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EINLEITUNG

. Einleitung

11 Hippocampus

Die Hippocampusformation, bestehend aus Hippocampus und Gyrus parahippocam-
palis, ist Teil des limbischen Systems. Ebenfalls dazu zahlen der Fornix, der Gyrus
cinguli, das Corpus amygdaloideum und das Corpus mammillare (Trepel 2017). Der
Hippocampus ist notwendig fur die Gedachtnisbildung, flr die Orientierung im Raum
und Bestandteil zahlreicher endokriner, vegetativer und emotionaler Vorgange (Trepel
2017). Er befindet sich bilateral an der medialen Wand des Seitenventrikelunterhorns
innerhalb des Temporallappens. Der Gyrus parahippocampalis (mit Area entorhinalis
und Subiculum) erstreckt sich medial des Hippocampus (Trepel 2017). Nach posterior
verlauft der Hippocampus bogenformig bis zum kaudalen Ende des Corpus callosum.
Afferente Fasern erreichen ihn Uber die Area entorhinalis, den Gyrus cinguli, das Cor-
pus amygdaloideum, den Thalamus und Uber das Septum (Trepel 2017). Efferente
Fasern ziehen im Fornix zum Septum, Corpus amygdaloideum, Hypothalamus und zu
den Corpora mammillaria unter Bildung des sogenannten Papez-Neuronenkreises
(Trepel 2017).

1

Abbildung 1: Histologischer Aufbau Hippocampus

Ubergang Gyrus parahippocampalis 1, Subiculum 2, Alveolus 3, Stratum oriens 4, Cornu Am-
monis 1 5, Cornu Ammonis 2 6, Cornu Ammonis 3 7, Cornu Ammonis 4 8, Gyrus dentatus
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Stratum granulosum 9, Gyrus dentatus Stratum moleculare 10, Stratum radiatum 11, Stratum
lacunosum 12, Stratum moleculare 11; 12, Fimbria hippocampalis 13, Seitenventrikelunterhorn
14

Die aulRerste Schicht, die dem Seitenventrikel aufliegt, bildet der Alveolus. Diese Struk-
tur fuhrt viele efferente und einige afferente Fasern Gber die Fimbria hippocampi in den
Fornix (Trepel 2017). Nach innen schlief3t sich dem Alveolus das Stratum oriens (Korb-
zellen) an. Dem folgt das Stratum pyramidale des Cornu Ammonis, eine Schicht aus
glutamergen Pyramidenzellen, die sich je nach Region in ihrer Dichte und GrofRe un-
terscheiden. Innerhalb der CA1-Region befinden sich vor allem kleine Pyramidenzel-
len von hoher Dichte (Trepel 2017). Im CA2 befinden sich grol3e Pyramidenzellen ho-
her Dichte, die sich in Richtung CA3 sowie CA4 zunehmend lockerer anordnen. |hre
Fortsatze sind in den Alveolus gerichtet (Trepel 2017). Das Cornu Ammonis ist somit
Teil des efferenten Systems. An den Stratum pyramidale grenzt das Stratum molecu-
lare an (Trepel 2017). Dies ist eine zellarme Schicht, die zur interneuronalen Verschal-
tung zwischen Pyramiden- und Korbzellen beitragt. Genauer betrachtet Iasst es sich
aufteilen in ein in Richtung Cornu Ammonis gerichtetes Stratum radiatum und ein in
Richtung Gyrus dentatus gerichtetes Stratum lacunosum (Trepel 2017). Der Gyrus
dentatus, als wichtigstes afferentes System des Hippocampus, ordnet sich bogenfér-
mig um das Cornu Ammonis 4 an (Trepel 2017). Er unterteilt sich in ein Stratum gra-
nulosum und ein Stratum moleculare. Das Stratum granulosum besteht aus kleinen
Kdrnerzellen (Trepel 2017). Die funktionelle Projektion von Informationen erfolgt von
den Pyramidenzellen der Area entorhinalis Uber den Tractus perforans zu den Korner-
zellen des Gyrus dentatus Stratum granulosum, weiter tber deren Axone (Moosfasern)
zu den Pyramidenzellen von CA3, weiter tuber CA2 und CA 1 zum Alveolus, der uber
die Fimbria hippocampalis alle efferenten Ziele erreicht (Trepel 2017). Zusatzlich bildet
der Hippocampus Uber die Schaffer-Kollateralen einen wichtigen Teil der Gedachtnis-
bildung. Dabei erfolgt der Informationsfluss Uber die Area entorhinalis zum Gyrus den-
tatus Stratum granulosum, weiter zu CA3, anschliel3end Uber die Schaffer-Kollateralen
zu CA1 und schlieldlich wieder zum Subiculum beziehungsweise zur Area entorhinalis
(Trepel 2017).




EINLEITUNG

1.2 Epilepsie

Die Internationale Liga gegen Epilepsie (ILAE) definiert Epilepsie als neuronale Er-
krankung aus entweder mindestens zwei nicht provozierten (oder reflexartigen) Anfal-
len im Abstand von mehr als 24 Stunden oder einem nicht provozierten (oder reflexar-
tigen) Anfall mit einer Wahrscheinlichkeit von mindestens 60 % innerhalb der nachsten
zehn Jahre fur weitere Anfalle nach dem zweiten, nicht provozierten Anfall oder ein
Epilepsiesyndrom (Fisher et al. 2014).

Im Jahr 2017 wurde eine neue Klassifikation fur Epilepsie von der ILAE veroffentlicht,
welche die Diagnostik von Epilepsie durch ein Drei-Stufen-Schema vereinfacht (Schef-
fer et al. 2017). Die erste Stufe bildet die Bestimmung der Anfallsform. Die Basisklas-
sifikation der Anfallsformen von 2017 vergleicht nach der Art des Auftretens in einen
fokalen, generalisierten und unbekannten Beginn (Fisher et al. 2017). Des Weiteren
werden alle drei Formen nach motorischen (z. B. tonisch-klonisch) und nicht motori-
schen (z. B. sensorisch) Eigenschaften untersucht (Fisher et al. 2017). Die fokale Form
kann fakultativ nach ,Anfall bei Bewusstsein“ und ,Anfall nicht bei Bewusstsein“ einge-
teilt werden (Fisher et al. 2017). Die zweite Stufe ist die Art der Epilepsie. Sie basiert
auf den Anfallsformen. So kategorisiert das ILAE nach ,fokaler Epilepsie®, ,generali-
sierter Epilepsie®, ,unklassifizierter Epilepsie“ und ,kombinierte generalisierte und fo-
kale Epilepsie“ (Scheffer et al. 2017). Einige Epilepsieformen kénnen verschiedenen
Gruppen zugeordnet werden (Scheffer et al. 2017). Die Diagnostik erfolgt mittels EEG.
Die dritte und letzte Stufe ist die Einstufung der Erkrankung in ein Epilepsiesyndrom
(Scheffer et al. 2017). Dieses wird gekennzeichnet durch verschiedene spezifische
Merkmale der Anfallsform, des EEG und der Bildgebung (Scheffer et al. 2017). Es
werden zwei grundlegende Gruppe unterschieden: die idiopathisch generalisierte Epi-
lepsie und die selbstlimitierte fokale Epilepsie (Scheffer et al. 2017). Bei der idiopa-
thisch generalisierten Epilepsie gibt es vier Epilepsiesyndrome: Absenceepilepsie des
Kindesalters, die juvenile Absenceepilepsie, die juvenile myoklonische Epilepsie und
die Epilepsie mit ausschlieB3lich generalisierten tonisch-klonischen Anfallen (Scheffer
et al. 2017). Die selbst limitierenden fokalen Epilepsien unterteilen sich in die haufige
Epilepsie mit zentrotemporalen ,spikes®, in die Okzipizallappenepilepsie der Kindheit,
der Frontallappen- (BEAUMANOIR und NAHORY 1983), der Temporallappen- (Ber-
kovic et al. 1996) und der Parientallappenepilepsie (Sveinbjornsdottir und Duncan
1993). Die Atiologie basiert auf sechs Varianten: strukturell, genetisch, infektiés, me-

tabolisch, immunvermittelt und unbekannt (Scheffer et al. 2017). Bei einem Patienten
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beziehungsweise einem Epilepsiesyndrom koénnen mehrere Ursachen zutreffen
(Scheffer et al. 2017). Die strukturelle Atiologie basiert auf einer anatomischen Veran-
derung des Gehirns, zum Beispiel nach einem Schlaganfall, Trauma, Infektion oder
genetisch bedingten Fehlentwicklungen (Scheffer et al. 2017). Diese strukturelle La-
sion 16st eine Epilepsie aus, zum Beispiel die mesiale Temporallappenepilepsie auf-
grund einer Hippocampussklerose (Scheffer et al. 2017). Die genetische Atiologie ba-
siert auf einer genetisch vererbten Mutation (Scheffer et al. 2017). Diese Atiologie ist
sehr selten beziehungsweise haufig noch unbekannt. Ein passendes Beispiel stellen
die benignen familidaren Neugeborenenkrampfe (BFNC) dar. Die Position der Genmu-
tationen fir BFNC wurden dem Chromosom 20q13.3 (Leppert et al. 1989) und auf
Chromosom 8q24 (Biervert et al. 1998) zugeordnet. Zudem wurde der KCNQ2-Kanal
auf dem Chromosom 20g13.3 und der KCNQ3-Kanal auf dem menschlichen Chromo-
som 8q24 identifiziert (Biervert et al. 1998). Die dritte und weltweit haufigste Atiologie
ist die Infektion (Vezzani et al. 2016). Die Epilepsie ist eine Folge der Infektionserkran-
kung. Beispiele flr eine solche Infektionserkrankung sind Tuberkulose, zerebrale Ma-
laria, Neurozystizerkose oder auch kongenitale Infektionen (z. B. CMV-Infektionen)
(Scheffer et al. 2017). Die Entstehung einer Epilepsie kann auch eine metabolische
Ursache, wie zum Beispiel zerebralen Folsauremangel, haben (Scheffer et al. 2017).
Ein metabolisches Krankheitsbild fihrt dabei zu biochemischen Veranderungen im ge-
samten Organismus (Scheffer et al. 2017). Es wird vermutet, dass einige metabolische
bedingte Epilepsien genetische Defekte aufweisen (Scheffer et al. 2017). Eine immun-
vermittelte Epilepsie basiert auf einem Defekt des Immunsystems (Scheffer et al.
2017). Ein Beispiel stellt die Autoimmunenzephalitis dar, eine autoimmune Entzln-
dung des ZNS (Scheffer et al. 2017). Trotz aller technischer Moglichkeiten sind einige
Epilepsieformen atiologisch ungeklart. Wissenschaftliches Arbeiten in diesen Berei-

chen ist weiterhin sehr wichtig.

1.3 Mesiale Temporallappenepilepsie

Die mesiale Temporallappenepilepsie ist eines der haufigsten Epilepsiesyndrome
(Berkovic et al. 1996). Anatomisch umfasst die mesiale Temporallappenepilepsie den
amygdalo-hippocampalen Komplex und den enterorhinalen Kortex (Tatum 2012). Da-
bei scheinen vor allem Funktionsstorungen des Hippocampus, die durch eine neuro-
nale Ubererregbarkeit entstehen, fiir fokale Anfélle veranlagt zu sein (Schwartzkroin

1986). Verschiedene Ursachen fur mesiale Temporallappenepilepsie sind bekannt.
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Die strukturelle Atiologie, die Hippocampussklerose, tritt am haufigsten auf (Tatum
2012). Die Hippocampussklerose zeigt sich typischerweise durch eine Moosfa-
sersprossung und eine Veranderung der Neuropeptid-Y (NPY)-Fasernetzwerke im
Gyrus dentatus (Thom et al. 2009). Die Hippocampussklerose kann symmetrisch bila-
teral, asymmetrisch bilateral oder unilateral auftreten (Thom et al. 2009). Seltene struk-
turelle Ursachen sind Tumore, wie zum Beispiel Gliome und Angiome, Infektionen oder
Traumata (Tatum 2012). Genetische Ursachen flr mesiale Temporallappenepilepsie
sind ebenfalls bekannt (Crompton et al. 2010). Ein einheitliches Vererbungsmuster
kann nicht beschrieben werden (Crompton et al. 2010), oftmals handelt es sich jedoch
um einen dominanten Erbgang (Crompton et al. 2010). Haufig auftretende Symptome
bei mesialer Temporallappenepilepsie sind komplexe partielle Anfalle mit teilweise vo-

rausgehenden epileptischen Auren (Serrano-Castro et al. 1998).

