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Einleitung Kapitel 1

1 EINLEITUNG

1.1  WASIST EPILEPSIE?

Der Begriff Epilepsie leitet sich von dem altgriechischen Wort éniAnyg (epilépsis) ab, in der
deutschen Bedeutung Ubersetzt mit , Angriff oder Uberfall“ und wurde erstmals im 16.
Jahrhundert aus dem lateinischen ,epilepsia® Ubernommen. Epilepsie steht fiir ein
neurologisches Krankheitsbild, bei dem es zu unkontrollierten, synchronen und paroxysmalen
Entladungen zentralnervoser Neurone mit der Folge eines Krampfes kommt, weshalb im
deutschen Sprachraum auch ,das Krampfleiden” als Synonym verwendet wird. Das klinische
Erscheinungsbild eines Krampfanfalls variiert in Abhangigkeit von der Lokalisationim ZNS, d.h.
es kdnnen motorische, sensible oder vegetative Anfdlle auftreten. Eingeteilt, in Anlehnung an
die Internationale Liga gegen Epilepsie (ILAE, International League Against Epilepsy), werden
die Epilepsienin fokale und generalisierte Anfélle. Erstere betreffen nur ein bestimmtes Areal
im ZNS, wobei noch weiter zwischen einfach-fokalen Anféllen (ohne Bewusstseinsstorung)
und komplex-fokalen Anfdllen (mit Bewusstseinsstorung) unterschieden wird. Primar
generalisierte Anfdlle gehen von mehreren Foki aus und betreffen meist das gesamte
GroBRhirn. Typisch ist hierbei eine Bewusstseinsstorung bis hin zur Synkope mit retro-
und/oder anterograder Amnesie. Weiterhin konnen primar fokale Anfédlle sekundar
generalisieren. In diesem Zusammenhang ist die Temporallappenepilepsie (TLE) die haufigste
Form einer fokalen Epilepsie und hat tiber den im Temporallappen lokalisierten Hippocampus
Auswirkungen auf das limbische System. Dieser Aspekt erscheint interessant, da die TLE ein

Symptom der limbischen Enzephalitis (LE) ist.

1.2 DIe GAD-ENzEPHALITIS — EINE FORM DER LIMBISCHEN ENZEPHALITIS

1.2.1 Historische Entwicklung

Die Arbeitsgruppe Brierley et al beschrieb 1960 erstmals den Begriff der limbischen
Enzephalitis. Sie berichtete von 3 Patienten mit Zeichen einer subakuten Enzephalitis, von
denen 2 Patienten eine Tumorerkrankung hatten, ein kausaler Zusammenhang wurde jedoch
flr unwahrscheinlich angesehen. Diesen Zusammenhang erkannten Corsellis et al (1968) erst
8 Jahre spéter, die anhand eigener Patienten und retrospektiver Fallberichte eine Assoziation
von Tumorerkrankungen und dem Auftreten der LE herstellten. Aufgrund fehlender

diagnostischer Moglichkeiten galt die LE lange Zeit als eine seltene Erkrankung. Dank
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moderner bildgebender Verfahren wie der EEG, der MRT und der Liquordiagnostik wurde
jedoch eine zunehmend groRere Zahl von Patienten identifiziert. Typisch fir die klassische
Form dieser Erkrankung ist eine MR-morphologisch nachweisbare inflammatorische, uni- oder
bilaterale Affektion des Hippocampus im Temporallappen als Teil des limbischen Systems,
einhergehend mit insbesondere temporal lokalisierten Veranderungen im EEG und einer
Symptomtrias bestehend aus einer Temporallappenepilepsie, progredientem Verlust des
Kurzzeitgedachtnisses und dem Auftreten psychiatrischer Krankheitsbilder wie Depression
oder einer gesteigerten Reizbarkeit (Tiiziin et al, 2007). Wahrend im EEG nahezu immer
pathologische Veranderungen gesehen werden, kénnen im MRT in bis zu 25% der Falle keine
Pathologien erkannt werden (Finelli et al, 2011). Neuere Publikationen zeigen zudem, dass
eine strikt begrenzte Inflammation des Temporallappens im Sinne der klassischen limbischen
Enzephalitis eher die Ausnahme ist, vielmehr kénnen auch andere Hirnregionen betroffen sein
(Gultekin et al, 2000). Die klassische beschriebene Diagnostik erlaubte ferner keine
atiologische Erklarung des Krankheitshildes, dazu waren invasive diagnostische Methoden
notwendig, beispielsweise Virus-Antigen- oder Antikérperbestimmungen im Serum und
Liquor der Patienten. Hierdurch konnten unterschiedliche atiologische Faktoren ausgemacht
werden, es handelt sich heute im Wesentlichen um viral- oder autoimmunbedingten
Enzephalitiden. Die Antikorper der Autoimmunenzephalitiden sind dabei entweder gegen
Zelloberflachenantigene (liberwiegend Rezeptorproteine) oder gegenintrazelluldare Antigene

gerichtet sind. Tabelle 1 gibt einen dtiologischen Uberblick.

Tabelle 1: Atiologie der klassischen Form der limbischen Enzephalitis (Auswahl)
Autoantikérper (autoimmunbedingt)

Viral Intrazelluldre Antigene Zelloberflachenantigene
HSV Anti-Hu Anti-NMDA-R
HHV-6 Anti-Ma2 Anti-VGKC
Anti-CV2/CRMP5 Anti-AMPA-R
Anti-Amphiphysin Anti-GABA-R
Anti-GAD

modifiziertnach Tzlin etal, 2007 undFinelliet al, 2011

HSV = Herpes-simplex-Virus, HHV-6 = Humanes-herpers-virus, CRMP5 = collapsin response-mediator protein 5, GAD = glutamat-acid-
decarboxylase, NMDA-R = N-Methyl-D-Aspartat-receptor, VGKC = voltage-gated-potassium-channel (Kalium), AMPA = a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic- acid-receptor, GABA = gamma-a minobutyric-acid
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Neben den in Tabelle 1 genannten Viren fiihren auch Cytomegalieviren (CMV) oder HI-Viren
(humanes Immundefizienz-Virus) zu Enzephalitiden, deren Krankheitsbild jedoch von der
klassischen Form der LE abweicht. Die KIdrung der Atiologie erscheint dennoch problematisch,
da in 85% aller Falle keine Ursache der LE gefunden wird (Granerod et al, 2010) und von einer
idiopathischen Genese ausgegangen werden muss. Der Ursachenfindung kommt jedoch eine
wichtige Bedeutung zu, da insbesondere die Autoimmunencephalitiden mit intrazelluldren
Antigenen als Zielstruktur der Antikorper haufig mit Tumorerkrankungen assoziiert sind und
damit eine paraneoplastische Genese zugrunde liegen kann. Assoziierte Tumorerkrankungen
finden sich bei gegen Zelloberflichenantigene gerichtete Antikdrpern seltener, wurden aber
beispielsweise bei ovarialen Tumoren beschrieben (Dalmau et al, 2007; Finelli et al, 2011).
Anti-Hu-Ak sind haufig mit einem SCLC assoziiert (Graus et al, 2001; Dalmau et al, 1992;
Alamowitch et al, 1997), in ca. 50% d.F. konnen Antikorper nachgewiesen werden.
Tumorerkrankungen, welche mit Anti-Ma2 assoziiert sind, treten bei jingeren Menschen als
Hodentumor (Voltz et al, 1999) oder bei dlteren Menschen als NSCLC auf (Dalmau et al, 2004;
Mathew et al, 2007). Eine Assoziation von Tumoren des Thymus findet sich bei Anti-
CV2/CRMPS5 (Antoine et al, 1995). Therapiemoglichkeiten mit gutem Ansprechen bestehen in
der operativen Entfernung des Tumors bei paraneoplastischer Genese, ergdanzt durch eine
antivirale oder antikonvulsive Medikation, Immuntherapie mit Glukokortikoiden oder
Immunglobulinen, oder in Plasmaaustauschverfahren. In diesem Zusammenhang nehmen
Antikorper gegen die Glutamatdecarboxylase (GAD-Ak) eine besondere Stellung ein. Erst in
den letzten Jahren wurde zunehmend (iber Patienten mit einer GAD-Enzephalitis (anti-GAD-
Enzephalitis) berichtet. Es handelt sich um eine Autoimmunenzephalitis mit Nachweis von
GAD-Ak, entweder paraneoplastischer (Saiz et al, 2008), non-paraneoplastischer oder viraler
Genese (Malter et al, 2010). Die Besonderheit liegt in sehr unterschiedlichen Ansprechraten

GAD-assoziierter LE auf die geschilderten Therapieoptionen (Finellietal, 2011).

1.2.2 Die Bedeutung der Glutamatdecarboxylase und der GAD-Ak

1.2.2.1 GAD-Ak treten bei einem Spektrum unterschiedlicher Erkrankungen auf

Antikorper gegen die Glutamatdecarboxylase wurden erstmals in Zusammenhang mit dem
Stiff-Person-Syndrom (SPS) beschrieben, welches haufig mit hohen GAD-Titern und dem
Diabetes mellitus Typ 1 (DM1) assoziiert sein kann (Solimena et al, 1988). Zwei Jahre spater

konnte gezeigt werden, dass die Entwicklung des DM1 ebenfalls im Zusammenhang mit
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Antikorpern gegen die GAD in B-Zellen des Pankreas Zellen steht (Baekkeskov et al, 1990).
Weitere GAD-assoziierte Krankheitsbilder sind die zerebelldre Ataxie (Honnorat et al, 2001)
und die (therapierefraktare) Epilepsie (Giometto et al, 1998, Peltola et al, 2000). Auch diese
Erkrankungen treten haufig assoziiert mit dem Diabetes mellitus Typ 1 auf (Saiz et al, 2008),
ebenfalls einhergehend mit hohen GAD-Ak-Titern. Ferner bestatigten Saiz et al mogliche
Assoziationen der GAD-Ak mit malignen Erkrankungen. Im Zusammenhang mit der LE jedoch
erfolgten erst in den vergangenen Jahren umfassende, vorwiegend klinisch orientierte
Studien. So zeigten Malter et al (2010), dass ein Ansprechen auf eine immunsuppressive
Therapie mit Glukokortikoiden in Verbindung mit Antikonvulsiva bei GAD-Ak-positiver LE
deutlich schlechter ausfallt im Vergleich zur anti-VGKC LE. Deutlich bessere Ansprechraten
lassen sich mit Plasmaaustauschverfahren erzielen, wie Mata et al (2008) zeigten, wobei auch
Uber weniger wirksame Fallberichte Uber diesen Therapieansatz existieren (Harding et al,
1989). Im Hinblick auf das Auftreten von Antikorpern sowohl im Serum als auch im Liquor wird
diese Problematik plausibel, da es sich bei Serum und Liquor um zwei voneinander getrennte
Kompartimente handelt und damit Plasmaaustauschverfahren keinen (direkten) Einfluss auf
den Liquor haben. Die durchgefiihrten Studien zeigten damit eine klinische Relevanz der GAD-
Ak im Rahmen der LE und anderer GAD-Ak-assoziierter Erkrankungen auf, wadhrend die
pathophysiologische Rolle noch nicht umfassend geklart werden konnte und weiterfiihrende
Untersuchungen notwendig sind (Malter et al, 2010). Meinck et al (2001) schatzten anhand
der bis dato publizierten Literatur ein, dass GAD-Ak diagnostische Marker neurologischer oder
nicht-neurologischer Erkrankungen sein kdénnen, die neuropathophysiologische Wirkung
bisher jedoch ungeklart blieb. Konkretisiert wurde diese Problematik von Vincent (2008), es
wurden weiterfiihrende systematische Untersuchungen zur pathophysiologischen Relevanz

der GAD-Ak gefordert.

1.2.2.2 Die GAD istdas Schliisselenzym der GABA-Synthese

GABA, der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter im ZNS, entsteht durch eine
Pyridoxalphosphat (PALP) -abhdngige Decarboxylierung von Glutamat (Abbildung 1-1). Diese
Reaktion wird durch das Enzym Glutamatdecarboxylase katalysiert (Malter et al, 2010),
welches selektiv in GABAergen Neuronen und den B-Zellen des Pankreas zu finden ist (Saiz et

al, 2008).
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'Doc\/\l/coo' 'GOC\/\

NH3 — 3 COy+ NHy

Abbildung 1-1: durch Glutamatdecarboxylase katalysierte Reaktion
Durch eine Decarboxylierung von Glutamat entsteht GABA, dabei wird CO; freigesetzt. (libernommen aus:

Wikipedia.org, Stichwort: Glutamatdecarboxylase, 22.11.2015)

Von diesem Enzym sind zwei Isoformen bekannt, GAD65 und GAD67, die Namensgebung
basierte auf ihrem Molekulargewicht (Soghomonian et al, 1998). Im Gegensatz zu anderen
Neurotransmittern bestehen einige Besonderheiten: Die Isoformen stammen (1) von
unterschiedlichen Genen und sind (2) unterschiedlich in den Neuronen lokalisiert, wie
Erlander et al (1991) zeigen konnten. Auch wenn beide Isoformen sowohl im Zytosol als auch
membrangebunden auftreten, so findet sich die Isoform GAD65 uUberwiegend in den
terminalen Endigungen der Axone, wahrend GAD67 Uberwiegend im Zytosol oder an den
Dendriten lokalisiertist. Ursache hierfir sei eine erhohte Affinitat von GAD65 zu Membranen
wie die der neuronalen Vesikel, welche letztendlich in die terminalen Endigungen
transportiert werden. Erganzend sei erwdhnt, dass GAD67 mit GAD65 Heterodimere bilden
kann und somit auch in terminalen Nervenendigungen gefunden wird (Sloviter et al, 1996).
Die Affinitdt zu Membranen beruht auf dem N-terminalen Ende dieses Enzyms (ein Protein),
welches neben der Interaktion mit Membranen auch an der Steuerung und Regulation
intrazelluldarer Prozesse teilnimmt. Der C-Terminus enthdlt das katalytische Zentrum mit
Bindungsstellen fur PALP (Qu et al, 1998). Dariuber hinaus liegen (3) 50% der GAD als
Apoenzym (apoGAD, inaktives Enzym ohne den Cofaktor PALP) vor (Martin et al, 1993). Der
Anteil von apoGADG65 istim Vergleich zu apoGAD67 wesentlich groRer, zudem ist apoGAD67
unter normalen Bedingungen nahezu vollstandig mit PALP gesattigt und daher enzymatisch
aktiv (Kaufman etal, 1991). Eine schnelle Uberfiihrung in das (aktive) Holoenzym gelingt durch
Assoziation von Apoenzym und Cofaktor durch eine Depolarisation (Milleretal, 1979). GAD65
ist daher mengenmaRig die haufigere Isoform, woraus eine besondere Bedeutung in der
kurzfristigen Regulation und Erhohung der GABA-Konzentration resultiert, was bei
synaptischen Ubertragungsprozessen essentiell ist. Dem entgegengesetzt zeigten jedoch
Knockout-Versuche (GAD65 und GAD67), dass GABA hauptsachlich durch GAD67 produziert
wird. Ursache hierfir ist moglicherweise eine hohere Aktivitdt von GAD67 aufgrund der

beschriebenen nahezu vollstandigen Sattigung mit PALP unter normalen Bedingungen
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(Soghomonian et al, 1998). Auf Basis dieser Erkenntnisse haben die beiden Isoformen
voneinander abweichende Funktionen in der Zelle (Soghomonian et al, 1998): GAD65 hat ihre
wesentliche Bedeutung in der synaptischen Transmission, wiahrend GAD67 in der Regulation
des intrazellularen Metabolismus beteiligt zu sein scheint; es sei angemerkt, das GABA in den
Citratzyklus, ein wichtiger Stoffwechselweg der zelluldaren Energieproduktion, eingeschleust

werden kann (Martin et al, 1993).

1.2.2.3 Unklare Pathophysiologie der GAD-Ak

GAD-Ak sind Immunglobuline vom Typ IgG, die gegendie GAD gerichtet sind und deshalb auch
als Autoantikorper bezeichnet werden. GAD als wichtigstes GABA-synthetisierendes Enzym im
ZNS (Lernmark et al, 1996) wird immer wieder im Zusammenhang mit diesen Autoantikorpern
und damit assoziierten Erkrankungen beschrieben, unklar ist bislang die
neuropathophysiologische Bedeutung der GAD-Ak. Erste Untersuchungen zur Klarung

erfolgten mit GAD-Ak haltigen Seren und Liquores von an SPS erkrankten Patienten. Durch

eine Inkubation in vitro dieser Patientenproben mit ,crude rat cerebellar extracts, CRCE”
wurde eine Inhibition der GABA-Synthese aufgrund verminderter Enzymaktivitat
nachgewiesen (Dinkel et al, 1998), die genauen pathophysiologischen Mechanismen blieben
jedoch unklar. Zwei Jahre spater, ebenfalls in vitro durchgeflhrt, zeigten Experimente von
Mitoma et al (2000) eine verminderte synaptische GABAerge Transmission in zerebelldren
Hirnschnitten der Ratte unter Verwendung GAD-AK haltiger Seren bzw. Liquores von

Patienten mit zerebelldrer Ataxie. Die genaue neuropathophysiologische Bedeutung blieb

weiterhin unklar, aktuellere Daten scheinen diese Hypothesen jedoch zu bestatigen (Vianello
et al, 2008). Dem gegeniibergestellt finden sich kaum Publikationen Uber die Wirkung der
GAD-Ak, welche bei der anti-GAD-Enzephalitis gefunden werden kénnen, im Allgemeinen gibt

es nur wenige Berichte Uber die Bedeutung der GAD-Ak in vivo.
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1.3 AUFBAU DES HIPPOCAMPUS

Der Kortex des Telencephalons (z. dt.: Endhirn oder GroBhirn) gliedert sichiin den Allokortex
und den Isokortex, wobei ebenfalls eine dazwischenliegende Schicht, der Mesokortex,
beschrieben wird. Aus phylogenetischen Griinden wird der Hippokampus (alternativ:

Archikortex) dem Allokortex zugeordnet. Dieser besteht aus dem Gyrus dentatus (DG), dem

Cornu ammonis (CA) und dem Subiculum (Abbildung1-2).

(¥D) sluowwe nuio)

zum Subiculum
& entorhinalem Kortex

|

Hifyg entorhinalem Kortex

(9Qq) smeusp snifo

Abbildung 1-2: Schematische Darstellung der Hippocampusformation
Dargestellt ist der Hippocampus mit dem Cornu ammonis (CA, Ammonshorn) und dem Gyrus dentatus (DG). (a):

Tractus perforans; (b): Kérnerzelle mit Moosfasern; (c): Pyramidenzelle mit Schaffer-Kollateralen

Zusammen mit dem Kortex entorhinalis formiert sichdie sogenannte Hippocampusformation.
Der paarige Hippocampus befindet sichim Temporallappen in direkter Nachbarschaft zu den
Seitenventrikeln und stellt damit die mediale Begrenzung des Temporallappens dar (Lopes da

silva et al, 1990).

1.3.1 Histologischer Aufbau des Hippocampus
Bereits in nativen histologischen Schnitten fallen zwei ineinandergreifende, C-formige
Zellschichten auf, die vom Stratum pyramidale des Cornu ammonis und dem Stratum

granulosum des Gyrus dentatus gebildet werden (Abbildung1-2). Typisch, wie auch fiir andere
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Strukturen des Gehirns, ist eine histologische Schichtung des CA und DG. Der Gyrus dentatus
besteht aus drei Schichten: 1. Stratum moleculare mit den Dendriten der Koérnerzellen, 2.
Stratum granulosum mit den Zellkorpern der Kérnerzellen und 3. Hilum (oder Hilus), welches
Uberwiegend Faserverbindungen enthélt, u.a. das Moosfasersystem (Axone der Kérnerzellen),
worliber synaptische Verbindungen mit den CA3-Pyramidenzellen gebildet werden. Dem
gegenlbergestellt besteht das Cornu ammonis aus ca. 5 Schichten. Das Stratum
moleculare/lacunosum enthalt im Wesentlichen apikale Dendriten der Pyramidenzellen des
Stratum pyramidale. Im Stratum radiatum verlaufen die Schaffer-Kollateralen, also die Axone
der CA3-Pyramidezellen, welche in der CAl-Region Synapsen mit den Dendriten der dort
gelegenen Pyramidenzellen ausbilden. Die Zellkérper der Pyramidenzellen bilden das sog.
Stratum pyramidale. SchlielRlich existiert noch das Stratum oriens, durch welches
Uberwiegend die CA1-Pyramidenzell-Axone ziehen und Uber das Subiculum den entorhinalen
Kortex erreichen. Neben der Schichtung lasst sich das Cornu ammonis in 4 Abschnitte
unterteilen, den Regionen CA1-CA4. Die CA4-Region stellt den Ubergang vom Gyrus dentatus
in das Ammonshorn dar und bildet den sogenannten Hilus, durch den das Moosfasersystem
die CA3-Pyramidenzellen erreicht. Die CA1-Region geht in das Subiculum (ber, welches damit
zwischen dem Cornu ammonis und dem Kortex entorhinalis liegt. Hippocampale Efferenzen
enden in diesem Kortex. Vom entorhinalen Kortex wiederum gelangen Afferenzen lber den
Tractus perforans in den Gyrus dentatus, womit letztlich ein kreisférmiges Erregungssystem

gebildet wird (Lopes da silva et al, 1990).

1.3.2 Trisynaptischer Erregungsweg im Hippocampus

Bereits 1934 beschrieb Lorente de No und spater Blackstad (1956) die Faserverbindungen des
Hippocampus. In den nachfolgenden Jahren fiihrten die Untersuchungen von Andersen et al
(1971) zu der Hypothese eines lamellenartig aufgebauten Fasersystems innerhalb des
Hippocampus. Neuere Untersuchungen hingegen scheinen dieser Hypothese zu
widersprechen und es wurde ein 3-dimensionaler Aufbau des Fasersystems postuliert, in dem
die exzitatorischen Faserverbindungen einen trisynaptischen Verschaltungsweg formen

(Amaral and Witter, 1989).




