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1 Einleitung

1.1 Anatomie und Verschaltung des Hippocampus

Phylogenetisch entstammt der Hippocampus dem Archikortex und liegt an der Medialseite des
unteren Temporallappens. Er formt die mediale Wand des Unterhorns des Seitenventrikels. Der
Hippocampus lésst sich in Subiculum, Cornu amonis und Gyrus dentatus einteilen (siche Abb.
1). Das Cornu ammonis wiederum ldsst sich in die nach Lorente de No bezeichneten Regionen
CAl, CA2, CA3 und CA4 unterteilen (Waschke et al. 2015). Histologisch kénnen im Cornu
amonis die Schichten Stratum moleculare, Stratum radiatum (Stratum moleculare und radiatum
werden zusammengefasst auch als Stratum radiatum-lacunosum-moleculare bezeichnet),
Stratum pyramidale und Stratum oriens unterschieden werden. Im Gegensatz dazu gliedert sich
der Gyrus dentatus in ein Stratum moleculare, Stratum granulare und Stratum multiforme.
Mikroskopisch konnen in den einzelnen Schichten unterschiedliche Zelltypen gefunden
werden: Im Stratum oriens befinden sich die basalen Dendriten der glutamatergen
Pyramidenzellen sowie der Korbzellen. Die Zellkorper der Pyramidenzellen befinden sich im
Stratum pyramidale, wihrend die apikalen Dendriten im Stratum radiatum und im Stratum
lacunosum moleculare gelegen sind. In den Schichten des Gyrus dentatus befinden sich die
Kornerzellen im Stratum moleculare und haben ihren Zellkérper im Stratum granulosum
positioniert. Das Stratum multiforme bildet einen flieBenden Ubergang zur CA4 Region

(Welsch et al. 2018).

Der Hippocampus erhélt Afferenzen aus dem Thalamus, dem Gyrus cinguli und dem Corpus
amygdaloideum. Des Weiteren empfingt er Afferenzen iiber den Fornix aus dem Septum und
iber den Tractus perforans aus der Regio entorhinalis. Seine Efferenzen gelangen iiber die
Fornix cerebri zu den Corpora mamillaria, auf dem Weg werden Faserziige an das Septum,
Corpus amygdaloideum und den Hypothalamus abgegeben (Trepel 2022). Als Teil des
limbischen Systems hat der Hippocampus eine wichtige Rolle in der Verarbeitung und
Weiterleitung von Emotionen sowie in der Ubertragung von erlernten Gedichtnisinhalten aus
dem Kurzzeitgedidchtnis in das Langzeitgedédchtnis. Diese Informationsweiterleitung gelingt
nur unter der Einhaltung eines strikten Verschaltungsmusters: Uber den Tractus perforans
projizieren Pyramidenzellen der Area entorhinalis auf die Kornerzellen im Gyrus dentatus. Von
dort aus gelangen die Informationen iiber die Moosfasern (Axone der Kornerzellen)
iiberwiegend auf die Pyramidenzellen der CA3-Region. Innerhalb des Cornu ammonis
gelangen die Informationen iiber die Schaffer Kollateralen zu den CAl-Neuronen und
schlieBlich tiber das Subiculum zum entorhinalen Kortex (Trepel 2022; Waschke et al. 2015).

1
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Abbildung 1: Schematische Abbildung des Hippocampus

Einteilung des Cornu ammonis nach Lorente de No in die Abschnitte CA1, CA2, CA3 und CA4. Besonders CA1- und CA3-
Region spielen eine wichtige Rolle in der Informationsverarbeitung. Der Gyrus dentatus (auch Fascia dentata, GD) sitzt dem
Cornu ammonis kappenartig auf. Er enthdlt in dem Stratum moleculare Kérnerzellen, die von den Axonen des Tractus perforans
erreicht werden. Eine Verbindung zwischen Kornerzellen und Pyramidenzellen wird iiber die Moosfasern (Axone der
Kornerzellen) hergestellt. Histologisch wird das Cornu ammonis in vier Schichten und der Gyrus dentatus in drei Schichten
unterteilt.

1.2 Epilepsie

Epilepsie ist eine der hdufigsten Hirnerkrankungen, von der weltweit mehr als 70 Millionen
Menschen betroffen sind. Das Risiko, an einer Epilepsie zu erkranken, betrifft vor allem
Sauglinge und &dltere Menschen (Thijs et al. 2019). Die Privalenz betrédgt bei Kindern zwischen
41 und 187 pro 100.000 (Camfield und Camfield 2015). Bei Erwachsenen liegt die Privalenz
bei etwa 67,77 pro 100.000 (Fiest et al. 2017). Laut WHO leben fast 80% der Menschen mit
Epilepsie in Lindern mit niedrigem und mittlerem Bruttosozialprodukt. Es ist wichtig,
begrifflich zwischen Anfillen und Epilepsie zu unterscheiden. Anfdlle sind kurzfristige
paroxysmale Verdnderungen, die zu einer iibermédfigen, hypersynchronen Entladung von
Neuronen im Gehirn fithren. Anfélle konnen im Zusammenhang mit einer Epilepsieerkrankung
stehen, konnen aber auch unabhéngig davon auftreten (z.B. durch psychische Belastung). Als
Epilepsie bezeichnet man den Zustand wiederkehrender unprovozierter Anfille (Fisher et al.
2014). Die Arbeitsgruppe der ILAE (Internation League Against Epilepsy) definiert Epilepsie
als eine Erkrankung des Gehirns, die beim Vorliegen der folgenden Bedingungen diagnostiziert
werden kann: 1.) In einem Abstand von mehr als 24 Stunden treten mindestens zwei

unprovozierte oder reflexartige Anfille auf. Oder 2.) Es tritt ein unprovozierter oder



reflexartiger Anfall auf und die Wahrscheinlichkeit erneuter Anfélle entspricht dem
allgemeinen Wiederholungsrisiko nach zwei unprovozierten Anfédllen (60%) innerhalb der
nichsten 10 Jahre. 3.) Die Diagnose eines Epilepsiesyndroms. Die Ursachen fiir eine
Epilepsieerkrankung  konnen  strukturelle,  genetische, infektidse, = metabolische,
immunvermittelte oder unbekannte Storungen sein (Fisher et al. 2014).

Die Unterteilung verschiedener Epilepsieformen wird anhand der Klassifikation der ILAE
vorgenommen. Dazu wird in einem ersten Schritt die Anfallsform festgestellt, es folgt die
Diagnose der Anfallsart. Zuletzt wird die Erkrankung einem spezifischen Epilepsiesyndrom
zugeordnet. Seit 2017 werden bei jedem der drei Teilschritte zusétzliche dtiologische Aspekte
berticksichtigt (Fisher et al. 2014). Epilepsieformen werden in generalisierte Epilepsie, fokale
Epilepsie, kombinierte generalisierte und fokale Epilepsie sowie in unklassifizierte Epilepsie
eingeteilt. Laut ILAE bezeichnet ein Epilepsiesyndrom ein Cluster von Merkmalen inklusive
der Anfallsformen, des EEGs und der Befunde der Bildgebung. Die ILAE klassifiziert Anfille
als Anfille mit fokalem, mit generalisiertem oder mit unbekanntem Beginn (Operational
classification of seizure types by the International League Against Epilepsy: Position Paper of
the ILAE Commission for Classification and Terminology).

Diagnostisch werden neben der visuellen Beobachtung eines akuten Anfalls auch
Informationen aus der Anfallssemiologie, aus Blutuntersuchungen des Blutzuckers, des ph-
Wertes, des Lactatwertes sowie der Kreatinkinase und bildgebende Verfahren wie ein kranielles
CT oder MRT hinzugezogen. Das EEG gibt zusitzliche Informationen in Form von
epilepsietypischen Potentialen (Rosenow et al. 2015). Die Akuttherapie der Epilepsie besteht
in der Gabe von Benzodiazepinen wie Diazepam oder Clonazepam. Die Langzeittherapie
erfolgt mit spezifischen Antikonvulsiva (Andreas Schulze-Bonhage 2020).

Die Epilepsie gilt als liberwunden, wenn der Patient iiber eine ldngere Zeit anfallsfrei ist und
keine Medikamente einnimmt. Das jahrliche Risiko fiir Riickfélle ist nach 5 Jahren selten und

nach 10 Jahren ohne anfallshemmende Medikamente sehr gering (Fisher et al. 2014).



1.3 Temporallappenepilepsie

Temporallappenepilepsie ist die héufigste lokalisationsbedingte Epilepsieform bei
Erwachsenen (Tatum 2012). Die epileptogene Zone sind der Hippocampus und/oder die
Amygdala. Die Patienten leiden unter neurokognitiven Defiziten, das Bewusstsein
beeintrachtigenden Anfédllen und verminderter Lebensqualitit. Prognostisch handelt es sich bei
der Temporallappenepilepsie um eine schlecht medikament6s behandelbare Epilepsieform. Bei
rund 40% der Patienten mit TLE kann trotz optimaler medizinischer Therapie keine
Anfallsfreiheit erzielt werden. (Englot et al. 2020)

Ursache fiir die TLE ist sehr hiufig eine Hippocampussklerose, die meist einseitig im MRT
sichtbar wird und mit einer Reorganisation der Kornerzellen und Verdnderungen der
Interneuronenpopulation, des Neuropeptidfasernetzwerkes und der Moosfasersprossung
einhergeht (Thom 2014). Weitere Ursachen sind Enzephalitis, Entwicklungsstorungen,
neurodegenerative Erkrankungen oder Tumore (Todt 2019). Untersuchungen zeigen eine
Moosfasersprossung mit einer wiederkehrenden axonalen Verzweigung und Projektion von
Moosfaserkollateralen in die molekulare Schicht des Gyrus dentatus. Dadurch wird ein
exzitatorischer synaptischer Kontakt mit den apikalen Dendriten und Stacheln der Kérnerzellen
in der inneren molekularen Schicht hergestellt. Als Ergebnis entsteht die Synchronisation
neuronaler Gruppen (Thom 2014).

Die Patienten erleiden Anfille, die meist mit einer Aura beginnen und dann komplexe fokale
Anfille mit motorischen Symptomen, vegetativen Symptomen und
Bewusstseinsverdnderungen  entwickeln.  AbschlieBend  folgt  eine  postiktale

Reorientierungsphase mit Amnesie fiir das Anfallsgeschehen (Todt 2019).

1.4 Tiermodell / Pilocarpininduzierte Epilepsie

Um die menschliche Epilepsie moglichst analog in einem Tiermodell nachzubilden, etablierten
sich im Laufe der Jahre verschiedene Modelle. Methoden wie das Kainat (Kainsiure)-Modell
erfordern eine intrahippocampale, intraamygdaloide oder systemische Injektion von Kainsdure
(Lévesque und Avoli 2013). Diese Injektion muss iiber mehrere Stunden wiederholt werden,
um einen Status epilepticus zu erzielen (Hellier et al. 1998). Eine weitere hdufig genutzte
Methode ist das Kindling-Modell. Dieses nutzt wiederholte Applikation von Stromimpulsen
zur Induktion von Verhaltensverinderungen und Induktion lokaler Anfallsentladungen
(Goddard et al. 1969). Das Kindling-Modell ist zeitintensiver als andere Modelle und zeigt
zusdtzlich weniger deutliche histopathologische Verdanderungen als sie im Zuge der mesialen

Temporallappenepilepsie sichtbar werden (Sharma et al. 2007).



Das in dieser Arbeit verwendete Pilocarpin-Modell (siehe Abschnitt ,,Behandlung mit
Pilocarpin®) zeigt eine erhohte Zuverldssigkeit in dem Auftreten der Anfille als das Kainat-
Modell (Lévesque und Avoli 2013). Das Modell eignet sich, da es mithilfe einer einzigen
Injektion von Pilocarpin in Kombination mit dem nicht liquorgéngigen Methylscopolamin in
der Lage ist, einen Status epilepticus zu provozieren. Anders als nach einer intraperitonealen
Injektion von Kainsdure wird der Zustand eines Status epilepticus bereits nach einmaliger
Injektion von 340 mg/kg Korpergewicht Pilocarpin erreicht. Nach einer Latenzzeit treten
wiederkehrende spontane Anfille und ausgedehnte cerebrale Lésionen auf (Leite et al. 1990).
Im Bereich dieser Ldsionen zeigen sich, genau wie beim humanen TLE Patienten, eine
Hippocampussklerose und eine Umstrukturierung des neuronalen Netzwerks durch
Moosfasersprossung (Wieser 2004). Zwischen TLE-Patienten und pilocarpinbehandelten
Tieren werden weitere Parallelen sichtbar: so zeigen sich temporale Anfallsmuster, typische
Verdnderungen im EEG, und dass eine medikamentdse Behandlung mit Antikonvulsiva nur
schlecht wirkt (Leite und Cavalheiro 1995; Chakir et al. 2006).

Pilocarpin ist ein cholinerger Agonist und stimuliert Muskarinrezeptoren. Dadurch kommt es
zu einer Steigerung der parasympathischen Aktivitdt, welche durch die vorausgehende
Applikation von Methylscopolamin geddmpft wird, und zentralnervose Effekte wie
Starrkrampfe, olfaktorische und gustatorische Automatismen sowie motorische limbische
Anfille. Akut kommt es durch Pilocarpin zu einem Status epilepticus und langfristig zu einer

Hippocampussklerose (Turski et al. 1983).

