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Einleitung

1 EINLEITUNG

Epilepsien sind haufige neurologische Erkrankungen. Insbesondere die fokalen
Epilepsien, bei denen die Anfalle in einer umschriebenen Region des Gehirns
entstehen, stellen eine klinisch und wissenschaftlich grol3e Herausforderung dar.
Bei den fokalen Epilepsien weist vielfach die sogenannte Hippokampus-Formation
innerhalb des Schlafenlappens (Temporallappenepilepsie, TLE) pathologische
Veranderungen auf. Haufig sind junge Menschen betroffen, bei welchen nach
kindlichen Fieberkrampfen oder einem einmaligen Status epilepticus (SE), sowie
einer darauf  folgenden jahrelangen anfallsfreien Latenz- oder
Epileptogenesephase, chronisch wiederkehrende epileptische Anfalle auftreten.
Zahlreiche  Patienten  entwickeln im Laufe der Erkrankung eine
Pharmakoresistenz, so dass sich epileptische Anfélle durch eine medikamentdse
Therapie nur unzureichend beherrschen lassen. Diesen pharmakoresistenten
Patienten bietet die neurochirurgische Entfernung des epileptogenen Herdes eine
Therapieoption, die zumeist zu einer erfolgreichen Anfallskontrolle fuhrt. Die dort
gewonnenen bioptischen Praparate erlauben einen einzigartigen Zugang zu
humanem Gehirngewebe, welches flir neuropathologische, molekulare und
elektrophysiologische Untersuchungen zur Verfigung steht. Neuropathologisch
findet man ein charakteristisches Schadigungsmuster, welches unter dem Begriff
der Ammonshornsklerose (AHS) zusammengefasst wird. Diese beinhaltet
zellulare und strukturelle Phanomene der Reorganisation in der Hippokampus-
Formation und resultiert in eine Imbalance zwischen Hemmung und Erregung der
entsprechenden  Nervenzellpopulationen. Als  wesentliche pathologische
Verdnderungen auf zellularer Ebene haben sich innerhalb der Hippokampi mit
AHS aberrierende Expressions- und Verteilungsmuster verschiedener
Neurotransmitter-Rezeptoren und lonenkanalen gezeigt, wobei insbesondere
distinkte Kalziumionenkanale und metabotrope Glutamatrezeptoren von einer
funktionellen Relevanz sind. Chirurgisch gewonnene humane Hippokampus-
Praparate von Patienten mit pharmakoresistenter TLE spiegeln naturgemafd ein
Spéatstadium der Erkrankung mit multiplen Sekundarphanomenen wider, welche
von pathogenetisch relevanten Veranderungen zu unterscheiden sind. Humane
Hippokampus-Praparate, die frihen Entwicklungsstadien der TLE entstammen,

sind aus offensichtlichen Grinden nicht verfigbar. Daher erlauben Tiermodelle fir
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TLE einen Einblick in dieses pathogenetisch hochrelevante
Epileptogenesestadium. Uber die Verwendung transgener Mausmodelle bietet
sich eine weitere Option, die funktionelle Bedeutung einzelner lonenkanale und
Neurotransmitter-Rezeptoren fir die TLE detailliert zu untersuchen.
Entsprechende Ansatze erforderten die Entwicklung neuartiger Analysemethoden,
welche in dieser Arbeit zur Anwendung kamen. Im Folgenden seien die klinischen,
molekularpathologischen und tierexperimentellen Grundlagen dieser Ansétze

dargestellt.
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2 UBERSICHT

2.1 Epileptische Anfalle, Epilepsien und Status epilepticus

2.1.1 Epileptische Anfalle

Epileptische Anfalle stellen die klinische Manifestation einer abnormen und
exzessiven Entladung von Neuronenverbanden im Gehirn dar. Sie haben ein sehr
vielfaltiges klinisches Erscheinungsbild mit den gemeinsamen Merkmalen:
plotzliches Auftreten und eine zeitliche Begrenzung auf Sekunden bis Minuten
(ILAE, 1989). Das Entstehen solcher abnormen Entladungsmuster kann durch
erworbene pathologische Veranderungen oder genetische Faktoren bedingt sein,
die zu einer Stérung des Gleichgewichts zwischen exzitatorischen und
inhibitorischen Einflissen auf die Neurone gefuhrt haben. Im epileptischen Anfall
kdnnen neben Bewusstseinsanderungen motorische, sensorische, autonome oder
psychische Symptome auftreten. Bleibt die epileptische Aktivitdt auf eine Region
des Gehirnes, einen sogenannten epileptischen Fokus begrenzt, werden die
Anfélle als fokal bezeichnet. Klinisch &ufR3ert sich diese Art von Anféllen als
unwillkirliche Bewegung einzelner Muskelgruppen. Kommen zu einem solchen
Anfall Bewusstseinsstorungen hinzu, spricht man von einem komplex-fokalen
Anfall. Dehnen sich die epileptogenen Entladungen uber den Fokus hinaus auf
das gesamte Gehirn aus, so wird dies als sekundare Generalisierung bezeichnet.
Fur priméar generalisierte Anfélle ist die von Beginn an diffuse Auspragung der

epileptischen Aktivitat Gber beide Grol3hirnhemisphéren kennzeichnend.

2.1.2 Epilepsien

Epilepsien und epileptische Syndrome, die durch das wiederholte Auftreten
mindestens zweier spontaner Krampfanfalle gekennzeichnet sind, zahlen zu den
haufigsten Erkrankungen des zentralen Nervensystems (ZNS). Sie werden nach
verschiedenen Auspragungsformen im klinischen und elektroenzephalografischen
Bild und nach lhrer Atiologie eingeteilt. Die Internationale Liga gegen Epilepsie
(ILAE) veroffentlichte hierzu 1989 einen Vorschlag zur Klassifizierung von
Epilepsien und epileptischen Syndromen (ILAE, 1989). In dieser Klassifikation
werden Epilepsien in lokalisationsbezogene und generalisierte Formen unterteilt.

In jeder Gruppe wird weiterhin zwischen symptomatischen, idiopathischen und
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kryptogenen Epilepsien differenziert. Neben fokalen und generalisierten Epilepsien
kommen noch unklassifizierbare Epilepsien und spezielle Syndrome vor.

Bei nur etwa 25% aller Epilepsien kann eine Ursache in Form einer Erkrankung
oder Lasion des Gehirnes festgestellt werden. Diese sind demnach
symptomatisch, wobei offene Kopfverletzungen, Schlaganfalle, Schadel-Hirn-
Traumen, degenerative Gehirnerkrankungen, Infektionen des ZNS und postnatale
Komplikationen die haufigsten Ausldser sind (Hauser et al., 1993; Herman, 2002).
Mit zunehmender Schwere der Kopfverletzung steigt das Risiko, Monate oder
Jahre nach dem Insult eine Epilepsie zu entwickeln (Annegers et al., 1980). Als
ein weiterer Epilepsie auslosender Faktor kommt auch epileptische Anfallsaktivitat
in Form eines Status epilepticus (SE) in Frage (s. S. 6). Auch einzelne, wahrend
der Kindheit vorkommende epileptische Anfalle, die aufgrund ihres einmaligen
Auftretens nicht als Epilepsie definiert werden, beginstigen die Entwicklung einer
Epilepsie in spateren Jahren (Annegers et al., 1986; Rocca et al., 1987; Shinnar et
al., 2002). Bei diesen Anfallen handelt es sich i. d. R. um Fieberkrampfe (Bender
et al., 2004). Die Atiologie und das Alter beim Auftreten des Anfalls sind hierbei
entscheidend fur die Prognose einer spateren Epilepsie (Ramos Lizana et al.,
2000). Eine Epilepsie wird als idiopathisch bezeichnet, wenn sie auf genetischen
Faktoren basiert. Diese tritt meistens in Abhangigkeit vom Lebensalter auf.
Befindet sich eine Mutation in Genen, die fur lonenkandle kodieren, spricht man
von einer Kanalopathie. Hierbei fuhren Mutationen zu einem verédnderten
Verhalten der Kanéle. Daraus resultiert eine geénderte lonenleitfahigkeit und
somit eine geédnderte Erregbarkeit des betroffenen Gewebes zum Beispiel der
Nervenzellen. Der Begriff kryptogen beschreibt eine Epilepsie, der zwar vermutlich
eine organische Ursache zu Grunde liegt, diese jedoch unbekannt ist.

Es ist bekannt, dass innerhalb weniger Stunden nach einem induzierten
Anfallsgeschehen zahlreiche Gene aktiviert werden, die ihrerseits Uber
verschiedene Mechanismen zu langfristigen plastischen Veranderungen im Gehirn
fuhren. Die Anzahl von Genen, die mdoglicherweise eine Bedeutung fur die
neuronale Plastizitat haben, wird auf 500 - 1000 geschatzt (Nedivi et al., 1993).

Die Pravalenz von Epilepsien variiert stark zwischen den einzelnen Studien, da
diesen sehr unterschiedliche Populationen und Protokolle zugrunde liegen, so
dass sie schwer zu bestimmen ist. Ca. 0,4 - 1% der Bevdlkerung leiden an

Epilepsien (Sander, 2003). Von allen Betroffenen zeigen ca. 30 - 50% fokale
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Anfalle (Lavados et al., 1992; Hauser et al., 1993; Olafsson et al., 1996; Prats et
al.,, 1999), so dass diese Art der Anfélle den am haufigsten vertretenen
klassifizierbaren Anfallstyp darstellt.

Die Inzidenz der Epilepsie betragt in industrialisierten Landern 5
Neuerkrankungen auf 10000 Personen pro Jahr, wobei Manner haufiger
erkranken als Frauen (Hauser et al., 1993). Aul3erdem ist das Risiko an Epilepsie
zu erkranken altersabhangig. So erkranken Kleinkinder und alte Menschen
haufiger als Personen mittleren Alters (Hauser et al., 1993).

Die Prognose fur Epilepsie ist allgemein als gut zu bezeichnen. Mehr als zwei
Drittel aller Patienten zeigen durch eine Medikation eine Remission, definiert als
anfallsfreie Zeit Uber funf Jahre (Annegers et al., 1979; Shorvon et al., 1982;
Shinnar et al., 2002). 10 — 20% der Betroffenen weisen eine ungewisse Prognose
auf (Sander, 1993), da bei diesen Patienten nach Absetzen der Medikamente
erneut epileptische Anfélle auftreten, so dass die medikamentdse Therapie
lebenslang fortgesetzt werden muss. Die verbleibenden 20 — 30% der an Epilepsie
erkrankten Menschen zeigen trotz einer entsprechenden medikamentdsen
Behandlung weiterhin spontane Anfalle, daher ist bei ihnen die Prognose als
schlecht zu beurteilen (Elger et al., 1993; Sander, 1993; Schmidt et al., 2005).
Dieser Zustand wird gemeinhin als pharmakoresistent bezeichnet, wobei es
allerdings keine allgemein anerkannte Definition dieses Begriffes gibt. In der Regel
wird dieser Begriff verwendet, wenn unter einer adaquaten Behandlung mit
Antikonvulsiva, keine Verbesserung des Krankheitsbildes auftritt (Juul-Jensen et
al., 1983; Leppik, 1992; Alving, 1995). Von den Patienten mit komplex-fokalen
Anfallen gelten bis zu 70% als pharmakoresistent (Juul-Jensen et al., 1983;
Schmidt, 1984; Leppik, 1992).

Ein Problem der medikamentdsen Langzeittherapie sind die nicht erwiinschten
Wirkungen der Antikonvulsiva. Nahezu alle verfigbaren Wirkstoffe weisen mehr
oder weniger schwerwiegende Nebenwirkungen auf (Leppik, 2001). Als besonders
kritisch ist das teratogene Potenzial einiger Antikonvulsiva wie Valproat und
Carbamazepin zu sehen. lhr Einsatz bei schwangeren Frauen ist mit einem
deutlich erhohten Risiko fur das Auftreten von kongenitalen Fehlbildungen
verbunden (Samren et al., 1997; Duncan, 2007).

Betrachtet auf die Grundbevélkerung, zeigen Epileptiker eine zwei- bis dreimal

hohere Mortalitatsrate (Hauser et al., 1980; Forsgren et al., 2005), wobei zu den
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haufigsten Todesursachen Neoplasien, Bronchopneumonien, Herz- und
Gefallerkrankungen sowie Unfalle, des Weiteren Ertrinken oder Selbstmord
gehoren (Annegers et al., 1984).

In der Veterinarmedizin stellen Epilepsien die haufigsten chronischen
neurologischen Erkrankungen des Gehirns bei Hund und Katze dar. Der Hund
zeigt haufiger idiopathische als symptomatische Epilepsien, wobei
Rassedispositionen auftreten und in der Mehrzahl Riden betroffen sind (Loscher
et al., 1985). Zur medikamentdsen Therapie kommen nur wenige Praparate aus
der Humanmedizin in Frage, da die Pharmakokinetik beim Tier eine andere ist.
Beim Hund erfolgt die Therapie mit Phenobarbital und Primidon und bei der Katze
mit Phenobarbital und Diazepam (LOoscher, 1994). Mit dieser Therapie werden
jedoch nur etwa 40% der Hunde anfallsfrei, 20 - 40% der Tiere zeigen keinerlei
Veréanderung im Krankheitsbild und missen daher als therapieresistent bezeichnet
werden. Die lUibrigen Hunde zeigen zumindest eine Reduktion der Anfallsfrequenz.

Aufgrund der ungeklarten Pathophysiologie von Epilepsien, ihrem relativ
haufigen Auftreten und der Problematik der medikamentdsen Therapie ist der
Forschungsbedarf einleuchtend, der hinsichtlich dieser Erkrankungen besteht. Da
sich die komplexen Prozesse des Gehirns in vitro nur unvollstandig darstellen
lassen, spielen in vivo Tiermodelle in der Epilepsieforschung eine entscheidende
Rolle.

2.1.3 Status epilepticus

Der SE wird definiert als ein anhaltender epileptischer Zustand oder eine
Anfallsserie Uber einen langeren Zeitraum hinweg, zwischen denen der Patient
das Bewusstsein nicht wiedererlangt (ILAE, 1989). Er stellt somit die schwerste
Auspragungsform eines epileptischen Anfalles dar, welche in jedem Anfallstyp
auftreten kann. Bei einem SE versagen die Mechanismen, die bei einem
-nhormalen” Anfall nach einer begrenzten Zeitspanne zu einem spontanen Sistieren
der epileptischen Aktivitat fuhren. Es ist nicht genau bekannt, welche
Mechanismen zu dieser verlangerten synchronen Entladung von
Neuronenverbanden fihren (Lowenstein et al., 1998; Coulter et al., 1999).

Die meisten Studien beziehen sich bei der Definition eines SE auf die 1993 von
der ILAE verdffentlichten Richtlinien (ILAE, 1993), wobei Anfallsaktivitat, die langer
als 30 min andauert, als SE definiert wird (Shepherd, 1994; Coeytaux et al., 2000;
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Knake et al., 2006). Da ein epileptischer Anfall normalerweise nach Uberschreiten
einer Dauer von wenigen Minuten nicht mehr spontan sistiert (Theodore et al.,
1994; Shinnar et al., 2001), wird von einigen Autoren vorgeschlagen, dass die
Behandlung eines langer anhaltenden untypischen Anfalls unverziglich zu
beginnen ist, um Komplikationen unter anderem in Form von Nervenzellverlusten
zu vermeiden (Lowenstein et al., 1999; Meldrum, 1999). Am haufigsten tritt ein SE
assoziiert mit einem akuten Erkrankungsgeschehen im ZNS auf, was auf etwa
34 - 63% der SE-Patienten zutrifft. Hierbei handelt es sich um Schlaganfalle oder
andere zerebrovaskularer Stérungen, Infektionen des Gehirns oder der Meningen,
systemische metabolische Entgleisungen, Tumoren oder Traumata des Gehirns
(Hesdorffer et al., 1998; Coeytaux et al., 2000; Knake et al., 2001; Vignatelli et al.,
2003). Als weitere Ursache kommt bei etwa 40% ein zu niedriger Serumspiegel
antikonvulsiver Substanzen bei vorbestehender Epilepsie in Frage, aber auch
langer zurlckliegende ZNS-Schaden werden ursdchlich mit einem SE in
Verbindung gebracht (DeLorenzo et al., 1996). Bei 7 - 33% der Falle tritt ein SE
ohne erkennbare Grunderkrankung oder Ursache auf (Hesdorffer et al., 1998;
Coeytaux et al., 2000; Knake et al., 2001; Vignatelli et al., 2003).

Die Inzidenz des SE liegt in Europa bei knapp 0,02 %o, wobei Kinder unter einem
Jahr und Personen uber 60 Jahren haufiger betroffen sind (Hesdorffer et al., 1998;
Coeytaux et al., 2000; Knake et al., 2001; Vignatelli et al., 2003). So stellt der SE
in Deutschland mit ca. 14.000 Menschen jahrlich einen der haufigsten Notfélle des
neurologischen Fachgebietes dar, in welchem zwischen 9 und 39% der Patienten
innerhalb von 30 Tagen versterben (DeLorenzo et al., 1995; Coeytaux et al., 2000;
Knake et al., 2001; Garzon et al., 2003; Shneker et al., 2003; Logroscino et al.,
2005). Der SE zieht haufig chronische funktionelle Defizite des Gehirnes nach
sich; so treten neben Gedachtnisstorungen und Beeintrachtigungen der kognitiven
Leistungsfahigkeit auch sensible und motorische Defizite auf (Aicardi et al., 1970;
Dodrill et al., 1990; Krumholz et al., 1995; Claassen et al., 2002).

Inwieweit ein erlittener SE urséchlich zu der Entwicklung einer chronischen
Epilepsie beitragt, ist im Einzelfall schwierig zu beantworten, da haufig schon vor
dem SE spontane Anféllen oder eine Schadigung des Gehirns vorliegen
(Claassen et al., 2002). Statistisch gehort die Entwicklung einer chronischen
Epilepsie sicherlich zu den gravierendsten Folgen des Krankheitsbildes

(Hesdorffer et al., 1998). Zahlreiche Studien weisen darauf hin, dass die
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Wahrscheinlichkeit, nach einem SE eine Epilepsie zu entwickeln, erhoht ist
(Wasterlain et al., 1993; Krumholz, 1999). Zwischen 30% und 82% der Kinder mit
einem konvulsiven SE entwickelten spater spontane epileptische Anfalle (Aicardi
et al., 1970; Maytal et al., 1989; Verity et al.,, 1993). Studien bei Erwachsenen
zeigten, dass nach einem konvulsiven SE 37% der Patienten im ersten Jahr und
56% 3 Jahre danach wiederholt spontane Anfalle zeigen (Hauser, 1990).

Beim Menschen ebenso wie beim Tier, fuhrt kontinuierliche Anfallsaktivitat, wie
sie wahrend eines SE entsteht, zu einer groRen Anzahl an plastischen
Veréanderungen im Hippokampus und angrenzenden Gehirnregionen (Coulter et
al., 1999; Sloviter, 1999; Ben-Ari, 2001). So kann ein einziger SE eine
Epileptogenese auslosen. Die Epileptogenese ist mit mannigfaltigen
Veranderungen in der synaptischen Funktion, synaptische Plastizitdt genannt
(McNamara, 1999) und mit passiven und aktiven Eigenschaften der Membran der
Neurone vergesellschaftet, was man intrinsische Plastizitdt nennt (Yaari et al.,
2002). Die synaptische Plastizitdt ist zum groRten Teil in anhaltende
Verdanderungen bei der Regulation oder Expression der Neurotransmitter-
Rezeptoren verwickelt (Turner et al., 1991; Lothman et al., 1995; Chen et al.,
1999). Uber die Mechanismen der intrinsischen Plastizitat bei der Epileptogenese
ist jedoch nur wenig bekannt.

Diese Darstellung verdeutlicht die Schwierigkeiten der methodischen
Untersuchung der Entwicklung einer Epilepsie beim Menschen, da nicht
unterschieden werden kann, ob die Epilepsie die Ursache des SE ist, oder ob der

SE und die Epilepsie Symptome derselben Grunderkrankung sind.

2.1.4 Temporallappenepilepsie

Die Temporallappenepilepsie (TLE) stellt eine spezielle Form der Epilepsie dar,
die durch fokale oder komplex-fokale Anfalle charakterisiert ist, die zum Teil
sekundar generalisieren. Der Name Temporallappenepilepsie begriindet sich auf
dem epileptischen Fokus, der im Temporallappen liegt. Dies ist die haufigste
vorkommende Form der Epilepsie beim Menschen (Engel, 1996; Sirven, 2002)
und tritt bei etwa 70 - 85% der Menschen mit fokalen oder komplex-fokalen
Anféllen auf (Dam, 1992). Vor allem bei der Temporallappenepilepsie wird als
begilinstigender Faktor eine schwere neurologische Erkrankung im Kindesalter

angesehen, die noch nach Jahren eine solche auslosen kann. Bei ca. 70 - 80%
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der Patienten wurde ein komplizierter Fieberkrampf, eine schwere ZNS-Infektion,
ein Schadel-Hirn-Trauma oder ein SE in der Kindheit diagnostiziert (Falconer et
al., 1968; Mathern et al.,, 1995). Innerhalb des Temporallappens liegt der
epileptische Fokus meistens im Hippokampus, einer wichtigen Struktur des
limbischen Systems (Spencer et al., 1990; Van Roost et al., 1998). Ihrer
physiologischen Funktion entsprechend fiihren pathologische Verdnderungen im
Bereich der Hippokampus-Formation unter anderem zu Stérungen der
Gedachtnisleistung. Auflerdem stellt die Generierung epileptischer Anfélle die
wichtigste pathophysiologische Verédnderung der Hippokampus-Formation dar.
Kennzeichnend fur die TLE ist eine hohe Pharmakoresistenz, die bei ca. 60 - 90%
der Patienten auftritt, d.h. in diesem Fall kann eine Therapie mit den zur
Verfiigung stehenden Antikonvulsiva keine oder nur eine sehr unzureichende
Reduzierung der Anfallsfrequenz erreichen (Schmidt, 1986; Leppik, 1992; Wiebe,
2004). Diesen pharmakoresistenten Patienten kann oft nur durch die chirurgische
Entfernung des Krampfherdes, d.h. des Hippokampus und/oder der angrenzenden
Regionen, eine dauerhafte Heilungschance geboten werden (Zentner et al., 1995;
Kral et al., 2002). Eine Anfallsfreiheit ist nach einer Operation bei 60% der
Patienten zu finden (Elger et al., 1993). Weitere 15 — 20% profitieren von einer
Operation in Form einer verminderten Anfallsfrequenz. Aus der Resektion des
dominanten = Temporallappens resultiert  eine Beeintrachtigung der
Gedachtnisleistung bei ca. 20 — 30% der Patienten (Elger et al., 1993).

Die der TLE unterliegenden molekularen Mechanismen sind noch weitgehend
ungeklart (Dalby et al., 2001). Bekannt ist jedoch, dass sich bei der Epilepsie das
Entladungsverhalten der hippokampalen Neurone aufgrund von verdnderter
Expression, Verteilung und Funktion von lonenkandlen sowie von
Neurotransmitter-Rezeptoren andert (Blimcke et al., 2000; Lie et al., 2000; Su et
al., 2002). Als ein wichtiger, der TLE unterliegender pathophysiologischer Prozess
wurde die Uber ionotrope oder metabotrope Glutamatrezeptoren (MGIURS)
interagierende, durch Glutamat vermittelte, exzessive synaptische Erregbarkeit
erkannt. Diese zellularen und strukturellen Veranderungen kénnen Auswirkungen
auf die Funktion des Hippokampus haben (Scheffler et al., 1997; Becker et al.,
2003).
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2.2 Hippokampus-Formation

Die hippokampale Formation hat eine besondere Bedeutung flur Lernvorgénge,
Gedachtnisbildung, Motivationsverhalten und Bewusstsein (Eichenbaum et al.,
1992; Fernandez et al., 1998; Fernandez et al.,, 1999). Ergebnisse neuerer
Studien weisen darauf hin, dass die Hippokampus-Formation insbesondere fir
das Ortsgedéachtnis und das episodische Gedéachtnis von Bedeutung ist (Burgess
et al., 2002).

Die Hippokampus-Formation besteht aus einer Gruppe histoarchitektonisch
definierter Regionen, welche den Gyrus dentatus, den Hippokampus, das
Subikulum, das Pra- und das Parasubikulum und den Enthorinalen Kortex
beinhalten (Johnston et al., 1998). Sie ist paarig angelegt und liegt zum grof3ten
Teil im Temporallappen und stellt einen wichtigen Teil des limbischen Systems
dar. Der Querschnitt des Hippokampus zeigt die Struktur des Ammonshorns
(Cornu ammonis, CA) und des Gyrus dentatus, welche durch eine eingerollte
Archikortexstruktur zustande kommen. Das Ammonshorn stellt den eigentlichen
Hippokampus dar und besteht aus den Subregionen CA1-CA4, welche basierend
auf ZellgroRe und Aussehen eingeteilt werden kénnen (Lorente de N6, 1934). Es
stellte sich heraus, dass die von Lorente de Né bezeichnete CA4-Region zur
polymorphen Zellschicht des DG gehdrt, weshalb dieser Terminus nicht langer
benutzt wird (Johnston et al., 1998). Die CA2-Region bildet eine schmale Zone
zwischen CA3 und CA1l. Diese Neurone besitzen groRe Zellkérper wie die
Neurone in der CA3-Region, erhalten jedoch, wie die CA1-Neurone, keinen Input
von den Moosfasern. Sie scheinen resistenter gegentber Epilepsie bedingtem
Zelltod zu sein als CA3- und CAl-Neurone, weshalb die CA2-Region auch als
Jfesistenter Sektor” bezeichnet wird (Corsellis et al.,, 1983). Der Grund flur die
Zusammenfassung der verschiedenen Regionen der hippokampalen Formation
unter einem einzigen Begriff liegt darin begrindet, dass die wichtigsten Zellen
dieses Gebietes héchst spezifisch sind und eine funktionelle Einheit bilden.

Innerhalb des Gyrus dentatus (DG) wird eine charakteristische dreischichtige
Histoarchitektur, bestehend aus der Molekularschicht, der Kornerzellschicht und
der polymorphen Zellschicht, welche Hilus genannt wird, beobachtet. Die
Hauptzellen des Gyrus dentatus heiRen Kérnerzellen, deren Zellkérper dicht
gepackt in der Koérnerzellschicht liegen. CA3- sowie CA1-Neurone sind im

Wesentlichen Pyramidenzellen, deren Zellkdrper in der Pyramidenzellschicht
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ebenfalls dicht gepackt liegen, umgeben von zahlreichen faserfihrenden
Regionen, den Strata.

Die Dendriten der Kornerzellen reichen bis in die Molekularschicht, wo der DG
die Hauptinformationen durch glutamaterge Signale aus dem Entorhinalen Kortex
Uber den Tractus perforans (Enthorino-hippokampaler Fasertrakt) empfangt
(Andersen et al., 1966; Witter, 1993). Wie in Abbildung 1 dargestellt, projizieren
diese Kornerzellen mit ihren Axonen, welche Moosfasern genannt werden, zum
Hilus, zu den proximalen Dendriten der in der CA3-Region liegenden
Pyramidenzellen und zu Interneuronen (Blackstad et al., 1970; Gaarskjaer, 1978).
Die Pyramidenzellen der CA3- Region wiederum vollfihren eine starke
glutamaterge Projektion zu den CA1-Neuronen (beim Menschen auch zur CA2-
Region). Diese Verknupfung heif3t Schaffer-Kollateral-Bahn (Ishizuka et al., 1990).

AulRerdem haben sie starke Verbindungen zu anderen CA3-Pyramidenzellen in

anderen Schichten; diese nennt man zurtckfihrende Kollateral-Fasern (MacVicar
et al., 1980; Miles et al., 1986). Die CA1-Pyramidenzellen sind nicht stark mit

Abbildung 1: Schematische Darstellung des hippokampalen Netzwerkes. Der Gyrus
dentatus erhélt seine Hauptinformationen aus dem Enthorinalen Kortex (EC) Uber den
Tractus perforans {PP: geteilt in lateralen (LPP) und medialen Anteil (MPP)}. Die
Kornerzellen des Gyrus dentatus projizieren dber Moosfasern (MF) zu den
Pyramidenzellen in der CA3-Region. CA3-Pyramidenzellen projizieren wiederum utber die
Schaffer Kollateralbahn (SC) zur CA1l-Region ebenso wie Uber die kommissurassoziierten
Fasern (AC) in den contralateralen Hippokampus. AulRerdem erhalten die CA1l-Neurone
einen direkten Input aus dem Tractus perforans und geben die Signale an das Subikulum
(Sb) weiter. Diese Neurone wiederum senden das Hauptsignal des Hippokampus tber
laterale (LEC) und mediale Fasern (MEC) zum Enthorinalen Kortex zurick.