Einleitung Kapitel 1

Area entorhinalis
(entorhianler Kortex)

Tractus peroforans,

DG

Kérnerzellen mit
Moosfasemn

CA3 Pyramidenzellen mit Subiculum

@a ffer-Koliaterale

Pyramidenzeilen mit
CA1 hippocampalen Efferenzen

Abbildung 1-3: Trisynaptischer Erregungsweg im Hippocampus (vereinfachtes Schema);
Uber die trisynaptische Verschaltung gelangen entorhinale Afferenzen in einem kreisférmigen Prozess als

hippocampale Efferenz zuriick in den entorhinalen Kortex. DG = Gyrus dentatus, CA = Cornu ammonis

Innerhalb des Hippocampus werden die Afferenzen (ber einen trisynaptischen Weg
verschaltet (Abbildung 1-3). Hierzu zdhlen die Kornerzellen (mit Moosfasern), die CA3-
Pyramidenzellen (mit Schaffer-Kollateralen) sowie die CA1-Pyramidenzellen mit ihren Axonen.
Die wichtigsten Afferenzen gelangenaus dem entorhinalen Kortex tber den Tractus perforans
in den Hippocampus und werden zundchst auf die Kornerzellen des Gyrus dentatus
verschaltet. Ca. 85% der hippocampalen Synapsen werden mit den terminalen Endigungen
des Tractus perforans gebildet (Matthews et al, 1976). Die Axone der Kornerzellen ziehen als
Moosfasern durch den Hilus (Abbildung 1-2) zu den Dendriten der Pyramidenzellen der CA3-
Region des Cornu ammonis und bilden dort synaptische Verbindungen aus. Die Axone dieser
Pyramidenzellen wiederum enden als Schaffer-Kollateralen an den Dendriten der CA1l-
Pyramidenzellen im Stratum radiatum. Von hier gelangen die Efferenzen Uber das Subiculum
zurlick in den entorhinalen Kortex. Der wichtigste Transmitter hierbei ist Glutamat, der
aufgrund seiner depolarisierenden Wirkung zu den exzitatorischen Transmittern gezahlt wird.
Die zellularen Antworten auf diesen Transmitter beruhen maligeblich auf dem NMDA-
Rezeptor, schatzungsweise 80% aller Rezeptoren des Hippocampus sind auf diesen Subtyp
zuriickzufiihren (Greenamyre et al, 1985). Daneben findet sich ubiquitdr im Hippocampus der

inhibitorische GABA-Rezeptor, dessen Wirkung hypopolarisierend ist.
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1.4 EXZITATORISCHE UND INHIBITORISCHE REZEPTOREN

1.4.1 Der NDMA-Rezeptor

1.4.1.1 Aufbau des NMDA-Rezeptors

NH 3
(n-terminale Domane)

NR2-Untereinheit NR1-Untereinheit

Extrazellular

Intrazellular

COOH
(c-terminale Doméane)

Abbildung 1-4: Schematischer Aufbau des NMDA-Rezeptorkanals
Dargestellt sind 2 Untereinheiten des Rezeptors, NR1 und NR2, die aus 4 Transmembrandomdnen (M1-M4)
bestehen. Extrazelluldr befindet sich 2 Ligandenbindungsdoménen S1 und S2, welche fiir die Aktivierung des

Rezeptors durch Ligandenbindung benétigt werden. Grau dargestellt: Zellmembran

Glutamatrezeptoren sind ionotrope, ligandengesteuerte, exzitatorische lonenkanadle, zu
denen der NMDA-Rezeptor (NMDA = N-Methyl-D-Aspartat), der AMPA-Rezeptor (AMPA = a-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic-acid) und der Kainatrezeptor gezahlt
werden. Sie l6sen ein exzitatorisches postsynaptisches Potenzial (EPSP) aus. Aufgrund ihrer
Sequenzhomologie wird ein gemeinsamer evolutionarer Ursprung postuliert (Dingledine et al,
1999). In den 1990er Jahren wurde intensiv die Struktur des NMDA-Rezeptors (Abbildung 1-4)
untersucht. Die Topologie konnte dabei einheitliche geklart werden: Verschiedene
Arbeitsgruppen wie Wo and Oswald (1994) oder Bennet und Dingledine (1995) zeigten durch
Analyse des N- und C-terminalen Endes, dass eine Rezeptor-Untereinheit (NR1 bzw. NR2) aus
3 transmembrandren Domanen (M1, M3, M4) besteht, wahrend sich die M2-Domé&ne von der
zytoplasmatischen Seite kommend im Sinne eines ,re-entrant membrane loop” in den

transmembranaren Komplex einfligt. Damit liegt das N-terminale Ende extrazelluldr, wahrend
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sich das C-terminale Ende der zytoplasmatischen Seite zugewandt befindet. Problematisch
stellte sich die Analyse der Stéchiometrie der Untereinheiten dar. Allgemein akzeptiert
werden fir den Aufbau des Rezeptors die Untereinheiten NR1 und NR2, daneben wird auch
eine NR3-Untereinheit beschrieben. Premkumar et al (1997) postulierten ein Pentamer,
bestehend aus 3 NR1-Untereinheiten und 2 NR2-Untereinheiten, wahrend u.a. Béhé et al
(1995) eine tetramere Konfiguration aus 2 NR1- und 2 NR2-Untereimheiten schlussfolgerten.
Moderne Kristallstrukturanalysen favorisieren derzeit die tetramere Konfiguration ( Cull-Candy
& Leszkiewicz, 2004), die Arbeitsgruppe um Furukawa hielt 2005 jedoch fest, dass eine
allumfassende Analyse der Grundstruktur istbisher noch nicht gelungenist. Es sind 4 Subtypen
der NR2-Untereinheit bekannt (NR2 A-D), wahrend von der NR1-Untereinheit, abhidngig vom
Spliceprodukt, 8 Isoformen bekannt sind. Die intrazelluldren Anteile der Untereinheiten
binden an Strukturproteine der Zellmembran bzw. des Zytoskeletts oder enthalten fiir die
weiterfliihrende Signaltransduktionen Kinasen, wahrend der extrazelluldare Anteil die fir die
Rezeptoraktivierung notwendigen Ligandenbindungsdomanen enthalt (Furukawa et al, 2005).
Strukturanalysen zeigten, dass diese Domadnen von zwei extrazelluldren Komponenten, der
S1-Domdne und der S2-Domadne gebildet werden. Die S1-Domane liegt auf der angrenzenden
M1-Aminosaduresequenz, wahrend die S2-Doméane auf dem M3-M4-loop liegt (Dingledine et
al, 1999; Sun et al, 1998). Die bevorzugten aktivierenden Liganden sind Glutamat (bindet an
die NR2-Untereinheit) und Glycin (bindet an die NR1-Untereinheit).

1.4.1.2  Funktion des NMDA-Rezeptors und mitihm assoziierte Erkrankungen

Fir die Aktivierung des Rezeptors und die damit einhergehende Offnung (,gating”) ist die
gleichzeitige Bindung von Glutamat und Glycin notwendig (Cull-Candy & Leszkiewicz, 2004).
Physiologisch ist die Offenwahrscheinlichkeit jedoch durch eine spannungsabhangige
Blockade der Pore durch ein Mg?*-lon abhingig. Diese Blockade l3sst sich durch eine
gleichzeitige Depolarisation der Pra- und Postsynapse aufheben. Durch dieses sog.“double-
gating” nimmt der NMDA-Rezeptor eine Sonderstellung ein. Der Rezeptorkanal ist permeable
fur K*, Na* und Ca?*. Insbesondere dem Ca?*-Influx wird die intrazelluldre Rezeptorwirkung
zugesprochen. Dieser Influx hat eine wichtige Bedeutung in der Entwicklung synaptischer
Plastizitat, welche durch die Langzeit-Potenzierung (LTP, engl.: long-term potentiation) bzw.
Langzeit-Depression (LTD, long-term depression) moduliert wird. Dadurch wird der Rezeptor

immer wieder im Zusammenhang mit hoheren Hirnfunktionen wie Gedachtnis und Lernen
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gebracht, weshalb er Ansatz neurologischer Erkrankungen wie z.B. Epilepsie, Morbus
Parkinson, Amyotrophe Lateralsklerose oder der Alzheimer-Erkrankungen ist. Die Sekretion
von Insulin aus den B-Zellen des Pankreas wird u.a. durch Glutamatrezeptoren reguliert,
weshalb auch die Entwicklung des Diabetes in Zusammenhang mit dem Rezeptor diskutiert

wird (Cull-Candy & Leszkiewicz, 2004).

1.4.1.3 Bedeutung des NMDA-Rezeptors flir diese Arbeit

Im Rahmen der GAD-Enzephalitis hat der Rezeptor keine bekannte Bedeutung, eignet sich
aber durch seine physiologischen Eigenschaften zur Untersuchung der Wirkung der GAD-
Antikorper auf elektrische Aktivitdat im Hippocampus. So kann durch Entfernung des
Magnesiums die Rezeptoraktivierung erleichtert werden. Dies ist die Grundlage des

Epilepsiemodels, welches in dieser Arbeit verwendet wurde (Kap. 1.5).

1.4.2 Der GABA-Rezeptor

Bei diesem Rezeptortyp handelt es um einen ligandengesteuerten, inhibitorischen Rezeptor,
der weiter unterteilt wird in den GABAa —und GABAg-Rezeptor. Aktiviert wird er durch GABA
(y-aminobutyric-acid). Der Typ-B-Rezeptor ist ein metabotroper, G-Protein gekoppelter
Rezeptor, dessen Wirkung nach Ligandenbindung (iber ein Gi-Protein vermittelt wird. Ahnlich
den Glutamatrezeptoren handelt es sich bei den Typ-A-Rezeptoren um ligandenaktivierte,
ionotrope lonenkanile. Uber eine Regulation des Cl-Stroms |6sen diese Rezeptoren jedoch
ein inhibitorisches postsynaptisches Potenzial (IPSP) aus (Aktories et al, Pharmakologie und
Toxikologie, Aufl. 10, S. 127). Sein struktureller Aufbau besteht aus 5 Untereinheiten
(pentamere Stochiometrie), von denen jede 4 Transmembrandomdnen besitzt. Die
Untereinheiten bestehen dabei aus 2 a-Untereinheiten (1-6), 2 B- Untereinheiten (1-3) und
einer weiteren Untereinheit vy, 6, € oder m, die haufigste Kombination ist 2a2B 1y (Wong et al,
2015; Schmidt et al, Physiologie des Menschen, 31. Aufl., S. 64). Der Typ-A-Rezeptor kommt

ubiquitar im ZNS vor.
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1.5 DIEVERSCHIEDENEN EPILEPSIEMODELLE

1.5.1 Dasevozierte Potenzialeim Magnesiummangel-Modell

Unter evozierten Potenzialen versteht man die im ZNS gemessene Antwort auf die Reizung
eines Sinnesorganes oder Nervs. Beispiele aus der Neurophysiologie und dem klinischen Alltag
sind u.a. das visuell-evozierte Potenzial und das akustisch-evozierte Potenzial, mit dessenHilfe
diagnostische Untersuchungen am lebenden Menschen durchgefiihrt werden konnen

(Schmidt et al, Physiologie des Menschen, 31. Auflage, S. 174).

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von GAD-Antikorper auf die epileptische Aktivitat im
Hippocampus der Ratte untersucht. Es war daher notwendig, spontane elektrische Aktivitat
im Hippocampus zu evozieren, um diesen Effekt beschreiben zu kdnnen. Zur Realisierung
erscheint der NMDA-Rezeptor sinnvoll, da er, wie in Kap. 1.4.1 beschrieben, als exzitatorischer
Rezeptor im Hippocampus gilt und NMDA-Antagonisten wie 2-APV (2-amino-5-
phosphonovaleric acid) antiepileptische Eigenschaften aufzeigen (Stanton et al, 1986). Seine
Aktivierung erfolgt physiologisch durch Ligandenbindung. Dies kann experimentell durch
elektrische Reizung oder dem Entfernen von Magnesium gefordert werden. Hierdurch hebt
sich der spannungsabhangige Porenblock auf, wodurch sich spontan evozierte Potenziale

ausbilden.

Es war schon hinreichend bekannt, dass der NMAD-Rezeptor durch Magnesium blockiert ist
und die NMDA-Rezeptor-Antworten von der extrazelluldren Magnesiumkonzentration
abhangig sind. So zeigten Ault et al (1980), dass sich die NMDA-Antworten bei Erniedrigung
der extrazelluliren Mg?*-Konzentration unterhalb der physiologischen Werte deutlich
verstarkten.  Weiterfihrende  elektrophysiologische Untersuchungen zeigten eine
Spannungsabhadngigkeit der Blockade des NMDA-Rezeptors durch Magnesium, woraus ein
spannungs- und magnesiumabhangiger Membranwiderstand (und dariiber eine Regulation
des transmembrandren Stroms) resultiert: Eine Reduktion des Membranwiderstandes und
damit eine Erhéhung des Stroms ldsst sich durch Entfernung von extrazellularem Magnesium
erzielen; dieser Effekt ist spannungsabhangig (Nowak et al, 1984; Mayer et al, 1984). Es zeigte
sich, dass die grundlegenden Eigenschaften des Kanals (Offnungswahrscheinlichkeit bzw.
Offnungsdauer, Offnungsfrequenz, Leitfahigkeit) in magnesiumfreier Umgebung unabhingig

von der Membranspannung sind. In Anwesenheit von Magnesium kam es jedoch zu
13
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signifikanten Anderungen der Leitfahigkeit in Abhingigkeit vom Membranpotenzial, was
letztlich eine spannungsabhingige Blockade des Kanals durch Mg2*-lonen impliziert. Hieraus
wurde die Strom(l)-Spannungskurve(U) des NMDA-Rezeptors entwickelt. Diese Ergebnisse
wurden von Crunelli et al (1894) bestatigt und eine transmitterdhnliche exzitatorische
Wirkungsweise Mg-freier extrazellulare Losungen hieraus abgeleitet. Verschiedene
Arbeitsgruppen haben damit den Einfluss von extrazellularem Magnesium auf den NMDA-
Rezeptor untersucht. Zusammengefasst werden damit die depolarisierenden
(exzitatorischen) NMDA-Rezeptorantworten in Anwesenheit von Magnesium durch einen
spannungsabhdngigen Mg-Block und einem erhohten Membranwiderstand antagonisiert,

durch Entfernung von Magnesium reduzieren sich die Effekte, spontane Aktivitat entsteht.

1.5.2 DasEpilepsie-Modell ,,Gabazin“

Gabazin mit der Summenformel CisH17N303-HBr und dem chemischen Namen 2-(3-
Carboxypropyl)-3-amino-6-(4 methoxyphenyl)pyridaziniumbromid ist ein allosterischer GABA-
A-Rezeptor-Antagonist. Seine Wirkung beruht auf einer Blockade transmembranarer Strome,
die durch Bindung von GABA an den Rezeptor ausgeldst werden. Es handelt sich um CI0-
Strome. Interessanterweise ist Gabazin in der Lage, GABA-induzierte Stréme potent zu
blockieren, wahrend es die Strome von Agonisten wie Steroiden (z.B. Alphaxalone) oder
Barbituraten (z.B. Pentobarbital) nur bedingt hemmt (Ueno et al, 1997). Hieraus resultiert
eine desinhibierende Wirkung, wodurch Gabazin in der Lage ist, dhnlich dem
Magnesiummangel-Modell, die Ausbildung epileptiformer spontaner Aktivitat zu foérdern.
Behrens et al (2007) haben diesen Effekt in magnesiumhaltigen extrazellularen Lésungen
nachgewiesen. Die Wirkung von Antikorpern auf die Entwicklung von Spontanaktivitat kann

daher mit Gabazin ebenfalls untersucht werden.

1.6 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Bisherige Beschreibungen der Pathophysiologie der GAD-Ak erfolgten im Zusammenhang mit
neurologischen Erkrankungen wie dem SPS, der zerebelldren Ataxie oder dem Diabetes
mellitus (Dinkel et al, Mitoma et al). Vermutlich bewirken GAD-Ak eine Stérung der
GABAergen Transmission, eine umfassende Klarung dieses Effektes gelang jedoch bislang
nicht. Diese Antikorper treten auch bei der GAD-Enzephalitis mit assoziierter

Temporallappenepilepsie auf, eine autoimmune Genese wird ebenfalls vermutet. Durch
14
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Inkubation hippocampaler Neurone mit GAD-positiven Seren wurde in der Tat eine spezifische
Immunreaktion GABAergen Neuronen nachgewiesen (Vianello et al, 2006). Zwei Jahre spater
untersuchte dieselbe Arbeitsgruppe erstmals den Einfluss von GAD-Ak haltigen Seren und
Liquores von Epilepsiepatienten auf kultivierte hippocampale Neurone mittels Patch-Clamp-
Messungen (Vianello et al, 2008), es zeigte sich eine erhOhte Spontanaktivitat aufgrund
supprimierter inhibitorischer Potenziale durch GAD-Ak, vereinbar mit zuvor publizierten
Daten. In allen genannten Fillen wurden die elektrophysiologischen Experimente in vitro
durchgefiihrt. Die benétigten Zellen wurden aus Rattenhirnen gewonnen und dann entweder
mit GAD-Ak haltigen Seren oder Liquores inkubiert oder wahrend laufender Messung
perfundiert. Die Bedeutung in vivo ist daher ebenfalls ungeklart. Im Rahmen dieser Arbeit soll
daher der Einfluss der GAD-Ak nach stereotaktischer Injektion in vivo auf hippocampale

elektrische Aktivitat in vitro weiter untersucht werden.

Geklart werden soll unter anderem:
- Welche pathophysiologischen Effekte hat der Liquor von Patienten mit GAD-
Enzephalitis und assoziierter Epilepsie in vivo?

- Sind diese Effekte konform zu den bisher vermuteten Effekten in vitro?

Zur Klarung dieser Frage werden
- GAD-Ak haltige Liquorproben stereotaktisch in den Hippocampus injiziert,
- anschlieBend Schnitte des Hippocampus fir elektrophysiologische Messung spontaner
Aktivitat angefertigt,
- die erhobenen Daten mit Kontrollgruppen verglichen und in Bezug zu bisher

publizierten Daten gesetzt.
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2 MATERIALUND METHODEN

2.1 MATERIALIEN

2.1.1 Verwendete Chemikalien flr die Losungszubereitung

Tabelle 2: Chemikalien fiir die Losungszubereitung

Chemikalie Hersteller/Bestellnummer Einheiten
CaClz Sigma, D/C5080 147,019 (g/mol)
D-(+)-Glucose Sigma, D/G7528 180,16 (g/mol)
Gabazin (Hydrobromid) Tocris, UK/SR95531 10 (mg)

HCI, rauchend 37% Merck, D/1.09057.1000

KCl Sigma, D/P9333 74,55 (g/mol)
MgCl2 Sigma, D/M8266 95,21 (g/mol)
NaCl Sigma, D/S7653 58,44 (g/mol)
NaH2PO4 Merck, D/1.06346.1 137,99 (g/mol)
NaH2PO4 Sigma, D/S8282 119,98 (g/mol)
NaHCOs Sigma, D/401676 84,01 (g/mol)
NaOH Merck, D/1.09137.1000 1 (mol/1)
Sucrose Sigma, D/S7903 342,3 (g/mol)

2.1.2 Verwendete Begasungen

Tabelle 3: Verwendete Gase fiir Tierpraparation und Messungen

Pharmaka Hersteller
Carbogen (95% 02, 5% CO2) Linde, D-Wiesbaden
Sauerstoff (100% O3) Linde, D-Wiesbaden

2.1.3 Verwendete Pharmaka fiir die Tierpraparation und die Messungen

Tabelle 4: Pharmaka fiir Tierpraparation und Messungen
Pharmaka Hersteller

Diethylether getrocknet 8254, 74,12 g/mol J.T. Baker, NL

Ketanest Injektionslésung 25 mg/ml Pfizer, D
Novaminsulfon-Tropfen 500 mg/ml Ratiopharm, D
Rompun 2% Bayer Vital, D
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2.1.4 Verwendete Substanzen zur intrazerebralen I njektion

Tabelle 5: Substanzen zur intrazerebralen Injektion aus humanem Material (Liqguor GAD-Antikorper)

Nummer Patienteninformation Titer Bezugsquelle

1. (886) GAD-Ak assoziierte Epilepsie  1:1000 Prof. Dr. Christian G. Bien
Pat.: 18 Jahre, weiblich Epilepsie-Zentrum Bethel
Entnahme am 30.04.2007 Deutschland

2. (2526) GAD-Ak assoziierte Epilepsie  1:256 Prof. Dr. Christian G. Bien

Pat.: 27,5 Jahre, weiblich
Entnahme am 22.01.2010

Epilepsie-Zentrum Bethel

Deutschland

Tabelle 6: Substanzen zur intrazerebralen Injektion aus kommerzielle Herstellung

Substanz

Hersteller

NaCl 0,9% (physiologische Kochsalzl6sung)

Braun, D

2.1.5 Verwendetes Mehr- und Einwegmaterialien

Tabelle 7: Mehr- und Einwegmaterial

Substanz

Hersteller

Borosilikatrohrchen

Glasflaschen, 1000ml

Glasflaschen, 2000ml

Guillotine (small animal decapitator)
Infusionssysteme

Injektionsnadel 75N

Messkolben, 1000ml

Messkolben, 2000ml

Messkolben, 500ml

Pipette, 10ul — 100ul

Pipette, 100ul — 1000ul
Pipettenspitzen (verschiedene GroRen)
Polyester-S PET-Faden griin, geflochten,
nicht resorbierbar, 90cm, 2x HR17 5/0
Rasierklingeln aus Stahl

Rundfilterpapier, 55mm Durchmesser

Science Products, D
Schott, D

Schott, D
Stoelting, USA
Braun, D
Hamilton AG, CHE
Hirschmann, D
Hirschmann, D
Hirschmann, D
Eppendorf, D
Eppendorf, D

Greiner Bio-One, A

Catgut, D

Campden Instruments, GB

Carl Roth, D
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Sekundenkleber UHU, D
Silberdraht 0,005 Zoll Science Products, D
Stereotaxie-Apparatur SR-5N Nr. 01025 Narishige, Japan

2.1.6 Verwendete Gerdte und Software

Tabelle 8: Geréte und Software

Gerat/Software Hersteller
Analog-Digital-Verstarker, Power 1401 CED, UK
Aufbewahrungskammer, Eigenbau IPHYS, Rostock, D
Bad Haake 5P Thermo, D
Badthermostat Haake C 10 Thermo, D
Faradaykafig, Eigenbau, IPHYS, Rostock, D
Interfacekammer, BSC-HAT Havard Apparaturs, USA
Kaltlichtquelle, KL 1500 LCD Schott, D

Kihl- und Gefrierschranke Liebherr, D
Magnetriihrer, RET-GS IKA, D
Magnetriihrer, RH basic 2 IKA, D

Mikroskop, Leica MZ6 Leica, D

Osmometer, Knauer Osmometer Automatic Knauer GmbH, D

Personal Computer Intel Core i5, Windows 7, von HP, D
pH-Meter, CG840 Schott, D
Pipettenziehgerat, PIP5 HEKA Elektronik, D
Rasierapparat, HS7801 Severin, D

Rollerpumpe (peristaltisch), Perimax Spetec, D

Schnittkammer, Eigenbau IPHYS, Rostock, D

Signal 2.16 CED, UK
Temperaturregler, TC-10 npi electronic, D

Tisch, schwingungsgeddampft TMC, USA

Verstarker, EXT-08 und DPA-2FX npi electronic, D
Vibratom, Integraslice 7550 MM Campden Instruments, UK
Waage, MC-1 Analytic AC 120S Sartorius, D

Zahnbohrer, TCM 300 Nouvag, D
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2.1.7 Verwendete Lésungen

Fir die durchgefiihrten Versuchsreihen wurden zwei verschiedene, selbstindig hergestellte
Losungen verwendet, deren Funktion entweder in der Aufrechterhaltung eines
physiologischen extrazellularen Milieus oder in der Reduktion des Sauerstoffverbrauchs durch
Kihlung bestand. Es handelte sich hierbei um eine ACSF-Stammlésung und um eine Sucrose-

Losung, wobei die ACSF-Losung unterschiedlich angesetzt wurde.