1.5 Kaliumkanéle

In den vergangenen Jahrzehnten wurde nach der Ursache fiir Epilepsieerkrankungen gesucht.
Dabei wurde Mutationen von Kaliumkanélen eine gro3e Rolle zugesprochen.

Kaliumkanéle sind die am weitesten verbreiteten und in eukaryontischen Zellen ubiquitir
auftretenden Kanile. Kaliumstrome wurden inzwischen in allen Zellen gefunden, die Na-, Ca-

, Na-und Ca- oder Cl- vermittelte Aktionspotentiale aufweisen (Rudy 1988).

1.5.1 Struktur von Kaliumkanilen
Der Aufbau von Ionenkandlen soll im Folgenden anhand der spannungsabhidngigen

Kaliumkanéle erldutert werden.

Spannungsabhéngige Kaliumkanéle bestehen aus vier Doménen mit jeweils sechs Segmenten.
Diese Segmente sind in die Membran eingelagert und gehen {iber extra- und intrazellulére
Aminosdureketten ineinander iiber. Die Ionenpore, die einen Kaliumstrom ermdglicht, wird

wahrscheinlich durch die Segmente 5, 6 und durch die verbindenden Aminosédureketten aller
5



vier Doménen gebildet. Kaliumkanile werden bereits im Zuge der Depolarisation der
Nervenzelle geoftnet, allerdings steigt der resultierende Kaliumausstrom nur sehr langsam an
und erreicht sein Maximum erst, wenn die Natriumkanile bereits geschlossen sind. Aufgrund
der langsamen Inaktivierung von Kaliumkanilen kommt es voriibergehend nicht nur zu einer
Repolarisation sondern zu einer Hyperpolarisation der Zelle. Durch Kaliumkanile wird die
Dauer eines Aktionspotentials limitiert, eine Riickkehr zum Ruhemembranpotential und damit
erneute Erregbarkeit ermoglicht.

K"-Kanile konnen nach der Anzahl der Transmembrandominen in verschiedene Gruppen
eingeteilt werden. Jene, die aus zwei Transmembrandoménen gebildet werden, werden auch als
Kir-Kandle oder -einwértsgleichrichtende Kaliumkanile bezeichnet. Die aus vier
Transmembrandominen gebildeten Kandle werden als K2P-Kanéle oder Kaliumleckkanile
bezeichnet. FEine dritte Gruppe bilden solche Kaliumkanile, die aus sechs
Transmembrandoménen bestehen. Sie werden als spannungsabhingige Kaliumkanéle oder Kv-

Kanile bezeichnet (K6hling und Wolfart 2016).

Kaliumkanaile

) (§)
Transmembrandoméanen Transmembrandoméne Transmembrandoménen

(einwértsgleichrichtend) (Leckkanal)

(spannungsabhéngig)

Abbildung 2: Einteilung Kaliumkandle

Die Grafik gibt einen Uberblick iiber die derzeitige Einteilung von Kaliumkanilen. Aufgrund der Sequenziihnlichkeiten kénnen
die Kanile nach der Anzahl der Transmembrandoménen in Kanédle mit 2, 4 oder 6 Transmembrandoménen eingeteilt werden.

Da in der Forschung zur Epileptogenese ein Zusammenhang mit SK2-Kanilen, BK-Kanélen,
Kv4.2-Kanilen, KIR 2.1- und KV7-Kandlen beobachtet wurde, wird im Folgenden eine

Ubersicht iiber den derzeitigen Forschungsstand gegeben.



1.5.2 SK2 Kanile
SK2 Kanéle gehdren zu der Gruppe der calciumaktivierten Kaliumkanéle. Sie kontrollieren die

Aktivitit verschiedener calciumkanile und sind damit an der Steuerung verschiedener Ca*'-
Signalwege, der Kontrolle der Amplitude und der Dauer des Ca**-Signale beteiligt (Sun et al.
2020). Untersuchungen des Zusammenhangs zwischen SK2 Kandlen wund der
Nachhyperpolarisation (AHP) haben gezeigt, dass Tiere, die zuvor mit Pilokarpin behandelt
wurden, einen signifikant reduzierten SK-Kanal-vermittelten hyperpolarisierenden
Auswirtsstrom haben. Damit einher geht die Abnahme des somatischen AHPs. (Schulz et al.
2012) fanden heraus, dass eine Hemmung des SK2-Kanals zu einer Verstirkung der 0-Mg*"
induzierten epileptischen Aktivitdt in Hirnschnitten von chronisch epileptischen Tieren fiihrt,
nicht aber in Kontrolltieren. Sie schlossen daraus, dass die Netzwerkerregbarkeit in chronisch
epileptischem Gewebe von der AHP-Vermittlung der verbleibenden SK Kanéle abhingt; eine

Herunterregulation der SK2 fiihrt daher zu einer akuten Netzwerkdekompensation.

1.5.3 BK Kanéle
Auch BK Kanile gehoren zu den calciumaktivierten Kaliumkandlen. Der Kanal kann sowohl

spannungsgesteuert aktiviert werden als auch durch eine steigende Ca?*-Konzentration. BKc,-
Kandle dienen als Riickkopplungssystem fiir den Calciumstrom und deaktivieren
spannungsgesteuerte Ca®'-Kanile oder steigern die Aktivitit der Na'/Ca?'-Austauscher
(N'Gouemo 2011). Eine Studie von Ermolinsky et al. (2008) zeigte, dass sich die Expression
der Kecnmal mRNA, welche fiir die Expression von BK Kanidlen und Maxikanilen
verantwortlich ist, bei Tieren nach Pilocarpininjektion signifikant verringert. Im Vergleich zu
Kontrolltieren verringerte sich die Kenmal Expression nach 24 h um 21.6%, nach 10 Tagen
um 32.7%, nach 1 Monat um 51% und nach mehr als 2 Monaten um 33.2%. Sowohl ein
Funktionsverlust als auch ein Funktionsgewinn der BKc, Kanile kann zu Modifikationen der
Refraktirzeit der assoziierten Leitfdhigkeit fiihren und dadurch Anfallsaktivitit induzieren

(N'Gouemo 2011).

1.5.4 K\4.2 Kanile
K4.2 Kanile gehoren zu der Gruppe der spannungsgesteuerten Kaliumkandle. Gross et al.

(2016) untersuchten die Herunterregulierung von K.4.2 Kanélen nach epileptischen Anféillen
und das Potential von microRNA, den Kanal zu regulieren und so Anfille zu hemmen. Sie
fanden heraus, dass sowohl eine Behandlung mit Kainséure als auch mit Pilocarpin bei Mausen
zu einem reduzierten K.4.2 Proteinlevel fiihrt. Auerdem wurde nachgewiesen, dass die mikro-
RNA miR-324-5p fiir eine gehemmte K.4.2 Proteinexpression verantwortlich gemacht werden
kann und eine gezielte Antagonisierung von miR-324-5p neuroprotektiv und anfallshemmend

wirkt. An K4.2 Knockout Mdusen konnte gezeigt werden, dass ein Verlust von K\4.2 Kanélen
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mit einer gesteigerten Anfélligkeit fiir konvulsive Stimulation einhergeht. Daraus resultiert,
dass ein Mangel an K,4.2 Kanélen zu einer abnormalen Erregbarkeit des Netzwerks fiihrt und
die Anfallsschwelle reduzieren kann (Forbes, L., Barnwell, S., Joaquin N. Lugo, Wai Ling Lee,
Willis, S., Shira J. Gertz 2009).

1.5.5. Kir 2.1 Kanile
Ki2.1 gehort zu der Gruppe der einwértsgleichrichtenden Kaliumkandle. Sie haben die

Aufgabe, den Kaliumgrundstrom aufrecht zu halten (Stanfield et al. 2002). Im Kainsdure-
Modell der Temporallappenepilepsie haben Young et al. (2009) herausgefunden, dass K;:2.1
Stréme bei von hypocampaler Sklerose (HS) betroffenen Kornerzellen des Gyrus dentatus stark
verdndert sind. Dadurch wird Vrest stabilisiert und die intrinsische Erregbarkeit sowie der
Eingangswiderstand werden deutlich reduziert. Die betroffenen Kornerzellen des Gyrus
dentatus mit HS zeigen eine chronische Hochregulierung der gesamten Ki;2 Gruppe sowie der
K2P Kandle TWI1K1 und TW1K2 (Young et al. 2009). Eine verstirkte Expression von K;2
Kanélen sowie von HCN1 Kanilen fithrt zu einer verminderten Erregbarkeit der von HS
betroffenen Kornerzellen (Stegen et al. 2012). Jorge et al. (2011) untersuchten die Modifikation
des K,2.1-Kanalmodifikators K,8.2. und ermittelten eine Korrelation dieser Mutation mit dem
Auftreten einer schweren, vorzeitig todlichen Form von Epilepsie. Dabei klassifizieren Jorge et

al. (2011) das Gen KCN2 als Epilepsie-Gen.

1.5.6. K7 Kanile
Auch der Gruppe von K,7 Kanidlen wird im Zusammenhang mit Epilepsie eine grofe

Bedeutung zugesprochen. Sie gehoren zu der Gruppe der spannungsabhédngigen Kaliumkanile.
Bis 2012 wurden bereits mehr als 60 K,7.2- und vier K,7.3-Kanalmutationen gefunden. Es ist
zu erwarten, dass weitere Kanalmutationen gefunden werden (Ubersichtsartikel Kéhling und
Wolfart 2016).

Mutationen des K,7.1-Kanals werden mit Epilepsie, friihem, unerwartetem Tod und dem
langen QT-Syndrom assoziiert (Goldman et al. 2009), (Wang et al. 1996), (Barhanin et al.
1996), (Maslarova et al. 2013). K,7.2- und K,7.3-Kanile, welche den M-Strom vermitteln,
werden bei Mutationen mit BNFCs (Benign familial nocturnal convulsions) assoziiert
(Maslarova et al. 2013). Ein ca. 25-prozentiger Kanalverlust von K,7.2- und K,7.3-Kanilen
fiihrt zur elektrischen Ubererregbarkeit in BNFC (Bjérn C. Schroeder et al. 1998). Durch die
Blockade des M-Stroms mittels Linopiridin kann epileptische  Aktivitit bei
pilocarpinbehandelten Tieren provoziert werden (Maslarova et al. 2013), wihrend Retigabin
Anfille verhindern kann (Qi et al. 2014) und die Verfiigbarkeit von K,7.2- und K,7.3-Kanélen

zu einem stirker hyperpolarisierten Potential verschiebt. Retigabin ist damit ein K.,7-



Kanal6ftner, der iiber Modulation des M-Stroms antikonvulsive Wirkung hat (Main et al.
2000).

Das in dieser Forschungsarbeit verwendete XE991 (sieche Abb. 3) hemmt Kaliumkanile der
Ky7-Familie. Diese sind im Hippocampus besonders in Form der Untereinheiten 2 und 3
vertreten (Brown und Passmore 2009) und sind grundsitzlich pri- und postsynaptisch denkbar.
Unter dieser Voraussetzung konnte XE991 die Prasynapse und/oder Postsynapse
depolarisieren. In dem Netzwerk existieren gabaerge Interneurone, deren Transmitter GABA
hemmend wirkt (siehe Abb. 3). Interneurone konnen pri- und postsynaptisch hemmen. Gabazin
hemmt die GABAA Rezeptoren und verhindert dadurch den hyperpolarisierenden Effekt, der
physiologisch durch einen Einstrom von Chloridionen entsteht.

Weitere Forschungen nach moglichen Ansatzpunkten zur Regulation der Epilepsieerkrankung
und einer Reduktion der Krampfanfille richteten die Aufmerksamkeit auf die Casein-Kinase 2.
Es ist bekannt, dass diese Einfluss auf zahlreiche Stoffwechselwege hat, und sie wurde auch in
neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Parkinson, Morbus Alzheimer, Morbus Corea
Huntington, Spinocerebellidre Ataxie und Amyotrophe Lateralsklerose als wichtiger Regulator
enttarnt (Borgo et al. 2021). Jiingst veroffentlichte Ergebnisse von Borgo et al. (2021) stiitzen
die Vermutung eines Zusammenhangs zwischen Mutationen der CK2 und dem Auftreten von

Epilepsieerkrankungen.