Aus: http://lwww.bris.ac.uk/Depts/Synaptic/info/pathway/figs/hippocampus.gif.
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anderen CA1-Neuronen verbunden (Amaral et al., 1991; Radpour et al., 1991), sie
projizieren Uberwiegend zum Subikulum (Finch et al., 1983), wahrend das
Subikulum wiederum zum Pra- und Parasubikulum projiziert (Kohler, 1985). Eine
geringe  Anzahl inhibitorischer Interneurone vermittelt die vor- und
riackwartsgerichtete Inhibition der Erregung in all diesen Regionen. Daher ist die
Verbreitung der Information im Hippokampus hauptsachlich nur in eine Richtung
maoglich.

Die hippokampale Formation spielt eine groRe Rolle in der Epilepsieforschung,
da der Hippokampus im Gehirn die niedrigste Schwelle fir das Auftreten
epileptischer Entladungen besitzt (Green, 1964). Gerade im Bereich der CA3-
Region des Hippokampus herrscht besonders grol3e Bereitschaft zu spontaner,
rhythmisch  synchronisierter,  pathologischer  Entladung von  Neuronen
{mintrinsisches Burstverhalten“ (Johnston et al., 1998)}, so dass hier bereits kleine
pathologische Prozesse zu einer Veranderung im Verhaltnis von Exzitation und
Inhibition fuhren und so epileptiforme Aktivitat auslosen konnen (Traub et al.,
1991). Diese epileptiforme Aktivitat in der CA3-Region kann sich tber die CAl-
Region dann weiter ausbreiten. Auf diese Weise entstehen viele epileptische
Anfalle. Im Gegensatz zum Ammonshorn besitzt der Gyrus dentatus unter
physiologischen Bedingungen eine hohe Schwelle fir die Auslésung epileptischer
Aktivitat (Lothman, 1994). Diese erschwerte Erregbarkeit beruht zum Teil auf der
starken inhibitorischen Kontrolle durch Interneurone sowie dem Fehlen rekurrenter
exzitatorischer Verschaltungen. Daher wird postuliert, dass der Gyrus dentatus
aufgrund seiner Lage die nachgeschalteten Areale wie die CA3-Region vor einer

Ubererregung schiitzt (Heinemann et al., 1992; Lothman et al., 1992).

2.2.1 Hippokampussklerose und TLE

Die neuropathologische Evaluation von chirurgisch entferntem Gewebe des
Temporallappens von Patienten mit TLE zeigte, dass Uber 80% der Resektate
neuropathologische Veradnderungen aufweisen (Williamson et al., 1993), wovon
bei ca. 30 — 40% fokale Lasionen vorliegen, welche normalerweise nicht den
Hippokampus involvieren (Crino et al., 2002). 65% der Patienten mit TLE zeigen
hingegen eine Hippokampussklerose (Blimcke et al., 2002). Das Vorkommen
eines massiven Nervenzellverlustes in den Hippokampi von TLE-Patienten wurde

bereits vor Uber 100 Jahren beschrieben (Sommer, 1880). Spater erst gelang eine
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detailliertere Darstellung des typischen Musters der hippokampalen Sklerose
(Bratz, 1899; Margerison et al., 1966). Histopathologisch zeigt die Hippokampus-
Formation einen segmentalen Neuronenverlust in CA1 und CA3 von Uber 40%,
wahrend die Kornerzellen des Gyrus dentatus resistenter sind, jedoch eine
Dispersion aufweisen kénnen (Blimcke et al., 1999; Coulter, 1999; Sloviter, 1999;
Blimcke et al.,, 2002). Der entstandene Zellverlust wird durch eine Glia-Narbe
ersetzt (Blumcke et al., 2002), was durch eine reaktive Gliose sichtbar wird. Daher
wird in diesem Zusammenhang auch haufig der Begriff Ammonshornsklerose
(AHS) verwendet. Da bei anderen Epilepsieformen vergleichbare
Nervenzellverluste im Hippokampus fehlen, wird ein direkter Zusammenhang
zwischen der Temporallappenepilepsie und der Hippokampussklerose postuliert
(Stauder, 1938; Margerison et al.,, 1966; Cendes et al., 1993; Blumcke et al.,
2002).

Neben Zellverlusten kommt es zu einer Umorganisation der neuronalen
Verschaltungen im Hippokampus (Abbildung 2), unter anderem in Form einer
erhohten Neurogenese und einer Bildung anderer abnormaler Strukturen

(Blumcke et al., 2001; Blumcke et al., 2002). Diese synaptische Reorganisation

physiologisch epileptisch
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Abbildung 2: Die Moosfasersprossung als Beispiel flr exzitatorische und inhibitorische
synaptische Reorganisation im epileptischen Gyrus dentatus. G: Gyrus dentatus
Kdrnerzelle, B: Korbzelle (Interneuron), H: Hilus-Moos-Zelle (,exzitatorisches Neuron®),
PC: Pyramidenzelle, mfs: Moosfaser-Sprossung. Nach Morimoto (Morimoto et al., 2004).
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des Hippokampus fuhrt zu einer Potenzierung des Glutamates an den Synapsen,
was zusatzlich eine Aktivierung der Neurone bedeutet (Abbildung 2 a) und eine
rekurrente Moosfasersprossung (mfs) verursacht, welche auch ein
morphologisches Charakteristikum des Krankheitsbildes der TLE ist (Mathern et
al., 1995). Diese neuen Moosfasern kdnnen neue exzitatorische (Abbildung 2 b)
oder auch inhibitorische (Abbildung 2 c) Verbindungen formen, indem sie sich
entweder mit einer Kornerzelle oder mit einem inhibitorischen Interneuron
verbinden. Die synaptische Reorganisation kann zu einer Reduzierung der
Exzitation an inhibitorischen Neuronen (Abbildung 2 d) oder auch zu einem
selektiven Verlust von Interneuronen und dadurch zu einer reduzierten
dendritischen Inhibition (Abbildung 2 e) fuhren (Morimoto et al., 2004).

Es stellt sich die Frage, ob die Hippokampussklerose ein Epiphanomen, Folge
oder Ursache fur die Entwicklung einer Temporallappenepilepsie ist. Es liegt keine
Korrelation zwischen Dauer der Epilepsie, Frequenz der Anfalle oder dem Alter
der Patienten und dem Grad der Hippokampussklerose vor. Die
Hippokampussklerose scheint daher die Ursache fir die Anfalle zu sein (Cendes
et al.,, 1993; Cendes et al., 1993; Cendes et al., 1993; Davies et al., 1996).
Patienten mit einer langen Anfallsgeschichte weisen signifikant schwerere
Hippokampus-Lasionen auf, so dass die epileptischen Anfalle die
Neuronenverluste zumindest verstarken (Saukkonen et al., 1994). Meldrum
vermutet, dass durch einen auslosenden Insult die Neurodegeneration im
Hippokampus induziert wird. Die Neuronenverluste aber werden, nachdem sich
eine Epilepsie manifestiert hat, durch die spontanen epileptischen Anfélle noch
verstarkt (Meldrum, 1991; Meldrum, 1997).

In dieser Arbeit wurde der Hippokampus neuropathologisch untersucht, da
dessen Neurone besonders empfindlich gegenidber Anfallen sind (Green, 1964;
Traub et al., 1991).

2.3 Metabotrope Glutamatrezeptoren

Innerhalb des Nervensystems bilden Nervenzellen (Neurone) strukturell und
funktionell selbstéandige Grundeinheiten, die untereinander Uber sogenannte
Synapsen in Verbindung stehen. Dort ausgeldste Aktionspotenziale stellen das
universelle Kommunikationsmittel innerhalb des Nervensystems dar. Die
Entstehung und Weiterleitung von Aktionspotenzialen nach chemischer oder

elektrischer Erregung, beruht auf einer Kkurzfristigen Ladungsumkehr der
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Zellmembran. Hierbei werden kurzfristig Kanéle in der Zellmembran geoéffnet, die
nur fr Natrium durchlassig sind. Dadurch strémen Natrium-lonen in die Zelle und
fuhren an der Membran zu einem Uberschuss an positiven lonen. Das
Membranpotenzial verandert sich von -60 mV (Ruhemembranpotenzial) auf ber
+20 mV. Diese Umkehr der Membranladung wahrend eines AP nennt man eine
Depolarisation. Die Na*-Kanale inaktivieren nach kurzer Zeit wieder und es 6ffnen
sich fiir kurze Zeit K*-Kanale. Dadurch strémen Kalium-lonen aus der Zelle und
repolarisieren die Membran zum Ruhemembranpotenzial. Das
Ruhemembranpotenzial wird unter Energieaufwand hauptsachlich durch die
Na'/K*-ATPase aufrechterhalten. Diese lonenaustauschpumpe entfernt Na* aus
der Zelle und reichert zeitgleich K* in der Zelle an.

Die Erregungsiubertragung vom Axon auf ein anderes Neuron erfolgt Uber
Synapsen mithilfe von Neurotransmittern. Neurotransmitter werden in den
synaptischen Endkndpfchen der Axone, die das Signal senden (prasynaptische
Neurone), in kleinen membrangebundenen Vesikeln im Zytoplasma gespeichert.
Elektrische Aktivitat und damit verbundener Ca**-Einstrom in das prasynaptische
Neuron bedingen, nach Fusion des Vesikels mit der Membran, eine
Neurotransmitter-Diffusion in den synaptischen Spalt zwischen dem
prasynaptischen Neuron und dem das Signal empfangende postsynaptische
Neuron. Die Transmitter binden an entsprechenden in der postsynaptischen
Membran liegende Rezeptoren, was entweder zu einer Depolarisation der
postsynaptischen Membran und damit zu einer Weiterleitung der Erregung
(exzitatorische Synapse) oder zu einer Hyperpolarisation und damit zu einer
Hemmung der Weiterleitung (inhibitorische Synapse) fuhrt. An jeder Synapse
kommen exzitatorische und inhibitorische Rezeptoren vor, die prasynaptisch oder
postsynaptisch lokalisiert sind.

Die Aminosdure Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im
Hippokampus (Storm-Mathisen, 1977; Roberts et al., 1981). Dort wird Glutamat
vom Tractus perforans, von Moosfasern, von Kommissur assoziierten Fasern und
von verschiedenen exzitatorischen Interneuronen freigesetzt. Das aus der
Prasynapse freigesetzte Glutamat kann nun an speziellen Rezeptoren an der
postsynaptischen, aber auch an der prasynaptischen Membran binden (Mennerick
et al., 2005). Bindet das Glutamat an postsynaptische Rezeptoren, verandert es

den Fluss der lonen entlang der Membran. Glutamat kann postsynaptisch ein
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Aktionspotenzial auslosen und somit ein Signal an das nachste Neuron
weitergeben (Pin et al., 2002).

Glutamatrezeptoren werden in zwei Klassen eingeteilt (Hicks et al., 1987); die
ionotropen Glutamatrezeptoren, welche Ilonenkanédle darstellen, die fur die
schnelle synaptische Ubertragung zustandig sind, und die metabotropen
Glutamatrezeptoren (mGIuRs), welche langsame synaptische Ubertragung
vermitteln (Monaghan et al.,, 1989; Nakanishi, 1992; Sommer et al., 1992;
Hollmann et al., 1994; Pin et al., 1995; Nakanishi et al., 1998).

Metabotrope Glutamatrezeptoren sind sehr grof3e (> 1000 Aminosauren), aus
einer einzelnen Polypeptid-Ketten bestehende Komplexe bestehend aus
Proteineinheiten, die an Guanin-Nukleotid-Bindungsproteine (G-Proteine)
gekoppelt sind (Nakanishi, 1992; Nakanishi, 1994), welche wiederum Uuber
sekundéare Botenstoffe verschiedene Signalwege stimulieren. Die mGluRs
kommen im gesamten zentralen Nervensystem vor und sind bei spezifischen
Neuronentypen in pra- und/oder postsynaptischen Membranen lokalisiert (Pin et
al., 1995; Conn et al., 1997).

Die Funktionen dieser Rezeptoren sind sehr vielseitig und abhangig vom Subtyp
des Rezeptors und der Lokalisation. Die mGIuRs kontrollieren den Ausstrom des
Glutamates ebenso wie die darauf folgende postsynaptische Antwort (Anwyl,
1999; Schoepp, 2001). Vor allem prasynaptisch aktivieren sie auch inhibitorische
Mechanismen (Fiorillo et al., 1998). Sie regulieren gemeinsam mit entsprechenden
G-Proteinen verschiedene lonenkanale und ionotrope Glutamatrezeptoren in der
préa- und postsynaptischen Membran (Swartz et al., 1992; Sahara et al., 1993,
Guerineau et al., 1995; Congar et al., 1997; Snyder et al., 2001). Es konnte ein
Einfluss der mGIuRs bei der Induktion von Langzeit-Potenzierung (LTP) und
Langzeit-Depression (LTD) gezeigt werden (Bortolotto et al., 1993; Lin et al., 2000;
Manahan-Vaughan, 1997; Raymond et al., 2000; Miura et al., 2002; Volk et al.,
2006). Somit sind sie an der Entstehung des Gedé&chtnisses beteiligt (Aiba et al.,
1994; Pin et al., 1995; Packard et al., 2001).

Die durch G-Proteine vermittelte Signaltransduktion beginnt mit der Bindung des
Agonisten, in diesem Fall Glutamat, an den Rezeptor, wodurch das G-Protein
aktiviert wird. Basierend auf Sequenzahnlichkeiten, Signalwegen und
Pharmakologie kénnen die mGIuRs in drei Gruppen eingeteilt werden (Nakanishi,
1994; Pin et al., 1995). Die Aktivierung der Gruppe | mGIluRs (mGIuR1 und 5) fihrt
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im Allgemeinen zu neuronaler Erregung, wahrend die Aktivierung der Gruppe I
(mGIuR2 und 3) und Il (mGIuR4, 6, 7 und 8) mGIluRs die synaptische
Ubertragung herabsetzt (Abbildung 3). In nachgeschalteten physiologischen
Signalwegen unterscheiden sich die mGIuRs der Gruppe | und Il wie folgt. Die
Aktivierung der hauptsachlich postsynaptisch lokalisierten Gruppe | mGluRs fihrt
zu einer Aktivierung der spezifischen Phospholipase C (PLC). Diese ist wiederum

30 40 50 60 70 80 90 % Transduktion Gruppe
[ I I I R
MmGIuR1 PLC |
mGIuR5
MGIuR2 _AC "

MmGIuR3

MGIUR7 —

ﬂ — mGIuR4

L mGuRrs | A° !
MGIURG _

Abbildung 3: Verwandtschaftliche Beziehung der bisher bekannten Mitglieder der
metabotropen Glutamatrezeptor-Familie. Transduktionsmechanismen: + PLC, Stimulation
der Phospholipase C; - AC, Inhibition der Adenylatzyklase (Conn et al., 1997).

an das Inositoltriphosphat-Diacylglycerol-Systems gekoppelt und bedingt daher
durch die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) die Bildung
der zwei Botenstoffe Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerin (DAG).
Der Anstieg von IP3 fiihrt in Folge zu einer vermehrten Freisetzung von Ca*" aus
intrazellularen Speichern und verursacht so eine deutliche Erhdhung der
Ca®*-Konzentration. DAG und die erhéhte intrazellulare Ca®*-Konzentration fiihren
zu einer Aktivierung der Proteinkinase C und damit zu einer Offnung
spannungsabhangiger Ca?*-Kanale, die einen weiteren Einstrom von Ca®" in die
Zelle ermoglichen. Gruppe I und Gruppe Il mGluRs, welche vor allem
prasynaptisch lokalisiert sind, modulieren die synaptische Ubertragung durch die
Hemmung der Adenylatzyklase. Dies fihrt zu einem Abfall von cAMP (zyklisches

Adenosin-Mono-Phosphat), dadurch wird die synaptische Antwort Uber die
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Inhibition des spannungsabhangigen Ca®*-Einstromes und der Glutamatausstrom
gehemmt (Trombley et al., 1992; Conn et al., 1997; Shigemoto et al., 1997; Corti
et al., 2002; Flor et al., 2002). In Abbildung 4 ist der schematische Aufbau eines
synaptischen Terminals mit verschiedenen Rezeptoren und Kanalen dargestellt.
Aufgrund einer Vielzahl von spezifischen Agonisten und Antagonisten konnen die
verschiedenen Rezeptoren gut charakterisiert werden.

Ebenso wie andere G-Protein-gekoppelte Rezeptoren besitzen die mGIuRs
sieben Transmembran-Doméanen mit einem extrazellularen N-Terminus und einem
grof3en intrazellularen C-Terminus. Die grol3e extrazellulare N-terminale Doméane
stellt die Glutamat-Bindungsstelle dar (Knopfel et al., 1995; Conn et al., 1997;
Jingami et al., 2003). Zurzeit sind acht mGIluR-Gene identifiziert (mGIuR1 - 8),
welche jedoch noch in weitere Splei3varianten unterteilt werden kénnen. So
kodiert ein einziges Gen fur bis zu vier verschiedene Rezeptoren mit langen oder
kurzen C-terminalen Domanen. Dies wurde auch fur mGIluR1 und mGluR4
beschrieben (Flor et al., 1995; Pin et al., 1995; Laurie et al., 1996; Thomsen et al.,
1997; Zhu et al., 1999). Die alternativen Spleil3varianten jedes Rezeptor-Subtyps
haben unveranderte extrazellulare N-terminale Domanen und besitzen daher die
gleichen pharmakologischen Eigenschaften (Thomsen et al.,, 1997; Corti et al.,
1998). Liegt nun ein C-Terminus in der vollen Lange vor, spricht man von der
a-Einheit. Kommen kurzere Teilstlicke dieser Sequenzen vor, handelt es sich um
B- oder y-Einheiten. Der C-Terminus aller bekannten mGIuRs besitzt
Proteinbindungsdomanen, an denen regulatorische Proteine, wie zum Beispiel
Proteinkinase A (PKA), Proteinkinase C (PKC) oder calmodulinabhangige
Proteinkinase Il (CamKll) binden koénnen. Der Verlust grol3er Teile des
C-Terminus kann somit zu fundamentalen Anderungen in der Regulation dieser
Proteine fuhren.

In der adulten Ratte werden die mGIuRs hauptséchlich in Neuronen exprimiert
(Ohishi et al., 1993; Tanabe et al., 1993; Testa et al., 1994; Makoff et al., 1996;
Petralia et al., 1996; Mineff et al., 1999). mGIuR1 liegt im Gehirn weit verteilt vor
(Martin et al.,, 1992; Shigemoto et al., 1992), wahrend mGIuR4 im normalen
Gehirn ein spezifisches regionales und zellulares Expressionsmuster aufweist und
so eher auf bestimmte Gebiete beschrankt ist (Blumcke et al., 1996; Shigemoto et

al., 1997; Corti et al., 2002), wobei mGluR4 vor allem in bestimmten Strukturen
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wie zum Beispiel den Kodrnerzellen des Zerebellums und in einzelnen
thalamischen oder pontinen Kernen auftritt (Ohishi et al., 1995).

In hippokampalen Neuronen wurde mGIuR1 vor allem in der CA3-Region, im
Gyrus dentatus, in Interneuronen und im Enthorinalen Kortex nachgewiesen
(Shigemoto et al., 1992; Fotuhi et al., 1994; Hampson et al., 1994; Berthele et al.,
1998).

Vergleichbar mit dem Gehirn der Ratten, zeigte der humane Hippokampus
physiologisch niedrige Level an mGIluR4-Expression, meistens auf das Ende der
Moosfasern in CA3 beschrankt (Tanabe et al., 1993; Fotuhi et al., 1994; Ohishi et
al., 1995; Blumcke et al., 1996; Aronica et al., 1997; Shigemoto et al., 1997),
wurde jedoch auch im Enthorinalen Kortex, in den CA1-CA3 und im Hilus des
Hippokampus, aber auch in somato-dendritischen Interneuronen gefunden (Fotuhi
et al., 1994; Bradley et al., 1999; Corti et al., 2002). mGIuR1 zeigte vor allem eine
postsynaptische Lokalisation in neuronalen Elementen der verschiedenen
Gehirnregionen, wie auch im Hippokampus (Lujan et al., 1996; Shigemoto et al.,
1997). mGluR4-Immunreaktivitat ist in der prasynaptischen aktiven Zone in der
Molekularschicht des DG zu finden (Kinoshita et al., 1996; Shigemoto et al., 1997,
Mateos et al., 1998).

Die Expression und die Funktion von einer Vielzahl von Neurotransmitter-
Rezeptoren und lonenkanélen sind im epileptischen Hippokampus verandert (Ben-
Ari, 2001; Coulter, 2001; Su et al., 2002). Liegt eine pathologische Expression
oder Funktion der metabotropen Glutamatrezeptoren vor, so resultiert daraus eine
plastische Veranderungen der synaptischen Ubertragung und ein neuronaler
Zelltod, wie es bei zahlreichen akuten und chronischen neurologischen
Erkrankungen wie Anfallsleiden (Sansig et al, 2001), Angst- und
Stresserkrankungen (Linden et al., 2002; Swanson et al., 2005), Fragiles-X-
Syndrom (Bear et al., 2004), hypoxischer Gehirnschadigung (Poli et al., 2003) und
exzitotoxischem Neuronenzellverlust (Bruno et al.,, 2000) zu finden sind.
Verdanderungen im Gleichgewicht der Neurotransmitter kdnnen zu einer
Herabsetzung der Anfallsschwelle im Gehirn beitragen (Ben-Ari, 2001; Coulter,
2001; Su et al., 2002).

Funktionell konnte gezeigt werden, dass Gruppe | mGIluRs den neuronalen
Zelltod in Gehirn-Insult-Modellen, wie bei Ischamie und Trauma, verstarken (Bruno
et al., 1995; Nicoletti et al., 1999; Pellegrini-Giampietro, 2003; Ireland et al., 2004;
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Wong et al., 2004). Aktivierung der Gruppe | mGIluRs fuhrt zu einer epileptiformen
Aktivitat im Hippokampus (Sayin et al.,, 2003). Es wird jedoch auch eine
neuroprotektive Wirkung dieser mGIluRs der Gruppe | beobachtet (Koh et al.,
1991; Nicoletti et al., 1999; Blaabjerg et al., 2003). Uber die Expression der
MGIuRs in humaner TLE ist bisher nur eine begrenzte Information vorhanden
(Blimcke et al., 2000; Lie et al., 2000; Tang et al., 2001; Tang et al., 2001). So
wurde eine Zunahme der Expression von mGIuR1 und mGIuR5 in Epilepsie
assoziierten fokalen kortikalen Dysplasien gefunden (Aronica et al., 2003).
AulRerdem konnten erhohte Level von mGIuR1- und mGIluR5-Expression in
humanem Hippokampus-Gewebe von Patienten mit AHS beziehungsweise im
Tiermodel fur AHS gezeigt werden (Nicoletti et al., 1987; Akbar et al., 1996;
Nicoletti et al.,, 1996; Bliumcke et al., 2000; Notenboom et al., 2006). In
Hippokampi von TLE-Patienten scheinen sich die Regionen der mGluR4-
Expression zu andern. So wurde eine Hochregulation hauptséchlich in der
Molekularschicht des Gyrus dentatus und in der CA2-Region gefunden und dort
war mGIluR4 in postsynaptischen Elementen der CA2-Pyramidenzellschicht und in
der Molekularschicht des Gyrus dentatus lokalisiert (Tang et al.,, 2001). Eine
andere Studie zeigt einen Anstieg der mGIluR4-Expression, der in humanen
Proben von Patienten mit TLE nicht auf prasynaptische Abschnitte beschrankt ist,
sondern auch dendritische Kompartimente der Kdrnerzellen und Pyramidenzellen
umfasst (Lie et al., 2000). Dieser Anstieg der Expression der inhibitorischen
Gruppe Il mGluRs wird im Zusammenhang mit Neuroprotektion gesehen (Bruno
et al., 2000).

Diese  Erkenntnisse  werfen die Frage auf, ob differenzierte
Regulationsmechanismen von bestimmten mGIuR-Subtypen zur Pathogenese der
humanen TLE beitragen und ob die mGIluRs als potenzieller Angriffspunkt fir die
medikamentdose Behandlung der chronischen pharmakoresistenten Epilepsie

dienen kdnnten.

2.4 Kalziumionenkanale

Der Fortschritt in Molekularbiologie hat in den letzten Jahren dazu gefuihrt, dass
die molekulare Grundlage der verschiedenen Klassen der Ca**-Kanéle besser
verstanden wird. Die unterschiedliche Pharmakologie der verschiedenen Subtypen
und das Vorhandensein von Maus-Knockout-Modellen machen es maéglich, den

Zusammenhang zwischen diesen Kanélen und der Epilepsie zu untersuchen.
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Von allen exzitatorischen Zellen besitzen Neurone die gréRte Vielfalt an Ca**-
Kanalen, von denen die meisten Funktionen bisher nur teilweise verstanden
werden. Ca?*-Kanale sind lonenkanéle, die eine kalziumselektive Pore durch die
Plasmamembran formen. Bei einem groRen Teil der Ca®*-Kanéle wird das Offnen
und SchlieBen durch Spannung vermittelt (Abbildung 5; spannungsabhangige
Ca®"-Kanale; engl.: voltage gated Calcium Channels, Cav). AuBerdem gibt es
kalziumselektive Kanéle, die durch Ligandenbindung oder andere Mechanismen
gesteuert werden. Spannungssensitive Ca®*-Kanale verstarken neuronale Signale
und ermoglichen so die effiziente Weiterleitung des Signals zum Soma. Unter
physiologischen Bedingungen sind diese nahezu selektiv fir Ca**.

Ca1.1 oS Skelettmuskel
L-Typ

DHP-sensitiv

‘I: Ca1.2 oC Herz, Glatter Muskel ZNS
Ca 1.3 oD Him, Niere, Cochlea, Drisen
Cal4 oayF Retina

| Ca2.1 o)A ZNS
FiC-, M-, R-T';."FI —I: CE?E.E c:l:lEI- ZMNS

Ca2.3 ayE ZNS, Herz, Drisen

HVA

\ | Ca31 oG ZNS, Sinusknoten
LVA TTyp Ca3.2 ayH ZNS, Herz, Niere, Leber
Ca33 o)l ZNS

I I I ! | ! | ! |
20 40 60 80 100

Y Sequenzidentitat

Abbildung 5: Nomenklatur und Grad der verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen den
spannungsabhangigen Ca**-Kanalen. HVA: high voltage activated (durch hohe Spannung
aktiviert); LVA low voltage activated (durch niedrige Spannung aktiviert). Neben der
aktuellen Cav-Nomenklatur sind noch die friheren a;-Bezeichnungen, der Typ des
erzeugten Stromes sowie die Gewebeverteilung aufgefiihrt (Ertel et al., 2000).

Die spannungsabhéngigen Ca®*-Kanale kommen in allen exzitatorischen Zellen,
wie zum Beispiel in Neuronen, Muskeln und endokrinen Zellen, aber auch in vielen
anderen nicht-exzitatorischen Zellen, wie zum Beispiel in Fibroblasten, vor. Diese
Kanale haben zwei Hauptfunktionen. Sie Ubertragen in vielen exzitatorischen
Zellen das elektrische Signal in Form eines Aktionspotenzials in ein intrazellulares
Signal durch den Anstieg von intrazellularem freiem Ca®"; welches dann eine

Vielzahl von intrazellularen Signaltransduktionen moduliert. Auf3erdem fuhren sie



Ubersicht 23

durch die elektrische Ladung des Ca** zu einer weiteren Depolarisation des
Membranpotenzials der Zelle. Beide Funktionen hangen von der jeweiligen
spannungsabhangigen Offnung der Kanale ab. Bei einem normalen Ruhepotenzial
(-90 bis -60 mV) sind sie geschlossen. Sie 6ffnen sich jedoch bei ausreichend
hoher Depolarisation der Membran. Abhangig vom Subtyp des Ca**-Kanals &ffnen
sich diese bei Spannungen zwischen -65 und -20 mV.

