untersuchungen, Analysen mit ionensensitiven Elektroden, optische Registrierungstechniken mit
spannungssensitiven Farbstoffen und auch rezeptorautoradiographische und
molekularbiologische Ansatze verwendet. Dieses menschliche Hirngewebe entstammt
Resektaten, die im Rahmen tumorchirurgischer bzw. epilepsiechirurgischer Eingriffe entfernt
werden missen. Die operative Therapie bietet Patienten mit einer medikamentds
therapierfraktdren Epilesie eine wesentliche Chance, Anfallsreduktion oder gar Anfallsfreiheit zu
erreichen. Die Konstruktion einer speziellen Gewebekammer ermdglicht dabei den Transport der
Resektate vom Operationssaal an den Messplatz (Kohling et al. 1996). Die menschlichen
Préparate generieren nach Behandlung mit epileptogenen Substanzen oder nach gezielten
Anderungen des ionalen Mikromilieus Entladungsmuster, die fiir epileptische Aktivitat
charakteristisch sind.

Erste Untersuchungen zur Funktion glutamaterger synaptischer Prozesse in menschlichem
epileptischem Gewebe deuten darauf hin, dass Stérungen dieses Systems fur die Epileptogenese
beim Menschen mitverantwortlich sind. Dabei bezieht sich die Mehrzahl der Beobachtungen auf
hippokampales Gewebe. So finden sich in einem grossen Anteil von Kornerzellen aus
Hippokampusgewebe exzitatorische postsynaptische Potentiale (EPSP), die gegeniiber den EPSP
der restlichen Zellen auffallend verlangert sind (Isokawa et al. 1991). Diese werden offenbar tber
NMDA-Rezeptoren vermittelt (Isokawa et al. 1991, Urban et al. 1990). Entsprechend kénnen in
den Kornerzellen auch NMDA-vermittelte transmembrandse Strome ausgelost werden, deren
Amplituden und Dauer erheblich variieren, wahrend AMPA-vermittelte Strome in allen Zellen
gleichformig ausgebildet sind (Isokawa et al. 1997). Solcherart verlangerte EPSP wirken sich auf
die Aktivitat der gesamten Neuronenpopulation aus, so dass bei repetitiver Stimulation afferenter



Bahnen wachsende Feldpotentialantworten zu beobachten sind (Isokawa und Fried 1996).

Untersuchungen an neokortikalem menschlichem epileptischem Gewebe sind bisher kaum
durchgefuhrt worden und liefern uneinheitliche Befunde. So kommt es bei lokaler Applikation
von NMDA in allen Hirnschichten zu Abnahmen der extrazellularen Ca®* -Konzentration,
wahrend dies in nicht-epileptischem Gewebe, z.B. bei Proben aus Tumoroperationen, nur in den

oberen Hirnschichten zu beobachten ist (Louvel et al. 1992; Licke et al. 1995).

In menschlichen neokortikalen Schnittpraparaten aus epilepsiechirurgischen
Temporallappenresektionen werden regelmassig spontane steile Feldpotentiale beobachtet, die in
Préparaten aus tumorchirurgischen Eingriffen oder bei Tierexperimenten nicht auftreten und als
Zeichen der Ubererregung und erhéhten Synchronisationsneigung gedeutet werden (Abb.2). An
ihrer Entstehung sind vor allem nicht-NMDA-Rezeptoren beteiligt (Kohling et al. 1998).
Dementsprechend ist in neokortikalen epilepsiechirurgischen Resektaten eine erhéhte Dichte von
AMPA-Rezeptoren zu beobachten.

Die steilen Potentiale sind seltener tber die gesamte Ausdehnung der Préparate aber haufiger in
kleinen ”Foci” von ca. 200 pm Durchmesser zu registrieren. Bei Applikation von Antagonisten
hemmender Synapsen wurde festgestellt, dass die Entstehung epileptischer Aktivitat nicht
ausschliesslich auf eine Unterdriickung der Hemmung zurickzufiihren ist (Koéhling et al. 1998).
An der Entstehung dieser epileptiformen Aktivitdt sind sowohl inhibitorische (GABAa-
Rezeptoren) wie exzitatorische Transmittersysteme (AMPA/Kainat-Rezeptoren) beteiligt
(Kohling et al. 1998). Current-Source-Density-Analysen und rezeptorautoradiographische
Analysen weisen darauf hin, dass vor allem supragranuldre Schichten des Kortex fur die
Generierung der spontanen steilen Potentiale verantwortlich sind (Kohling et al. 1999, Kéhling et
al. 2000). Bei molekularbiologischen Untersuchungen von Glutamat-Rezeptoren in
epilepsiechirurgischen Resektaten konnten ionotrope Glutamat-Rezeptoren in signifikant erhohter
Anzahl nachgewiesen werden (McDonald et al. 1991; Urban et al. 1990), wahrend keine
Verénderungen hinsichtlich der NMDA, Kainat und GABAAa-Rezeptoren auftraten. Dagegen
zeigte sich im Hippokampus bzw. Temporallappen bei pharmakoresistenten Epilepsie-Patienten
eine Abnahme von AMPA-Rezeptoren (DeFelipe et al. 1994; Grigorenko et al. 1997). Auch die
posttranskriptionelle Veranderung von mRNA fir Untereinheiten der AMPA- und Kainat-
Rezeptoren ist in epileptischen Resektaten deutlich veréndert gegeniiber autoptischen Kontrollen
(Musshoff et al. 1998).
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Im tumorchirurgisch gewonnenen menschlichen Gewebe sind durch lokale Applikation
entsprechender Agonisten sowohl NMDA- als auch AMPA-Rezeptoren aktivierbar (Lucke et al.
1995). Die hierbei ausgeltsten Reaktionen entsprechen den im Tierexperiment beobachteten, so
dass sich auch unter diesem Gesichtspunkt tumorchirurgische Resektate als Vergleichsmassstab
einsetzen lassen. In experimentellen Epilepsiemodellen (Mg?*-Entzug, Applikation von
Bicucullin) lasst sich auch in primér nicht-epileptischem menschlichen Hirnschnittpraparaten
epileptiforme  Aktivitat auslosen.  Allerdings entstehen unter diesen Bedingungen
Aktivitatsmuster, die iktualen Ereignissen entsprechen (Kohling et al. 1998). In den (brigen
Schnitten treten in der Mehrzahl der Félle lediglich interiktuale Aktivitatsmuster auf.

Zusammenfassend finden sich bei Untersuchungen an menschlichem epileptischem Hirngewebe
Hinweise auf Verdnderungen glutamat-gesteuerter Prozesse. Diese sind jedoch zum Teil
widersprichlich oder unvollstandig und erlauben daher noch keine schliissige Interpretation. Es
erscheint daher notwendig, die funktionellen Eigenschaften von Glutamat-Rezeptoren im

chronisch-epileptischen Hirngewebe des Menschen eingehender zu untersuchen.
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Abbildung 2: Spontane Entladungen:

Oberer Bildteil: Originalableitung spontener Feldpotentiale im menschlichen epileptischen
supragranuldren Neokortex.

Unterer Bildteil: Simultane intrazellulare Membranpotentialableitung eines Neurons im selben
Hirnareal. (Abstand von Feldpotentialelektrode: 300 pum)

1.5 Zielsetzung

Bei der Entstehung epileptischer Aktivitat im Hirngewebe kommt den synaptischen Prozessen
eine Schlusselrolle zu. Es wird angenommen, dass ein Ungleichgewicht zwischen Hemmung und
Erregung zur epileptischen Aktivitat fuhren kann (s.0.). In Untersuchungen an verschiedenen
tierexperimentellen Modellepilepsien konnte gezeigt werden, dass durch Glutamat-Rezeptoren
vermittelte erregende synaptische Prozesse bei epileptischer Aktivitdt veréndert sind. Die
zugrunde liegenden Mechanismen sowie ihre Bedeutung fur die Entstehung chronisch-
epileptischer Aktivitét sind jedoch noch weitgehend unbekannt.
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Ziel der experimentellen Epilepsieforschung ist es, die Mechanismen der Entstehung und
Ausbreitung epileptischer Aktivitdt im Gehirn zu verstehen, um so letztendlich neue
Therapieanséatze entwickeln zu konnen. Die wissenschaftlichen Erkenntnisse auf diesem
Forschungsgebiet wurden Uberwiegend im Rahmen tierexperimenteller Untersuchungen
gewonnen, bei denen epileptische Aktivitaten kinstlich, z.B. durch Gabe epileptogener
Substanzen oder durch elektrische Reizung ausgelost wurden. Diese tierexperimentellen
Untersuchungen haben wesentlich zum Verstandnis der Pathogenese epileptiformer Aktivitat im
Nervengewebe beigetragen. Jedoch sind Untersuchungen an neokortikalem menschlichem
epileptischem Gewebe bisher kaum durchgefiihrt worden und sie liefern uneinheitliche Befunde.
Spezielles Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, ob eine aberrante Funktion von Glutamat-
Rezeptoren zur Ubererregbarkeit im chronisch-epileptischen Hirnrindengewebe beitragt. Dazu
werden extrazelluldr und intrazellulér elektrophysiologische Untersuchungen an menschlichem
Hirngewebe durchgefiihrt, das bei epilepsiechirurgischen Eingriffen gewonnen wird, um das
neuronale Erregungsniveau, die Aktivitdt der Glutamat-Rezeptoren und die neuronalen
Ubertragungsmoglichkeiten in-vitro zu untersuchen.

Als Kontrollgewebe werden akute neokortikale Gewebeschnitte der Ratte und tumorchirurgisches
Hirngewebe aus homologen Arealen verwandt. Epileptische Aktivitdt wird hierbei durch
Erhéhung des K*-Anteils und durch Zugabe von Bicucullin ausgelost. Im Besonderen werden
folgende Fragestellungen bearbeitet:

1. Funktionelle Eigenschaften des Gewebeverbandes:

Unterscheiden sich evozierte, synaptisch vermittelte Potentiale von chronisch-epileptischem
menschlichem Gewebe von jenen im normalen Gewebe? Welche Transmittersysteme sind
beteiligt? Treten Unterschiede der synaptischen Mechanismen unter Verschiebungen des ionalen
Milieus hervor, die epileptogenen Bedingungen &hneln?

2. Funktionelle Eigenschaften einzelner Neuronen:

Unterscheiden sich die intrinsischen neuronalen Entladungseigenschaften? Kommt es bei
chronischer Epilepsie zu Verdnderungen der synaptischen Prozesse auf zellularer Ebene?

3. Kurzzeitplastizitat:

Sind Phédnomene der Kurzzeitplastizitat auf der Ebene des Gewebeverbandes bei chronischer
Epilepsie verdndert? Tragen hierzu epileptogene Veranderungen des extrazelluldren

Mikromilieus bei?
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Material und Methoden

2.1 Versuchsgewebe

2.1.1 Menschliches Hirngewebe

In der vorliegenden Arbeit werden Untersuchungen an menschlichem Hirngewebe beschrieben,
das im Rahmen epilepsie- und tumorchirurgischer Eingriffe gewonnen wurde. Die
Epilepsieformen der Patienten liessen sich klinisch-neuropathologischen Kriterien folgend in
Temporallappen-Syndrome und extratemporale Syndrome einteilen. Der Anteil der
epilepsiechirurgisch behandelten Patienten mit Temporallappen-Syndromen betrug generell 60%-
70%. Die epileptische Aktivitadt kann dabei ihren Ursprung im mesiotemporalen Hippokampus,
Archie- und Neokortex oder im laterotemporalen Neokortex haben.