2.1.7.1 Die ACSF-Stammldésung

Die ACSF-Losung (engl.: artificial cerebrospinal fluid) isteine Carbonat-/Bicarbonat gepufferte,
dem extrazelluldren Liquor der Ratte adaptierte Losung, die in der vorliegenden Arbeit im
Wesentlichen fiir drei Indikationen genutzt wurde: Zum einen diente sie der Sicherstellung
des Uberlebens der Hippocampusschnitte in einem speziell fir die Aufbewahrung
angefertigtem Behalter. Zum anderen diente sie der Versorgung der Hirnschnitte wahrend
einer laufenden Messung, dazu wurde Lésung dem Messkammersystem zugefiihrt. SchlieRRlich
wurden die Messelektroden zur Herstellung eines elektrisch leitenden Stromkreises mit ACSF-

Losung gefiillt. Die Zusammensetzung istin der folgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 9: Zusammensetzung einer ACSF-Stammlésung

Substanz MW [g/mol] Konzentration [mM]

NaCl 58,44 125

NaHCO3 84,01 21

KCl 74,56 3

NaH2POa4 120 1,25

CacClz 147,02 2,5

MgCly* 95,22 1

Glucose 180,2 13

pH-Wert: 7,4 ; Osmolaritat: 299-306mosmol (*entfallt bei Mg-freier Losung)

Im Rahmen der durchgefiihrten Versuchsreihen wurden eine Mg?*-haltige bzw. eine Mg?*-
freie ACSF-Losung verwendet, Gabazin konnte zusatzlich gelost werden. Die Osmolaritat der
Mg?*-haltigen Lésung betrug im Durschnitt 303 mosmol/kg H20, die der Mg?*-freien Losung
lag im Durschnitt bei 300 mosmol/kg H20.
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2.1.7.2 Die Saccharose-Ldsung

Die eisgekihlte Saccharose-Losung (Sucrose-Losung) diente zur Kihlung des
herauspraparierten Rattenhirns, wodurch der Sauerstoffverbrauch wahrend der Anfertigung
hippocampaler Schnitte reduziert werden sollte. Die Osmolaritdat betrug im Schnitt 326

mosmol/kg H20, die Zusammensetzung ist der nachstehenden Tabelle zu entnehmen.

Tabelle 10: Zusammensetzung einer Sucrose-Stammlésung

Substanz MW [g/mol] Konzentration [mM]
NacCl 58,44 87

Sucrose 342,3 75

NaHCO; 84,01 25

KCl 74,56 2,5

NaH,PO, 137,99 1,25

CaCl, 147,02 0,5

MgCl, 95,22 7

Glucose 180,16 10

pH-Wert: 7,4 ; Osmolaritat: 326-328mosmol

2.1.7.3 Titration der Lésungen und Kontrolle der Osmolaritdt

Der pH-Wert aller Losungen wurde bei Raumtemperatur unter Begasung mit Carbogen (95%
02, 5% CO3z) unter Zuhilfenahme eines pH-Meters mittels HCl bzw. NaOH auf 7,40 titriert.
AnschlieRend erfolgte mit einem Osmometer die Kontrolle der Osmolaritdt der angesetzten
Losung. Diese sollte innerhalb der in Tabelle 9 und Tabelle 10 genannten Referenzbereiche
liegen, ggf. konnte durch Zugabe von destilliertem Wasser oder Glucose die Osmolaritat
angepasst werden. Bis zur Verwendung lagerten die Losungen dann in Flaschen luftdicht

abgeflllt bei 4-7°C.

20



Material & Methoden Kapitel 2

2.2 METHODEN

Alle nachstehenden Methoden wurden nach Einweisung durch Herrn PD Dr. med. Kirschstein,
Oscar Langendorff Institut flr Physiologie, Rostock, in eigener Leistung angewandt. In die
Auswertung sind daher nur Versuchstiere eingegangen, die durch den Verfasser dieser Arbeit

selbststandig operiert, prapariert und gemessen wurden.

2.2.1 Genehmigung zur Vornahme von Studien an lebenden Wirbeltieren

Die internationalen Richtlinien zur ethischen Vornahme von experimentellen Studien an
lebenden Tieren wurden eingehalten (European Community Council). Hierflir wurde nach
dem Tierschutzgesetz unter dem Aktenzeichen 7221.3-1.1-017/11 (Versuchsleiter Herr PD Dr.
med. Timo Kirschstein) eine Genehmigung durch das Landesamt fir Landwirtschaft,
Lebensmittesicherheit und Fischerei MV, Abt. Veterindrdienste, Erndhrungswissenschaft,
Tierzucht, erteilt. Dabei wurden in allen Fallen weibliche Wistar-Ratten (von: Charles River
Laboratories GmbH, Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Die Tiere waren bei Lieferung 20-30
Tage alt und hatten ein Ausgangsgewicht von 130-150g. Fir die Injektion war jedoch ein
Gewicht von mindestens 170g notwendig, weshalb man die Tiere zundchst wachsen liel3. Eine
ausreichende Wasser- und Futterversorgung waren zu jeder Zeit gewahrleistet. Die Haltung
erfolgte bis zur stereotaktischen Injektion in Kafigen mit jeweils maximal 2 Tieren, nach

erfolgreicher Operation wurden die Tiere vereinzelt gehalten.

2.2.2 Operative Vorbereitung elektrophysiologischer Messungen

Vor jeder elektrophysiologischen Messung wurde bei allen Versuchstieren (iber ein
stereotaktisches Verfahren eine der in Tabelle 5 und Tabelle 6 angegebenen Substanz in den
Hippocampus injiziert. AnschlieRend erfolgten einen Tag spater die Prdparation des
Rattenhirns und die Anfertigung der Hippocampusschnitte flir die geplanten

Feldpotenzialmessungen.

2.2.2.1 Stereotaktische operative hippocampale Injektion
Die Versuchstiere wurden zundchst unter der Verwendung von Ketanest-S® (Wirkstoff:
Esketaminhydrochlorid) und Rompun® (Wirkstoff: Xylazin) analgesiert, narkotisiert und

relaxiert. Dabei wurden Ketanest und Rompun im Verhdltnis 7:1 aufgezogen und
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gewichtsadaptiert (0,5ml auf 100g Korpergewicht) i.p. injiziert. Die Narkosetiefe wurde Uber
einen Schmerzreiz am FuB des Tieres geprift, im Schnitt wurde eine flr die Operation
ausreichende Tiefe gewichtsabhdngig nach 10-30 Minuten erreicht. Bei Bedarf konnte Uber
eine weitere individuell angepasste Injektion von Ketanest-S® die Narkose vertieft werden.
Flr den Fall, dass auch bei einer Re-Injektion von Ketanest-S® die gewlinschte Narkosetiefe
nicht erreicht wurde, lie® man das Tier unter Insufflation von 100%igem Sauerstoff
aufwachen. Erst bei Ausbleiben einer Reflexantwort auf den Schmerzreiz wurde mit der
Operation begonnen. Es erfolgte dann eine Rasur des Kopfes mithilfe eines Elektrorasierers,
wobei der Bereich zwischen Ohrenansatz bis zu den Augen rasiert wurde. AnschlieBend wurde
das Versuchstier auf eine Stereotaxievorrichtung gelegt. Zur Verhinderung von
Positionsveranderung wahrend der Bohrung und Injektion wurde das Tier an Nase und Ohren
fixiert (siehe Abbildung 2-1). Beachtet werden musste, dass keine zervikalen BlutgefdRRe
abgeklemmt wurden, damit die Sauerstoffversorgung des Gehirns sichergestellt war. Ferner

wurde eine 120 Watt starke Glihbirne zur Warmestrahlung verwendet, um eine Unterkihlung

H Injektionsnadel

y -Achse
J @
x-Achse v

Abbildung 2-1: Schematische Darstellung der Tieroperation, Ansicht von obenauf

des Tieres wahrend der Operation zu vermeiden.

z-Achse

Der Schddelknochen liegt frei, Blick auf das Bregma. Die Spitze der Injektionskaniile kann in allen Raumrichtungen
bewegt werden. Sie wird auf das Bregma gesetzt, anhand des Koordinatensystems des Stereotaxie-Tisches wird
die relative Position des Bregmas im Raum abgelesen. Daraus wird mittels Korrekturkoordinaten die Position der
Trepanationslécher errechnet. Zur Vermeidung von Kopfbewegungen wéhrend der Operation ist das Tier an

Ohren und Nase fixiert.
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Zur Vermeidung einer zu starken Austrocknung der Augen wurde jeweils ein Tropfen
physiologische Kochsalzlésung auf die Augen gegeben. Nach einer erneuten Priifung auf einen
Schmerzreiz wurde dann mit einem Skalpell ein medianer Hautschnitt von ca. 2cm Lange
gesetzt, sodass das Periost des Schadelknochens frei lag. Dieses wurde mit einem Skalpell
entfernt. Ausgetretenes Blut wurde mit einem saugfahigen Tuch aufgenommen, ggf. erfolgte
eine Reinigung des Schadelknochens mit steriler physiologischer Kochsalzlésung.
AnschlieBend wurde das Bregma aufgesucht, jener Punkt, an dem die Sutura coronalis und
Sutura sagittalis aufeinander treffen (a in Abbildung 2-2). Die Koordinaten dieses Punktes
konnten an der Stereotaxievorrichtung abgelesen werden, indem man die Spitze der
Injektionsnadel direkt Uber dem Bregma positionierte. Mithilfe dieser Koordinaten wurde
anschlieRend die relative die Position des Hippocampus und damit Position der Bohrlocher am
Schadel (b in Abbildung2-2), durch die die Injektion erfolgen sollte, rechnerisch ermittelt. Dazu
wurden folgende Korrekturkoordinaten verwendet: anteroposterior 5,2mm (x-Achse), lateral
14,3mm (y-Achse) und vertikal 4,8mm (z-Achse). Zur Erleichterung der Kraniotomie erfolgte

vor Bohrung eine Filzstiftmarkierung der errechneten Bohrlochkoordinaten.

Abbildung 2-2: Schematische Darstellung eines Rattenschddels, Ansicht von oben, handgemalt
Rot hervorgehoben sind zur besseren Orientierung die Schéddelndhte Sutura sagittalis (mittig), Sutura lambdoidea
(hinten) und Sutura coronalis (vorn) mit Bregma (a) und Injektionsstellen beidseits (b). Die Injektionsstellen

wurden liber ein stereotaktisches Verfahren berechnet und mit einem Filzstift markiert.
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Abbildung 2-3: Durch eine Injektionsnadel verursachte Ldsion im Hippocampus.

Ubernommen aus: Till Wiirdemann, Elektrophysiologische Untersuchungen zur Funktionalitit des NMDA -
Rezeptors an Kérnerzellen des Gyrus dentatus bei Anti-NMDA-Rezeptorenzephalitis im Tiermodell der Ratte,
Rostock, Juli 2013; erstellt von Prof. Dr. Christian G. Bien, Epilepsie-Zentrum Bethel. Die Kreuze markieren die

Position des Einstichkanals in den Hippocampus. CA1-Region, DG = Gyrus dentatus.

Nach der Trepanation des Schadels wurden die Injektionsnadel (Hamilton AG) mit 5ul einer
der Substanzen aus Tabelle 5 oder Tabelle 6 aufgezogen. Die Injektionsnadel wurde liber dem
linken bzw. rechten Bohrloch positioniert und die korrekte Position anhand der berechneten
x- und y- Koordinaten verifiziert. Anschliefend wurde die Injektionsnadel durch das Bohrloch
langsam in das Gehirn eingeflihrt, die Eindringtiefe entsprach der korrigierten z-Koordinate.
In Abbildung2-3 ist die Lasionim Hippocampus zu erkennen, welche durch die Injektionsnadel
hinterlassen wird. Zur Adaption des Gehirns an die Nadel erfolgte zunachst eine zweiminlitige
Diffusionsphase, in der sich das Gewebe vollstandig um die Injektionsnadel legen sollte.
AnschlieRend wurden alle 2 Minuten jeweils 0,5ul der Testsubstanzin das Gehirn injiziert nach

dem Schema

Injektion 2 2 Minuten Adaptions-/Diffusionsphase

Die zweiminitigen Pausen zwischen den Injektionsintervallen waren notwendig, damit die
Testsubstanz in das umgebende Gewebe diffundieren konnte. Bei zu kurzen
Injektionsintervallen bestand die Gefahr, dass durch steigenden intrazerebralen Druck die
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Testsubstanz entlang des Stichkanals aus dem Bohrloch herausgedriickt wurde. Nach
erfolgreicher Injektion der 5ul wurde die Spritze langsam entfernt und gereinigt. Es erfolgte
dann analog zum beschriebenen Verfahren die Injektion der gleichen Testsubstanz in das
kontralaterale Bohrloch. Anschlielend wurde das Tier aus der Fixierung heraus geldst. Der
Wundverschluss erfolgte mit einem nicht-resorbierbarem Faden. Abhdngig von der
Schnittlange wurden dabei 3-6 Einzelknopfnahte oder eine durchgehende Naht verwendet.
Zum Abschluss folgte eine Aufwachphase, in der das Tier bis zum Aufwachen 100%igen
Sauerstoff erhielt. In die Trinkflasche wurden ein Teel6ffel Glucose und zur Analgesie
Novaminsulfon-ratiopharm® (Metamizol-Tropfen), 30 Tropfen auf 500ml, hinzugeben. Die
Glucose sollte als Geschmackstrager die Tiere zum Trinken des im Wasser gel6sten
Schmerzmittels animieren. Die operierten Tiere wurden dann vereinzelt gehalten. Es stand
ausreichend Trinkwasser und Nahrung zur Verfiigung. Die elektrophysiologische Messung der
Feldpotenziale erfolgte einen Tag nach stattgehabter Operation. Dazu war eine Praparation

des Rattenhirns notwendig.

2.2.2.2 Pridparation des Rattenhirns und Anfertigung hippocampaler Schnitte

Fir die elektrophysiologischen Feldpotenzialmessungen wurden Schnitte des Hippocampus
benctigt. Diese wurden nach Anfertigung am selben Tag fir die geplanten Messungen
verwendet, nicht genutzte Schnitte wurden abends verworfen, da ein Uberleben in der ACSF-
Stammloésung Uber einen Zeitraum von (ber 24 Stunden hinaus nicht garantiert werden
konnte. Zunachst wurde das Tier unter einem Abzug mit 20ml Diethylether narkotisiert, damit
die nachfolgende Dekapitation mit einer Guillotine von dem Tier nicht bewusst
wahrgenommen wurde. Eine Erfolgskontrolle erfolgte durch einen Schmerzreiz wie in Kap.
2.2.2.1 dargestellt. Die Dekapitation erfolgte dann schnell direkt kaudal der Ohren. Zur
Vermeidung von hypoxischen Hirnschaden mussten die im Folgenden beschriebenen Schritte
schnell erfolgen. Unmittelbar nach der Dekapitation wurde mit einem Skalpell ein medianer
Hautschnitt der Kopfhaut gesetzt (entlang der Naht) und der Schadelknochen damit erneut
freigelegt. Mit einer spitzen Schere wurden Uber das Foramen magnum der Schadelknochen
eroffnet: Zuerst wurde beidseits das Os occipitale/Os parietale von der Schadelbasis
durchtrennt, anschliefend erfolgte ein Schnitt entlang der Sutura sagittalis (oberhalb der
Fissura longitudinalis cerebri). Mit einer Pinzette wurde dann die linke und rechte

Schadelkalotte inklusive der darunter liegenden Dura mater entfernt (Abbildung2-4).
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\ Sl /

Soo/p

Abbildung 2-4: Schematische Darstellung mit Blick auf das Foramen magnum (Fm) von kaudal
Die drei roten Linien markieren die Position der 3 Scherenschnitte. 2 Schnitte erfolgen zur Durchtrennung des Os
occipitale bzw. Os parietale (Soo/p), ein Schnitt erfolgt entlang der Fissura longitudinalis (Sfl). Die Schddelkalotte

lief3 sich dann in zwei Teilen abheben (schwarze Pfeile).

Von dem nun sichtbar freiliegenden Gehirn wurde mit einem Skalpell das Kleinhirn
abgetrennt. Das GroBhirn wurde mit einem Spatel vorsichtig von der Schadelbasis geldst und
in eine Carbogen-begaste, eisgekiihlte Sucrose-Losung eingetaucht. Durch den Kuhleffekt
reduzierten sich die Stoffwechselaktivitdat und die Gefahr einer zunehmenden Hirnschadigung
durch Hypoxie. Im folgenden Schritt wurde das Gehirn unter Verwendung von
Sekundenkleber auf dem Schnittblock einer selbstgebauten Schnittkammer fixiert. Dazu
trocknete man das Gehirn schnell auf einem Filterpapier und positionierte es mittig, mit der
Hirnbasis nach oben zeigend, auf dem Schnittblock (Abbildung 2-5). Die Kammer wurde sofort
mit Carbogen-begaster, eisgekihlter Sucrose-Loésung aufgefillt, zur Optimierung des
Kuhleffektes wurde die Kammer bis auf halbe Hohe des Schnittblocks mit Sucrose-Losung
aufgefillt und im Kahlschrank Gber Nacht tiefgefroren. Anschliefend wurden mit dem
Vibratom auf Hohe des Hippocampus 400um dicke, transversale (horizontale) Hirnschnitte
angefertigt, die Schnittdicke lieR sich am Vibratom individuell einstellen. Die angefertigten
Schnitte trennte man vorsichtig mit umgebogenen Injektionskanilen vom Restgewebe und
transferierte diese mittels Pipette in die mit ACSF-Stammlésung gefillte, Carbogen-begaste,
selbstgebaute Aufbewahrungskammer. Sinnvoll war, die Pia mater mithilfe einer Pinzette von
der Hirnoberflache zu entfernen, um Zug auf das Hirngewebe wahrend des Slice-Vorganges zu
vermeiden. Die angefertigten Hirnschnitte inkubierten und adaptierten dann fir mindestens
eine Stunde bei Raumtemperatur unter Carbogen-Begasung in der Aufbewahrungskammer.

Wahrend dieser Zeit erfolgte sinnvollerweise die Vorbereitung des Messplatzes.
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Abbildung 2-5: Gehirn in der Schnittkammer eines Vibratoms, Ansicht von oben

Das Gehirn (G) wurde mit Sekundenkleber auf dem Schnittblock (Sb) fixiert. Die Schnittkammer (Sk) wurde dann
mit eisgekiihlter Sucrose-Lésung aufgefiillt. Zu sehen ist ferner, wie die Rasierklinge (R) durch Vibration und

Lateralbewegungen 400um dicke Schnitte anfertigt.