Die Ca*-Kanale konnen aufgrund verschiedener Spannungsabhangigkeit,
Kinetik und ihrer Sensitivitat fir verschiedene Blocker unterschieden werden. Ein
weiterer Unterschied ist der Grad der Depolarisation, der nétig ist, um den Kanal
zu oOffnen. Kanéle, die eine hohere Depolarisation benoétigen, werden
hochschwellige (engl.: high threshold) oder durch hohe Spannung aktivierte (engl.:
high voltage activated, HVA) Kanale genannt. Zu diesen Kanalen gehéren die
L-Typ- Ca®*-Kanale (,lang anhaltend®), die N-Typ- Ca?*-Kanale (,neuronal®), die
P/Q-Typ- Ca**-Kanale (,Purkinje-Zelle*, Q, weil das der Buchstabe nach P ist) und
die R-Typ- Ca*-Kanale (,resistent”). Kanale, die eine niedrige Depolarisation
(-60 bis -50 mV) bendétigen, werden niedrigschwellige (engl.: low threshold) oder
durch niedrige Spannung aktivierte (engl.: low voltage activated, LVA) Kanale
genannt (Fishman et al., 1981; Nowycky et al., 1985; Perez-Reyes, 2003). Zu
diesen Kanélen gehoren die sogenannten Cav3.1-, Cav3.2- und Cav3.3-Subtypen,
welche auch T-Typ-Kanale genannt werden, weil sie generell transiente und kleine
(,tiny*) Einzel-Kanal-Strome aufweisen (Perez-Reyes, 2003).

Alle spannungsabhangigen Ca**Kanale sind groRe transmembrane Komplexe,
die aus vier oder funf verschiedenen Proteinen bestehen. Die ai-Untereinheit ist
mit 190 - 200 kDa die grof3te und die wichtigste Einheit, da sie die
kalziumsensitive Pore durch die Plasmamembran bildet. Bis heute wurden zehn
verschiedene aj-Untereinheiten identifiziert (Ertel et al., 2000). Diese
Untereinheiten setzen sich aus 24 Transmembran-Segmenten zusammen, welche
aus vier Pseudountereinheiten bestehen. Die aj-Untereinheit kann durch ihre
elektrophysiologischen Eigenschaften und durch ihre Sensitivitdt gegenuber
spezifischen Substanzen klassifiziert werden. Es sind bisher zehn Gene bekannt,
die fur verschiedene aj-Untereinheiten kodieren. Diese kdnnen in drei
Unterfamilien eingeteilt werden (Cavl, Cav2 und Cav3). Die Cav3-Famile besteht
aus drei Genen, von denen jedes fir eine a;-Untereinheit eines T-Typ-Kanals

kodiert, der niedrigschwellige Stréme verursacht (Perez-Reyes, 1999). Neben der
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ai-Untereinheit  existieren auch verschiedene Kkleinere zytoplasmatische
regulatorische Untereinheiten. Hierzu zéhlen die a0, vy, Bi, B2, Bz und
Bs-Untereinheiten, welche verschiedene biophysikalische und pharmakologische
Eigenschaften der a;-Untereinheit modifizieren (Abbildung 6). Die B-Untereinheit
ist ein intrazellulares Protein (Helton et al.,, 2002), das die exakte
Spannungssensitivitat und die Kinetik der Kanale zu modifizieren scheint (Sokolov
et al., 2000). Jeder Kanaltyp hat eine dominante [-Untereinheit, mit der er
assoziiert ist (Arikkath et al., 2003). Das a,d Protein-Paar, welches durch eine
Disulfid-Briicke miteinander verbunden ist, besitzt ein einzelnes transmembranes
Segment und scheint intrazellulare Prozesse zu regulieren und die Expression des
Kanals zu verbessern (Hofmann et al., 1999). Fur die hier untersuchten T-Typ-

Ca®"-Kanale sind Untereinheiten noch nicht bekannt.

Abbildung 6: Schematische Darstellung eines spannungsabhangigen Ca?*-Kanals in der
Plasmamembran. Er bestehet aus der a;- und den akzessorischen (-, y- und &-
Untereinheiten (Hofmann et al., 1999).

Die T-Typ-Ca**-Kanale werden im ganzen Kérper, einschlieBlich Nervengewebe,
Herz, Niere, glatte Muskulatur, Sperma und in vielen endokrinen Organen
exprimiert. Sie benétigen eine sehr niedrige Depolarisation, um gedéffnet zu
werden. Dies erklart die Rolle dieser Kanéle bei der Entstehung von spontaner
oder schrittmachender elektrischer Aktivitat (Bean, 2001).
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Aktiviert ein eingehendes exzitatorisches synaptisches Potenzial, welches die
Zelle vom Ruhemembranpotenzial aus depolarisiert, die unterschwellig aktiven
T-Typ-Ca®*-Kandale, so gelangen durch diese positiv geladene Kalzium-lonen in
die Zelle. Dadurch depolarisiert das Membranpotenzial weiter, was noch mehr
Kanale aktiviert und die Formation zu einem Aktionspotenzial fuhrt. Obwohl diese
Depolarisation Ca**-Kanale aktiviert, fiihrt eine anhaltende Depolarisation haufig
zu einem abfallenden Strom. Dieser Prozess heil3t Inaktivierung. Die T-Typ-
Kanale zeigen die schnellste Inaktivierung, welche typischerweise in einer
Zwanzigstel-Millisekunde  vonstatten geht. Diese  spannungsabhangige
Inaktivierung setzt umso schneller ein, je starker die Depolarisation ist. Diese
Inaktivierung stellt einen negativen Ruckkopplungs-Mechanismus dar, der sich bei
einer lang anhaltenden Depolarisation in einem verminderten Ca**-Einstrom
aulRert. Unter pathophysiologischen Bedingungen stellt diese Inaktivierung einen
wichtigen protektiven Mechanismus dar, da so zum Beispiel einem massiven
Ca?*-Einstrom, welcher Zellen zerstéren kann, vorgebeugt wird.

Die Aktivierung der T-Typ-Ca®*-Kanale in Neuronen filhrt tiber die Aktivierung
anderer spannungsabhangiger lonenkanéle zu einem sogenannten salvenartigen
Feuern von Aktionspotenzialen (,bursten”) (Huguenard, 1996; Su et al., 2002).
Cav3-Kandle zeigen eine langsame Deaktivierung bis zur Repolarisation der
Membran (Carbone et al., 1984; Kozlov et al., 1999). Die T-Typ-Ca**-Kanale
sprechen auf keinen der bekannten organischen Ca?*-Kanal-Blocker an. Jedoch
sind sie unterschiedlich sensitiv gegentber Nickel (Moolenaar et al., 1978; Lee et
al., 1999; Satin et al., 2000), was vor allem auf den Cav3.2-Kanal zutrifft (Lee et
al., 1999).

Uber die Mechanismen der intrinsischen Plastizitat bei der Epileptogenese ist
jedoch nur wenig bekannt. Es gibt aber zahlreiche Studien die belegen, dass lang
anhaltende Verdnderungen bei der Expression der spannungs- und
Ca’*-abhangigen lonenkanéle in der neuronalen Zellmembran hierzu beitragen.
Eine Dysfunktion dieser Kandle kann eine Reihe von neurologischen
Funktionsstérungen wie zum Beispiel Epilepsie zur Folge haben (Shin et al.,
2006). Es konnten Mutationen im Cav3.2-Gen bei Kindern mit kindlicher Absenz-
Epilepsie (CAE) gefunden werden (Chen et al., 2003; Khosravani et al., 2004,
Liang et al., 2006; Peloquin et al., 2006). Bei der funktionellen Untersuchung

wurde bei einigen dieser Mutationen bei physiologischer Aktivierung ein gréRerer
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Ca?*-Einstrom gemessen oder eine Kanaléffnung bei niedrigeren Potenzialen
nahe dem Ruhemembranpotenzial beobachtet. Dies fuihrt zu einer gesteigerten
Anfallsneigung bei Patienten mit CAE. AuRerdem wurden Mutationen im Gen
dieses T-Typ-Ca®*-Kanals bei Patienten mit idiopathischer generalisierter
Epilepsie gefunden (Heron et al., 2004). Diese Mutationen weisen funktionelle
Verdanderungen auf, die zu einer standig erhdohten Kanalfunktion fihren. Diese
Daten implizieren gemeinsam mit vorherigen Untersuchungen, dass das Gen fir
Cav3.2 (CACNA1H) als ein empfangliches Gen im Komplex der idiopathischen
generalisierten Epilepsie gelten kann. In Mausmodellen konnte gezeigt werden,
dass viele Mutationen in Bereichen der Cav-Gene letale Folgen haben (Gregg et
al., 1996; Beurg et al., 1999; Ball et al., 2002). Es sind einige Mutationen in Genen
der akzessorischen Untereinheiten bekannt, die mit Krankheiten wie familiarer
Epilepsie und Ataxie (Escayg et al., 2000), Autoimmunerkrankungen (Raymond et
al., 1999) und Multipler Sklerose (Saarela et al., 2002) einhergehen.

Obwohl ein Zusammenhang zwischen Cav3.2 und Epilepsie hergestellt werden
konnte, ist die genaue funktionelle Rolle dieses Kanals und sein Einfluss auf die

Epileptogenese noch nicht eindeutig geklart.

2.5 Tiermodelle

In den vergangenen Jahrzehnten wurde in der Epilepsieforschung eine Vielzahl
tierexperimenteller Modelle etabliert, um Einblicke in die pathophysiologischen
Vorgange zu gewinnen, die einem SE beziehungsweise den hieraus
resultierenden rekurrenten epileptischen Anfallen zugrunde liegen. Der
entscheidende Vorteil dieser Modelle liegt darin, dass sie dem Untersucher
ermoglichen, strukturelle und funktionelle Veranderungen des Hirngewebes zu
allen Zeitpunkten und in allen Hirnregionen im Verlauf der Epileptogenese zu
analysieren. Das Gehirn kann dabei unter Verwendung physiologischer,
pharmakologischer und histologischer Techniken detailliert untersucht werden
(Coulter et al., 2002). Ein gro3es Hindernis fur jede Analyse von Gehirngewebe
epileptischer Patienten stellen, neben ethischen Grinden, zum Vergleich
notwendige Kontrollen dar. Aul3erdem wird die Analyse der Konsequenzen eines
SE oder von Anfallen durch zahlreiche Einflussfaktoren erschwert. Hierzu z&hlen
unter anderem die Atiologie der Erkrankung, das Alter des Patienten, sowie die
Einnahme antiepileptischer Medikamente. Tiermodelle bieten daher einen Vorteil

bezuglich der Kontrollierbarkeit beziehungsweise der Standardisierbarkeit dieser
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Variablen, daher kénnen verschiedene Modelle durch Vergleiche von humanen
und experimentellen Epilepsien hierbei von gro3em Nutzen sein. Am haufigsten in
Tiermodellen eingesetzt werden Mause und Ratten. Grundsatzlich kdénnen
menschliche Krankheitsbilder in Tiermodellen nicht in allen Aspekten
Ubereinstimmend nachgeahmt werden. Dennoch sollte ein gutes Tiermodell einige
Voraussetzungen erflillen. Es sollte entweder die Symptome und/oder die
Pathogenese der zu untersuchenden Krankheit zeigen. Bekannte Pharmaka zur
Behandlung der entsprechenden Krankheit sollten im Tiermodell eine Wirkung
haben, damit eine gewisse Sicherheit gegeben ist, dass die im Tiermodell
gewonnenen Erkenntnisse auch auf den Menschen Ubertragbar sind. Ist jedoch
die Pathogenese einer Erkrankung nicht bekannt, so wie es bei der Epilepsie der
Fall ist, kann man lediglich darauf achten, dass das Tiermodell der Epilepsie
ahnliche Symptome aufweist. Kein Tiermodell erfullt alle diese Kriterien, d.h. fur
jedes Forschungsvorhaben muss das am besten geeignete Modell ausgewahlt
werden.

Es gibt zwei Arten von Epilepsie-Modellen. Zum einen gibt es Tiere mit
Spontanmutationen, d.h. genetischen Verdnderungen, die mit Epilepsien
einhergehen, zum anderen gibt es Modelle, bei denen durch bestimmte
Manipulationen des Tieres die Symptome der Erkrankung erzeugt werden. Bei
Letzterem konnen zwei Modelltypen unterschieden werden. Zum einen gibt es
Anfallsmodelle, bei denen durch elektrische oder chemische Induktion ein
epileptischer Anfall ausgeltdst wird. Charakteristisch hierbei ist somit, dass das Tier
ohne die Induktion auch keinen Anfall hat, d.h. das Tier hat keine Epilepsie. Dieser
Modelltyp wird auch akutes Modell genannt. Zum anderen gibt es Epilepsie-
Modelle, welche chronische Modelle darstellen. Die Tiere haben durch einen
primaren Insult, der chemisch oder elektrisch ausgelost wird, nach einer gewissen
Zeit (Latenzzeit) spontane epileptische Anfélle im Sinne einer chronischen
Epilepsie. Dieses Epilepsie-Modell weist Vorteile auf, da hier die Situation simuliert
wird, die beim Menschen, zum Beispiel nach einem Schadel-Hirn-Trauma oder
einem SE mit anschliel3end auftretender Temporallappenepilepsie gegeben ist.

Bei den meisten verfiigbaren Modellen handelt es sich eher um Anfalls- als um
Epilepsiemodelle. Verglichen mit Anfallsmodellen ist der Einsatz von
Epilepsiemodellen zeitintensiver und erfordert eine Haltung der Tiere. Die

Latenzphase muss abgewartet werden, wobei die Lange abh&ngig vom gewahlten
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Modell, aber auch vom jeweiligen Verhalten des Tieres ist. Danach beginnt eine
systematische Uberwachung der Tiere, um das spontane Auftreten der Anfalle
untersuchen zu konnen. Die gelaufigsten Tiermodelle fur fokale limbische
Epilepsien sind durch Kainat, Pilokarpin oder Elektrostimulation induzierte
(Kindling) chronische Anfélle. Transgene M&ause mit gezielten Mutationen in
Genen, deren Einfluss auf die Entstehung und Weiterentwicklung der Epilepsie
untersucht werden soll, spielen eine wichtige Rolle.

Von den zahlreichen experimentellen Modellen, die fir die Analyse epileptischer
Aktivitat und ihrer Folgen zur Verfiugung stehen (Dichter, 1998), wird im Folgenden

nur das in der vorliegenden Arbeit verwendete Pilokarpin-Modell vorgestellt.

2.5.1 Chemisch induzierte Epilepsiemodelle

Der Einsatz von konvulsiv wirkenden Substanzen wird haufig zur Erzeugung
epilepsiekranker Tiere verwendet. Die am haufigsten benutzten Chemokonvulsiva
sind Kainat und Pilokarpin (Morimoto et al., 2004). Ein SE wird in der Regel durch
einmalige fokale oder systemische Applikation induziert. Nach Verstreichen einer

Latenzphase fuhrt dies zu spontanen fokalen oder generalisierten Anféllen.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Verlaufs induzierter Epilepsiemodelle nach
Cole (Cole, 2000).

Verschiedene Phasen der Erkrankung sowie eine pharmakologische
Beeinflussbarkeit kénnen in einem solchen Tiermodell untersucht werden

(Abbildung 7). Hierzu gehdort 1) der akute SE sowie seine Bedeutung als initialer
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Insult zur Induktion der Epileptogenese; 2) Prozesse, die in der Latenzphase
ablaufen und schlie3lich zum Auftreten spontaner Anfélle fihren; 3) die Analyse
einzelner epileptischer Anfélle (Iktogenese); 4) die Pathomechanismen, die der
Erkrankung zugrunde liegen (Epileptogenese) und schlieBlich 5) der

mdglicherweise progressive Verlauf von Epilepsien {Ubersicht von (Cole, 2000)}.

2.5.1.1 Pilokarpin-Modell

Pilokarpin ist ein Agonist der muscarinergen Acetylcholinrezeptoren (Turski et
al., 1983), welcher die prokonvulsive Wirkung jedoch letztendlich durch eine
sekundare Glutamatfreisetzung erzielt (Savolainen et al., 1994). Mitte der 80er
Jahre fuhrten Hinweise, dass cholinerge Bahnen im zentralen Nervensystem an
der Ausbreitung von Krampfaktivitat beteiligt sind (Olney et al., 1983; Wasterlain et
al., 1983), zur Etablierung des Pilokarpin-Modells bei der Ratte (Turski et al.,
1983). Ratten entwickeln nach der systemischen Applikation von Pilokarpin fokale
beziehungsweise komplex-fokale Anfalle mit sekundarer Generalisierung und
einem SE (Turski et al., 1983). Cavalheiro (Cavalheiro et al., 1991) beobachtete,
dass diese Ratten einige Wochen nach einem SE spontan auftretende
epileptische Anfalle zeigten. Da die meisten transgenen Tiere Mause sind, wurde
die Etablierung dieses Modells auch bei der Maus nétig. Erste Untersuchungen an
Mausen wurden 1984 veroffentlicht (Turski et al., 1984). Es wurden verschiedene
Mauslinien im Pilokarpin-Modell untersucht, zum Beispiel Albino-Mause, CD1-,
C57BL/6- und FVB/N-Mause (Cavalheiro et al., 1996; Berkeley et al., 2002;
Shibley et al., 2002; Chen et al., 2005). In der Literatur wird die einmalige
systemische Applikation von 272 bis 340 mg/kg KM i. p. oder s. c. zur Erreichung
eines SE beschrieben (Cavalheiro et al., 1996; Berkeley et al., 2002; Shibley et al.,
2002; Winokur et al., 2004; Chen et al., 2005). Bei Ratten wird eine weitere
Nachinjektion der Halfte der Initialdosis beschrieben, wenn die Tiere eine Stunde
nach der ersten Applikation keine generalisierte Krampfaktivitat zeigen (Gibbs et
al., 1997). Aufgrund der starken cholinergen Wirkung des Pilokarpins, erhalten die
Tiere 20 - 30 min vor der Pilokarpin-Applikation 1 mg/kg KM Methyl-Skopolamin
(i. p. oder s. c.). Methyl-Skopolamin ist ein cholinerger Antagonist, der wegen
seiner quartdren Ammoniumgruppe nicht die Blut-Hirn-Schranke passieren kann.
Er hebt somit lediglich die peripheren cholinergen Wirkungen des Pilokarpins auf.

Nach der Pilokarpin-Injektion zeigen die Tiere zunachst eine Hypoaktivitat, die in

fokale Krampfaktivitat, wie Kauen und stereotypes Kopfnicken, tUbergeht. Nach
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ca. 20 — 60 min entwickeln ca. 40 — 100% der Tiere einen SE (Turski et al., 1983;
Clifford et al., 1987; Covolan et al., 2000). Dieser induzierte SE halt 5 bis 24 h an.
Es konnte gezeigt werden, dass die Lange des SE positiv mit der Mortalitat
korreliert (Goodman, 1998), so dass Sterblichkeitsraten von anfanglich 83 - 100%
durch eine Reduzierung der Dosis, die Verabreichung von Methyl-Skopolamin
und/oder die medikamentose Unterbrechung des SE auf 25 - 45% verringert
werden konnte (Turski et al., 1984; Leite et al., 1995). Fur die Unterbrechung des
SE kommen verschiedene Antikonvulsiva wie Diazepam (Benzodiazepin)
und/oder Barbiturate in Frage. Zum Einsatz kommen hierfir einmalige oder
wiederholte Applikationen, bei Diazepam mit einer Dosis von 4 — 10 mg/kg KM,
(Clifford et al., 1987; Leite et al., 1995; Mello et al., 1996; Gibbs et al., 1997). Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass eine SE Lange von 30 min nicht ausreichend
ist, um in den Tieren spontane Anfélle in der chronischen Phase zu erzeugen
(Lemos et al., 1995; Klitgaard et al., 2002). Nach einem SE weisen die Tiere
haufig ein stark gestortes Allgemeinbefinden auf, wodurch eine aufwendige
Betreuung mit Flussigkeitssubstitution und Verabreichung leichtverdaulicher Kost
notig wird, um die Uberlebensrate zu erhéhen (Cavalheiro et al., 1991; Mello et al.,
1993; Gibbs et al., 1997). Es schlief3t sich eine Latenzphase an, in der die Tiere
keine spontanen Anfalle zeigen. Diese Latenzzeit liegt bei durchschnittlich
14 Tagen (zwischen 3 und 50 Tagen). Nahezu alle Tiere, die einen SE hatten,
bekamen nach dieser Latenzzeit spontane Anfélle (Cavalheiro et al., 1991; Mello
et al., 1993; Mello et al., 1996; Arida et al., 1999). Zunachst treten bei den meisten
Ratten fokale Anfélle auf, die mit der Zeit starker werden und schlie3lich sekundar
generalisieren. Wenn sekundar generalisierte Anfalle auftreten, sind die folgenden
Anfalle meistens ebenfalls durch diesen Typ bestimmt (Cavalheiro et al., 1991).
Betrachtet man die Frequenz der auftretenden Anfalle, so ist ein Anstieg der
Anfallszahlen zu beobachten, der dann konstant bleibt. Anfallsschwere und -dauer
verandern sich nicht (Arida et al., 1999). Bei einzelnen Tieren kann die
Anfallsfrequenz variieren. Die Varianz bewegt sich zwischen wenigen Anfallen im
Monat, bis hin zu mehreren Anfallen taglich. Es werden mehr Anfélle in der Hell-
als in der Dunkelphase beobachtet. Bei zahlreichen Tieren treten sogenannte
Anfalls-Cluster auf, wobei die Tiere mehrere spontane Anfalle innerhalb weniger
Stunden erleiden, gefolgt von einer anfallsfreien Phase Uber einige Tage. Eine

Spontanremission der Anfalle wird im Pilokarpin-Modell nicht beobachtet
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(Cavalheiro et al., 1991; Leite et al., 1995; Arida et al., 1999). Wichtig ist also eine
lickenlose Erfassung dieser Krampfaktivitat.

Das histologische Bild der Gehirne von chronisch epileptischen Ratten und
Mausen ist von degenerativen Veranderungen der hippokampalen Formation
gepragt, so ist im Hilus des Hippokampus und bei den Pyramidenzellen ein
Zellverlust zu erkennen. AuRRerdem ist im Hippokampus Astrogliose und
Moosfasersprossung als Zeichen fur synaptische Reorganisation zu finden
(Cavalheiro et al., 1996; Silva et al., 2000). Insgesamt ist die Neuropathologie
nach einem Pilokarpin-induziertem SE der Neuropathologie der menschlichen
Temporallappenepilepsie ahnlich (Turski et al., 1983; Clifford et al., 1987). Auch
elektroenzephalografische, pharmakologische und klinische Befunde sind
vergleichbar mit denen der Temporallappenepilepsie beim Menschen (Turski et
al., 1983; Clifford et al., 1987; Turski et al., 1989; Léscher, 1999).

2.6 Analyse spontaner Anfalle

Die Untersuchung von Tieren in einem Epilepsie-Modell erfordert eine gute
systematische Analyse, da ein Anfall jederzeit auftreten kann. In der Literatur sind
hierzu verschiedene Vorgehensweisen beschrieben, die sich hinsichtlich des
technischen, personellen und zeitlichen Aufwands unterscheiden. Da die Anfalle in
induzierten Epilepsiemodellen hauptséchlich in der Inaktivitats-, also in der
Hellphase auftreten (Bertram et al., 1994; Arida et al., 1999; Hellier et al., 1999;
Nissinen et al., 2000), stellt technisch die einfachste, aber auch die personal- und
zeitaufwendigste Methode die direkte Beobachtung der Tiere dar. Nachteil dieser
Methode ist jedoch die fehlende Dokumentation der Anfalle (Leite et al., 1995).
Eine Alternative ist die Videouberwachung der Tiere. Der technische Aufwand ist
vertretbar und die Aufnahme ist in der Hell- und in der Dunkelphase méglich {zum
Beispiel von (Arida et al., 1999) eingesetzt}. Als Vorteil ist die Zeitersparnis zu
nennen, da die Videobander im Schnelldurchlauf durchgesehen werden kdnnen.
Aullerdem ist eine dauerhafte Dokumentation der Anfalle gewahrleistet. Es
konnen jedoch leicht Anfalle Ubersehen werden, wenn Tiere eine unginstige
Position zur Kamera einnehmen, so dass ihr Verhalten nicht eindeutig beurteilbar
ist oder die auswertende Person nimmt den Anfall im schnellen Vorlauf nicht wahr.
Eine technisch anspruchsvolle und kostenintensive Methode ist die Kombination
von EEG- und Videolberwachung. Die von mehreren Tieren gleichzeitig

abgeleiteten EEG-Signale kénnen hinsichtlich der Anfallsfrequenz ausgewertet
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werden. Anhand der Videoaufzeichnung ist eine visuelle Kontrolle und
Klassifikation spontaner Anfélle mdglich. Der entstehende Zeitaufwand wird bei
einer 24 h Aufnahme von 15 Tieren mit 30 bis 90 min beziffert (Bertram et al.,
1997). Die Ableitung eines EEGs setzt allerdings die Implantation von
Kortexschrauben oder Tiefenelektroden voraus, was bei chemisch induzierten
Epilepsiemodellen eine weitere Belastung der Tiere darstellt. Als weitere
Komplikation ist die Mdglichkeit zu nennen, das der Ableitungsaufbau, der die
Elektroden am Schédel fixiert, verloren werden kann. Mumford (Mumford et al.,
2001) beschreibt eine neue Methode fir EEG-Ableitungen, bei der die
Anfallsdetektion bei Meerschweinchen Uber Oberflachenelektroden gemessen und
telemetrisch Ubertragen wird. Bei Mausen wurde ebenfalls mit Hilfe eines
telemetrischen Systems intrazerebellares sowie kortikales EEG abgeleitet, wobei
der Transmitter intraperitoneal implantiert wurde (Weiergraber et al., 2005). In der
Gesamtubersicht stellt das hier verwendete Verfahren die derzeit beste Lésung

dar.
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3 ZIELSETZUNG

Die Entwicklung der Temporallappenepilepsie (TLE) geht mit verdnderter
Expression und Verteilung verschiedener Molektle einher. In
epilepsiechirurgischen Biopsiepraparaten von Patienten mit pharmakoresistenter
TLE ebenso wie in Tiermodellen fur TLE sind Neurotransmitter-Rezeptoren sowie
lonenkanéle entsprechenden Veradnderungen unterworfen. Tiermodelle fir TLE
erlaubten einen Einblick in die frihe Epileptogenese. Diese zeigten, dass der
Status epilepticus (SE) als transiente Phase gesteigerter neuronaler Aktivitat zu
anhaltenden Verdnderungen der Expression der hier zu untersuchenden
metabotropen Glutamatrezeptoren und spannungsabhéngigen Kalziumkanéle
fuhrt. In diesem Zusammenhang tragt die erworbene aberrierende Expression von
MGIuR1 und mGIuR4 potenziell zu abnormer synaptischer Signaltbertragung
innerhalb der Hippokampus-Formation bei, wahrend die modifizierte Transkription
von Cav3.2 zu pathologischer intrinsischer Aktivitat hippokampaler Neurone flhrt.
Ungeklart im Hinblick auf die Rolle von mGIuR1 und mGIluR4 sowie Cav3.2 bei der
TLE ist, ob es sich bei den beobachteten hippokampalen Veranderungen der
Expression und Verteilung um pro- oder antiepileptogene Mechanismen oder
maoglicherweise lediglich um Epiphanomene der TLE handelt.