Das erhaltene menschliche Gewebe bestand aus einem kleinem Gewebeblock, der zur Behand-
lung von pharmakoresistenter fokaler Epilepsie, im Rahmen einer partiellen Temporallappen-
Resektion entfernt wurde (n=51 Patienten). In jeweils einem Fall wurde eine partielle okzipitale
oder frontale Lobektomie durchgefihrt. Samtliches in dieser Studie eingesetztes Temporallap-
pengewebe stammte vom vorderen Teil des Gyrus temporalis inferior. Die 25 weiblichen und 27
méannlichen Patienten im Alter von 2 bis 54 Jahren (Mittelwert 31,1 +/- 2,5 Jahre) wurden mit
einer Reihe antiepileptischer Substanzen behandelt, wobei hauptsdchlich Carbamazepin,
Phenytoin, Valproat, Lamatrogin und seltener Vigabatrin, Gabapentin, Levetiracetam verabreicht
wurden. In vielen Féllen offenbarte die histopathologische Analyse einen leichten Grad von
Gliose (n=19) und /oder Astrocytose (n=23). In drei Féllen wurde eine strukturelle Schadigung
(Gangiogliom) diagnostiziert und in vier Fallen wurden fokal-dysplastische Verénderungen
vorgefunden. Keinerlei pathologische Veranderungen traten nur in einem Fall zu Tage. Eine
Ammonshornsklerose lag in 11 Fallen vor.

Die neurochirurgischen Operationen wurden am Epilepsiezentrum Bethel/Bielefeld (Direktor:
Prof. Dr. P. Wolf) in Zusammenarbeit mit der Klinik fir Neurochirurgie der Krankenanstalten
Gilead Bethel/Bielefeld (Direktor: Prof. Dr. F. Oppel) bzw. der Klinik Mara (Leiter Dr. H.-W.
Pannek) durchgefiihrt.
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Fur die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden bereits im Operationssaal diinne
Gewebeschnitte angefertigt, die die direkte Versorgung der Zellen mit Sauerstoff und
Nahrstoffen durch Diffusion erlaubten. Die Methoden fiir die Schnittpréparation, Transport- und
Instandhaltung sind von Koéhling et al. (1998) detailliert beschrieben worden: Aus dem Resektat
wurde ein anndhernd ein Kubikzentimeter grosser Gewebeblock enthommen und das so
gewonnene Gewebe nach seiner Entnahme in eine eisgekihlte Nahrlésung gelegt. Koronale 500
pm dicke Schnitte wurden senkrecht zur pialen Oberflache in eisgekuhltem kiinstlichem Liquor
(aCSF) hergestellt. Diese Schnitte wurden in eine tragbare Inkubationskammer (Koéhling et al
1996) in kinstlichem Liquor bei 28° C und einem pH von 7,4 verbracht. Die Ubrigen Teile des
Resektats ~ wurden  zur  neuropathologischen  Untersuchung  herangezogen.  Die
Inkubationsbedingungen entsprachen denen der Rattenpraparate (s.u.).

Die Verwendung der Gewebeschnitte wurde von der ortlichen Ethikkommission genehmigt. Die
Patienten wurden Uber den Einsatz des unabdingbar zu entnehmenden Gewebes in
experimentellen Untersuchungen ausfihrlich aufgeklart. Eine schriftliche

Einverstandniserkl&rung lag in allen Fallen vor.

2.1.2 Versuchstiere und Prapar ationstechnik

Da gesundes betroffenes humanes Gewebe nicht verfligbar war, wurden fiir Kontrollexperimente
500 um dicke koronale neokortitkale Schnitte, die laterale temporale Areale erwachsener Ratten
(n= 67 von 40 Tieren) beinhalten, benutzt. Zu diesem Zweck wurden ménnliche Wistar-Ratten
(ca. 250 bis 350 g) durch eine intraperitoneale Injektion von 0,3 ml einer 5%-igen Methohexital-
Natrium Losung (Lilly) oder durch Atherexposition narkotisiert. Unter der Narkose wurde der
Schédel abgetrennt und das Gehirn entnommen. Danach wurde das Gehirn in eiskaltem kunstli-
chem Liquor geschnitten. Die Behandlung der menschlichen Schnitte und der Rattenschnitte war
in den folgenden Arbeitsschritten identisch. Das Gehirn wurde in eisgekuhlte, mit Carbogen (5%
CO; in 95% O,) begasten kinstlichem Liquor (aCSF; Zusammensetzung: 124 mM NaCl; 4 mM
KCI; 1,24 mM NaH,POg4; 1,3 mM MgSQO,; 26 mM NaHCO3; 10 mM CgH1,06; 1 mM CacCly),
gegeben. Mit Hilfe eines Mc-llwain-Tissue-Choppers oder eines Vibratoms (TSE) wurden fronta-
le Schnitte mit einer Dicke von 500 pm hergestellt. Dann folgte eine Prédinkubation der Schnitt-
praparate fiir mindestens eine Stunde bei 29° C in mit Carbogen begastem aCSF. Nach 30 Minu-
ten erfolgte eine Anhebung der Kalziumionenkonzentration dieser Lésung von 1 mM auf 2 mM.
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Im Anschluss daran konnten die Schnitte mit einer Kunststoffsaugpipette in die so genannte
»Interface“-Ableitkammer (Abb. 3) Uberfuhrt werden. In der ,,Interface*-Kammer lag die Tempe-
ratur bei 34° C; der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt. Die aCSF-Flussrate wurde auf 1,5 ml/min
justiert.

Fur die tierexperimentellen Untersuchungen lag eine Genehmigung des Regierungsprasidenten
Munster vor.

In manchen Experimenten wurde die Konzentration von CaCl, auf 1 mM und auf 0,5 mM verrin-
gert (bei equimolarer Substitution von Mg**) oder die KCI-Konzentration wurde auf 8 mM ange-
hoben, um epiletogene Bedingungen zu imitieren, da hierbei vergleichbare Veranderungen der
Ca’- und K'-Konzentrationen vorkommen, (Lux et al. 1986, Lux, Heinemann 2000). Hierbei
wurden die Effekte sowohl auf intrinsische Entladung der Neurone als auch auf synaptische

Antworten getestet.
2.2 Erfassung bioelektrischer Aktivitat
2.2.1 Versuchskammer

Zum Versuch wurde der Schnitt aus dem Prdinkubationsbad in eine so genannte ,,Interface*-
Kammer gebracht. Dort befand er sich an der Grenzflache zwischen fllssiger und gasformiger
Phase und wurde mit Badlosung umsplilt (Durchflussgeschwindigkeit 1,5 ml/min). Direkt an der
Kammer konnte mit Dreiwegeh&hnen simultan die Badlésung und die Badbegasung reguliert
werden. Die Versuchslésungen gelangten tber Teflonschlduche aus den Vorratsgeféssen in die
Kammer. Kontinuierliche Begasung der Versuchslosungen mit Carbogen (95% O, + 5% CO,)
gewahrleistete einen pH-Wert der Losung von 7,35 — 7,5, welcher durchgehend kontrolliert
wurde. Die Badtemperatur wurde mit Hilfe eines Temperaturfuhlers im Bad gemessen und auf
34 ° C eingestellt.
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Abbildung 3: Versuchsanordnung zur Messung der bioelektrischen Aktivitdt in einem
Hirnschnittpraparat: Hirnschnitt mit Elektroden zur Reizung (Reiz) und zur Messung der
Feldpotentiale (FP). Uber Zuldufe werden die Versuchslésung und Carbogen (95% O; + 5%
CO,) eingeleitet (entnommen aus Straub 1992).

2.2.2 Feldpotentialableitungen

Zur Registrierung von Feldpotentialen wurde eine Mikroelektrode mit Hilfe eines
Elektrodenziehgerédtes aus Filamentborosilikatglas der Firma Hilgenberg (Aussendurchmesser:
1,5 mm, Innendurchmesser: 0,87 mm) hergestellt. Die Elektrodenspitze wurde so weit zuriick
gebrochen, dass die Elektrode einen Widerstand von ca. 0,5-1 MOhm besass. Die Elektrode
wurde mit Badlosung gefillt und war (ber eine 2 molare KCI-Briicke an einem konventionellen
Feldpotentialverstarker angeschlossen. Mit Hilfe eines Mikromanipulators wurden zwei
Elektroden jeweils in der infra- und supragranuléren Schicht des Kortexpraparates platziert.

Als Referenzelektrode diente ein in die Kammer eingebauter, mit 2 molarer KCI gefullter
Kunststoffschlauch mit einer Keramikfritte, der Uber diese Kontakt zur Badl6sung hatte.
Zusétzlich befand sich ein chlorierter Silberdraht zur Erdung im Bad. Uber einen
Feldpotentialverstarker wurden AC-Registrierungen (Wechselspannungs-Registrierungen mit
einer oberen Grenzfrequenz des Verstarkers von 1000 Hz und einer unteren Grenzfrequenz von
0,016 Hz) abgeleitet. Das AC-Signal wurde mittels eines Tintenschreibers (obere Grenzfrequenz

2 Hz) aufgezeichnet und durch einen digitalen Oszillographen (obere Grenzfrequenz 20 kHz)
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abgespeichert.

Die Stimulierung der Neurone erfolgte durch Reizung der weissen Substanz und der pialen
Oberflache mit einer bipolaren Platinelektrode. Der Reiz war biphasisch und wurde zu
Versuchsbeginn so eingestellt, dass eine maximale Amplitude der Summenaktionspotentiale

daraus resultierte. Stimuliert wurde mit einer Repetitionsrate von 1 Reiz/10 s.

2.2.3 Membranpotentialableitungen

Membranpotentiale wurden unter Verwendung von Mikroelektroden aus Filamentborosilikatglas
von Neuronen des Kortex-Schnittpraparats intrazellulér abgeleitet. Hierbei wurden Kapillaren mit
einem Aussendurchmesser von 1,5 mm und einem Innendurchmesser von 0,87 mm zu
Mikroelektroden ausgezogen, die einen Spitzendurchmesser von weniger als 1 um aufwiesen.
Die Mikroelektroden wurden mit einer 2 molaren Kaliummethylsulfatlosung (Biomedicals)
gefillt und hatten einen Widerstand von 50-70 MOhm. Die Platzierung der Mikroelektrode im
Gewebeschnitt und der Vorschub der Elektrode erfolgten mit Hilfe eines Mikromanipulators. Die
elektrische Ankopplung der Mikroelektrode an die Messgerate erfolgte tber einen chlorierten
Silberdraht. Als Referenzelektrode diente ein Silberdraht zur Erdung im Bad. Die Registrierung
des Membranpotentials erfolgte (ber einen konventionellen Verstarker (SEC 10, npi, untere
Grenzfrequenz: 0 Hz, obere Grenzfrequenz: 20 KkHz). Mit Hilfe einer im
Mikroelektrodenverstarker eingebauten Briickenschaltung konnten intrazellulére
Strominjektionen vorgenommen werden. Die bioelektrischen Signale wurden mit ,,Signal“

(Cambridge Electronic Design Ltd.) aufgezeichnet.

2.3 Bestimmung des Erregungsniveaus und elektrophysiologische Unter suchungen

In ca. 60% der Uberlebenden menschlichen Hirnschnitte aus epilepsiechirurgischen Eingriffen
traten spontan steile Feldpotentiale auf, die auf ein erh6htes Erregungsniveau deuteten und durch
glutamaterge synaptische Transmission vermittelt wurden. Zur elektrophysiologischen
Charakterisierung wurden die menschlichen Schnittpraparate mit Feldpotentialelektroden
abgetastet, um zu bestimmen, welche kortikalen Schichten an der Generierung spontaner
Erregung beteiligt waren.

Im weiteren Verlauf wurden Uber Reizelektroden, die zum einen in der weissen Substanz und
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zum anderen an der pialen Oberflache platziert waren, erst Einzelreize appliziert und dann mit
doppelter und flnffacher Stromstédrke der Reizschwelle, sowie mit Doppelreizen bei
Reizintervallen von 20 ms, 30 ms, 50 ms und 100 ms gereizt. Als Reizschwelle wurde die
Stromstarke festgelegt, bei der gerade eine neuronale Antwort oberhalb des Rauschens sichtbar
wurde.

Die Differenzierung der beteiligten exzitatorischen Synapsen an den durch Stimulation ausgelds-
ten Potentialen erfolgte durch Superfusion von Antagonisten von NMDA und nicht- NMDA-
Rezeptoren. Die zur pharmakologischen Identifizierung synaptischer Aktivitat verwendeten
Substanzen wurden in aCSF aufgelést und dem Medium zugesetzt. Die angewandten Substanzen
waren die NMDA (N-methyl-D-aspartat)- und AMPA (+/--amino-3-hydroxy-5-methyllisoxazol-
4-proprionat)/Kainat Rezeptor-Antagonisten DL-2-amino-5-phosphyl-valerat (APV, 100 puM)
und 6-cyano-7-nitro-quinoxaline-2,3-dione (CNQX, 20 puM) sowie der GABAAa-Rezeptor-
Antagonist Bicucullin-Methiodid (5 uM), (Sigma, Minchen).