1.4 Pilocarpin Modell

Das Pilocarpin Modell ist ein wichtiger Motor zum Verstandnis der Pathogenese von
mesialer Temporallappenepilepsie (Curia et al. 2008). Es handelt sich um ein isomor-
phes Status-epilepticus-Modell, begrindet von Turski im Jahr 1983 (Turski et al. 1983).
Als isomorphes Modell zeigt es die Symptome und Folgen der chronischen Temporall-
appenepilepsie, nicht aber die grundlegende Atiologie (Curia et al. 2008). Die systemi-
sche Injektion von Pilocarpin fuhrt zu einer Aktivierung eines M1-Muscarinrezeptors
(Nagao et al. 1996). Es entsteht ein Ungleichgewicht zwischen exzitatorischen und
inhibitorischen Informationen (Priel und Albuquerque 2002). Daraus resultieren Hypo-
aktivitat, Tremor, Kratzen, Kopfwippen, myoklonische Bewegungen, erhdhter Spei-
chelfluss und schlieBlich ein Status epilepticus (Turski et al. 1983). Im Gegensatz dazu
kann der klassische Muscarin-Antagonist Atropin den Rezeptor blockieren (Clifford et
al. 1987). Dem Status epilepticus folgen eine Latenzzeit und spater weitere epilepti-
sche Anfalle (Leite et al. 1990). Durch Pilocarpin entstehen strukturelle Veranderungen
des Hippocampus, wie zum Beispiel die Moosfasersprossung, der Verlust von Inter-
neuronen und die ektopische Proliferation von Kérnerzellen des Gyrus dentatus (Wie-
ser 2004). Pilocarpin-induzierte Anfalle wirken ebenfalls sensibel auf die Amygdala,
den Thalamus, den olfaktorischen Kortex, den Neocortex und die Substantia nigra
(Turski et al. 1983). Das experimentelle Vorgehen, die Nagetierspezies, der Stamm,
das Geschlecht, das Alter, die Dosis und die Art von Pilocarpin und eine gegebenen-

falls andere zusatzliche Medikation beeinflussen die Versuchsergebnisse (Curia et al.
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2008). Turski beobachtete bei seinen Versuchstieren (Ratten) die ersten Krampfanfalle
im Alter von sieben bis zwolf Tagen (Turski et al. 1983). Mit zunehmendem Alter von
Uber vier Wochen steigt die Anfalligkeit. Die moglichen Gehirnschadigungen sowie
Verhaltensmuster zeigten sich bei einem Alter von 15 bis 21 Tagen und mit einer Ver-
zdgerung von ein bis zwei Wochen nach dem Status epilepticus (Turski et al. 1983).
Pharmakologisch kénnen Pilocarpin-induzierte Anfalle durch Antiepileptika wie zum
Beispiel Diazepam gestoppt werden (Turski et al. 1983). Im Gegensatz dazu kdnnen
Pharmaka wie zum Beispiel Lithium, Morphin, Aminophyllin, Ethosuximid und Ace-

tazolamid die Anfalle verstarken (Turski et al. 1983).

1.5 Kalium-Kanale

Kalium-Kanale spielen in allen eukaryontischen und prokaryotischen Zellen eine ent-
scheidende Rolle. Sie dienen als wichtiger Bestandteil im Nervengewebe bei der Re-
gulation von Aktionspotenzialen beziehungsweise bei der Einstellung des Ruhememb-

ranpotenzials (Lang et al. 2007).
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N N
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Abbildung 2: Einteilung der Kaliumkanale
Kaliumkanéle bestehen aus vier unabhdngigen Hauptuntereinheiten, die héufig als a-Unterein-
heit bezeichnet werden. Die vier Hauptuntereinheiten ordnen sich symmetrisch um eine Pore
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(Coetzee et al. 1999). Zusétzlich variiert die Anzahl der Transmembran-Doménen je a-Un-
tereinheit. Liegen 2-Transmembran-Doménen vor, handelt es sich um einen einwértsgerichte-
ten Kaliumkanal (Kir-Kanal) (Kéhling und Wolfart 2016; Kubo et al. 2005). Bei vier Transmem-
brandoménen handelt es sich um einen 2-Poren-Domé&ne-Kaliumkanal (K2P) (Kéhling und
Wolfart 2016; Goldstein et al. 2005; Goldstein et al. 2001). Spannungsabhéngige Kaliumka-
néle (Kv-Kanal) bestehen aus sechs Transmembrandoménen (Kéhling und Wolfart 2016; Gut-
man et al. 2003). Bei der letzten Gruppe handelt es sich um die Calcium-abhéngigen Kalium-
kanéle, die ebenfalls entweder bei IKCa und SkCa aus sechs Transmembrandoméanen oder
bei BKCa aus sieben Transmembrandoménen aufgebaut sind (Guéguinou et al. 2014; Kacz-
marek et al. 2017). Neben den a-Untereinheiten kbnnen sich Kaliumkanéle durch verschiede-
ner B-Untereinheiten, Heteromeren und differenzielle Expression stark modifizieren (Coetzee
et al. 1999; Kéhling und Wolfart 2016). Die einwértsgerichteten Kaliumkanéle Kir6.1 und Kir6.2
(rot) sowie die spannungsabhéngigen Kaliumkanéle Kv7.2/KCNQ?2 (rot) wurden in nachfolgen-
der Methode genauer untersucht und immunhistologisch dargestellt.

1.5.1 Kir-Kanile

Bei den Kir-Kanalen handelt es sich um einwartsgerichtete Kaliumkanale. Kir-Kanale
wurden als Erstes in der Skelettmuskulatur entdeckt (Katz B, et al. 1949) und seitdem
in verschiedensten Zelltypen aufgefunden (Hibino et al. 2010). Sie sind wichtig bei der
Stabilisierung des Ruhemembranpotenzials und der Dauer des Aktionspotenzials
(Sakmann und Trube 1984).

Die Fahigkeit des Kaliumeinstroms ist abhangig von einem elektrochemischen Gradi-
enten (Hibino et al. 2010). Der Kaliumeinstrom erfolgt bei einem Membranpotenzial
negativer als beim Kalium-Gleichgewichtspotenzial, bedeutet unter -90 mV (Sakmann
und Trube 1984).

1.5.1.1 ATP-abhéngige Kir-Kanile

ATP-abhangige Kir6.x-Kanale wurden als Erstes in Herzmuskelzellen (Noma 1983;
Sakmann und Trube 1984), anschlieRend in Zellen des Pankreas (Ashcroft und Kakei
1989), in Skelettmuskelzellen (Noma 1983; Sakmann und Trube 1984), in glatter Mus-
kulatur (Beech et al. 1993) und schliel3lich in Nervenzellen (Zawar et al. 1999; Karschin
et al. 1997; Dunn-Meynell et al. 1998) gefunden.

Die ATP-abhangigen-einwartsgerichteten Kaliumkanale Kir6.x bestehen aus zwei
Transmembrandomanen und zwei Hilfsproteinen, den sogenannten Sulfonylharnstoff-
Rezeptoren (SUR) (Aguilar-Bryan et al. 1998).

Im Zuge des Aktionspotenzials erfolgt die Depolarisation durch ATP-abhangigen Nat-

rium-Einstrom (Lang et al. 2007). Dieser intrazellulare ATP-Verbrauch fuhrt zu einer
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Offnung der Kir6.x-Kanale (Tanner et al. 2011). Daraus lasst sich schlielen, dass ATP
die Kir6.x-Kanale geschlossen halt (Hibino et al. 2010).

In nativen Bauchspeicheldriisenzellen (Ashcroft und Kakei 1989) und in Muskelzellen
der Pfortader (Nelson und Quayle 1995) wurde durch das Vorhandensein von Magne-
siumionen die hemmende Wirkung von ATP reduziert. Neben der hemmenden Wir-
kung von Magnesiumionen ergaben Studien, dass NDPs, zum Beispiel ADP, zu einer
Kanal6ffnung beitragen (Dunne und Petersen 1986). Terzic und Tung formulierten
zwei Bindungsstellen, eine hemmende ATP- und eine stimulierende NDP-Bindungs-
stelle (Terzic et al. 1994). NDP soll an beiden Bindungsstellen antagonistisch und a-
gonistisch wirken (Terzic et al. 1994). Die Funktionsweise von NDP kann nur durch
Anwesenheit von Mg2+-lonen gewahrleistet werden, anderenfalls wird die inhibie-
rende Wirkung von intrazellularen ATP verstarkt (Dunne und Petersen 1986; Findlay
1988a, 1988b).

Auf neuronaler Ebene beschrieben Ashford und Boden Wechselwirkungen zwischen
extrazellularer Glucosekonzentration und Kir6.x-Kanalen (Ashford et al. 1990). Dabei
kam es zu einer SchlielBung der Kir6.x-Kanale bei einem Anstieg der extrazellularen
Glucosekonzentration. Des Weiteren erscheint kein ATP-Stoffwechsel fur die Kanal
Schliellung notwendig zu sein. Die SchlielRung erfolgt ebenfalls durch das hydrolysier-
bare ATP-Analogon Adenylylimidodiphosphat (Ashford et al. 1990).

Neben den Glucose-abhangigen neuronalen Zellen wurden ATP-abhangige Kir6.x-Ka-
nale auch in anderen neuronalen Zellen aufgefunden (Zawar et al. 1999). Die Vermu-
tung liegt nahe, dass diese Kanale nur unter schweren metabolischen Zustanden wie
zum Beispiel Anoxie und Ischamie gedffnet werden (Benndorf et al. 1991). Des Wei-
teren wird eine KCNJ11- Mutation, die fur eine Kir6.2-Untereinheit codiert, in Verbin-
dung mit dem DEND-Syndrom (Entwicklungsverzogerung, Epilepsie und Neugebore-
nen-Diabetes) gebracht (Slingerland und Hattersley 2005). Kir-Mutationen werden
trotzdem selten mit Epilepsie verbunden (Kéhling und Wolfart 2016).
Pharmakologische Wechselwirkungen zwischen ATP-abhangigen Kaliumkanalen be-
stehen bei Sulfonylharnstoffen und KCOs (Ashfield et al. 1999; Gribble und Reimann
2003). Alle Medikamente beeinflussen die Sulfonylharnstoff-Rezeptoren (SUR) (Hi-
bino et al. 2010). Bei Sulfonylharnstoffen handelt es sich um Kir6.x-Kanalblocker (Hi-
bino et al. 2010). Dadurch wird ein hypoglykamischer Zustand induziert (Patlak 2002),

was sich wiederum positiv auf die Insulinsekretion auswirkt (Gribble und Reimann
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2003). Sulfonyharnstoffe werden in der Behandlung von Patienten mit Diabetes melli-
tus Typ 2 verwendet (Gribble und Reimann 2003). KCOs sind zum Beispiel Cromaka-
lim, Pinacidil, Nicorandil und Diazoxid (Hibino et al. 2010). Pinacidil, Nicorandil und
Diazoxid fuhren zu einer Vasodilatation der glatten Gefalimuskulatur und zum Blut-
druckabfall (Edwards und Weston 1990).

1.5.2 Spannungsabhangige Kv-Kaliumkanale

Das allgemeine Funktionsprinzip der spannungsabhangigen Kaliumkanale beruht da-
rauf, dass eine Kanal6ffnung unter Na-Einstrom und somit Depolarisation der Zelle
stattfindet. Unter Repolarisation erfolgt die Kanalschlieung (Kim und Nimigean 2016).
Dieser Vorgang ermdglicht eine effektive Weiterleitung elektrischer Signale (Kim und
Nimigean 2016). Zusatzlich kann eine Inaktivierung des Kanals vorgenommen werden.
Dafur sind sogenannte ,Kugel-Domanen® notwendig, die entweder Bestandteil der o-

Untereinheit oder Teil einer -Domane sein kdnnen (Rettig et al. 1992).

1.5.2.1 Spannungsabhingige Kv7-Kanale

Gene, die fur die Gruppe der Kv7-Kanale bzw. KCNQ-Kanale codieren, weisen gehauft
Mutationen auf, die mit schweren Erkrankungen assoziiert sind (Jentsch 2000). Zum
Beispiel kann eine Mutation innerhalb einer Untereinheit des KCNQ1-Kanals zum Ro-
mano-Ward-Syndrom fuhren (Jentsch 2000). Bei Inaktivierung des KCNQ1-Kanals ist
das rezessive Jervell- und Lange-Nielsen-Syndrom die Folge (Jentsch 2000). Patien-
ten leiden bei diesen Krankheiten mitunter an Herzrhythmusstorungen und Taubheit
(Jentsch 2000). Die KCNQ2/3-Kanale interagieren mit dem M-Strom (Wang et al.
1998). Der M-Strom ist ein Kaliumleitwert, der sich langsam aktiviert und deaktiviert
und zur Bestimmung unterschwelliger elektrischer Erregbarkeit von Neuronen beitragt
(Wang und McKinnon 1995). Eine Reduktion von 25 % des M-Stroms und damit eben-
falls des KCNQ2/KCNQ3-Stroms (Jentsch 2000) fuhrt zu einer neonatalen Epilepsie
(Schroeder et al. 1998). Ein Beispiel stellen die benignen familidren Neugeborenen-
krampfe (BFNC) dar (Singh et al. 1999). Die BFNC wird autosomal-dominant vererbt
und charakterisiert sich durch unprovozierte partielle oder generalisierte klonische
Krampfe (Ronen et al. 1993). Ebenfalls mdglich sind Sehstérungen oder Atemstillstand
(Ronen et al. 1993). Die Positionen der Genmutationen fur BFNC wurden dem Chro-
mosom 20q13.3 (Leppert et al. 1989) und Chromosom 8g24 (Biervert et al. 1998) zu-
geordnet. Der KCNQ2-Kanal wurde auf dem Chromosom 20g13.3 und der KCNQ3-
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Kanal auf dem menschlichen Chromosom 8924 identifiziert (Biervert et al. 1998). Des
Weiteren zeigten Beobachtungen, dass eine Stérung der KCNQ2-Kanale bei Mausen
zum Tod fuhrte (Watanabe et al. 2000).