2.2.3 Messung von evozierten Feldpotenzialen

2.2.3.1 Definition der Versuchsreihen

Tabelle 11: Ubersicht iiber die Messphasen der drei Versuchsreihen
Versuchsreihe ASCF-Stamml6ésung ACSF-Stammlésung Testsubstanz  Kontrolle

(Phase 1) 1-20 Min. (Phase 2) 21-150 Min.
I + Mg?* 0 Mg?* GAD-AK 1. NaCl 0,9%
] + Mg? 0 Mg?* + Gabazin GAD-Ak 2. NaCl 0,9%
]l + Mg?* + Mg?* + Gabazin GAD-Ak 2. NaCl 0,9%

In dieser Arbeit wurde als wesentliche elektrophysiologische Methode die extrazellulare
Ableitung von Feldpotenzialen in hippocampalen Schnitten verwendet. Hierbei wurden die
angefertigten Schnitte des Hippocampus in eine Messkammer gelegt und mittels
extrazelluldaren Elektroden spontane Aktivitdat aufgezeichnet. Das hierbei verwendete
Protokoll war stets das Gleiche, lediglich die Zusammensetzung der ACSF-Stammldsung und
darin gel6ste pharmakologische Substanzen variierten (Tabelle 11). Nur so war ein Vergleich

zwischen den Versuchsreihen moglich.
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2.2.3.2 Messprotokoll: Ablauf einer Messung

Zu Beginn wurde in einer 10 minutigen Reinigungsphase eine ACSF-Stammlésung mit Mg?*
(ohne Zusatz) in das Messkammersystem geleitet. Dies diente zum einen der Reinigung der
Messkammer, zum anderen sollte in dieser Zeit die Messkammer auf die gewiinschte
Temperatur (T=32 °C) erhitzt werden. Erst dann wurden Hirnschnitte in der Kammer platziert.
AnschlieRend adaptierten die Hirnschnitte wahrend der Adaptionsphase unter Verwendung
von Mg?2*-haltiger ACSF-Stammldsung (ohne Zusatz) fiir 20 Minuten in der Messkammer. Die
Messelektroden wurden dann platziert und die Aufzeichnung Uber das Computerprogramm
Signal® (CED Software) gestartet. Jede Messung gliederte sich dann in zwei Messphasen
(Tabelle11). Inden ersten 20 Minuten (Phase 1) wurde die sogenannte Baseline aufgezeichnet,
hierbei wurde stets bei allen Versuchen Mg?*-haltige ACSF-Stammlésung ohne Zuséatze
verwendet. Die zweite Phase dauerte unter Verwendung der in Tabelle 11 aufgefiihrten ASCF-
Stammlésung 130 Minuten. Jede Aufzeichnung wurde also nach insgesamt 150 Minuten
beendet. Damit betrdagt die Gesamtdauer aller 3 Phasen (Reinigung, Adaption und eigentliche
Messung) 180 Minuten. Das oben beschriebene Protokoll wurde streng eingehalten, um

Vergleichbarkeit zwischen den verschiedenen Versuchsreihen zu gewahrleisten.

2.2.3.3 Herstellung von Messelektroden zur Ableitung extrazelluldrer Feldpotenziale

Die Herstellung der Messelektroden erfolgte mit einem vertikalen Pipettenzieher. An jedem
Versuchstag wurden je nach Bedarf bis zu 6 oder mehr neue Glaspipetten hergestellt. In den
Pipettenzieher wurde dazu ein Borosilikatrohrchen eingespannt und somit eine Glaspipette
durch Einwirkung von Hitze und Schwerkraft gezogen. Mit einer Prazisionspipette erfolgte
dann eine Befullung der hergestellten Glaspipette mit Mg?*-haltiger ACSF-Stammldsung. Als
Elektrode wurde anschlieRend ein chlorierter Silberdraht in die Glaspipette eingefiihrt. Dank
der ACSF-Losung konnte somit ein elektrisch leitender Kontakt zwischen Silberdraht und
Pipettenspitze hergestellt werden. Die auf diese Weise hergestellte Messelektrode wurde in
die Stative am Messplatz eingespannt. Messelektroden wurden fir maximal einen Versuch
und nur am Tag der Herstellung verwendet. Dadurch sollten Stérungen aufgrund veralteter
Messelektroden ausgeschlossen werden. Nicht verwendete Messelektroden wurden bis zur
Nutzung fir maximal einen Tag sicher in einer speziell angefertigten Petrischale mit

Schaumstofffillung aufbewahrt.
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2.2.3.4 Aufbau des elektrophysiologischen Messplatzes

Faradaykéafig

E Vorverstirker

g N

Verstérker

A/D-D/A-Wandler

—— iy
S ——
_/_/ Temporsurrgtr

H

Z A
Abbildung 2-6: Schematischer Aufbau eines elektrophysiologischen Messplatzes

Dargestellt ist die Messkammer (Havard Apparaturs) in einem Faradayschen Kdfig. Getragen wird der Aufbau von
einem schwingungsgeddmpften Tisch (nicht dargestellt); Zulauf (Z), Ablauf (A), Heizelement (H), Begasung (B),
Extrazellularelektrode (E), Hirnschnitte (S), Nylon-Netz (N)

Wichtige Voraussetzung war die Abschirmung der Messvorrichtung gegeniiber externen
Storeinflissen. Dazu wurde die Messkammer innerhalb eines Faradayschen Kafigs auf einem
schwingungsgedampften Tisch aufgebaut (Abbildung 2-6, Tisch und Kafig nicht dargestellt). In
die Messkammer konnten zwei Hirnschnitte (S) gleichzeitig auf einem Nylon-Netz (N) platziert
werden, wodurch zwei parallel laufende Datenaufzeichnungen méglich waren. Uber einen
Zulauf (Z) wurde die ACSF-Stammldsung in ein spiralférmiges Schlauchsystem geleitet und
durch das mit destilliertem Wasser gefiihlte Kammerbecken nach oben zu den Hirnschnitten
gefiihrt, wodurch diese mit einer konstanten Flussrate umspiilt wurden. Uber den Ablauf (A)
wurde die ACSF-Stammldsung in einem Plastikbehéalter gesammelt und am Ende des Tages
verworfen. Parallel zu diesem Schlauchsystem lief ein Heizelement (H), welches die
Temperatur mittels dem Temperaturregler konstant auf 32°C + 0,5°C hielt. Die Ableitung der
Feldpotenziale erfolgte mit selbstgefertigten Extrazellularelektroden (E). Diese waren mit
einem Verstarker verbunden, das Signal gelangte von dort Gber einen Analog-Digital-Wandler
in den Computer und wurde mit der Software Signal® aufgezeichnet und digital gespeichert.

Eine kontinuierliche Begasung (B) mit Carbogen erfolgte.
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2.2.3.5 Vorbereitung des Messplatzes und der Messung

Wahrend die Hirnschnitte fiir mindestens eine Stunde in der Aufbewahrungskammer unter
Carbogen-Begasung inkubierten, erfolgte die Vorbereitung des Messplatzes. Die bendtigten
ACSF-Stammldsungen (Tabelle 11) wurden in einem Heizbecken (32°C) neben dem
Faradaykafig unter Carbogen-Begasung erwdarmt. Parallel erfolgte eine kontinuierliche
Carbogen-Begasung der AquaDest gefillten Messkammer, Computer und die bendétigten
Gerite wurden eingeschaltet. Uber ein Infusionssystem und eine peristaltische Pumpe waren
die ACSF-Stammldsungen im Heizbecken mit der Messkammer verbunden, sodass die darin
liegenden Schnitte kontinuierlich von ACSF-Stammlésung umsplilt werden konnten. Die
Geschwindigkeit der Pumpe war so eingestellt, dass der Boden der Messkammer leicht
benetzte und ein dezenter Fllssigkeitsfilm auf den Hirnschnitten entstand. Nachdem ACSF-
Stammlésung sichtbar das Kammersystem erreicht hatte, konnte die Heizung der
Messkammer eingestellt werden. Diese Heizung hielt die Temperatur der Messkammer
konstant auf 32 +0,5 °C. Wahrend die Messkammer auf 32°C erhitzte, wurden die Elektroden
fir die Feldpotenzialmessungen angefertigt (Kap. 2.2.3.3) und auf den Stativen eingespannt.
Bei erreichten 32°C konnten die Hirnschnitte in die Messkammer gelegt und die
Ableitungselektroden in den vorgesehenen Hirnregionen platziert werden. Nach einer 20
minltigen Adaption der Schnitte begann dann die elektronische Aufzeichnung der
Spontanaktivitat Uber die Datenerfassungs- und Analysesoftware Signal® (Version 2.16). In
den ersten 20 Minuten erfolgte die Aufzeichnung unter Verwendung von MgZ2*-haltiger ACSF-
Stamml6sung, dann wurde, abhangig von der Versuchsreihe, fir weitere 130 Minuten auf eine
in Tabelle 11 genannte ACSF-L6ésung gewechselt. Eine Lagekontrolle der platzierten
Ableitungselektroden Uber einen elektrischen Stimulationsreiz erfolgte nicht, da dies die
Entwicklung von spontaner Aktivitat hatte beeinflussen kénnen. Desweiteren musste darauf
geachtet werden, dass sich kein Kondenswasser an den Ableitungselektroden niederschlug;
es bestand die Gefahr, dass ein Tropfen Kondenswasser in die Messkammer auf die Schnitte
fiel und in der Folge die Schnitte sich bewegten. Kondenswasser konnte ohne Storung der
laufenden Messung mit einem saugfahigen Tuch von den Messelektroden abgenommen

werden.
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2.2.3.6 Platzierung der Messelektroden

Abbildung 2-7: Platzierung der Elektroden im Hippocampus, CAl1-Region

(A) Blick von oben auf die Messkammer, zwei Hirnschnitte wurden bereits auf einem Nylonnetz (n) eingelegt.
Nachtrdglich wurden 2 Elektroden (rot) eingezeichnet, die in der CA1-Region des Hippocampus platziert wurden.
Die mit dem Sternchen (*) markierte Platte wurde wdhrend der laufenden Messung (iber die Hirnschnitte
geschoben. (B) Stativ, ohne eingespannte Elektrode. Mittels der Drehgewinde (x: anteroposterior, y: lateral, z:

vertikale Bewegung) konnte die Halterung in allen Raumrichtungen bewegt werden.

Zunachst wurden die Elektroden in die vorgesehenen Stativen eingespannt. Die Stative
wurden dann so neben die Messkammer gestellt, dass sich die Spitzen der Elektroden 1 cm
oberhalb der Hirnschnitte befanden. An den Stativen befanden sich Drehgewinde, mit denen
die Halterung in allen Raumrichtungen bewegt werden konnte (Abbildung2-7). Auf diese Weise
wurden die Elektrodenspitzen als erstes in der horizontalen Ebene (x,y) liber die CA1-Region
des Hippocampus positioniert. AnschlieBend wurden die Elektroden in der vertikalen Richtung
(z) soweit nach unten bewegt, bis die Elektrodenspitze sichtbar in die ACSF-Stammldsung
eintauchte. Die beschriebenen Vorgange wurden durch ein Lichtmikroskop beobachtet,
welches oberhalb der Messkammer frei beweglich montiert wurde. Ein versehentliches
Durchstechen der Hirnschnitte mit der Messelektrode wurde vermieden. Durch die starke
VergroRerung konnte ferner die korrekte Positionierung der Elektrode knapp oberhalb der

CA1-Region verifiziert werden.
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2.2.4 Kriterien zur Auswertung der Messergebnisse

2.2.4.1 Aufnahmekriterien von Messungen in die Auswertung

In die Auswertung gingen nur Schnitte von Tieren ein, die ich als Verfasser der Arbeit selber
operiert und prapariert hatte. Eine Messung wurde nur dann aufgenommen, wenn spontane
Aktivitdt bis zum Ende der Messung auftrat. Diese Messungen wurden ausgewertet.
Messungen, bei denen im Verlauf Uber einen Zeitraum von mehr als 5 Minuten keine
Potenziale aufgezeichnet werden konnten, wurden nicht berilcksichtigt. Bei einem
erregungsfreien Intervall von weniger als 5 Minuten erfolgte eine Mittelung: Uber einen
Zeitraum von 3 Minuten vor und nach diesem Intervall wurde die durchschnittliche Anzahl der
Potenziale pro Minute ermittelt. Der so errechnete Mittelwert galt dann ersatzweise fir die
nicht registrierten Potenziale. Es durfte in jeder Messung nur ein erregungsfreies Intervall von
maximal 5 Minuten auftreten. Tiere mit einem Gewicht Gber 260g wurden ebenfalls nicht mit
in die Auswertung aufgenommen, da die Treffsicherheit des Hippocampus bei der
hippocampalen Injektion negativmit dem Alter bzw. dem Korpergewicht korreliert. SchliefRlich
wurden Messungen verworfen, bei denen Uberlagerungsartefakte durch Rauschen eine

Auswertung unmoglich machten.

2.2.4.2 Auswahlkriterien der Feldpotenziale wéhrend der Auswertung

Bei den Messungen wurde die Aktivitdat von zwei Hirnschnitten gleichzeitig aufgezeichnet.
Zunachst mussten daher Artefakte ausgeschlossen werden. Als Artefakt galt, wenn in beiden
Aufzeichnungen ein morphologisch gleich aussehendes Potenzial exakt zum selben Zeitpunkt
auftrat. Um derartige Artefakte von echten Spontanaktivititen unterscheiden zu kdnnen,
erfolgte eine morphologische Auswertung. Es zeigte sich, dass sich vereinzelt auftretende
Artefakte morphologisch deutlich von den regelmaRig auftretenden spontanen Potenzialen
unterschieden. So musste ein Potenzial mindestens eine Amplitude von 0,1mV haben und
durfte frihestens nach 20 Minuten auftreten (friiher auftretende Potenziale wurden immer
als Artefakt gewertet). Weiterhin wurden monomorphe, polymorphe und iktale Potenziale

differenziert.
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2.2.4.3 Kriterien zur Ermittlung der Potenzialdauer

AASAINAL

18 19 20 11 12 23 24 25 26 217 18 29

Abbildung 2-8: Ermittlung der Potenzialdauer als At
x-Achse: Zeit t in Sekunden, y-Achse: Amplitude A in mV. G: Grundrauschen ohnesichtbare Erregung. t1: Zeitpunkt

der De-/Hyperpolarisation eines Potenzials, t2: Zeitpunkt der vollstindigen Repolarisation; At = t2-t1

Der Zeitpunkt t1, welcher den Beginn eines Potenzials darstellt, ist charakterisiert durch die
einleitende De- oder Hyperpolarisation eines Potenzials (Abbildung 2-8) und ist gut zu erkennen.
t2 kennzeichnet den Zeitpunkt der vollstdndigen Repolarisation. Dieser Punkt ist erreicht,
wenn die Amplitude auf das Grundrauschen G abgefallenist. Die Zeitdifferenz At = t2-t1 ergibt

dann die Dauer eines Potenzials.
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2.2.5 Auswertungund Darstellung der Messergebnisse

Die Auswertung und weitere Aufarbeitung der Messdaten wurde mit den kommerziellen
Softwareprogrammen Signal 2.16, MS Excel 2010 und Sigma Plot 11.0 realisiert. Mittels
CorelDRAW X6 erfolgte die weitere Bearbeitung von Diagrammen und Abbildungen. Die

Dissertationsschrift wurde mit MS Word 2010 verfasst.

2.2.5.1 Vorgehen beim Auswerten der Rohdaten

Zunachst wurden alle aufgezeichneten Daten anhand der in Kap. 2.2.4 dargestellten Kriterien
analysiert und die geeigneten Hirnschnitte ausgewahlt. In einem ersten Schritt erfolgte dann
eine qualitative Auswertung durch exakte Analyse der evozierten Feldpotenziale, um
Verfalschungen der Ergebnisse durch Artefakte zu vermeiden. AnschlieRend wurden die Daten
quantitativ durch Auszdhlung der Feldpotenziale ausgewertet. Die Anzahl der evozierten
Feldpotenziale wurde mit Signal® 2.16 ermittelt. In diesem Softwareprogramm gelten 30
Sekunden aufgezeichnete Messung als ,1 Frame”, bei 150 Minuten Messdauer hatte damit
jede Messung 300 Frames. Da zeitgleich 2 Hirnschnitte gemessenwerden konnten, galtes 600
Frames jeder Messung auszuzahlen. Dazu zahlte man die Anzahl der spontanen Feldpotenziale
je Frame unter Anwendung der oben beschriebenen Kriterien und trug die Ergebnisse in eine
Excel-Tabelle ein. In Abhdngig von der durchgefiihrten Versuchsreihe (Tabelle 11) und
injizierten Substanz (Tabelle 5 und Tabelle 6) wurden die Ergebnisse einer der 6

Versuchsgruppen zugeordnet:

Tabelle 12: Gruppenzuordnung

Versuchsreihe GAD-Gruppe Kontroll-Gruppe
I Gruppe I-A Gruppe |-B

I Gruppelll-A Gruppell-B

" Gruppel lll-A Gruppelll-B

In jeder Gruppe wurde anschlieflend ein Mittelwert aus allen Messdaten errechnet und in
einem Punktediagramm grafisch dargestellt. Auf der x-Achse wurde die Zeit im Verlauf (iber

150 Minuten, auf der y-Achse die Anzahl der Potenziale je 30 Sekunden (bzw. Frame)

aufgetragen, als Einheit wurde [ﬁ] festgelegt, also die Anzahl der evozierten Feldpotenziale
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je Minute. Der Standardfehler des Mittelwertes wurde ebenfalls mittels Excel berechnet und

dargestellt.

2.2.5.2 Darstellung von Mittelwerten

Zur deskriptiven Darstellung der Messergebnisse war die Ermittlung vom arithmetischen
Mittelwert (x), der Standardabweichung (SD, standard deviation) und dem Standardfehler
des Mittelwertes (SEM, standard error oft he mean) notwendig. Diese Werte wurden unter

Verwendung folgender Formeln berechnet:

n
1
Arithmetisches Mittel X =—% Z X
n

Standardabweichung n—1 =

SD

SEM = —

Standardfehler des Mittelwertes Vn

Hiermit lieRen sich alle Daten als arithmetisches Mittel mit dem Standardfehler des

Mittelwertes nach der Form x + SEM dargestellen.

2.2.5.3 Signifikanztestung
Zur Signifikanztestung wurden die Daten mit Sigma Plot 11.0 statistisch ausgewertet. Die
wesentlich angewandten Tests waren der Shapiro-Wilk-Test (normal verteilte Daten) und der

Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (nicht normalverteilte Daten).
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3 ERGEBNISSE

3.1 ALLGEMEINE INFORMATIONEN

Schon wahrend den ersten Datenaufzeichnungen wurde deutlich, dass die Feldpotenziale
keine einheitliche Form hatten und auch die Dauer unterschiedlich ausfiel. Neben der
Auszahlung der Feldpotenziale erfolgten daher zur ndheren Charakterisierung eine
Auswertung des morphologischen  Erscheinungsbildes und die Ermittlung der
durchschnittlichen Dauer der Potenziale. Dazu wurden Kriterien festgelegt, die im
Methodenteil dieser Arbeit beschrieben werden. Alle in die Auswertung eingegangenen Tiere
waren weibliche Wistar-Ratten, denen in jeder Versuchsreihe GAD-Antikorper (886 bzw. 2526,

GAD-Gruppe) oder physiologische Kochsalzlésung (NaCl 0,9%, Kontroll-Gruppe) in den

Hippocampus injiziert wurden. Mit Ausnahme von zwei Tieren wurden alle Messungen einen
postoperativen Tag spater durchgefiihrt; die Messung der beiden anderen Tiere erfolgte am
2. postoperativen Tag. Bei insgesamt 3 durchgefiihrten Versuchsreihen standen damit Tiere
aus 6 verschiedenen Gruppen zur Auswertung zur Verfligung. Es gingen nur Hirnschnitte von
Tieren in die Auswertung ein, die den Kriterien zur Auswahl von Hirnschnitten entsprachen.
Aus Grinden der Vergleichbarkeit wurden nur Hirnschnitte ausgewertet, die am selben

Setting elektrophysiologisch gemessen wurden.

3.2  PERIOPERATIVE MORTALITAT

In der ersten Versuchsreihe wurden 24 Tiere operiert, von denen 2 Tiere perioperativ
verstarben. Ein weiteres Tier von insgesamt 9 operierten Tieren verstarb perioperativ in der
2. Versuchsreihe. Erfreulicherweise traten in der letzten Versuchsreihe bei 12 operierten
Tieren perioperativ keine Verluste auf. Damit sind nur 3 von 45 Tieren verstorben, die

Mortalitatsrate betrug damit 6,67%.
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3.3  SPREADING DEPRESSION
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Abbildung 3-1: Spreading Depression
(A) Beispiele aus der GAD-Gruppe. (B) NaCl-Gruppe

Eine Auffalligkeit bei der Auswertung waren die in Abbildung 3-1 dargestellten anfallsartigen
Serien mit einer ausgepragten, langen Hyperpolarisation — die sogenannte Spreading-
Depression. Nach solchen Anfallen waren die Hirnschnitte fiir mehrere Minuten refraktar und
das Aktivitatsniveau vor diesen Anfdllen wurde selten wieder erreicht. Damit erfiillten diese
Schnitte nicht die Anforderungen und konnten bei der Auswertung nicht berlcksichtigt

werden. Diese Anfallsserien traten in allen sechs Versuchsgruppen auf
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3.4  AUSGEWAHLTE BEISPIELSPUREN ZU DEN DURCHGEFUHRTEN MESSUNGEN

[ | GAD-Gruppe [ | Kontroll-Gruppe

I-A
-

1s
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Abbildung 3-2: Ausgewdhlte Beispielspuren aus den durchgefiihrten Datenaufzeichnungen
Versuchsreihe I: GAD-Gruppe (I-A) und NaCl-Gruppe (I-B); Versuchsreihe Il: GAD-Gruppe (lI-A) und NaCl-Gruppe
(lI-B); Versuchsreihe Ill: GAD-Gruppe (lll-A) und NaCl-Gruppe (llI-B)
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Zu Beginn der Datenerfassung wurde, unabhdngig von der intrahippocampal injizierten
Substanz, die sogenannte Baseline oder Nulllinie (Abbildung 3-3) aufgezeichnet, bei der keine

evozierten Potenziale entstanden sind.

=

E

I

dL
1

Sekunde

Abbildung 3-3: Beispiel einer sogenannten Baseline, dargestellt sind 30 Sekunden

Es ist deutlich zu sehen, dass keine spontanen Feldpotenziale im Verlauf der Zeit entstehen. Diese Spur ist
reprdsentativ fiir alle durchgefiihrten Messungen, da alle Hirnschnitte erst nach dem Wechsel der ACSF-
Stammlésung wdhrend der laufenden Messung spontane Aktivitit entwickelten (> 20 Minuten).