Zur Charakterisierung der exzitatorischen postsynaptischen Potentiale (EPSP) wurden
extrazellular ausgeldste Einzelreize und spontan auftretende EPSP in den Schnittpraparaten nach
den oben genannten Kriterien analysiert. Fir die intrazelluldaren kortikalen spannungsabhangigen
Natriumkandéle einerseits und zur histologischen Identifizierung von Neuronen andererseits
wurden QX 314 sowie Neurobiotin der Pipettenlésung beigefiigt, (Labs Burlingame, USA, Tocris
Cookson, Biotrend Chemicals, Deutschland).

Die Identifizierung einzelner Neurone erfolgte mittels DAB-Nachweis (Biotin-NHS Kit der
Firma Calbiochem).

Die Untersuchung der EPSP wurde in folgenden Schritten durchgefihrt: 1. Bestimmung der
Dauer und Amplitude der EPSP bei verschiedenen Membranpotentialen. 2. Beteiligung von
NMDA- und nicht-NMDA Rezeptoren durch Applikation der oben genannten
Rezeptorantagonisten APV und CNQX.

2.3.1 Epileptogene Bedingungen

Bei Feldpotentialableitungen wurde der extrazelluldre Kaliumanteil von 4 mM auf 8 mM erhdht.
Bei intrazelluldren Ableitungen wurde (als Antagonist der GABA-Hemmung) der GABA-
Rezeptor-Antagonist Bicucullin der Firma Serva in einer Konzentration von 5 pM verwendet.

Epileptische Aktivitdt wurde durch Bicucullin spontan ausgel6st oder durch elektrische
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Einzelreizung angestossen.

Um epileptogene Bedingungen zu imitieren, wurde das intrazellulare Entladungsmuster der
Neuronen bei Zugabe von 5 pM Bicucullin, bei Erhéhung des K*-Anteils auf 8 mM und bei
Absenkung des Ca®*-Anteils auf 1 mM und 0,5 mM analysiert (Su et al. 2001).

2.3.2 Versuchsprotokoll

Intrazelluldre Registrierungen des Membranpotentials neokortikaler Neurone wurden mittels
scharfer Pipetten (60-120 MOhm) in supragranuldren Schichten des Neokortex durchgefihrt
(s.0.). Literaturbefunde lassen vermuten, dass der Ursprung der epileptogenen Foci hier zu finden
sei, (Flint und Connors 1996). Aus diesem Grund wurden fur die intrazelluldren Ableitungen
zundachst die Schichten 2/3 gewdhlt, da auch in einer Voruntersuchung (Koéhling et al. 1999)
spontane Entladungen in humanem epileptischem Gewebe primér dort generiert wurden. Intrazel-
lulére Daten stammten von 35 Neuronen aus menschlichem und 46 Neuronen aus Rattengewebe.
Diese wiesen im Mittel ein Ruhepotential von >-60 mV (65 +/-2 mV Menschen-, 63 +/-2 Rat-
tenzellen), tberschiessende Aktionspotentiale und einen Eingangswiderstand von >20 MOhm
(50+/-2 MOhm menschliche Neuronen, 35+/-3 MOhm Rattenzellen) auf. In einigen Fallen wurde
0,5-2% Neurobiotin und /oder das intrazellulare wirksame Lidocainderivat QX 314 (2 mM) zur
Pipettenlosung zugesetzt, um die Neuronen histologisch zu identifizieren, beziehungsweise um
spannungsgesteuerte Natriumkanéle zu blockieren.

Extrazellulare Feld-Potential-Aufnahmen wurden in den Schichten 2/3 und den Schichten 5/6
durchgefuhrt. Nach Erscheinen spontaner Feldpotentialaktivitat wurden die Antworten mit dem
Computerprogramm ,,Signal“ (Cambridge Electronic Design Ltd.) aufgezeichnet (Kohling et al.,
1998). Die Schnitte wurden durch eine bipolare Platinelektrode (Durchmesser 15 um) elektrisch
stimuliert; dies galt sowohl fir intra- wie fur extrazelluldre Untersuchungen. Die Stimuli erfolg-
ten sowohl an der Grenze zwischen weisser und grauer Substanz, (fir afferente Stimulation von
aufsteigenden Fasern), als auch an der pialen Oberflache zur Aktivierung paralleler Fasern. Um
vergleichbare Stimulationsbedingungen einzuhalten, wurde die Reizintensitat zunéchst auf eine
Schwellenantwort justiert, um dann auf das 2-fache und das 5-fache dieses Wertes erhoht zu
werden. Die ubliche Schwellen-Stimulations-Intensitat bewegte sich zwischen 0,15 und 0,3 mA.
Doppelpuls-Reize in verschiedenen Intervallen (30/50/100 ms) bei 5-facher Schwellenintensitat
dienten zur Analyse der Kurzzeit-Plastizitét.
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Nach Abschluss der elektrophysiologischen Experimente wurden die Schnitte zur histologischen
Analyse in einer 4%-igen Paraformaldehydldsung fir 24 Stunden fixiert, anschliessend gesplt
und fur 60 Minuten in eine Lésung mit 0,5% H,O, und 0,8% Triton X inkubiert. Nach einer
Inkubation mit avidingekoppelter Peroxidase (ABC-Kit, Vectorlab, Burlingame, USA) folgte
eine Prdinkubation in 0,5 mM Diaminobenzidin und eine anschliessende Reaktion mit
Diaminobenzidin und 0,015% H,0,. Die Schnitte wurden gespult und dann langsam durch Alko-
hol und Propylenoxid dehydriert. Zuletzt erfolgte eine Einbettung der Schnitte in Durcopan
(Fluka, Buchs, Schwarz).

2.4 Versuchsauswertung

Die Auswertungen der unter den verschiedenen Versuchsbedingungen durchgefiihrten
Messungen erfolgten mit Hilfe des Analyseprogramms ,,Signal® (Cambridge Electronic Design
Ltd.). Gemessen wurden Amplitude und Dauer der Feldpotentialantworten, wie auch der
Membranpotentiale  bei  Einzelreizen. Die EPSP  wurden bei unterschiedlichen
Membranpotentialen gemessen und das Umkehrpotential bestimmt. Die statistischen

Auswertungen aller Daten erfolgte mit Hilfe des Programms ,,Sigma Stat“ (SPSS).

Bei Doppelreizen wurde bestimmt, ob eine Akzentuierung vorher, d.h., ob die zweite Reizantwort
eine grossere Amplitude als die erste aufwies, oder ob eine Depression eintrat.

Die experimentell gewonnenen Daten sind als Mittelwert +/- mittlerer Fehler des Mittelwertes
(standard error of the mean, SEM) angegeben, die Signifikanz der Unterschiede zwischen den
Datensatzen mit Hilfe des Student’s t-Test tberprift.
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Ergebnisse

3.1 Untersuchung der synaptischen Ubertragung

Bei der Entstehung von epileptischer Aktivitéat sind synaptische Prozesse im Hirngewebe von
besonderer Bedeutung. Wie schon oben erwéhnt, wurde angenommen, dass ein
Ungleichgewicht zwischen Hemmung und Erregung zur Synchronisation der Neuronen und
damit zu epileptischen Aktivitaten fihren kann. Untersucht wurden in der vorliegenden Arbeit
menschliches Hirnrindengewebe und neokortikales Gewebe der Ratte. Dazu haben wir
extrazellular und intrazellulér elektrophysiologische Untersuchungen durchgefiihrt, um die
Aktivitat der Glutamat-Rezeptoren und die synaptischen Funktionen in-vitro zu untersuchen.
Fur die schnelle synaptische Ubertragung der bioelektrischen Signale sind hauptséichlich
AMPA und Kainat aktivierte Glutamat-Rezeptorkanéle verantwortlich. Durch Applikation
selektiver Antagonisten wie CNQX fiir die Kainat- und AMPA-Rezeptorkanéle und APV fir
NMDA-Rezeptorkanéle lasst sich diese Aktivitat unterdriicken (Jonas, 1993; Randle et al.,
1988, Lee und Hablitz, 1991; Maggio et al., 1990; Segal, 1991; Simpson et al., 1991).

Die Leitfahigkeit der langsameren NMDA-Rezeptorkanéle wird sowohl durch Bindung des
Agonisten als auch durch das aktuelle Membranpotential beeinflusst. Beim
Ruhemembranpotential der Zelle ist der NMDA-Rezeptorkanal nicht vollstandig
durchgéngig, da Magnesiumionen eine spannungsabhéngige Blockierung des Membrankanals
bewirken (Mayer et al., 1984; Nowak et al., 1984). Die Depolarisierung der Membran hebt
die Magnesiumblockade auf und der Rezeptorkanal wird mit Bindung des Agonisten flr
Natriumionen, Kaliumionen und fur Kalziumionen permeabel. Auch hemmende Synapsen
spielen bei der Ausbreitung und vor allem bei der schon oben erwdhnten Synchronisation eine
wesentliche Rolle. So l&sst sich die durch GABA ausgeltste synaptische Hemmung durch
eine Blockade des GABAAa-Rezeptors mit z.B. Bicucullin unterdriicken. Epileptische
Aktivitat wird somit durch Erhéhung des K*-Anteils oder durch Bicucullin ausgeldst.

Bei den vorliegenden Ergebnissen wurden flr Untersuchungen der Feldpotentiale, wie fir die

intrazellularen Untersuchungen, insgesamt Gewebe von 51 Patienten untersucht (Tab.l).
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Fallnr. Alter Geschl. Gewebe- Beginn Anfalls- Medikation Pathologie MRT PET Aktivitast AHS
typ (Jahre) frequenz
136 29 m TLr 1 cBz Astrocytose, Spongiose Tumor X
137 35 m TLr 11 CBZ, DPH, PHT, VPA Astrocytose, Glisoe, Gangliogliom Tumor, Lasion
139 3 w FLT 3 96 PHT, PRM, VPA Astrocytose, fokale Dysplasie Dysplasie
141 53 w PLr 43 2 BROM, CBZ, DPH, GPT, MSX, VPA Astrocytose, Gliose, Spongiose Tumor, Lasion
143 37 m TLI 30 2 CBZ, DPH, GPT, LTG, VPA Gliose mes. Atrophie spontan X
144 48 w TLT 34 2 CBZ, CZ, DPH, LTG, OCBZ, PRM, VGB Gliose mes. Atrophie lat hypomet X
145 1 m TLI 1 90 ACTH, BROM, CBZ, CZ, DPH, ETX, GPT, Fasergliose X spontan
LTG, MSX, OCBZ, PRM, STM, TGB, VPA
147 37 w TLT 29 3 CBZ, LTG Gliose Sklerose spontan X
148 22 w TLr 17 40 CBZ, LTG, PHT, STM, VPA Spongiose Dysplasie, Sklerose X
149 24 m TLr 2 6 CBZ, DPH, GPT, PHT Astrocytose, Gliose, Tumor spontan
Tumor, zystische
150 20 w Tl ! 16 CBZ, DPH, LTG, VPA Gangliocytom, Spongiose Lasion spontan
151 36 w TLI 18 300 CBZ, ETX, Astrocytose, Fasergliose mes. Atrophie spontan X
152 28 w TLr 1 2 cBz Astrocytose Tumor
155 23 m TLr 3 Astrocytose, Spongiose Tumor spontan
157 46 w TLT 36 50 CBZ, LTG, PHB, PHT, PTM, VPA Astrocytose Sklerose spontan
158 37 m TLI 17 16 CBZ, LTG, PHT, VPA Astrocytose, Fasergliose mes. Athrophie X spontan
160 33 w TLI 28 15 CBZ, DPH, PRM, VPA Astrocytose lat. Athrophie spontan X
162 40 w TLI 26 1 CBZ, OCBZ, VPA Astrocytose, Gliose Sklerose X
163 31 w TLr 25 3 CBZ, DPH, LTG, PRM, TGB, VPA Gliose X X
164 36 m TLT 13 2 CBZ Astrocytose, fokale Dysplasie zystische Lésion
165 54 w TLT 28 4 CBZ, DPH, GPT, LTG Astrocytose, Gliose mes. Atrophie spontan X
166 37 w TLI 23 5 CBZ, LTG, PHT, VGB, VPA Gliose spontan X
167 4 m TLT 0 0 Astrocytose, Gliose, Gangliogliom
169 40 w TLr 26 2 CBZ, VPA Fasergliose Tumor
170 2 w TLI 2 900 CBZ, LTG, MSX, OCBZ, PHT, VGB Gliose Lesion spontan
171 36 m TLr 15 2 DPH, VPA Gliose, Gangliogliom Tumor spontan
172 30 m TLI 29 2 CBZ, DPH, GPT, PRM, VPA Astrocytose, Gliose X
173 32 m TLI 26 20 CBZ, DPH, GPT, LTG, PRM Gliose Dysplasie mes,lat hypomet  spontan X
174 21 m TLI 18 3 CBZ, DPH, GPT, LTG, VGB, VPA normales Gewebe mes. Atrophie spontan
175 38 m TLT 22 6 CBZ, DPH, GPT, LTG, PHB, TGB, VGB Gliose mes. Atrophie spontan X
176 18 m TLT 1 30 CBZ, VPA Gliose Gangliom Tumor spontan
177 54 w TLT 32 3 CBZ, DPH, LTG, TGB, VPA Atrophie, Gliose lat. Atrophie X spontan X
179 22 m TLr 11 8 CBZ, DPH, GPT, LTG, PRM, VPA X spontan X
180 16 w TLI 8 40 CBZ, OCBZ, PHT, VPA Fasergliose, fokale Dysplasie mes. Atrophie spontan
182 21 m TLI 9 7 CBZ, LTG, OCBZ, PRM, STM, VGB, VPA Gliose severe X lat hypomet spontan X
184 50 w TLr 43 4 CBZ, DPH, LTG, PHB, VPA Astrocytose, Gliose mes. Atrophie spontan X
187 33 m TLT 19 CBZ, DPH, GPT, LTG, OCBZ, VGB, VPA Astrocytose, Gliose X spontan
188 36 m FLT 31 20 CBZ, DPH, LEV, LTG, Astrocytose, fokale Dysplasie Dysplasie