1.6  Zielstellung

Zahlreiche Arbeiten befassten sich mit der Diskrepanz zwischen glutamaterger und y-
Aminobuttersdure (GABA)-ergetischen Ubertragungen (Madsen et al. 2010; Zhan et
al. 2010; Rowley et al. 2012; Ziburkus et al. 2013) und der gesteigerten Genexpression
des einwartsgerichteten Na+- oder Ca2+-Stroms (Keele et al. 2000; Su et al. 2002).
Durch die Entdeckung, dass die Grundlage der benignen familiaren Neugeborenen-
krampfe (BFNC) (Singh et al. 1999) durch eine Reduktion des KCNQ2/KCNQ3-Stroms
(Jentsch 2000) entsteht, wurden Stérungen der Kaliumleitfahigkeit mit der Epileptoge-
nese in Verbindung gebracht. Demzufolge ist die weitere Erforschung zur Beteilung

der Kaliumkanale bei der Epileptogenese von Relevanz.

Folgende Fragestellungen wurden in dieser Arbeit untersucht:

Findet eine Veranderung der Proteinexpression unter chronischer Epilepsie bei ein-
wartsgerichteten ATP-abhangigen Kaliumkanalen Kir6.1 und Kir6.2 sowie bei span-

nungsabhangigen KCNQ2 Kaliumkanalen statt?

Gibt es signifikante Unterschiede der Proteinexpression innerhalb der sieben unter-

suchten Regionen des Hippocampus unter chronischer Epilepsie?

Korreliert das Alter der Tiere mit der Proteinexpression unter chronischer Epilepsie?
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l. Material und Methoden

2.1 Material

Tabelle 1: Fixierung der Praparate

4 % PFA/1xPBS Sigma-Aldrich Chemie | Steinfeld, Deutschland
GmbH

30 % Sucrose/1x PBS Sigma-Aldrich Chemie | Steinfeld, Deutschland
GmbH

Metylbutan Sigma-Aldrich Chemie | Steinfeld, Deutschland
GmbH

Tabelle 2: Histologisches Schnittbild

Kryostat Leica CM3050 S

Leica Biosystems

Wetzlar, Deutschland

Tissue Tek O.T. Com-

pound containing

Sakura Finetek Europe
B.V.

Alphen aan den Rijn, Nie-

derland

Tissue Tek

Standard

Cryomold

Sakura Finetek Europe
B.V.

Alphen aan den Rijn, Nie-

derland

Tabelle 3: Antigen Retrievel Citratpuffer

Tri-Natriumcitrat 2,94 g Merck KGaA Darmstadt, Deutschland
Tween 20; 0,5 ml Sigma-Aldrich Chemie | Steinfeld, Deutschland
GmbH

Tabelle 4: 10xPBS (Phosphate buffered saline) / 11

1370 mM NacCl; 80 g

Carl Roth GmbH + co. KG

Karlsruhe, Deutschland

26,8 MM KCI; 2 g

Carl Roth GmbH + co. KG

Karlsruhe, Deutschland

100 mM Na,HPo, x 2H,0;
14,2 g

Carl Roth GmbH + co. KG

Karlsruhe, Deutschland

11
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Tabelle 5: Primarer Antikorper

0,1 % TritonX-100 Sigma-Aldrich Chemie | Steinfeld, Deutschland
GmbH
Normal Goat Serum Invitrogen Waltham, USA

Anti-Kir 6.1 Antibody

Lot: APC 105AN0402;
Host: Rabit; Type: Polyc-
lonal; Form: Lypophilized

Alomone labs Jerusalem
BioPark

Jersualem, Israel

Anti-Kir 6.2  Antibody
Lot: APCO020AN0402;
Host: Rabit; Type: Polyc-
lonal; Form: Lypophilized

Alomone labs Jerusalem
BioPark

Jersualem, Israel

Anti-KCNQ2 Antibody | Abcam plc Cambridge, Vereinigtes
(ab22897) Konigreich

Host: Rabit; Type: Polyc-

lonal; Form: Lypophilized

Tabelle 6: Sekundare Antikorper

Goat anti-Rabbit IgG, Cy3 | Invitrogen, ThermoFisher | Waltham, USA

Lot: 1891009 SCIENTIFIC

Goat anti-Rabbit Alexa488 | Invitrogen, ThermoFisher | Waltham, USA

Lot: 814817 SCIENTIFIC

ProLong Gold with Dapi | Invitrogen, ThermoFisher | Waltham, USA

Lot: P36931

SCIENTIFIC

Tabelle 7: Mikroskop

Mikroskop
CTR7000 HS

Seriennummer: 302118

Leica

Leica Biosystems

Wetzlar, Deutschland

12
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Leica Application Suite X
(LAS X) Software

Leica Biosystems

Wetzlar, Deutschland

Tabelle 8: Allgemeine Materialien

Wistar Ratten (mannlich)

Charles River Laborato-
ries GmbH

Sulzfeld, Deutschland

24x24 mm, Objekttrager

FIC

Pipetten Spitzen | Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
10 pm

100 pym

200 pm

1000 pym

5000 um

pH-Meter CG840 Schott Instruments GmbH | Mainz, Deutschland
Pinsel 770 Leonhardy GmbH Ndrnberg, Deutschland
Schnellkochtopf  perfect | WMF GmbH Geislingen an der Steige,
plus 4,5 Deutschland
Eppendorfer Tubes Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
1,5 ml

2ml

5ml

Centrifuge 5415 Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Menzel Glaser Superfrost | ThermoFisher SCIENTI- | Waltham, USA

Plus, Objekttrager FIC

Menzel Glaser, ThermoFisher SCIENTI- | Waltham, USA

Grundlegende Laborutensilien wurden von der Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe

verwendet.
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2.2 Methoden

Fur die Versuchsreihe wurden insgesamt 24 mannliche Wistar-Ratten, Herkunft:
Charles River, Sulzfeld, genutzt.

Die Tiere wurden nach den einwartsgerichteten Kaliumkanalen Kir6.1 und Kir6.2 sowie
dem spannungsabhangigen KCNQ2-Kanal in unterschiedlichen Regionen des Hippo-
campus untersucht. Dabei wurden sie aufgeteilt in eine Kontrollgruppe aus elf Tieren
und eine pilocarpinisierte Gruppe aus zwolf Tieren bei den Kanalen Kir6.1 und Kir 6.2.
Bei den KCNQ2-Kanalen gab es zwolf Tiere in der Kontrollgruppe und zwolf Tiere in

der pilocarpinisierten Gruppe.

2.2.1 Pilocarpin-Injektion

Das methodische Vorgehen bei der Pilocarpin-Injektion der Versuchstiere entspricht
dem Bohn-Jerusalem-Protokoll. Entsprechend den Vorgaben des Tierschutzgesetzes
wurden samtliche Behandlungen von Mitarbeitern des Institutes durchgefihrt. Zu-
nachst wurde N-Methyl-Scopolamin injiziert (1 mg/kg KG, 250 pl pro 100 g). Dabei
handelt es sich um einen peripheren Muscarinrezeptor-Antagonisten, der spasmoly-
tisch auf die glatte Muskulatur wirkt. Nach 30 Minuten erfolgt die Pilocarpin-Injektion
(340 mg/kg KG, 250 pl pro 100 g KG). Ein Status epilepticus wird ausgel6st. Nach 40

Minuten wird der epileptische Anfall mittels Diazepam gestoppt.

2.2.2 Praparat-Entnahme und Fixierung

Das Praparat wurde von einem Institutmitarbeiter entnommen und anschlie3end sofort
fixiert. Daflr eignete sich neutral gepufferte 4 %-Paraformaldeydlésung/1xPBS (Phos-
phat gepufferte Kochsalzlosung pH=7,4) (Hantschke und Palmedo). Dabei ist es wich-
tig darauf zu achten, dass das frisch praparierte Gewebe binnen 30 Minuten eingelegt
wird und anschlief3end flr mindestens sechs Stunden verweilt (Lang 2013). Wird dem
nicht nachgegangen, kann es bei verspateter oder zu kurzer Fixierung zu morphologi-
schen Veranderungen, Empfindlichkeit auf die Reagenzien und/oder Temperatur-
schwankungen beim Einbettungsprozess kommen (Lang 2013). Ebenfalls kann eine
zu lange Fixierung zu einer Verbindung von Epitopen fuhren (Lang 2013, S. 278).

Im Anschluss wurden die Praparate durch einen Institutmitarbeiter in 30 %-Sucrose-
Lésung /1 xPBS eingelegt. Ziel ist der Austausch von Wasser mit Sucrose im Praparat.

Dies wird gekennzeichnet durch Absinken des Praparates in der Losung. Das kann je
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nach Grolde des Praparates ein bis funf Tage andauern. Mithilfe der Sucrose wird ein
Gefrierbrand vermieden.

Die Praparate wurden vorsichtig abgetrocknet. Der Kryostat Leica CM3050 S wurde
auf -40 °C gekulhlt. Die Praparate wurden fur eine Minute in sich im Kryostaten befind-
lichen Metylbutan eingelegt, anschlieend abgetrocknet und in Aluminiumfolie ver-

packt. Die Praparate wurden im Anschluss bei -20 °C gelagert.

2.2.3 Histologische Schnittbilder

Nacheinander wurden ganze Hirnpraparate mittels Tissue Tek O.T.C. Compound con-
taining auf einen Objekttrager im Kryostaten fixiert. Bei einigen Praparaten handelte
es sich um 1000 pm dicke Schnitten. Diese wurden in Tissue Tek Cryomold Standard
fixiert. Die Hirnpraparate wurden eingespannt und in 20 pum dicke Scheiben geschnit-
ten. Die Objekttragertemperatur betrug -21 °C und die Kammertemperatur -24 °C. Auf
einen Objekttrager (Thermo Scientific Superfrost Plus, USA) wurde mittels einer 2ml-
Pipette ein Tropfen Aqua dest. appliziert. Der 20 pm dicke histologische Schnitt wurde
mithilfe eines Pinsels aufgebracht und positioniert. Das Wasser wurde mit einer Pipette
vorsichtig abgesaugt und das Praparat anschlief3end uber Nacht bei 4 °C getrocknet.
Die histologischen Schnitte wurden in Kombination mit einer Mitarbeiterin des Instituts
hergestellt.

Durch das Paraformaldehyd kommt es zu Bildung von Methylenbrickenbindung im
Praparat. Dadurch kommt es zu einer Maskierung von Antigenen bzw. deren Epitope.
Antikérper kdnnen unter diesen Umstanden nicht an Antigene binden. Mithilfe eines

Antigenretrievals konnen die Epitope demaskiert werden (Lang 2013, S. 280).

2.2.4 Antigen-Retrieval

Bei dem Antigen-Retrieval wurde nach einem ICH-Antigen-Abrufprotokoll der Firma
abcam vorgegangen. Dabei wurde ein Citratpuffer (10mM Natriumcitrat, 0,05 %
Tween20, pH 6,0) selbststandig herstellt. Pro Durchgang bendétigt man ca. drei Liter
des Puffers. Dafur wurden 8,82 g Tri-Natriumcitrat zu drei Litern Aqua dest. gegeben.
Anschlieflend wurde mit 5N HCI-Lésung ein pH-Wert von 6,0 eingestellt. Zuletzt wur-
den 1,5 ml Tween 20 beigemengt. Der Citratpuffer wurde in einen Schnellkochtopf
geflllt. Der Stander mit den Objekttragern wurde ebenfalls in den Topf gestellt. Der
Inhalt wurde unter Druck (ca. 1,8 bar) fir zehn Minuten gekocht (120 °C) und anschlie-
Rend auf Eis abgekuhilt.
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2.2.5 Antikorper

Im weiteren Ablauf wurde nach einem institutinternen Protokoll gearbeitet. Die Objekt-
trager wurden auf Vollstandigkeit gepruft und dreimal fur zehn Minuten mit 1xPBS ge-
waschen. Anschliel3end erfolgte eine zwanzigminutige Inkubation mit 0,1 % TritonX-
100. TritonX-100 ermdoglicht eine bessere Bindungskapazitat fur den Antikorper. Die-
ser Vorgang wird als Permeabilisierung der Zelle bezeichnet.
Es folgte ein Waschvorgang zweimal flr zehn Minuten mit 1xPBS. Zur Blockade von
unspezifischen Bindungsstellen erfolgte eine sechzigminutige Inkubation mit 10 %
NGS (normal goat serum)/in 1xPBS).
Im darauffolgenden Schritt wurde eine neg. Kontrolle mit 1 % NGS/PBS hergestellit.
Alle primaren Antikérper wurden kurz vor Applikation fur finf Minuten bei 1000 U/min
zentrifugiert. Aus jedem Tier wurden drei Praparate angefertigt.

1. Praparat: 1:100 Kir6.1 in 1 % NGS/PBS

2. Praparat: 1:100 Kir6.2 in 1 % NGS/PBS

3. Praparat: 1:250 KCNQ2 in 1 % NGS/PBS

Die Praparate wurden bei 4 °C Uber Nacht in einer feuchten Kammer inkubiert.