Ziel dieser Arbeit war es, die funktionelle Relevanz der exzitatorischen mGIluR1,
der inhibitorischen mGIuR4 sowie der fur das intrinsische neuronale
Entladungsverhalten relevanten Ca**-Kanal-Untereinheit Cav3.2 detailliert zu
analysieren. In diesem Zusammenhang sollten transgene Tiermodelle
Verwendung finden. Initiale  Aufgabenstellungen stellten in  diesem
Zusammenhang die Generierung einer transgenen Mauslinie dar, die mGIuR1l
hippokampal Uberexprimiert, die Etablierung eines Modells fur TLE in den
verschiedenen transgenen Linien sowie der Aufbau einer permanenten
telemetrischen EEG/Video-Aufnahmeeinheit zur Analyse spontaner epileptischer
Anfélle. Diese Voraussetzungen erlaubten die Bearbeitung der Fragestellung, ob
in entsprechenden transgenen Mausen (a) die Empfindlichkeit gegenlber der
Induktion eines SE durch Pilokarpin verandert und/oder (b) chronisch spontane
Anfallsaktivitdt und -schwere moduliert waren. Eine weitere wesentliche
Fragestellung dieser Arbeit war es, zu klaren, inwiefern die Ammonshornsklerose

als hippokampales Schadigungsmuster der TLE in mGIluR1-Uberexprimierenden,
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sowie mGIluR4- und Cav3.2 defizienten Mausen nach SE verandert war. Diesem
Ziel diente die neuropathologische Untersuchung des neuronalen Zellunterganges
sowie der rekurrenten Moosfasersprossung als Ausdruck struktureller
Reorganisation. Die skizzierten Untersuchungen eroffneten die Perspektive eines
verbesserten Verstandnis der funktionellen Konsequenzen erworbener

synaptischer und intrinsischer neuronaler Plastizitat fur die Pathogenese der TLE.
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4 MATERIAL UND METHODIK

4.1 Material

4.1.1 Versuchstiere und Tierhaltung

Fur die Versuche wurden ausschlie3lich méannliche transgene Mause und die
entsprechenden Wildtyp-Wurfgeschwister-Tiere (WT) verwendet, um durch den
Hormonzyklus bedingte Varianzen auszuschlieRen. Die mGIluR4-KO-Mauslinie
(Pekhletski et al., 1996; Bruno et al., 2000) wurde freundlicher Weise von Dr. P. J.
Flor und Dr. H. van der Putten, Novartis Institutes for Biomedical Research, Basel
und die Cav3.2-KO-Linie (Joksovic et al., 2006) von Prof. Campbell, Universitat
lowa, zur Verfugung gestellt. Fir die Zichtung der mGIluR4 und der Cav3.2-KO-
Mause wurden heterozygote Mause verpaart, um die entsprechenden WT- und
KO-Tiere ("Knock out") zu erhalten. Die transgenen mGIluR1-EGFP-Mause
entstanden aus einer Verpaarung, bei der jeweils ein Elterntier heterozygot das
transgene Konstrukt trug. Die Haltung erfolgte, bis zum Versuchsbeginn, in
Gruppen von bis zu 5 Tieren in Kéafigen aus Makrolon® des Typs M-2L. Als
Einstreu diente Weichholzgranulat (lignocell, Rettenmaier und S6hne GmbH & Co.
KG, Rosenberg). Die Méause erhielten ein kommerzielles pelletiertes Futter (ssniff
R/M-H, 10 mm, ssniff Spezialdidten GmbH, Soest) sowie Leitungswasser ad
libidum. Das Futter wurde einmal pro Woche und das Wasser zweimal pro Woche
erneuert. Einmal in der Woche wurden die Mause in saubere Kafige umgesetzt.
Das Umsetzen der Mause in die Versuchsrdume erfolgte ca. 1 Woche vor den
Versuchen, um eine Beunruhigung der M&ause direkt vor dem Experiment zu
vermeiden. Die Tiere wurden wahrend der gesamten Zeit unter kontrollierten
Umweltbedingungen, mit einem 12-h-Hell-Dunkel-Zyklus, einer
Umgebungstemperatur von 22 - 24T und einer relativen Luftfeuchtigkeit von
50 - 60%, gehalten. Nach Induktion des Status epilepticus (SE) wurde auf
Einzelhaltung umgestellt, um Verletzungen zu verhindern, die durch das
zunehmende aggressive Verhalten der Tiere entstehen kdnnen (Persinger et al.,
1993). Die Tierversuche wurden mit Einverstandnis der zustandigen Behdrde
(Aktenzeichen: 23.203.2-BN 28, 20/00 und 50.203.2-BN 59, 53/05) sowie nach

Absprache mit dem Tierschutzbeauftragten der Universitat Bonn durchgefuhrt.
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4.1.2 Verwendete Substanzen

Substanz

Firma

3,3’-Diaminobenzidin-Tetrachlorid (DAB)

Vector

6 x Ladepuffer-Agarose-Gelektrophorese

Fermentas

AB Komplex

Vector

Agarose (pegGold Universalagarose)

Peqglab

Aqua ad iniectabilia

DeltaSelect

Borax

Sigma

Carprofen (Rimadyl®)

Pfizer

Corbit-Balsam

Hecht, Kiel

Dexpanthenol-Augensalbe (Bepanthen®)

Roche

Diazepam (Diazepam-ratiopharm®)

ratiopharm

Dinatriumdihydrogenphosphat (Na,HPOy)

Merck

Enrofloxacin (Baytril®)

Bayer

Eosin 1%

Merck

Ethanol

Merck

Ethidiumbromid (EtBr)

Fluka

Fotales Kéalberserum (FCS)

Seomed

GFP Antikorper

ab290, Abcam

Glucose

Sigma

Glutaraldehyd

Roth

Gum arabicum

Sigma

Hautdesinfizienz (Cutasept®F)

Bode

Hydrochinon

Merck

Isofluoran (Forene®)

Abbott

Kaliumdihydrogenphosphat

Roth

Ketamin (Ketavet®)

Pharmacia-Upjohn

Kryo-Einbettmedium

Dako

Kunststoff, Kaltpolymerisat (Paladur®)

Heraeus

Natriumcitrat

Sigma

Natriumchlorid

Merck

Natriumsulfit (Na,S)

Sigma

Natriumthiosulfat (Na,S,03)

Sigma

Natronlauge

Sigma

NeuN-Antikorper

Chemicon

Papanicolau 1a)

Merck

PBS (phosphatgepufferte Kochsalzldsung)

Biochrom

Pilokarpinhydrochlorid

Sigma

Ringer

Fresenius

Salzsaure

Sigma

Scopolaminmethylnitrat

Sigma

Silbernitrat (AgNO3)

Sigma

Saccharose

Sigma

SYBR® Green PCR Master Mix

Invitrogen

Toluidinblau

Fluka

Xylazin (Rompun®)

Bayer

Xylol

Merck

Zitronensaure

Fluka
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4.1.3 Stammldésungen

PBS

1,48 g Na,HPO,
0,43 g KH,PO,
7,2 g NaCl

Fir die Timm-Farbung:

Phosphatpuffer 0,15 M:

Ldsung A: 26,70 g Na,HPO,4 auf 1 Liter auffillen

Ldsung B: 20,70 g Na,HPO,4 auf 1 Liter auffillen

Zusammengeben gleicher Mengen Lésung A und Ldsung B, pH auf 7,4 einstellen (mit
NaOH oder HCI)

Toluidinblauldésung:

1 g Toluidinblau + 4 g Borax in 400 ml A. dest. bei 60<C rihren

L6sung 1 = Reaktionsldsung

1,19 g Na;HPO,+ 1,17 g Na,S + 100 ml A. dest.

Lésung 2:
100 ml Phosphatpuffer 0,15 M + 1,2 ml Glutaraldehyd (25%)

L6sung 3 = Fixierungsldsung

70%iger Ethanol

Saccharoselésung:

30 g Saccharose auf 100 ml Phosphatpuffer (0,15 M) auffillen

Gum arabicum fir Entwickler:
62,5 g Gum arabicum ad 125 ml A. dest.

Entwicklungslésung:

80 ml A. dest. + 120 ml Gum arabicum + 5,1 g Zitronensaure + 7,1 g Natriumcitrat + 3,4 g
Hydrochinon + 0,19g AgNO3 in 1 ml A. dest.

Stopplésung:
1g Na,S,03 ad 100 ml A. dest.
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4.1.4 Material und Geréate

Material

Firma

384-well Platten

4titude

Autoklav

H + P, Varioklav 75T

Dynabeads[] -Kits

Dynal

Mikroskop

Axiocam, Zeiss

Binokular

Zeiss

EEG-Uberwachungs-Systems

DSI

Feinwaage

BP210S, Sartorius

Fixierungsrahmen

Eigene Werkstatt

Gefrier-Microtom

Microm, HM 560

Glasobjekttrager (Superfrost”)

Menzel Glaser

Homogenisator

Dremel 395 Type 5

Infrarot-Lampen

seetec

Makrolonkéfige

tecniplast

cDNA-Synthese-KIT

RevertAidO H Minus First Strand, Fermentas

Mikro-Bohrer | FST
Objekttrager | Engelbrecht
Auswertungsprogramm | Origin Pro 7.0, OriginLab
PCR Cycler | UNOQII, Biometra
DNA Mini Kit | peqGOLD Tissue , peglab

RT PCR Maschine (TagMan)

ABI PRISM 7700, ABI

Transmitter (Model TA10EA-

DSI

Uberwachungsprogramm

seetec

Rotlicht-Lampe

petra

Vibratom

Microm HM 560

Webcam | Axis, 2420 indoor Vario IR

Wundklammern | Wundklammern nach Michel, Lehnecke

Zahlraster (Strichplatte) | MXE24021, Nikon
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4.1.5 Bezugsfirmen

Firma

Firmensitz

4titude

4titude, Surrey, UK

Abbott

Abbott, Wiesbaden

Abcam

Abcam, Cambridge, UK

ABI

Applied Biosystems, Warrington, UK

Bayer

Bayer, Leverkusen

Biochrom

Biochrom AG, Berlin

Biometra

Biometra, Gottingen

Bode

Bode Chemie, Hamburg

Chemicon

Hampshire, UK

Clontech

Clontech Laboratories Inc., California, USA

Dako

Dako Cytomation GmbH, Hamburg

DeltaSelect

DeltaSelect GmbH, Dreieich

Dremel

Dremel, Leinfelden-Echterdingen

DSl

Data Science International, Minnesota, USA

Dynal

Dynal Biotech Inc., Oslo, Norway

Engelbrecht

Medizin- und Labortechnik GmbH, Edermiinde

Fluka

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Fermentas

Fermentas, St. Leon-Rot

Fresenius

Fresenius AG, Bad Homburg

FST

Fine Science Tools Inc., Heidelberg

Heraeus

Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim/Ts

H&P

H & P Labortechnik AG, Oberschleifheim

Invitrogen

Invitrogen, Karlsruhe

Lehnecke

Tierarztebedarf J. Lehnecke GmbH, Schortens

Menzel

Menzel-Glaser, Braunschweig

Merck

Merck KG aA, Darmstadt

Microm

Microm International GmbH, Walldorf

Nikon

Nikon GmbH, Diisseldorf

OriginLab

OriginLab, Additive GmbH, Friedrichsdorf

petra

petra-electric, Peter Hohlfeldt GmbH & Co. KG, Burgau

Pfizer

Pfizer Pharma GmbH, Karlsruhe

Pharmacia-Upjohn

Pharmacia-Upjohn, Erlangen

ratiopharm

Ratiopharm GmbH, Ulm

Roche

Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Whylen

Sartorius

Sartorius AG, Goéttingen

seetec

SeeTec Communications GmbH & Co. KG, Phillipsburg

Sigma

Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen

Vector

Vector Laboratories Inc., California, USA

Zeiss

Carl Zeiss AG, Jena
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4.2 Methodik

4.2.1 Generierung der transgenen mGIuR1-EGFP Mause

4.2.1.1 mGIluR1-EGFP Vektor Konstruktion

Fur eine gehirnspezifische Uberexpression des mGluR1a-Rezeptors wurde die
kodierende Sequenz aus muriner cDNA amplifiziert und unter Kontrolle eines
humanen Cytomegalovirus-Promotors (pCMVIE) in die Vorkerne von befruchteten
Maus-Oozyten von C57BI/6-Weibchen eingebracht. Abbildung 8 zeigt das
Konstrukt und Abbildung 9 zeigt den Vektor, in den das Konstrukt eingefligt wurde.
Der Vektor stammt von Herrn Professor Dr. Becker und enthalt die vollstandige
Sequenz des murinen mGluR1a-Rezeptors (Pitsch et al., 2007). Die transgenen
Méause wurden am Karolinska Institutet in Stockholm, Schweden hergestellt. Die
daraus entstandenen ,Founder“-Méause (Griinder) wurden dann mit Hilfe der PCR

analysiert. Das zu detektierende Amplikon war 290 bp grof3 (Abbildung 10).

l—-)

CMV promoter mGIuR1 EGFP $V40 polA

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Konstruktes bestehend aus einem CMV
Promoter, dem mGIuR1-Rezeptor, einem EGFP-Fragment und dem poly-A-Schwanz.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des Vektors pEGFP-N2 und der ,Multi cloning
site” (MCS; vielfach klonierbare Stelle). Der Vektor enthalt einen CMV-Promoter (pCMVg)
und ein EGFP-Fragment (in Klammern: Basenpaare).
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mGIuR1 mGIuR1-
Standard WT EGFP

331 bp

240 bp 290 bp

Abbildung 10: Genotypisierung aus Schwanzgewebe der transgenen mGIuR1-Mauslinie
nach elektrophoretischer Auftrennung der vervielféaltigten DNA und Sichtbarmachen der
Banden spezifisch fir EGFP unter Ultraviolettstrahlung (bp = Basenpaare; Primer s. Kap.
4.2.2.2).

4.2.1.2 Generierung einer mGIuR1-EGFP Maus Linie

Die positiv identifizierten Tiere dieser Mauslinie wurden dann durch gezielte
Ruckkreuzung der transgenen ,Founder® in BL6SJL/F1-Hybrid-M&use uberfihrt.
Jedes genotypisierte Tier wurde in einem Stammbaum erfasst. Bei der weiteren
Verpaarung der Tiere wurde entweder ein Transgen positiver Mausebock mit
Wildtyp-Weibchen verpaart oder umgekehrt. Auf die Verpaarung von zwei
transgenen Tieren wurde verzichtet, da eine genaue Lokalisation des Konstruktes
im Genom nicht vorhergesagt werden kann. Durch die Verpaarung mit nur einem
Uberexprimierenden Tier verhindert man, dass falls der Einbau des Konstruktes
zum Beispiel in einem regulatorisch wirkenden Bereich des Genoms stattfand,
welcher zu letalen Auswirkungen fuhren konnte, nicht homozygot vorliegt.
AulRerdem geht man so davon aus, dass Veranderungen nicht aufgrund von
Veréanderungen im Bereich der Regulation von anderen Genen zustande kommen,

sondern an der Uberexpression des Zielgens liegen.

4.2.2 Genotypisierung

4.2.2.1 Extraktion genomischer DNA
Den gezlchteten Jungtieren wurde zur Isolierung genomischer DNA ein ca.
3 mm langes Stick der Schwanzspitze reseziert und sie wurden gleichzeitig

dauerhaft gekennzeichnet. Das resezierte Stick wurde bis zur weiteren



Material und Methodik 42

Verarbeitung in einem 1,5 ml Eppendorf-Rdéhrchen bei -20C aufbewahrt. Zur
Extraktion der DNA wurde ein DNA Mini Kit nach Anleitung des Herstellers
benutzt. Die in 200 pl Puffer geléste DNA wurde dann bei 4C bis zur weiteren

Verarbeitung aufbewahrt.

4.2.2.2 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist ein Verfahren zur Erzeugung vieler
Kopien eines spezifischen DNA-Fragments. Hierbei missen die Sequenzen vor
und nach dem zu amplifizierenden Fragment bekannt sein. Auf diesen Sequenzen
beruhend wurden fir jedes Gen zwei Oligonukleotidprimer entworfen, die jeweils
komplementér zum 5-Ende des Vorwarts- und Revers-Stranges sind (v- und r-
Primer). Zunachst wird die DNA durch Erhitzen in ihre beiden Einzelstrdnge
getrennt (Denaturierung), dann hybridisieren die beiden Primer an den jeweils
komplementaren Basenstrangen der DNA. Eine hitzebestandige DNA-Polymerase
erganzt die fehlenden Sticke komplementar zur Vorlage (Elongation). Das
Ergebnis sind zwei identische DNA-Doppelstréange. Dieses Verfahren wird solange
wiederholt bis gentigend Kopien vorliegen. Fir den Nachweis des mGIuR1-EGFP-
Konstruktes wurde die Sequenz der Primer so gewahlt, dass das Amplikon Uber
das (kinstliche) Konstrukt geht, damit die WT-Mause, die das EGFP-Fragment
nicht tragen, einwandfrei identifiziert werden konnten (Tabelle 1). Bei den beiden
KO-Linien des mGluR4- beziehungsweise des Cav3.2-Gens, lag das Amplikon zur
Identifizierung der KO-Tiere in der eingebauten neo-Kassette (Neomycin-Kasette),
die bei WT nicht vorhanden ist. Uber eine Kombination von Primern wurden DNA-
Fragmente unterschiedlicher Lange amplifiziert, so dass das WT-Allel jeweils von
dem mutierten Allel unterschieden werden konnte (Tabelle 1). Fir die
Genotypisierung der einzelnen transgenen Tiere wurden einheitliche PCR-
Bedingungen benutzt. Es wurde jeweils 1 pl DNA eingesetzt, auf die
Konzentrationsbestimmung wurde verzichtet. Der Reaktionsansatz von 10 pl fur

die PCR enthielt folgende Komponenten:



Material und Methodik

43

Fur mGluR-transgene Tiere:

1 pl DNA
0,2 pl MgCl;, (50 mM)

1 pl 10 x PCR Puffer

1 pl dNTPs (je 2 mM)
Vorwarts-Primer 0,5 pl (10 pmol/ul)
Revers-Primer 0,5 pl (10 pmol/ul)
0,05 ul Tag-Polymerase (5 U/ul)

5,75 ul H20 (bzw. 4,75 pl fur mGIluR4)

Fir Cav3.2-transgene Tiere:

1 pl DNA
0,2 ul MgCl; (50 mM)

2 Ul 5 x PCR Puffer

1 pl dNTPs (je 2 mM)

Primer 1: 0,5 pl (10 pmol/ul)
Primer 2: 0,5 ul (10 pmol/ul)
Primer 3: 0,3 ul (10 pmol/ul)
0,05 ul Tag-Polymerase (5 U/ul)
4,45 pl H,0

Primer (5’-3'-Richtung)

GenBank
Registrierungsnr.

Cav3.2

(v) ATT CAAGGG CTT CCA CAG GGT A

AF226868

WT

(r) CAT CTC AGG GCC TCT GGACCAC

neo

(r) GCT AAA GCG CAT GCT CCAGAC TG

mGIluR1

WT

(v) CAG CAG CGA GAG GTT CAAGC

NM_016976

EGFP

(r) GAA CTT GTG GCC GTT TAC GTC

U57608

mGIluR4

WT

(v) ATG CAG AGG TGT CTC ATACCT G

NM_001013385

WT

() GCC TGG GCT ACT GTC TGT CAT

neo

(v) CCATTC GAC CAC CAAGCG AAACATC

neo

(r) CGG CCA CAG TCG ATG AAT CCAGAA A

Tabelle 1: Sequenzen der Primer der verschiedenen Linien.

Die DNA wurde im Thermocycler nach folgendem PCR-Programm tber 33 Zyklen

amplifiziert, wobei initial ein 5 min Denaturierungsschritt bei 94<C stattfand:
40 s 94 (Denaturierung)
50 s 60T (Anlagerung)
60 s 72T (Elongation)

Nach dem letzten Zyklus schloss sich ein weiterer Elongationsschritt von 10 min

bei 72T an.
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4.2.2.3 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist ein Verfahren zur Auftrennung von DNA-Molekdlen in
einem elektrischen Feld. Agarose dient hierbei als interne Matrix, in der DNA-
Molekile in einem elektrischen Feld wegen der negativ geladenen
Phosphatgruppen im Desoxyribose-Phosphat-Riuckgrat der DNA, zur Anode
wandern. Die Wanderungsgeschwindigkeit wird durch verschiedene Faktoren, wie
MolekulgréRe, Konformation der DNA, Agarosekonzentration und die angelegte
Gleichspannung beeinflusst. Die eingesetzte Agarosekonzentration ist abhangig
von dem DNA-Molekulargewichtsbereich, in dem eine effektive Auftrennung der
Fragmente erfolgen soll. Mit dieser Methode ist es mdglich, eine Auftrennung von
DNA-Fragmenten von ca. 100 bp bis 25000 bp zu erreichen. Nach der
Amplifikation wurde der gesamte Reaktionsansatz in einem 2%igen Agarosegel
unter Zusatz von Ethidiumbromid elektrophoretisch aufgetrennt. Die Banden
wurden anschliel3end unter Ultraviolettstrahlung sichtbar gemacht und fotografiert.
Die GroRe der DNA-Fragmente der mGIuR1-EGFP Mause betrug 372 bp. Bei den
MGIuR4-Tieren war die mGluR4-KO-Bande 240 bp und die der Wildtypen 1048 bp
grof3. Die Grol3e der Fragmente der Cav3.2-KO-Mause betrug 330 bp und die der
Wildtypen 480 bp.

4.2.3 Auswahl der Tiere und Versuchsdesign

Fur die Versuche wurden ausschlie3lich mannliche Mause eingesetzt. Alle Tiere
wurden spatestens eine Woche vor Versuchsbeginn in den Versuchsraum
verbracht, um eine gute Adaption an die neuen Bedingungen zu erreichen. Die
Versuche wurden immer zwischen 9:00 und 11:00 Uhr begonnen, um zirkadiane
Einflisse moglichst gering zu halten (Stewart et al., 2001). Zum Zeitpunkt der
Versuchsdurchfihrung waren die Tiere mindestens 60 Tage alt und wogen = 20 g.
Der Zeitpunkt der Pilokarpin-Applikation wurde als Tag O definiert. Zur Analyse
des SE wurden den Mausen 7 Tage vor der Induktion des SE der Transmitter
implantiert und das EEG bis 7 Tage nach SE abgeleitet (Abbildung 11). Zur
Analyse der chronischen Phase wurde der Transmitter 7 Tage nach SE implantiert
und von Tag 9 bis Tag 28 nach SE das EEG abgeleitet (Abbildung 12). Zur
Probengewinnung wurde das erforderliche Gewebe zum gewiinschten Zeitpunkt
nach SE entnommen (Abbildung 13).
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| EEG/Video-Uberwachung |

Tag Tag Tag
7 0 !
| . _ Stopp
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Abbildung 11: Schema zur Uberwachung und Untersuchung des SE.
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Abbildung 12: Schema der Vorgehensweise zur Untersuchung der chronischen Phase.
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Abbildung 13: Zeitlicher Ablauf zur RNA-Gewinnung beziehungsweise histologischen
Untersuchung zu verschiedenen Zeitpunkten nach SE.
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4.2.4 Durchfuhrung des Pilokarpin-Versuches

4.2.4.1 Krampfparameter

Wahrend der akuten Induktion des SE und wahrend der chronischen
Uberwachungsphase wurden epileptische Anfalle hinsichtlich Schwere, Haufigkeit
und Dauer beurteilt. Die Einteilung der Krampfschwere basierte auf einer Skala
von Racine (Racine, 1972), modifiziert nach Baran (Baran et al., 1995), in welcher
entsprechend der klinischen Symptomatik Anfalle in verschiedene Stadien

eingeordnet wurden (Tabelle 2).

Krampfschwere Anfallscharakteristika
Stadium | Immobilitat, schwacher Fazialklonus
Stadium I Schwerer Fazialklonus

. Uni- und bilaterale tonisch-klonische Anfalle mit Aufrichten ohne
Stadium 1l

Umfallen

Stadium IV Tonisch-klonische Anfalle mit Springen und/oder Umfallen
Stadium V Generalisierter klonischer Anfall (SE)

Tabelle 2: Modifizierte Klassifikation der Anfallsstadien (Racine, 1972; Ldscher et al.,
1988; Baran et al., 1995).

Diese Einteilung wurde einer weiteren Modifikation unterzogen, da die
beschriebene Einteilung sich auf Ratten bezieht, bei denen elektrisch induzierte
Anfélle charakterisiert wurden beziehungsweise auf Mause, bei denen durch
Kainat Epilepsie induziert wird und es daher nicht komplett auf das hier
beschriebene Verfahren angewendet werden kann.

Stadium | war durch Immobilitdt der Mause gekennzeichnet und ging haufig mit
einem Zittern der Tasthaare einher. Schwere Fazialklonien in Form von klonischen
Kaubewegungen oder stereotypes Nicken mit dem Kopf charakterisierten das
Stadium Il. Der bei Ratten beschriebene einseitige Vorderextremitatenklonus ist
bei Mausen schwer von einem bilateralen Klonus zu differenzieren, da diese sich
haufig abwechseln. Daher wurden in dieser Studie uni- und bilaterale tonisch-
klonische Anfélle im Stadium Il zusammengefasst, in welchem es zu einem
Aufrichten der Tiere kam. Dieses Stadium Il konnte sich durch Verlust der
Stellreflexe zu Stadium IV entwickeln, wobei die Tiere nach vorne oder zur Seite

umfielen oder hochsprangen und generalisierte tonisch-klonische Krampfe
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zeigten. Diese werden im weiteren Verlauf als schwere Anfélle bezeichnet.
Entwickelt sich diese Konvulsion zu stark, konnte es an diesem Punkt zu einem
Atemstillstand kommen, wobei der Anfall in einen reinen tonischen Krampf
Uberging. Bei Stadium V handelte es sich um generalisierte klonische Anfélle, bei
denen die Tiere das ,Bewusstsein“ nicht wiedererlangen. Dieses Stadium wird im
Weiteren als SE bezeichnet. Im Gegensatz zu Stadium | und Il, welche fokale
Krampfaktivitat anzeigen, repréasentieren die Stadien IlI-V ein generalisiertes
Krampfgeschehen (Loscher et al.,, 1988). Als Anfallsdauer wurde der Zeitraum
beschrieben, in dem motorische Krampfaktivitat morphologisch zu erkennen war.
Wurden die Anfélle auch mittels EEG (Elektro-Enzephalo-Grafie) tberwacht,
bezeichnete die Anfallsdauer den Zeitraum von Beginn der ersten sichtbaren

hochfrequenten Aktivitat im EEG bis zu deren Ende.

4.2.4.2 Induktion und Abbruch des Status epilepticus

Den Mausen wurde 25 min vor der ersten Pilokarpin-Applikation Methyl-
Skopolamin in einer Dosierung von 1 mg/kg KM s. c. (gel6st in Ringer-Losung)
verabreicht, um die peripheren cholinergen Wirkungen des Pilokarpins zu
antagonisieren. Die Dosis des Pilokarpins richtete sich unter anderem nach dem
genetischen Hintergrund beziehungsweise Stamm der Mauslinie. Da hier mit
verschiedenen Linien gearbeitet wurde, musste zunachst eine optimale Dosis fir
die jeweiligen Linien (WT und Transgen) ermittelt werden. Richtwerte fur die
Pilokarpin-Dosis wurden aus vorhandenen Publikationen entnommen (Cavalheiro
et al., 1996; Borges et al., 2003; Chen et al.,, 2005). Die daraus resultierenden

benutzten Dosen waren wie folgt:

Linie Dosis (mg/kg KM)
mGIluR1 310
mGIuR4 340
Cav3.2 330

Tabelle 3: Verwendete Dosen von Pilokarpin bei den verschiedenen Mauslinien.