22

Fallnr. Alter Geschl. Gewebe- Beginn Anfalls- Medikation Pathologie MRT PET Aktivitast AHS
typ (Jahre) frequenz

191 1 w TLT 1 4 CBZ, LTG, OCBZ, Astrocytose, Gliose lat. Hypomet, Atrophie  lat, med hypomed spontan

192 36 m TLr 9 2 CBZ, GPT, LTG, OCBZ, VPA Astrocytose, Gangliocytom, Gliose spontan

194 24 m TLr 18 14 CBZ, GPT, LEV, LTG, OCBZ, PHB, PHT Gliose, Gangliogliom Lesion spontan

PRM, VGB, VPA

195 41 m TLr 8 2 CBZ, LEV, LTG, VPA Astrocytose Tumor spontan

196 41 w TLI 34 5 CBZ, DPH, LTG, PRM mes Atrophie spontan X

198 20 w TLI 16 CBZ, LTG, MSX, PHT, VGB, VPA Gliose, Laminierungsstérung Sklerose

200 42 m TLI 12 4 CBZ, DPH Astrocytose Sklerose spontan

201 18 w TLT 6 0oCBz Gliose, Gangliogliom Tumor spontan

202 24 m TLI 22 1 CBZ, PHB fokale Dysplasie lat. Atrophie spontan

204 34 w TLr 33 3 CBZ, VPA fokale Dysplasie, Gangliogliom Lesion

208 20 m TLr 18 7 CBZ, PHB, PRM, VGB, VPA fokale Dysplasie Sklerose spontan X

209 52 m TLI 52 10 CBZ, DPH, LTG, VPA Gliose mes., lat. Atrophie X
Tabelle 1:

MRT = Magnet-Resonanztomographie, PET = Positronen-Emissionstomographie, AHS = Ammonshornsklerose

TL = Temporallappen, FL = Frontallappen, PL = Parietallappen, OL = Occipitallappen, r,I = rechts, links

ACTH = Adrenocorticotrophikhormon, BROM = Bromid, CBZ = Carbamazepin, DPH = Diphenylhydantoin, GPT = Gabapentin, LEV = Levetiracetan, LTG = Lamotrigin,
MSX = Mesuximid, OCBZ = Oxcarbamazepin, PHB = Phenobarbital, PHT = Phenotoin, PRM = Primidone, STM = Sultiam, TGB = Tiagabin, VGB = Vigabatrin, VPA = Valproat
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Die Untersuchung am Patientengewebe schlusselt sich folgendermassen auf:

Bei 13 Patienten registrierten wir evozierte Feldpotentiale in den supragranuldren wie auch in
den infragranuldren Schichten, die durch eine Reizelektrode in der weissen Substanz
hervorgerufen wurden. Bei Reizung der pialen Oberfliche wurden die evozierten
Feldpotentiale in den supragranuldren Schichten bei 39 Patienten aufgenommen.

Die intrazellularen Ableitungen in den supragranuldren Schichten bei Reizung der weissen
Substanz und bei Reizung der pialen Oberflache wurden bei 39 Patienten durchgefihrt.

Die Untersuchungen am Rattengewebe wurden wie folgt durchgefuhrt:

Bei 30 Ratten wurde, wie im menschlichen Gewebe, die evozierten Feldpotentiale in den
supragranuléren wie auch in den infragranuléren Schichten bei Reizung der weissen Substanz
aufgenommen. Bei Reizung der pialen Oberflache wurden evozierte Feldpotentiale in den
supragranuléren Schichten in 57 Schnittpraparaten registriert.

Intrazelluldre Ableitungen in den supragranuldren Schichten bei Reizung der weissen
Substanz wie auch bei Reizung der pialen Oberflache wurden in 51 Schnittpraparaten

durchgefinhrt.

3.1.1 Spontanaktivitat

Wie bereits in anderen Studien berichtet, weist menschliches chronisch epileptisches Gewebe
im Gegensatz zu gesundem neokortikalem Gewebe von Nagern spontane Feldpotentiale auf
(Kohling et al. 1998), die als Zeichen der Ubereregbarkeit und der erhohten
Synchronisationsneigung gedeutet werden. An ihrer Entstehung sind vor allem nicht-NMDA-
Rezeptoren sowie inhibitorische Rezeptoren beteiligt (Kohling et al., 1998). Auch in der
vorliegenden Untersuchung stellte sich heraus, dass 62,3 % der menschlichen Praparate
spontan aktiv waren, wohingegen sie in keinem der Rattenschnitten nachgewiesen werden
konnte. Die Datenanalyse zeigte jedoch keine Unterschiede zwischen spontan aktiven und
nicht spontan aktiven Schnittpraparaten hinsichtlich der untersuchten synaptischen Funktion.
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3.2 Intrazellulare Ableitungen

Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass in epileptischem juvenilem
Nagetiergewebe bei Neuronen des Hippokampus und des Gyrus dentalis abnormale
synaptische  Antwort vorkommen. Diese bestehen aus verldngerten NMDA-
rezeptorvermittelten EPSPs (Isowaka Levesque, Fried und Engel 1997), sowie GABAa-
rezeptorvermittelten IPSPs (Williamson et al. 1995). Ebenso kann ein maéglicher Verlust der
Mg®*-Blockade der NMDA-Rezeptoren in juvenilem Gewebe verantwortlich sein (Isokawa,
und Mathern 1999). Eindeutige Veranderungen neokortikaler Entladungsmuster wurden
hingegen nicht beobachtet (Schwatzkroin, Turner Knowles und Wyler 1983). So wurden zum
einen abnormale Antworten, insbesondere reduzierte IPSP und synaptisch induzierte
Entladungen (Deisz 1999), zum anderen aber keine von Normalbefunden abweichenden
Ergebnisse berichtet (Avoli. et al. 1996). Um die Frage moglicher aberrenter synaptischer
Funktion in chronisch epileptischem menschlichem Gewebe weiter zu kléaren, haben wir
synaptisch vermittelte Membranpotentialverdnderungen bei a) afferenter kolumnaler und b)
fokaler Stimulation untersucht. Die Stimulationsintensitdt wurde hierbei schwellennah
gehalten, um lediglich synaptische Antworten auszulésen. Diese wurden hinsichtlich der
beteiligten Leitfahigkeiten (Umkehrpotentiale) und Rezeptoren (pharmakologische
Charakterisierung) analysiert. Zudem wurde das intrinsische Entladungsverhalten der

Neurone untersucht.

3.2.1 Synaptisches Verhalten

Sowohl bei menschlichen- wie auch bei Rattenpréparaten rief die Stimulation der weissen
Substanz bei Schwellenreizstarke oder bei Reizung mit doppelter Schwellenintensitat
gewohnlich bei Ruhemembranpotential depolarisierende postsynaptische Potentiale von
variabler Latenz hervor. Auf Grund der unterschiedlichen Grosse der Schnittpraparate
(Mensch/Ratte) waren die Abstande zwischen stimulierender und ableitender Elektrode bei
den menschlichen Praparaten weiter entfernt als bei den Rattenpraparaten. Aus diesem
Grunde scheint erklarlich, dass die Potentiale in menschlichen Zellen polyphasisch waren und
vermutlich polysynaptisch vermittelt wurden (68% Mensch / 34% Ratte, p=0,025, Fisher
Exact Test). Bei Stimulation mit Schwellenreizstarke wiesen sie variable Amplituden
zwischen 1,5-20 mV (Mensch) bzw. 3,1-16 mV (Ratte) auf. Die relative Haufigkeit der
polyphasischen Antworten in menschlichen Zellen (Abb. 20), im Vergleich zu Rattengewebe,
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kdnnte an den bei menschlichen Préparaten grosseren radumlichen Abstéanden liegen, die von
den synaptischen Verbindungen Uberbrickt werden missen. Die Stimulation der weissen
Substanz ruft hier sehr wahrscheinlich polysynaptische Aktivierung von den subpial
gelegenen Zellen hervor.

Wahrend sich Gewebe von Ratten einerseits und Patienten mit Epilepsie andererseits im
Auftreten polyphasischer Reizantworten unterscheidet, fanden sich keine Unterschiede
hinsichtlich der minimal erforderlichen Reizintensitat zur Auflésung synaptischenr Antworten
(0,48+/-0,08 mA Mensch gegen 0,74+/-0,11 mA Ratte, jeweils nicht signifikant), wobei
ungeachtet der obigen Betrachtungen, menschliches Gewebe in der Umsetzung afferenter
Stimuli in erfolgreiche synaptische Transmissionen effektiver erschien.

Zusétzlich wurden weitere Analysen mit fokaler Stimulation der pialen Oberflache
durchgefuhrt. Hier waren die minimalen Stimulationsstarken, die nétig sind, um eine
synaptische Reaktion zu erhalten (0,37 +/-0,14 Mensch und 0,16 +/-0,01mA bei der Ratte,
nicht signifikant), geringer als bei Stimulation der weissen Substanz in Rattengewebe
(signikant p=0,002, t-Test), wahrend kein Unterschied zwischen Reizintensitaten bei fokaler
bzw. afferent kolumnaler Stimulation in menschlichem Gewebe zu finden war. Insofern
erscheint das Rattengewebe erregbarer. Bei fokaler Stimulation wurde bei epileptischem-
(Mensch) und bei nicht epileptischem Gewebe (Ratte) eindeutige Sequenzen de- und
hyperpolarisiernder Membranpotentialverdnderungen (EPSP/IPSP) gefunden.

Um zu testen, ob es sich tatsdchlich um glutamaterge bzw. GABA-erge Antworten handelt,
und, ob es einen Unterschied zwischen chronisch epileptischem und nicht-epileptischem
Gewebe gibt, wurden pharmakologisch die synaptischen Potentiale charakterisiert unter
Verwendung spezifischer Blocker von GABAa-, NMDA- und AMPA/Kainat Rezeptoren
(Bicucullin, APV und CNQX).