Am darauffolgenden Tag wurden die Objekttrager dreimal flir zehn Minuten mit 1xPBS
gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem fluoreszierenden sekundaren Antikorper.
Bei den Praparaten zur Detektion von Kir6.1 und Kir 6.2 wurde Goat anti-Rabbit IgG,
Cy3; Lot: 1891009; 1:200 in 1 % NGS/PBS und bei KCNQ2 wurde Goat anti-Rabbit
Alexa488; Lot: 814817; 1:200 in 1 % NGS/PBS genutzt. Es folgte eine Inkubation im
Dunkeln fir 1 h bei 37 °C. Anschlie3end wurden alle Objekttrager im Dunkeln dreimal
fur zehn Minuten mit 1XxPBS gewaschen. Zum Schluss wurden die Praparate mit Pro-
Long Gold with Dapi angefarbt. Dabei handelt es sich um ein Gegenfarbemittel fir
DNA, wodurch eine blaue Fluoreszens entsteht (sigmaaldrich). Die Praparate wurden
mit einem Deckglaschen versehen und Uberschissige Flussigkeit vorsichtig entfernt.

Die Praparate wurden im Dunkeln Uber Nacht bei 4 °C getrocknet.

2.2.6 Herstellung der Immunhistologischen Schnittbilder

Im darauffolgenden Schritt wurden die Daten mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops
Leica CTR7000 HS und der Leica Application Suite X (LAS X) Software erarbeitet. Ein

Praparat wurde sowohl in 10-facher und 20-facher als auch in 40-facher Vergrof3erung

16



MATERIAL UND METHODEN

betrachtet. Fur alle weiteren Praparate wurde sich zur klaren Differenzierung aller Re-
gionen des Hippocampus fir die 20-fache VergroRerung entschieden. Es erfolgte die

Aufnahme mehrerer einzelner Bilder, wodurch im Anschluss ein ,Tile Scan“ des Hip-

pocampus hergestellt werden konnte.

Abbildung 3: Beispiel Darstellung Pilocarpintier 799-17 Kir6.1 im Dapi-Kanal
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Abbildung 4: Beispiel Darstellung Pilocarpintier 799-17 Kir6.1 in Cy3 Kanal

Abbildung 5: Beispiel Darstellung Pilocarpintier 650-29 KCNQ2 in Alexa488-Kanal

Es ergaben sich jeweils Bilder im Dapi-Kanal bei einer Exzitationswellenldnge von 340-380 nm
und einer Emissionswellenlénge von 450-490 nm (Abbildung 3). Bei Kir6.1/ Kir6.2 wurde mit
Cy3 als sekunddrem Antikérper gearbeitet. Es ergab sich eine Exzitationswellenldnge von
540-552 nm und einer Emissionswellenldnge von 580-620 nm (Abbildung 4). Zur Darstellung
der KCNQ2-Kanéle wurde mit Alexa488 gearbeitet. Es ergab sich eine Exzitationswellenlénge
von 460-500 nm und eine Emissionswellenlénge von 512-542 nm (Abbildung 5).
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Nach Herstellung der ,Tile scans® wurde eine quantitative Fluoreszenzauswertung vor-
genommen. Daflr wurden in den Regionen Gyrus dentatus Stratum granulosum,
Cornu Ammonis 3, Cornu Ammonis 1, Stratum radiatum, Stratum lacunosum, Stratum
oriens und Gyrus dentatus Stratum moleculare Abschnitte, sogenannte ROIs, einge-
grenzt. Es wurde fur jedes ROI der Mittelwert der Fluoreszenz, die Pixelsumme, die
Flache des ROIs in Pixel und die Flache des ROIs in pm? bestimmt. AnschlieRend

wurde das Verhaltnis zwischen Cy3 bzw. Alexa488 und Dapi berechnet, um die Fluo-

reszenz der Kanalproteine je Zelle zu bestimmen.

Abbildung 6: Beispiel Darstellung Pilocarpintier 799-17 in Dapi-Kanal (links) und Cy3-
Kanal (rechts); Einteilung der ROls

ROI1 stellt dabei Gyrus dentatus Stratum granulosum, ROI2 Cornu Ammonis, ROI3 Cornu
Ammonis 1, ROI4 Stratum radiatum, ROI5 Stratum lacunosum, ROI6 Stratum oriens und ROI7
Gyrus dentatus Stratum moleculare dar.

2.2.7 Statistik

Bei den Messwerten handelt es sich um den Median, das erste Quartil, das zweite
Quartil sowie die Darstellung von Maximum und Minimum aus n unabhangigen Expe-
rimenten. Das Signifikanzniveau fur a liegt standardmafig bei P<0,05. Die Sternchen
in den Abbildungen kennzeichnen * P<0,05, ** P<0,01, und *** P<0,001. Zur zweifak-
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toriellen Varianzanalyse wurde die two way Variance of Analyse (Two way Anova) ge-
nutzt. Mit diesem Signifkanztest wurden Unterschiede zwischen der Pilocarpin- und
der Kontrollgruppe allgemein sowie in Bezug auf die einzelnen Regionen des Hippo-
campus berechnet. Mit dem Kruskal Wallis Test zur Darstellung nicht normal verteilter
Messwerte wurden signifikante Unterschiede je Gruppe, je Kanal und innerhalb aller
Regionen untereinander berechnet. Mittels der Spearman-Korrelation wurde die Al-
terskorrelation ermittelt. Die Sternchen in den Abbildungen kennzeichnen die Signifi-
kanz mit * P<0,05, ** P<0,01, und *** P<0,001. Die statistische Auswertung und grafi-
sche Darstellung erfolgte mittels der SigmaPlot-Software (Version 13.0, Systat Soft-
ware GmbH, Erkrath, Deutschland).
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1. Ergebnisse

Zunachst wurde die Auswirkung der Temporallappenepilepsie auf die Translation von
Kaliumkanalen untersucht. Daflir wurden 24 mannlicher Wistar Ratten in sieben ver-
schiedenen Regionen des Hippocampus auf die einwartsgerichteten Kaliumkanale

Kir6.1 und Kir6.2, sowie auf die spannungsabhangigen KCNQ2 Kanale untersucht.

Primarer
Antikorper

Sekundarer
Antikorper

1:100 Kir6.1
in 1% NGS/PBS
n=11

Goat anti-Rabbit
1gG, Cy3; 1:200

1:100 Kir6.2 in 1%
NGS/PBS
n=11

Goat anti-Rabbit
IgG, Cy3; 1:200

1:250 KCNQ2 in
1% NGS/PBS
n=12

Goat anti-Rabbit
Alexa488; 1:200

Primarer
Antikorper

Sekundarer
Antikorper

1:100 Kir6.1
in 1% NGS/PBS
n=12

Goat anti-Rabbit
1gG, Cy3; 1:200

1:100 Kir6.2 in 1%
NGS/PBS
n=12

Goat anti-Rabbit
IgG, Cy3; 1:200

1:250 KCNQ2 in
1% NGS/PBS
n=12

Goat anti-Rabbit
Alexa488; 1:200

Abbildung 7: Experimentelles Vorgehen

Die Kontrollgruppe (blau) bestand aus insgesamt zwolf Tieren. Dabei wurden fiir Kir6.1 und
Kir6.2 elf Tiere und fiir KCNQZ2 zwolf Tiere benutzt. Jedes Préparat wurde mit einem priméren
und anschlieBend fluoreszierenden sekundéren Antikérper versehen. Das Gleiche gilt fiir die
Pilocarpintiere (rot). Es wurden ebenfalls die verwendeten Konzentrationen angegeben.
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Zum Schluss ergaben sich insgesamt sechs Versuchsgruppen. Die Tabelle 9 zeigt die
Aufteilung der Versuchstiere in eine Kontrollgruppe (n=12) und in eine pilocarpinisierte
Gruppe (n=12). Jedes Tier in jeder Gruppe wurde auf die drei Kaliumkanale Kir6.1,
Kir6.2 und KCNQZ2 untersucht.

Tabelle 9: Gruppeneinteilung

Gruppe Tier Kanal
1. Gruppe Kontrolltier Kir6.1
2. Gruppe Pilocarpintier Kir6.1
3. Gruppe Kontrolltier Kir6.2
4. Gruppe Pilocarpintier Kir6.2
5. Gruppe Kontrolltier KCNQ2
6. Gruppe Pilocarpintier KCNQ2

Mithilfe der quantitativen Fluoreszenzbestimmung in der Immunhistochemie konnte die
Veranderung der Translation der Kaliumkanale dargestellt werden. Jedes Tier, unab-
hangig davon, ob Kontroll- oder Pilocarpintier, wurde in den sieben Regionen des Hip-
pocampus untersucht: Gyrus dentatus Stratum granulosum (#1), Cornu Ammonis 3
(#2), Cornu Ammonis 1 (#3), Stratum radiatum (#4), Stratum lacunosum (#5), Stratum
oriens (#6) und Gyrus dentatus Stratum moleculare (#7). Es ergaben sich Mittelwerte
fir die entstandene Fluoreszens der Kanalproteine (Cy3 fur Kir6.1 und Kir 6.2/
Alexa488 fur KCNQ2) und Mittelwerte fur die Fluoreszens der DNA mithilfe von Dapi
(4',6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid). Daraufhin wurde das Verhaltnis der Mit-
telwerte Cy3/Dapi bzw. Alexa488/Dapi errechnet.

31 Veranderung der Translation bei Temporallappenepilepsie
311 Kir6.1

In der ersten Versuchsreihe wurde die Veranderung der Translation der Kir6.1-Kanal-
proteine zwischen Kontrolltieren und Pilocarpintieren verglichen. Gleichzeitig wurden
die sieben Regionen des Hippocampus nach signifikanten Unterschieden untersucht.

22



ERGEBNISSE

Die Temporallappenepilepsie fihrte zu einer signifikanten Minderung der Translation
der Kanalproteine bei der Pilocarpingruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (P<0.001;
two way of Analysis of Variance, Abbildung 8). Der Median der Kontrollgruppe liegt
bei 1,087 Fluoreszenz der Kanalproteine/ Zellkern (n=77; P; P<0,001; two way Analy-
sis of Variance; Abbildung 8). Das erste Quartil liegt bei 0,633 und das dritte Quartil bei
1,76 Fluoreszenz der Kanalproteine/ Zellkern. Im Vergleich dazu liegt der Median der
Pilocarpingruppe bei ca. 0,813 Fluoreszenz der Kanalproteine/Zellkern (n=84;
P<0,001; two way Analysis of Variance; Abbildung 8). Das erste Quartil liegt bei 0,281
und das dritte Quartil bei 1,345 Fluoreszenz der Kanalproteine/Zellkern. Es konnte
keine signifikante Auswirkung der Regionen innerhalb der Pilocarpin- oder der Kon-

trollgruppe festgestellt werden (P=0,054, two way Analysis of Variance).

k%%

Floureszenz der Kanalproteine/ Zellkern
[y}
1

Kontrolltiere Pilocarpintiere

Abbildung 8: Kir6.1 Vergleich von Kontrollgruppe (blau) und Pilocarpingruppe (rot)

Es ergab eine signifikante Verminderung (P<0,001) der Translation der Kir6.1-Kanéle bei den
Kontrolltieren (blau) im Vergleich zu den epileptischen Pilocarpintieren (rot).

Im Zuge der chronischen Epilepsie entstehen strukturelle Veranderungen des Hippo-
campus, wie zum Beispiel die Moosfasersprossung, der Verlust von Interneuronen und
die ektopische Proliferation von Kérnerzellen (Wieser 2004). Dieser Zelluntergang wird
im Dapi-Kanal verdeutlicht. Eine geringe Blaufarbung korreliert mit einem geringen
DNA-Gehalt und somit einem Zelluntergang. Mit dem sekundaren Antikérper Cy3 wird

die Fluoreszenz der Kanalproteine von Kir6.1-Kanalen prasentiert. Eine geringe Grun-
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farbung korreliert mit einer geringeren Konzentration an Kanalproteinen. Im immunhis-
tologischen Schnittbild zeigt sich in der Pilocarpingruppe eine geringere Blau- und

Grinfarbung als in der Kontrollgruppe.

-
-
Abbildung 9: Gegeniiberstellung Kontroll- (A und C) und Pilocarpintier (B und D) mit
primaren Antikorper Kir6.1 im Dapi-Kanal (blau) und Cy3 Kanal (griin)

Abbildung A zeigt den Hippocampus eines Kontrolltieres (Nr. 650-34) im Dapi-Kanal zur
Darstellung von DNA. Abbildung B zeigt den Hippocampus eines pilocarpinisierten Tieres (Nr.
650-24) im Dapi-Kanal. In Abbildung B zeigt sich eine geringere durschnittliche DNA-
Konzentration als in Abbildung A. Besonders deutlich wird die DNA-Reduktion im Bereich des
Gyrus dentatus Stratum granulosum und im Stratum lacunosum. Grund dafir ist die
chronische Epilepsie, die zum Zelluntergang im Hippocampus fiihrt (Wieser 2004).
Demgegentiber steht in Abbildung C und D dargestellt die Floureszenz der Kanalproteine der
Kir6.1-Kanéle des Kontrolltiers (Nr. 650-34) (Abbildung C) und des pilocarpiniserten Tiers (Nr.

650-24) (Abbildung D). Bei diesem Beispiel ist die Floureszenz der Kanalproteine der Kir6.1-
Kanéle des Kontrolltiers durchschnittlich stérker als beim pilocarpinisierten Tier.