Gabazin

GABAeres Interneuron

Gabazin

GABAemes Interneunon

Abbildung 3: Darstellung einer Prd- und Postsynapse

Die Abbildung zeigt eine mdgliche Situation an der Prd- und Postsynapse und den GABAa-ergen Interneuronen. Die
eingesetzten Substanzen sind dargestellt: XE991 hemmt K,7.2/3-Kanédle und dadurch den Kaliumausstrom. Gabazin hemmt
GABAA Rezeptoren und dadurch den Chloridioneneinstrom, es resultiert eine enthemmende Wirkung. ? deutet auf einen
moglichen Zusammenhang zwischen Aktivitdt der Ky7-Kanéle und dem Calciumeinstrom und einen damit verbundenen Effekt
auf die Vesikelfreisetzung hin; diese konnte durch die Erhdhung der Verfiigbarkeit gesteigert oder Erhohung der Schwelle
gesenkt werden. ?? Deutet auf einen fraglichen Effekt von TBB auf die K.7.2/3-Kanéle hin.
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1.6. Zielstellung

Epilepsie ist eine Erkrankung, die nach wie vor nur symptomatisch mit antiepileptischen
Arzneimitteln behandelt wird. Die Notwendigkeit weiterer Ursachenforschung und der
Entwicklung eines ursdchlichen Therapieansatzes wird im Falle der Temporallappenepilepsie
offensichtlich, denn nur etwa 40% der Patienten sprechen auf die derzeit {ibliche
medikamentdse Therapie an. Erste Ansdtze mit TBB (Caseinkinase-2-Inhibitor 4,5,6,7-
Tetrabromtriazol) liefern interessante Ergebnisse, die auf eine Hochregulation von KCa2.2 im
Neocortex und der CA1-Region hinweisen (Bajorat et al. 2018). Als weiterer Ansatzpunkt sind
in der letzten Zeit Kaliumkanéle der Kv7-Familie entlarvt worden (Kohling und Wolfart 2016).
Ergebnisse unserer Forschungsgruppe (Kartheus 2021) zeigen, dass es im Pilocarpinmodell zu

einer Reduktion der Kv7-Kanéle auf Transkriptionsebene kommt.
Folgende Fragestellungen sollen in der vorliegenden Arbeit untersucht werden:

1.) Inwiefern verdndert sich die Funktion der Kv7-Kanile im Pilocarpinmodell?
2)) Hat eine friihe TBB Behandlung nach dem Status epilepticus einen Einfluss auf die
Funktion der Kv7-Kanéle?
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2 Material und Methode

2.1 Chemikalien

Bezeichnung
Calciumchlorid
D-(+)-Glucose
Diazepam

Diethylether

DMSO

Gabazin
Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid

MMF

Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
N-Methylscopolamin
02/C0O2

Pilokarpin

Saccharose

TBB

Hersteller

Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Ratiopharm, Ulm, Deutschland

Fisher  Scientific = GmbH,  Schwerte,
Deutschland

Bio-Techne GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma Aldrich, Tauftkirchen, Deutschland
Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Bio-Techne GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Linde, Pullach, Deutschland

Bio-Techne GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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XE991

2.2 Mehr- und Einwegartikel

Bezeichnung
Ablaufbecher

Becherglas

chlorierte Mess und Stimulationselektrode

Crushed Ice
Filterpapier
Glasflaschen
Glaspipetten
Loffel
Messkolben
Messzylinder
Pinsel

Pinzette
Pipettenaufsitze
Platzierungszange
Rasierklinge
scharfer Loffel/ abgerundetes Skalpell
Schere
Sekundenkleber

Silikonschldauche

Bio-Techne GmbH, Wiesbaden-

Nordenstadt, Deutschland

Hersteller

Schott, Mainz, Deutschland

Schott, Mainz, Deutschland

Science Products, Hoftheim, Deutschland
Scotsman, Milan, Italien

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Schott, Mainz, Deutschland

Science Products, Hotheim, Deutschland
Bochem Instrumente, Weilburg, Deutschland
Hirschmann, Eberstadt, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Henry Schein, Deutschland

Bochem Instrumente, Weilburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Bochem Instrumente, Weilburg, Deutschland
Campden Instruments, Campden, England
Bochem Instrumente, Weilburg, Deutschland
Geuder AG, Heidelberg, Deutschland

UHU, Biihl, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland
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Skalpell

Spritze mit langer, diinner Kaniile

Thermobox

Tragerkammer mit Nylonnetz

Transferpipette

2.3 Gerite
Bezeichnung
Analog-Digital-Konverter Micro 1401
Computer mit Windows 2007

Elektrodenfiifle

Faradaykifig

Feinwaage
Frequenzgenerator Master 8
Guillotine

Heizung TC-10

Kabel

Krokodilklammern

Kihl- und Gefrierschrank

P.J. Dahlhausen & Co.GmbH, Koln,
Deutschland

P.J. Dahlhausen & Co.GmbH, Koln,
Deutschland

Schaumpalast, Reilingen, Deutschland

Eigenbau, Institut fiir  Physiologie,

Universitat Rostock, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Hersteller
CED, Cambridge, England
hp, Palo Alto, USA

Noga Engineering & Technology, Shlomi,

Israel

Eigenbau, Institut fiir  Physiologie,

Universitit Rostock, Deutschland
Sartorius, Gottingen, Deutschland
A.M.P.I., Jerusalem, Israel
Stoelting, Wood Dale, USA

Npi electronics, Tamm, Deutschland

Institut fiir Physiologie, Universitit Rostock,

Deutschland

Institut fiir Physiologie, Universitdt Rostock,

Deutschland

Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland
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Lampe

Magnetriihrer, Magnetfisch

Messkammer

MICRO 1401

Mikroskop
Minipiuls 3 Pumpe
Osmometer
PH-Meter

Pipettengerit

Pipettenziehgerét
Pulsstimulator A365
Silberdraht

Interfacekammer

Temperaturregler

Tierkéfig/ Narkosekéfig

Tisch, schwingungsgedampft

Vibratom

Wirmebad

Schott, Mainz, Deutschland
IKA, Staufen, Deutschland

Eigenbau, Institut fiir  Physiologie,

Universitdt Rostock, Deutschland

CED. Cambridge Electronic Design,
Cambridge, United Kingdom

Nikon Instruments, Melville, USA
Gilson, Villieres le Bel, Frankreich
Automatic, Knauer, Berlin, Deutschland
Omnilab, Gehrden, Deutschland

PIP5 from HEKA Elektronik, Lambrecht,

Germany

HEKA, Ludwigshafen, Deutschland
WPI, Saratota, USA

Science Products, Hotheim, Deutschland

BSC-HAT, Harvard Apparatus, Holliston,
USA

Npi electronics, Tamm, Deutschland

Zoonlab GmbH, Castrop-Rauxel,
Deutschland

TMC, Peabody, USA
Campden Instruments, Campden, England

Haake, Vreden, Deutschland
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2.4 Losungen

Fiir den Ablauf der Versuchsreihe wurden drei verschiedene Losungsansitze verwendet. Alle
Losungen wurden im 5-Liter-Mal3 angesetzt. Fiir den Préparationsvorgang wurde eine
Saccharoselosung verwendet, diese bestand aus 25,4214 g NaCl, 10,50125 g NaHCO3, 0,932 ¢
KCl, 0,75 g NaHPO4, 0,2775g CaCly, 3,3327g MgCla, 9,01 g Glucose, 128,3625 ¢
Saccharose. Die Losung wurde auf eine Osmolaritit zwischen 326 und 328 mosmol/l

eingestellt.

Nach der Préaparation wurden die Schnitte in ACSF (Artificial Cerebrospinal Fluid) gelagert.
Dieses bestand aus 36,525 g NaCl, 10,9213 g NaHCOs, 1,1184 g KCI, 0,75 g NaH2POs,
1,3875 g CaClp, 0,61893 g MgClz, 9,008 g Glucose. Die Losung wurde auf eine Osmolaritét

zwischen 306-314 mosmol/l eingestellt.

AuBerdem wurde eine ACSF Losung ohne Mg?" angesetzt, diese bestand aus 36,525 g NaCl,
10,9213 g NaHCOs3, 1,1184 g KCl, 0,75 g NaH>POs, 1,3875 g CaCl,, 9,008 g Glucose. Die

Losung wurde auf eine Osmolaritit zwischen 306-314 mosmol/l eingestellt.

Alle Losungen wurden auf einen pH-Wert zwischen 7,38 und 7,4 eingestellt.

2.5 Stammlosungen

XE991 wurde als 20 millimolare Stammldsung angesetzt.

Gabazin wurde als 5 millimolare Stammldsung angesetzt.
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2.6 Tierhaltung

Fiir die Versuchsreihe wurden ausschlieSlich minnliche Wistarratten (120-160 g) der Fima
Charles River, Sulzfield, verwendet. Tierpflegerin Hanka Schmidt versorgte die Tiere, so dass
thnen Futter und Wasser ad libitum zur Verfligung stand. Der Raum wurde im Tag-Nacht
Rhythmus zwo6lf Stunden pro Tag beleuchtet (Tag 6-18 Uhr, Nacht 18-6 Uhr). Die Tiere wurden

in abgeschlossenen, klimatisierten Rdumen in Einzelkéfigen gehalten.

2.7 Behandlung mit Pilocarpin und TBB

Die Tiere wurden am Schwanz beschriftet und gewogen. Nach Berechnung der
gewichtsspezifischen Dosis wurde den Tieren N-Methylscopolamin als Anticholinergikum zur
Reduktion der Letalitit und Nebenwirkungen intraperitoneal gespritzt (1 mg/kg
Korpergewicht). Danach wurde eine Pause von 30 min eingelegt und anschlieBend Pilokarpin
intraperitoneal injiziert (340 mg/kg Korpergewicht). Nach ungefdhr 5 min konnten bei den
Tieren erste leichte Anfille beobachtet werden, die im Verlauf stirker wurden und sich
schlieBlich als Status epilepticus etablierten. 40 min nach Eintritt des Status epilepticus wurde
dieser mittels Diazepam (40 mg/kg Korpergewicht) beendet. Die Versuchsreihe der TBB-Tiere
erhielt zusétzlich in DMSO gelostes TBB intraperitoneal gespritzt (6 nmol/g Kdrpergewicht)
Die Pilokontrolltiere erhielten anstatt Pilocarpin isotone NaCl-Losung. Die TBB-Kontrolltiere
erhielten anstatt TBB nur das Losungsmittel DMSO. Die Tiere wurden mit 5 %
Glukosefliissigkeit und zusétzlich zu dem iiblichen Futter und Wasserangebot mit
angefeuchtetem Futter und einem Papiertuch als Aspirationsschutz und Unterkiihlungsschutz

versorgt.

2.8 Dekapitierungsvorgang

Jedes Versuchstier wurde durch einen befugten Mitarbeiter des Oscar Langendorff Instituts aus
der Haltung dokumentiert entnommen und aus dem Haltungskédfig in den Narkosekéfig
umgesetzt. AnschlieBend wurde das Tier mit Diethylether betdubt. Die ausreichende
Narkosetiefe wurde anhand des Verlusts der Haltereflexe, Stellreflexe und Schmerzreflexe

iiberpriift, das Tier anschlieend in die Kleintierguillotine gelegt und dekapitiert.

2.9 Préparation

Mit einem Skalpell oder einer Schere wurde durch sagittale Schnittfiihrung das Fell vom Ansatz
der Nackenmuskulatur bis zwischen die Augen aufgeschnitten. AnschlieBend wurden

ausgehend vom Foramen magnum zwei kndcherne Lateralschnitte sowie ein Medianschnitt
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entlang der Fissura longitudinalis ausgefiihrt und dadurch das Os occipitale aufgebrochen. Mit
der Pinzette wurden die Kalottenfragmente abgenommen. Das Gehirn lag nun offen. Zunichst
wurde das Cerebellum mit Hilfe eines Skalpells abgetrennt, anschlieBend wurden mit einem
scharfen Loffel die Sehnerven vom Gehirn getrennt und das frei bewegliche Gehirn in ein
Becherglas mit gekiihlter, begaster Saccharoselosung gegeben. Der ganze Priparationsprozess

dauerte zwischen 60 und 90 Sekunden, so dass Hypoxieschdden vermieden wurden.

2.10 Slicevorgang

Die Rasierklinge wurde mithilfe des Inbusschliissels in das Vibratom eingespannt. Die
Schnittkammer wurde mit Saccharoseeiswiirfeln und halb voll mit fliissiger Saccharoselésung
gefiillt, in das AuBBenbecken wurde Crushed Ice gefiillt. Ein Tropfen Sekundenkleber wurde auf
den Slicetisch gegeben. Das Rattengehirn wurde mit dem Loffel aus der Saccharoselosung
genommen, auf dem Filterpapier abgelegt und dann mithilfe der Platzierungszange auf den
Slicetisch platziert, wo es durch den Sekundenkleber festklebte. Die Schnittkammer wurde
soweit mit Saccharoseldsung aufgefiillt, bis das Gehirn vollstdndig bedeckt war. Sowohl die
Schnittkammer als auch das Becherglas wurden kontinuierlich mit CO»/O, begast. Die
Schnittkammer wurde hochgefahren, so dass die Rasierklinge sich in etwa auf Hohe der A.
cerebri media befand. Nachdem durch den ersten Schnitt der Hippocampus sichtbar wurde,
erfolgte die Einstellung der Schnittdicke auf 400 um bei einer Frequenz von 100 Hz und einer
Geschwindigkeit von 0,09 mm/sec. Im Folgenden wurden zwischen 8 und 12 Schnitte
angefertigt. Jeder Schnitt wurde durch die Mandvrierhilfen mit Kaniilenansatz vom Gehirn
getrennt und mittels Transferpipette aus der Schnittkammer in das Becherglas mit ACSF
Standard auf die Transporthilfe gesetzt. Es wurde insbesondere darauf geachtet, dass sich die
Hippocampusschnitte nicht iiberlappten und jeder Hippocampusschnitt vollstindig und

blasenfrei mit ACSF-Standard umspiilt wurde.