Die in Tabelle 3 genannten Dosen wurden dann s. c. verabreicht (gelost in
Ringer-Losung). Tiere, die einen SE entwickelten, erhielten keine weiteren

Pilokarpin-Injektionen. Entwickelte sich im weiteren Verlauf jedoch kein SE, wurde
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den Tieren, wenn bis dahin keine generalisierten Anfalle beobachtet wurden,
40 min nach erster Applikation die halbe Dosis erneut injiziert (bei Cav3.2: nach
70 min). Entwickelten die Tiere generalisierte Anfalle und es kam jedoch bis zur
60. min nicht zu einem SE und betrug die anfallsfreie Zeit mehr als 15 min, wurde
ebenfalls die halbe Dosis nachgespritzt. Bei den Cav3.2-transgenen Tieren wurde
in diesem Fall auf eine Nachinjektion verzichtet, da sie generell erst spater Anfalle
entwickelten. Auf weitere Nachinjektionen wurde verzichtet, wenn die Tiere keine
anhaltende Krampfaktivitdit mehr zeigten, da in Vorversuchen weitere Pilokarpin-
Injektionen keinen SE mehr hervorrief. Wahrend der Versuche wurden die Mause
bis zu 4 Stunden in offenen Kafigen beobachtet. Erreichten die Tiere den SE, so
wurde dieser nach 40 min durch eine einmalige Injektion von Diazepam
(4 mg/kg KM) unterbrochen. Injektionszeiten, Anzahl und Starke auftretender
generalisierter Anfalle, Beginn und Terminierung des SE wurden in einem
Protokoll fur jedes Tier festgehalten. Kontrolltiere wurden der gleichen Prozedur
unterzogen, sie bekamen jedoch anstatt Pilokarpin nur Ringer-Lésung injiziert.
Nach Abbruch des SE wurde jedes Tier einzeln gesetzt und mindestens stundlich
kontrolliert und oral mit Glucose (5%) gefuttert. Aul3erdem erhielten die Mause am
Tag des SE jeweils 1 ml Glucose (5%) s. c. gespritzt, um ein Dehydrieren zu
verhindern und die entstandene Hypoglykdmie auszugleichen (Sirven et al., 2003;
Santiago et al., 2006). Dies wurde am Folgetag wiederholt, es sei denn, das
Allgemeinbefinden der Tiere wurde als gut beurteilt. Zusatzlich erhielten die Tiere
eingeweichtes Standard-Diat-Futter, bis eine adaquate Nahrungs- sowie
Wasseraufnahme wieder vollstandig gewahrleistet war. In Tabelle 4 ist die Anzahl

der eingesetzten Tiere aufgelistet.

Linie Transgene Tiere Kontrollen
mGIuR1 19 32
mGIluR4 29 24
Cav3.2 88 78

Tabelle 4: Anzahl eingesetzter Tierzahlen im Pilokarpin-Modell.
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4.2.5 Operationsverfahren

4.2.5.1 Narkose

Zur Narkose wurde eine Xylazin/Ketamin-Mischung verwendet (6 mg/kg Xylazin
+ 120 mg/kg Ketamin). Die Narkosemittel wurden mit Ringer-Losung verdinnt, so
dass pro Maus mindestens ein Volumen von 100 pl benétigt wurde, was eine
genauere Dosierung gewahrleistete. Bei Bedarf wurde die Narkose mit einem
Drittel der Anfangsdosis verlangert (40 mg/ kg Ketamin), wobei dieses Gemisch

kein Xylazin mehr enthielt, da dies stark atemdepressiv wirkt (Hall et al., 2000).

4.2.5.2 Vorbereitung und Implantation

Als initialer Schritt erfolgten die Elektroden- sowie die Transmitterimplantation.
Hierzu wurde den narkotisierten Mausen ein Maus-EEG-Transmitter (Model
TA10EA-F20, DSI) unter die Haut implantiert. Die Transmitterimplantation und die
Fixierung der Elektroden erfolgte bei den Tieren fiur die SE-Analyse der Cav3.2-
Linie erst wenn die Tiere alter als 53 Tage und ein Gewicht von mindestens 21 g
aufwiesen, da der Transmitter mit einem Gewicht von 3,9 g eine gewisse
Mausgro3e voraussetzt. Das Gewicht des Transmitters liegt im Bereich einer
Trachtigkeit, womit sich diese zusatzliche Gewichtsbelastung in einem
tolerierbaren Bereich befindet. Fir die Untersuchungen in der chronischen Phase,
wurden die Tiere 7 Tage nach SE implantiert. Fir die Implantation wurde zuné&chst
der Operationsbereich an der rechten Flanke und medial auf dem Schéadel
geschoren und anschlieRend mit Hautdesinfiziens behandelt. Zur Fixierung des
Schédels wurden die M&use mit Hilfe zweier Ohr- und eines Schneidezahnbalkens
in einen Rahmen eingespannt. Die Oberkieferhalterung wurde dabei abhéngig von
der Grol3e des Tieres eingestellt. Dadurch wurde ein Verrutschen des Kopfes bei
der weiteren Praparation vermieden. Um ein Austrocknen der Augen, die wahrend
der Narkose geoffnet bleiben, zu verhindern, wurden sie mit Dexpanthenol-
Augensalbe geschiitzt. Nach wiederholter Desinfektion wurde eine Inzision an der
rechten Flanke von etwa 0,5 cm Lange in craniocaudaler Richtung gesetzt und
stumpf eine subkutane Hauttasche in der Gro3e des Transmitters prapariert. Dann
wurde mit Hilfe einer Knopfsonde subkutan der Weg bis tUber das Schéadeldach
sondiert. Dort wurde eine weitere Inzision gesetzt und die Haut in einem Areal von
circa 1 cm Durchmesser entfernt. Faszien und Periost wurden in diesem Bereich

mit Hilfe eines scharfen Loffels abgeschabt, um einen besseren Halt des
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Zementes zu gewahrleisten. Hierdurch wurde das Bregma, welches den
Kreuzungspunkt zwischen der Sutura sagittalis (Sagittalnaht) und der Sutura

coronalis (Koronarnaht) dargestellt, sichtbar.

rostral

X Ableitelektroden

Abbildung 14: Aufsicht auf den kndchernen Schadel (Paxinos et al., 2004) mit Darstellung
der Lokalisation der Ableitelektroden.

Das Bregma ist nach dem Atlas von Paxinos und Franklin (Paxinos et al., 2004)
der Bezugspunkt fur die Angabe der drei Raumkoordinaten des Schadels:
rostrocaudal, lateral und ventral. Mit Hilfe eines Markierungszirkels wurden die
Koordinaten zur Fixierung der Schrauben bestimmt (Abbildung 14; -1.5 mm
rostrocaudal und -1.5 mm lateral) und entsprechend markiert. Auf die Angabe in
die ventrale Richtung wurde in diesem Fall verzichtet, da die Ableitungen und
somit die Platzierung der Elektroden kortikal durchgefiihrt worden sind. Mit einem
0,8 mm starken Mikro-Bohrer wurde die Schadeldecke unter Schonung der Dura
mater an diesen beiden Stellen trepaniert. Die Elektrodenkabel wurden vorsichtig
mit Hilfe einer schmalen Pinzette unter der Haut bis zum Schadel gezogen, so
dass der Transmitter an der rechten Flanke zu liegen kam und in die vorgefertigte
Tasche eingefthrt werden konnte. Nun wurden ebenfalls mit Hilfe einer Pinzette
die Schrauben in die gebohrten Lécher gedreht und die vorgefertigten Drahtésen
der Elektroden um die Schrauben gelegt. Sobald die Schadeldecke abgetrocknet
war, wurden die Elektroden mit einer Schicht kaltpolymerisierendem Kunststoff
(Zahnzement®) an den Schrauben fixiert und die freiliegende Schéadeldecke

verschlossen. War der Kunststoff ausgehértet, so dass ein Verrutschen der
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Elektroden nicht mehr moglich war, wurde die seitliche Hauttasche mit
Wundklammern adaptiert (Abbildung 15). Alle implantierten M&ause bekamen eine
analgetische Versorgung Uber zwei Tage (5 mg/kg Carprofen, s. c., zweimal
taglich), wobei die initiale Injektion bereits intra operationem gegeben wurde, da
sich so die beste analgetische Wirkung entfaltet. Zur Prophylaxe etwaiger
Waundinfektion bekamen die Tiere zunéachst initial subkutan und folgend oral
5 mg/kg Enrofloxacin pro Tag. Um Xylazin-induzierte Hypothermie (Rector et al.,
1996) zu vermeiden, wurden die Kafige bis zum Aufwachen vor eine Rotlicht-
Lampe gestellt. Wahrend der Wundheilung wurden die Tiere fir 5 - 7 Tage in ihren
Haltungskafigen taglich kontrolliert.

b Vo *r-‘
o Lo . ‘
18 4‘;..:"7 _g \9

Abbildung 15: Maus mit einem implantierten Transmitter. Am Kopf sind die zwei mit
Zahnzement Uberdeckten Schrauben zur Fixierung der Elektroden zu erkennen.

4.2.6 Analyse von spontan auftretenden Anféllen

In dieser Arbeit wurde die systematische Analyse von spontanen Anfallen mittels
EEG-Ableitung mit zusatzlicher Video-Uberwachung durchgefiihrt. Da pro Kamera
das Verhalten von max. 4 Tieren beobachtet werden konnte und zwei Kameras
zur Verfigung standen, konnten insgesamt nicht mehr als acht Mause zur selben
Zeit Uberwacht werden (Abbildung 16). Die Kéafige wurden so platziert, dass die
Tiere immer zu sehen waren. Video-Aufzeichnungen erfolgten in der Hellphase
und unter Zuhilfenahme zweier Infrarot-Strahler in der Dunkelphase und beliefen
sich somit auf 24 h taglich. Die Aufnahme und Analyse des EEGs erfolgte mit Hilfe
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eines telemetrischen EEG-Uberwachungs-Systems. Hierbei wurde das EEG durch
den implantierten Sender mit einer Frequenz von 1000 Hz abgetastet, welcher
diese dann an den Empfanger sandte. Von dort wurden die Daten zum Computer
geleitet und auf der Festplatte gespeichert. Mit Hilfe dieses Systems konnten die

EEG-Daten betrachtet oder analysiert werden.

Abbildung 16: Telemetrische EEG-Ableitungs-Anlage. Insgesamt waren acht
Beobachtungsplatze vorhanden.

Um spontane Anfallsaktivitat in den transgenen Tieren und implantatinduzierte
Anfallsaktivitdt ausschlie3en zu kénnen, wurden zu Beginn einer Gruppe (n = 5)
transgener Tiere (MGIUR1-EGFP-, mGIluR4-KO und CAV3.2-KO-Mause), die
keinen SE hatten, ein Transmitter implantiert und Uber einen Zeitraum von
7 Tagen ein EEG abgeleitet und analysiert.

Zu Beginn der Pilokarpin-Versuchsreihen wurden die Aufzeichnungen von EEG
und Video unabhéngig voneinander ausgewertet. Hierbei wurde das Video
zunachst im schnellen Vorlauf (ca. 10fache Geschwindigkeit) analysiert. Trat bei
einem Tier anfallsdhnliches Verhalten auf, wurde dieser Abschnitt erneut bei
normaler Geschwindigkeit angeschaut. Als sichergestellt war, dass alle
morphologisch sichtbaren Anfélle auch im EEG zu eindeutigen Veranderungen
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fuhrten, wurde auf die komplette Durchsicht der Video-Daten verzichtet und bei
Verdnderungen im EEG direkt die entsprechende Videosequenz analysiert.
Handelte es sich bei der gezeigten EEG-Veranderung um einen Anfall, wurde
Anfallsbeginn und Dauer erfasst. Die im EEG gefundenen Anfélle wurden in der

Video-Aufzeichnung hinsichtlich des Schweregrades klassifiziert (s. Kap. 4.2.4.1).

4.2.6.1 Analyse des Status epilepticus der Cav3.2-Linie

Die Analyse des SE wurde in der Cav3.2-Linie durchgefuihrt. Hierfir wurde den
mindestens 53 Tage alten und mindestens 21 g schweren Cav3.2-WT- und
Cav3.2-KO-Tieren der Transmitter eine Woche vor Induktion des SE implantiert.
Um ein individuelles Basal-EEG jeden Tieres zu haben, wurden die Daten in der
Woche vor der Induktion ebenfalls aufgezeichnet. Die Frequenzanalyse der
Rohdaten wurde mittels Fourier-Transformation durchgefihrt. Die GroRRe der
einzelnen Frequenzbander ist in Tabelle 5 dargestellt. Die Leistung in den
einzelnen Frequenz-Bandern wurde dann in Abhangigkeit von der Zeit analysiert.
Als Parameter zur Analyse des SE wurde dessen Starke und Dauer gewahlt. Zur
Analyse der Starke wurde die Zeit vom Beginn des konstanten pathologischen

EEG-Bildes, durch den der SE gekennzeichnet ist, bis zu dem Zeitpunkt, an dem

Frequenzband Frequenz in Hertz (Hz)
Delta 0,5-3,99

Theta 4-7,99

Alpha 8-12,99

Beta 13-30

Gamma 30-40

Tabelle 5: Frequenzen der einzelnen Bénder.

Diazepam appliziert wurde (nach 40 min) gewahlt. Die Flache unter der Kurve im
SE wurde in allen Frequenz-Béandern jeden Tieres tUber 40 min bestimmt und mit
der Kurve im Basal-EEG, was einen Tag vor der Induktion des SE zur gleichen
Tageszeit aufgezeichnet wurde, verglichen. Es wurde die relative Erhohung der
Amplitude Uber die 40 min SE ebenfalls in jedem Frequenzband bestimmt und
diese relative Erhohung zwischen den Cav3.2-WT- und Cav3.2-KO-Tieren

verglichen. Zur Bestimmung der Dauer des SE wurde der Zeitpunkt der zu



Material und Methodik 54

erkennenden Amplituden-Spitze im SE bestimmt und eine Basislinie bei 10% der
Hohe gelegt, welche immer Uber der physiologischen Aktivitat lag. So konnte der
Beginn und das Ende der hohen Aktivitat im Kreuzungspunkt dieser Linie
abgelesen werden und somit die Dauer bestimmt werden, bei der das EEG in
diesem Frequenzband wieder auf dieses Niveau absank. Diese Bestimmung
wurde nicht im niedrigfrequenten Delta-Band durchgefiihrt, da dort die Spitze nicht

gut abgrenzbar war.

4.2.6.2 EEG- und Videoaufzeichnungen wahrend der chronischen Phase
Untersucht wurden ausschlie3lich Mause, die einen SE erlitten hatten (s. Kap.
4.2.4.1.). Um Artefakte aufgrund der invasiven Operation und deren Einfluss auf
die Krampfaktivitat zu minimieren, wurde erst zwei Tage nach der Implantation mit
der systematischen EEG- und Videoaufzeichnungen begonnen, somit begann die
Uberwachung an Tag 9 nach SE. EEG- und Video-Daten wurden 24 h pro Tag
aufgezeichnet und ausgewertet. Von jedem Anfall wurde Datum, Uhrzeit,
Anfallsdauer und -schwere protokolliert. Videodaten mit Anféallen wurden aus der
Video-Datenbank gesichert. Die Aufzeichnungen endeten nach Tag 28 post SE.

4.2.6.3 Analyse der interiktalen Phase der Cav3.2-Linie

Zur Analyse der interiktalen Aktivitat wurden die EEG-Rohdaten wie im Kap.
4.2.6.1 beschrieben in die einzelnen Frequenzbénder aufgesplittet und jeweils
eine Stunde um 12 Uhr und eine Stunde um 0 Uhr an drei aufeinander folgenden
Tagen zu einem frihen Zeitpunkt (Tag 12 - 14 post SE) und zu einem spéaten
Zeitpunkt (Tag 21 - 23 post SE) analysiert. Hierfir wurde die Flache unter der
Kurve in den finf verschiedenen Frequenzbandern berechnet und zwischen den
beiden Gruppen verglichen. Aul3erdem wurde die Starke der Amplituden im

Zeitverlauf von drei Tagen zu den oben genannten Zeitpunkten untersucht.

4.2.7 Gewebepraparation

4.2.7.1 Praparationen von Mausegehirnen

Die Maus wurde mit Hilfe einer grof3en Schere in einer tiefen Isofluorannarkose
dekapitiert. Die Haut Uber dem Schadeldach wurde stumpf bis zu den
Augenhdhlen frei prapariert und nach rostral gezogen, so dass das Schadeldach
sichtbar wurde. Der Schadel wurde nun mit einer feinen Schere, die flach in das

grole  Hinterhauptsloch  eingefihrt  wurde, vorsichtig entlang der
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longitudinalen Fissur des Kortex bis zwischen den Augen aufgeschnitten ohne das
Gehirn zu verletzen. Bei Jungtieren war es nicht zwangslaufig notwendig zu
schneiden, da diese noch Uber eine weiche Schadeldecke verfiigen. In einem
solchen Fall konnte der Knochen auch aufgebrochen werden. Es wurden zwei
Verbindungsschnitte vom Bregma (Schnittpunkt zwischen Sutura sagittalis und
Sutura coronalis) in Richtung Augenhdhle durchgefiihrt. AnschlielRend wurde mit
einer starken und spitzen Splitter-Pinzette die Schadeldecke jeweils nach lateral
weg gebrochen und das Gehirn freigelegt. Nun fiihrte man einen abgerundeten,
an der Spitze leicht nach oben gebogenen Spatel von lateral unter den Kortex und
|I6st so das Gehirn vom Knochen ab, wobei die beiden Sehnerven sowie die
Ubrigen Gehirnnerven durchtrennt werden mussten. Von dem freipraparierten

Gehirn wurde das Zerebellum entfernt und die Hemisphéren median getrennt.

4.2.7.2 Einfrieren von Gehirnpraparaten

Um koronare Schnitte anzufertigen, wurde eine Gehirnhélfte auf ein hierfur
vorgesehenes Korkplattchen mit Einbettmedium in der entsprechenden Position
aufgebracht. Dann wurde es ca. 4 cm Uber flissigem Stickstoff ca. 2 min
eingefroren und dann bei -80<C in einem Plastikgefa R aufbewahrt. Diese Methode
verhindert ein zu schnelles Gefrieren der Probe und bewahrt somit die
Ultrastruktur des Gewebes. Wenn das Gewebe ausschlie3lich zur Gewinnung von
RNA genutzt wurde, trennte man das praparierte Gehirn vom Zerebellum und fror
es in einem Eppendorf-Gefald in flissigem Stickstoff ein und lagerte es ebenfalls

bis zur weiteren Verarbeitung bei -80C.

4.2.7.3 Anfertigung horizontaler Gehirnschnitte fir Timm-Farbung und
Mikrodissektion

Die extrahierte Hemisphare wurde direkt nach der Praparation in eiskalte PBS-
Losung Uberfuhrt. Das Gehirn wurde mit schnell hartendem Acryl-Kleber auf den
Objekttisch des Vibratoms mit der ventralen Seite nach oben aufgeklebt. In die
Schale des Objekttisches wurde eiskaltes PBS gefullt und von aul3en mit
Eiswasser gekuhlt. Das Gehirn wurde in 300 um dicke Scheiben geschnitten. Mit
Hilfe zweier gebogener Kantlen wurde der Hippokampus aus dem umgebenen
Gewebe ausgeschnitten und direkt in gekihltes PBS Uberfihrt. Im Rahmen der
Dissektion wurden die hippokampalen Schnitte unter dem Binokular erneut mit
Hilfe zweier Kanulen durch funf Schnitte in die Untersektionen Gyrus dentatus
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(DG) und CALl unterteilt. Die Sektionen wurden in RNAse-freie Reaktionsgefalle
Uberfahrt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Fir die Fixierung der
Schnitte zur Durchfuhrung der Timm-Féarbung wurden 400 um dicke Schnitte
prapariert, wonach dann 1 - 2 Schnitte pro Maus in Reaktionsgefalle mit

Fixierungslosung (s. Kap. 4.2.8.4) uberfuhrt wurden.

4.2.8 Histologische Methoden

4.2.8.1 Anfertigen von Praparatdinnschnitten

Mit Hilfe eines Kryostaten wurden 12 pm dicke Schnitte aus dem koronar
eingebetteten Gewebe und 20 um dicke Schnitte aus den horizontalen, fur die
Timm-Farbung fixierten 400 um Schnitten angefertigt. Die Schnitte wurden direkt
vom Messer des Kryostaten auf einen beschichteten Objekttrager (OT)

Ubernommen und mindestens 30 min bei RT getrocknet.

4.2.8.2 Hamatoxilin-Eosin-Ubersichtsfarbung

Die Hamatoxilin-Eosin-Farbung stellt eine Routinefarbung in der konventionellen
Histologie dar. Ziel ist die Darstellung von Gewebestrukturen im Organschnitt
durch den Kernfarbstoff Hamatoxilin, der alle basophilen Zellbestandteile, wie zum
Beispiel das Chromatin der Zellkerne, blau darstellt und die Kontrastierung durch
den Farbstoff Eosin, welches Zytoplasma und Interzellularsubstanz rosa darstellt.
Fur diese Farbung wurden die OT in Kivetten gestellt und fur eine Minute in
Mayers Hamalaun getaucht. Es folgte eine Blauung fir 5 min unter flieiendem
Leitungswasser. Der zweite Farbeschritt bestand aus einer 1 min Gegenfarbung
mit Eosin. Hiernach wurden die Schnitte zweimal kurz in 100% Ethanol, dann kurz
in Isopropanol und zuletzt zweimal fur ca. 20 s in Xylol geschwenkt und
anschlieBend mit Corbit-Balsam eingedeckt.

4.2.8.3 Immunhistochemie

Mittels geeigneter Antikorper lassen sich Proteine im histologischen Gewebe
nachweisen. Soll nur ein Protein angefarbt werden, reicht eine einfache Farbung
wie die DAB-Farbung, die bei sichtbarem Licht mit dem Mikroskop zu erkennen ist,
aus. Neben dem Antikdrpernachweis kam in dieser Arbeit die Avidin-Biotin-
Methode zur Anwendung (Hsu et al., 1981). In der vorliegenden Arbeit wurde sie
verwendet, um die Zellkerne der Neurone mit einem Antikdrper gegen Neuronal-

Nuklei (NeuN) beziehungsweise um GFP in den Gehirnen transgener Mause
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nachzuweisen. Dieser Nachweis basiert auf der Fahigkeit des Huhnereiweil3-
Glykoproteins Avidin sich physiologisch an das Vitamin Biotin mit einer hohen
Affinitat zu binden. Bei der hier angewendeten indirekten Avidin-Biotin-Methode
wird der an das Antigen gebundene Primarantikbrper von einem Biotin-
konjugierten Sekundarantikdrper erkannt. Das Avidin des nun applizierten Avidin-
Biotin-Peroxidase-Komplexes (ABC-Komplex) bindet wiederum an den Biotin-
markierten sekundaren Antikorper. An jedes Avidin des Komplexes sind dabei vier
Peroxydase-gekoppelte Biotin-Molekille gebunden, wodurch sich eine hohe
Sensitivitat ergibt und Antigene auch in geringeren Konzentrationen gut
nachgewiesen werden kdonnen. Das Enzym Peroxidase setzt die farblose DAB-
Losung unter Anwesenheit von H,O, zu einem braunlichen, unléslichen Prazipitat
um. So lasst sich die Farbereaktion leicht durch Spilen mit A. dest. unterbrechen
und die Schnitte auf OT Uberfuhren, auf denen sie getrocknet und eingedeckt
werden konnen. Fur die GFP- beziehungsweise die Neuronal-Nuklei-(NeuN)-
Immunfarbung wurden die Schnitte auf Superfrost” OT bei RT fiir 30 min
getrocknet und anschlieRend in 4% PFA/ PBS L6sung (pH 7,4) far 10 min fixiert.
Darauf folgte ein Waschschritt. Alle Waschschritte wurden 2 mal 5 min in PBS bei
RT durchgefuhrt. Nach diesem Waschschritt schloss sich eine Prozedur an,
welche die im Gewebe enthaltenen endogenen Peroxidasen deaktiviert. Hierfir
wurden die Schnitte Gber 20 min in einer 1%igen Wasserstoffperoxidldsung
inkubiert und anschlieBend gewaschen. Da das zur Fixierung des Gewebes
eingesetzte Formaldehyd die Epitope der Rezeptoren vernetzt, missen diese zur
Steigerung ihrer Antigenitat demaskiert werden. Dazu wurden die Schnitte fur
3 mal 5 min in der Mikrowelle bei 560 Watt in vorgeheiztem 10 mM Zitratpuffer (pH
6,0) gekocht, wahrend des Kochens verdunstete Flussigkeit wurde mit A. dest.
ersetzt, um eine Aufkonzentrierung der Zitratpufferlosung und gleichzeitig ein
Austrocknen der Schnitte zu verhindern. Die Schnitte wurden im Anschluss daran
erneut gewaschen. Danach wurden die OT in eine feuchte Kammer gelegt und die
noch anhaftende Restflissigkeit abgesaugt. Zur Blockierung unspezifischer
Proteinbindungsstellen wurden die Gehirnschnitte fir 2 h bei 37C in PBS-Block-
Puffer, bestehend aus 10% fotalem Kalbserum (fetal calf serum, FCS), 10% Milch
(NFDM, normal fat dry milk), 1% spezifischem Serum (normal goat, Ziege),
Uberschichtet. Um nun GFP enthaltende Neurone zu detektieren, wurden die

Schnitte Gber Nacht bei RT mit einem polyklonalen Antikdper gegen GFP in der
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Verdinnung 1:10000 beziehungsweise mit einem monoklonalen Antikdrper gegen
NeuN in einer Verdinnung von 1:1500 in einer 10% FCS enthaltenden PBS-
Losung inkubiert. Nach dem Waschen wurden die Schnitte mit einem biotinylierten
Anti-Kaninchen-Sekundar-Antikoérper fir 2 h bei 37C inkubiert. Der Antikorper ist
1:200 in 10% FCS enthaltender PBS verdinnt. Die Schnitte wurden erneut
gewaschen und mit dem ABC-Komplex fir 2 h bei 37C verdinnt in PBS (1:150),
welches 10% FCS enthielt, inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurde
nun DAB appliziert (0,05 M Tris/HCI Puffer pH 7,4 mit DAB 1:50, H,O, 1:2000).
Diese Reaktion wurde durch die Spulung mit A. dest. gestoppt. Es folgte eine
Hamatoxilin-Farbung als Routine-Gegenfarbung und anschlieBender 5 min
Blauung unter Leitungswasser. Die Schnitte wurden dann mit Corbit-Balsam

eingedeckt.

4.2.8.4 Timm-Farbung

Die Moosfasern stellen die Axone der Kornerzellen des Gyrus dentatus dar und
verbinden diesen mit der CA3 Region des Hippokampus (s. Kap. 2.2). Das
pathologische Wachstum von Moosfasern als Zeichen synaptischer
Reorganisation, ist ein haufiger Befund bei Epilepsiepatienten und bei
entsprechenden Versuchstieren, bei denen Epilepsie induziert wurde. Die
hippokampalen Moosfasern wachsen dann vor allem in die Molekularzellschicht
des Gyrus dentatus ein, wo zumindest einige von ihnen Kérnerzellen innervieren.
Das in den Moosfasern enthaltene Zink ist von besonderem Interesse fur das
Verstandnis der induzierten oder natlrlichen Epileptogenese. Verschiedene
Studien deuten darauf hin, dass wéhrend wiederholten epileptischen Anféllen Zink
von den Moosfasern freigesetzt wird, was oft mit starker elektrischer Aktivitat
einhergeht (Aniksztejn et al., 1987). Zur Darstellung der Moosfasern dient die
Timm-Farbung (Timm, 1958). Diese Silbersulfid-Féarbetechnik, welche die
Anwesenheit von Zink in den dendritischen Enden der Moosfasern nachweist,
ermadglicht es, Orte mit erhdhtem Gehalt von Schwermetall-lonen, in diesem Fall
Zink, im Gehirngewebe zu bestimmen. Grundsatzlich lasst sich Zink in vielen
Regionen des Nervensystems nachweisen. In bestimmten Regionen des
Hippokampus kommt es jedoch in hohen Konzentrationen vor, dadurch hat sich
diese Methode zur Analyse der Verteilung von zinkreichen Axonen, zum Beispiel
im Hippokampus, etabliert. Fir diese Methode wurden die wie in Kap. 4.2.7.3

praparierten Schnitte benutzt. Bei allen folgenden Schritten muss unbedingt darauf
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geachtet werden, dass nur Plastik-Geféale und kein Glas verwendet wird. Die
Schnitte wurden fur 10 min in Lésung 1 (Reaktionslosung), dann fur 10 min in
Losung 2 (Fixierungslésung) gelegt und anschlie@end fur 1 - 14 Tage in
70% Ethanol fixiert. Dann wurden die Schnitte in 30% Saccharosel6sung tberfthrt
und UN bei 4T inkubiert. Nun wurden aus den so beh andelten Dickschnitten
20 um dicke Kryoschnitte angefertigt und diese nach mindestens 1 h Trocknung
fur 15 min in Phosphatpuffer (0,15 M) gewaschen. Danach wurden die OT in eine
Plastikkivette mit Entwicklerlosung gegeben und 30 - 50 min unter
Lichtausschluss inkubiert, bis eine braune Anfarbung der Moosfasern sichtbar
wurde. Die Schnitte wurden nun zunachst kurz mit Leitungswasser und dann mit
A. dest. gewaschen. Jetzt wurde die Reaktion durch die Inkubation der OT fir
1 min in Stopplésung beendet und die Schnitte erneut dreimal mit A. dest.
gewaschen. Im Anschluss wurden durch 10 - 15 s Inkubation mit Toluidinblau
selektiv die Zellkerne angefarbt. Nach einem anschlieRenden kurzen Waschschritt
in A. dest. folgte sofort eine Entwasserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(1x 50% EtOH, 1x 70% EtOH, 2x 100% EtOH, 1x 100% Isopropanol, 2x Xylol,
jeweils 5 min). Der gefarbte Schnitt wurde mit Corbit-Balsam unter einem
Deckglaschen eingedeckt und lichtmikroskopisch ausgewertet.