Zusatzlich wurde mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests eine einfaktorielle Varianzanalyse

vorgenommen. Es konnte keine signifikante Veranderung der Translation der Kir6.1-
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Kanalproteine zwischen den einzelnen Regionen innerhalb der Kontrollgruppe festge-
stellt werden (n=11; P=0,401; Kruskal-Wallis-test; Abbildung 10). Ebenfalls konnte

keine signifikante Veranderung der Translation der Kir6.1-Kanalproteine zwischen den

einzelnen Regionen innerhalb der Pilocarpingruppe festgestellt werden (n=12;
P=0,815; Kruskal-Wallis-Test; Abbildung 11).

Floureszenz der Kanalproteine/ Zellkern

[¢)]

o

[ ] [ ]
[} (]
(]
[ ]
#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7
Region

#1 Gyrus dentatus Stratum
granulosum

#2 Cornu ammonis 3

#3 Cornu ammonis 1

#4 Stratum radiatium

#5 Stratum lacunosum

#6 Stratum oriens

#7 Gyrus dentatus Stratum

moleculare

Abbildung 10: Darstellung aller Regionen des Hippocampus Kontrolltieres (blau) Kir 6.1

Es liegt keine signifikante Verdnderung der Translation der Kir6.1-Kanalproteine zwischen den
einzelnen Regionen innerhalb der Kontrollgruppe (blau) vor (n=11; P=0,401).

Floureszenz der Kanalproteine/ Zellkern

5

iliians

Region

#1 Gyrus dentatus Stratum
granulosum

#2 Cornu ammonis 3

#3 Cornu ammonis 1

#4 Stratum radiatium

#5 Stratum lacunosum

#6 Stratum oriens

#7 Gyrus dentatus Stratum

moleculare

Abbildung 11: Darstellung aller Regionen des Hippocampus Pilocarpintieres (rot) Kir

6.1

Es liegt keine signifikante Verdnderung der Translation der Kir6.1-Kanalproteine zwischen den
einzelnen Regionen innerhalb der Pilocarpingruppe (rot) vor (n=12; P=0,815)
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Innerhalb der Regionen Cornu Ammonis 3, Cornu Ammonis 1 und Stratum oriens tra-
ten die starksten Unterschiede zwischen Kontrolltieren und Pilocarpintieren auf. Der

Mittelwert des Verhaltnisses von Cy3/Dapi ist in diesen drei Regionen bei den Pilocar-

pintieren niedriger als bei den Kontrolltieren.

Abbildung 12: Kontrolltier (Nr. 650-34) Dapi-Aufteilung einzelner Regionen

Représentatives Beispiel fiir die Kontrollgruppe der Kir6.1-Kanéle im Dapi-Kanal. Die Regio-
nen Stratum oriens (Abbildung A), Cornu Ammonis 1 (Abbildung B) und Cornu Ammonis 3
(Abbildung C) der Kontrollgruppe zeigen eine héhere DNA-Konzentration als in der Pilocarpin-

gruppe.
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Abbildung 13:Kontrolltier (Nr. 650-34) Cy3-Aufteilung einzelner Regionen
Représentatives Beispiel fiir die Kontrollgruppe der Kir6.1-Kanéle im Cy3-Kanal. Die Regionen
Stratum oriens (Abbildung A), Cornu Ammonis 1 (Abbildung B) und Cornu Ammonis 3 (Abbil-
dung C) der Kontrollgruppe zeigen eine stédrkere Floureszenz der Kanalproteine als in der Pi-
locarpingruppe.

Abbildung 14: Pilocarpintier (Nr. 650-24) Dapi-Aufteilung einzelner Regionen
Représentatives Beispiel fiir die Pilocarpingruppe der Kir6.1-Kanéle im Dapi-Kanal. Die Regi-
onen Stratum oriens (Abbildung A), Cornu Ammonis 1 (Abbildung B) und Cornu Ammonis 3
(Abbildung C) der Pilocarpingruppe zeigen eine geringere DNA-Konzentration als in der Kon-
trollgruppe.
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Abbildung 15: Pilocarpintier (Nr. 650-24) Cy3-Aufteilung einzelner Regionen
Représentatives Beispiel fiir die Pilocarpingruppe der Kir6.1-Kanéle im Cy3-Kanal. Die Regi-
onen Stratum oriens (Abbildung A), Cornu Ammonis 1 (Abbildung B) und Cornu Ammonis 3
(Abbildung C) der Pilocarpingruppe zeigen eine geringere Floureszenz der Kanalproteine als
in der Kontrollgruppe.
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3.1.2 Kir6.2

Die Temporallappenepilepsie flhrte zu einer signifikanten Minderung der Translation
der Kir6.2-Kanalproteine (P<0,004; two way Analysis of Variance; Abbildung 16). Der
Median der Kontrollgruppe liegt bei 0,247 Fluoreszenz der Kanalproteine/Zellkern
(n=77; P<0,004; two way Analysis of Variance; Abbildung 16). Das erste Quartil liegt
bei 0,183 und das dritte Quartil bei 0,324 Fluoreszenz der Kanalproteine/Zellkern. Im
Vergleich dazu liegt der Median der Pilocarpingruppe bei ca. 0,258 Fluoreszenz der
Kanalproteine/ Zellkern (n=84; P<0,004; two way Analysis of Variance; Abbildung 16).
Das erste Quartil liegt bei 0,138 und das dritte Quartil bei 0,312 Fluoreszenz der Ka-
nalproteine/Zellkern. Es konnte keine signifikante Auswirkung der Regionen auf die
Pilocarpin- oder die Kontrollgruppe festgestellt werden (P=0,778, two way Analysis of

Variance).

-
(8]

* %

1,0 1 L

0,8 1

0,6

0,4

0,2

Floureszenz der Kanalproteine/ Zellkern

0,0

Kontrolltiere Pilocarpintiere

Abbildung 16: Kir6.2-Vergleich zwischen Kontrollgruppe (blau) und Pilocarpingruppe
(rot)

Es ergab eine signifikante Verminderung (P=0,004) der Translation der Kir6.2-Kanéle bei den
Kontrolltieren (blau) im Vergleich zu den epileptischen Pilocarpintieren (rot).
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Im immunhistologischen Schnittbild zeigt sich in der Pilocarpingruppe eine geringere

Blau- und Grunfarbung als in der Kontrollgruppe.
.
.

Abbildung 17: Gegeniiberstellung Kontroll (A und C)- und Pilocarpintier (B und D) mit
primarem Antikorper Kir6.2 im Dapi-Kanal (blau) und Cy3-Kanal (griin)

Abbildung A zeigt den Hippocampus eines Kontrolltieres (Nr. 650-34) im Dapi-Kanal zur
Darstellung von DNA. Abbildung B zeigt den Hippocampus eines pilocarpinisierten Tieres (Nr.
799-12) im Dapi-Kanal. In Abbildung B zeigt sich eine geringere durchschnittliche DNA-
Konzentration als in Abbildung A. Besonders deutlich wird die DNA-Reduktion im Bereich des
Gyrus dentatus Stratum granulosum und im Stratum lacunosum. Grund dafiir ist die
chronische Epilepsie, die zum Zelluntergang im Hippocampus fiihrt. Demgegentiber steht in
Abbildung C und D dargestellt die Floureszenz der Kanalproteine der Kir6.2-Kanéle des
Kontrolltiers (Nr. 650-34) (Abbildung C) und des pilocarpiniserten Tiers (Nr. 799-12) (Abbildung
D). Bei diesem Beispiel ist die Floureszenz der Kanalproteine der Kir6.2-Kanéle des
Kontrolltiers durchschnittlich stéarker als beim pilocarpinisierten Tier.

Zusatzlich wurde mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests eine einfaktorielle Varianzanalyse
vorgenommen. Es konnte keine signifikante Veranderung der Translation der Kir6.2-
Kanalproteine zwischen den einzelnen Regionen innerhalb der Kontrollgruppe festge-
stellt werden (n=11; P=0,27; Kruskal-Wallis-test; Abbildung 18 ). Ebenfalls konnte
keine signifikante Veranderung der Translation der Kir6.2-Kanalproteine zwischen den
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einzelnen Regionen innerhalb der Pilocarpingruppe festgestellt werden (n=12;
P=0,623; Kruskal-Wallis-Test; Abbildung 19).

-
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08 - #3 Cornu ammonis 1
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#6 Stratum oriens

Floureszenz der Kanalproteine/ Zellkern

0.4 1 #7 Gyrus dentatus Stratum
moleculare
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Abbildung 18: Darstellung der einzelnen Regionen des Hippocampus Kontrolltiers
Kir6.2

Es liegt keine signifikante Verdnderung der Translation der Kir6.2-Kanalproteine zwischen den
einzelnen Regionen innerhalb der Kontrollgruppe (blau) vor (n=11; P=0,27).
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Abbildung 19: Darstellung der einzelnen Regionen des Hippocampus Pilocarpintiers
(rot) Kir6.2

Es liegt keine signifikante Verdnderung der Translation der Kir6.2-Kanalproteine zwischen den
einzelnen Regionen innerhalb der Pilocarpingruppe (rot) vor (n=12; P=0,623)
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Innerhalb der Regionen Stratum radiatum und Gyrus dentatus Stratum moleculare tra-
ten die starksten Unterschiede zwischen Kontrolltieren und Pilocarpintieren auf. Der
Mittelwert des Verhaltnisses Cy3/Dapi ist in diesen zwei Regionen bei den Pilocarpin-

tieren niedriger als bei den Kontrolltieren.

Abbildung 20: Kontrolltier (Nr. 650-34) Dapi Auftreilung einzelner Regionen
Représentatives Beispiel fiir die Kontrollgruppe der Kir6.2-Kanéle im Dapi-Kanal. Die Regio-
nen Stratum radiatum (Abbildung A) und Gyrus dentatus Stratum moleculare (Abbildung B)
der Kontrollgruppe zeigen eine hbhere DNA-Konzentration als in der Pilocarpingruppe.

Abbildung 21: Kontrolltier (Nr.650-34) Cy3-Aufteilung der einzelnen Regionen

Représentatives Beispiel fiir die Kontrollgruppe der Kir6.1-Kanéle im Cy3-Kanal. Die Regionen
Stratum radiatum (Abbildung A) und Gyrus dentatus Stratum moleculare (Abbildung B) der
Kontrollgruppe zeigen eine stérkere Floureszenz der Kanalproteine als in der Pilocarpin-

gruppe.
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E A

Abbildung 22: Pilocarpintier (Nr.799-12) Dapi-Aufteilung der einzelnen Regionen
Représentatives Beispiel fiir die Pilocarpingruppe der Kir6.2-Kanéle im Dapi-Kanal. Die Regi-
onen Stratum radiatum (Abbildung A) und Gyrus dentatus Stratum moleculare (Abbildung B)
der Pilocarpingruppe zeigen eine geringere DNA-Konzentration als in der Kontrollgruppe.

E A

Abbildung 23: Pilocarpintier (Nr.799-12) Cy3-Aufteilung der einzelnen Regionen
Représentatives Beispiel flir die Pilocarpingruppe der Kir6.2-Kanéle im Cy3-Kanal. Die Regi-
onen Stratum radiatum (Abbildung A) und Gyrus dentatus Stratum moleculae (Abbildung B)
der Pilocarpingruppe zeigen eine geringere Floureszenz der Kanalproteine als in der Kontroll-
gruppe.
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3.1.3 KCNQ2

Die Temporallappenepilepsie flihrte zu einer signifikanten Minderung der Translation
der KCNQ2-Kanalproteine. Der Median der Kontrollgruppe liegt bei 0,076 Fluoreszenz
der Kanalproteine/Zellkern (n=84; P; P<0,001; two way Analysis of Variance; Abbil-
dung 24). Das erste Quartil liegt bei 0,056 und das dritte Quartil bei 0,253 Fluoreszenz
der Kanalproteine/Zellkern. Im Vergleich dazu liegt der Median der Pilocarpingruppe
bei ca. 0,065 Fluoreszenz der Kanalproteine/Zellkern (n=84; P<0,001; two way Analy-
sis of Variance; Abbildung 24). Das erste Quartil liegt bei 0,056 und das dritte Quartil
bei 0,072 Fluoreszenz der Kanalproteine/Zellkern. Es konnte keine signifikante Aus-
wirkung der Regionen auf die Kontroll- oder Pilocarpingruppe festgestellt werden
(P=0,487, two way Analysis of Variance).
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Floureszenz der Kanalproteine/ Zellkern
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0,0 T T
Kontrolltiere Pilocarpintiere

Abbildung 24: KCNQ2 Vergleich zwischen Kontrollgruppe (blau) mit Pilocarpingruppe
(rot)

Es ergab eine signifikante Verminderung (P<0,001) der Translation der KCNQ2-Kanéle bei
den Kontrolltieren (blau) im Vergleich zu den epileptischen Pilocarpintieren (rot).
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Im immunhistologischen Schnittbild zeigt sich in der Pilocarpingruppe eine geringere

Blau- und Rotfarbung als in der Kontrollgruppe.
-
-

Abbildung 25: Gegeniiberstellung Kontroll- (A und C) und Pilocarpintier (B und D) mit
primdrem Antikorper KCNQ2 im Dapi-Kanal (blau) und Alexa488-Kanal (rot)

Abbildung A zeigt den Hippocampus eines Kontrolltiers (Nr. 799-44) im Dapi-Kanal zur
Darstellung von DNA. Abbildung B zeigt den Hippocampus eines pilocarpinisierten Tiers (Nr.
799-17) im Dapi-Kanal. In Abbildung B zeigt sich eine geringere durchschnittliche DNA-
Konzentration als in Abbildung A. Besonders deutlich wird die DNA-Reduktion im Bereich des
Gyrus dentatus Stratum granulosum. Grund dafiir ist die chronische Epilepsie, die zum
Zelluntergang im Hippocampus fiihrt. Demgegendiiber steht in Abbildung C und D dargestellt
die Floureszenz der Kanalproteine der KCNQZ2-Kanéle des Kontrolltiers (Nr. 799-44)
(Abbildung C) und des pilocarpinisierten Tiers (Nr. 799-17) (Abbildung D). Bei diesem Beispiel
geht aus dem Bildern nicht hervor, ob das Kontrolltier oder das Pilocarpintier eine stéarkere
Fluoreszenz der Kanalproteine der KCNQ2-Kanéle besitzt.