Die folgenden Abbildungen zeigen Entladungsmuster neokortikaler Neurone bei Reizung der
weissen Substanz  und der pialen Oberflaiche bei einfacher und doppelter

Schwellenreizintensitat.
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Nicht epileptisches Gewebe
A: Kontrolle
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Abbildung 4: A: Originalregistrierung postsynaptischer Potentiale in nicht epileptischem
neokortikalem Gewebe (Ratte) bei afferenter Stimulation der weissen Substanz; Reizung mit
Schwellenintensitét.

B: Applikation von APV (100 uM) zur Blockade von NMDA-Rezeptoren.
Originalregistrierung postsynaptischer Potentiale in nicht epileptischem neokortikalem
Gewebe (Ratte) bei afferenter Stimulation der weissen Substanz; Reizung mit doppelter
Schwellenintensitét.
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Abbildung 5: A: Kontrolle. Originalregistrierung postsynaptischer Potentiale in nicht
epileptischem neokortikalem Gewebe (Ratte) bei afferenter Stimulation der pialen

Oberflache; Reizung mit Schwellenintensitat unter aCSF.

B: Applikation von CNQX. Originalregistrierung postsynaptischer Potentiale, in nicht
epileptischem neokortikalem Gewebe (Ratte) bei afferenter Stimulation der pialen

Oberfl&che; Reizung mit Schwellenintensitét.
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Epileptisches Gewebe

A: Kontrolle

Abbildung 6: Originalregistrierung  postsynaptischer Potentiale in  epileptischem
neokortikalem Gewebe (Mensch) bei afferenter Stimulation der weissen Substanz; Reizung
mit Schwellenintensitit unter aCSF. (Hervorgehoben: polyphasische EPSP).
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Abbildung 7: Originalregistrierung  postsynaptischer Potentiale in  epileptischem
neokortikalem Gewebe (Mensch) bei afferenter Stimulation der pialen Oberflache; Reizung
mit Schwellenintensitat unter aCSF.
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Epileptisches Gewebe
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Abbildung 8: Originalregistrierung  postsynaptischer  potentiale in  epileptischem
neokortikalem Gewebe (Mensch) bei Reizung mit doppelter Schwellenintensitat der weissen
Substanz unter aCSF.
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Abbildung 9: Originalregistrierung  postsynaptischer potentiale in  epileptischem
neokortikalem Gewebe (Mensch) bei Reizung mit doppelter Schwellenintensitat der weissen
Substanz bei Applikation von APV.

Eine  zusammenfassende  Darstellung der pharmakologischen  Charakterisierung
postsynaptischer Potentiale in chronisch epileptischem Gewebe und nicht epileptischem
Gewebe (Mensch/Ratte) ist in Abb. 10 wiedergegeben. Hier sind die Amplituden, sowie
Umkehrpotentiale der unterschiedlichen Komponenten der EPSP/ IPSP/ (GABAA, NMDA,
AMPA/Kainat) dargestellt.
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Die Experimente zeigen, dass fokal-induzierte synaptische Ereignisse in sowohl
epileptischem menschlichen als auch in nicht epileptischem Rattenneokortex durch
glutamaterge und GABAAa-erge Mechanismen vermittelt werden. Dabei werden ca. 20% der
glutamatergen EPSP durch NMDA-Rezeptoren vermittelt, (Abb. 10). Signifikante
Unterschiede zwischen chronisch epileptischem (Mensch) und nicht epileptischem Gewebe
(Ratte) wurden nicht beobachtet.
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Abbildung 10: Auswertungsdiagramm des Umkehrpotentials (oben) und der
durchschnittlichen Amplitudenwerte (unten) bei intrazelluldrer Registrierungen (links Ratte,
rechts Mensch). Es werden durchschnittliche Amplitudenwerte bei Ruhemembranpotential
gezeigt im Vergleich zum Umkehrpotential von friihen und spéten postsynaptischen
Ereignissen als Reaktion auf Antworten bei Schwellenintensitatsstarke, das durch die Analyse
der bei verschiedenen Membranpotentialen erhaltenen Antworten ermittelt wurde, die durch
Strominjektionen phasenverschoben wurden.

3.2.2 Intrazellulére Besonder heiten bei Blockierung von GABAa-Rezeptoren

Im Zuge der Isolation glutamaterger synaptischer Komponenten der evozierten potentiale
durch Blockade des GABAAa-Rezeptors zeigte sich in chronisch epileptischem Gewebe eine
Besonderheit: Bei einer Zelle war die NMDA-Komponente nach der Blockierung der
GABAA-Rezeptoren grosser als die initial glutamaterg-GABAerg-gemischt Antwort (Abb.
11). Eine solche Reaktion konnte im nicht epileptischen Gewebe nie beobachtet werden.
Zudem war ein qualitativer Unterschied zwischen chronisch epileptischem und nicht
epileptischem Gewebe zu beobachten. Mit Superfusion von 5 uM Bicucullin und bei Reizung
der weissen Substanz mit doppelter Schwellenintensitat (Abb. 12) und bei Reizung der pialen
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Oberflache bei einfacher Schwellenintensitit war es das gesunde Rattengewebe und nicht das
epileptische menschliche Gewebe, in dem epileptiforme paroxysmale Depolarisationen in
einigen Neuronen auftraten (3/13 Zellen von Ratten gegen 0/11 Zellen von Menschen).

Solche epileptiformen Entladungen wurden unter Kontrollbedingungen nie beobachtet.

ity pplyephast

Abbildung 11: Originalregistrierung von Feld (FP)- und Membranpotential-(MP)-
Verdnderungen bei afferenter Stimulation der weissen Substanz und nach Blockierung von
GABAA und AMPA/Kainat Rezeptoren in chronisch epileptischem neokortikalem Gewebe
des Menschen. Die verbleibende NMDA-Komponente vergroRert sich unter GABAA und
AMPA/Kainat-Blockade.

Nicht epileptisch

Abbildung 12: Originalregistrierung postsynaptischer Potentiale im nicht epileptischen
neokortikalen Gewebe (Ratte) bei afferenter Stimulation der weissen Substanz bei
Superfusion mit 5 uM Bicucullin mit doppelter Schwellenintensitét.
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3.2.3Intrinsische neuronale Entladungseigenschaften

Da angenommen wird, dass intrinsische Entladungsmuster von Neuronen mit der
Epileptogenizitat des Hirngewebes im Zusammenhang stehen (Chagnac-Amitai und Connors
1989), wurden die intrinsischen Entladungseigenschaften neokortikaler supragranularer
Neurone in sowohl chronisch epileptischem- als auch nicht epileptischem Gewebe getestet
und nach Conners und Gutnick (1990) Kklassifiziert. Abbildung 13 zeigt typische
Entladungsmuster der Pyramidalneuronen der Lamina Il des Neokortex bei unterschiedlicher
Amplitude. Sowohl in chronisch epileptischem wie auch im nicht epileptischen Gewebe
fanden sich so genannte ,regular firing“ Neurone, d.h., Nervenzellen, die lediglich
regelmaRige Abfolgen von einzelnen Aktionspotentialen generieren. So genannte ,,burst®-

Neurone wurden nicht gefunden.

Ratte
T

-5 mV

Abbildung 13: A) Pyramidalschicht I11-Neuron, links Ratte, rechts Mensch.
B) Entladungsmuster unter Perfusion mit aCSF, links Ratte, rechts Mensch.
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Anderungen der extrazellularen lonenkonzentration, wie das Absenken der Ca®*-
lonenkonzentration oder der Anstieg der K*-lonenkonzentration, die wahrend epileptischer
Aktivitdt vorkommen, modgen zu entsprechender, d.h., epiletogenen Veranderung im
Entladungsverhalten fuhren. So wurde gezeigt, dass wie die oben erwéhnten synaptischen
»burst“-Entladungen also Salven von Aktionspotentialen in hippokampalen Neuronen
auslosen (Su, Alroy, Kirson und Yaari 2001). In den vorliegenden Experimenten hingegen
konnten unter Veranderung des ionalen Mikromilieus keine Aktionspotentialsalven (bursts)
beobachtet werden, sei es bei hoch— oder niedrigschwelligen Reizintensitaten, (Reduktion von
(Ca®") auf 1 mM, n=10 chronisch epileptisches Gewebe, n=7 nicht epileptisches Gewebe;
Reduktion von (Ca?*) auf 0,5 mM, n=5 nicht epileptisches Gewebe, n=6 chronisch
epileptisches Gewebe; Erhohung von K* auf 8mM, n=7 epileptisches Gewebe, n=5 nicht
epiletpisches Gewebe), (Abb. 14, 15).

MP
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Abbildung 14: A: Reduktion von (Ca?*) auf 1,0 mM im Rattengewebe.
B: Reduktion von (Ca?*) auf 0,5 mM im Rattengewebe.



Abbildung 15: Erhéhung von (K" ) auf 8mM im Rattengewebe.
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3.3 Untersuchung der evozierten Feldpotentiale

3.3.1 Ableitungen von Feldpotentialen bel Reizung der weissen Substanz und der pialen

Oberflache bei Schnittpraparaten unter nicht epileptogenen Bedingungen

Da zelluldres neuronales Verhalten bei den Untersuchungen der zelluldren Eigenschaften
keine wesentlichen Unterschiede zwischen chronisch epileptischem (Mensch) und nicht
epileptischem Gewebe (Ratte) auftraten, wurden Analysen der Netzwerkerregbarkeit
durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurden evozierte Feldpotentiale analysiert. Diese wurden
durch afferente Stimulation der weissen Substanz (Stimulation kommissuraler Eingénge) bzw.
der pialen Oberflache (Stimulation von Eingangen (ber Assoziationsfasern) ausgeldst und
jeweils in Lamina 2/3 und Lamina 5, d.h., die fur intrakortikale Datenintegration bzw.
kortikale Ausgénge zustdndigen Schichten registriert. Wie im vorausgehenden Abschnitt
wurden diese Untersuchungen a) unter Kontrollbedingungen und b) unter epileptogenen
Bedingungen (Verénderungen des ionalen Mikromilieus) vorgenommen (Cohen et al 2002;
Mountcastle 1997). Die Reizschwelle lag unter diesen Bedingungen (Reizung der weissen
Substanz) bei durchschnittlich 0,48 +/-0,08 mA, fir chronisch epileptisches Gewebe
(Mensch) und 0,74 +/- 0,11 mA fir nicht epileptisches Gewebe (Ratte). Einzelne Stimuli mit
zunehmender Intensitat bewirkten polyphasisische Antworten (Schwellenreizstarke, 2-mal
Schwellenreizstarke und 5-mal Schwellenreizstarke) mit gestufter Amplitude und
Uberlagerten Summenaktionspotentialen. Die Feldpotentialantworten in supragranuléren
Schichten waren in chronisch epileptischen Schnittpraparaten (Mensch) im Vergleich zu nicht
epleptischem Gewebe (Ratte) signifikant in ihrer Amplitude als auch in ihrer Dauer
herabgesetzt. Dies galt allerdings nicht flr Potentiale in den infragranuléren Schichten (Abb.
20 und 21). Interessanterweise waren die grossten Reizantworten in nicht epileptischem
Gewebe in den supragranuléren Schichten zu finden, wéhrend keine Amplitudenunterschiede
im chronisch epileptischen Gewebe (Mensch) zu beobachten waren.

Um die Beteiligung der verschiedenen glutamatergen Rezeptortypen an der Generierung der
evozierten Feldpotentiale zu beurteilen, wurden in weiteren Experimenten NMDA-
Rezeptoren, und danach APV (100 puM; 30 Minuten Applikation) blockiert. Im weiteren
Verlauf wurden AMPA/Kainat Rezeptoren blockiert (CNQX, 20 uM, 30 Minuten
Applikation). Wie aus Abbildung 20 bzw. 21 hervorgeht sind NMDA-Rezeptoren an der
Regenerierung der evozierten Feldpotentiale im Wesentlichen nicht beteiligt, wahrend dies fiir
EPSP auf Einzelzellebene durchaus gilt. Unterschiede zwischen chronisch epileptischem

(Mensch) und nicht epileptischem Gewebe (Ratte) waren nicht zu verzeichnen.
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Eine genauere Analyse der Daten zeigt, dass, sowohl in chronisch epileptischem Gewebe
(Mensch) wie auch im nicht epileptischen Gewebe (Ratte) eine Blockade der NMDA-
Rezeptoren auftritt.