2.11 Durchfithrung der Messung

Um Losungsreste aus vorhergegangenen Messungen vollstindig ausschlieen zu konnen,
wurde die Messkammer zunédchst mit 50 ml destilliertem Wasser durchgespiilt. Glaspipetten
wurden im Pipettenzieher gezogen und mit ACSF Standard blasenfrei gefiillt. Die
Silberelektroden wurden eingesteckt, in den Elektrodenfu3 eingespannt und mit Hilfe der
Krokodilklammern angeschlossen. ACSF Standard und ACSF ohne Mg®" wurden in die
1000 ml Glasflaschen gefiillt und in das Warmebad gestellt. Um ein Umkippen zu verhindern,
wurden die Flaschen beschwert. Die Begasung wurde in die Flaschen eingehéngt und ACSF
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Standard durch die Messkammer geleitet. Mithilfe des Thermometers erfolgte dauerhaft eine
Uberpriifung der Temperatur von 32°Celsius; dabei wurden ggf. Abweichungen durch
Erwiarmung bzw. Kiihlung mittels Heizung ausgeglichen. Mithilfe der Transferpipette wurde
ein Schnitt in die Trigerkammer auf das Nylonnetz gesetzt und ausgerichtet. Unter
Zuhilfenahme eines Mikroskops und externer Beleuchtung konnten die Elektroden im Bereich
der Schaffer-Kollateralen platziert werden. Dabei sa} die Stimulationselektrode in der CA2/3
Region vor der Ableitungselektrode. Die korrekte Platzierung der Elektroden konnte durch
einen Stromimpuls mit anschlieBender Reizantwort und Aufzeichnung in dem Programm
»Signal® tiberpriift werden. Anschlieend wurde das EPSP bei steigenden Stimulationsstirken

von 0, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250 und 300 pA aufgezeichnet.

2.12 Analyse der Daten und grafische Darstellung

In der Analyse der Daten wurde sowohl die Anderung der Amplitude, die aus der ersten
Stimulation resultierte, betrachtet (Input-Output-Kurve), als auch das Verhiltnis zwischen

erster und zweiter Messung (Paired Puls Ratio).

Mithilfe der Paired Puls Ratio kann eine Aussage liber eine erfolgte Depression bzw. Bahnung

getroffen werden. Dabei gilt:

Wert <1 = 2. Reizantwort ist schwécher als 1. Reizantwort = Depression
Wert = 1 - 2. Reizantwort genauso grof3 wie 1. Reizantwort
Wert >1 = 2. Reizantwort ist stirker als 1. Reizantwort = Bahnung

2.13 Statistik und grafische Abbildung der Daten

Die in dem Programm ,,Signal 2.16* (Cambridge Elektronic Design, Cambridge, Vereinigtes
Konigreich) erhobenen Daten sind in voneinander unabhidngigen Messungen erhoben worden.
Sie wurden mit dem Programm MS Office Excel 2010 (Microsoft Deutschland,
UnterschleiBheim, Deutschland) gemittelt, und der Standardfehler wurde berechnet.

Die Daten wurden mithilfe des Programms ,,Sigma Stat* (Systat Software, Point Richmond,
USA) unter Verwendung des Tukey Tests auf Signifikanz getestet. Als signifikant werden
Daten mit einem p-Wert von p = 0,05 gewertet.

Mittels zwei-faktorieller Varianzuntersuchung (Two Way ANOVA) lie3en sich signifikante

Unterschiede zwischen mehreren Versuchsgruppen ermitteln.
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2.14 Messungen im Gyrus dentatus

mit Gabazin +

XE991

mit Gabazin +

XE991

: : . ohne weitere
naive Tiere mit Mg?*

Substanzen

Abbildung 4: Einteilung der Versuchsgruppen fiir Messungen im Gyrus Dentatus

Es wird das Vorgehen der Behandlung der Tiere nach der jeweiligen Gruppe dargestellt. Die einzelnen Tiere wurden den
Gruppen unter zweifacher Verblindung zugeteilt. Tiere der Pilocarpingruppe erhielten zunidchst Methylscopolamin und
Pilocarpin und anschliefend Diazepam und Glucoseldsung. Erst die Hippocampusschnitte wurden Gabazin bzw. Gabazin +
XE991 ausgesetzt. Die Kontrollgruppe erfuhr zunichst eine Behandlung mit NaCl und anschlieBend mit Diazepam und
Glucoselosung. Auch hier erfolgte die Behandlung mit Gabazin bzw. Gabazin + XE991 erst am préparierten
Hippocampusschnitt. Die Messungen an naiven Tieren erfolgten ohne die Zugabe von Versuchssubstanzen in ACSF Standard.
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2.15 Messungen in der CA1-Region

ohne weitere
Substanzen

Pilocarpin

ohne weitere
Substanzen

mit TBB

ohne weitere

< Substanzen

ohne weitere
Substanzen

Kontrolle (ohne

Pilocarpin)

mit TBB

Abbildung 5: Einteilung der Versuchsgruppen fiir Messungen in der CA1-Region des Hippocampus

Dargestellt ist die Einteilung der Versuchstiere in eine Pilocarpingruppe und eine Kontrollgruppe. Die Einteilung erfolgte unter
doppelter Verblindung. Beide Gruppen wurden unter magnesiumhaltiger und magnesiumfreier Losung und unter zusétzlicher
Gabe von TBB untersucht.

21



3 Ergebnisse

3.1 Der Effekt von Gabazin und Gabazin + XE991 auf naive Tiere und
Kontrolltiere

Um den Effekt des GABAA Rezeptorantagonisten Gabazin und die Kombination aus Gabazin
mit dem Ky7-Kanalblocker XE991 zu untersuchen (Abbildung 6), erfolgten Aufzeichnungen
evozierter Potentiale im Sinne einer Feldpotentialmessung. Anhand der Anderung der
Amplitude sollte der Effekt der Pharmaka an Hippocampusschnitten von Tieren sichtbar
gemacht werden, die vorab keine Behandlung mit Pilocarpin erfahren hatten, also nicht
epileptisch waren.

Im Vergleich der Daten ist erkennbar, dass die Hippocampusschnitte aus der Gruppe der naiven
Tiere (n=35) die kleinste Amplitude zeigten (150 pA:-1,84+0,45mV). Die
Hippocampusschnitte der Gruppe der Kontrolltiere, die zusitzlich Gabazin erhalten haben
(n=35), zeigten eine Verdnderung der Amplitude; diese war jedoch nicht signifikant
unterschiedlich zu den Ergebnissen der Kontrollgruppe ohne Gabazin (p =0,066). Die
Hippocampusschnitte der Kontrolltiere, die sowohl Gabazin als auch XE991 erhalten haben,
reagierten mit einer ausgepragten Steigerung der Amplitude (n = 22; 150 nA:-3,03 + 0,48 mV).
Statistisch lieB sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Ergebnissen von
Hippocampusschnitten von naiven Tieren und Schnitten der Kontrollgruppe, die Gabazin +
XE991 bekommen hat, feststellen (p < 0,001). AuBerdem bestand ein signifikanter Unterschied
in den Ergebnissen zwischen den Schnitten der Kontrollgruppe, die mit Gabazin behandelt

wurde, und denen der Kontrollgruppe, die mit Gabazin + XE991 behandelt wurde (p < 0,001).
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Abbildung 6: Die Effekte von Gabazin und der Kombination von Gabazin + XE991
Dargestellt ist die Input-Output-Kurve, die Amplitude (in mV) ist gegen die Stimulationsstérke (nA) aufgetragen. Der Stern

(*) weist auf einen signifikanten Unterschied zwischen den farbig eingezeichneten Versuchsgruppen hin (naive Tiere: schwarz;
Kontrolltiere mit Gabazin: hellblau; Kontrolltiere mit Gabazin + XE991: dunkelblau).

In der Betrachtung der Verhéltnisse zwischen erster und zweiter Reizantwort (Abbildung 7)
wurde sichtbar, dass die Hippocampusschnitte der Kontrolltiere, die Gabazin + XE991
bekommen haben, bei mittlerer Stimulationsstirke eine geringe Bahnung erfuhren (n = 14;
150 pA: 1,02 +£ 0,03 mV), wihrend es bei niedrigen und hohen Stimulationsstirken eher zu
einer Depression kam. Hippocampusschnitte von Kontrolltieren, die nur Gabazin bekommen
haben, wiesen unabhéngig von der Stimulationsstdrke eine Depression auf ca. 80 % der ersten
Reizantwort auf (n = 27). Das Doppelpulsverhéltnis der Hippocampusschnitte der naiven Tiere
zeigte bei  steigender  Stimulation eine Depression der Amplitude (n=35;
150 pA: 0,67 £ 0,08 mV). Signifikante Unterschiede im Doppelpulsverhdltnis bestanden
zwischen den Ergebnissen von Schnitten der Kontrolltiere mit Gabazin + XE991 und der
Gruppe der naiven Tiere (p < 0,001). Ebenfalls lieB3 sich dies zwischen Hippocampusschnitten
der Kontrolltiere mit Gabazin und Hippocampusschnitten der naiven Tiere (p < 0,001), sowie
der Kontrolltiere mit Gabazin + XE991 und der Kontrolltiere mit Gabazin (p <0,001)
feststellen. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Gabazin die Amplitude des EPSP
signifikant steigerte und dass die Kombination aus Gabazin + XE991 diesen Effekt signifikant
weiter lbertraf.
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Abbildung 7: Effekte von Gabazin und Gabazin + XE991 auf das Doppelpulsverhdltnis

In der Abbildung ist das Doppelpulsverhéltnis gegen die Stimulationsstérke (nA) aufgetragen. Der Stern (*) weist auf einen
signifikanten Unterschied zwischen den farbig eingezeichneten Versuchsgruppen hin (naive Tiere: schwarz; Kontrolltiere mit
Gabazin: hellblau; Kontrolltiere mit Gabazin, mit XE991: dunkelblau). Das Doppelpulsverhéltnis der Hippocampusschnitte
von Kontrolltieren, die Gabazin bekommen haben, wies unabhéngig von der Stimulationsstirke eine Depression auf ca. 80 %
der ersten Reizantwort auf. Das Doppelpulsverhéltnis der Schnitte von naiven Tiere wies bei steigender Stimulationsstéirke eine
Depression auf, wiahrend Hippocampusschnitte von Kontrolltieren mit Gabazin + XE991 ein konstantes Doppelpulsverhiltnis
um 1 zeigten.
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In den Originalableitungen (Abbildung 8) waren die Verdnderungen unter der Behandlung der

Hippocampusschnitte mit Gabazin bzw. Gabazin in Kombination mit XE991 sichtbar.

| | ]

. . 0 m:
naive Tiere ome

—N " naiveTiere

\ W Horo——= naive Tiere Kontrolltiere mit Gabazin + XE991
| W

|
/,' ) \ f
{‘“ A I\yﬁyv/ﬂ—_. naive Tiere
U v Kontrolltiere mit Gabazin + XE991

Abbildung 8: Originalableitungen der drei Versuchsgruppen im Vergleich

Die Abbildung zeigt Originalableitungen, die nach einer Stimulation mit 150 pA im Gyrus dentatus des Hippocampus
aufgezeichnet werden konnten. Es erfolgte ein Vergleich der Ableitungen der Versuchsgruppen im Bezug zur Versuchsgruppe
,,naive Tiere (schwarz)“. Deutlich werden Verdnderungen in der Amplitude und in der Riickkehr zum Ruhemembranpotential.
Die Hippocampusschnitte der Kontrollgruppe mit Gabazin (hellblau) zeigten eine Steigerung der Amplitude mit einer schnellen
Riickkehr zum Ruhemembranpotential nach der ersten Stimulation. Im Gegensatz dazu wurde in der Ableitungsspur der
Kontrollgruppe mit Gabazin + XE991 (dunkelblau) sichtbar, dass es zwischen erster und zweiter Stimulation nicht zur
Riickkehr auf das Ruhemembranpotential kam.
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3.2 Effekt von Gabazin + XE991

Im Folgenden vergleiche ich den Effekt, der von einer Zugabe von Gabazin + XE991 auf
pilocarpinbehandelte Tiere ausgeht, mit den Daten der Kontrolltiere (Abbildung 7). Die
evozierten Feldpotentiale wurden im Gyrus dentatus abgeleitet, alle Messungen erfolgten an
chronisch epileptischen Tieren frithestens vier Wochen nach der Pilocarpingabe. Bei der
Betrachtung der Input-Output-Kurve lieB sich feststellen, dass die Amplitude der
Hippocampusschnitte aus der Gruppe der Kontrolltiere, die mit Gabazin behandelt wurden, am
kleinsten war (n=35; 150 pA: -2,41 £0,27 mV). Schnitte von mit Pilocarpin behandelten
Tieren (Pilotiere), die sowohl Gabazin als auch XE991 bekommen haben (n = 28;
150 pA: -2,71 £0,30 mV), zeigten eine groBere Amplitude als die Schnitte der Kontrolltiere
mit Gabazin aber eine kleinere Amplitude als die Hippocampusschnitte von Kontrolltieren mit
Gabazin + XE991 (n=22; 150 pA:-3,03 +£0,48 mV). Die Schnitte der Kontrolltiere mit
Gabazin + XE991 hatten die zweitgrof3te Amplitude und die der Pilotiere mit Gabazin hatten
die groBBte Amplitude (n =23, 150 pA: -3,45 + 0,24 mV).