Zusatzlich wurde mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests eine einfaktorielle Varianzanalyse
vorgenommen. Es konnte keine signifikante Veranderung der Translation der KCNQ2-
Kanalproteine zwischen den einzelnen Regionen innerhalb der Kontrollgruppe festge-
stellt werden (n=12; P=0,202; Kruskal-Wallis-Test; Abbildung 26). Daflur konnte eine

signifikante Auswirkung der Regionen innerhalb der Pilocarpingruppe ermittelt werden.
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Es erfolgte eine signifikante Hochregulation der Translation der KCNQ2-Kanalproteine
im Gyrus dentatus Stratum moleculare (n=12; P<0,001; one way Analysis of Vari-
ance;Abbildung 27), im Stratum oriens (n=12; P<0,001; one way Analysis of Variance;
Abbildung 27), im Cornu Ammonis 1 (n=12; P=0,001; one way Analysis of Variance;
Abbildung 28), im Cornu Ammonis 3 (n=12; P=0,002; one way Analysis of Variance;
Abbildung 28) und im Stratum radiatum (n=12; P=0,006; one way Analysis of Variance;
Abbildung 30) im Vergleich zum Gyrus dentatus Stratum granulosum. Die Translation
von KCNQ2-Kanalproteinen des Gyrus dentatus Stratum moleculare ist signifikant ho-
her als im Stratum lacunosum (n=12; P<0,001; one way Analysis of Variance; Abbil-
dung 29). Es erfolgte eine signifikante Hochregulation der Translation der KCNQ2-Ka-
nalproteine im Stratum oriens im Vergleich zum Stratum lacunosum (n=12; P=0,045;

one way Analysis of Variance; Abbildung 29).
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° °
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#7 Gyrus dentatus Stratum
moleculare
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Floureszenz der Kanalproteine/ Zellkern

#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7

Region

Abbildung 26: Darstellung der einzelnen Regionen des Hippocampus Kontrolltiers
KCNQ2

Es liegt keine signifikante Verdnderung der Translation der KCNQZ2-Kanalproteine zwischen
den einzelnen Regionen innerhalb der Kontrollgruppe (blau) vor (n=12; P=0,202).
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Vergleich Gyrus dentatus Stratum moleculare (rot) mit Gyrus dentatus Stratum granu-
losum (rot gestreift) Pilocarpintier KCNQ2-Kanal (links)

Es ergab eine signifikante Vermehrung (P<0,001) der Translation der KCNQ2-Kanéle der Pi-
locarpintiere im Gyrus dentatus Stratum moleculare (rot) im Vergleich zum Gyrus dentatus
Stratum granulosum (rot gestreift) (links).

Vergleich Stratum oriens (rot) und Gyrus dentatus Stratum granulosum (rot gestreift)
Pilocarpintier KCNQ2-Kanal (rechts)

Es ergab eine signifikante Vermehrung (P<0,001) der Translation der KCNQZ2-Kanéle der Pi-
locarpintiere im Stratum oriens (rot) im Vergleich zum Gyrus dentatus Stratum granulosum (rot
gestreift) (rechts).
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Abbildung 28:

Vergleich Cornu Ammonis 1 (rot) mit Gyrus dentatus Stratum granulosum (rot gestreift)
Pilocarpintier KCNQ2-Kanal (links)

Es ergab eine signifikante Vermehrung (P=0,001) der Translation der KCNQZ2-Kanéle der Pi-
locarpintiere im Cornu Ammonis 1 (rot) im Vergleich zum Gyrus dentatus Stratum granulosum
(rot gestreift) (links).

Vergleich Cornu Ammonis 3 (rot) und Gyrus dentatus Stratum granulosum (rot gestreift)
Pilocarpintier KCNQ2-Kanal (rechts)

Es ergab eine signifikante Vermehrung (P=0,002) der Translation der KCNQ2-Kanéle der Pi-
locarpintiere im Cornu Ammonis 3(rot) im Vergleich zum Gyrus dentatus Stratum granulosum
(rot gestreift) (rechts).
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Abbildung 29:
Vergleich Gyrus dentatus Stratum moleculare (rot) mit Stratum lacunosum (rot gestreift)
Pilocarpintier KCNQ2-Kanal (links)

Es ergab eine signifikante Vermehrung (P<0,001) der Translation der KCNQ2-Kanéle der Pi-
locarpintiere im Gyrus dentatus Stratum moleculare (rot) im Vergleich zum Stratum lacunosum
(rot gestreift) (links).

Vergleich Stratum oriens (rot) und Stratum lacunosum (rot gestreift) Pilocarpintier
KCNQ2-Kanal (rechts)

Es ergab eine signifikante Vermehrung (P=0,045) der Translation der KCNQ2-Kanéle der Pi-
locarpintiere im Stratum oriens (rot) im Vergleich zum Stratum lacunosum(rot gestreift)
(rechts).
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Abbildung 30: Vergleich Stratum radiatum mit Gyrus dentatus Stratum granulosum Pi-
locarpintier KCNQ2-Kanal

Es ergab eine signifikante Vermehrung (P=0,006) der Translation der KCNQZ2-Kanéle der Pi-
locarpintiere im Stratum radiatum (rot) im Vergleich zum Gyrus dentatus Stratum granulosum
(rot gestreift).

Innerhalb der Regionen Stratum radiatum, Cornu Ammonis 3 und Cornu Ammonis 1
traten die starksten Unterschiede zwischen Kontrolltieren und Pilocarpintieren auf. Der
Mittelwert des Verhaltnisses Alexa488/Dapi ist in diesen zwei Regionen bei den Pilo-

carpintieren niedriger als bei den Kontrolltieren. Es liegt keine Signifikanz vor.
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Abbildung 31: Kontrolltier (Nr. 799-44) Dapi-Aufteilung einzelner Regionen

Représentatives Beispiel fiir die Kontrollgruppe der KCNQ2-Kanéle im Dapi-Kanal. Die Regi-
onen Cornu Ammonis 1 (Abbildung A), Stratum radiatum (Abbildung B) und Cornu Ammonis
3 (Abbildung C) der Kontrollgruppe zeigen eine hbhere DNA-Konzentration als in der Pilocar-

pingruppe.

Abbildung 32: Kontrolltier (Nr.799-44) Alexa488 Aufteilung der einzelnen Regionen
Représentatives Beispiel fiir die Kontrollgruppe der KCNQ2-Kanéle im Alexa 488-Kanal. Die
Regionen Cornu Ammonis 1 (Abbildung A), Stratum radiatum (Abbildung B) und Cornu Am-
monis 3 (Abbildung C) der Kontrollgruppe zeigen eine stédrkere Fluoreszenz der Kanalproteine
als in der Pilocarpingruppe.
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Abbildung 33: Pilocarpintier (Nr. 799-17) Dapi-Aufteilung der einzelnen Regionen

Représentatives Beispiel fiir die Pilocarpingruppe der KCNQ2-Kanéle im Dapi-Kanal. Die Re-
gionen Cornu Ammonis 1 (Abbildung A), Stratum radiatum (Abbildung B) und Cornu Ammonis
3 (Abbildung C) der Pilocarpingruppe zeigen eine niedrigere DNA-Konzentration als in der

Kontrollgruppe.

Abbildung 34: Pilocarpintier (Nr. 799-17) Alexa488-Aufteilung der einzelnen Regionen
Représentatives Beispiel fiir die Pilocarpingruppe der KCNQZ2 Kanéle im Alexa 488-Kanal. Die
Regionen Cornu Ammonis 1 (Abbildung A), Stratum radiatum (Abbildung B) und Cornu Am-
monis 3 (Abbildung C) der Pilocarpingruppe zeigen eine geringere Fluoreszenz der Kanalpro-
teine als in der Kontrollgruppe.
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3.2

In Tabelle 10 dargestellt ist die Korrelation zwischen dem Alter der Tiere und dem

Alterskorrelation

Verhaltnis aus Fluoreszenz der Kanalproteine/ Zellkern. Dabei wurde die Spearman
Korrelation fur nicht normalverteilte Datensatze genutzt. Eine signifikante Alterskorre-
lation besteht innerhalb aller Regionen bei den Kaliumkanalen Kir6.1 und Kir6.2 bei
den Pilocarpintieren, innerhalb aller Regionen bei den Kaliumkanalen KCNQ2 von

Kontrolltieren und bei den Kaliumkanalen KCNQ2 der Pilocarpintiere im Gyrus denta-

tus Stratum granulosum und moleculare.

Kir6.1 Kir6.2 KCNQ2

Kon- Pilocar- |Kontroll- | Pilocar- | Kontroll- | Pilocar-

trolltier | pintier tier pintier |tier pintier
Gyrus dentatus Stratum
granusolum 0,037 [-0,950*** | 0,449 -0,602* |-0,622* |0,870***
Cornu Ammonis 3 -0,293 |-0,921*** -0,060 [-0,624* [-0,756** | 0,181
Cornu Ammonis 1 -0,110 |-0,906*** |-0,009 |-0,595* |-0,696* | 0,029
Stratum radiatum 0 -0,805*** | -0,009 -0,587* | -0,763** | -0,044
Stratum lacunosum -0,146 |-0,848*** | 0,270 -0,631* |-0,837*** | 0,058
Stratum oriens -0,375 |-0,812*** -0,334 [-0,761** | -0,717** |-0,087
Gyrus dentatus Stratum
moleculare -0,087 [-0,928*** | 0,352 -0,573* |-0,749** |0,616*

Tabelle 10: Alterskorrelation von Kir6.1; Kir6.2; KCNQ2

Die Fluoreszenz der Kanalproteine von Kir6.1 je Zellkern aller untersuchten Pilocarpintiere
sinkt mit zunehmendem Alter in allen untersuchten Regionen hoch signifikant (P<0,001).
Die Fluoreszenz der Kanalproteine von Kir6.2 je Zellkern aller untersuchten Pilocarpintiere
sinkt mit zunehmendem Alter im Stratum oriens (P<0,01) und in den sechs weiteren Regionen
(P<0,05) signifikant.

Die Fluoreszenz der Kanalproteine von KCNQZ2 je Zellkern aller untersuchten Kontrolltiere
sinkt mit zunehmendem Alter im Gyrus dentatus Stratum granulosum und Cornu Ammonis 1
(P<0,05), im Cornu Ammonis 3, Stratum radiatum, Stratum oriens und Gyrus dentatus Stratum
moleculare (P<0,01) und im Stratum lacunosum (P<0,001) signifkant. Die Fluoreszenz der
Kanalproteine von KCNQ?2 je Zellkern aller untersuchten Tiere steigt mit zunehmendem Alter
im Gyrus dentatus Stratum granulosum (P<0,001) und im Gyrus dentatus Stratum moleculare
(P<0,05) signifkant.
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V. Diskussion

4.1 Translationale Veranderungen von Kaliumkanalen bei chronischer Epilepsie

Die mesiale Temporallappenepilepsie ist eines der haufigsten Epilepsiesyndrome
(Berkovic et al. 1996). Atiologisch scheinen vor allem Funktionsstérungen des Hippo-
campus, die durch eine neuronale Ubererregbarkeit entstehen, fiir fokale Anfalle ver-
anlagt zu sein (Schwartzkroin 1986). Andere Ursachen fir eine mesiale Temporallap-
penepilepsie sind zum Beispiel genetische Faktoren (Crompton et al. 2010), Tumore,
Infektionen, Traumata und die Hippocampussklerose (Tatum 2012). Die Hippocam-
pussklerose zeigt sich typischerweise durch eine Moosfasersprossung und eine Ver-
anderung der Neuropeptid-Y (NPY)-Fasernetzwerke im Gyrus dentatus (Thom et al.
2009). Zahlreiche Arbeiten befassten sich mit der Diskrepanz zwischen glutamaterger
und y-Aminobuttersaure (GABA)-ergetischen Ubertragungen (Madsen et al. 2010;
Zhan et al. 2010; Rowley et al. 2012; Ziburkus et al. 2013) und der gesteigerten Gen-
expression des einwartsgerichteten Na+- oder Ca2+-Stroms (Keele et al. 2000; Su et
al. 2002). Durch die Entdeckung, dass die Grundlage der benignen familiaren Neuge-
borenenkrampfe (BFNC) durch eine Reduktion des KCNQ2/KCNQ3-Stroms (Singh et
al. 1999) entstehen, wurden Stérungen der Kaliumleitfahigkeit mit der Epileptogenese
in Verbindung gebracht.