Alle Schnitte zeigten diese Linie fiir mindestens 20 Minuten, also eben mindestens solange,
wahrend eine Mg?*-haltige ACSF-Stammldsung (ohne Zusatz) in die Messkammer geleitet
wurde. Erst nach dem Wechsel der ACSF-Stammlésung wurden im weiteren Verlauf, mit
variierender Latenz in Abhangigkeit von der aktuell eingestellten Geschwindigkeit der
peristaltischen Pumpe, evozierte Potenziale registriert (Abbildung3-2). Diese waren im duBeren
Erscheinungsbild sehr unterschiedlich, auch die Dauer variierte. Deshalb war es sinnvoll, im
Vorfeld die Morphologie und Dauer zu beurteilen. So wurde bereits im Vorfeld sichergestellt,
dass die Kriterien zur Auswahl von Hirnschnitten korrekt angewandt und Fehler bei der

nachfolgenden Auszdhlung der Feldpotenziale vermieden wurden.

3.5 CHARAKTERISIERUNG VON FELDPOTENZIALEN

3.5.1 Morphologie von Feldpotenzialen

3.5.1.1 Artefakte

Systematische bzw. zufillige Fehler (Abweichungen) fiihren zu Beeinflussung des wahren
Wertes, jenem Messergebnis, welches man bei einer fehlerfreien Messung erhalten wiirde. In
dieser Arbeit waren zufdllige Fehler von Bedeutung, welche durch &duflere Einfllsse die
Messaufzeichnung storten und zu Artefakten flhrten. Da stets zwei Hirnschnitte gleichzeitig
registriert wurden, entstanden derartige Artefakte zeitgleich in beiden Messspuren (Abbildung

3-4).
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Abbildung 3-4: Beispiele fiir Registrierungen von Artefakten

Dargestellt sind Artefakte aus verschiedenen Datenaufzeichnungen (A-C). Diese treten stets zum gleichen
Zeitpunkt auf und besitzen eine identisch oder zumindest dhnlich aussehende Form. (A) Artefakte bei externen
Stérungen hinter der Elektrode. (B+C) Artefakte bei externen Stéreinfliissen vor der Elektrode.

Artefakte waren morphologisch nicht einheitlich, es zeigte sich, dass hierdurch Riickschlisse
auf den Entstehungsort moglich wurden. Die in (A) dargestellten Artefakte entstanden durch
externe Stérung der elektrischen Verbindungskabel und Gerate zwischen Messelektrode und
Verstarker. Typisch ist ein Potenzial hoher Amplitude und sehr kurzer Dauer (t < 0,001s),
welches beispielsweise durch versehentlichen Kontakt mit elektrischen Kabeln entstanden ist.
Direkte oder indirekte Einflliisse auf die Messkammer, die Hirnschnitte oder zufiihrenden
Losungs- oder Begasungssysteme verursachten die in (B) und (C) dargestellten Artefakte,
typischerweise mit einer niedrigen Amplitude und ldangerer Dauer. Insbesondere die in (C)
dargestellten Artefakte sind verwechselbar mit echten Potenzialen, weshalb hier ein Vergleich
der Morphologie mit anderen registrierten Potenzialen essentiell war. Es war natirlich
moglich, dass auch zwei wahre Feldpotenziale zur gleichen Zeit entstanden sind. Als Artefakt
wurde daher gewertet, wenn sich zeitgleich registrierte Potenziale morphologisch dhneln
(oder identisch sind) und sich von den sonst registrierten, spontan evozierten Potenzialen
morphologisch unterschieden. Artefakte traten zufallig in allen registrierten Messungen auf,
ohne die laufende Aufzeichnung negativ zu beeinflussen. Von daher war es legitim, als

Artefakt gewertete Potenziale in der weiteren Auswertung konsequent zu ignorieren.
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3.5.1.2 Erlduterungen zu der Darstellung der Potenzialmorphologie

In den Abbildung 3-6 bis einschlielllich Abbildung 3-11 werden die verschiedenartig
aufgezeichneten Potenziale mit ihrer Morphologie, den 6 Versuchsgruppen getrennt
zugeordnet, dargestellt. Hierbei wurde eine fortlaufende Nummerierung in jeder Gruppe
gewahlt, wobei jede einzelne Nummer einer einzelnen, separat durchgefiihrten Messung
entspricht. Bei jeder Messung wurde die Spontanaktivitat von zwei Hirnschnitten gleichzeitig
registriert, sodass in jeder Reihe Potenziale von einem oder zwei unterschiedlichen
Hirnschnitten dargestellt werden (fiir eine genaue Auftrennung siehe unten). Betrachtet man
die einzelnen Potenziale, fallt zundchst eine fir alle Gruppen einheitliche Grundform der
Feldpotenziale auf (Abbildung 3-5). Es bestand zum einen die Moglichkeit einer
Hyperpolarisation mit nachfolgender Depolarisation, zum anderen die spiegelbildliche
Variante mit einer Depolarisation, gefolgt von einer Hyperpolarisation. Des Weiteren konnte
nach der einleitenden Hyper- oder Depolarisation bei orientierender Betrachtung auch

unmittelbar folgend eine Repolarisation auftreten.

A B

n |

e /,'w
i
Abbildung 3-5: Darstellung der Grundform registrierter Potenziale
(A) Potenzial mit einer Hyperpolarisation und nachfolgender Depolarisation. (B) Potenzial mit einer
Depolarisation und nachfolgender Hyperpolarisation.

Zur deskriptiven Beschreibung wurden die Potenziale in 3 Gruppen eingeteilt: In Abhangigkeit
von der Haufigkeit bzw. der Dauer traten die Potenziale dabei einzeln oder als Serie von
Potenzialen, entweder komplex oder gar iktal, auf. DefinitionsgemaR waren damit einzelne
Potenziale immer monomorph, wahrend Potenzialserien sowohl monomorph als auch
polymorph auftreten kénnen. Beispielpotenziale wurden ausgewahlt und in den folgenden

Abbildungen dargestellt.
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3.5.1.3 Morphologie der Potenziale aus der 1. Versuchsreihe (0 Mg)
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Abbildung 3-6: (A) Darstellung verschiedener Potenziale, 1. Versuchsreihe, GAD-Gruppe
e=einzeln, m=monomorph, p=polymorph, i=iktal
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Abbildung 3-7: (B) Darstellung verschiedener Potenziale, 1. Versuchsreihe, NaCl-Gruppe
e=einzeln, m=monomorph, p=polymorph, i=iktal
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3.5.1.4 Morphologie der Potenziale aus der 2. VVersuchsreihe (OMg + Gabazin)
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Abbildung 3-8: (A) Darstellung verschiedener Potenziale, 2. Versuchsreihe, GAD-Gruppe
e=einzeln, m=monomorph, p=polymorph, i=iktal

ST

44



Ergebnisse Kapitel 3

B

#01 " -—V’VM v | e -
e p € 0.25

/I
li

#02 |
|
#03 - _ L B

028 | 02

#04 Aj ’\/ N o L
#05 M w - L

0,5my

e e p e m

Abbildung 3-9: (B) Darstellung verschiedener Potenziale, 2. Versuchsreihe, NaCl-Gruppe
e=einzeln, m=monomorph, p=polymorph, i=iktal
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EFrgebnisse

3.5.1.5 Morphologie der Potenziale aus der 3. Versuchsreihe (Gabazin)
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Abbildung 3-10: (A) Darstellung verschiedener Potenziale, 3. Versuchsreihe, GAD-Gruppe
e=einzeln, m=monomorph, p=polymorph, i=iktal
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Abbildung 3-11: (B) Darstellung verschiedener Potenziale, 3. Versuchsreihe, NaCl-Gruppe
e=einzeln, m=monomorph, p=polymorph, i=iktal
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3.5.1.6 Potenzialanalyse aus der 1. Versuchsreihe (OMg)
Tabelle 13: Morphologische Einordnung der Potenziale, 0 Mg

einzeln Serie/komplex . g
Ll monomorph monomorph polymorph Syl
GAD (8) n=7 n=0 n=1 n=0
Kontrolle (8) n=6 n=4 n=4 n=0
(Anzahl der Schnitte ges. in Klammern angegeben)

GAD-Gruppe (Abbildung3-6)

In den Messungen Nr. 2, 3 und 5 finden sich Potenziale von 2 Hirnschnitten, wahrend die
verbliebenen Messungen (1 und 4) nur Potenziale von einem Hirnschnitt zeigen. Einzelne
Potenziale entstehen bei insgesamt n=7 (87,5%, Nr. 1-5) Hirnschnitten. Hingegen waren
komplex-polymorphe Potenziale nur bei einem Schnitt (12,5%, Messung Nr. 3) zu finden,

wahrend iktale Potenzialmuster bei keinem Schnitt auftraten.

Kontroll-Gruppe (Abbildung3-7)

In der 7. Messung wurden Potenziale von zwei Schnitten dargestellt, wahrend die Potenziale
aus Nr. 1-6 nur von einem Schnitt stammten. Bei n=6 Schnitten (75%, Nr. 1, 2, 3, 5 und 7)
waren einzelne Potenziale zu finden. Komplex- monomorphe Potenziale fanden sich bei n=4
Schnitten (50%, Nr. 1, 5 und 7), wahrend n=4 Schnitte (50%, Nr. 2, 3, 4 und 6) komplex-
polymorphe Potenziale zeigten. Indessen zeigten die Kontrollen ebenfalls keine iktale

Spontanaktivitat.

Bewertung

In der GAD-Gruppe entstehen (berwiegend Potenziale deutlich zugunsten einzeln
auftretender Potenziale, wahrend sich dieser Unterschied in den Kontrollen aufhebt und sich
ein Gleichgewicht zwischen einzelnen und komplexen Potenzialen ausbildet. Indessen treten

weder in der GAD-, noch in der Kontroll-Gruppe iktale Potenzialformen auf.
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3.5.1.7 Potenzialanalyse aus der 2. Versuchsreihe (OMg + Gabazin)

Tabelle 14: Morphologische Einordnung der Potenziale, 0 Mg+ Gabazin

einzeln Serie/komplex . g
Ll monomorph monomorph polymorph Syl
GAD (14) n=12 n=6 n=3 n=1
Kontrolle (11) n=38 n=7 n=7 n=1
(Anzahl der Schnitte ges. in Klammern angegeben)

GAD-Gruppe (Abbildung3-8)

Bei den Messungen Nr. 2-7 wurden Potenziale von 2 Hirnschnitten ausgewahlt, wahrend bei
Nr. 1 und Nr. 8 nur 1 Hirnschnitt zugrunde liegt. Einzelne Potenziale entstanden bei n=12
Schnitten (85,71%, Nr. 2, 3, 4,5, 6, 7 und 8). Komplex-monomorphe Potenziale zeigten sich
bei n=6 Hirnschnitten (42,86%, Nr. 1, 2, 5 und 6), komplex-polymorphe Potenziale waren bei
n=3 Hirnschnitten (25%, Nr. 1 und 6) zu finden. Dariiber hinaus zeigte n= 1 Hirnschnitt (7,14%,

Nr. 5) ein iktales Potenzial.

Kontroll-Gruppe (Abbildung3-9)

Den Messungen Nr. 1 und 3-6 liegen 2 Hirnschnitte zugrunde, in der 2. Messungen wurden
die Potenziale nur von einem Hirnschnitt ausgewahlt. Mit n=8 Hirnschnitten (72,72%, Nr. 1, 3,
4 und 6) konnten einzelne Potenziale ausfindig gemacht werden. Komplex-monomorphe
Potenziale zeigten n=7 Schnitte (58,33%, Nr. 3, 4, 5 und 6), wahrend komplex-polymorphe
Potenziale bei n=7 (58,33%, Nr. 1, 3, 4 und 6) auftraten. Auch hier zeigte n=1 Hirnschnitt

(5,03%, Nr. 2) ein iktales Potenzial.

Bewertung

Durch die Zugabe von Gabazin in die magnesiumfreie ACSF-Losung entstehen deutlich mehr
komplexe Potenziale in GAD-behandelten Hirnschnitten, wobei das Verhaltnis noch zugunsten
der einzeln auftretenden Potenziale liegt. Erneut besteht in den Kontrollen kein Unterschied.

In beiden Gruppen entstehen durch die Gabazin-Zugabe iktale Potenzialformen.
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3.5.1.8 Potenzialanalyse aus der 3. Versuchsreihe (Gabazin)

Tabelle 15: Morphologische Einordnung der Potenziale, Gabazin

einzeln Serie/komplex . g
Ll monomorph monomorph polymorph Syl
GAD (9) n=7 n=6 n=38 n=1
Kontrolle (8) n=6 n=>5 n=>5 n=1
(Anzahl der Schnitte ges. in Klammern angegeben)

GAD-Gruppe (Abbildung3-10)

Zwei Hirnschnitte werden bei den Messungen 2, 4 und 5 zugrunde gelegt, wahrend die
Messungen 1, 3 und 6 nur mit einem Hirnschnitt dargestellt werden. Einzeln auftretende
Potenziale finden sich bei n=7 Schnitten (77,78%, Nr. 1,2,3,5 und 6), komplex-monomorphe
entstehen in n=6 Fillen (66,67%, Nr. 1,2,3 und 5), wahrend bei n=8 Schnitten (88,89%, Nr.
2,3,4,5 und 6) komplex-polymorphe Potenziale auftreten. Ein einziger Schnitt (11,11%, Nr. 1)

beinhaltet auch iktale Potenzialformen.

Kontroll-Gruppe (Abbildung3-11)

Die dargestellten Potenziale basieren bei den Nummern 1 und 3 auf einem Hirnschnitt, die
restlichen Messungen (2, 4 und 5) werden aus zwei Hirnschnitten dargestellt. Kontrollen
zeigen in n=6 der Falle (75%, Nr. 1, 3-5) einfache Potenziale, hingegen entstehen komplex-
monomorphe Potenziale (Nr. 3-5) und komplex-polymorphe (Nr. 1,2 und 4) jeweils in n=5

Fallen (62,5%). Der Hirnschnitt aus Nr. 1 zeigt ferner n=1 iktale Potenzialformen (12,5%).

Bewertung

In dieser Versuchsreihe hebt Gabazin den Unterschied in der GAD-Gruppe nun wesentlich
deutlicher auf und wie zuvor besteht in der Kontrolle ein Gleichgewicht zwischen den

Potenzialformen. Auch hier flhrt die Gabazin-Zugabe zu iktalen Potenzialformen.

3.5.1.9 Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dass Gabazin den Unterschied zwischen den Potenzialformen der
GAD-Gruppe aufzuheben scheint und ein Gleichgewicht eingestellt wird. Indessen besteht in
den Kontroll-Gruppen unabhangig von Gabazin ein Gleichgewicht. Schlieflich fordert Gabazin

die Entstehung iktaler Potenziale.
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3.5.2 Mittlere Dauerder Feldpotenziale
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Abbildung 3-12: Mittlere Dauer von Feldpotenzialen (in Sekunden)
(A) Durchschnittliche Dauer der Potenziale im Verlauf (iber die letzten 5 Minuten der durchgefiihrten Messungen.
(B) Mittelung der durchschnittlichen Potenzialdauer der letzten 5 Minuten, n.s. = nicht signifikant

Unabhangig von der verwendeten ACSF-Stammlosung zeigten die mit GAD-Ak behandelten

Hirnschnitte im Vergleich zu der korrespondierenden Kontroll-Gruppe eine signifikant

(Shapiro-Wilk-Test, P<0,001) langere Potenzialdauer (A und B in Abbildung3-12). In einer Mg?2*-

freien bzw. einer Gabazin-haltigen (Mg?*-haltigen) ACSF-Stammldsung besteht innerhalb der

GAD- bzw. Kontroll-Gruppen kein signifikanter Unterschied (Wilcoxon-Mann-Whitney-Test,

P=0,555) der Potenzialdauer (n.s. in B, Abbildung 3-12). Die langste durchschnittliche

Potenzialdauer zeigen die Hirnschnitte in einer gabazinhaltigen Mg2*-freien ACSF-Lésung,

sowohl in der GAD-Gruppe (0,53s =+ 0,04s) als auch in der Kontroll-Gruppe (0,48s + 0,05s).

Interessanterweise liegt hier das Niveau der Kontroll-Gruppe in der Hohe der GAD-Gruppen

der anderen beiden Versuchsreihen (0,49s + 0,11s und 0,49s + 0,07s).
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.5.3 Mittlere Anzahl der Potenziale
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Abbildung 3-13: Mittelung der Summe der Feldpotenziale iiber ein Zeitintervall von 10 Minuten

Dargestellt wird der Mittelwert aus der Summe der Feldpotenziale (iber ein Zeitintervall von 10 Minuten.
Sternchen (*): statistisch signifikanter Unterschied; n.s.: Keine statistische Signifikanz. (A) Zeitintervall: Minute
141-150. (B): Zeitintervall: Minute 111-120.
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3.5.3.1 Zeitintervall t minute 141-150

Zunichst wurden die letzten 10 Minuten (Minute 141-150) betrachtet (A in Abbildung 3-13).
Unterschiede zwischen den GAD- und Kontroll-Gruppen in gabazinhaltigen ACSF-
Stammlésungen (mit oder ohne Magnesium) bestehen nicht. Ferner wird die
Erregungsdampfung durch Gabazin deutlich. Die Messdaten wurden dariiber hinaus mit
statistischen Testverfahren (berprift. So besteht ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen der GAD- und Kontroll-Gruppe der 1. Versuchsreihe (P<0,001, Shapiro-Wilk-Test).
Betrachtet man die 2. Versuchsreihe, so besteht hier kein signifikanter Unterschied ( P=0,085,
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test), was mit den grafischen Abbildungen dieser Arbeit
Ubereinstimmt. Einschrankend muss jedoch erwdhnt werden, dass es einen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen der GAD- und Kontroll-Gruppe in der 3.Versuchsreihe gibt
(P<0,001, Wilcoxon-Mann-Whitney-Test). Ebenfalls liegen statistisch signifikante
Unterschiede im Vergleich beider Gruppen aus der zweiten Versuchsreihe mit der Kontroll -

Gruppe der ersten Versuchsreihe vor.

3.5.3.2 Zeitintervall t minute 111-120

Tabelle 16: Anwendung statistischer Tests auf das Zeitintervall 111. bis 120. Minute

Zu vergleichende Mittelwerte P-Wert Interpretation
GAD-Gruppe und Kontroll-Gruppe P<0,001 signifikant
(Versuchsreihe 1)

GAD-Gruppe und Kontroll-Gruppe P=0,524 nicht signifikant
(Versuchsreihe I1)

GAD-Gruppe und Kontroll-Gruppe P=0,109 nicht signifikant
(Versuchsreihe 111)

Kontroll-Gruppe und GAD-Gruppe P=0,829 nicht signifikant

(Niveauunterschiede Kontrolle Reihe | vs. GAD-Gruppe Reihe 1)

Kontroll-Gruppe und Kontroll-Gruppe P=0,570 nicht signifikant

(Niveauunterschiede Kontrolle Reihe I vs. Kontroll-Gruppe Reihe I1)

Zur Uberpriifung, ob die statistische Auswertung auch in anderen Zeitintervallen signifikante
Unterschiede aufzeigt, wurden die Mittelwerte im Zeitintervall der 111. Minute bis zur 120.
Minute Uberprift (Tabelle 16 und B in Abbildung 3-13). Es zeigte sich hier eine Plateauphase
(Abbildung 3-17). Alle Testergebnisse zeigten nun keine signifikanten Unterschiede,

ausgenommen natlirlich der Vergleich beider Gruppen innerhalb der 1. Versuchsreihe.
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3.6 ERGEBNISSE AUS DER 1. VERSUCHSREIHE — ACSF-LOSUNG: O MG2*
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Abbildung 3-14: Messergebnisse aus der 1. Versuchsreihe (0 Magnesium)

A+B: Angaben zur Gruppen- und Gewichtsverteilung zu den Tieren der 1. Versuchsreihe. Dargestellt ist die Anzahl
der in die Auswertung aufgenommenen Tiere in der GAD- und Kontroll-Gruppe (A) sowie die Haufigkeitsverteilung
des Gewichtes zum Zeitpunkt der intrazerebralen Injektion der GAD-Ak bzw. der physiologischen Kochsalzlésung
NaCl 0,9% (B). C: Dargestellt ist die Anzahl der ausgezihlten Potenziale in einem Zeitintervall von jeweils 30
Sekunden liber eine Messdauer von 150 Minuten. In der GAD-Gruppe gingen 8 Schnitte in die Auswertung ein, in
der Kontroll-Gruppe ebenfalls 8 Schnitte.
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3.6.2 Ergebnisdarstellung

Ziel dieser Versuchsreihe war die Wirkung von in vivo injizierten GAD-Antikorpern auf
spontane Aktivitdt im Hippocampus zu untersuchen. Hierzu wurden epileptiforme
Entladungsmuster in hippocampalen Hirnschnitten durch den Entzug von Magnesium
evoziert. Als Kontrolle diente die in vivo Injektion von physiologischer Kochsalzlosung
(Kontroll-Gruppe). In dieser Versuchsreihe wurden insgesamt 22 Tiere operiert, wobei die
ersten 7 Tiere an einem anderen Setting gemessen und daher von vornherein nicht
berlicksichtigt wurden. Von den 15 verbliebenen Tieren fanden sich nach Anwendung der
Auswahlkriterien nur bei 8 Tieren (66,67%) verwertbare Hirnschnitte, wobei diese Tiere zu
gleichenTeilender GAD- und Kontrollgruppe zuzuordnen waren (A in Abbildung3-14).Insgesamt
wurden die Feldpotenziale von 19 Hirnschnitte in jeder Gruppe ausgezahlt, von denen jedoch
nur letztlich 8 Hirnschnitte (42,11%) je Gruppe den Auswabhlkriterien entsprachen (C in
Abbildung 3-14) und in die Auswertung eingingen. Zum Zeitpunkt der Operation betrug das
Gewicht in der GAD-Gruppe 200g + 7,07g, in der Kontroll-Gruppe waren es 205g + 8,42g,
ein signifikanter Unterschied bestand nicht (P=0,343; Wilcoxon-Mann-Whitney-Test). In den
ersten 20 Minuten der Messaufzeichnung wurde eine Mg?*-haltige ACSF-Stammlésung ohne
Zusatze in die Messkammer eingeleitet. In dieser Zeit entstand keine spontane Aktivitat. Im
Anschluss wurde durch eine Mg?*-freie ACSF-Stammlésung (ohne Zusatz) das Magnesium
ausgewaschen. Mit unterschiedlicher Latenz entwickelten nun sowohl die GAD- als auch die
Kontroll-Gruppe spontane Aktivitat. Die Aktivitat der GAD-Gruppe fiel deutlich héher aus als
die Aktivitat der Kontroll-Gruppe (C in Abbildung3-14), der Unterschied ist signifikant (P<0,001).
Anti-GAD behandelte Schnitte hatten in den letzten 10 Minuten eine durchschnittliche
Frequenz von 21,67 + 4,83 Potenziale je 30 Sekunden, wahrend die Kontrollen eine Frequenz
von 11,79 + 1,72 (je 30 Sekunden) entwickelten [Im Intervall Minute111-120 liegt die Frequenz

der Kontrollen bei 13,71 + 2,42].