Die Blockade der Ubrigen Typen ionotroper Glutamatrezeptoren durch CNQX flhrte zur
praktisch vollstdndigen Unterdriickung der evozierten Feldpotentiale, sowohl in nicht
epileptischem wie auch in chronisch epileptischem Gewebe (Abb. 20 und 21). Dennoch war
in nicht epileptischen Gewebeschnitten (n=3) und chronisch epileptischen Gewebeschnitten
(n=1) ein wesentlicher Teil der Feldpotentialantworten resistent, so dass bei Mittlung der
Daten eine resistuelle Komponente verlieh (Abb. 20).

Die im folgenden aufgefiihrten Abbildungen zeigen Feldpotentialregistrierungen bei nicht
epileptogenen Bedingungen in nicht epileptischem Gewebe bzw. chronisch epileptischem
Gewebe bei Stimulation mit Schwellenintensitdt, sowie doppelter Schwellenintensitat und
Reizung mit funffacher Schwellenreizstarke in den supragranuldren und infragranuléren
Schichten bei Reizung der weissen Substanz. Wie in den Abbildung zu sehen ist, wurden im
nicht epileptischen Gewebe (Ratte), (Abb. 16 und 17), die grossten Antworten in den
supragranuldren Schichten gefunden.

Im Gegensatz zum chronisch epileptischem Gewebe (Mensch), (Abb. 18 und 19), hatten
Rezeptoren, was nicht zu erwarten war, in ca. 40-60% der Falle einen Anstieg der
Feldpotentialamplituden zur Folge (um ca. 30-80%), wéhrend die Ubrigen Praparate kleinere
Amplituden (Verringerung der Amplitude um 30-60%) aufwiesen. Die Heterogenitat der
Ergebnisse liess sich nicht mit interpathologischen Befunden oder dem Auftreten spontaner

Feldpotentiale korrelieren.
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B: Doppelte Schwellenreizstérke
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Abbildung 16: Originalregistrierung evozierter Potentiale in nicht epileptischem Gewebe

(Ratte) in den
Schwellenreizstarke.

supragranularen  Schichten.

A: Schwellenreizstarke, B: Doppelte

Die evozierten Potentiale wurden zunéchst unter Kontrollbedingungen (CTRL.1), und dann
sukzessive unter Blockade von NMDA- (APV) und NMDA- sowie AMPA-/Kainat-
Rezeptoren (APV+CNQX) und schliesslich nach Auswaschung der Toxine (CTRL.2)

abgeleitet.
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Abbildung 17: Originalregistrierung evozierter Potentiale in nicht epileptischem Gewebe
(Ratte) in den infragranuldaren Schichten. A: Schwellenreizstarke, B: Doppelte
Schwellenreizstarke.

Die evozierten Potentiale wurden zunéchst unter Kontrollbedingungen (CTRL.1), und dann
unter sukzessive unter Blockade von NMDA- (APV) und NMDA- sowie AMPA-/Kainat-
Rezeptoren (APV+CNQX) und schliesslich nach Auswaschung der Toxine (CTRL.2)
abgeleitet.
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Abbildung 18: Originalregistrierung evozierter Potentiale in epileptischem Gewebe (Mensch)
in den supragranuldren Schichten. A: Schwellenreizstarke, B: Doppelte Schwellenreizstérke,

C: Finffache Reizschwellenstarke.

Die evozierten Potentiale wurden zunéchst unter Kontrollbedingungen (CTRL.1), und dann
sukzessive unter Blockade von NMDA- (APV) und NMDA- sowie AMPA-/Kainat-
Rezeptoren (APV+CNQX) und schliesslich nach Auswaschung der Toxine (CTRL.2)

abgeleitet.
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Abbildung 19: Originalregistrierung evozierter Potentiale in epileptischem Gewebe
(Mensche) in den infragranuldren Schichten. A: Schwellenreizstarke, B: Doppelte
Schwellenreizstarke, C: Flnffache Reizschwellenstarke

Die evozierten Potentiale wurden zunéchst unter Kontrollbedingungen (CTRL.1), und dann
sukzessive unter Blockade von NMDA- (APV) und NMDA- sowie AMPA-/Kainat-
Rezeptoren (APV+CNQX) und schliesslich nach Auswaschung der Toxine (CTRL.2)
abgeleitet.
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Abbildung 20: Auswertung evozierter Feldpotentiale unter Kontrollbedingungen bei Reizung
der weissen Substanz, (links nicht epileptisches Gewebe, rechts chronisch epileptisches
Gewebe). Die grauen Balken zeigen die Amplitudenhdhe, die weissen Balken zeigen die
Dauer der Reizantwort.

A: Ableitung unter Kontrollbedingungen.

B: Ableitung unter Applikation von APV.

C: Ableitung unter Applikation von APV und CNQX.

k: Signifikante Veranderung gegeniiber Kontrollbedingungen.

v:Signifikante Veranderung gegeniiber NMDA-Rezeptorblockade (APV).

¢+: signifikante Abweichung von chronisch epileptischem zu nicht epileptischem Gewebe.
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Kontrollbedingungen — Mensch
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Abbildung 21: Auswertung evozierter Feldpotentiale bei Reizung der pialen Oberflache unter
Kontrollbedingungen, (links nicht epileptisches Gewebe, rechts chronisch epileptisches
Gewebe). Die grauen Balken zeigen die Amplitudenhdhe, die weissen Balken zeigen die
Dauer der Reizantwort.

A: Ableitung unter Kontrollbedingungen.

B: Ableitung unter Applikation von APV.

C: Ableitung unter Applikation von APV und CNQX.

D: Ableitung nach Auswaschung der Toxine.

Die Balkendiagramme von Abbildung 20 und Abbildung 21 zeigen den Vergleich zwischen
menschlichem- und Rattengewebe mit Standardabweichung unter Kontrollbedingungen, bei
Applikation von APV und bei Applikation von CNQX. Es waren keine signifikante
Unterschiede in der Amplitudenhéhe und in der Dauer der Reizantworten zwischen
Rattengewebe und menschlichem Gewebe, weder bei Reizung der weissen Substanz, noch bei
Reizung der pialen Oberflache zu erkennen.
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3.3.2 Feldpotentialableitungen bei Reizung der weissen Substanz und der pialen
Oberflache bei Schnittpraparaten unter epileptogenen Bedingungen

Es kann angenommen werden, dass unter epileptogenen Voraussetzungen, d.h. Erhéhung von
der extrazellularen K*-Konzentration, die Netzwerkerregbarkeit von chronisch epileptischem
Gewebe verdndert wird, da Reduktionen der raumlichen Pufferkapazitaten von epileptischem
Gewebe, zumindest in hippokampalem Gewebe beschrieben wurden (Kivi et al. 2000). Die
Analyse der Feldpotentialantworten unter epileptogenen Bedingungen zeigte, dass die
Potentialantworten im Wesentlichen unverandert blieben (Abb. 22-25). In nicht epileptischem
Gewebe wie auch chronisch epileptischem Gewebe (Mensch) konnte ein Anstieg der
Amplitude und Dauer evozierter Feldpotentiale beobachtet werden. Dieser Anstieg war
allerdings signifikant in infragranuldren Schichten chronisch epileptischen Gewebes (Mensch)
bei hoher Reizintensitét (5-fache Schwellenreizstérke).

Unter epileptogenen Bedingungen schien zumindest in chronisch epileptischem Gewebe eine
deutliche NMDA-abhangige Komponente der evozierten Potentiale aufzutreten (signifikant
bei Schwellenreizstarke in Schicht 5), da hier nunmehr (anders als unter nicht epileptogenen
Bedingungen) die Blockade von NMDA-Rezeptoren zu einer deutlichen Reduktion der
Feldpotential-Amplituden flhrte (Abb. 26). Im Gegenzug war unter Blockade von
NMDA/Kainat-Rezeptoren keine residuelle Komponente mehr zu beobachten (Abb. 26).
Interessanterweise zeigte sich, dass unter epileptogenen Bedingungen (8 uM K*) im
Gegensatz zu nicht epileptischem Bedingungen (4 uM K*) evozierte Feldpotentiale in
chronisch epileptischem Gewebe (Mensch) gleiche Amplituden und Dauern aufweisen wie in
nicht epileptischem Gewebe (Ratte). Dies konnte darauf hinweisen, dass chronisch
epileptisches Gewebe eine erhohte Empfindlichkeit gegentber Anderungen des

extrazelluldaren Milieus aufweist.
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Abbildung 22:
Original Feldpotentialregistrierung von Rattengewebe bei doppelter Schwellenintensitat in

den supragranuldren Schichten.
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Abbildung 23:

Original Feldpotentialregistrierung von Rattengewebe bei doppelter Schwellenintensitat in
den infragranuléren Schichten.
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Abbildung 24:
Original Feldpotentialregistrierung von menschlichem Gewebe bei doppelter Schwellen-
intensitdt in den supragranuldren Schichten.
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Abbildung 25:

Original Feldpotentialregistrierung von menschlichem Gewebe bei doppelter Schwellen-
intensitat in den infragranuléren Schichten.
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Abbildung 26: Auswertung evozierter Feldpotentiale unter Erhéhung der K*-Konzentration

bei Reizung der weissen Substanz, (links nicht epileptisches Gewebe, rechts chronisch

epileptisches Gewebe). Die grauen Balken zeigen die Amplitudenhdhe, die weissen Balken

zeigen die Dauer der Reizantwort.

A: Ableitung unter Kontrollbedingungen.

B: Ableitung unter Applikation von APV.

C: Ableitung unter Applikation von APV und CNQX.

k: Signifikante Veranderung gegeniiber Kontrollbedingungen.

ve: Signifikante Veranderung gegenliber NMDA-Rezeptorblockade (APV).

+: Signifikante Abweichung von Bedingungen bei Erhéhung der K*-Konzentration zu
Kontrollbedingungen.
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Abbildung 27: Auswertung evozierter Feldpotentiale bei Reizung der pialen Oberflache unter
Erhéhung der K'-Konzentration, (links nicht epileptisches Gewebe, rechts chronisch
epileptisches Gewebe). Die grauen Balken zeigen die Amplitudenhéhe, die weissen Balken
zeigen die Dauer der Reizantwort.

A: Ableitung unter Kontrollbedingungen.

B: Ableitung unter Applikation von Bicucullin.

C: Ableitung unter Applikation von Bicucullin und APV.

D: Ableitung unter Applikation von Bicucullin, APV und CNQX.

E: Ableitung unter Applikation von Bicucullin und CNQX.

F: Ableitung nach Auswaschung der Toxine.
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3.4 Doppelreizexperimente

Doppelreizexperimente kénnen Aufschlisse Uber synaptische Kurzzeit-Plastizitét liefern und
konnen dazu beitragen, Verdnderungen in hemmenden Netzwerken festzustellen.
Literaturbefunde deuten darauf hin, dass im menschlichen epileptogenen hippokampalen
Gewebe doppelreizinduzierte rekurrente Hemmung als maoglicher kompensatorischer
Mechanismus verstarkt ist (Swanson et al. 1998; Wilson, et al. 1998). Wenig hingegen ist
uber die Situation in neokortikalem Gewebe in der Né&he epileptischer Foki bekannt. Aus
diesem Grund wurden Anderungen evozierter Feldpotentiale bei Doppelreizstimulationen der
weissen Substanz unter Verwendung verschiedener Inter-Stimulus-Intervalle (i.s.i. 30, 50, 100
ms), sowohl unter normalen als auch unter epileptogenen Bedingungen (hoher K*-Wert)
untersucht. Die Doppelreize wurden mit flnffacher Schwellenreizstarke durchgefihrt. Wie im
vorausgegangenem Abschnitt, wurden auch ihn diesen Untersuchungen die Anteile von
NMDA- und AMPA/Kainat-Rezeptor-vermittelten Potentiale bestimmt.