4.2.8.5 Histologische Analyse

Zur Histologischen Auswertung wurden Gehirnschnitte von Tieren aus allen vier
beschriebenen Gruppen (WT SE, WT kein SE, Transgen SE, Transgen kein SE)
aller drei Linien von einem Untersucher untersucht, dem nicht bekannt war, aus
welcher Gruppe ihm Schnitte vorlagen (blinder Untersucher).

Zur quantitativen Beurteilung des Nervenzellverlustes wurden Neurone in den
verschiedenen hippokampalen Gehirnregionen aller drei Mauslinien ausgezahlt.
Hierfir wurde eine Strichplatte mit einem Raster benutzt. Neurone, die auf dem
linken oder unteren Rand des Rasters lagen, wurden nicht mitgezahlt. Aus allen
mGIluR-transgenen Gruppen wurden pro Tier insgesamt 3 koronare 12 pm dicke
Schnitte ausgewertet. Die Schnittebene lag im dorsalen Hippokampus zwischen
1,82 und 2,46 mm posterior vom Bregma nach dem Atlas von Paxinos und
Franklin (Paxinos et al., 2004). Pro Schnitt wurde somit jeweils eine Flache von
25000 pm? bei 400facher VergroRerung ausgezahlt. Bei den Cav3.2-Tiere wurden
je 2 horizontale 20 um dicke Schnitte aus dem ventralen Hippokampus {Interaural:
3,76 bis 4,96; Bregma: -6,24 bis -5,04; (Paxinos et al., 2004)} ausgewertet.
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Zur quantitativen Analyse der Moosfasersprossung wurden die Timm-geféarbten
Gehirnschnitte zur Untersuchung herangezogen. Zur Bewertung wurde die
rekurrente Moosfasersprossung im DG analysiert und ausgewertet. Dabei wurden
vier Starken voneinander unterschieden: starke MFS wurde definiert als zahlreiche
(n = 20) gefarbte Punkte pro 2500 pm? mittelstarke MFS durch einige
(n =10 - 20), schwache MFS durch ein paar (n = 1 - 10) und keine MFS, wenn gar

keine gefarbten Punkte zu finden waren.

4.2.9 Extraktion von RNA aus Gehirngewebe

4.2.9.1 Extraktion von mRNA

Fur die Extraktion von RNA wurden die in Kapitel 4.2.7.3 beschriebenen
dissezierten  hippokampalen  Subregionen zundchst mit Hilfe eines
Homogenisators in 100 ul eisgekihltem Lysispuffer zerkleinert. Hierbei ist darauf
zu achten, dass die Homogenisierungsschritte kurz ausfallen und die Proben
dabei stets auf Eis stehen. Erschien die Probe nach dieser Prozedur zu viskos,
wurden erneut 100 upl Lysispuffer hinzugefiigt, da sonst die RNA nicht eluiert
werden kann. In der gesamten RNA sind nur ca. 3% der zytoplasmatischen mRNA
zuzuordnen, diese sollte von der restlichen RNA isoliert werden. Steht nur eine
geringe Gewebemenge, wie nach der Mikrodissektion zur mRNA Extraktion als
Material zur Verfigung, bietet sich die Verwendung des Dynabead-Kits an. Als
Hilfsmittel dienen hier mit Desoxythymidin-Oligonukleotiden verbundene
Dynabeads, um die mRNA aus dem Gewebe zu isolieren. Die sogenannten
Dynabeads sind supermagnetische Kiigelchen mit einem Durchmesser von
2,8 ym und einem Kern aus magnetischem Eisenoxid. Sie besitzen eine
Polymerhtille, welche die zu bindenden mRNA-Molekuile vor direktem Kontakt mit
dem Eisen schitzt. An diese ist eine 25 Nukleotide lange Kette aus
Desoxythymidin-Oligonukleotiden kovalent gebunden. Diese sogenannten ,Beads”
(Perlen) kdnnen aufgrund des Eisenoxids mit Hilfe eines Magneten physikalisch
aus den Losungen separiert werden. Da die polyadenylierte mRNA an diese
Oligonukleotide bindet, kann sie so von der Gesamt-RNA getrennt werden. Das
Gewebe wurde nach Herstellerangaben verarbeitet und die gewonnene RNA in 10
- 20 pl A. ad iniect. resuspendiert und bei -80C gelagert. Die spatere Real Time-
PCR wird nicht durch die vorhandenen Beads behindert.
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4.2.9.2 Reverse Transkription (cDNA Synthese)

Fur die cDNA-Synthese nutzt man die Reverse-Transkription. Hierbei wird die
aus der Zelle isolierte polyadenylierte mMRNA mittels eines Enzyms, der Reversen-
Transkriptase, sowie eines Primers, d.h. eines Oligonukleotids, in komplementéare
DNA (cDNA) umgeschrieben. Die erhaltene cDNA dient als Ziel (template) fur
folgende PCR-Reaktionen. Als Enzym wird die ,Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse Transkriptase* (M-MLV RT) verwendet (Kotewicz et al., 1985). Es wird
die gesamte aus der Zelle isolierte polyadenylierte mRNA umgeschrieben. Es
entsteht ein Gemisch aus einer Vielzahl von cDNA, in dem auch die cDNA der zu
untersuchenden mRNA enthalten ist. Die mRNA wurde mit einem cDNA-
Synthese-Kit (RevertAidl0H Minus First Strand) nach Herstellerangaben

umgeschrieben.

4.2.9.3 Real Time-PCR

Fur die Untersuchung der Expression von mGIluR1 und EGFP beziehungsweise
der verschiedenen Ca?'-Kanal-Untereinheiten wurde das SYBR® Green PCR
Master Mix Kit nach Angaben des Herstellers benutzt. SYBR-Green ist ein
Farbstoff der sich unspezifisch an Doppelstrang-DNA anlagert. Dadurch kommt es
mit fortschreitender PCR-Reaktion zu einem Fluoreszenzanstieg. Eine
Differenzierung zwischen spezifischen und unspezifischen Produkten erfolgt mit
Hilfe einer Schmelzkurvenanalyse. Bei der benutzten relativen Quantifizierung, der
sogenannten AACt-Methode wird die Expression des Zielgens relativ zu einem

Referenzgen, dem sogenannten “Housekeeper” gemessen (Chen et al., 2001).

GenBank

Gen | Primer (5’-3'-Richtung) Registrierungsnr.

MGIURL | (v) GGC AGG GAA CGC CAA TTC NM_016976

() GGC GCCTGT CTT CCACC

EGFP | (v) CCG ACA ACC ACT ACC TGA GCA U57608

(r) GAA CTT GTG GCC GTT TAC GTC

B-Aktin | (v) ACC GTG AAA AGA TGA CCC AGA NM_007393

(r) ATG GGC ACA GTG TGG GTG A

Tabelle 6: Sequenzen der Primer der einzelnen Gene.
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Spezies Gen | Primer (5’-3'-Richtung) S:Sii'ﬁinekrungsnr.
Maus | Synaptophysin | (f) TTC AGG ACT CAA CAC CTC GGT NM_009305
(r) CAC GAA CCA TAG GTT GCC AAC
Cav 1.2 | (f) GGA GGA CTG GAA TTC GGT GAT NM_009781
(1) ACT AAC ATC CCT GGA AAA GAG GG
Cav 1.3 | () TTT GAC AAT GTC CTT TCG GCT NM_028981
(r) GTT CTC ACC GTT TGAATC AATAGC T
Cav 2.1 | () GTC GTG GTG CTA ACA GGC ATC AB066608
(r) ACG AAC CGC CCTCAG TGT C
Cav 2.2 | () TCATCG GCC TCG AGT TCT ATA TG NM_007579
(r) GGG ATC TTT GCC ACA GGG A
Cav 2.3 | () GGA GTG GAT ACC CTT CAA TGA GTC NM_009782
(r) TCT GTT ACC ACC AGA GAT TGT TGT TC
Cav 3.1 | () ACC CTG GCA AGC TTC TCT GA NM_009783
() TTT CGG AGG ATGTACACC AGG T
Cav 3.2 | (f) TCATCT TCG GCATCG TTG G NM_021415
(r) CGC AAG AAG GTC AGG TTG TTG
Cav 3.3 | () TCATCC GTATCATGC GTG TTC NM_001044308
(r) GGC CCG CAT TCC TGT G
B. (f) AAG GTA CTG CAG AGG CTC ATC AA NM_145121
() TGG TTC TCG TCC AGG ATT ATG TC
B, (f) CAATTG GTAGTC CTT GAC GCG NM_023116
() CCCTCGAGATTT TAT CAACCTTTGT
Bs (f) AGG ATC TCC ATC ACACGC GT NM_007581
(r) CAA TCT CAC TCT GCA CTT CAG CA
a0 (f) CTG TTC CAG GAT CTT TCA TGT AGA GA | NM_009784
(r) TGT CGC AAG GAT CTG GAC C
Ratte | Synaptophysin | () TCA GGA CTC AAC ACC TCAGTG G NM_012664
(r) AAC ACG AAC CAT AAG TTG CCA A
Cav 3.2 | () ATG TCATCA CCATGT CCATGG A NM_153814

(r) ACG TAG TTG CAG TAC TTA AGG GCC

Tabelle 7: Sequenzen der Primer der einzelnen Gene.
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Zur Analyse der mGIluR1- beziehungsweise EGFP-Expression wurden die CAl-
Regionen von adulten Tieren (p 90) und das gesamte basale Vorderhirn von
neugeborenen Mausen (p 0) untersucht. Hier wurde als Referenzgen [-Aktin
benutzt (Tabelle 6). Um die Expression der einzelnen Ca®*-Kanal-Untereinheiten
zu analysieren, wurde die hippokampale Subregion CAl von adulten Tieren der
entsprechenden  Gruppen untersucht. Referenzgen war hierbei das
gehirnspezifische Synaptophysin (Tabelle 7). Der Reaktionsansatz (Tabelle 8)
wurde im 96-well-Plattenformat in Duplikaten durchgefiihrt, wobei die
Referenzgene ebenfalls in demselben Ansatz analysiert wurden. Nach einer
Prainkubation von 10 min bei 95T, wurden 50 PCR Zy klen vollzogen (20 s bei
94T gefolgt von 30 s bei 59C und 40 s bei 72C). Das SYBR® Green

Fluoreszenz-Signal wurde in jedem Zyklus gemessen.

Reagenzien Endkonzentration pl/ Reaktion
2 x SYBR Green Mastermix 1x 6,25
Vorwarts-Primer (v) 0,3 uM 0,375
Revers-Primer (r) 0,3 uM 0,375

H,O 3

Matrizen DNA 2,5
Gesamtvolumen 12,5

Tabelle 8: Zusammensetzung des Reaktionsvolumens fir die Real Time-PCR.

4.2.9.4 Auswertung der Real Time-PCR
Zur Auswertung der Daten aus der Real Time-PCR wurde die sogenannte AACt-
Methode benutzt (Chen et al., 2001). Hierbei wurde die Expression des Zielgens

relativ zu einem Referenzgen mit Hilfe dieser Formel berechnet (Fink et al., 1998):

To/Ro = K (1+E) tREtD

To: Initiale Anzahl der Zielgen-Kopien
Ro: Initiale Anzahl der Referenzgen-Kopien
E: Effizienz der Amplifikation (entspricht 1)

Ct, T:  Zyklus des Zielgens
Ct,R:  Zyklus des Referenzgens
K: Konstante (entspricht 1)
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Als Wert erhalt man die relative Expression als Faktor fur den Gehalt an mRNA.
Die Expressionswerte der mGIuR1-EGFP- beziehungsweise der Cav3.2-KO-Tiere

wurden dann mit den Expressionswerten der Kontrolltiere verglichen.

4.2.10 Statistik

Alle abgebildeten Daten sind, wenn nicht anders beschrieben, als Mittelwerte +
Standardfehler des Mittelwertes dargestellt. Die statistische Auswertung der
erhobenen Daten erfolgte mit Excel (Version 9.0.0.2719). Fur jeden
Gruppenvergleich  wurde zunadchst ein Chi-Quadrat-Test  durchgefuhrt.
Normalverteilung wurde durch den Test nach Kolmogorov-Smirnov sichergestellt.
Waren die Daten unverbunden und nicht normalverteilt kam der Mann-Whitney-U-
Test zum Einsatz. Stellte sich eine Normalverteilung heraus, wurde nach
Feststellung der Gleichheit der Varianzen mit einem F-Test, der Student’s-T-Test
angewendet. Ansonsten wurde, bei normalverteilten Daten mit ungleicher Varianz,
ein T-Test fur diesen Datentyp benutzt. Das Signifikanzniveau betrdgt maximal
5%.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Generierung und Charakterisierung transgener mGIuR1-EGFP
Mause

Um die mGIuR1-EGFP-Mause zu charakterisieren, wurde zunachst die
Expression von mGIuR1-EGFP in den Mausgehirnen mit Hilfe der Real Time-PCR
zu zwei verschiedenen Entwicklungszeitpunkten untersucht. Zum einen wurde
hierfir RNA aus dem Vorderhirn von Tieren am Tag der Geburt (p 0) und zum
anderen RNA aus CAl-Pyramidenzellen bei Tieren im Alter von drei Monaten
(p 90) gewahlt. Mit Primern spezifisch fiur mGIuR1 zeigten sich in den mGIuR1-
EGFP transgenen Tieren signifikant hohere Werte zu beiden Zeitpunkten der
Entwicklung (Abbildung 17).

Zum Zeitpunkt p 0 lag der Wert der relativen mGIuR1-Expression bei den
MGIuR1-EGFP-Tieren ca. 10mal héher als bei den mGIuR1-WT (mGIuR1-EGFP
n =11, mGIuR1 WT n = 11; T-Test: p < 0,001) und zum Zeitpunkt p 90 ungeféhr
2mal so hoch (nGIUR1-EGFP n =5, mGIuR1 WT n = 6; T-Test: p < 0,05).
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Abbildung 17: Relative Genexpression von mGIuR1 an zwei verschiedenen Zeitpunkten.
*p < 0,05, ***p < 0,001.
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Mit Primer spezifisch fir EGFP wurden in den mGIuR1-WT keine Signale
detektiert, wahrend &hnliche Expressionswerte fur EGFP in den transgenen
MGIUR1-EGFP-Tieren gefunden wurden wie fur mGIuR1 (Abbildung 18; p O:
MGIUR WT n = 11, mGIuR1-EGFP n = 12, T-Test: p < 0,002; p 90: mGIluR WT
n =6, mGIuR1-EGFP n =5; T-Test: p <0,05).
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Abbildung 18: Relative Genexpression von EGFP an zwei verschiedenen Zeitpunkten.
*p < 0,05, ***p < 0,001.

Des Weiteren wurde die hippokampale Expression des mGIluR1-EGFP-Fusions-
Proteins in transgenen Mausen mit Hilfe einer immunhistochemischen
Antikodrperfarbung bei mGluR1-WT- und mGIluR1-EGFP-Mause an Tag p 0 und an
Tag p 90 untersucht. Durch die Anwendung eines Antikorpers direkt gegen GFP
wurde speziell die Expression und die Verteilung des mGIluR1-EGFP-Fusions-
Proteins unabhangig von der Expression des endogenen mGIuR1 detektiert. In
den mGIUR1-EGFP-Tieren war eine deutliche Expression von mGIuR1-EGFP im
DG und in der hippokampalen Pyramidenzellschicht, sowie im Stratum lacunosum
der CA1-Region bei p 90-Tieren zu erkennen, wahrend die spezifische Expression
in den hippokampalen Neuronen und im DG der mGIuR1-WT wie erwartet
komplett fehlte (Abbildung 19; mGIUR1 WT p 0: n = 3; p 90: n = 2, mGIuR1-EGFP
p0:n=4;p90:n=2).

Die mGIuR1-EGFP-Méause unterschieden sich nicht im Gewicht von den
MGIUR1-WT. Im Alter von 58 bis 67 Tagen betrug das Gewicht durchschnittlich
22,5 + 0,7 g und bei den mGIuR1-WT 23 + 0,3 g (T-Test: p = 0,39). Die mGIuR1-

EGFP exprimierenden Mause erschienen gesund, waren fertil und zeigten keine
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phénotypischen Verhaltensabnormalitdten. Die transgenen Mause zeigten
ebenfalls keine pathologischen Veranderungen in der Gehirnentwicklung, bei der
kortikalen Architektur oder der weiRen Substanz. Im EEG zeigten sie weder

spontane epileptische Aktivitat noch Anfalle.

) A1 - CA1

mGIuR1 WT

mGIuR1-EGFP .

mGIUR1TWT  mGIuR1-EGFP  mGIuR1 WT mGIuR1-EGFP

DG |

CA1

p0 pO

p 90 p 90

Abbildung 19: Darstellung der GFP-Immunhistochemie im Hippokampus von p 0 und p
90-Tieren. a) Gesamt-Hippokampus; b) Ausschnitt aus dem Gyrus dentatus (DG); c)
Ausschnitt aus der CAl-Region (CAl). Die GFP-Expression stellt sich durch die braune
Farbung dar. In blau ist die Hamatoxilin-Gegenfarbung zu erkennen.
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5.2 EEG- und Video-Aufzeichnungen

Im Rahmen der Untersuchung dreier transgener Mauslinien in einem Tiermodell
fur TLE, welches unter anderem durch spontane epileptische Anfalle
gekennzeichnet ist, sollte eine verbesserte Vorgehensweise der EEG-
Aufzeichnung eingesetzt werden. Dieses Modell ermdglicht den Tieren, sich frei in
ihrem Kafig zu bewegen, da die EEG-Sendeeinheit unter der Haut implantiert

wurde.

5.2.1 Aufzeichnung normaler Verhaltensweisen

Um die Auswirkung des normalen Verhaltens einer Maus auf die EEG-Daten zu
ermitteln, wurden zur Kontrolle zundchst EEG-Daten bei Tieren, welche keinerlei
SE induzierende Substanzen erhalten hatten, analysiert. AuRerdem konnte so
festgestellt werden, ob es eine Transgen bedingte epileptische Aktivitat gibt. Bei
normalen Bewegungsmustern, wie zum Beispiel Schnuffeln, Fressen, Putzen oder
Kratzen, zeigten sich keine Veranderungen im EEG in Form von
Bewegungsartefakten. Selbst bei stark ausgeprégten Bewegungsmustern, wie
zum Beispiel Umherlaufen im Kafig, an der Decke hangeln, im Streu graben oder
Kratzen am Kopf, waren ebenfalls keine Bewegungsartefakte zu erkennen
(Abbildung 20). Grundsétzlich ist zu sagen, dass die Spannungsamplituden
regelmaldig waren, jedoch bei den einzelnen Tieren individuelle Unterschiede
aufwiesen. Zusammengefasst weist die Spannungsamplituden wahrend normaler
Verhaltensweisen innerhalb der Gruppen keine grof3en Differenzen (0 £ 0,11 mV)

auf.
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Abbildung 20: Spannungsamplituden der EEG-Aufzeichnung (Basal-EEG) wahrend
normaler Verhaltensweisen einer Maus der verschiedenen untersuchten Mauslinien
(Dauer 10 s).
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Bei den Mausen, bei denen Status epilepticus (SE) induziert worden war, wurde
ein Transmitter implantiert und ein unipolares EEG abgeleitet. Alle Aufzeichnungen
wurden kontinuierlich Uber einen Zeitraum von circa drei Wochen bei
freibeweglichen Mausen angefertigt. Betrachtete man nun die EEG-Grundaktivitat
(Basal-EEG) in der interiktalen Phase (Abbildung 20), dass heil3t in einem
anfallsfreien Intervall, so fielen individuelle Unterschiede auf, die jedoch nicht
signifikant verschieden waren. Diese Unterschiede entstanden, da eine
Positionierung der Elektroden mit genau gleichem Abstand zueinander nicht immer
gegeben war. Das EEG setzte sich aus hoch- und niedrigfrequenten Wellen mit
einer Frequenz von 0,5 bis 40 Hz zusammen. Die Einzelwerte der
Standardabweichung der Amplitude lagen alle zwischen 0,01 und 0,13 mV mit
einem Mittelwert von 0,04 (Tabelle 9).

Linie Spannung (mV) Gruppengrof3e
MGIUR1I WT 0x0,04 12
MGIuR1-EGFP 00,03 6
mGIuR4 WT 00,03 6
mGIuR4 KO 0+0,04 10
Cav3.2 WT 0x0,04 7
Cav3.2 KO 0+£0,04 7

Tabelle 9: Spannungsamplitude (Mittelwert + SD) der untersuchten Linien (interiktale
Phase).

5.2.2 Aufzeichnung epileptischer Anfalle

Bei einigen Tieren mit chronisch rekurrenten Anfallen wurde gelegentlich abnorme
interiktale EEG-Tatigkeit beobachtet (Abbildung 21). Diese bestand aus einzelnen
oder aus Gruppen von Spitzen (Spikes beziehungsweise Polyspikes), welche eine
maximalen Amplitudenhéhe von etwa 2 mV aufwiesen und unregelmaiiig Uber einen
Zeitraum von einigen Minuten auftraten (Abbildung 21 b). Dieses Phanomen war
hauptsachlich nach generalisierten Anfallen zu finden. Auf3erdem wurden nach
generalisierten Anfallen spindelférmige epileptiforme Aktivitdten beobachtet, die sich
tber mehrere Minuten hinziehen konnten (Abbildung 21 c). Das Verhalten der Tiere

war in diesen Phasen ohne phanotypischen Befund.
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Abbildung 21: Darstellung verschiedener EEG-Aufzeichnungen von freibeweglichen
Mausen mit chronischer Epilepsie. a) EEG-Grundaktivitat: regelmafiige Wellen mit
geringer Amplitude; Interiktale epileptiforme Entladungen: b) einzeln oder gehauft
auftretende Spitzen mit hoher Amplitude c) Spike-Wave-Komplexe d) spindelférmige
epileptiforme Aktivitat.
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Generalisierte epileptische Anfalle, die sich durch motorische Krampfaktivitat des
gesamten Kdrpers auszeichneten, konnten anhand der Aufzeichnungen der EEG-
Daten erkannt und eindeutig von anderen Verhaltensmustern unterschieden
werden. Es wurde auch in keinem Fall ein spontaner Anfall beobachtet, der nicht
mit epileptiformen Entladungen im EEG einherging. Fokale Anfalle, die nicht
sekundar generalisierten wurden nicht gefunden. Bei den Anféllen handelte es
sich um zeitlich begrenzte, rhythmische Bewegungsmuster ohne Pausen. Sie
entwickeln sich aus der normalen EEG-Grundtatigkeit. Die Anfallsstarke wurde
hierbei in die schwacheren Stadium-Ill- und die starkeren Stadium-1V-Anfalle
eingeteilt. Bei beiden Anfallsstarken fiel zunachst eine Gruppe von dichten
Ausschlagen mit relativ niedriger Amplitude, in Form von Spike-Wave-Komplexen
auf, welche kennzeichnend flr pathologische epileptiforme Entladungen sind
(Abbildung 22). Diese Spitzen, gefolgt von einer Welle, wiesen eine Frequenz von
ca. 8 Hz und eine zunehmenden Amplitude auf (maximale Amplitudenhdhe im
Durchschnitt 0,5 mV). Hiernach folgt eine Sequenz, bei der die Amplitude wieder
abnahm, wahrend die Frequenz jedoch zunahm. Es traten dann vermehrt
hochfrequente Spikes auf (ca. 18 Hz), deren Amplitude weiter zunahm. Kurz vor
dem abrupt endenden Anfall waren wieder vermehrt Spike-Wave-Komplexe (etwa
9 Hz) zu erkennen. Der Verlust der Stellreflexe und das wiederholte unwillkirliche
Umfallen des Tieres zeigten im elektroenzephalografischen Bild keine eindeutigen
Unterschiede. Die EEG-Grundtatigkeit nach einem Anfall zeigte haufig eine
postiktale Depression, welche durch vermehrt niedrigfrequente Wellen mit
geringer Amplitude (Abbildung 21 a) gekennzeichnet war. Einige Sekunden nach
einem Anfall konnten vereinzelt sekundare Nachentladungen registriert werden
(Abbildung 21 b). Diese bestanden aus Spikes, Polyspikes oder auch aus
spindelférmigen Komplexen, die mit einer Frequenz von ca. 6 Hz auftraten. Diese
Nachentladungen endeten oft erst nach einigen Minuten, wenn sich wieder die
normale EEG- Grundaktivitat einstellte. Die Analyse der Anfallsstarke war jedoch
ohne Videokontrolle nur anhand der EEG-Daten nicht mdglich, da sich die
verschieden starken Anfélle weder in Amplitudenhéhe noch in Anfallsdauer
signifikant unterschieden (Abbildung 23 und Tabelle 10). In Abbildung 24 ist

jeweils das EEG eines generalisierten Anfalls des Stadiums Il
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Abbildung 22: EEG-Aufzeichnung eines Anfalls des Stadiums IV mit klassischem Verlauf.
A gesamter Anfall; B segmentale VergroRerung des Anfalles.
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Abbildung 23: Exemplarische EEG-Aufzeichnungen von generalisierten Anfallen des
Stadiums 1l jeder untersuchten Mauslinie.
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Stadium-IllI-Anfalle Stadium-IV-Anfalle
Linie Spannung Zeit (s) Spannung Zeit (s) Gruppen-

(mV) (mV) gréRRe
MGIUR1 WT 0+ 0,07 325+23 0+0,10 31,1+0,6 12
MGIuR1-EGFP 0+0,06 33,6+21 0+0,05 40,8+ 4,9 6
MGIuR4 WT 0+0,04 27,0+ 4,8 00,07 30,8+1,3 6
mGIluR4 KO 00,06 295+19 00,07 31,7+1,5 9
Cav3.2 WT 0+0,08 30,9+24 0+0,08 346+21 7
Cav3.2 KO 00,08 32,3+£28 0+0,16* 46,3 £ 0* 5

Tabelle 10: Darstellung der Spannungsamplituden (Mittelwert + SD) und der Anfallslangen
untersuchten

der beiden Anfallsstarken bei den Linien.

* Datenvon n = 1.

0,25 mV |

10 sec

Abbildung 24: Exemplarische Darstellung der Spannungsamplitude des EEGs wahrend
spontaner epileptischer Anfalle eines Wildtyp-Tieres in der chronischen Phase nach
Pilokarpin-induziertem SE. a) Anfall des Stadiums Il b) Anfall des Stadiums IV.

und IV dargestellt. Die Amplitudenh6he der Signale, die durch Anfalle des
Stadiums Il hervorgerufen wurden, war im Vergleich mit durchschnittlich
0 £ 0,07 mV nicht signifikant erhoht verglichen mit Stadium IV, bei welchen die
durchschnittlichen Spannungen im Mittel bei 0 £ 0,08 mV lagen (Tabelle 10;
U-Test: p = 0,43). Die Intensitat der registrierten Signale wahrend generalisierter

Anfalle wies individuell eine grol3e Variationsbreite mit durchschnittlichen Werten
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vont 0,02 bis + 0,26 mV auf. Die Bestimmung der Anfallsdauer anhand der
Signale der EEG-Aufzeichnung war geringfigig Krampfaktivitdt, da die
hochfrequenten Signale im EEG bereits begannen, wahrend visuell der Anfall
noch nicht erkannt werden konnte. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass die
spontanen Anfélle im Pilokarpin-Modell in der Regel sekundéar generalisierten.
Daher war bei guter Positionierung des Tieres zur Kamera zwar das Verharren
und die erste fokale Krampfaktivitat visuell erkennbar, konnte jedoch schwer von
normalem Verhalten abgegrenzt werden. Damit ist bereits ein Vorteil des EEG-
Systems genannt. Im Mittel waren die Stadium-Illl-Anfalle im EEG 31,4 s lang,
wohingegen die starkeren Stadium-IV-Anfalle eine Dauer von 35,0 s (U-Test:
p = 0,11) aufwiesen (Tabelle 10).