Es zeigte sich also, dass GAD-Ak die Ausbildung von spontaner epileptischer Aktivitat
beglinstigen kénnen, womit im Vergleich zur physiologischen Kochsalzlésung ein signifikant
starkeres epileptiformes Potenzial resultiert. Moglicherweise ist dies das Resultat aus einer
gestorten GABAergen Transmission, einem Transmitter, der eine inhibierende Funktion im

ZNS hat.
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3.7 ERGEBNISSE AUS DER 2. VERSUCHSREIHE — ACSF-LOSUNG: O MG2* PLUS GABAZIN

3.7.1 Grafische Aufarbeitung
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Abbildung 3-15: Messergebnisse aus der 2. Versuchsreihe (OMg + Gabazin)

A+B: Angaben zur Gruppen- und Gewichtsverteilung zu den Tieren der 2. Versuchsreihe. Dargestellt ist die Anzah/
der in die Auswertung aufgenommenen Tiere in der GAD- und Kontroll-Gruppe (A) sowie die Héaufigkeitsverteilung
des Gewichtes zum Zeitpunkt der intrazerebralen Injektion der GAD-Ak bzw. der physiologischen Kochsalzlésung
NaCl 0,9% (B). C: Dargestellt ist die Anzahl der ausgezdhlten Potenziale in einem Zeitintervall von jeweils 30
Sekunden liber eine Messdauer von 150 Minuten. In der GAD-Gruppe gingen 14 Schnitte in die Auswertung ein,
in der Kontroll-Gruppe 11 Schnitte.
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3.7.2 Ergebnisdarstellung

Im Magnesium-Mangel-Modell beglinstigen die GAD-Antikérper demnach die Entwicklung
spontaner epileptischer Aktivitat. Um zu Uberpriifen, ob die GAD-Antikorper eine gestorte
GABA-Transmission zur Folge haben, wurde der Versuchsaufbau in einem gemischten
Epilepsie-Modell wiederholt: In einer Mg-freien Losung sollte die GABA-A-Rezeptor-Blockade
durch Gabazin den zuvor beschriebenen Effekt in Kontrollschnitten imitieren. Die Frequenz
der Spontanaktivitdt dieser Hirnschnitte erhoéht sich dann auf das Niveau anti-GAD
behandelter Hirnschnitte im Magnesium-Mangel-Modell. 8 von 12 Versuchstiere (66,67%)
wurden in die Auswertung aufgenommen, wobei 4 Tiere aus jeder Gruppe stammten. Aus den
GAD-Messungen konnten 14 von 16 Schnitten (87,5%) ausgewertet werden, aus den
Kontrollen gingen 11 von 16 Schnitte (68,75%) in die Auswertung mit ein (A+Cin Abbildung3-15).
Zum Zeitpunkt der Operation betrug das Gewicht in der GAD-Gruppe 156,25g + 7,47g, in
der Kontroll-Gruppe waren es 180g + 40g, ein signifikanter Unterschied bestand nicht
(P=0,343; Wilcoxon-Mann-Whitney-Test). In Anlehnung an die vorherige Versuchsreihe wurde
erneut in den ersten 20 Minuten eine Mg?*-haltige ACSF-Stammlésung verwendet.
AnschlieRend wurde eine Mg?*-freie Lésung mit Gabazin-Zusatz in die Messkammer geleitet.

Auch hier entwickelten dann beide Gruppen spontane Feldpotenziale.

Entgegen den Erwartungen fihrte die Applikation von Gabazin in eine Mg?2*-freie Ldsung nicht
zu einer Erhohung der Frequenz in den Kontrollen. Wahrend sich die Frequenz der Kontrollen
in den letzten 10 Minuten nicht wesentlich anderte (13,57 + 2,51 je 30 Sekunden), konnte
sogar eine Erregungsdampfung GAD-behandelter Tiere nachgewiesen werden (13,38 + 2,16
je 30 Sekunden). Interessanterweise hob sich damit der Unterschied zwischen Kontrollen und
GAD-behandelten Schnitten auf: Beide Gruppen entsprachen dem Aktivitdtsniveau der
Kontrollen aus der vorherigen Versuchsreihe (Abbildung3-17 und C in Abbildung 3-15). Gabazin
konnte den Effekt der GAD-Ak nicht imitieren. Diese Ergebnisse sprechen damit gegen eine
Storung der GABAergen Transmission durch die GAD-Ak. Um diese Erkenntnisse zu
Uberprifen, wurde in der dritten Versuchsreihe die Wirkung der GAD-Ak auf spontane
elektrische Aktivitdit im Hippocampus untersucht, die ausschliefllich durch die

gabazinbedingte Hemmung der GABAergen Transmission beruht.
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3.8 ERGEBNISSE AUS DER 3. VERSUCHSREIHE — ACSF-LOSUNG: MGZ* PULS GABAZIN

3.8.1 Grafische Aufarbeitung
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Abbildung 3-16: Messergebnisse aus der 3. Versuchsreihe (Gabazin)

A+B: Angaben zur Gruppen- und Gewichtsverteilung zu den Tieren der 3. Versuchsreihe. Dargestellt ist die Anzahl
der in die Auswertung aufgenommenen Tiere in der GAD- und Kontroll-Gruppe (A) sowie die Hdufigkeitsverteilung
des Gewichtes zum Zeitpunkt der intrazerebralen Injektion der GAD-Ak bzw. der physiologischen Kochsalzlésung
NaCl 0,9% (B). C: Dargestellt ist die Anzahl der ausgezdhlten Potenziale in einem Zeitintervall von jeweils 30
Sekunden (iber eine Messdauer von 150 Minuten. In der GAD-Gruppe gingen 9 Schnitte in die Auswertung ein, in
der Kontroll-Gruppe 8 Schnitte.
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3.8.2 Ergebnisdarstellung

Fir diese Versuchsreihe wurden 8 Tiere operiert, wobei 5 Tieren GAD-Ak injiziert wurden, die
anderen 3 Tiere erhielten zu Kontrolle NaCl 0,9% (A in Abbildung 3-16). Aus der GAD-Gruppe
konnten 9 von 22 Schnitten (40,91%) ausgewertet werden. In der Kontrollgruppe waren es 8
von 14 Hirnschnitte (57,14%). Zum Zeitpunkt der Operation betrug das Gewicht in der GAD-
Gruppe 232g =+ 8,6g, in der Kontroll-Gruppe waren es 230g + 17,32g, ein signifikanter
Unterschied bestand nicht (P=0,911; Shapiro-Wilk-Test). Erneut wurde in den ersten 20
Minuten eine Mg?*-haltige ACSF-Stamml6sung ohne Zusatz in die Messkammer eingeleitet. In
dieser Phase zeigte ebenfalls kein Schnitt spontane Aktivitat. In der folgende Messphase
wurde nun einer Mg?*-haltigen ACSF-Stammlosung Gabazin (5 pM) zugesetzt.
ErwartungsgemdlR entwickelten alle Schnitte spontane Feldpotenziale. Wie zuvor bestand
kein Unterschied zwischen der GAD- und Kontrollgruppe, das Aktivitatsniveau wurde sogar
noch deutlicher gedampft (C in Abbildung 3-16), in GAD-Ak behandelten Hirnschnitten 6,55 +

1,64, inden Kontrollen 6,03 + 2,28 (je 30 Sekunden, gemittelt liber die letzten 10 Minuten).

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass GAD-Ak die Ausbildung spontaner Aktivitatin
hippocampalen Hirnschnitten beglinstigen, eine Storung der GABA-Synthese jedoch sehr

wahrscheinlich nicht zugrunde liegt. Gabazin dampft sogar die Erregung.
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EFrgebnisse

3.9 ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE
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Abbildung 3-17: Grafische Gegenliberstellung aller 6 Gruppen iiber den gesamten Messzeitraum
aus den durchgefiihrten Versuchsreihen. Erlduterungen siehe Text.

Mit den nun qualitativ und quantitativ ausgewerteten Daten lassen sich daher folgender

Aussagen gerechtfertigter Weise ableiten (Abbildung3-17):

A. GAD-Ak begiinstigen die Ausbildung epileptischer Aktivitdt im Hippocampus

a.

Durch den Zusatz von Gabazin in die ACSF-Stammldsung (mit oder ohne Mg?*)
hebt sich der Unterschied zwischen GAD- und Kontroll-Gruppe signifikant auf.
Gabazin imitiert nicht den Effekt der GAD-Ak.

Zugabe von Gabazin in eine Mg?2*-freie ACSF-Stammlésung dampft die Erregung
anti-GAD behandelte Schnitte, wahrend die Kontrollen keine Anderung zeigen.
Zugabe von Gabazin in Mg?*-haltige Losung dampft die Erregung sowohl der

GAD-Gruppe als auch der Kontroll-Gruppe.

B. GAD-Ak fihren signifikant zu einer im Durchschnitt 1dngeren Potenzialdauer

C. GAD-Ak fihren im Magnesium-Mangel-Modell zu Potenzialformen zugunsten

einzelner Potenziale.

a.

Zugabe von Gabazin fiihrt zu einem Gleichgewicht zwischen dem Auftreten
einzelner und komplexer Feldpotenziale und fordert die Ausbildung iktaler

Potenziale.
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4 DISKUSSION

4.1 KRITISCHE BEWERTUNG DER ANGEWANDTEN METHODEN

4.1.1 Rechtfertigung der Epilepsiemodelle

4.1.1.1 Rechtfertigung des Magnesium-Mangel-Modells

Im einleitenden Kapitel dieser Dissertationsschrift wurde bereits die Entstehung von
spontaner elektrischer Aktivitat im Magnesiummangel-Modell beschrieben. Bei der
Praparation von Hippocampusschnitten und der nachfolgenden elektrophysiologischen
Messung mussten jedoch zwei grundlegende Probleme beachtet werden: Zum einen wurden
die Faserverbindungen zum entorhinalen Kortex unterbrochen, zum anderen musste geklart
werden, welche Region im Hippocampus zur Ableitung extrazelluldrer Potenziale geeignet
war. Die Entstehung von Spontanaktivitdit wurde ebenfalls von Stanton et al (1986) in
hippocampalen Hirnschnitten unter Verwendung magnesiumfreier extrazelluldarer Lésungen
untersucht. Kontinuierliche langer andauernde Perfusion der Hirnschnitte mit Mg?*-freier
extrazellularer Losung fiihrte dann zu Entstehung von epileptiformer Spontanaktivitdt im
entorhinalen Kortex und Gyrus dentatus. Die Arbeitsgruppe bewies damit die Entwicklung
spontaner Aktivitdt im Gyrus dentatus, hierbei blieben jedoch die Faserverbindungen zum
entorhinalen Kortex erhalten. Bei Durchtrennung dieser Faserverbindung mit einem Messer
sistierte die spontane Aktivitdt im Gyrus dentatus. Der entorhinale Kortex scheint daher
Ausgangspunkt der Erregung im Sinne eines Pacemakers (engl. Fir Schrittmacher) zu sein
(Stanton et al, 1986). Auf Grundlage dieser Erkenntnisse zeigten dann Mody et al (1987) in
ihren Experimenten, dass in hippocampalen Hirnschnitten durch Auswaschen von Magnesium
epileptiforme spontane Entladungen in der CA3- und CAl1-Region entstehen, wahrend der
Gyrus dentatus keine Reaktion zeigte. Faserverbindungen zum entorhinalen Kortex bestanden
dabei nicht. Die CA3-Region schien in dieser Situation der Ausgangspunkt der Erregung im zu
sein. Damit lasst sich allgemeingiltig die CA1-Region als im Lichtmikroskop leicht zu
identifizierende Schicht fiir elektrophysiologische Messungen nutzen und ein Erhalt afferenter
und efferenter Faserverbindungen zum entorhinalen Kortex wdhrend der Praparation
hippocampaler Hirnschnitte nicht notwendig ist. Ursache fiir die Ausbildung der spontanen
Aktivitat ist ein erhohter Ca?*Influx in die Zellen durch zunehmende NMDA-
Rezeptoraktivierung, wodurch die Transmitterfreisetzung (Glutamat) verstarkt wird und

weitere Rezeptoren in einem kreisférmigen Verstarkungsprozess aktiviert werden kénnen. Ca.
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15-20 Minuten nach Einleitung des Auswaschvorgangs hat die Mg-Konzentration
subphysiologische Werte erreicht (abhdngig von der aktuell eingestellten Durchflussrate der
extrazellularen FlUssigkeit), nach weiteren 15-45 Minuten traten die ersten evozierten
Potenziale auf (Mody etal, 1987). Dieser Versuchsaufbau diente als Grundlage fiir die in dieser

Arbeit verwendeten Messprotokolle.

4.1.1.2 Rechtfertigung des Gabazin-Modells
Behrens et al zeigten 2007 den desinhibierenden Effekt von Gabazin in magnesiumhaltiger
Losung, bestatigt durch die Daten der vorliegenden Arbeit. Das Gabazin-Modell wird damit als

allgemeingliltig anerkannt.

4.1.2 Stereotaktische hippocampale Injektion

Die stereotaktischen Koordinaten zur Berechnung der Position des Hippocampus kénnen aus
anatomischen Atlanten des Rattenhirns, beispielsweise von Paxinos und Watson (1986, 2007),
entnommen werden. Diese beziehen sich meist auf das Bregma als leicht zu identifizierende
Struktur der Kalotte. Mit zunehmenden Alter des Tieres wachst das Gehirn, womit sich die
relative Lage des Hippocampus, bezogen auf das Bregma, andert. Sinnvollerweise miissen fir
verschiedene Gewichts- und Altersklassen der Tiere unterschiedliche Korrekturkoordinaten
fir die Berechnung herangezogen werden. In dieser Arbeit wurden die in der Einleitung
genannten Korrekturkoordinaten verwendet, sodass sich hieraus - in Abhdangigkeit vom Alter
des Tieres - methodische Schwachen ergeben kdénnen, welche bei zukiinftigen Fragestellungen

berlicksichtigt werden sollten.

4.1.3 Verwendete GAD-Ak

Die in dieser Arbeit verwendeten Liquores mit darin enthaltenden GAD-Ak wurden
freundlicherweise von Prof. Dr. med. Bien (Bonn) zur Verfliigung gestellt und von PD Dr. med.
Kirschstein (Rostock) zur Verwendung fir diese Arbeit herausgegeben. Eine Analyse dieser
Proben ist im Rahmen dieser Arbeit nicht erfolgt. Die Verwendung erfolgte unter dem
Vertrauen einer korrekten Entnahme, Probenbeschriftung und Titerbestimmung. Fehler, die
dabei entstanden sind, konnen demnach nicht ausgeschlossen werden. Zudem wurden
Liquorproben von zwei verschiedenen Patienten verwendet. Moglicherweise kann dies zu

unterschieden in den Messergebnissen fiihren.
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4.1.4 Durchflussrate der extrazellularen ACSF-Stammldsung

Ein konstanter Flissigkeitsspiegelin der Messkammer war fiir die Durchfiihrung der Versuche
essentiell. Bei zu niedriger Durchflussrate bestand die Gefahr zu niedriger Fliissigkeitspegel in
der Messkammer, wodurch die Hirnschnitte austrockneten. Durch zu hohe Flussraten wurde
die Messkammer regelrecht geflutet, die eingelegten Hirnschnitte wurden von ihrem
Untergrund angehoben und schwammen auf bzw. in der ACSF-Stamml6ésung. Aufgrund der
haufigen Nutzung des Messplatzes kam es zu Verunreinigungen, Losungsbestandteile setzen
sich in der Messkammer und den Schlauchsystemen ab, eine Erhdhung des Widerstandes
resultierte, weshalb im Verlauf steigende Flussraten notwendig waren, um in der der
Messkammer optimale FlUssigkeitspegel zu halten. Leiderist es damit nicht moglich, Aussagen
Uber die Latenz bis zum Auftreten der ersten spontanen Potenziale zu machen. Eine
Vergleichbarkeit ware nur bei konstanten Flussraten in allen Messungen moglich. Es bestiinde
die Moglichkeit, vor jeder Messung die Infusionsschlauche, tiber die die ACSF-Losung in die
Messkammer geleitet wird, zu wechseln. Es ist allerdings fraglich, ob der zusatzliche

Erkenntnisgewinn den Aufwand rechtfertigt.

4.2 UBERPRUFUNG ZUGRUNDE LIEGENDER THEORETISCHER MODELLE AUF IHRE GULTIGKEIT

In einem vereinfachten Schema beruhen die verwendeten Epilepsiemodelle im Wesentlichen
auf zwei Rezeptortypen, dem exzitatorischen NMDA-Rezeptor und dem inhibitorischen GABA-
A-Rezeptor, welche in ihrer Rezeptorantwort durch Modulation der Versuchsbedingungen
unterschiedlich beeinflusst werden koénnen. Der NMDA-Rezeptor wird hierbei im
Versuchsmodell maRgeblich durch die extrazellulare Mg(2+)-Konzentration reguliert,
wadhrend der GABA-Rezeptor durch Rezeptorblockade (Gabazin) oder dem GABA-Angebot
(Gber das GAD-Enzym) reguliert wird. Auf Grundlage dieser Regulationsmoglichkeiten ergeben
sich die (theoretisch) zu erwartenden Antwortmoglichkeiten der Rezeptoren, in allen
Uberlegungen wird davon ausgegangen, dass GAD-Ak zu einer gestérten GABA-Transmission
fihren, wie bisherige Erkenntnisse anderer Forschungsgruppen rechtfertigen. Fir jede
Versuchsreihe liegt damit eine theoretische Uberlegung zu Grunde, die durch experimentelle

Versuche in dieser Arbeit verifiziert oder widerlegt wird.
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GAD-Gruppe

NaCl-Gruppe

NMDA-Rezeptor

GABA-Rezeptor

NMDA-Rezeptor

GABA-Rezeptor

ACSF-Stammlésung: Mg(+), Gabazin (-)
(Standard ACSF-Stammldsung)

Situation

NMDA-R-Blockade durch Mg

Situation
keine GABA-R-Blockade

§ 4
1

Hemmung GAD-Enzym

Situation
NMDA-R-Blockade durch Mg

Situation
keine GABA-R-Blockade

w
1

keine Hemmung GAD-Enzym

Resultat Resultat Resultat Resultat
Aktivitat (-) Aktivitat (+/-) Aktivitat (-) Aktivitat (-)
ACSF-Stammlésung: Mg(-), Gabazin (-)
B (Magnesium-Mangel-Modell)
Situation Situation Situation Situation

keine NMDA-R-Blockade

keine GABA-R-Blockade

5 4
1

Hemmung GAD-Enzym

keine NMDA-R-Blockade

keine GABA-R-Blockade

yd
1

keine Hemmung GAD-Enzym

Resultat Resultat Resultat Resultat
Aktivitst (+) Aktivitat (+/-) Aktivitat (+) Aktivitat (-)
ACSF-Stammlésung: Mg(-), Gabazin (+)
C (Kombination Magnesiummangel-Modell und Gabazinmodell)
Situation Situation Situation Situation

keine NMDA-R-Blockade

Resultat
Aktivitat (+)

GABA-R-Blockade

Hemmung GAD-Enzym

Resultat
Aktivitat (+)

keine NMDA-R-Blockade

Resultat
Aktivitat (+)

GABA-R-Blockade

keine Hemmung GAD-Enzym

Resultat
Aktivitat (+/-)
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Abbildung 4-1: Vereinfachte Darstellung méglicher Rezeptorantwort in theoretisch entwickelten Modellen

A: Sogenannte Baseline (ACSF: Mg?*-haltig, kein Gabazin): Insgesamt resultiert eine erregungsinhibierende
Wirkung. Es bilden sich keine spontanen Potenziale. B: Versuchsreihe 1 (ACSF: 0 Mg?*, kein Gabazin): Aufhebung
der Magnesiumblockade des NMDA-Rezeptors, wodurch die Ausbildung spontaner Aktivitdt méglich wird. C:
Versuchsreihe 2 (ACSF: 0 Mg?*, Gabazin): Zusdtzlich Inhibierung des GABA-Rezeptors, Ausbildung spontaner

Aktivitdt (theoretisch) weiter geférdert. Griin: erregungsférdernd. Rot: erregungsinhibierend.

4.2.1 Diesogenannte Baseline

Verwendet man eine extrazellulare magnesiumhaltige ACSF-Stammldsung ohne Gabazin als
Zusatz, ist der NMDA-Rezeptor physiologisch durch Magnesium blockiert, weshalb die
spontane Glutamatfreisetzung nicht ausreicht, den Rezeptor zu aktivieren (A in Abbildung 4-1)
und exzitatorische Rezeptorpotenziale nicht gebildet werden kdnnen. Damit Uberwiegen
insgesamt inhibitorische Rezeptorantworten, die Entwicklung spontaner Aktivitdt ist nicht
moglich und es kénnen keine Feldpotenziale registriert werden. Es resultiert eine sogenannte
Nulllinie oder auch Baseline, die jede ausgewertete Messung zu Beginn zeigt. Ob sich eine
(theoretisch) gestorte GABA-Transmission anti-GAD behandelter Schnitte auf die GABA-A-

Rezeptoraktivitat auswirkt, kann dieses Modell nicht klaren.