Im statistischen Vergleich der Ergebnisse zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen
Hippocampusschnitten der Kontrolltiere mit Gabazin und der Kontrolltiere mit
Gabazin + XE991 (p <0,001). Auch die Ergebnisse der Kontrolltiere mit Gabazin waren
signifikant unterschiedlich zu denen der Pilotiere mit Gabazin (p <0,001). Des Weiteren
erwiesen sich die Schnitte der Pilotiere mit Gabazin + XE991 als signifikant unterschiedlich zu

den Schnitten der Kontrolltiere mit Gabazin + XE991 (p <0,001).
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Abbildung 9: Der Effekt von Gabazin und Gabazin + XE991 auf Pilotiere im Vergleich zu Kontrolltieren

Dargestellt ist die Input-Output-Kurve. Die Amplitude (in mV) ist gegen die Stimulationsstéirke (LA) aufgetragen. Der Stern
(*) weist auf einen signifikanten Unterschied zwischen den farbig eingezeichneten Versuchsgruppen hin (Pilotiere mit Gabazin:
rosa; Kontrolltiere mit Gabazin: hellblau; Pilotiere mit Gabazin + XE991: rot; Kontrolltiere mit Gabazin + XE991: dunkelblau).

Schnitte von Pilotieren mit Gabazin zeigten im Vergleich zu den Hippocampusschnitten der anderen Versuchsgruppen und bei
allen Stimulationsstarken die grofte Amplitude.

In der Betrachtung der Paired Puls Ratio (Abbildung 10) war deutlich zu sehen, dass sowohl
das Doppelpulsverhdltnis der Hippocampusschnitte der Pilotiere mit Gabazin (n = 10,
150 pA: 0,79+ 0,05 mV), als auch der Kontrolltiere mit Gabazin (n=27;
150 pA: 0,87 £0,05 mV) eine Depression aufwiesen. Die Schnitte der Kontrolltiere mit
Gabazin+XE991 zeigten ein konstantes Doppelpulsverhiltnis (n=14,
150 pA: 1,02 £ 0,03 mV). Auffillig war der starke Abfall in der Gruppe der Pilotiere mit
Gabazin+XE991. Wihrend es bei geringer Stimulationsstirke zu einer geringen Depression
kam, war diese bei hohen Stimulationsstirken stirker (n=13; 150 pA: 0,86+ 0,05;
300 pA: 0,70 £ 0,05 mV). In der statistischen Analyse zeigten sich signifikante Unterschiede
zwischen den Ergebnissen der Hippocampusschnitte von Kontrolltieren mit Gabazin + XE991
und Pilotieren mit Gabazin + XE991 (p=10,031), auBerdem zwischen den Pilotieren mit

Gabazin und den Kontrolltieren mit Gabazin (p <0,001). Auch zwischen den
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Doppelpulsverhiltnissen von Schnitten der Pilotiere mit Gabazin und der Pilotiere mit Gabazin

+ XE991 bestand eine signifikante Differenz (p = 0,020).
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Abbildung 10: Paired Puls Ratio: Effekt der medikamentésen Behandlung auf das Doppelpulsverhdltnis der Versuchsgruppen
Die Abbildung zeigt das Doppelpulsverhiltnis gegen die Stimulationsstirke (in pA) aufgetragen. Der Stern (*) weist auf einen
signifikanten Unterschied zwischen den farbig eingezeichneten Versuchsgruppen hin (Pilotiere mit Gabazin: rosa; Kontrolltiere
mit Gabazin: hellblau; Pilotiere mit Gabazin + XE991: rot; Kontrolltiere mit Gabazin + XE991: dunkelblau). Pilotiere mit
Gabazin + XE991 zeigten unter hohen Stimulationsstirken eine deutliche Depression des Doppelpulsverhéltnisses. Im

Gegensatz dazu blieb das Doppelpulsverhdltnis von Hippocampusschnitten der Pilotiere mit Gabazin, der Kontrolltiere mit
Gabazin und der Kontrolltiere mit Gabazin + XE991 bei steigender Stimulationsstérke konstant.

In den Originalableitungen von pilocarpinbehandelten Tieren und Kontrolltieren sind die
Verdnderungen unter der Behandlung der Hippocampusschnitte mit Gabazin (Abbildung 10)
bzw. Gabazin in Kombination mit XE991 (Abbildung 11) sichtbar.
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Abbildung 11: exemplarische Originalableitungen der Versuchsgruppen unter Gabazin

Die Abbildung zeigt im grafischen Vergleich den unterschiedlichen Verlauf der einzelnen Ableitungsspuren, die im Gyrus
dentatus des Hippocampus abgeleitet werden konnten, und den direkten grafischen Vergleich der Versuchsgruppen
untereinander. Deutlich wird, dass die synaptischen Antworten der Pilotiere unter einer Behandlung mit Gabazin eine groflere
Amplitude als die der Kontrollgruppe zeigten. (Mg entspricht Mg?")

Pilotiere mit Mg, mit Gabazin + XE991

— S | e~ Kontrolitiere mit Mg, mit Gabazin + XE991

Pilotiere mit Mg, mit Gabazin + XE991
Kontrolltiere mit Mg, mit Gabazin + XE991

Abbildung 12: exemplarische Originalableitungen der Versuchsgruppen unter Gabazin + XE991

Die Abbildung zeigt einzelne Beispielspuren originaler Ableitungen, die unter der Stimulation mit 150 pA im Gyrus dentatus
des Hippocampus abgeleitet werden konnten, und den Vergleich der Gruppen untereinander. Besonders deutlich sichtbar ist
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der Effekt von Gabazin in Kombination mit XE991 auf die Schnitte der Pilotiere. Im Vergleich zu der Kontrollgruppe kam es
nach der ersten Stimulation zu oszillierenden Potentialschwankungen (siehe Pfeil), die sich vor der zweiten Stimulation nicht
beruhigten. (Mg entspricht Mg?")

3.3 Effekte von magnesiumfreier und magnesiumhaltiger LOsung

In einer weiteren Versuchsreihe an Hippocampusschnitten von pilocarpinbehandelten Tieren
sowie an Kontrolltieren wurden die Effekte von magnesiumfreier und magnesiumhaltiger
Losung in der Messkammer untersucht. Dabei provozierte magnesiumfreie Losung das
Auftreten epileptiformer Entladungen. Die evozierten Potentiale wurden bei Stimulationen
zwischen 0 und 300 pA in der CAl-Region des Hippocampus abgeleitet. Dabei zeigte sich in
der Input-Output-Kurve (Abbildung 13), dass Schnitte von Pilotieren mit Mg?* bei niedrigen
Stimulationsstirken eine kleinere Amplitude (n=6; 50 pA:-0,22+0,06 mV) als
Hippocampusschnitte von Pilotieren ohne Mg** (n=10, 50 pA:-0,32+ 0,07 mV) hatten.
Jedoch konnten bei hohen Stimulationsstarken in den Hippocampusschnitten der Pilotiere mit
Mg?" groBere Amplituden (300 pA: -1,15 + 0,26 mV) beobachtet werden als bei Schnitten von
Pilotieren ohne Mg (300 pA: -1,05+ 0,13 mV). Die Schnitte von Kontrolltieren mit Mg
(n = 14) hatten die zweitgrofite Amplitude, wihrend die der Kontrolltiere ohne Mg (n = 41) die
grofite Amplitude zeigten (150 pA: -1,86 + 0,23 mV).

Signifikant waren die Unterschiede zwischen den Ergebnissen aus Schnitten der Kontrolltiere
mit Mg und der Kontrolltiere ohne Mg (p < 0,001), sowie zwischen den Hippocampusschnitten
der Pilotiere mit Mg und der Pilotiere ohne Mg (p < 0,001). Zusétzlich war ein signifikanter
Unterschied zwischen Schnitten der Kontrolltiere mit Mg und der Pilotiere mit Mg gegeben.
(p <0,001).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass der Effekt der magnesiumfreien Losung vor allem in
Hippocampusschnitten der Kontrollgruppe, nicht aber in denen der pilocarpinbehandelten Tiere

sichtbar war.
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Abbildung 13: Input-Output-Kurve Der Effekt von magnesiumhaltiger und magnesiumfreier Losung auf Pilotiere und
Kontrolltiere

Dargestellt ist die Input-Output-Kurve, dabei ist die Amplitude (in mV) gegen die Stimulationsstirke (nA) aufgetragen. Der
Stern (*) weist auf einen signifikanten Unterschied zwischen den farbig eingezeichneten Versuchsgruppen hin (Kontrolltiere
mit Mg: orange; Pilotiere mit Mg: dunkelblau; Kontrolltiere ohne Mg: gelb; Pilotiere ohne Mg: hellblau). Unter
magnesiumfreier Losung steigerte sich die Amplitude der Hippocampusschnitte der Kontrolltiere signifikant zu der Amplitude
von Hippocampusschnitten der Kontrolltiere mit Magnesium. Im Gegensatz dazu sank die Amplitude unter magnesiumfreier

Bedingung in Hippocampusschnitten der Pilotiere im Vergleich zu Schnitten der Pilotiere mit Magnesium. (Mg entspricht
Mg2+)

In der Betrachtung der Paired Puls Ratio (Abbildung 14) zeigte sich sowohl bei den Schnitten
der Pilotiere mit Mg (n=4; 150 pA: 1,38 £ 0,05 mV) als auch bei denen von Kontrolltieren mit
Mg (n=11, 150 pA:1,17£0,03 mV) eine Bahnung. Das Doppelpulsverhdltnis der
Hippocampusschnitte der Pilotiere mit Mg zeigte bei geringer Stimulationsstidrke einen hohen
Ausschlag (50 pA: 2,01 + 0,13 mV). Schnitte von Kontrolltieren ohne Mg hatten zunéchst ein
konstantes Doppelpulsverhéltnis; erst bei maximaler Stimulation zeigte sich eine geringe
Depression (n =21, 150 pA: 1,01 £0,03 mV; 300 pA: 0,94 + 0,04 mV). Hippocampusschnitte
von Pilotieren ohne Mg zeigten bei allen Stimulationsstdrken eine Depression der Reizantwort
(n=3, 150 pA: 0,86 = 0,26 mV). Bei Stimulationen zwischen 50 A und 150 pA bestand ein
signifikanter Unterschied zwischen den Ergebnissen der Hippocampusschnitte von Pilotieren
ohne Mg und Kontrolltieren ohne Mg (p <0,001). Zwischen 75 pA und 250 pA bestand
auBlerdem ein signifikanter Unterschied zwischen den Doppelpulsverhéltnissen der Schnitte

von Pilotieren mit Mg und Kontrolltieren mit Mg (p < 0,001).
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Abbildung 14: Paired Puls Ratio Effekt von magnesiumfreier und magnesiumhaltiger Losung auf das Doppelpulsverhdltnis
der Pilotiere und der Kontrolltiere

Aufgetragen ist das Doppelpulsverhiltnis gegen die Stimulationsstiarke (in pA). Der Stern (*) weist auf einen signifikanten
Unterschied zwischen den farbig eingezeichneten Versuchsgruppen hin (Kontrolltiere mit Mg; orange, Pilotiere mit Mg:
dunkelblau; Kontrolltiere ohne Mg: gelb; Pilotiere ohne Mg: hellblau). Es ist sichtbar, dass das Doppelpulsverhéltnis bei
steigender Stimulationsstirke in Hippocampusschnitten von Kontrolltieren konstant bei Werten um 1 blieb. Das
Doppelpulsverhéltnis der Hippocampusschnitte der Kontrolltiere mit Mg zeigte hingegen eine konstant bleibende Bahnung.
Schnitte von Pilotiere mit Mg wiesen bei niedrigen Stimulationsstdrken (50 - 125 pA) eine deutliche Bahnung auf, die sich
jedoch bei hohen Stimulationsstirken auf Werte um 1.4 einstellte. Im Gegensatz zu den anderen Versuchsgruppen konnte in
den Hippocampusschnitten von Pilotieren ohne Mg eine Depression des Doppelpulsverhéltnisses beobachtet werden. (Mg
entspricht Mg?")