3.4.1 Doppédreizungsfeldpotentialableitungen unter nicht epileptogenen Bedingungen

Das Balkendiagramm (Abb. 32) zeigt Akzentuierungen bzw. Reduktionen evozierter
Potentiale nach vorangegangener Stimulation bei verschiedenen Reizintervallen.

Unter Kontrollbedingungen (nicht epileptisches Gewebe, n=24; chronisch epileptisches
Gewebe, n=11), riefen Doppelpulsstimulationen bei nicht epileptischem Gewebe und
chronisch epileptischem menschlichem Gewebe uberwiegend Reduktionen
(Doppelpulshemmung) der evozierten Potentiale hervor, was als ein Zeichen fiur intakte
rekurrente Unterdriickung gedeutet werden kann. Allerdings gilt dies nicht flr chronisch
epileptisches Gewebe (Mensch) bei 100 ms Reizschwellenstarke. Hier zeigte sich eine
signifikante H&ufung von Akzentuierungen als Zeichen eines Verlusts der rekurrenten
Hemmung (Abb. 37), (p=0,048, X*- Test).



50

Bei Blockade der NMDA-Rezeptoren blieb bei Doppelreizung eine Doppelpulshemmung
zwar erhalten, fiel aber schwaécher aus. Diese Verdnderungen waren allerdings nicht
signifikant.

Da nur wenige Préparate unter Blockade von NMDA- und AMPA-/Kainat-Rezeptoren noch
verwertbare Potentiale generierten, wurde auf eine Analyse der Daten unter diesen
Bedingungen verzichtet.

Die folgenden Abbildungen zeigen Beispiele von Registrierungen von evozierten
Feldpotentialen bei Doppelpulsstimulation in den supragranuléren neokortikalen Schichten
2/3 (Abb. 28, 30) und infraganuldren neokortikalen Schicht 5 (Abb. 29, 31).
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Abbildung 28: Doppelreizung bei Feldpotentialregistrierung von Rattengewebe in den
supragranuldren Schichten 2/3, bei i.s.i. von 30 ms, bei i.s.i. von 50 ms und bei i.s.i. von 100
ms. Die erste Spur zeigt jeweils die Antwort unter aCSF, die zweite bei Applikation von
APV, die dritte bei Applikation von CNQX und die vierte Spur ist die Kontrolle 2 nach
Auswaschung der Toxine.
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Abbildung 29: Doppelreizung bei Feldpotentialregistrierung von Rattengewebe in den
infragranuldren Schichten 5/6, bei i.s.i. von 30 ms, bei i.s.i. von 50 ms und bei i.s.i. von 100
ms. Die erste Spur zeigt jeweils die Antwort unter aCSF, die zweite bei Applikation von
APV, die dritte bei Applikation von CNQX und die vierte Spur ist die Kontrolle 2 nach

Auswaschung der Toxine.
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Abbildung 30: Doppelreizung bei Feldpotentialregistrierung von Menschengewebe in den
supragranuldren Schichten 2/3, bei i.s.i. von 30 ms, bei i.s.i. von 50 ms und bei i.s.i. von 100
ms. Die erste Spur zeigt jeweils die Antwort unter aCSF, die zweite bei Applikation von
APV, die dritte bei Applikation von CNQX und die vierte Spur ist die Kontrolle 2 nach
Auswaschung der Toxine.
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Abbildung 31: Doppelreizung bei Feldpotentialregistrierung von Menschengewebe in den
infragranuldren Schichten 5/6, bei i.s.i. von 30 ms, bei i.s.i. von 50 ms und bei i.s.i. von 100
ms. Die erste Spur zeigt jeweils die Antwort unter aCSF, die zweite bei Applikation von
APV, die dritte bei Applikation von CNQX und die vierte Spur ist die Kontrolle 2 nach
Auswaschung der Toxine.
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Abbildung 32: Auswertungsdiagramm der bei Doppelreizungen ausgeldsten Akzentuierungen
(Balken nach oben) bzw. Depressionen (Balken nach unten) und der Haufigkeit ihres
Auftretens in % (Balkenbreite) unter nicht epileptogenen Bedingungen bei Reizung der
weissen Substanz. (Links Ratte, rechts Mensch.)

3.4.2 Feldpotentialableitungen bei Doppelreizung unter epileptogenen Bedingungen

Unter epileptogenen Bedingungen (Erhéhung des extrazelluldaren K*-Spiegels auf 8 mM)
zeigte sich in chronisch epileptischem menschlichem Gewebe, tendenziert eine hohere
Akzentuierung bei Doppelreizung besonders in infragranuléren Schichten. Dieser Unterschied
war signifikant gegenuber Reizantworten von 100 ms unter nicht epileptogenen Bedingungen
(Abb. 37), (p= 0,05, X*-Test, Schicht 5).

Unter Blockade von epileptogenen NMDA-Rezeptoren, zeigten sich heterogene Antworten
ohne signifikante Unterschiede zwischen Kontrollbedingungen und Rezeptorblockade oder

zwischen nicht epileptischem und chronisch epileptischem Gewebe.
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Abbildung 33: Doppelreizung bei Feldpotentialregistrierung von Rattengewebe in den
supragranuldren Schichten 2/3, bei i.s.i. von 30 ms, bei i.s.i. von 50 ms und bei i.s.i. von 100
ms. Die erste Spur zeigt jeweils die Antwort unter aCSF, die zweite bei Applikation von
APV, die dritte bei Applikation von CNQX und die vierte Spur ist die Kontrolle 2 nach
Auswaschung der Toxine.
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Abbildung 34: Doppelreizung bei Feldpotentialregistrierung von Rattengewebe in den
infragranuldren Schichten 5/6, bei i.s.i. von 100 ms. Die erste Spur zeigt jeweils die Antwort
unter aCSF, die zweite bei Applikation von APV, die dritte bei Applikation von CNQX und

die vierte Spur ist die Kontrolle 2 nach Auswaschung der Toxine.
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Abbildung 35: Doppelreizung bei Feldpotentialregistrierung von Menschengewebe in den
supragranuldren Schichten 2/3, bei i.s.i. von 50 ms und bei i.s.i. von 100 ms. Die erste Spur
zeigt jeweils die Antwort unter aCSF, die zweite bei Applikation von APV, die dritte bei
Applikation von CNQX und die vierte Spur ist die Kontrolle 2 nach Auswaschung der
Toxine.
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Abbildung 36: Doppelreizung bei Feldpotentialregistrierung von Menschengewebe in den
infragranuldren Schichten 5-6, bei i.s.i. von 30 ms, 50 ms und bei i.s.i. von 100 ms.

Die erste Spur zeigt die Antwort unter aCSF, die zweite bei Applikation von APV, die dritte
bei Applikation von CNQX und die vierte Spur ist die Kontrolle wieder unter Gabe von

aCSF.
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Abbildung 37: Auswertungsdiagramm der bei Doppelreizungen ausgeldsten Akzentuierungen
(Balken nach oben) bzw. Depressionen (Balken nach unten) und der Haufigkeit ihres
Auftretens in % (Balkenbreite) unter epileptogenen Bedingungen bei Reizung der weissen
Substanz. (Links Ratte, rechts Mensch.)
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Diskussion

4.1 Neuronale Entladungseigenschaften

Neuronale Burst-Entladungen werden héufig als ein Merkmal fur epileptische Aktivitat
gesehen. Die vorliegende Untersuchung zeigt sowohl bei menschlichem, wie bei
neokortikalem Gewebe der Ratte ein regelméfRiges neuronales Entladungsmuster (Abb. 14,
15). Nach Luhmann et al. (1998) ist dies ein typischer Befund. Einige Publikationen zeigten
jedoch, dass ,,Burst“-Entladungen als mdgliches Zeichen erhéhter epileptischer Aktivitat in
menschlichem epileptogenem neokortikalem Gewebe selten vorkommt (Avoli und
Williamson 1996; Deisz 1999; Hwa und Avoli 1992; Jiang und Haddad 1992; Prince und
Wong 1981). So untermauern viele neuere Studien das Fehlen von Neuronen, die ,,Burst“-
Entladungen generieren, nicht nur in supra- sondern auch in infragranuléren Schichten (Avoli
et al. 1994; Avoli und Olivier 1998; Foehring et al. 1991; Tasker et al. 1996). Colder et al.
(1996) haben angenommen, dass nahe einer epileptogenen Lasion ,,Burst“-Entladungen als im
Rahmen eines moglichen adaptiven Prozesses reduziert werden. So scheint die Frage, ob
»Burst“-Entladungen und epileptische Aktivitdt zusammenhangen, noch nicht eindeutig
geklart zu sein. Dies entspricht den hier vorliegenden Beobachtungen, dass im Gegensatz zu
den hippokampalen CAZ1-Neuronen (Su et al. 2001) neokortikale Zellen selbst bei
Verénderung des ionalen Mikromilieus keine ,,Burst“-Entladungen generieren. Das in der
vorliegenden Arbeit beschriebene mogliche ,,Schrittmacher-Neuron®, dass Aktionspotentiale
vor den jeweils spontanen steilen Feldpotentialentladungen generierte (Abb. 2), war auch nur

ein regelmaéssig entladendes (,,regular-firing*) Neuron (Koch et al. 2005).

4.2 Neuronale synaptische Antworten

Vorhergehende Untersuchungen im menschlichen epileptogenen hippokampalen Gewebe
zeigten, dass bei chronischer Epilepsie neuronale synaptische Eigenschaften verandert
werden. So wurde von ungewohnlich verldngerten GABA-vermittelten synaptischen
Potentialen (Williamson et al. 1995; Avoli et al. 2005; Klaassen et al. 2006) und stark
variablen NMDA-Rezeptorabhangigen Antworten (Isokawa et al. 1997; Isokawa und Mathern
1999; Isokawa 2000; Beck et al. 2000) berichtet und davon, dass Veranderungen synaptischer

Potentiale haufiger im Hinblick auf erregende und seltener auf hemmende synaptische
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Potentiale vorkommen (Knowles et al. 1992; Naylor et al. 2005; L&scher 2007). Obwohl
laterale temporale Hirnstrukturen hdufig nicht als der eigentliche Fokus der epileptischen
Erregungsausbreitung in der Temporallappenepilepsie angesehen, sondern eher als eine
irritative Zone betrachtet werden, berichteten neuere Untersuchungen davon, dass sich nicht
nur die meisten Anfélle zu den ipsilateralen neokortikalen Bereichen verbreiten (King und
Spencer 1995), sondern dass, (vielleicht als eine Folgeerscheinung oder sogar einen noch
weiter reichenden Effekt von Temporallappenepilepsie), strukturelle abnorme Veranderungen
(Moran et al. 2001) und Plastizitatsveranderungen (Mikkonen et al. 1998) die
Erregungsausbreitung weit Gber den Hippokampus hinaus verlangerten. So fanden Marco und
DeFelipe (1997) Anzeichen, dass die Anzahl exzitatorischer Synapsen gegeniiber hemmenden
Synapsen morphologisch tberwiegen. Dies kodnnte bedeuten, dass Verénderungen der
synaptischen Eigenschaften auch epileptisches neokortikales Gewebe verandern.
Untersuchungen von Telfeian et al. (1999), Hwa und Avoli (1992), Prince und Wong (1981)
zeigten, dass synaptische Aktivierung ,,Bursts* oder sich wiederholende Entladungen triggert.
Im Gegensatz dazu zeigt die hier vorliegende Untersuchung keine auffallenden
Veranderungen der synaptischen Potentiale als Antwort auf Stimulationen aufsteigender
Intensitat auf. Ahnlich wie bei Nagetierneuronen bestanden im vorliegenden Fall alle
neuronalen Synapsen aus einer Sequenz von De- und Hyperpolarisierungen des
Membranpotentials (Luhmann et al. 1998). Diese wurden durch die AMPA/Kainat-
Rezeptoren (Vincent und Mulle 2008) und in geringerem Ausmass auch durch NMDA- und
GABAA-Rezeptoren vermittelt (Kéhling 2002; Mann und Mody 2008). Die hier vorgefundene
sequentielle Abfolge glutamaterger, depolarisierender und GABA-erger hyperpolarisierender
Membranpotentialdnderungen und das  Auftreten erregbarer NMDA-abhéngiger
Potentialkomponenten bei GABAa-Blockade stimmen mit anderen Untersuchungen Uberein
(Avoli et al. 1994; Avoli und Olivier 1998; Dudek et al. 1995; Tasker et al. 1992). Dies
bestatigt, dass es unwahrscheinlich ist, dass synaptische Verdnderungen zur epileptogenen
Aktivitat des neokortikalen epileptischen Gewebes beitragen. Tatséchlich mag der Befund,
dass bei Applikation niedriger Bicucullinkonzentration, (also bei eingeschréankter GABA,-
Rezeptorfunktion), Depolarisationen nur in nicht epileptischem Gewebe (Ratte) auftraten, auf

einen adaptiven Prozess chronisch epileptischen Gewebes hinweisen (Koéhling et al. 2003).
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4.3 Synaptische Netzwerkaktivitéat