4.2.2 Epilepsiemodellder 1. Versuchsreihe

Entfernt man nun extrazelluldres Magnesium, so dndern sich die Bedingungen. In dieser
Situation wird der spannungsabhdngige Magnesiumblock des NMDA-Rezeptors aufgehoben,
wodurch die Ausbildung spontaner Aktivitat moglich wird (B in Abbildung 4-1). Die Entfernung
des extrazellularen Magnesiums ist ein kontinuierlicher Prozess, durch den eine zunehmende
Anzahl von NMDA-Rezeptoren aktiviert wird. Dies resultiert letztlich in einer Zunahme der
Frequenz registrierter Feldpotenziale mit der Zeit, passend zu den Messdaten der
vorliegenden Arbeit. Dieser Effekt ist zundachst unabhangig von der jeweiligen betrachteten
Gruppe: Sowohl anti-GAD- als auch NaCl-behandelte Tiere zeigen zunehmende
Spontanaktivitat. Sind alle NDMA-Rezeptoren aktiv, ist keine weitere Zunahme der Erregung
mehr moglich und es stellt sich theoretisch ein Plateau ein. Es zeigt sich damit, dass
Magnesiummangel eine exzitatorische Wirkung hat. Anti-GAD behandelte Hirnschnitte zeigen
jedoch eine deutlich hohere Spontanaktivitit im Vergleich zur physiologischen

Kochsalzlsung.
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Moglicherweise beruht dieser Unterschied auf einer gestérten GABAergen Transmission, wie
bereits andere Arbeitsgruppen (Dinkel et al, Mitoma et al) gezeigthaben. Nimmt man an, dass
GAD-Ak zu einer Hemmung der GABA-Synthese und/oder -Freisetzung fiihren, resultiert eine
verminderte synaptische GABA-Konzentration und damit eine verminderte Aktivierung des
GABA-A-Rezeptors mit in der Folge verminderter Ausbildung inhibitorischer postsynaptischer
Rezeptorpotenziale. Hierdurch wird die Entwicklung spontaner Aktivitat zusatzlich geférdert.
Dieser Effekt findet in den Kontroll-Gruppen nicht statt. Somit sprechen diese Daten fiir eine
Forderung spontaner epileptiformer Aktivitat durch GAD-Ak, moglichweise bedingt durch eine

Hemmung der GABAergen Transmission.

4.2.3 Epilepsiemodellder2. Versuchsreihe

Um zu prifen, ob der vermutete Effekt der GAD-Ak tatsachlich auf einer Stérung der GABA-
Transmission beruht, blockiert man den GABA-A-Rezeptor, indem Gabazin einer
magnesiumfreien ACSF-LOsung zugesetzt wird. Hierdurch wird die GABAerge Transmission
gestort, ahnlich der vermuteten Wirkung der GAD-Ak (Cin Abbildung4-1). Die GABA-A-Rezeptor-
Blockade sollte dann den zuvor beschriebenen Effekt in den Kontrollen imitieren und deren
durchschnittliche Frequenz auf das Niveau anti-GAD behandelter Hirnschnitte erh6hen. Mit
Anti-GAD behandelte Schnitte kénnten ein unverandertes Aktivitatsniveau oder gareine noch
deutlichere Steigerung der Aktivitat zeigen. Auch in diesem Modell wird durch Auswaschung
von Magnesium die Aktivierung des NMDA-Rezeptors erleichtert. Die zusatzliche GABA-A-
Rezeptorblockade soll den Effekt der GAD-Ak in beiden Gruppen imitieren. Interessanterweise
zeigen die Messdaten jedoch ein unerwartetes Ergebnis: (1) Wahrend die Kontrollen keine
Anderungen zeigen, wird (2) die Erregung anti-GAD behandelter Schnitte sogar gedampft und
es besteht (3) kein Unterschied mehr zwischen der GAD- und der Kontroll-Gruppe. Die
fehlende Imitierung spricht gegen eine gestorte GABAerge Transmission, weshalb andere
pathophysiologische Effekte den GAD-Ak zugrunde liegen konnten. Die Aufhebung des
Unterschieds ist hingegen plausibel erklarbar: Durch die GABA-A-Rezeptorblockade werden
sowohl in der GAD-Gruppe als auch in der Kontroll-Gruppe die inhibitorischen
Rezeptorpotenziale gleichermallen am Ort der Entstehung, also am Rezeptorkanal selbst,
aufgehoben. Damit werden nur noch NMDA-vermittelte exzitatorische Rezeptorantworten
gebildet, die in beiden Gruppen entstehen und gleichermalRen die Entstehung spontaner

Aktivitat bewirken.
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4.2.4 Epilepsiemodellder3. Versuchsreihe

In der ersten Versuchsreihe erfolgte die Modulation der Rezeptorantworten durch das
Auswaschen von Magnesium, wahrend in der zweiten Versuchsreihe die zwei
Epilepsiemodelle vermischt wurden, die exzitatorische Wirkung magnesiumfreier Losung und
die desinhibierende Wirkung von Gabazin. Theoretische Uberlegungen hatten die
geschilderten Ergebnisse nicht vollstandig vorhersagen kénnen. Es war daher sinnvoll, die
Ergebnisse in einer dritten Versuchsreihe zu Uberpriifen, in der die Rezeptorantworten nur
durch Modulation der GABA-Transmission liber GABA-A-Rezeptorblockade erfolgte. So wurde
in eine magnesiumhaltige Losung Gabazin zugegeben. Es zeigte sich eine noch deutlichere
Erregungsdampfung ohne Unterschied zwischen Kontrollen und der GAD-Gruppe. Diese
Ergebnisse sprechen erneut gegen eine gestorte GABA-Transmission. Die Messdaten der 2.
Versuchsreihe werden bestatigt. Die Aufhebung des Unterschieds wurde in Kap. 4.2.3
beschrieben. Moglicherweise beruht die noch starke Dampfung auf dem fehlenden Input der
exzitatorischen NMDA-Rezeptorantworten, da dieser, wie bei der Baseline, durch Magnesium
blockiert war. Die Ausbildung spontaner Aktivitat in beiden Gruppen beweist zumindest die

desinhibierende Wirkung von Gabazin.

4.2.5 Potenzialdauer und Potenzialmorphologie

4.2.5.1 Analyse der Potenzialdauer

Die Berechnung der durchschnittlichen Dauer der Potenziale zeigte bei anti-GAD behandelten
Tieren signifikant langere Potenziale im Vergleich zur korrespondierenden Kontroll-Gruppe.
Dieser Effekt ist zunachst unabhdngig von der in dieser Arbeit verwendeten ACSF-
Stammldsung. Die Zugabe von Gabazin in magnesiumhaltige Lésung fiihrt zu keiner Anderung
der Dauer, wahrend die Zugabe von Gabazin in magnesiumfreie Losung eine Erhéhung
bewirkt. Interessanterweise liegt die Durchschnittsdauer der Kontrollgruppen in Héhe anti-
GAD behandelter Schnitte in magnesiumfreier Losung, ein statistischsignifikanter Unterschied
bestand ebenfalls nicht. Damit sprechen die Ergebnisse fiir die Hypothese einer gestorten
GABAergen Transmission (Kap. 4.2), da Gabazin den Effekt der GAD-Ak in den Kontrollen
imitieren konnte. Die Daten wurden durch Ausmessen der Dauer eines Potenzials ermittelt,
eine kurze Darstellung erfolgte in der Einleitung. Aufgrund methodischer Schwachen sind
diese Ergebnisse jedoch nur eingeschrankt aussagekraftig. Wahrend der Beginn eines

Potenzials, gekennzeichnet durch die einleitende De- oder Hyperpolarisation, gut erkennbar
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war, gestaltete sich die Ermittlung des Zeitpunkts der vollstandigen Repolarisation schwierig.
Zur Vereinfachung wurde der Zeitpunkt gewahlt, an dem die Amplitude wieder das Niveau des
Grundrauschens erreicht hatte und damit keine Erregung mehr vorlag (Abbildung 2-8). Aufgrund
der peristaltischen Pumpe kam es jedoch zu Schwankungen im Grundrauschen. Diese
duBerten sich durch Abweichungen um < 0,01mV aus der Ruhelage (ca. bei OmV) nach oben
oder unten ohne wesentliche Anderungen der Amplitude. Kurzfristige (<0,1 Sekunden bis 1
Sekunde) Amplitudenzunahmen oder —abnahmen waren ebenfalls moglich. Daher war es
moglich, dass der Zeitpunkt der vollstandigen Repolarisation falsch bestimmt wurde, die
Potenzialdauer wich moglicherweise um +/- 0,05 Sekunden bis +/- 0,1 Sekunden vom wahren

Wert ab.

4.2.5.2 Analyse der Potenzialmorphologie

Gabazin fiuhrt zu einem Gleichgewicht verschiedenartiger Potenzialmorphen zwischen der
GAD- und Kontrollgruppe, analog zu bisherigen Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. lktale
Potenzialmuster (lber viele Sekunden anhaltend) traten hingegen nur bei gabazinhaltigen
ACSF-Stammlosungen auf. Dies kann moglicherweise auf fehlenden inhibitorischen
Rezeptorpotenzialen beruhen, wodurch ldanger anhaltende Potenziale nicht vorzeitig
unterbrochen werden. Bei Magnesiummangel treten weder in der GAD-Gruppe noch in der
Kontroll-Gruppe iktale Potenzialmuster auf. Hier scheint die inhibitorische Rezeptorantwort

intakt. Dies spricht gegen eine Stérung der GABAergen Transmission durch GAD-AKk.

4.2.6 Zusammenfassung

In vivo injizierte GAD-Antikérper bewirken in vitro eine Forderung epileptischer Aktivitat im
Hippocampus der Ratte. Die bekannte exzitatorische Wirkung magnesiumfreier Losung und
die desinhibierende Wirkung von Gabazin werden bestitigt. Uberraschend zeigte sich jedoch,
das Gabazin insgesamt die Erregung zu dampfen scheint und den Frequenzunterschied
zwischen GAD- und Kontrollgruppe aufhebt. Wahrend letzteres durch theoretische
Uberlegung ableitbar ist, war die Erregungsddmpfung unerwartet. Dies spricht gegen eine
Storung der GABAergen Transmission. Hiermit vereinbar sind die Daten aus der Auswertung
der Potenzialmorphologie. Patch-Clamp-Messungen und intrazelluldre Messungen, welche
von J. Hackert am Oscar Langendorff Institut fiir Physiologie, Universitatsmedizin Rostock,

durchgefiihrt wurden, zeigten tatsachlich eine intakte GABAerge Transmission in anti-GAD
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behandelten Hirnschnitten (Hackert et al, 2016). Dem entgegengesetzt spricht die Analyse der
Potenzialdauer fir eine Stérung der GABAergen Transmission, diese Messdaten sind aber

aufgrund methodischer Schwachen nur bedingt verwertbar.

Es kann damit festgehalten werden, dass GAD-Ak die Entstehung spontaner Aktivitat férdern

konnen, eine Modulation der GABAergen Transmission jedoch unwahrscheinlich ist.

4.3 WAS ST DIE PATHOPHYSIOLOGISCHE ROLLE DER GAD-AK?

4.3.1 Internalisierungvon Antikdrpern und Interaktion mit dem Zielantigen

Die GAD ist ein intrazelluldares Enzym; eine Assoziation mit dem Extrazellularraum wurde
bisher nicht klar beschrieben. Autoantikérper miissen daher in diesem Fall in die Zielzelle
penetrieren, um direkten Einfluss auf das Zielantigen ausiben zu kénnen. Nur dann ware eine
direkte pathophysiologische Relevanz diskutierbar. Die Fahigkeitvon Immunglobulinen in eine
humane Zelle zu penetrieren und mit einem intrazelluldren Antigen zu interagieren wurde
erstmals 1978 von Alarcon-Segovia et al beschrieben. Damit wurde ein Dogma widerlegt, nach
dem Antikorper nur mit extrazellular lokalisierten Antigenen interagieren kénnen und ihr
Auftreten im Serum oder Liquor eine rein diagnostische oder prognostische Relevanz hat
(Ruiz-Argtielles et al, 2001; Alarcon-Segovia et al, 1996). In den folgenden Jahren beschrieben
weitere Publikationen die Penetration von Antikdrpern in humane Zellen, gefolgt von
moglichen Interkationen mit dem Zielantigen oder einer spezifischen Zellantwort. Der
Mechanismus der Penetration blieb jedoch weitestgehend unklar (Ruiz-Argtielles et al, 2001
und Geis et al, 2010). Ferner gelang es in den zurlickliegenden Jahren beispielsweise die Rolle
gegen (ligandengesteuerte) lonenkandle oder gegen Zellmembranproteine (Dalmau et al,
2007) gerichtete Antikorper besser zu beschreiben. Verschiedene Krankheitsbilder wurden
damit pathophysiologisch verstandlicher. Auch die Relevanz der Antikorper gegen
intrazelluldre Antigene wurde untersucht. Unklar blieb bei diesen Betrachtungen, welche Rolle
derartige Antikdrper beispielsweise bei inhibitorischen synaptischen Ubertragungsprozessen
wie die der GABAergen Transmission einnehmen (Geis et al, 2010). Die GAD als intrazellulares
Enzym beinhaltet durch ihre Funktion als GABA-synthetisierendes Enzym dabei eine
bedeutende Rolle. Es sollte daher geklart werden, inwieweit Antikorper Einfluss auf

inhibitorische synaptische Ubertragungsprozesse durch Internalisierung und Interaktion mit
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dem Zielantigen haben. In diesem Fall konnte ein Einfluss der GAD-Ak auf die Synthese oder

die synaptische Transmission von GABA vorliegen.

Amphiphysin ist, wie die GAD, ein intrazellular lokalisiertes Protein mit besonderer Bedeutung
in der Regulation und Freisetzung der synaptischen Vesikel. Durch die Blockade der Funktion
von Amphiphysin (Evergren et al, 2004) oder anhand von Madusen mit Amphiphysin-1-Defekt
[knock-out] (Di Paolo et al, 2002) wurde eine Storung der inhibitorischen synaptischen
Transmission bereits beschrieben (Geis et al, 2010). Geis et al untersuchten 2010 derartige
Zusammenhadnge mit Antikdrpern gegen Amphiphysin, welche neben den GAD-Ak beim SPS
auftreten. Es handelt sich um Immunglobuline vom Typ IgG. Durch intrathekale Injektion der
Amphiphysin-Antikorper entwickelten Ratten SPS-dhnliche Symptome, wahrend die
Kontrollen unauffallig blieben. Eine pathophysiologische Relevanz dieser Antikorper war
damit zumindest gegeben, elektrophysiologische Untersuchungen wie der Hoffmann-Reflex
belegten tatsachlich eine Reduktion der GABAergen inhibitorischen Transmission. Durch
native Schnitte des Riickenmarks und Immunfluoreszenzuntersuchungen konnte dann gezeigt
werden, dass die Antikorper an spezifische Strukturen der neuronalen Zelloberflache binden.
Ein Problem bleibt jedoch bestehen: Amphiphysin befindet sich im Intrazellularraum
vorwiegend in den terminalen prasynaptischen Endigungen. Durch doppelte
Immunfluoreszenz verschiedener Riickenmarksschnitte unter Verwendung von Antikérpern
gegen Amphiphysin und prasynaptischen Antigenen wie VGAT (vesicular GABA transporter)
konnte in vivo und in vitro eine intrazelluldare Anreichung in den terminalen prasynaptischen
Endigungen gezeigt werden. Weiterflhrende Untersuchungen in vitro zeigten an
hippocampalen Schnitten eine reduzierte Freisetzung des Transmitters GABA (und auch
Glutamat) mit signifikant erniedrigten inhibitorischen postsynaptischen Stromen (IPSC). Geis
et al bewiesen damit nicht nur die Internalisierung von Antikérpern in eine neuronale Zelle,
sondern auch die Interaktion mit dem Zielantigen und direkt hieraus resultierendem Effekt.
Damit kdnnen extrazellular lokalisierte Antikorper einen direkten Effekt auf intrazellulare
Antigene ausliben. Ob dies fir GAD-Ak zutrifft, kann jedoch mit diesen Experimenten nicht

geklart werden.
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4.3.2 Koénnen GAD-Ak in ein Neuron aufgenommen werden?

Immunfarbungen von Mitoma et al (2000) zeigten eine Immunreaktion GAD-Ak haltiger
Liguores von Ataxie-Patienten an terminalen Nervenendigungen zerebelldrer Neurone, in
denen die GAD physiologisch lokalisiert ist. Vianello et al (2006) inkubierten kultivierte
hippocampale Neurone (in vitro) mit verschiedenen GAD-Ak haltigen Seren, u.a. von
Patienten mit Epilepsie, SPS, Ataxie und Diabetes. AnschlieBend durchgefiihrte
Immunfluoreszenzaufnahmen zeigten eine sehr spezifische Immunreaktion: Das Muster der
Immunmarkierung unterschied sich deutlich zwischen den verschiedenen Seren, sodass
moglicherweise unterschiedliche Bindungsstellen auf der Zelloberfliche fir die
Antikorperbindung erforderlich sind (Vianello et al, 2006). Letztlich konnen extrazellular
lokalisierte Antikorper vom Typ IgG in ein Neuron aufgenommen werden, dieser Effekt ist
sowohl in vitro als auch in vivo moglich, wie Geis et al (2010) zeigten. In der vorliegenden
Arbeit wurden die GAD-Ak in vivo stereotaktisch injiziert, ein pathophysiologischer Effekt
konnte in der magnesiumfreien Losung gezeigt werden. Auf Grundlage der gerade
beschriebenen Publikationen konnten diese Antikorper moglicherweise ebenfalls ihr
intrazelluldres Zielantigen, die Glutamatdecarboxylase, erreichen. Dem gegenibergestellt
werden missen allerdings die sehr spezifischen, voneinander unterschiedlichen
Immunreaktionen verschiedener GAD-Ak haltiger Seren. Es ist fraglich, ob bei derart
divergierenden Ergebnissen GAD-Ak, wenn (berhaupt, Uber den gleichen Mechanismus
aufgenommen werden. Nachfolgende Studien sollten daher untersuchen, ob GAD-Ak
intrazellular nachweisbar sind. Dann ware eine direkte Interaktion mit dem GAD-Enzym

moglich.

4.3.3 Sinddie bisherigen Erkenntnisse auf die GAD-Enzephalitis Gbertragbar?

Bisherige Publikationen Uber GAD-Ak beziehen sich meistens auf Krankheitsbilder wie dem
SPS, der Ataxie oder dem Diabetes mellitus (Dinkel et al 1998, Mitoma et al 2000), wahrend
im Zusammenhang mit der Epilepsie (Peltola et al, 2000), speziell der
Temporallappenepilepsie, nur wenige Publikationen existieren. Bereits 1998 postulierten
Giometto et al eine mogliche autoimmune Genese derartiger Epilepsien aufgrund des
Auftretens der GAD-Ak im Liquor oder Serum erkrankter Patienten. Basierend auf
Untersuchungen mit Proben von an SPS oder Ataxie erkrankten Personen besteht die derzeit

favorisierte pathophysiologische Funktion der GAD-Ak in der Stérung der GABA-Synthese oder
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der GABA-Freisetzung an den terminalen Nervenendigungen (Vianello et al 2008) mit heraus
resultierender Hyperexzitabilitdt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestadtigen die
epileptiforme Wirkung der GAD-Ak, wihrend die Daten gegen eine Dysfunktion der
GABAergen Transmission sprechen. Dem gegeniibergestellt wurden die Erkenntnisse Uber die
Wirkung der GAD-Ak mit Seren von SPS und Ataxie erkrankten Personen lberwiegend in vitro
durchgefiihrt. Folglich muss geklart werden, ob die hierbei gewonnen Erkenntnisse (a) auf
GAD-Ak in Seren oder Liquores von Epilepsiepatienten Ubertragbar sind und (b) welche

Relevanz derartige Erkenntnisse in vivo haben.

4.3.3.1 GAD-Akvon SPS-Patienten hemmen die Synthese von GABA

Dinkel et al (1998) untersuchten an sogenannten , Crude Rat Cerebellar Extracts, CRCE“ den
Einfluss GAD-Ak haltiger Seren und Liquores von SPS-Patienten auf die GABA-Synthese. Hierzu
wurde das Enzym GAD aus Rattenhirnen gelést und mit den Seren inkubiert. Durch Zugabe

von Glutamat wurde dann die Enzymaktivitat durch Registrierung von 4CO; ermittelt:

Glutamat — GABA + 'CO,

Es resultierte im Vergleich zu den Kontrollen (GAD-Ak pos. Diabetes, gesunde Patienten) eine
verminderte Enzymaktivitdt. Um zu Uberprifen, ob Antikérper fir diesen Effekt
verantwortlich waren, isolierte man aus den Seren und Liquores die Antikorperfraktion und
wiederholte die Experimente. Erneut kam es zu einer Aktivitatsreduktion, interessanterweise
jedoch nicht in allen Proben. Hieraus schlussfolgerte die Arbeitsgruppe, dass Antikorper im
Wesentlichen fir die Inhibition der GAD verantwortlich seien, im Serum jedoch auch andere
Faktoren auftreten, die ebenfalls eine inhibitorische Funktion besitzen. Diese Ergebnisse
mussen kritisch betrachtet werden. Zum einen wurde die GAD extrahiert — das Enzym war
damit den Antikorpern direkt zuganglich, eine Aufnahme in die Zielzelle musste nicht erfolgen.
Unter den Bedingungen in vitro konnte damit ein unmittelbarer pathophysiologischer Effekt
der GAD-Ak auf die GAD nachgewiesen werden. In vivoist die GAD intrazellular lokalisiert und
mit nicht direkt zuganglich fir Antikorper. Diese Ergebnisse konnen daher nicht auf die
Bedingungen in vivo lGbertragen werden. Zum einen wurden zufallig andere Serumfaktoren
mit inhibitorischer Wirkung auf die GAD entdeckt, ohne diese ndher zu beschreiben. Dies

sollte in weiterfihrenden Studien naher untersucht werden. Zum anderen zeigten diese
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Experimente, dass nicht alle GAD-Ak haltigen Seren oder Liquores eine Hemmung der GAD zur
Folge hatten. Dies ist zunachst vereinbar mit den sehr spezifischen Immunreaktionen und den
resultierenden unterschiedlichen Krankheitsbildern und deutet auf eine Epitopenspezifitat
der GAD-Ak beziglich der GAD hin. Rickschlisse auf eine vergleichbare Wirkung der GAD-Ak
in vivo sind damit nicht moglich, die Glltigkeit der Ergebnisse im Falle der Epilepsie ist nicht

gesichert.