2mv

trolltiere mit Mg ) ) P B - . 10 ms

___Pilotiere mitMg

_Pllotiere ohne Mg

Abbildung 15: exemplarische Originalableitungen der Versuchsgruppen mit und ohne Mg®*

Die Abbildung zeigt einzelne Beispielspuren originaler Ableitungen, die unter der Stimulation mit 150 pA in der CA1-Region
des Hippocampus abgeleitet werden konnten. (Mg entspricht Mg?*)
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Abbildung 16: exemplarische Originalableitungen der Versuchsgruppen mit und ohne Mg®* im Vergleich

Die Abbildung zeigt den grafischen Vergleich der in Abbildung 15 einzeln gezeigten Ableitungsspuren. Deutlich wird, dass
der Effekt von magnesiumfreier Losung in Hippocampusschnitten von Pilokontrolltieren stirker war als in den Schnitten von
Pilotieren. Im direkten Vergleich zwischen Hippocampusschnitten von Pilotieren und Kontrolltieren zeigt sich unter
magnesiumhaltiger Losung ein annéhernd gleicher Verlauf der Amplitude mit der Tendenz, dass die Schnitte von Pilotiere mit
Mg eine grofere zweite Reizantwort hatten. Hippocampusschnitte von Pilotieren ohne Mg hatten eine kleine Amplitude, diese
wird von der Amplitude von Schnitten der Pilokontrolltiere ohne Mg deutlich {ibertroffen. (Mg entspricht Mg?")
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3.4 Effekt von TBB

Im Zuge der Epilepsieerkrankung erfahren Patienten hdufig Krampfanfille (Beghi et al. 2015).
Medikamentenstudien zur Erforschung von Wirkmechanismen und der Weiterentwicklung
krampflosender Medikamente weisen eine Verdnderung des Nachpotentials durch die orale
oder intraperitoneale Gabe von 4,5,6,7 Tetrabromobenzotriazol (TBB) bei Ratten, die zuvor
mit Pilocarpin behandelt wurden, nach (Brehme et al. 2014). In diesem Kapitel wird darauf
eingegangen, welchen Effekt die zusétzliche intraperitoneale Vorbehandlung mit dem CK2
Inhibitor TBB auf die Amplitude und das Doppelpulsverhiltnis hat.

Input-Output-Messungen unter ACSF Standard (Abbildung 17) zeigten, dass die Schnitte der
Pilotiere mit TBB die kleinste Amplitude erzeugten (n=35; 150 pA:-0,22 £0,07 mV). Im
Vergleich dazu erzeugten die Hippocampusschnitte der Pilotiere ohne TBB Vorbehandlung
(Pilotiere mit Mg) eine signifikant groBBere Amplitude (n=6; p<0,001,
150 pA: -0,88 £0,21 mV). Die Schnitte der TBB Kontrolltiere erreichten die zweitgrofite
Amplitude (n=7; 150 pA:-1,51 £0,31 mV). Im Vergleich dazu war die Amplitude der
Hippocampusschnitte der Pilokontrollgruppe signifikant hoéher (n=10; p<0,001,
150 pA: -2,00 £ 0,36 mV).
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Abbildung 17: Input-Output-Kurve: Effekt der TBB Behandlung auf die Amplitude von Pilotieren und Kontrolltieren unter
ACSF Standard Bedingungen

Dargestellt ist die Input-Output-Kurve, dabei ist die Amplitude (in mV) gegen die Stimulationsstirke (LA) aufgetragen. Der
Stern (*) weist auf signifikante Unterschiede zwischen den farbig eingezeichneten Versuchsgruppen hin (Pilotiere mit TBB,
mit Mg: dunkelgriin; Pilotiere mit Mg: dunkelblau; TBB Kontrolltiere mit Mg: hellgriin; Pilokontrolltiere mit Mg: orange).
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Deutlich wird, dass eine Behandlung mit TBB sowohl bei Hippocampusschnitten von Kontrolltieren als auch bei Schnitten von
Pilotieren zu einer Verringerung der Amplitude fithrt. (Mg entspricht Mg?")

In der Betrachtung der Paired Puls Ratio (Abbildung 18) zeigte sich, dass die
Hippocampusschnitte aller vier Gruppen eine Bahnung erfuhren. Schnitte von Pilotieren hatten
bei niedrigen Stimulationsstdrken die hochste Ratio (n =4; 50 pA: 2,01 + 0,13 mV), gefolgt
von TBB Kontrolltieren (n=7; 50 pA:1,90+0,5 mV). Es zeigte sich bei hohen
Stimulationsstirken —auflerdem ein anndhernd gleicher Verlauf zwischen dem
Doppelpulsverhiltnis von Schnitten der TBB Kontrolltiere (n = 11; 300 pA: 1,22 £ 0,13 mV)
und dem der Pilotiere mit TBB (n = 2; 300 pA: 1,11 + 0,003 mV). Ab einer Stimulationsstérke
von 125 pA niherten sich die Kurvenverldufe der Hippocampusschnitte der Pilotiere und der

TBB Kontrolltiere an.
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Doppelpulsverhalinis
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Stimulationsstarke [uA]

—e— Pilotiere mit TBB, mit Mg

=o=Pilotiere mit Mg

—»-TBB Kontrolltiere mit Mg
- Pilokontrolltiere mit Mg

Abbildung 18: Paired Puls Ratio Effekt der TBB Behandlung auf das Doppelpulsverhdltnis von Pilotieren und Kontrolltieren
unter ACSF Standard Bedingungen

Die Abbildung zeigt das Doppelpulsverhiltnis gegen die Stimulationsstirke in Mikroampere aufgetragen. Der Stern (*) weist
auf einen signifikanten Unterschied zwischen den farbig eingezeichneten Versuchsgruppen hin (Pilotiere mit TBB, mit Mg:
dunkelgriin; Pilotiere mit Mg: dunkelblau; TBB Kontrolltiere mit Mg: hellgriin; Pilokontrolltiere mit Mg: orange). Die
Hippocampusschnitte aller vier Versuchsgruppen zeigten eine Bahnung des Doppelpulsverhéltnisses. Wéhrend die Schnitte
der Kontrolltiere die niedrigste, aber unter steigenden Stimulationsstirken konstanteste Bahnung zeigten, war das
Doppelpulsverhiltnis der Schnitte von Pilotiere mit TBB inkonstant und fiel bei hohen Stimulationsstirken auf das
Kontrollniveau. Die Hippocampusschnitte der Pilotiere mit Mg und die der TBB Kontrolltiere mit Mg wiesen bei niedrigen
Stimulationsstirken ein hohes Doppelpulsverhéltnis auf, das sich jedoch ab einer Stimulationsstirke von 125 pA auf Werte um
1.4 einstellte. (Mg entspricht Mg?")
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Mit Hilfe des Tukey-Tests lieB sich ein signifikanter Unterschied zwischen
Hippocampusschnitten von TBB Kontrolltieren und Pilotieren (p <0,001), sowie zwischen
TBB Kontrolltieren und Kontrolltieren (p =0,002) nachweisen. Die gleichen Messungen
wurden mit magnesiumfreier Losung durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich in der Betrachtung der
Input-Output-Messungen (Abbildung 19), dass die Schnitte der Pilotiere die kleinste Amplitude
zeigten (n = 3; 150 pA: -0,83 £ 0,21 mV). Die Hippocampusschnitte der Kontrolltiere hatte die
grofite Amplitude (n=41, 150 pA:-1,86 £0,23 mV) gefolgt von den Schnitten der TBB
Kontrolltiere (n = 18) und der Hippocampusschnitte der Pilotiere mit TBB (n = 15).

3.0+
2.5 4
2.0

1.5

1.0

Amplitude [mV]

0.5

0.0 4

0 50 100 150 200 250 300 350

Stimulationsstarke [WA]

=e= Pilatiere mit TBB, ohne Mg
o~ Pilotiere ohne Mg
- TBB Kontrolltiere"'ohne Mg
&~ Pilokontrolltiere ochne Mg

Abbildung 19: Input-Output-Kurve: Grafischer Vergleich zwischen Pilotieren und Kontrolltieren, jeweils mit und ohne TBB
unter magnesiumfreier Losung.

Dargestellt ist die Input-Output-Kurve. Die Amplitude (in mV) ist gegen die Stimulationsstérke (LA) aufgetragen. Gezeigt sind
die einzelnen, farbig dargestellten Versuchsgruppen (Pilotiere mit TBB, ohne Mg: dunkelgriin; Pilotiere ohne Mg: hellblau;
TBB Kontrolltiere ohne Mg: hellgriin; Kontrolltiere ohne Mg: orange). Es wird sichtbar, dass die Hippocampusschnitte beider
pilocarpinbehandelter Versuchsgruppen eine kleinere Amplitude aufwiesen als die Schnitte beider Kontrollgruppen. (Mg
entspricht Mg?")
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Die Analyse der Paired Puls Ratio (Abbildung 20) zeigte in Hippocampusschnitten der
Kontrolltiere (n=28) und der Pilotiere (n=3), dass die Reizantwort konstant blieb. Das
Doppelpulsverhiltnis der Schnitte von Pilotieren mit TBB (n=7) wies bei niedrigen
Stimulationsstarken eine Bahnung (50 pA: 1,28 + 0,06 mV), unter hohen Stimulationsstirken
jedoch eine Depression auf (300 pA: 0,71 £.0,08 mV). Gleiches lieB sich in der Betrachtung
des Doppelpulsverhiltnisses der Hippocampusschnitte von TBB Kontrolltieren beobachten

(n=8,50 pA: 1,37+ 0,19 mV; 300 pA: 0,89 + 0,07 mV)
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Abbildung 20: Paired Puls Ratio Effekt der TBB Behandlung auf das Doppelpulsverhdltnis von Pilotieren und Kontrolltieren
unter magnesiumfreier Losung.

Die Abbildung zeigt das Doppelpulsverhidltnis gegen die Stimulationsstirke (in pA) aufgetragen. Es ist sichtbar, dass die
Doppelpulsverhéltnisse von Hippocampusschnitten der Pilotiere und der Kontrolltiere einen dhnlichen Verlauf aufwiesen, diese
zeigen Werte zwischen 0.8 und 1 und deuteten damit auf ein konstantes Verhéltnis bzw. eine Depression hin. Die Schnitte der
TBB Kontrolltiere erfuhren hinsichtlich des Doppelpulsverhdltnisses eine Bahnung, diese war bei kleinen Stimulationsstarken
starker als unter hohen Stimulationsstirken. Hippocampusschnitte von Pilotieren mit TBB wiesen als einzige Gruppe zundchst
eine deutliche Bahnung bei niedrigen Stimulationsstérken, jedoch im Vergleich zu den Schnitten der anderen Versuchsgruppen
bei hohen Stimulationsstirken die groBte Depression des Doppelpulsverhiltnisses auf. (Mg entspricht Mg?*")
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Abbildung 21: exemplarische Originalableitungen der Versuchsgruppen unter TBB

Originale Ableitungen aus der CA1-Region des Hippocampus der vier Versuchsgruppen nach einer Stimulation mit 150 pA

unter magnesiumhaltiger Losung. TBB Kontrolltiere mit Mg: hellgriin; Pilotiere mit TBB, mit Mg: dunkelgriin; Pilotiere mit
Mg: dunkelblau; Pilokontrolltiere mit Mg: orange. (Mg entspricht Mg?")

Sy —— _— Pilokontrolltiere mit Mg 2w
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Abbildung 22: exemplarische Originalableitungen der Versuchsgruppen unter TBB im Vergleich

Die Abbildung zeigt den direkten grafischen Vergleich der unterschiedlichen Ableitungsspuren aus Abbildung 21. Deutlich
wird, dass die Hippocampusschnitte der Pilotiere mit TBB eine sehr geringe Reizantwort zeigten. Im Vergleich dazu zeigten
sowohl die Schnitte der Pilotiere, als auch die der TBB Kontrolltiere eine deutlichere Reizantwort. Hippocampusschnitte von
Pilokontrolltieren und TBB Kontrolltieren wiesen einen nahezu gleichen Verlauf der Reizantwort auf. (Mg entspricht Mg?*)
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Abbildung 23: exemplarische Originalableitungen der Versuchsgruppen unter TBB ohne Mg®*
Originale Ableitungen aus der CA1-Region von Hippocampusschnitten der vier Versuchsgruppen nach einer Stimulation mit

150 pA unter magnesiumfreier Losung. Pilotiere mit TBB, ohne Mg: griin; TBB Kontrolltiere ohne Mg: hellgriin;
Pilokontrolltiere ohne Mg: orange; Pilotiere ohne Mg: hellblau. (Mg entspricht Mg?")
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Pilotiere mit TBB, ohne Mg

Pilotiere mit TBB, ohne Mg

Abbildung 24 exemplarische Originalableitungen der Versuchsgruppen unter TBB ohne Mg?" im Vergleich

Die Abbildung zeigt im grafischen Vergleich den unterschiedlichen Verlauf der Ableitungsspuren aus Abbildung 23. Die
Reizantwort der Schnitte von TBB Kontrolltieren war geringer als die Reizantwort der Schnitte der Pilokontrolltiere. Auch im
Vergleich zwischen den Schnitten der Pilotiere und der Pilotiere mit TBB wurde sichtbar, dass die Reizantwort unter TBB
Behandlung kleiner war. Gleiches zeigte der Vergleich zwischen den Verldufen von Hippocampusschnitten der TBB
Kontrolltiere und der Pilotiere mit TBB. (Mg entspricht Mg?")
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde untersucht, welchen Effekt eine chronische Epilepsie auf die
Reizantwort  hippocampaler Nervenzellen hinsichtlich der Amplitude und des
Doppelpulsverhiltnisses hat. Im Fokus der Untersuchung standen dabei die
spannungsabhingigen Kaliumkanile K,7.2 und K,7.3. Diese werden vor allem im
Hippocampus und im Cortex exprimiert, sie befinden sich an Pyramidenzellen schwerpunkthaft
am Axon (Pan et al. 2006) und am Ranvier-Knoten (Niday und Tzingounis 2018). K7 Kanile
bilden durch spannungsabhingige K'-Strome die Grundlage fiir den M-Strom. Dieser ist als
langsam aktivierender, nicht inaktivierender, zeit- und spannungsabhingiger Kaliumstrom fiir
die Regulierung des Ruhemembranpotentials verantwortlich (Dirkx et al. 2020). Des Weiteren
wurde beleuchtet, welche Auswirkungen aus einer Behandlung mit dem
Kaliumkanalantagonisten XE991, und dem GABAAa -Antagonisten Gabazin hinsichtlich der
Amplitude und des Doppelpulsverhiltnisses resultierten. Die Ergebnisse lieBen Riickschliisse
auf die Lokalisation der Kaliumkanile und auf Zusammenhénge zwischen Calciumangebot und
Transmitterfreisetzung zu. AbschlieBend wurde ermittelt, ob eine intraperitoneal verabreichte
Dosis mit dem selektiven CK2-Inhibitor TBB eine Anderung der Amplitude und des
Doppelpulsverhiltnisses bewirken kann.