Waéhrend Einzelzellantworten auf fokale Stimulation keine Anzeichen verénderter
Erregbarkeit zeigten, mag eine afferente Stimulation der weissen Substanz, wegen der
komplexen Netzwerkverknipfungen (Kohn et al. 2000; Mountcastle 1997) eine erhohte
Epileptogenizitdt aufdecken. Derartige afferente Stimulationen bedingt, sowohl im
Rattengewebe als auch im menschlichem Schnittpraparat eine kolumnare Aktivierung der
dartiber liegenden neokortikalen Schichten (Kohn et al. 2000, Straub et al. 2003).
Dementsprechend fand sich in der vorliegenden Arbeit Netzwerkaktivitat sowohl in infra- als
auch in supragranuléren Schichten (Kohn et al. 2000, Straub et al. 2003). Diese Aktivitat war
sowohl im nicht epileptischem wie auch im chronischem epielptischem Gewebe polyphasisch
und spiegelt vermutlich eine Abfolge von EPSP und IPSP (Biella et al. 2001), sowie direkte
und interlaminare Aktivierungsmuster wieder (Kohn et al. 2000). Anstelle der eigentlich
erwarteten vergroRerten Reizantworten im menschlichen Gewebe als Zeichen der
Ubererregbarkeit fand sich in der vorliegenden Arbeit eine allgemein abgeschwachte
Aktivierung. Eine mogliche Erklarung dafur kénnte in der Gliose gesehen werden, die in den
meisten Gewebeschnitten vorhanden war und zu fokalem oder homogenem Zellverlust
geflihrt haben mag, wie auch Marco und DeFelipe (1997) berichteten. Unabh&ngig davon
unterscheidet sich das Netzwerk im chronisch epileptischem Gewebe von dem im nicht
epileptischem Gehirn dadurch, dass vor allem infragranuldre Schichten wahrend der
Stimulation der weissen Substanz aktiviert wurden (Straub et al. 2003). Die synaptische
Zusammensetzung der Signale ist jedoch bei chronisch epileptischem und nicht epileptischem
Gewebe gleich, insofern als das NMDA-Rezeptoren praktisch nicht (jedenfalls unter nicht
epileptotgenen Bedingungen) zur Netzwerkaktivierung beitragen. Die Tatsache, dass eine
Blockade der NMDA-Rezeptoren in einigen Féllen tatsachlich zu einem Anstieg der
Potentiale fihrte, verdient eine kurze Diskussion: Vorausgesetzt, dass das Ausmass der
Netzwerkaktivierung bei afferentem Stimulus durch hemmende Aktivitat kontrolliert wird
(Kohn et al. 2000), wirde bedeuten, dass sich NMDA-Rezeptoren moglicherweise
hauptséchlich auf Interneuronen befinden. Die verbleibenden Antworten nach selbst
vollstandiger Blockade der schnellen glutamatergen Transmission konnten durch eine direkte
antidrome Aktivierung der rekurrenten Fasern oder durch GABA-erge synaptische Aktivitat
(oder durch beides) erklart werden. Es kann also, ausser im Hinblick auf geringfugige

Unterschiede beziglich der laminaren Aktivierungsmuster, die tatsachlich auf eine verringerte
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Erregbarkeit des menschlichen Gewebes hinweisen, kein Anzeichen einer erhohten

epileptischen Erregbarkeit beobachtet werden.

4.4 Erhohung der Epileptogenitéat durch erhdhte Kaliumkonzentration

Wenn der laterale Temporallappen tatsachlich die ,irritative Zone* um den wahren
epileptischen Fokus darstellt, was macht diese Zone ,,irritativ*? Eine Hypothese kdnnte sein,
dass solches “irritatives” Gewebe fur epileptogene Bedingungen anfélliger ist. Eine
Hauptveranderung wéhrend epileptischer Tatigkeit besteht in einem starken Anstieg des
extrazellularen Kaliums (Lux et al. 1986; Lux et al. 2000). Es war deshalb zu vermuten, dass
chronisch epileptisches, menschliches, neokortikales Gewebe anfélliger sein kodnnte
gegeniiber ansteigender extrazelluldrer K*-Konzentrationen. Dieses ist in der Tat der Fall:
Besonders bei Reizungen nahe der Erregungsschwelle gab es eine signifikante Zunahme der
Amplitude bei evozierten Potentialen, auch bei hoheren Reizintensitaten setzt sich diese
Tendenz fort (Abb. 20 bzw. 26). Dieses liegt wahrscheinlich nicht an einem steigenden
Einfluss der durch NMDA-Rezeptoren vermittelten synaptischen Mechanismen, obwohl
vermutet wird, dass dafur eine NMDA-Hochregulierung wahrend epileptischer Aktivitat in
den Tiermodellen (Rogawski 1992) und im menschlichen Hippokampus (Isokawa und
Levesque 1991) verantwortlich ist. Obgleich der Gesamteinfluss der NMDA-Rezeptor-
vermittelten Ubertragung vermutlich wegen der K'-induzierten Depolarisierung stieg, wie
schon eine starkere relative Signalreduktion wé&hrend NMDA-Blockade verglichen mit
Kontrollbedingungen zeigte, blieb zwischen schwellennaher Reizung vor und nach dem K’-
lonenkonzentrationsanstieg der signifikante Unterschied der Amplituden erhalten. Daraus ist
zu schliessen, dass in menschlichem, chronischem, epileptischem Hirnrindengewebe eine
hohere Erregbarkeitsveranderung (als Antwort auf den K-lonenkonzentrationsanstieg)
entsteht als im gesunden Gewebe.

4.5 Kurzzeitplastizitat

Kurzzeitplastizitit in  Form von Doppelpulshemmung spiegeln Anderungen der

praesynaptischen  Transmitter-Freisetzungswahrscheinlichkeit und den Einfluss von

Rickkopplungshemmung wieder (Applegate und Landfield 1988; Mori et al. 1994; Zucker
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1999). Doppelpulshemmung stellt einen Mechanismus dar, der Gewebeerregbarkeit besonders
bei hochfrequenter Aktivierung reguliert. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass mit zunehmenden
langeren Doppelreizintervallen die Doppelpulshemmung im chronisch epileptischen Gewebe
des Menschen starker wird. Dies gilt nicht im nicht epileptischen Gewebe. Da diese Anderung
bei langen Intervallen hervortrat, spiegelt dies eher eine starkere rekurrente Hemmung der
prasynaptische Anderungen, die innerhalb der ersten Millisekunden nach einer Erregung
erwartet werden. Es scheint, dass diese Rickkopplungshemmung teilweise mit NMDA-
Rezeptoren bzw. mit ihrer Blockade zusammenhdangen. Bei NMDA-Rezeptorblockade ist der
Grad der Inhibition verringert und Doppelpulsakzentuierung tritt in einigen Fallen auf (Abb.
37). Dieses wirde wieder darauf deuten, dass vor allem Interneurone NMDA-
rezeptorvermittelte Eingange erhalten. In Ubereinstimmung mit einer erh6hten erregenden
Antwort des chronisch epileptischen Gewebes bei K*-lonenkonzentrationserhéhung im
Extrazellularraum ist die Doppelpulshemmung reduziert und in einigen Gewebeschnitten bei
einem K'-lonenkonzentrationsanstieg auf 8 mM, wo Doppelpulshemmung unter normalen
Bedingungen verstarkt vorkommt, im Gegensatz zu nicht epileptischen Schnitten ganz
verschwunden.

Zusammenfassend ist zu schlussfolgern, dass subtile Veranderungen der Erregbarkeit, wie sie
in der Empfindlichkeit der Doppelpulshemmung gegeniiber K*-Anderungen zum Ausdruck
kommen, zur Epileptogenitat des chronisch epileptischen, menschlichen, neokortikalen

Gewebes beitragen mogen.
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Zusammenfassung

Literaturbefunde an epileptischem, menschlichem Hippokampusgewebe und bei chronisch
epileptischen Tiermodellen belegen Funktionsdnderungen der synaptischen und intrinsischen
Erregbarkeit. Es wird vermutet, dass sich intrinsische neuronale und synaptische Erregbarkeit,
sowie Kurzzeitplastizitit bei einem Anstieg der extrazelluldren K*-Konzentration, wie er auch
bei Anfillen vorkommt, verandern konnte. Um zu priifen, ob solche Anderungen auch im
menschlichen, neokortikalen, chronisch epileptischen Gewebe auftreten, wurden synaptisch
evozierte, glutamat-abhéngige Potentiale in menschlichen, neokortikalen Schnittpréparaten
untersucht, die von Patienten bei epilepsiechirurgischen Eingriffen gewonnen wurden. Die
Experimente wurden an Gewebeschnitten aus dem Temporallappen (Dicke: 500 pum) von 51
Patienten durchgefiihrt. Als Kontrollmaterial dienten Gewebeschnitte aus dem Kortex nicht
epileptischer Ratten (n=87). Es wurden das neuronale Entladungsverhalten, synaptische
Antworten und Doppelpulsreizantworten als Mal} der Kurzzeitplastizitat untersucht. Evozierte
Feldpotentiale (EP) und intrazellulére Potentiale (IP) wurden durch Stimulation der weissen
Substanz und der pialen Oberflache hervorgerufen. Die Reizintensitdt lag hierbei bei
einfacher, zweifacher und funffacher Schwellenintensitat. Die Doppelpulsreizung wurde mit
Reizintervallen von 30, 50 und 100 ms durchgefihrt; die Reizintensitit lag hierbei bei
funffacher Reizschwellenintensitat. Evozierte Potentiale wurden in den Schichten 2/3 und 5,
sowie intrazellulare Ableitungen bzw. synaptische Potentiale in den Schichten 2/3
vorgenommen. Dies geschah zum einen unter Kontrollbedingungen und zum anderen unter
epileptogenen Bedingungen (4 bzw. 8 mM (K")), und wurde durch Zugabe des NMDA-
Rezeptorblockers APV (100 puM) oder von APV und des AMPA/Kainat-Rezeptorblockers
CNQX (20 uM) pharmakologisch charakterisiert.

Evozierte Potentiale im chronisch epileptischen, menschlichen Gewebe unterschieden sich
nicht von denen, die im nicht epileptischen Gewebe (Ratte) gefunden wurden. Unter
Kontrollbedingungen waren evozierte Potentiale polyphasisch, wurden verkirzt durch
NMDA-Rezeptorblockade (mit gleichzeitigem Anstieg der Amplitude) und verschwanden bei
gleichzeitiger AMPA/Kainat- und NMDA-Rezeptorblockade. Bei Doppelpulsreizen fand sich
im Allgemeinen eine Doppelpulshemmung, die in eine Akzentuierung bei NMDA-

Rezeptorblockade Uberging.
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Nach K*-Konzentrationserhéhung von 4 mM auf 8 mM unterschied sich das neuronale
Entladungsmuster nicht von Mensch und Tier. Verdnderungen der synaptischen
Empfindlichkeit im epileptischen Gewebe, d.h., eine erhohte Netzwerktatigkeit bei K-
Konzentrationserhéhung und ein Rlckgang der Depression bei Doppelpulsreizung waren

dafir verantwortlich.
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