4.3.3.2 GAD-Ak von Ataxie-Patienten reduzieren die prdsynaptische Freisetzung von GABA

Eine weitere vermutete Wirkung der GAD-Ak ist die verminderte GABA-Freisetzung aus der
Prasynapse. Mitoma et al (2000) haben herausgefunden, dass GAD-Ak im Liquor von Ataxie-
Patientin die Uber den GABA-A-Rezeptor vermittelte Transmission von Korbzellen auf
Purkinjezellen im Cerebellum unterdriicken konnen, ohne die Glutamatantwort zu
beeinflussen. Immunfarbungen zeigten Immunreaktionen der getesteten GAD-Ak im Bereich
der terminalen Nervenendigungen. Damit wurde bestatigt, dass sich die GAD-Ak der
Ataxiepatienten Uberwiegend in den Prasynapsen anreichern. Patch-Clamp-Messungen an
Kleinhirnschnitten der Ratte zeigten bei Inkubation mit GAD-Ak eine Amplitudenreduktion der
IPSCs, bedingt durch eine verminderte Freisetzung von GABA aus der Prasynapse mit in der
Folge verminderter GABA-A-Rezeptor vermittelter Inhibition an der Postsynapse. Dies beruht
entweder auf einer verminderten Synthese von GABA (Dinkel et al) oder auf einer Stérung der
Mobilisierung synaptischer, GABA-speichernder Vesikel (Geis et al). Mitoma et al vermuteten,
dass die Antikorper ihr Antigen in der Zelle erkennen und sich dort bevorzugt ansammeln.
Belegt wird dies durch die sehr spezifischen Immunreaktionen in den terminalen
Nervenendigungen. Moglicherweise deutet dies auch auf die Fahigkeit von Antikorpern hin,
in ihre Zielzelle aufgenommen werden zu kénnen. In ihren Versuchen haben Mitoma et al
jedoch ausschlieBlich in vitro experimentiert. Ob diese Erkenntnisse in vivo eine Relevanz
haben, kann daher nicht geklart werden. Damit lassen sich diese Erkenntnisse ebenfalls nicht

auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit Gbertragen.

4.3.3.3 GAD-Akerleichtern die Entwicklung epileptiformer Aktivitdtim Hippocampus
Bei der therapieresistenten (Temporallappen-) Epilepsie werden ebenfalls Antikorper gegen
die Glutamatdecarboxylase nachgewiesen, weshalb Giometto et al (1998) und Peltola et al

(2000) eine autoimmune Genese postulierten. Tatsachlich zeigten Immunfarbungen mit GAD-
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Ak haltigen Seren von Epilepsiepatienten sehr spezifische Immunreaktionen (Kap. 4.3.2).
Vianello et al (2008) untersuchten die pathophysiologische Wirkung dieser Antikoérper dann
erstmals mittels Patch-Clamp-Messungen an hippocampalen Zellen des Rattenhirns. Die zu
untersuchenden Zellen wurden mit verschiedenen Seren perfundiert und die IPSPs vor und
nach der Perfusion miteinander verglichen. GAD-Ak positive Serumproben stammten von
Patienten mit Temporallappenepilepsie. Zur Kontrolle wurden u.a. GAD-Ak positive Seren von
Diabetespatienten und GAD-Ak negative Seren gesunder Patienten verwendet. Verwendete
man die Seren der Epilepsiepatienten, resultierte eine erhdohte spontane Aktivitdat aufgrund
verminderter IPSPs, wihrend die anderen Seren keine Anderung zeigten. Vianello et al
konnten die Forderung spontaner epileptiformer Aktivitdit im Hippocampus beweisen,
vereinbar mit den Daten der vorliegenden Arbeit. Dennoch besteht eine Diskrepanz. So
deuteten die Daten von Vianello et al ebenfalls auf eine Inhibierung der GABA-Synthese oder

GABA-Freisetzung, nicht vereinbar mit den aktuell vorliegenden Ergebnissen dieser Arbeit.

4.3.3.4 GAD-Ak zeigen in vivo eine relevante pathophysiologische Wirkung

In den bisher zitierten Studien wurden alle Experimente in vitro durchgefiihrt, d.h.
Hirnschnitte oder kultivierte neuronale Zellen wurden mit GAD-Ak haltigen Seren oder
Liquores perfundiert oder inkubiert. Der beschriebenen Problematik bewusst fiihrten Manto
etal (2007) erstmals Experimente zur Untersuchung der Effekte von GAD-Ak am lebenden Tier
durch. Verwendet wurden gereinigte IgG-Fraktion GAD-Ak haltigen Seren von SPS- und Ataxie-
Patienten. Zur Kontrolle wurden GAD-Ak haltige Seren von Diabetes-Patientin sowie Ringer-
Losungen verwendet. Die Injektion erfolgte beim narkotisierten Tier stereotaktisch in das
Cerebellum oder paraspinal lumbal. Im Falle der GAD-Ak neurologisch erkrankter Patienten
(SPS, Ataxie) resultierte eine erhdhte Spontanaktivitdt im M. gastrocnemicus, die Kontrollen
zeigten diesen Effekt nicht. In weiterfliihrenden Experimenten, ebenfalls am lebenden Tier,
wurde der Effekt der GAD-Ak auf den Stoffwechsel von NO und Glutamat im Kleinhirn
untersucht. Unter normalen Bedingungen resultieren nach der NMDA-Applikation ein Anstieg
der NO-Produktion und ein Abfall der extrazellularen Glutamatkonzentration. In allen
Versuchsgruppen trat dieser Effekt auf, im Falle der GAD-Ak neurologischer Patienten jedoch
mit einem signifikant geringerem Anstieg der NO-Produktion und einem geringeren Abfall der
Glutamatkonzentration. Diese GAD-Ak fiihren demnach zu einer geringeren NO-Produktion,

einhergehend mit einer héheren Glutamatkonzentration. Mit diesen Experimenten haben
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Manto et al (2007) erstmalig nicht nur elektrophysiologisch, sondern auch biochemisch
relevante Effekte der GAD-Ak in vivo nachgewiesen. Es konnte ebenfalls die Forderung
spontaner elektrischer Aktivitdt nachgewiesen werden. Dieser Effekt tritt damit sowohl in
vitro als auch in vivo auf. Damit kdnnen moglicherweise diese Ergebnisse auch im Falle der

Epilepsie eine relevante Bedeutung haben.

4.3.4 Einordnung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
Sowohl in vivo (Manto et al 2007) als auch in vitro (Vianello et al (2008) haben GAD-Ak
verschiedener Krankheitsbilder (SPS, Ataxie, Epilepsie) relevante pathophysiologische
Wirkungen, bestatigt durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. So zeigten verschiedene
Studien, wie auch diese Arbeit, dass GAD-Ak beispielsweise die Entstehung spontaner Aktivitat
fordern. Dies erscheint zunachst plausibel, da Epilepsie durch eine erhéhte neuronale Aktivitat
gekennzeichnet ist. Unklar bleibt jedoch, weshalb die Ergebnisse im Gegensatz zu bisherigen
Publikationen gegen eine Stérung der GABAergen Transmission sprechen. Zusammen mit den
Ergebnissen von Manto et al wirft dies u.a. folgende Fragen auf:

1. Sind GAD-Ak die primdr agierenden Antikorper?

2. Wieso fiihren GAD-Ak neurologischer Erkrankungen zu gleichen pathophysiologischen

Effekten, klinisch jedoch zu sehr unterschiedlichen Krankheitsbildern?
3. Haben GAD-Ak in vivo und in vitro unterschiedliche Wirkungen?
4. Istder Wirkungsmechanismus pra- oder postsynaptisch?

5. Gibt es alternative Moglichkeiten zur Erklarung der pathophysiologischen Wirkung?

In allen durchgefiihrten Studien wurden Seren, Liquores oder gereinigte Antikorperfraktionen
verwendet, in denen GAD-Ak und/oder andere Antikdrper nachgewiesen wurden. Es finden
sich keine Studien, in denen selektiv isolierte GAD-Antikérper verwendetet wurden. Es ist
daher fraglich, ob GAD-Ak Uberhaupt fir die Entwicklung der Krankheitsbilder relevant sind.
Dinkel et al beispielsweise vermuteten, es existieren moglicherweise noch andere
Serumfaktoren, die fir die beschriebenen Effekte verantwortlich sein kdnnten (Kap. 4.3.3.1).
Dies konnte moglicherweise die Diskrepanz erklaren, weshalb GAD-Ak experimentell
vergleichbare pathophysiologische Wirkungen zeigen, jedoch ein breites Spektrum
verschiedener Erkrankungen wie dem Stiff-Person-Syndrom, der Ataxie, dem Diabetes

mellitus oder der Temporallappenepilepsie resultiert. Gestiitzt wird dies ebenfalls durch die
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unterschiedlichen Immunreaktionen und die Epitopenspezifitat bezlglich der GAD.
Weiterflihrende Studien sollten prifen, ob Experimente mit isolierten GAD-Ak dhnliche

Effekte bewirken.

Unstrittig ist die Forderung spontaner Aktivitdit durch GAD-Ak bei neurologischen
Erkrankungen. Unklar ist jedoch, warum die weiterfihrenden Ergebnisse dieser Arbeit im
Gegensatz zu anderen publizierten Daten stehen. Dies beruht moglicherweise auf der
Methodik, die den Studien zugrunde liegt. Dinkel et al und Mitoma et al postulierten anhand
der in vitro durchgefiihrten Experimente eine Inhibition der GABA-Synthese oder der GABA-
Freisetzung. Es handelt sich dabei um prasynaptische Prozesse. Die Daten von Manto et al
wurden in vivo erhoben, moglicherweise resultierend aus postsynaptischen Prozessen,
basierend auf Anderungen in der NO- und Glutamatkonzentration. Vianello et al (2008)
forderten dementsprechend weiterfiihrende Untersuchungen zur Klarung der Frage, ob pra-
oder postsynaptische Effekte der GAD-Ak-Wirkung zugrunde liegen. Die Rolle der GAD-Ak

bleibt damit weiterhin ungeklart.

4.3.5 Alternative Erkldrungsansatze fr die Pathophysiologie der GAD-Ak

4.3.5.1 Présynaptisch verminderte Inhibition der Glutamatfreisetzung durch GAD-Ak

Neben der postsynaptischen GABA-A-vermittelten Inhibition kann synaptisch freigesetztes
GABA ferner die prasynaptische Glutamatfreisetzung liber den GABA-B-Rezeptor inhibieren
(Mitoma et al, 2003), wodurch sich der inhibitorische Effekt weiter verstarkt. Auf Grundlage
der Experimente von 2000 fihrten Mitoma etal (2003) weitere Experimente durch, um diesen
Effekt genauer zu untersuchen. Hierzu wurden erneut GAD-Ak haltige Seren von Ataxie-
Patienten verwendet, mit Kleinhirnschnitten der Ratte inkubiert und IPSCs und EPSCs mittels
Patch-Clamp registriert. Im Ergebnis zeigte sich die bekannte verminderte synaptische
Freisetzung von GABA aus der Prasynapse. Mitoma et al schlussfolgerten mittels weiterer
Experimente einen dualen Wirkungsmechanismus der GAD-Ak, vermittelt durch eine Stérung
in der prasynaptischen Suppression der exzitatorischen Transmission (GABA-B-Rezeptor) und
eine Storung in der inhibitorischen Transmission (GABA-A-Rezeptor) auf die Postsynapse.
Insgesamt resultiert eine Ubererregbarkeit von Purkinjezellen in zerebelldren Hirnschnitten
der Ratte. Auch diese Experimente wurden in vitro an Kleinhirnschnitten der Ratte

durchgefiihrt. Ahnliche Versuche an hippocampalen Schnitten sollten diese Ergebnisse
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Uberpriifen, damit eine gesicherte Relevanzim Rahmen der Temporallappenepilepsie vorliegt
und derartige Ergebnisse moglicherweise in vivo eine Relevanz haben. Interessant ist in
diesem Zusammenhang jedoch die verminderte Suppression der exzitatorischen
Transmission, resultierend in einer verstarkten Freisetzung von Glutamat, vereinbar mit den

Ergebnissen von Manto et al.

4.3.5.2 GAD-Ak imitieren die Struktur von GABA
Eine interessante Fahigkeit von Antikorpern besteht in der Kreuzreaktion mit Antigenen, die

dem primaren Antigen dhnlich sind. Man nennt dies Kreuzreaktion.

Prasynapse Postsynapse

GABA-B-Rezeptor

|
—q
N GABA-A-Rezeptor
GAD-Ak
B
GABA-B-Rezeptor
;?\x [
N Gabazin
N GABA-A-Rezeptor
GAD-Ak

Abbildung 4-2: Mégliche Wirkungen der GAD-Antikérper
A: Inhibition des GABA-Rezeptors durch GAD-Ak. B: Neutralisierung der GAD-Ak durch Gabazin. Griin:

Erregungsférdernd. Rot: Errequngshemmend.

In Anlehnung an den Vorschlag von Dinkel et al (1998) konnten GAD-Ak die Struktur von GABA
imitieren und an den GABA-Rezeptor im Sinne einer Kreuzreaktion binden, eine Aufnahme in
die Zielzelle ware nicht notwendig. Hieraus resultiert moglicherweise eine Blockade der
GABAergen Transmission im Sinne des dualen Wirkungsmechanismus (Mitoma et al, 2003),
sowohl pra- als auch postsynaptisch (A in Abbildung 4-2). Es liberwiegt exzitatorische Aktivitat
und in der magnesiumfreien Losung resultiert eine Forderung der Spontanaktivitat. Durch die
Blockade von GABA-B-Rezeptoren wird vermehrt Glutamat freigesetzt. In der Tat konnten

Manto et al (2007) erhohte Glutamatkonzentration unter dem Einfluss von GAD-Ak im
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Extrazellularraum messen. Dem gegenlbergestellt fihrt jedoch eine verstarkte neuronale
Aktivitdt, beispielsweise vermittelt durch die GAD-Ak, zu einer verstarkten Bildung des
Holoenzyms GAD und damit zu einer erhéhten GABA-Synthese (Erlander et al, 1991). Zum
einen wiirde sich dies negativ auf die Glutamatkonzentration auswirken, zum anderen wiirde
das vermehrt gebildete GABA die Wirkung der GAD-Ak aufheben. Aullerdem sollte Gabazin
den Effekt der GAD-Ak imitieren. Dem widersprechen jedoch die Ergebnisse aus den
Versuchen, in denen Gabazin eine Erregungsdampfung zur Folge hatte. Moglicherweise fiihrt
die Anwesenheit von Gabazin zu einer Neutralisierung der GAD-Ak, wodurch deren Wirkung
am GABA-Rezeptor aufgehoben wird (B in Abbildung4-2). Eine Komplexbildung zwischen GAD-
Ak und Gabazin ware denkbar. Die Inhibition des Rezeptors erfolgt in diesem Fall nur noch
durch Gabazin selbst. Es kann nun kein Unterschied mehr zwischen den Kontrollen und der
GAD-Gruppe festgestelltwerden. Fiir diesen Mechanismus sprechen die Messdaten der 2. und

3. Versuchsreihe, die Ursache des Frequenzunterschieds wurde in Kap. 4.2.4 erlautert.

4.3.5.3 Postsynaptische Inhibierung der NO-Synthese durch GAD-Ak

Die Synthese von NO fihrt zu einer Hemmung der synaptischen Freisetzung von Glutamat
(Sequeira et al, 2001). Demnach fordert ein vermindertes NO-Angebot im ZNS die
Glutamatfreisetzung. Manto et al (2007) zeigten unter Einwirkung von GAD-Ak eine
verminderte NO-Produktion und erhohte Glutamatkonzentration, vereinbar mit den
Ergebnissen von Mitoma et al (2003). Moglicherweise ist eine Hemmung der NO-Synthase
durch die GAD-Ak die Ursache (Manto el al, 2003). Im ZNS steht vermehrt der exzitatorische
Transmitter Glutamat zur Verfligung, wodurch die Entwicklung spontaner Aktivitat beglinstigt

wird.

4.3.5.4 Unterschiedliche Titer der Antikérper

In der vorliegenden Arbeit wurden Liquorproben mit unterschiedlichen GAD-Titern
verwendet. In der 1. Versuchsreihe war dies die Liquornummer 1 (886), wahrend in den
beiden anderen die Liquornummer 2 (2526) verwendet wurde. Moglicherweise resultieren
deshalb unterschiedliche Ergebnisse. Letztlich, wenn auch unwahrscheinlich, besteht die
Moglichkeit, dass die GAD-Ak bereits vor der Feldpotenzialmessung aus dem Hippocampus in
umliegende Hirnregionen diffundiert sind. In diesem Fall besteht kein Unterschied mehr

zwischen den anti-GAD behandelten Tieren und den Kontrollen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die limbische Enzephalitis ist eine Erkrankung, die durch moderne Diagnostikimmer haufiger
diagnostiziert wird. Es werden zunehmend Falle mit GAD-Ak assoziierter
Temporallappenepilepsie bekannt, es existieren jedoch bisher kaum publizierte Daten Uber
die pathophysiologische Relevanz der hierbei auftretenden GAD-Ak. Favorisiert wird derzeit
eine Stérung der GABAergen Transmission, gekennzeichnet entweder durch eine Storung der
GABA-Synthese oder eine Storung der GABA-Freisetzung aus der Prasynapse. Dies resultiert
Uberwiegend aus den Studien von Dinkel et al (1998) und Mitoma et el (2000) mit Serum- oder
Liquorproben von SPS- und Ataxie-Patienten. Vianelloet al (2008) untersuchten erstmals GAD-
Ak haltige Seren von Epilepsiepatienten, die Daten scheinen die bisherige Hypothese lber die
Wirkung der GAD-Ak zu bestadtigen. Die Experimente in diesen Studien wurden alle in vitro
durchgefiihrt. Aufgrund des breiten Spektrums der resultierenden GAD-Ak assoziierten
Krankheitsbildern, vereinbar mit unterschiedlichen Immunreaktionen, ist die Bedeutung in
vivo ungeklart. Folglich war es das Ziel dieser Arbeit zu klaren, welche pathophysiologischen
Effekt in vivo auftreten. Die Forderung der Spontanaktivitdit werden durch die vorliegenden
Daten bestatigt, wahrend die GABAerge Transmission ungestort zu sein scheint. Dies ist ein
Widerspruch zu bisher publizierten Daten. Somit bleibt die pathophysiologische Bedeutung
der GAD-Ak weiterhin ungeklart. Dies fuhrt zu der Frage, ob GAD-Ak (iberhaupt eine
essentielle Bedeutung bei der Entwicklung der Temporallappenepilepsie oder anderer
neurologischer Krankheitsbilder haben. Gestiitzt wird dies durch experimentell dhnliche
Effekte der GAD-Ak mit jedoch sehr unterschiedlich resultierenden Krankheitsbildern wie das
SPS, die Ataxie oder die Temporallappenepilepsie. Ebenso fraglich ist, weshalb GAD-Ak bei
Diabetespatienten keine der beschriebenen Effekte zeigen. Es sind demnach weitere Studien
notwendig, in denen die pathophysiologische Relevanz der GAD-Ak geklart werden muss.
Sinnvollerweise sollte dies mit isolierten GAD-Ak aus Seren oder Liquores erfolgen. Damit wird

sich zeigen, ob GAD-Ak Uberhaupt eine relevante Rolle haben.
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6 THESEN

Spontane elektrische epileptiforme Aktivitat in hippocampalen Hirnschnitten lasst sich durch
die Entfernung von extrazellularem Magnesium oder durch die GABA-A-Rezeptor-Blockade

mittels Gabazin evozieren.

Die CA1-Region desHippocampus eignetsich fiir die extrazelluldre Ableitung dieser spontanen

elektrischen Aktivitat.

Die bisher postulierten Hypothesen verschiedener Arbeitsgruppen liber die Wirkung der GAD-
Ak in vitro beruht auf einer Hemmung der GABAergen Transmission, gekennzeichnet durch
eine Reduktion der GABA-Synthese durch die GAD oder einer verminderten Freisetzung von

GABA inden synaptischen Spalt.

Die stereotaktische Injektion von GAD-Ak beim narkotisierten Tierist geeignet, die Effekte auf

die spontane epileptische Aktivitatim Hippocampus in vivo zu untersuchen.

GAD-Ak zeigen sowohlinvitroalsauch in vivo relevante pathophysiologische Effekte:

o))

Antikorper gegen die Glutamatdecarboxylase fordern in dieser Studie die Ausbildung
epileptischer Aktivitatim Hippocampus und bewirken eine signifikant langere Dauer der

Potenziale.

b. Gabazin konnte in dieser Studie den Effekt der GAD-Ak nicht imitieren —die GABAerge
Transmission erscheint intakt. Dies spricht gegen die bislang unter 3. postulierte

Hypothese.

c. GAD-Ak fordern die prasynaptische Glutamatfreisetzung durch verminderte

(prasynaptische) Suppression des GABA-B-Rezeptors.

d. Gabazinneutralisiert die desinhibitorische Wirkung der GAD-Ak.

e. GAD-Ak bewirken eine Erhohung der Glutamatkonzentration, beispielsweise durch

Hemmung der NO-Synthase.
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