Anhand friiherer =~ Untersuchungen konnte ein Zusammenhang zwischen
Expressionsverdnderungen und Funktionsverdnderungen der Kanidle mit unterschiedlichen
Arten der Epilepsie festgestellt werden (Shah et al. 2013). Nihere Untersuchungen von
Ionenkanédlen zeigten bereits Expressionsveranderungen, sind jedoch hinsichtlich der Kenntnis
iiber funktionelle Verdanderungen noch liickenhaft.

Ein bewidhrtes Modell fiir weiterfiihrende Untersuchung der Epilepsieerkrankung ist das
Pilocarpinmodell. Nach der Injektion von Pilocarpin kommt es zu strukturellen neuronalen
Verianderungen, die histopathologisch sichtbar gemacht und mit Daten von Patienten, die an
mesialer Temporallappenepilepsie erkrankt sind, verglichen werden kénnen (Brehme et al.
2014). Es ist bekannt, dass wiederkehrende Anfille zu einem Verlust der inhibitorischen
Interneuronen in der CAl-Region und im Gyrus dentatus sowie zu einer Umstrukturierung
neuronaler Strukturen im Sinne einer Moosfasersprossung fithren (Okazaki et al. 1999), und es
ist moglich, diese Verdnderungen mittels Timm-Féarbung sichtbar zu machen (Kuo et al. 2008;

Schulze et al. 2020).
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4.1 Der Effekt von Gabazin und Gabazin + XE991 auf naive Tiere und
Kontrolltiere

Eine Testung an naiven Tieren und Kontrolltieren diente dazu, den Effekt der Pharmaka
zunéchst an nicht chronisch epileptischen Tieren zu untersuchen.

Dabei kam es bei Tieren, die keine Vorbehandlung mit Pilocarpin erhalten hatten, unter Einfluss
der Substanzen zu einer Steigerung der Reizantwort, also eine zunehmende Amplitude. Der
Effekt war besonders deutlich im Vergleich zwischen naiven Tieren und Kontrolltieren mit
Gabazin + XE991. Eine Blockierung der GABAa-Kandle lisst auf eine Steigerung des EPSP
schlieBen. Es ist bekannt, dass die Blockade der GABAA-Rezeptoren zu einer synaptischen
Hemmung fiihrt und daraus eine Anfallserregung resultiert (Swartzwelder et al. 1988). Da es
sich bei Gabazin um einen GABAAa-Rezeptorantagonisten handelt, war die Steigerung der
Amplitude zu erwarten. Unsere Ergebnisse stimmen mit den Daten von Savrasova et al. (2010)
iiberein; auch hier kommt es durch die Gabe von Gabazin zu einer Steigerung der neuronalen
Aktivitit.

In unseren Versuchen beobachten wir, dass die Hippocampusschnitte der Versuchsgruppe, die
neben Gabazin auch noch XE991 erhalten haben, sowohl die grof3te Amplitude als auch eine
Bahnung aufwiesen. Eine Korrelation zwischen Amplitude und Transmitterfreisetzung
erscheint sinnvoll unter der Betrachtung der Ergebnisse von Sun und Kapur (2012). In ihren
Versuchen stellten sie fest, dass es durch eine Blockade der K,7.2- bzw. K,7.3-Kanile zu einer
Depolarisierung der Pyramidenneuronen in der CA3-Region kommt. Dies geht mit einer
Aktivierung prasynaptischer spannungsabhéngiger P/Q- und N-Typ-Calciumkanéle einher und
fiihrt zu einem Ca?’-Einstrom und einer erhdhten Glutamatfreisetzung. Die Tatsache, dass die
Schnitte der Versuchsgruppe, die sowohl Gabazin als auch XE991 erhalten hat, als einzige ein
konstantes Doppelpulsverhdltnis zeigt, stiitzt die Annahme, dass ein funktioneller
Zusammenhang  zwischen K,7.2- bzw. K,7.3-Kandlen, Calciumangebot und

Transmitterfreisetzung besteht.
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4.2 Der Effekt von Gabazin und der Kombination aus Gabazin + XE991 auf
chronisch epileptische Tiere im Vergleich mit Kontrolltieren

Mithilfe des Pilocarpinmodells lie sich die Wirkung der Pharmaka auch an chronisch
epileptischen Tieren untersuchen.

Unter Kontrollbedingungen wurde die Amplitude der Reizantwort durch Zugabe von XE991
grofer, wihrend sie bei Hippocampusschnitten von Pilotieren kleiner wurde. Interessant ist,
dass die Amplitude unter der Zugabe von Gabazin bei Hippocampusschnitten der Pilotiere
signifikant groer war als die Amplitude der Schnitte der Kontrollgruppe unter Gabazin. Die
Tatsache, dass sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Ergebnissen der
Hippocampusschnitte von Pilotieren mit Gabazin und Pilotieren mit zeigte, ldsst die Deutung
zu, dass es zu keiner Steigerung sondern moglicherweise sogar zur Senkung des EPSP kommt;
diese Verdnderung war jedoch nicht signifikant.

Pathogene Varianten des fiir K,7.2-codierenden Gens KCNQ2 resultieren in
Entwicklungsverzogerungen mit oder ohne Anfille (Dirkx et al. 2020). Sowohl KCNQ2 als
auch KCNQ3, welcher fiir K,7.3-Kanile codiert, werden mit gutartiger familidrer neonataler
Epilepsie (BNFS) aber auch mit pharmakoresistenten Epilepsieformen in Verbindung gebracht
(Lauritano et al. 2019; Weckhuysen et al. 2012). Jiingst zeigte Kartheus in ihrer Arbeit, dass es
auf Ebene der Genexpression zu einer Reduktion der langsamen Nachhyperpolarisation kommt.
Diese entsteht durch die Herunterregulierung der Ki;6.2- Untereinheit des KCNQ2-, KCNQ3-
und Slick-Kanals (Kartheus 2021). Weitere Arbeiten beleuchten, dass es im Pilocarpinmodell
auch zu Expressionsverdnderungen anderer Kanidle kommt. Beispielhaft sei hier die
Verdanderung bei Kaliumkanidlen des A-Typs genannt, die zu wiederkehrenden, spontanen
Anfillen fithrt (Monaghan et al. 2008).

Unter der Annahme, dass Tiere, die mit Pilocarpin behandelt wurden, weniger K.7.2-bzw.
K,7.3-Kanile aufweisen, erscheinen unsere Ergebnisse konsistent. Akzentuiert man den
Kaliumverlusts, mit der Vorstellung eines vollstdndigen Verlusts aller K,7-Kanile durch die
Epilepsieerkrankung, diirfte ein K,7-Antagonist gar keine Wirkung zeigen, und ein
gleichbleibendes EPSP miisste resultieren. Auch wenn die Ergebnisse des Versuchs nicht
bestitigen, dass es bei Pilotieren zu keiner Beeinflussung des EPSP durch XE991 kommt, so
ist eine nicht signifikante Absenkung des EPSP mit einer Nullhypothese vereinbar.
Moglicherweise blockiert XE991 noch weitere Kanéle. Denkbar ist auch, dass noch vorhandene
K,7-Kanile mit einem fazilitierenden Effekt durch XE991 gehemmt werden und daraus ein

reduziertes EPSP resultiert.
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Eine rein postsynaptische Lokalisation der K,7.2-bzw. K,7.3-Kanile ldsst nicht erkldren,
warum das Doppelpulsverhiltnis kleiner wird. Anhand der Ergebnisse vermuten wir eine
prasynaptische Lokalisation der K,7.2- bzw. K,7.3-Kanile. Eine Aussage dariiber, welchen
Einfluss der K.7.2- bzw. K,7.3-anal auf das prisynaptische Membranpotential hat, konnte
anhand unserer Versuche nicht weiter gekldrt werden, und eine Identifizierung der Prasynapse

erscheint methodisch schwierig.

4.3 Der Effekt von magnesiumhaltiger und magnesiumfreier Losung auf Pilotiere
und Kontrolltiere

Magnesium spielt im Stoffwechsel, in der Erregbarkeit und der neuroglialen Plastizitét eine
wichtige Rolle. Konzentrationsverdnderungen im Liquor fithren zu akuten oder sogar
anhaltenden Storungen der Erregbarkeit der neuronalen Netzwerke (Toffa et al. 2018). Die
Situation der menschlichen TLE kann durch den Einfluss von magnesiumfreiem ACSF im
Tiermodell erzeugt werden. Es resultieren epileptiforme Entladungen (Punnakkal und Dominic
2018).

Im Versuch ergab sich, dass die Schnitte der Kontrolltiere unter magnesiumfreier Losung eine
groBBere Amplitude zeigten als unter magnesiumhaltiger Losung. Hingegen war die Amplitude
in den Hippocampusschnitten der Pilotiere in magnesiumhaltiger Losung groBer als unter
magnesiumfreien Bedingungen. Sowohl die magnesiumfreie Losung als auch die
physiologische Magnesiumkonzentration zeigten sowohl bei Hippocampusschnitten von
Pilotieren als auch von Kontrolltieren Verdnderungen im Doppelpulsverhéltnis; die Ergebnisse
der Versuchsgruppen ndherten sich bei hohen Stimulationsstirken einander an. Es ist
wahrscheinlich, dass es durch magnesiumfreie Losung zu einer Vordepolarisation der
prisynaptischen Membran und zu einer Offnung der spannungsabhiingigen Natrium- und
Calciumkanile kommt. Nowak et al. (1984) ermittelten, dass eine unphysiologisch niedrige
Magnesiumkonzentration die NMDA Antwort potenziert. Es ist daher denkbar, dass durch die
NMDA Rezeptoren die Senkung des EPSP stattfindet. Unsere Ergebnisse sind auf der anderen
Seite auch durch die Erkenntnisse von Swartzwelder et al. (1988) erkldrbar; eine groBere
Amplitude kénnte aus dem Zusammenhang zwischen Mg?*-Entfernung und einer Reduzierung

der GABA-vermittelten Hemmung resultieren.
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4.4 TBB

Derzeit fiihrt die Rote Liste® in der Rubrik ,, Antiepileptika“ 28 unterschiedliche Wirkstoffe, die
in Form von 89 Préparaten zur Verfligung stehen. Wie bereits in der Einleitung erwihnt,
ddmpfen oder unterdriicken diese Medikamente zwar die Symptome, fiihren jedoch nicht zu
einer Heilung der Epilepsieerkrankung. Fiir Patienten, die nicht auf die Medikamente
ansprechen, wie es hdufig bei der Temporallappenepilepsie zu beobachten ist (Brehme et al.
2014), bedarf es vertiefter Erkenntnisse zu strukturellen und funktionellen Verdnderungen im
Zuge der Erkrankung.

Forschungen nach moglichen Ansatzpunkten zur Regulation der Epilepsieerkrankung und einer
Reduktion der Krampfanfille fiihrten zu ndherer Betrachtung der Casein-Kinase-2. In ihrer
Probandengruppe, unter denen auch ein Patient mit myoklonischer Epilepsie war, ermittelten
Poirier et al. (2017) zwei de novo Splei3varianten fiir das CK2-B-codierende Gen.

Sarno et al. (2001) zeigten, dass TBB ein selektiver Antagonist der Proteinkinase CK2 ist und
diese, im Vergleich zu 33 anderen untersuchten Proteinkinasen, am effizientesten durch TBB
gehemmt wird. Derzeit liegen unterschiedliche Erkenntnisse hinsichtlich einer Verdnderung der
Amplitude unter TBB Behandlung vor. So verdffentlichten Ye et al. (2011), dass die
Behandlung mit TBB zu einer signifikanten Reduktion der Amplitude von NMDA-EPSC fiihrt.
Im Gegensatz dazu berichtete Brehme et al. (2014), dass eine langfristige Gabe von TBB zwar
eine Verlingerung des Nachpotentials, nicht aber eine Anderung der Amplitude hervorrufe.
Es existieren erste Ansdtze beziiglich einer medikamentdsen Anfallshemmung durch die orale
Verabreichung des CK2-Inhibitors TBB. Aufgrund der Ergebnisse von Brehme et al. (2014) ist
bekannt, dass eine verringerten Erregbarkeit in der CA1-Region des Hippocampus aus einer
Applikation von TBB resultiert. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass es durch orale
Verabreichung von TBB zu einer Hochregulation des calciumabhéngigen Kaliumkanals Kca2.2
kommt, TBB jedoch keine akute Wirkung gegen Krampfanfille zeigt (Bajorat et al. 2018). Die
Nachforschungen von Brehme et al. (2014) weisen jedoch auf einen antiepileptogenen Effekt
nach langfristiger Behandlung pilocarpinbehandelter Tiere mit TBB hin.