Der Einsatz von paralleler EEG-/Video-Aufnahme sollte den Zeitaufwand der
Auswertung von Videobéndern reduzieren, indem selektiv nur epileptische
Ereignisse auf Video angesehen und hinsichtlich der Starke dieser spontanen
Anfalle ausgewertet werden konnten. Der Zeitaufwand zur Auswertung der EEG-
Aufzeichnungen von 1 h betrug etwa 2 min, abhéngig von der Anzahl der zu
analysierenden Anféalle. AuRerdem sollte die Beobachtung Uber einen Zeitraum
von ca. drei Wochen 24 Stunden taglich mit minimalem Stress fur die Tiere
durchgefuhrt werden, dies wéare mit einer konventionellen Videoaufnahmetechnik
nicht moglich gewesen. Ein weiterer Vorteil der EEG-Aufzeichnungen war es, dass
die Anfélle nicht zu Ubersehen waren. Zusammenfassend lasst sich festhalten,
dass der Einsatz von EEG-Aufzeichnungen zur Anfallsdetektion den Zeitaufwand
der Videoauswertung durch das gezielte Anfahren bestimmter Sequenzen auf
dem Videoband deutlich reduziert.

5.3 Induktion des Status epilepticus

Die Applikation von Skopolamin hatte in keinem Fall phanotypische oder
elektroenzephalografische (s. Kap. 4.2.4) neurologische Verdnderungen zur
Folge.

Das Verhalten wahrend des Versuches war bei allen Tieren gleich, unabhangig
von der untersuchten Mauslinie. Der SE selbst unterschied sich phénotypisch
nicht zwischen den Tieren. Einige Minuten nach der ersten, beziehungsweise
einmaligen Pilokarpin-Injektion, war bei allen Tieren zunachst fokale
Krampfaktivitat (Kaubewegungen, Zittern der Tasthaare, stereotypes Kopfnicken,
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Immobilitdt) zu beobachten. Diese fokale Krampfaktivitat ging bei den meisten
Tieren nach einer Zeit in einzelne generalisierte Anfélle des Stadiums Il oder IV
tber. Nach Anféllen des Stadiums Il oder IV trat eine Pause auf, in der die Tiere
geringgradige motorische Krampfaktivitat zeigten. Aus einem solchen
generalisierten Anfall konnte sich dann ein selbsterhaltender generalisierter SE
entwickeln, der durch eine anhaltende geringgradige Krampfaktivitat und den
Verlust der Kérperspannung gekennzeichnet war. Diese generalisierte motorische
Krampfaktivitat hielt bis zum Abbruch des SE mit Diazepam konstant an, wobei
sich das Verhalten mit zunehmender Ladnge des SE nicht &nderte. Der Abbruch
des SE mit Diazepam fuhrte innerhalb weniger Minuten zu einer Verminderung
oder dem Erléschen der sichtbaren motorischen Krampfaktivitat. Am nachsten

Morgen war phénotypisch keine motorische Krampfaktivitdt mehr zu erkennen.

5.3.1 mGIuR transgene Mause

Im Rahmen dieses Modells wurden 51 mannliche Tiere aus der mGluR1-Linie
und 53 ménnliche Tiere aus der mGluR4-Linie mit einer Dosis von 310 mg/kg KM
(mGIuR1) beziehungsweise 340 mg/kg KM (mGIuR4) Pilokarpin behandelt. Es galt
festzustellen, ob Unterschiede in Bezug auf die Empfindlichkeit der einzelnen
Genotypen in der akuten Phase nach Pilokarpin-Gabe vorlagen. Hierflr wurden
die Daten der transgenen Mause mit denen der entsprechenden Wildtyp-

Wurfgeschwister-Tiere (WT) verglichen.

5.3.1.1 Parameter im Pilokarpin-Modell

Insgesamt wurden 104 Tiere der mGIluR-Mauslinien mit Pilokarpin behandelt
(s. Kap. 4.2.4). War die erste Pilokarpin-Dosis nicht ausreichend, um
generalisierte Anfalle auszulésen, so wurde erneut Pilokarpin injiziert und zwar die
halbe Dosis. Entsprechend der sichtbaren motorischen Aktivitat wurden die Tiere
nach Beendigung des Versuches in Gruppen eingeteilt. Aus Tabelle 11 sind die
Gesamtzahl der Tiere und die Zuordnung in die verschiedenen Gruppen
ersichtlich. Nach der Pilokarpin-Applikation entwickelten 42 von 104 (40,4%) Tiere
einen selbsterhaltenden generalisierten SE, den sie auch Uberlebten. Etwa 40%
gingen als Sham-Tiere aus diesem Versuch hervor. Das sind Tiere, die keinen SE
entwickelten und auch nicht starben. Von diesen Sham-Tieren entwickelte die

Halfte keine Anfalle, die andere Halfte entwickelte zwar Anfalle, diese Tiere
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bekamen jedoch keinen SE. Die Mortalitat lag bei etwa einem Fiinftel, wobei die
Mortalitat im SE mit durchschnittlich ca. 7% jedoch die Ausnahme darstellte.

Von den 51 mGIuR1-Tieren entwickelten 8 transgene mGIluR1-EGFP- (42%) und
14 mGIUR1-WT (44%) einen erfolgreichen SE (Tabelle 11). Bei den transgenen
MGIuR1-EGFP-Tieren gab es 10 Sham-Tiere, von denen 4 (21%) gar keine
Anfalle bekamen und 6 Tiere (32%) generalisierte Anfélle zeigten. 44% der
MGIUR1-WT wurden der Sham-Gruppe zugeordnet (jeweils 22% ohne Anfélle und
22% mit Anfallen). In der mGIuR1-EGFP-Linie starb ein Tier und zwar im SE. Bei
den mGIuR1-WT starben 12%, davon 9% in einem generalisierten Anfall und
1 Tier im SE.

Linie
Gruppen- mMGIuR1-
groRe mGIuR1 WT EGEP MGIuR4 WT | mGIluR4 KO
Gruppen-| 4, 32 19 24 29
grofie
SE 42 14 8 8 12
(erfolgreich) | (40,4%) (44%) (42%) (33%) (41%)
keine 20 7 4 6 3
Anfalle| (19,2%) (22%) (21%) (25%) (10%)
ael 2 7 : 6 ]
SE (19,2%) (22%) (32%) (25%) (3%)
ot 15 | g ; s :
[0) 0, 0, [0)
Anfall (14,4%) (9%) (13%) (31%)
Mortalitat im 7 1 1 1 4
SE (6,7%) (3%) (5%) (4%) (14%)

Tabelle 11: Effekt der Pilokarpin-Gabe in mGIuR1-EGFP- und mGIluR4-KO-Mausen und
Kontroll-Tieren. Es sind die absoluten und relativen Zahlen fir die gesamte Gruppe und
nach Linie getrennt dargestellt.

Aus der mGluR4-Linie entwickelten 12 mGIuR4-KO- (41%) und 8 mGIuR4-WT
(33%) einen SE. Etwa 13% der mGIuR4-KO-Tiere waren Sham-Tiere, wobei
1 Tier Anfalle entwickelte und 3 Tiere (10%) gar keine Anfélle bekamen. Bei den
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MGIuR4-WT fielen auf diese Gruppe insgesamt 50%, wobei die Halfte Anfalle
hatte und die andere Halfte nicht. Somit waren in der mGIuR4-WT-Gruppe
wesentlich mehr Sham-Tiere zu verzeichnen. Die Mortalitdt war bei den mGluR4-
KO-Tieren mit insgesamt 45% deutlich hoher, als bei den mGIUR4-WT (17%).
Wobei in beiden Gruppen der grof3ere Teil auf die Tiere fiel, die in einem Anfall
verstarben (MGIuR4 KO: 31%; mGIluR4 WT: 13%), als die Tiere, die im SE
verstarben (MGIuR4 KO: 14%; mGIuR4 WT: 4%).

Verglich man nun die Anzahl der Uberlebenden mit der Anzahl der Gestorbenen,
so zeigten sich bei den mGIluR1-Tieren zwischen den Gruppen keine signifikanten
Unterschiede (Chi-Quadrat-Test: p = 0,34). Auch in der Gruppe der tberlebenden
Tiere fanden sich bei den mGIuR1-EGFP-Tieren keine signifikanten Unterschiede
(Chi-Quadrat-Test: p = 0,72). Betrachtet man die Anzahl der Tiere dieser Gruppe
die verstarben (im Anfall oder im SE), so konnte aufgrund der niedrigen Anzahl
keine Aussage getroffen werden.

Bei den mGIluR4-Tieren fanden sich im Bezug auf Gberlebende und gestorbene
Tiere signifikante Unterschiede. So Uberlebten bei den mGIuR4-KO-Tieren
signifikant weniger Tiere, als bei den mGIuR4-WT (Chi-Quadrat-Test: p < 0,001).
Innerhalb der Gruppe der Uberlebenden Tiere gab es bei den mGluR4-KO-Tieren
signifikant mehr Tiere mit SE als bei den mGIUR4-WT (Chi-Quadrat-Test:
p < 0,05). In Bezug auf die Anzahl der verstorbenen Tiere waren keine
Unterschiede zu erkennen (Chi-Quadrat-Test: p = 0,89).

Die Starke der Anfalle wurde, wie in der chronischen Phase, in zwei Stadien
eingeteilt. Untersucht wurden zum Einen die generalisierten Stadium-IlI-Anfélle
und zum Anderen die starkeren generalisierten Anfalle des Stadiums V.
Betrachtet man die Starke des ersten auftretenden Anfalls, so zeigten die
transgenen mGIuR1-EGFP-Tiere (n = 15) verglichen mit mGIUR1-WT (n = 25)
keine Unterschiede (Abbildung 25; Chi-Quadrat-Test: p = 0,91). Es zeigten jedoch
weder die mGIUR1-EGFP- noch die mGIuR1-WT signifikant haufiger starkere
(Stadium IV) als schwachere Anfalle des Stadiums Il (mnGluR1-EGFP: Stadium Il
33%; Stadium IV: 67%; Chi-Quadrat-Test: p = 0,16; mGIuR1 WT: Stadium Il
32%; Stadium IV: 68% (Chi-Quadrat-Test: p = 0,20). Die mGIluR4-KO-M&ause
(n = 26) hingegen zeigten signifikant haufiger starkere Anfalle als die mGIuR4-WT
(n = 18; Abbildung 25; Stadium IlI: 31%; Stadium IV: 69%; mGIuR4 WT: Stadium
lll: 56%; Stadium IV: 44%; Chi-Quadrat-Test: p < 0,05). Verglich man die
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Haufigkeit der Starke innerhalb der Gruppe, so zeigten die mGIluR4-KO-Tiere
haufiger starkere als schwachere Anfalle (Chi-Quadrat-Test: p < 0,05). Bei den
MGIuR4-WT fanden sich keine signifikanten Unterschiede (Chi-Quadrat-Test:
p =0,57).

80% 80% 1
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© 40% © 40%
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20% 20% 1

0% 0% - :

L Anfallsstadium % L Anfallsstadium L
B mGIUR WT 0O mGIuR1-EGFP B mGIuR4 WT [0 mGIluR4 KO

Abbildung 25: Prozentuale Anteile des Stadiums des ersten Anfalls von mGIuR1-EGFP-
und mGIluR4-KO-Mausen mit spontanen epileptischen Anféllen nach Pilokarpin-
Applikation verglichen mit WT. *p < 0,05.

Wahrend des Pilokarpin-Versuches wurden die Parameter ,Latenz in Minuten bis
zum ersten generalisierten Anfall nach Pilokarpin-Gabe“, ,Latenz in Minuten bis
zum selbsterhaltenden SE* sowie ,Latenz in Minuten bis zur Letalitat® in
Abhangigkeit von der Mauslinie ausgewertet (Tabelle 12). Die Zeiten bis zum
ersten Auftreten von Anfallen, bis zum SE und bis zum EXxitus letalis wiesen keine
signifikanten Unterschiede auf (Signifikanzniveau des T-Testes s. p-Werte in
Tabelle 12), wobei die Signifikanz bei den verstorbenen Tiere der mGIuR1-Linie
wegen geringer Anzahl nicht auswertbar war. Bei mGluR1-EGFP-Tieren trat der
erste Anfall ebenso wie der SE durchschnittlich 2 min friher auf als bei den
MGIUR1-WT. Bei den mGIluR4-KO- Mausen und mGIuR4-WT lag die Zeit bis zum
ersten Anfall jeweils bei 23 min.

In der mGIluR4-Linie entwickelten mGIluR4-KO-Tiere ca. 6 min spater einen SE
als mGIuR4-WT. Jedes Tier hatte zuvor mindestens einen isolierten
generalisierten Anfall gezeigt. Fihrte die Pilokarpin-Applikation zum Exitus letalis,
geschah dies bei beiden transgenen Linien nach durchschnittlich 36 min. Bei
beiden Kontrollgruppen dauerte dies langer.
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Linie
Pararg?fg&;’i;{i;‘gdiﬁz mGIUR1 WT mgc';”FFfjl' mGIuR4 WT | mGIuR4 KO
Latenz (min) bis zum 1.
generalisierter Anfall nach
der Pilo-Gabe
Mittelwert 29 27 23 23
SEM 3 4 2 2
min.-max. 12-54 8-49 7-41 3-55
Gruppengrof3e 20 9 15 29
Signifikanzniveau p=0,63 p=0,83
Zeit (min) bis SE
Mittelwert 46 44 39 45
SEM 5 6 2 2
min.-max. 24-71 14-71 26-50 33-65
Gruppengrof3e 15 8 9 14
Signifikanzniveau p=0,88 p=0,24
Zeit (min) bis zur Letalitat
Mittelwert 57 36 41 36
SEM 3 0 4 3
min.-max. 44-64 36 26-53 20-75
Gruppengrofie 3 1 4 11
Signifikanzniveau n. A. p =0,58

Tabelle 12: Latenzzeiten im Verlauf des Pilokarpin-Versuches. Angegeben ist der
Zeitpunkt des Auftretens des ersten generalisierten Anfalls nach der Pilokarpin-Gabe, die
Zeit bis SE und die Zeit bis zur Letalitat jeweils in Minuten.
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Die Anzahl generalisierter Anfalle, die wéhrend des Versuches beobachtet
werden konnte, lag pro Tier in einem Bereich zwischen 0 und 7 Anfallen. Von den
21 Tieren, die keinen SE entwickelten, aber generalisierte Anfélle hatten, lag die
Anfallszahl zwischen 1 Anfall bis hin zu 6 Anfallen. Insgesamt erlitten 19 Tiere gar
keine generalisierten Anfalle nach Pilokarpin-Applikation. Die mittleren
Anfallszahlen nach Pilokarpin-Injektion betrugen bei den mGIuR1-EGFP-Tieren
2,16 (n = 19) und bei den mMGIuUR1-WT 2,72 (n = 32) und waren nicht signifikant
verschieden (Tabelle 13; T-Test: p = 0,29). Auch bei den mGIuR4-KO-Tieren
waren keine signifikanten Unterschiede im Hinblick auf Anfallsanzahl nach
Pilokarpin-Gabe zu erkennen (Tabelle 13; mGIluR4 KO: 2,66; n = 29; mGIuR4 WT:

2,5; n=24; U-Test: p=0,78).

Linie
Anzahl generalisierter MGIUR1-
Anfélle nach der Pilo-| mGIuR1 WT MGIuR4 WT | mGIluR4 KO
EGFP
Gabe
Gruppengrolie 32 19 24 29
Mittelwert 2,72 2,16 2,50 2,66
SEM 0,35 0,38 0,37 0,26
min.-max. 0-7 0-6 0-6 0-6
Signifikanzniveau p=0,29 p=0,78

Tabelle 13: Anzahl generalisierter Anfalle nach Pilokarpin-Gabe in den verschiedenen
Tiergruppen.

Entwickelten die Tiere Anfélle und untersuchte man die Stéarke dieser Anfélle, so
zeigten die mGIuR1-EGFP-Tiere seltener schwachere Anfalle (47%; n = 15) als
die mGIuR1-WT (Abbildung 26; 63%, n = 25; Chi-Quadrat-Test: p < 0,001). Die
MGIUR1-WT zeigten signifikant seltener schwere Anfélle als schwache (Stadium
[ll: 63%, Stadium IV: 37%; U-Test: p < 0,01). Der Anteil der Anfélle beider Starken
war bei den mGIuR1-EGFP-Mausen relativ ausgeglichen (Stadium I1ll: 47%,
Stadium IV: 53%, U-Test: p = 0,94).
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Abbildung 26: Prozentuale Verteilung der Starke aller beobachteten generalisierten
Anfalle bei mGIUR1-EGFP- und mGIuR4-KO-Mausen verglichen mit WT. *p < 0,05,
**p < 0,01, ***p < 0,001.

Die mGIuR4-KO-Tiere zeigten signifikant weniger Stadium-IlI-Anfalle (Abbildung
26; 30%, n = 25) als die mGluR4-WT (65%, n = 18) und signifikant mehr Stadium-
IV-Anfalle. (mGIuR4 KO: 70%; mGIuR4 WT: 35%, Chi-Quadrat-Test: p < 0,001).
Die mGIuR4-KO-Tieren erlitten signifikant weniger schwachere Stadium-IlI-Anfalle
als starkere Stadium-1V-Anfélle (U-Test: p < 0,01). Bei den mGIuR4-WT verhielt es
sich genau umgekehrt (T-Test: p < 0,05).

5.3.1.2 Status epilepticus

Der Pilokarpin-induzierte SE wurde nach 40 min mit Diazepam unterbrochen.
Diese Zeit ist ausreichend, um in den Tieren in der chronischen Phase
Eigenschaften der TLE zu erzeugen. Aul3erdem flhrt diese friihe Diazepam-Gabe
zu einer Herabsetzung der Letalitat im Pilokarpin-Modell. Alle Mause mit
induziertem SE entwickelten spater spontane Anfélle. Diese Ergebnisse werden
ausfuhrlich in Kapitel 5.4 beschrieben. Nach mehreren generalisierten Anféllen
des Stadiums Il und/oder 1V konnte sich ein selbsterhaltender generalisierter SE
entwickeln, gekennzeichnet durch eine anhaltende geringgradige Krampfaktivitat
und den Verlust der Kérperspannung. Diese vorwiegend generalisierte motorische
Krampfaktivitat hielt bis zur Unterbrechung des SE mit Diazepam konstant an,
wobei sich das Verhalten der Tiere mit zunehmender Lange des SE nicht &nderte.

Die Latenzzeiten bis zum Erreichen eines erfolgreichen SE wiesen keine
signifikanten Unterschiede auf. Wie in Tabelle 14 ersichtlich, zeigten mGIuR1-
EGFP-Mause ebenso wie die mGIUR1-WT nach durchschnittlich 29 min erste
generalisierte Anfélle (U-Test: p = 0,97). Nach 45 min zeigten mGIuR1-EGFP-
Tiere und 3 min spater mGIuR1-WT einen generalisierten SE (U-Test: p =0,76).
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GruppengrolRe 14 8 8 12
Latenz (min) bis zum 1.
generalisierter Anfall
Mittelwert 29 29 27 25
SEM 2,2 4,1 3,1 3,1
min.-max. 10-44 8-49 15-40 11-40
Signifikanzniveau p =0,97 p =0,62
Zeit (min) bis SE
Mittelwert 48 45 42 43
SEM 6,2 4,4 2,5 3,1
min.-max. 14-81 24-71 26-50 28-62
Signifikanzniveau p=0,76 p =0,97
Zeit (min) vom 1.
generalisierten Anfall bis
SE
Mittelwert 19 16 15 18
SEM 2,8 3,6 2,4 3,2
min.-max. 3-37 2-37 7-26 8-25
Signifikanzniveau p =0,57 p=0,38

Tabelle 14: Latenzzeiten bis zum Entwickeln generalisierter Anfélle und bis zum Erreichen
eines erfolgreichen SE in min.
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MGIuR4-KO-Tiere zeigten nach durchschnittlich 25 min erste generalisierte
Anfalle, wohingegen die mGIuR4-WT diese 2 min spater entwickelten (U-Test:
p = 0,62). SE erreichten die mGluR4-KO-Tiere nach durchschnittlich 43 min und
die mGIuR4-WT 1 min friher (U-Test: p = 0,97).

Die Zeit zwischen erstem generalisierten Anfall und Beginn des SE wies
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede auf, verglich man die transgenen Tiere
mit ihren Kontrollen. Bei mGluR1-EGFP-Mausen lag diese Zeit bei 16 min und bei
den mGIUR1-WT bei 19 min (U-Test: p = 0,57). Die mGIluR4-KO-Tiere bekamen
durchschnittlich 18 min nach dem ersten Anfall einen SE und die mGIUR4-WT
nach ca. 15 min (U-Test: p = 0,38). Am frihesten wurde ein SE bei einzelnen
Tieren schon 3 min nach auftreten des ersten durch Pilokarpin induzierten Anfalls
beobachtet.

Die Anzahl aller generalisierter Anfélle bis zum Erreichen eines SE war weder
bei den mMGIUR1-EGFP-Tieren noch bei den mGIluR4-KO-Tieren signifikant
verschieden (Tabelle 15; U-Test: mGIuR1: p = 0,15; mGIuR4: p = 0,79).

Linie
Anzahl der| - ) 21 WT | mGIURL-EGFP| mGIUR4WT | mGIuR4 KO
beobachteten Anfélle
Gruppengrof3e 14 8 8 12
Mittelwert 4,3 3,5 3.8 3,6
SEM 0,29 0,47 0,42 0,30
Signifikanzniveau p=0,15 p=0,79

Tabelle 15: Anzahl generalisierter Anfélle bis zum Erreichen eines erfolgreichen SE bei
den verschiedenen Gruppen.

Im Gruppenvergleich (Abbildung 27) zeigten die transgenen mGIuR1-EGFP-
Méause signifikant mehr starkere und weniger schwache Anfélle bis zum Erreichen
eines erfolgreichen SE (Stadium lll: 49%; Stadium IV: 51%) als mGIUR1-WT
(Stadium IlI: 74%; Stadium IV: 26%; Chi-Quadrat-Test: p < 0,001). Die mGIuR1-
WT zeigten signifikant mehr schwéchere als starkere Anfélle (U-Test: p < 0,001),
wohingegen die mGIuR1-EGFP-Tiere keine Unterschiede aufwiesen (U-Test:
p = 0,95). Betrachtete man die Starke der Anfalle bei den mGIuR4-KO-Tieren
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(Abbildung 27), so war zu erkennen, dass diese signifikant mehr starkere Anfalle
(Stadium 111: 36%; Stadium IV: 64%) im Gegensatz zu mGIluR4-WT (Stadium 1l
55%; Stadium IV: 45%) bekamen (Chi-Quadrat-Test: p < 0,05). Innerhalb der
Gruppen waren keine signifikanten Unterschiede zu erkennen (U-Test:
mGIuR4 WT: p = 0,48; mGIluR4 KO: p = 0,12).
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Abbildung 27: Prozentualer Anteil der Anfallsstarke der mGIluR1-EGFP-Méause und
MGIuR4-KO-Mause bis zum Erreichen des erfolgreichen SE verglichen mit WT. *p < 0,05,
***p < 0,001.

5.3.1.3 Allgemeinbefinden nach Status epilepticus

Das Allgemeinbefinden aller Mause, die einen durch Pilokarpin-induzierten SE
Uberlebten, war an den folgenden Tagen erheblich gestért. Die Mause waren
entweder apathisch oder hypomotorisch. Nach einem bis fliinf Tagen entwickelten
sie eine Hyperexzitabilitdt, d.h. sie reagierten hochgradig empfindlich auf jede
Form von Gerauschen oder BerUhrung. Dieses Verhalten hielt auch in der
chronischen Phase an. Bis wieder eine normale Futteraufnahme gewéhrleistet
war, wurden die Tiere individuell gefittert (s. Kap. 4.2.4). Diese Fitterung war, je

nach Tier, zwischen einem und vier Tagen notig.

5.3.2 Cav3.2-KO-Mause

Es wurden insgesamt 166 mannliche Tiere aus der Cav3.2-Linie mit einer Dosis
von 330 mg/kg KM Pilokarpin behandelt. Ziel dieser Untersuchungen war es,
festzustellen, ob sich die Cav3.2-KO-Mause in diesem Modell anders verhalten als
Cav3.2-WT.

5.3.2.1 Parameter im Pilokarpin-Modell
Insgesamt wurden 166 Tiere mit Pilokarpin behandelt. War die erste Pilokarpin-
Dosis nicht ausreichend, um generalisierte Anfélle auszulésen, so wurde die halbe

Pilokarpin-Dosis nach dem Protokoll in Kap. 4.2.4 erneut injiziert. Die Einteilung in
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die verschiedenen Gruppen entsprechend der sichtbaren motorischen Aktivitat
erfolgte wie in Kap. 5.3.1.1 fir die mGIluR-transgenen Tiere beschrieben. In
Tabelle 16 sind die Ergebnisse zusammengefasst. Nach der Pilokarpin-Applikation
entwickelten 52 (31%) Tiere einen selbsterhaltenden generalisierten SE. Etwa
32% gingen als Sham-Tiere aus diesem Versuch hervor. Von diesen Sham-Tieren
entwickelte die Halfte gar keine Anfalle und bei der anderen Halfte waren zwar
Anfalle zu erkennen, diese Tiere entwickelten jedoch keinen SE. Die Mortalitat lag
bei insgesamt 37%, wobei die Mortalitat im SE mit durchschnittlich ca. 1% jedoch
die Ausnahme darstellte. Es entwickelten 23 transgene Cav3.2-KO- (29%) und
29 Cav3.2-WT (33%) einen erfolgreichen SE. Bei den transgenen Cav3.2-KO-
Tieren gab es 29 Sham-Tiere, von denen 14 (18%) gar keine Anfalle bekamen
und 15 Tiere (19%) generalisierte Anfélle zeigten. Insgesamt 24% der Cav3.2-WT
waren der Sham-Gruppe zuzuordnen (15% ohne Anfélle und 13% mit Anfallen).
Die Mortalitat lag bei den Cav3.2-KO-Tieren bei 32% und bei den Cav3.2-WT bei
40%.

Linie
gesamt Cav3.2 WT Cav3.2 KO

Gruppengrofie 166 88 78

. 52 29 23
SE (erfolgreich) (31%) (33%) (29%)

, N 27 13 14
keine Anfalle (16%) (15%) (18%)

N , 26 11 15
Anfalle, aber kein SE (16%) (13%) (19%)

Mortalitat in einem 60 35 25
Anfall (36%) (40%) (32%)

s 1 1
Mortalitat im SE (1%) 0 (1%)

Tabelle 16: Effekt der Pilokarpin-Gabe in Cav3.2-KO-Mausen. Es sind die absoluten und
relativen Zahlen fur die gesamte Gruppe und nach Genotyp getrennt dargestellt.
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Lediglich in der Cav3.2-KO-Linie starb ein Tier im SE. Verglich man nun die
Anzahl der Uberlebenden mit der Anzahl der gestorbenen Tiere, so zeigten sich
zwischen den Gruppen keine signifikanten Unterschiede (Chi-Quadrat-Test: p =
0,23). Auch in der Gruppe der Uberlebenden Tiere fanden sich bei den Cav3.2-
KO-Tieren keine signifikanten Unterschiede (Chi-Quadrat-Test: p = 0,27).
Betrachtet man die Anzahl der Tiere dieser Gruppe die verstarben (im Anfall oder
im SE), so konnte aufgrund der niedrigen Anzahl keine Aussage getroffen werden.

Die Starke der Anfalle wurde, wie bei den mGluR-transgenen Tieren in zwei
Gruppen eingeteilt, und zwar in schwachere Stadium-IlI- und starkere Stadium-IV-
Anfélle. Betrachtet man die Starke des ersten auftretenden Anfalls, so zeigten die
Cav3.2-KO-Tiere, verglichen mit den Cav3.2-WT, keine signifikanten Unterschiede
(Abbildung 28; Chi-Quadrat-Test: p = 0,20). Verglich man die Haufigkeit der Starke
innerhalb der Gruppe, so zeigten weder die Cav3.2-KO- noch die Cav3.2-WT
signifikante Unterschiede (Cav3.2-KO: Stadium IlI: 47%; Stadium 1V: 53%, n = 62,
Chi-Quadrat-Test: p = 0,45; Cav3.2 WT: Stadium lll: 55%; Stadium IV: 45%,
n = 73; Chi-Quadrat-Test: p = 0,10).
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Abbildung 28: Prozentuale Anteile des Stadiums des ersten Anfalls der Cav3.2-WT- und
Cav3.2-KO-Mause mit spontanen epileptischen Anféllen nach Pilokarpin-Applikation.