Experimentell ist das Pilocarpin-Tiermodell fir die Rekapitulation der chronischen me-
sialen Temporallappenepilepsie geeignet (Curia et al. 2008). Durch Pilocarpin entste-
hen strukturelle Veranderungen des Hippocampus wie zum Beispiel die Moosfa-
sersprossung, der Verlust von Interneuronen und die ektopische Proliferation von Kor-
nerzellen des Gyrus dentatus (Wieser 2004).

Kaliumkanale sind wichtig bei der Stabilisierung des Ruhemembranpotenzials und der
Dauer des Aktionspotenzials (Sakmann und Trube 1984) und ein Bestandteil der Epi-
leptogenese (Singh et al. 1999). Aus diesem Grund wurden die Proteinexpression der
einwartsgerichteten Kaliumkanale Kir6.1 und Kir6.2 sowie der spannungsabhangige
KCNQ2-Kanal untersucht. Es wurden insgesamt 24 Wistar-Ratten (zwdlf Pilocarpin-
tiere, zwoIf Kontrolltiere) innerhalb der sieben verschiedenen Regionen des Hippocam-
pus (Gyrus dentatus Stratum granulosum, Cornu Ammonis 3, Cornu Ammonis 1, Stra-
tum radiatum, Stratum lacunosum, Stratum oriens und Gyrus dentatus Stratum

moleculare) immunhistologisch betrachtet. Dabei wurde das Verhaltnis aus dem se-
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kundaren Antikorper Cy3/Dapi fur Kir6.1- und Kir6.2-Kanale bzw. dem sekundaren An-
tikdrper Alexa488/Dapi fur KCNQ2-Kanale berechnet. Dapi (4',6-Diamidino-2-pheny-
lindol-dihydrochlorid) ist ein Gegenfarbemittel fur DNA (sigmaaldrich). Mittels dieser

Methode wurde der Zelluntergang durch die chronische Epilepsie herausgerechnet.

411 Kir6.1 und Kir6.2

Einwartsgerichtete Kaliumkanale sind in zentralen Neuronen vorhanden (Karschin et
al. 1997; Dunn-Meynell et al. 1998; Zawar et al. 1999). Da ATP die Kir6.x-Kanale ge-
schlossen halt (Hibino et al. 2010), fuhrt der ATP-Verbrauch durch die Depolarisation
der Zelle wahrend des Aktionspotenzials zu einer Offnung der Kir6.x-Kanale (Tanner
et al. 2011). Allerdings besteht die Vermutung, dass diese Kanale nur unter schweren
metabolischen Zustanden wie zum Beispiel Anoxie und Ischamie gedffnet werden
(Benndorf et al. 1991). In dieser Arbeit wurden die Kir6.1- und Kir6.2-Kanale unter-
sucht. Die Ergebnisse entsprechen der aktuellen Studienlage. Es ergab eine signifi-
kante Herunterregulation der Proteinexpression der Kir6.1- und Kir6.2-Kanale unter
chronischer Epilepsie. Die einzelnen Regionen des Hippocampus weisen keine signi-
fikanten Unterschiede auf. Ein Vergleich ist somit nicht notwendig. Unterstutzend be-
schrieb Ruiz 2011 eine Herunterregulation des mRNA-Spiegels der SUR1-Unterein-
heit Abcc8 der einwartsgerichteten Kaliumkanale unter chronischer Epilepsie (Ruiz et
al. 2011). Die mRNA wurde unbeachtet der Regionen des Hippocampus vollstandig
entnommen und mittels PCR entschlUsselt. Im Vergleich zu dieser Arbeit wurden Spra-

gue—Dawley-Ratten und keine Wistar-Ratten genutzt.

Es stellt sich die Frage, welche Auswirkungen die Herunterregulation der einwartsge-
richteten ATP-abhangigen Kaliumkanale mit sich bringt. Tanner stellte fest, das ein-
wartsgerichtete ATP-abhangige Kaliumkanale an der langsamen Nachhyperpolarisa-
tion beteiligt sind (Tanner et al. 2011). Das ist interessant, weil die Herunterregulation
der Kir6.x-Kanale zu einer kirzeren langsamen Nachhyperpolarisation und schlussfol-

gernd zu einem verlangerten Erregungszustand der Zellen flihren konnte.

Henze formulierte eine Frequenzabhangigkeit fiir die Spike-Ubertragung von Kdrner-
zellen des Gyrus dentatus zu den Pyramidenzellen der Cornu Ammonis 3 (Henze et
al. 2002). Er erlauterte, dass einzelne Spikes der Kornerzellen keine Spikes in Pyra-
midenzellen induzieren kdnnen, aber hochfrequente Spikes, die moglicherweise bei

Anfallsepisoden vorliegen konnten, dazu in der Lage seien (Henze et al. 2002). Tanner
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beschrieb eine durch Spikes induzierte anhaltende Offnung von einwartsgerichteten
Kaliumkanalen (Tanner et al. 2011). Diese kénnten zu einer Begrenzung der Erre-
gungsausbreitung im Gyrus dentatus dienen (Tanner et al. 2011). Folglich kdnnte die
in dieser Arbeit ermittelte Herunterregulation der Proteinexpression von Kir6.1- und
Kir6.2-Kanalen unter chronischer Epilepsie einen Bestandteil der Erregungsausbrei-

tung von den Kornerzellen zu den Pyramidenzellen darstellen.

Mutationen von Genen, codierend fur Kir6.2 oder SUR1, stehen in Verbindung zu ne-
onatalem Diabetes mellitus (Flanagan et al. 2006). Mutationsbedingt erfolgt eine Her-
abregulation der Sensitivitat gegentber ATP bei ATP-abhangigen einwartsgerichteten
Kaliumkanalen in den B-Zellen des Pankreas (Gloyn et al. 2004). Daraus folgt, dass
trotz eines hohen Glucosespiegels beziehungsweise daraus resultierendem hohen
ATP-Spiegels die Kaliumkanale gedtffnet bleiben und eine Insulinfreisetzung verhindert
wird (Gloyn et al. 2004). Parallel tritt bei bis zu 30 % der Patienten ein leichtes DEND-
Syndrom auf, gepragt durch Entwicklungsverzdgerung, Muskelhypotonie, Autismus,
Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitatsstérung und dem bereits erlauterten neonata-
len Diabetes mellitus (Franco et al. 2015). Ein schweres DEND-Syndrom beschrankte
sich auf weniger als 5 % der Erkrankten (Pipatpolkai et al. 2020). Patienten mit dieser
Form leiden zusatzlich an Epilepsie (Slingerland und Hattersley 2005). Die Therapie
bei neonatalem Diabetes mellitus besteht aus Sulfonylharnstoffen oder Gliniden (Pi-
patpolkai et al. 2020). Dabei handelt es sich um ATP-abhangige Kaliumkanal-Blocker,
die durch eine SchlieBung der Kaliumkanale zu einem Anstieg der Insulinsekretion
fuhren (Pipatpolkai et al. 2020). In dieser Arbeit wurde eine Herabregulation von Kir6.1-
und Kir6.2-Kanalen unter chronischer Epilepsie beobachtet. Die Vermutung wurde auf-
gestellt, dass durch eine Herabregulation bedingte verringerte Hyperpolarisation zu
einer starkeren Erregbarkeit der Zellen fuhrt. Schlussfolgernd kénnte die Verwendung
eines Kaliumkanal-Blockers zu einer Unterbindung der Kir6.1- und Kir6.2-bedingten
Hyperpolarisation fuhren und damit den Erregungszustand weiter erhdhen. Ein nega-
tiver Einfluss von Sulfonylharnstoffen in der Epilepsieforschung erfolgte mittels Gliben-
clamid. Shafaroodi und Mitarbeiter untersuchten die antikonvulsive Wirkung des Di-
uretika Triamteren (Shafaroodi et al. 2016). Sie kamen zu dem Ergebnis, dass Triam-
teren in hohen Konzentrationen (10, 20 und 40 mg/kg) zu einer Verlangerung der La-
tenzzeit zwischen klonischen Anfallen sowie zu einer allgemeinen Reduktion von An-

fallen fuhrt (Shafaroodi et al. 2016). Die Untersuchung erfolgte am intraperitonealen
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Pentylentetrazol (PTZ)-Modell (Shafaroodi et al. 2016). Anschlieend injizierten sie am
sechsten Tag 60 Minuten vor intravendser Pentylentetrazol-Gabe Glibenclamid
(Shafaroodi et al. 2016). Dieses blockierte die anatikonvulsive Wirkungen von Triam-
teren (Shafaroodi et al. 2016). Shafaroodi und Mitarbeiter vermuten, dass die antikon-
vulsive Wirkung von Triamteren mit ATP-abhangigen Kaliumkanalen in Verbindung
steht (Shafaroodi et al. 2016). Inwiefern allerdings Glibenclamid neuronal direkt ATP-
abhangige Kaliumkanale blockiert, ist nicht bekannt. Lediglich Pipatpolkai und Mitar-
beiter beschrieben den Fortbestand der neurologischen Defizite bei einer Langzeitthe-
rapie mit Sulfonylharnstoffen (Pipatpolkai et al. 2020). Moglicherweise haben Sulfonyl-
harnstoffe eine fehlende oder sehr geringe Liquordurchgangigkeit, wodurch es zu kei-

ner Veranderung der Epilepsie kommt.

41.2 KCNQ2

Die Ergebnisse dieser Arbeit entsprechen der aktuellen Studienlage. Cooper und Mit-
arbeiter ermittelten 2001 somatische KCNQ2-Kanale auf zahlreichen Zellen des Hip-
pocampus (Cooper et al. 2001). Dabei war die Konzentration der KCNQ2-Kanale von
Interneuronen hoéher als in Pyramiden- bzw. Kdrnerzellen (Cooper et al. 2001). Gri-
gorov und Mitarbeiter unterstitzten diese Aussage durch einen PCR-Nachweis von
KCNQ2-Kanalen bei Ratten in allen inhibitorischen Interneuronen des Hippocampus
(Grigorov et al. 2014). In dieser Arbeit konnte eine hoch signifikante starke Herunter-
regulation der KCNQ2-Kanale unter chronischer Epilepsie in allen sieben beschriebe-
nen Regionen des Hippocampus festgestellt werden. Dieses Ergebnis erweitert die
Uberlegungen von Maslarova und Mitarbeiter. Sie beschrieb eine Herunterregulation
der Proteinexpression von KCNQ2-Kanalen mittels Immunhistochemie an Wistar-Rat-
ten im entorhinalen Cortex (Maslarova et al. 2013). Sie vermutete, dass die Grundlage
fur die Herunterregulation von KCNQ2-Kanalen auf den durch chronische Epilepsie
bedingten starken Neuronenuntergang zurtckzufiihren sei (Maslarova et al. 2013). In
dieser Arbeit kann flr die sieben untersuchten Regionen des Hippocampus diese Hy-
pothese verneint werden, da durch die Ermittlung des Verhaltnisses aus der Fluores-
zenz der Kanalproteine je Zellkern der Faktor des Zelluntergags rechnerisch eliminiert
wurde. Auch interessant sind die Ergebnisse von Bievert und Mitarbeiter 1998. Er be-
schreibt die durch eine Mutation des Chromosoms 20q13.3 des KCNQ2-Kanals aus-

geldsten autosomal-dominant vererbten benignen familiaren Neugeborenenkrampfe
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(BFNC) (Biervert et al. 1998). Die Mutation des Chromosoms 20q13.3 fuhrten zu ei-
nem Funktionsverlust des KCNQ2-Kanals (Biervert et al. 1998).

Was ist jedoch die Folge aus der Herunterregulation von KCNQ2-Kanalen im Hippo-
campus? Durch eine Herunterregulation kann ein verminderter Kaliumausstrom und
somit eine geringe Hyperpolarisation der Zelle vermutet werden (Grunnet et al. 2014,
Maslarova et al. 2013). Daraus folgt eine leichte Depolarisation der Zellen und damit
eine erhdhte Erregbarkeit mit steigender Anfallsbereitschaft (Grunnet et al. 2014;
Maslarova et al. 2013). Des Weiteren ist bewiesen, dass die KCNQ2-Kanale mit dem
M-Strom interagieren (Wang et al. 1998). Der M-Strom ist ein Kaliumleitwert, der sich
langsam aktiviert und deaktiviert und zur Bestimmung unterschwelliger elektrischer Er-
regbarkeit von Neuronen beitragt (Wang und McKinnon 1995). Der M-Kanal kann das
wiederholte Auftreten von neuronalen Aktionspotenzialen verhindern (Munro und
Dalby-Brown 2007). Eine Reduktion von 25 % des Stroms und damit ebenfalls des
KCNQ2-Stroms (Jentsch 2000) fuhrt zu einer neonatalen Epilepsie (Schroeder et al.
1998). Den vorliegenden Ergebnissen stehen verschiedene Varianten gegeniber, bei
denen es zu einer Zunahme des Kaliumstroms durch verzogerte SchlieBung des
KCNQ2-Kanals kommt (Mulkey et al. 2017; Niday und Tzingounis 2018). Diese Muta-
tionen sind zunachst in ihrer Funktionsweise unverstandlich, da das Antikonvulsivum
Retigabin ein KCNQ2-Kanaloffner ist und somit therapeutisch den Kaliumausstrom
verstarkt (Rostock et al. 1996). Das Medikament wurde letztendlich wegen zu starker
Nebenwirkungen zurtickgezogen (Daniluk et al. 2016). Miceli formulierte die Hypo-
these, dass eine durch KCNQ2-Kanal bedingte verstarkte Hyperpolarisation von Inter-
neuronen des Hippocampus zu einer starkeren Erregbarkeit der nachfolgenden Haupt-
zelle fuhrt (Miceli et al. 2015), denn bei der Kontrollgruppe zeigte sich eine Blockade
von nachfolgenden Aktionspotenzialen durch bestehende Interneuronenaktivitat
(Miceli et al. 2015). Der Fakt, dass, wie bereits zu Beginn erwahnt, KCNQ2-Kanale in
inhibitorischen Interneuronen des Hippocampus vorkommen, unterstitzt diese Hypo-
these (Grigorov et al. 2014; Cooper et al. 2001).