Die Hochregulation des calciumabhingigen Kaliumkanals Kc.2.2 und die Tatsache, dass
Kartheus (2021) eine Reduktion des Slick Kanals belegen konnte, fithrten zu der Frage ob noch
weitere Kandle durch eine TBB Behandlung beeinflusst werden und diese Behandlung
Einfliisse hinsichtlich Amplitude und Doppelpulsverhéltnis hat. In der vorliegenden Arbeit
wurde der Effekt einer intraperitonealen Vorbehandlung mit TBB sowohl unter physiologischer
als auch unter unphysiologischer (Mg?*-freier) ACSF Losung an pilocarpinbehandelten Tieren

und Kontrolltieren auf funktioneller Ebene untersucht.
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In der Gegentiberstellung der Versuchsgruppen wiesen die Schnitte von pilocarpinbehandelten
Tieren, die mit TBB vorbehandelt wurden, unter magnesiumhaltiger Losung die kleinste
Amplitude auf. Es ldsst sich daraus schlieBen, dass eine gesenkte Amplitude auch ohne
Aktivierung des NMDA-Rezeptors resultiert und es daher wahrscheinlich ist, dass weitere

Kanéle an einer Verdnderung der Amplitude beteiligt sind.

Unter magnesiumfreier Situation kam es hinsichtlich der Amplitude zu einem angleichenden
Effekt bei Hippocampusschnitten von Pilotieren ohne Mg?** und TBB behandelten Pilotieren
ohne Mg?*. Die Amplitude war im Vergleich zu den Ergebnissen der Hippocampusschnitte der
Kontrolltiere jedoch deutlich gesenkt. Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse auf einen
senkenden Effekt von TBB auf die Amplitude bei chronisch epileptischen Tieren hin.
Betrachtet man zusdtzlich das Doppelpulsverhiltnis, ist ldsst sich dieser Zustand
moglicherweise damit erklaren, dass es durch TBB zu einer geringeren Transmitterfreisetzung
kommt. Es ist aber auch denkbar, dass eine verminderte postsynaptische Depolarisation oder
die Aktivierung eines hyperpolarisierenden Stroms zu einer gesenkten Amplitude fiihren.
Wiirde eine Hyperpolarisation durch Aktivierung des Kaliumkanals nur an der Postsynapse
stattfinden und damit dem EPSP entgegenwirken, so wére eine gesenkte Amplitude logisch.
Aufgrund der Methodik darf jedoch auch ein prasynaptischer Einfluss nicht auller Acht gelassen
werden. Limitierend ist hierbei, dass der Nettoeffekt eines Kaliumkanals an der Priasynapse
nicht vorausgesagt werden kann, denn eine Hyperpolarisation an der Prisynapse wiirde die
Schwelle fiir Calciumkanéle erhohen aber gleichzeitig auch die Kanalverfiigbarkeit erhohen. In
zukiinftigen Arbeiten wire eine Differenzierung der présynpatischen bzw. postsynaptischen
Situation mittels Patch clamp Verfahren oder iiber eine abgewandelte Untersuchung des

Doppelpulsverhiltnisses moglich.
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4.5 Limitationen der Arbeit

In der Arbeit wurde das Pilocarpin Modell an minnlichen Whistar Ratten verwendet. Dieses
Modell hat sich fiir die Forschung zur mesialen Temporallappenepilepsie bereits in zahlreichen
anderen Arbeiten bewiahrt (Brehme et al. 2014; Curia et al. 2008; Cavalheiro 1995). Durch die
Arbeit mit Lebewesen sind physiologische Unterschiede zwischen den Ratten nicht
auszuschliefen. Die Tiere wurden entsprechend der Haltungsvorschriften gehalten und
bekamen Futter und Wasser ad libitum. Die medikamentdse Behandlung der Tiergruppen
wurde randomisiert. Es fand eine stressfreie Narkotisierung mit Diethylether und Sicherung der
Narkosetiefe iiber Reflexiiberpriifung statt. Im Zuge der Hippocampuspriparation wurde so
schnell und gewissenhaft wie mdglich und in einem standardisierte Verfahren gearbeitet,
dennoch sind Varianzen durch zeitliche Faktoren, durch unterschiedliche Sauerstoffsattigung
und Kiihlung moglich. Diese Einflussfaktoren wurden durch Einhaltung der Préparationszeit
von 60 bis maximal 90 Sekunden und ausreichende Begasung und Kiihlung der
Préparationsfliissigkeit vor und wéhrend der Préparation so minimal gehalten wie moglich.

In der vorliegenden Arbeit fand die Methode der Feldpotentialmessung Anwendung. Dazu
wurden die priparierten Hippocampusschnitte nach einer Aquilibrierungsphase in einer
Messkammer ausgerichtet und anschlieBend die Silberelektroden im Gyrus dentatus bzw. in der
CA1-Region platziert. Obwohl die ausgewidhlten Hippocampusschnitte vor dem eigentlichen
Messprotokoll auf Reaktionsfahigkeit getestet wurden, ist auch hier nicht auszuschlie8en, dass
die Tiere eine Varianz in der Anzahl reaktionsfdahiger Synapsen haben. Die Zeit zwischen
Priparation und Strom-Spannungsmessungen war nicht konstant. Diesem Problem wurde durch
Ermittlung der Mittelwerte Rechnung getragen. Die Auswertung sowie der statistische und

grafische Vergleich zwischen den Versuchsgruppen erfolgte anhand dieser Mittelwerte.
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S Zusammenfassung

Epilepsie ist eine Erkrankung, bei der es zu Anféillen kommt. Dabei handelt es sich um
kurzfristige paroxysmale Verdnderungen, die zu einer iibermédBigen, hypersynchronen
Entladung von Neuronen im Gehirn fiihren. Medikamentds werden die Symptome mittels
Antikonvulsiva therapiert. Eine besondere, hdufig therapierefraktire Form ist die mesiale
Temporallappenepilepsie (MTLE). Ein Zusammenhang zwischen Epilepsie und Verdnderung
von lonenkanilen, im Besonderen von spannungsabhidngigen Kaliumkanilen, konnte bereits
festgestellt werden.

Als Tiermodell wurde in dieser Arbeit das Pilocarpinmodell gewéhlt. Dieses ist bekannt dafiir,
pathophysiologische und elektrophysiologische Verdnderungen aufzuweisen, wie sie bei
Patienten mit MTLE gefunden werden konnen. Histopathologisch konnen neuronale
Umstrukturierungen in Form von Moosfasersprossung mittels Timm-Féarbung besonders in der
CAl-Region und im Gyrus dentatus nachgewiesen werden. Um Informationen iiber
funktionelle Verdanderungen hinsichtlich Amplitude und Doppelpulsverhiltnis zu erhalten,
erfolgten Feldpotentialableitungen im Gyrus dentatus und in der CAl-Region an
Hippocampusschnitten von ménnlichen Wistar-Ratten. In den Versuchen wurden die Pharmaka
XE991, Gabazin und TBB genutzt.

Zunéchst wurde untersucht, welchen Effekt die Pharmaka an nicht chronisch epileptischen
Tieren haben, da bereits bekannt war, dass die Blockade der GABAa-Rezeptoren zu einer
synaptischen Hemmung fiihrt und eine Anfallserregung resultiert. Auch war bekannt, dass es
bei einer Blockade der K.7.2- bzw. K,7.3-Kanidle zu einer Depolarisierung der
Pyramidenneuronen in der CA3-Region kommt. Die Versuche zeigten, dass es sowohl unter
Gabazin als auch unter der Kombination aus Gabazin + XE991 zu einer Steigerung der
Amplitude kam. Zusitzliche Betrachtungen des Doppelpulsverhiltnisses zeigten nur in
Hippocampusschnitten, die sowohl Gabazin als auch XE991 erhalten haben, ein konstantes
Doppelpulsverhidltnis. Die Ergebnisse stiitzen die Annahme, dass ein funktioneller
Zusammenhang  zwischen K.,7.2- bzw. K,7.3-Kanidlen, Calciumangebot und
Transmitterfreisetzung besteht.

Im Anschluss wurden die Auswirkungen der Pharmaka auf die Amplitude und das
Doppelpulsverhiltnis von chronisch epileptischen Tieren untersucht. Es war bekannt, dass es
im Pilocarpinmodell zu einer verringerten Genexpression von K,7.2- und K,7.3-Kanilen
kommt. Unter der Annahme eines vollstindigen Kaliumverlusts wurde erwartet, dass XE991
keinen Einfluss auf die Amplitude und das Doppelpulsverhéltnis hat. Diese Erwartungen

wurden nicht bestitigt, aber es erscheint moglich, dass XE991 noch weitere Kanéle blockiert
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oder noch vorhandene K,7-Kanéle mit einem fazilitierenden Effekt durch XE991 gehemmt
werden und ein reduziertes EPSP resultiert.

Des Weiteren wurde sowohl an Hippocampusschnitten von chronisch epileptischen Tieren als
auch nicht chronisch epileptischen Tieren erforscht, welche Verdnderungen der Amplitude und
des Doppelpulsverhéltnisses aus einer Behandlung mit magnesiumfreier ACSF resultieren.
Grundlage dieser Fragestellung war die Kenntnis dariiber, dass Konzentrationsverdnderungen
im Liquor zu akuten oder sogar anhaltenden Storungen der Erregbarkeit der neuronalen
Netzwerke fiihren. Die Untersuchungen zeigten, dass die Hippocampusschnitte von
Kontrolltieren andere Verdnderungen der Amplitude und des Doppelpulsverhéltnisses
aufzeigten als die Schnitte der Pilotiere. Anhand der Daten ist es denkbar, dass es zu einer
Vordepolarisation ~der prisynaptischen Membran und zu einer Offnung der
spannungsabhéngigen Natrium- und Calciumkanile kommt.

Da bereits anfallshemmende Eigenschaften des Casein-Kinase-2-Inhibitors 4,5,6,7-
Tetrabromobenzotriazole (TBB) verdffentlicht wurden, untersuchten wir in einer abschlieBend
Versuchsreihe, ob eine frithe TBB Behandlung nach dem Status epilepticus Einfluss auf die
Funktion der Kaliumkanile K,7.2 und K,7.3 bezogen auf Verdnderungen der Amplitude und
des Doppelpulsverhéltnisses hat. Diese Annahme bestitigte sich, gleichzeitig lie8 sich jedoch
nicht ausschlieBen, dass weitere Ionenkandle an dem Effekt- einer reduzierten Amplitude-

beteiligt waren. Dies konnte in zukiinftigen Forschungsarbeiten untersucht werden.
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6 Thesen

1.

10.

Epilepsie ist eine der haufigsten Hirnerkrankungen, weltweit sind mehr als 70 Millionen
Menschen betroffen; Temporallappenepilepsie ist die hidufigste lokalisationsbedingte
Epilepsieform bei Erwachsenen, sie ist hiufig therapierefraktir.

Das Pilocarpinmodell eignet sich als Tiermodell, da Pilokarpin akut zu einem Status
epilepticus und langfristig zu einer Hippocampussklerose fiihrt. Diese Effekte von
Pilocarpin sind mit Verdnderungen der MTLE vergleichbar.

Es besteht ein Zusammenhang zwischen Epileptogenese und einer Verdnderung in
verschiedenen Kaliumkandlen. Im Hippocampus sind besonders K,7-Kanile der
Untereinheiten 2 und 3 vertreten, diese werden durch XE991 gehemmt.

In dem neuronalen Netzwerk existieren gabaerge Interneurone, deren Transmitter (GABA)
hemmend wirkt. Gabazin ist ein selektiver GABA A-Antagonist.

Die Kombination aus einer Behandlung mit Gabazin + XE991 fiihrt zur einer ausgeprigten
Steigerung der Amplitude in Hippocampusschnitten von Kontrolltieren.

Es ist wahrscheinlich, dass ein funktioneller Zusammenhang zwischen K,7.2- bzw. K,7.3-
Kanilen, Calciumangebot und Transmitterfreisetzung besteht.

Die Ergebnisse unserer Versuche lassen eine priasynaptische Lokalisation der K,7.2- bzw.
K,7.3-Kanile vermuten.

Eine Verdnderung der Amplitude wurde durch magnesiumfreies ACSF nur in
Hippocampusschnitten der Kontrollgruppe, nicht aber in den Schnitten der
pilocarpinbehandelten Tiere sichtbar.

Wahrscheinlich  fithrt magnesiumfreie Losung zu einer Vordepolarisation der
prisynaptischen Membran und zu einer Offnung der spannungsabhiingigen Natrium- und
Calciumkandile.

Eine Behandlung mit TBB fiihrt sowohl in Hippocampusschnitten von Pilotieren als auch
von Kontrolltieren zu einer verringerten Amplitude; TBB ist ein selektiver Antagonist der
Proteinkinase CK2. Aus einer Applikation von TBB resultiert eine verringerte Erregbarkeit
in der CAl-Region des Hippocampus. Moglicherweise kommt es durch TBB zu einer

geringeren Transmitterfreisetzung.
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