Ergaben sich signifikante Veranderungen der Proteinexpression von KCNQ2-Kanalen
unter chronischer Epilepsie innerhalb der sieben untersuchten Regionen des Hippo-
campus? Ja, es konnten signifikante Veranderungen wahrgenommen werden. Fest-
zustellen ist eine signifikant hdhere Konzentration an KCNQ2-Kanalproteinen im Gyrus

dentatus Stratum moleculare, im Stratum oriens, im Cornu Ammonis 1 und im Cornu
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Ammonis 3 im Vergleich zum Gyrus dentatus Stratum granulosum. Das bedeutet, es
liegen signifikant weniger KCNQ2-Kanalproteine in Kérnerzellen als in Pyramidenzel-
len und Interneuronen vor. Cooper und Mitarbeiter wiesen an zehn mannlichen C5736-
Mausen mittels Immunhistochemie unterschiedliche Konzentrationen an KCNQ2-Ka-
nalproteinen nach (Cooper et al. 2001). Diese Tiere konnten als Kontrolltiere deklariert
werden. Cooper und Mitarbeiter ermittelten eine insgesamt malige Konzentration an
KCNQ2-Kanalproteinen im Stratum oriens, im Stratum radiatum, im Stratum lacuno-
sum und im Gyrus dentatus Stratum molculare (Cooper et al. 2001). Diese Konzentra-
tionen waren hoher als im Gyrus dentatus Stratum granusolum und im Stratum pyra-
midale (Cornu Ammonis 1-3) (Cooper et al. 2001). Das ist interessant, weil in dieser
Arbeit unter chronischer Epilepsie ebenfalls eine signifikant hdhere Konzentration an
Interneuronen besteht als an Kornerzellen. Ein moglicher Verdacht, dass lediglich der
Zelluntergang durch chronische Epilepsie zu diesen Verhaltnissen fuhrt, ist zu vernei-
nen, da zur Erhebung der statistischen Daten das Verhaltnis aus der Fluoreszenz der
Kanalproteine je Zellkern ermittelt wurde. Der Faktor des Zelluntergangs kann somit
eliminiert werden. Weitere Arbeiten, in denen die einzelnen Regionen des Hippocam-

pus aufgeschlusselt wurden, konnten nicht gefunden werden.
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4.2 Alterskorrelation

4.2.1 Kir6.1 und Kir6.2

In dieser Arbeit wurde eine signifikante Reduktion der Kir6.1- und Kir6.2-Kanalproteine
mit zunehmendem Alter der Wistar-Ratten festgestellt. Folglich misste es mit zuneh-
mendem Alter zu einer weiteren Abnahme der Hyperpolarisation und somit zu einer
Zunahme des Erregungszustands kommen. Entsprechende Vordaten sind nicht be-

kannt. Eine weitere Untersuchung auf diesem Gebiet ist ratsam.

4.2.2 KCNQ2

Epileptische Anfalle treten mit einer Wahrscheinlichkeit von 1 bis 4 von 1000 Neuge-
borenen in den ersten Lebenstagen auf (Shellhaas 2019; Pisani et al. 2018; Glass et
al. 2016). Unterschiedliche Ursachen werden vermutet. Katsarou und Mitarbeiter be-
schreiben altersspezifische Unterschiede des neuronalen Netzwerks, der synapti-
schen Reife, dem Grad der Myelinisierung, der lonenhomoostase, der glialen Entwick-
lung und der Expressions- und Signalmuster gangiger Neurotransmitter und deren Sig-
nalwege im Gehirn als potenzielle Ursache (Spoto et al. 2021; Katsarou et al. 2018).
Praziser formulierten Bender und Mitarbeiter als mdgliche Ursachen altersspezifische
KCNQ-Isoformen, alternatives Spleilien oder Interaktion mit den metabotropen GA-
BAA-Rezeptoren (Bender und Baram 2008; Katsarou et al. 2018). Die GABAa-Rezep-
toren fihren in adulten Zellen mithilfe eines Na-K-Cl-Kotransporters durch einen Chlo-
ridionen-Einstrom zur Hyperpolarisation der Zellen (Galanopoulou 2010, 2008; Briggs
und Galanopoulou 2011). In juvenilen Zellen ist ein K-Cl-Kotransporter vorherrschend,
der durch Chloridionen-Ausstrom zu einer Depolarisation der Zelle flhrt (Galanop-
oulou 2010, 2008; Briggs und Galanopoulou 2011). Des Weiteren zeigt das Gehirn
Neugeborener standige Entwicklungsveranderungen, die zu einer Ubererregbarkeit
des Gehirns und folglich zu einer hdheren Anfallbereitsschaft fihren (Katsarou et al.
2018). Ein Beispiel fur genetisch bedingte Neugeborenepilepsie sind die benignen fa-
miliaren Neugeborenenkrampfe (BFNC) (Jentsch 2000). Die BFNC wird autosomal-
dominant vererbt und charakterisiert sich durch unprovozierte partielle oder generali-
sierte klonische Krampfe (Ronen et al. 1993). Die Position der Genmutationen fur
BFNC wurden dem Chromosom 20q13.3 (Leppert et al. 1989) und Chromosom 8q24

(Biervert et al. 1998) zugeordnet. Der KCNQ2-Kanal wurde auf dem Chromosom
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20913.3 und der KCNQ3-Kanal auf dem menschlichen Chromosom 8q24 identifiziert
(Biervert et al. 1998).

In dieser Arbeit konnte eine Zunahme der KCNQ2-Kanalproteine mit zunehmendem
Alter der Wistar-Ratten im Gyrus dentatus Stratum granulosum und Gyrus dentatus
Stratum moleculare beobachtet werden. Folglich kommt es zu einer Zunahme von
KCNQ2-Kanalproteinen in Kérnerzellen und Gyrus dentatus Interneuronen. Die altes-
ten Tiere in dieser Arbeit waren 229 Tage (7,6 Monate) alt. Eine mdgliche Folge dieser
Zunahme konnte eine Reduktion von epileptischen Anfallen mit zunehmendem Alter
sein, da die Hyperpolarisation der Zelle verstarkt wird und die Erregbarkeit sinken
koénnte. Die von Bender und Mitarbeiter formulierten altersspezifischen KCNQ-Isofor-
men (Bender und Baram 2008) kdnnten deshalb infrage gestellt werden. Des Weiteren
konnte eine Abnahme der Proteinexpression von KCNQ2-Kanalen innerhalb aller Re-
gionen bei den Kontrolltieren festgestellt werden, was wiederum ihre Notwendigkeit fur
die adulte neuronale Erregungsweiterleitung infrage stellen kénnte. Die genauen Ur-

sachen sind noch nicht geklart und bedurfen weiterer Forschung.
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V. Zusammenfassung

Die mesiale Temporallappenepilepsie ist eines der haufigsten Epilepsiesyndrome
(Berkovic et al. 1996). Besonders Funktionsstorungen des Hippocampus, die durch
eine neuronale Ubererregbarkeit entstehen, scheinen fiir fokale Anfélle veranlagt zu
sein (Schwartzkroin 1986). Bis heute sind noch nicht alle funktionellen Veranderungen,
die zu einer mesialen Temporallappenepilepsie fuhren kénnen, geklart. Deshalb wer-
den in dieser Arbeit die sieben Regionen (Gyrus dentatus Stratum granulosum, Cornu
Ammonis 3, Cornu Ammonis 1, Stratum radiatum, Stratum lacunosum, Stratum oriens
und Gyrus dentatus Stratum moleculare) des Hippocampus untersucht. Das Pilocar-
pin-Modell ist ein wichtiger Motor zum Verstandnis der Pathogenese von mesialer
Temporallappenepilepsie (Curia et al. 2008). Es zeigt die Symptome und Folgen der
chronischen Epilepsie (Curia et al. 2008) und wurde in dieser Arbeit genutzt. Zahlrei-
che Arbeiten beschaftigten sich mit der atiologischen Beteiligung von Kaliumkanalen
bei Epilepsie. Zum Beispiel fuhrt eine KCNQ2-Mutation auf dem Chromosom 20q13
zu benignen familiaren Neugeborenenkrampfen (BFNC) (Singh et al. 1999; Biervert et
al. 1998). Des Weiteren wird eine KCNJ11-Mutation, die fur eine Kir6.2-Untereinheit
codiert, in Verbindung mit DEND-Syndrom (Entwicklungsverzogerung, Epilepsie und
Neugeborenen-Diabetes) gebracht (Slingerland und Hattersley 2005).

In dieser Arbeit wurden die Veranderungen der Proteinexpression von den einwarts-
gerichteten ATP-abhangigen Kaliumkanalen Kir6.1 und Kir6.2 und von dem span-
nungsabhangigen KCNQ2-Kanal unter chronischer Epilepsie untersucht. Es fand eine
signifikante Herunterregulation der Proteinexpression bei allen drei Kanalen unter
chronischer Epilepsie statt. Dieses Ergebnis entspricht der aktuellen Studienlage. Zu-
satzlich zeigten sich beim KCNQ2-Kanal signifikante Unterschiede innerhalb der un-
tersuchten Regionen unter chronischer Epilepsie. Festzustellen ist eine signifikant ho-
here Konzentration an KCNQ2-Kanalproteinen im Gyrus dentatus Stratum moleculare,
im Stratum oriens, im Cornu Ammonis 1 und im Cornu Ammonis 3 im Vergleich zum
Gyrus dentatus Stratum granulosum. Das bedeutet, es liegen signifikant weniger
KCNQ2-Kanalproteine in Kornerzellen als in Pyramidenzellen und Interneuronen vor.
Weitere Studien, die regionale Veranderungen der Kaliumkanale des Hippocampus
unter chronischer Epilepsie registrierten, wurden nicht gefunden.

Im Anschluss wurde eine Alterskorrelation innerhalb der Kanale unter chronischer Epi-
lepsie und Kontrolltier untersucht. Eine signifikante Alterskorrelation besteht innerhalb

aller Regionen bei den Kaliumkanalen Kir6.1 und Kir6.2 unter chronischer Epilepsie,
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innerhalb aller Regionen bei den Kaliumkanalen KCNQ2 von Kontrolltieren und bei
den Kaliumkanalen KCNQ2 unter chronischer Epilepsie im Gyrus dentatus Stratum
granulosum und moleculare. Entsprechende Vordaten zur Alterskorrelation sind bei
Kir6.1 und Kir6.2 nicht bekannt. Die Zunahme des KCNQ2-Kanals unter chronischer
Epilepsie kann eine mogliche Ursache fur die Altersspezifitat der Neugeborenenepilep-

sie darstellen.
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VL.

Thesen

. Die mesiale Temporallappenepilepsie ist eines der haufigsten Epilepsiesyn-

drome.

. Bis heute sind noch nicht alle funktionellen Veranderungen, die zu einer mesi-

alen Temporallappenepilepsie fuhren konnen, geklart.

Mithilfe des Pilocarpin-Modells kénnen Symptome und Folgen der chronischen
Epilepsie dargstellt werden. Sie erleichtern das Verstadndnis der Pathogenese
von mesialer Temporallappenepilepsie.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine signifikante Herunterregulation der
Proteinexpression bei Kir6.1, Kir6.2 und KCNQ2 Kanalen unter chronischer Epi-
lepsie.

Der KCNQ2-Kanal zeigt signifikante Unterschiede innerhalb der untersuchten
Regionen unter chronischer Epilepsie. Festzustellen ist eine signifikant hohere
Konzentration an KCNQ2-Kanalproteinen im Gyrus dentatus Stratum molecu-
lare, im Stratum oriens, im Cornu Ammonis 1 und im Cornu Ammonis 3 im Ver-
gleich zum Gyrus dentatus Stratum granulosum.

Durch eine Herunterregulation kann ein verminderter Kaliumausstrom und so-
mit eine geringe Hyperpolarisation der Zelle vermutet werden. Daraus folgt eine
leichte Depolarisation der Zellen und damit eine erhdhte Erregbarkeit mit stei-

gender Anfallsbereitschaft.

. Mit zunehmenden Alter sinkt die Konzentration an Kir6.1- und Kir6.2-Kanalen

in allen untersuchten Regionen signifikant.

. Entsprechende Vordaten zur Alterskorrelation sind bei Kir6.1 und Kir6.2 nicht

bekannt.

. Mit zunehmenden Alter steigt die Konzentration an KCNQ2-Kanalen im Gyrus

dentatus Stratum granulosum und im Gyrus dentatus Stratum moleculare sig-

nifikant.

10.Die Zunahme des KCNQ2-Kanals unter chronischer Epilepsie kann eine mog-

liche Ursache flr die Altersspezifitdt der Neugeborenenepilepsie darstellen.
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