AuBBerdem wurden auch in dieser Gruppe die verschiedenen Latenzzeiten
untersucht (Tabelle 17). Die Cav3.2-KO-Tiere bekamen ebenso wie die Cav3.2-
WT nach durchschnittlich 36 min den ersten generalisierten Anfall. (Cav3.2 KO n =
62; Cav3.2 WT n = 72). Der SE begann bei den Cav3.2-KO-Mausen im Mittel 55
min (n = 24) nach der Pilokarpin-Applikation, bei den Cav3.2-WT ca. 4 min friher
(n = 28). Jedes Tier hatte zuvor mindestens einen isolierten generalisierten Anfall

gezeigt. Fuhrte die Applikation zum Exitus letalis dauerte dies bei den Cav3.2-KO-
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Latenz (min) bis zum 1.
generalisierter Anfall nach der
Pilo-Gabe

Mittelwert 36 36

SEM 4 5

min.-max. 9-68 10-69
Gruppengrolie 73 62
Signifikanzniveau p =0,90

Zeit (min) bis SE

Mittelwert 51 55
SEM 9 11
min.-max. 24-93 28-92
Gruppengrolie 28 24
Signifikanzniveau p=0,64

Zeit (min) bis zur Letalitat

Mittelwert 46 45
SEM 8 9
min.-max. 12-72 10-69
Gruppengrolie 35 26
Signifikanzniveau p=0,95

Tabelle 17: Latenzzeiten im Verlauf des Pilokarpin-Versuches. Angegeben ist der
Zeitpunkt des Auftretens des ersten generalisierten Anfalls nach der Pilokarpin-Gabe, die
Zeit bis SE und die Zeit bis zur Letalitat jeweils in Minuten.
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Tieren ca. 45 min (n = 26) und bei den Cav3.2-WT 46 min (n = 35). Die Zeiten bis
zum ersten Auftreten von Anféllen, bis zum SE und bis zum Exitus letalis wiesen
keine signifikanten Unterschiede auf (Signifikanzniveau des T-Testes s. p-Werte in
Tabelle 17).Die Anzahl generalisierter Anfalle, die wahrend des Versuches
beobachtet werden konnten, lag in einem Bereich zwischen 0 und 12 Anfallen pro
Tier. Von den 26 Tieren, die keinen SE entwickelten, aber generalisierte Anfalle
hatten, lag die Anfallszahl zwischen 1 Anfall bis hin zu 5 Anfallen. Insgesamt
erlitten 30 Tiere keine generalisierten Anfélle nach der Pilokarpin-Applikation,
wovon jedoch 3 Tiere ohne generalisierte Anfalle an Asphyxie verstarben. Die
mittleren Anfallszahlen nach Pilokarpin-Injektion betrugen bei den Cav3.2-KO-
Tieren 2,46 (n = 78) und bei den Cav3.2-WT 2,56 (n = 88) und waren nicht
signifikant verschieden (Tabelle 18; U-Test: p = 0,50).

Linie
Anzahl generalisiertgr Anfalle Cav3.2 WT Cav3.2 KO
nach der Pilo-Gabe
Gruppengrolie 88 78

Mittelwert 2,56 2,46

SEM 0,21 0,25
min.-max. 0-8 0-12

Signifikanzniveau p =0,50

Tabelle 18: Ubersicht tiber die Anzahl generalisierter Anfélle nach Pilokarpin-Gabe der
beiden Gruppen.
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Entwickelten die Tiere Anfalle und verglich man die Starke dieser Anfalle
zwischen den Gruppen, so verhielten sich die Cav3.2-KO-Tiere wie die Cav3.2-
WT (Abbildung 29; Stadium-lll-Anfalle: Cav3.2 KO: 65%, Cav3.2 WT: 62%,
Stadium-IV-Anfalle: Cav3.2 KO: 35%, Cav3.2 WT: 38%,; Chi-Quadrat-Test:
p = 0,72). Die Cav3.2-KO-Tieren erlitten signifikant mehr schwachere Stadium-III-
Anfélle als starkere Stadium-IV-Anfélle (U-Test: p < 0,001), ebenso wie die
Cav3.2-WT (U-Test: p < 0,001).
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Abbildung 29: Prozentuale Verteilung der Starke aller beobachteten generalisierten
Anfalle bei Cav3.2-KO-Mausen verglichen mit Cav3.2-WT. ***p < 0,001.

5.3.2.2 Status epilepticus

In dieser Gruppe entwickelten ebenfalls alle Mause mit induziertem SE spater
spontane Anfalle. Diese Ergebnisse werden ausfuhrlich in Kapitel 5.4.2.2
beschrieben. Auch bei diesen Tieren anderte sich das beobachtete Verhalten mit
zunehmender Lange des SE nicht.

Analysierte man die Starke des ersten Anfalls bei diesen Tieren, so zeigten die
transgenen Tiere signifikant haufiger starkere Stadium-lIV-Anfalle (Abbildung 30;
Chi-Quadrat-Test: p < 0,05) wohingegen die Cav3.2-WT gleich haufig Stadium-III-
und Stadium-1V-Anfélle bekamen (Chi-Quadrat-Test: p = 0,62). Cav3.2-KO-Tiere
hatten 26% Stadium-IlI- und 74% Stadium-IV-Anfélle. Die Cav3.2-WT zeigten
hingegen zu 55% Stadium-llI-Anfélle und nur zu 45% Stadium-IV-Anfélle. Im
Gruppenvergleich zeigten die transgenen Mause signifikante Unterschiede in

Bezug auf diesen Parameter (Chi-Quadrat-Test: p < 0,001).
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Abbildung 30: Prozentuale Anteile des Stadiums des ersten Anfalls von Cav3.2-KO-
Mausen bis zum SE verglichen mit Cav3.2-WT. *p < 0,05, ***p < 0,001.

Die Latenzzeiten bis zum Erreichen eines SE wiesen keine signifikanten
Unterschiede auf. Wie in Tabelle 19 ersichtlich zeigten Cav3.2-KO-Mause ebenso
wie die Cav3.2-WT nach durchschnittich 33 min erste generalisierte Anfalle
(T-Test: p = 0,91). Nach durchschnittlich 56 min zeigten Cav3.2-KO-Tiere und
nach 51 min Cav3.2-WT einen generalisierten SE (T-Test: p = 0,50). Die Zeit
zwischen erstem generalisierten Anfall und Beginn des SE wies ebenfalls keine
Unterschiede auf, verglich man die transgenen Tiere mit ihren Kontrollen. Bei
Cav3.2-KO-Tieren dauerte es ca. 23 min und bei den Cav3.2-WT ca. 18 min
(T-Test: p=0,41).
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Gruppengrole 29 23

Latenz (min) bis zum 1.
generalisierter Anfall

Mittelwert 33 33
SEM 2,1 3,1
min.-max. 18-64 11-69
Signifikanzniveau p=091

Zeit (min) bis SE

Mittelwert 51 56
SEM 3,0 4,1
min.-max. 24-93 31-92
Signifikanzniveau p =0,50

Zeit (min) vom 1.
generalisierten Anfall bis SE

Mittelwert 18 23
SEM 2,5 3,0
min.-max. 7-41 9-64
Signifikanzniveau p=0,41

Tabelle 19: Latenzzeiten bis zum entwickeln generalisierter Anfélle und bis zum Erreichen
eines erfolgreichen SE.
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Die Anzahl aller generalisierten Anfélle bis zum Erreichen eines SE war nicht
signifikant verschieden (Tabelle 20). Die KO-Tiere bekamen durchschnittlich

5 Anfélle und die Cav3.2-WT 4,2 (U-Test: p = 0,38).

Linie
Anzahi der beobachreien Cav3.2 WT Cav3.2 KO
Gruppengrolie 29 23
Mittelwert 42 5
SEM 0,3 0,4
Signifikanzniveau p=0,94

Tabelle 20: Anfallsanzahlen bis zum Erreichen eines erfolgreichen SE bei Cav3.2-Tieren.

Betrachtet man die Starke dieser Anfélle, so zeigten die transgenen Cav3.2-KO-
Méause im Gruppenvergleich keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 31,
Cav3.2 WT: Stadium lll: 65%; Stadium IV: 35%; Cav3.2 KO: Stadium IlI: 68%;
Stadium 1V: 32%; Chi-Quadrat-Test: p = 0,94). Beide Gruppen zeigten weniger
starke und mehr schwache Anfalle bis zum Erreichen eines erfolgreichen SE

(T-Test: Cav3.2 WT p < 0,001, Cav3.2 KO p<0,01).
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Abbildung 31: Prozentualer Anteil der Anfallsstarke der Cav3.2-WT- und Cav3.2-KO-
Méause bis zum Erreichen des erfolgreichen SE. **p < 0,01, ***p < 0,001.




Ergebnisse 95

5.3.2.3 Allgemeinbefinden nach Status epilepticus

Das Allgemeinbefinden der Cav3.2-Tiere nach SE war dem der mGIluR-Tiere
sehr ahnlich. Es war an den folgenden Tagen erheblich gestort. Die Mause waren
entweder apathisch oder hypomotorisch. Die Hyperexzitabilitat war ebenfalls nach
ein paar Tagen auffallig. Die Dauer der nétigen individuellen Fltterung variierte

von Tier zu Tier und lag zwischen einem und vier Tagen.

5.3.2.4 Analyse des Status epilepticus

Da die phanotypische und die elektroenzephalografische Untersuchung (Beispiel
siehe Abbildung 32) des SE keine Unterschiede zwischen den Gruppen darlegte,
eine quantitative Analyse mit diesem Datenformat jedoch nicht moglich war,
wurden Parameter in den einzelnen Frequenzbandern zur genaueren

Untersuchung herangezogen.
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Abbildung 32: Reprasentatives EEG eines Cav3.2-WT-und eines Cav3.2-KO-Tieres.
5 min nach Pilokarpin-Applikation, 5 min, 20 min und 40 min nach SE-Beginn.
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Abbildung 33: Leistung im Gamma-Band wahrend des SE eines Cav3.2-WT und eines
Cav3.2-KO-Tier. * = Anfalle vor dem SE. AU = arbitrary Units (arbitrare Einheit).
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In Abbildung 33 ist beispielhaft das hochfrequente Gamma-Frequenzband eines
Cav3.2-WT- und eines Cav3.2-KO-Tieres dargestellt. Beide Tiere erlitten vor dem
Erreichen eines SE funf generalisierte Anfélle (in Abbildung 33 gekennzeichnet
durch *). Der Beginn des SE wurde definiert als Beginn des konstanten
pathologischen EEG-Bildes (Abbildung 32).

Zur genaueren Analyse des SE wurden als Parameter die Starke und die Dauer
in den einzelnen Frequenzbéndern mit Hilfe der Fourier-Analyse ausgewertet und
die Cav3.2-KO-Tiere mit den Cav3.2-WT verglichen. Um die Starke des SE zu
untersuchen, wurde die relative Erhéhung der Amplitude (Bandstarke) in allen
untersuchten Frequenzbandern im SE gegenuber dem Basal-EEG ermittelt.
Hierbei zeigten beide Linien eine signifikante Erhéhung wéahrend des SE in allen
Frequenzbandern gegeniber dem Basal-EEG (Tabelle 21; U-Test: jeweils
p < 0,05).

Linie
Frequenzband Cav3.2 WT Cav3.2 KO
Delta (0,5 - 3,99 Hz) 15* 16*
Theta (4 - 7,99 Hz) 31* 30*
Alpha (8 - 12,99 Hz) 141* 88*
Beta (13 — 30 Hz) 188* 178*
Gamma (30 — 40 Hz) 77* 110*

Tabelle 21: Relative Erhéhung der Bandstarke im SE in allen Frequenzbandern.
U-Test: *p< 0,05.

Verglich man nun die Starke des SE der beiden Mauslinien, so fanden sich in
keinem Frequenzband signifikante Unterschiede zwischen den Cav3.2-WT- und
Cav3.2-KO-Tieren (Abbildung 34; jeweils n = 5).

Um die Dauer des SE zu bestimmen, wurde die Zeit vom Beginn bis zum Ende
der pathologischen Amplitude ermittelt. In keinem der analysierten
Frequenzbander war ein signifikanter Unterschied bezlglich der Dauer zu
ermitteln (Abbildung 35).
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Im Theta-Band war die Aktivitdt bei den Cav3.2-WT nach 43 min und bei den
Cav3.2-KO-Tieren nach 42,5 min auf das Anfangsniveau abgefallen (T-Test:
p = 0,82). Im Alpha-Band dauerte dies bei den Cav3.2-WT 47,8 min und bei den
Cav3.2-KO-Tieren 44,6 min (T-Test: p = 0,52). Diese Zeitspanne war im Beta-
Band am langsten und dauerte bei den Cav3.2-WT 61,4 min und bei den Cav3.2-
KO-Tieren 59,1 min (T-Test: p = 0,85). Im hochfrequenten Gamma-Band
wiederum dauerte es bei den Cav3.2-WT 54,4 min und bei den Cav3.2-KO-Tieren
56,5 min (T-Test: p = 0,84).
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Abbildung 34: Relative Erhdhung der Bandstarke im SE zum Basal-EEG bei Cav3.2-WT-
und Cav3.2-KO-Tieren.
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Abbildung 35: Dauer des SE in den einzelnen Frequenzbandern bei Cav3.2-WT- und
Cav3.2-KO-Tieren.
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5.4 Chronische Neurodegeneration und spontane Anfalle

Um Frequenz und Starke der spontan auftretenden Anfalle in den verschiedenen
Mauslinien zu analysieren, wurde eine telemetrische EEG/Video-Aufnahmeeinheit
genutzt. Dieses permanente Beobachten ist notwendig, um alle Anfélle detektieren
und analysieren zu kénnen. Anfallsaktivitat tritt Gber den Tag verteilt haufig sehr
unregelm&nig auf und geht oft mit sogenannten ,Anfallsclustern® (geh&uftes
Auftreten von Anfallen innerhalb kirzester Zeit) einher, die bei einer zeitweilig
aussetzenden Aufnahmetechnik verpasst werden konnten. Alle WT der
untersuchten Linien zeigten tonisch-klonische Anfalle nach Pilokarpin-induziertem
SE. In dem EEG von Tieren, die keinen SE bekamen war keine Anfallsaktivitat zu
detektieren. Wie in der akuten Phase wurden in der chronischen Phase die Anfélle
in zwei Stadien unterteilt. Typischerweise begannen die spontanen Anfalle mit
Verharren, klonischen Bewegungsmustern der Vorderbeine und Aufrichten des
Oberkdrpers (limbische Anfalle Stadium I1ll), gefolgt von einem kurzen ca. 10 s
langem generalisierten motorischen Anfall. Gelegentlich waren die Anfalle
charakterisiert durch Aufrichten, Umfallen und/oder Springen (limbische Anfélle
Stadium V). Der zweite wichtige Parameter in Bezug auf den epileptischen
Phanotyp in der chronischen Phase ist die Anfallsfrequenz. Hierfir wurde die
Anfallsfrequenz zwischen dem 9. und 28. Tag nach SE analysiert. Wie in der
akuten Phase wurden Anfallsfrequenz und Anfallsschwere zwischen den

transgenen Mausen und entsprechenden WT verglichen.

5.4.1 mGIuR transgene Mause

5.4.1.1 Spontan auftretende Anfalle

Betrachtet man nun die Anfallsfrequenz, so fanden sich bei den mGIuR1-EGFP-
Méausen signifikant mehr schwere chronisch wiederkehrende Anfélle als bei den
MGIUR1-WT (Chi-Quadrat-Test: p < 0,001). Bei diesen Tieren waren 25% der
beobachteten Anféalle Stadium IV zuzuordnen, wahrend mGIuR1-WT nur zu 5%
Anfalle dieses Stadiums zeigten (Abbildung 36). Es wurden weniger schwachere
Stadium-lll-Anfalle in den transgenen mGIluR1-EGFP-Mausen gesehen (75%) im
Vergleich zu mGIuR1-WT (95%; mGIuR1-EGFP n = 5, mGIluR1 WT n = 10).
Innerhalb der Gruppen zeigten die mGIUR1-WT signifikant weniger Stadium-I1V-
Anfalle (U-Test: p < 0,001). Die mGIluR1-EGFP-Mause erhielten nicht signifikant
weniger Stadium-IV-Anfalle (U-Test: p = 0,15).
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Abbildung 36: Prozentualer Anteil der Anfallsstarke der mGIuR1-EGFP- und mGIluR4-KO-
Mause in der chronischen Phase nach Pilokarpin-induziertem SE verglichen mit WT. *p <
0,05, ***p < 0,001.

Die mGluR4-KO-Mause bekamen ebenfalls mehr starkere Anfalle des Stadiums
IV (39%; mGIuR4 KO n = 8), wahrend die mGIuR4-WT weniger starke Anfalle
erlitten (15%; mGIuR4 WT n = 6). Die transgenen mGIluR4-KO-Tiere bekamen
weniger Stadium-IlI-Anfélle (61%) verglichen mit mGIuR4-WT (Abbildung 36; 85%;
Chi-Quadrat-Test: p < 0,001). Die Anfallsstarke war weder bei den mGIuR4-WT-
noch bei den mGIluR4-KO-Tieren signifikant verschieden (U-Test: mGIluR4 WT
p = 0,06, mGIluR4 KO: p =0,72).

In Abbildung 37 ist zu erkennen, dass die mGIuR1-EGFP-Méause (n = 5) in der
dritten und in der vierten Woche nach SE signifikant mehr Anfalle am Tag
bekamen als mGIUR1-WT (n = 10; U-Test: 3. Woche: p < 0,05, 4. Woche:
p < 0,001). Dieser Unterschied war am grof3ten an Tag 26 nach SE (mGIuR1-
EGFP: 1,7 Anfalle pro Tag; mGIuR1 WT: 0,3 Anfalle pro Tag; U-Test: p < 0,05).
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Abbildung 37: Anzahl der Anfdlle der mGIUR1-WT- und mGIuR1-EGFP-Tiere in der
chronischen Phase. *p < 0,05; ***p < 0,001.
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Die Anfallsfrequenz der mGluR4-Linie nach SE ist in Abbildung 38 dargestellt.
Es wurden keine Unterschiede zwischen mGIluR4-KO- (n = 8) und mGIuR4-WT
(n = 6) im Hinblick auf Anfallsfrequenz beobachtet (U-Test: 2. Woche: p = 0,19,
3. Woche: p = 0,9, 4. Woche: p = 0,35). Insgesamt zeigten die Mause der

MGIuR4-Linie eine sehr niedrige Anfallsfrequenz.
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Abbildung 38: Anzahl der Anfélle der mGIluR4-WT- und mGIluR4-KO-Tiere in der
chronischen Phase.

Linie| mGIuR1I WT MGIuR1-EGFP mGIuR4 WT mGIluR4 KO

Gruppengrolie 10 5 6 8
Spannungsamplitude | - , 7 0+0,06 0+0,07 0+0,07
der Anfalle in mV - - - -
Signifikanzniveau p=0,7 p=1
Dauer der Anfalle in s 32,7+29 33,1+1,9 27,3+2,4 29,1+1,4
Signifikanzniveau p =0,90 p =0,58

Tabelle 22: Dauer der chronischen Anfélle und Amplitudenhéhe der mGluR-transgenen
Tiere.

Des Weiteren wurde die Aktivitat der epileptischen Anfélle der individuellen
Gruppen Dbeurteilt. Typische chronische spontane Anfalle hatten eine
durchschnittliche L&nge von ungefdhr 31 s und eine Amplitudenhdhe von ca.

0 + 0,07 mV (Tabelle 22). Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen
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MGIUR1-EGFP- oder mGIluR4-KO-Mausen und entsprechenden Kontrollgruppen
bei der LAnge oder Amplitudenh6he der chronischen wiederkehrenden spontanen

Anfalle gefunden (Abbildung 39; Signifikanzniveau T-Test: s. Tabelle 22).

mGIuR1 WT

mGIluR1-EGFP

mGIuR4 WT | m

mGIluR4 KO

0,25 mV| T

10 sec

Abbildung 39: Reprasentative EEG-Aufzeichnung von Anfallen des Stadiums Il von
chronisch epileptischen mGIuR1-EGFP-, mGluR4-KO und Kontrolltieren.

5.4.1.2 Neuronaler Zellverlust

MGIuR4-KO- und mGIuR1-EGFP-Mause ebenso wie entsprechende
Kontrolltiere  zeigten  ohne  induzierten  SE  keinerlei  substantielle
neuropathologische Veranderungen in der hippokampalen Formation (Abbildung
40 und 41). Um strukturelle Veranderungen, die durch epileptogene Prozesse
entstehen, zu beurteilen, wurde eine detaillierte neuropathologische Analyse der
Gehirne von transgenen Mausen in der Phase der chronisch wiederkehrenden
Anfalle durchgefiihrt. Die neuropathologischen Untersuchungen wurden an

Hamatoxilin-Eosin (H. & E.) oder NeuN-gefarbten Schnitten durchgefinhrt.
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Verglichen wurde zunachst die Dichte der hippokampalen Neurone in Gehirnen
von MGIuR1-EGFP-, mGIluR4-KO-Mause und Kontrollen, die keinen SE erlitten,
mit Tieren der gleichen Linien, welche jedoch chronische Epilepsie nach SE
bekommen hatten. mGIUR1-EGFP- und mGIuR4-KO-Mause, ebenso wie deren
Kontrollen (mGIUR1-WT- und mGIuR4-WT), zeigten Anzeichen von
Ammonshornsklerose (AHS) nach Pilokarpin-induziertem SE (Abbildung 42;
MGIuR1 WT ohne SE: n = 6, mGIuR1-EGFP ohne SE: n =5, mGIluR1 WT mit SE:
n = 10, mGIuR1-EGFP mit SE: n = 7; mGIluR4 WT ohne SE: n = 6, mGluR4 KO
ohne SE: n =5, mGIuR4 WT mit SE: n = 5, mGluR4 KO mit SE: n = 16). Verglich
man nun quantitativ die Dichte der Neurone der Tiere die einen SE erlitten haben,
mit der Neuronendichte von Tieren, die keinen SE hatten, zeigten alle Tiere in der
chronischen Phase einen segmentalen Nervenzellverlust. Dieser war besonders
stark in CA1 (T-Test: mGIuR1 WT p < 0,01, mGIuR1-EGFP p < 0,01; mGIuR4 WT
p < 0,01 und mGIuR4 KO p < 0,001) und CA3 (Abbildung 43; T-Test: mGIuR1 WT
und mGIuR1-EGFP p < 0,001; mGIuR4 WT p < 0,05, mGIluR4 KO p < 0,001) zu
finden.

Es war kein signifikanter Zellverlust im DG bei den mGIuR4-WT zu erkennen
(T-Test: p = 0,15), wohingegen die anderen Gruppen auch hier signifikanten
Zellverlust aufwiesen (T-Test: mGIuR1 WT p < 0,01, mGIuR1-EGFP p < 0,001;
mGIluR4 KO p < 0,001).

In Bezug auf Zellverlust nach SE zeigten die mGIuR1-WT, verglichen mit
MGIuR1-EGFP-Mé&ausen, keine signifikanten Unterschiede in der hippokampalen
Formation (Abbildung 42; T-Test: DG: p = 0,80, CAl: p = 0,76, CA3: p = 0,08). Die
Hippokampi der epilepsiekranken mGIuR4-KO-Mause wiesen jedoch einen
signifikant héheren Neuronenverlust auf als mGIuR4-WT. Dieser ausgepragte
Phanotyp war im DG mit 27% Zellverlust zu erkennen (T-Test: p < 0,001). In der
CA1-Region betrug der Zellverlust sogar 62% (T-Test: p < 0,01) und in der CA3-
Region 61% (Abbildung 43; T-Test: p < 0,05).

Das charakteristische Muster der AHS, neben dem neuronalen Zellverlust,
umfasst eine reaktive Astrogliose und Moosfasersprossung, welche in dieser
Gruppe sichtbar waren, aber keine signifikanten Unterschiede aufwiesen.
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Abbildung 40: Reprasentative koronare Querschnitte durch den Hippokampus von
Kontrolltieren ohne SE und von chronisch epileptischen mGIUR1-WT- und mGIuR1-
EGFP-Mausen mit reprasentativer hippokampaler Schadigung (H. & E. - Hamatoxilin-
Eosin-Farbung; NeuN — Neuronal-Nuklei-Immunfarbung).
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Abbildung 41: Reprasentative koronare Querschnitte durch den Hippokampus von
Kontrolltieren ohne SE und von chronisch epileptischen mGIuR4-WT- und mGIluR4-KO-

Mausen mit reprasentativer hippokampaler Schadigung (H. & E. - Hamatoxilin-Eosin-
Farbung; NeuN — Neuronal-Nuklei-Immunfarbung).
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Abbildung 42: Zellverlust in der chronischen Phase: Quantitativer Vergleich der mGIluR1-
WT- mGIuR1-EGFP-Tiere mit Kontrollen. *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001.
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Abbildung 43: Zellverlust in der chronischen Phase bei mGIuR4-WT und mGIluR4-KO-
Tieren. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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5.4.2 Cav3.2-KO-Mause

5.4.2.1 Spontan auftretende Anfalle

Betrachtet man nun die Anfallsstarke bei den Cav3.2-KO-Tieren, so fanden sich
fast ausschlie3lich schwachere Anfélle des Stadiums IIl (U-Test: p < 0,05; 98%;
n = 7). Auch in der Cav3.2-WT-Linie wurden mehr schwéchere Stadium-Ill-Anfalle
gesehen, jedoch nur zu 74% (n = 7). So waren 26% der bei den Cav3.2-WT
beobachteten Anfélle Stadium IV zuzuordnen, wahrend die Cav3.2-KO-Tiere nur
zu 2% Anfalle dieses Stadiums zeigten (Abbildung 44; Chi-Quadrat-Test:
p < 0,001).
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Abbildung 44: Prozentualer Anteil der Anfallsstarke der Cav3.2-Mause in der chronischen
Phase nach Pilokarpin-induziertem SE. *p < 0,05, ***p < 0,001.

In Abbildung 45 ist zu erkennen, dass die Cav3.2-KO-Mause (n = 7) in Bezug
auf die Anfallsfrequenz bemerkenswerter Weise eine erheblich niedrigere Anzahl
von wiederkehrenden Anféllen bekamen als die Cav3.2-WT (n = 7), wobei zwei
der Cav3.2-KO-Tiere gar keine Anfélle entwickelten. In der dritten Woche nach SE
zeigten die Cav3.2-KO-Tiere durchschnittlich 0,4 Anfélle pro Tag und in der vierten
Woche sogar nur 0,2 Anfélle pro Tag, wohingegen die Cav3.2-WT in dieser Zeit
durchschnittlich 1,3 Anfalle erlitten (U-Test: p < 0,001). Dieser Unterschied war am
deutlichsten an Tag 24 nach SE (Cav3.2 WT: 2,43 Anfalle pro Tag; Cav3.2 KO:
keine Anfalle pro Tag; U-Test: p < 0,05). Betrachtet man nun die Aktivitat der
epileptischen Anfélle der Tiere der Cav3.2-Linie, so zeigten sie ebenfalls eine
durchschnittliche Lange von ungefahr 30 s (Tabelle 23) und eine SD der
Amplitude von ca. 0,07 mV (Abbildung 46). Es wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen Cav3.2-WT- und Cav3.2-KO-Tieren im Hinblick auf
Amplitudenhdhe oder Lange der chronisch wiederkehrenden spontanen Anfalle

gefunden (T-Test: Lange: p = 0,67; Amplitude: p = 0,80).
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Abbildung 45: Anzahl der Anféalle der Cav3.2-Tiere in der chronischen Phase.
***p < 0,001.
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Abbildung 46: Reprasentative EEG-Aufzeichnung von Anféllen der chronisch
epileptischen Cav3.2-WT- und Cav3.2-KO-Tiere.
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Linie Cav3.2 WT Cav3.2 KO

Gruppengrolie 7 7

SD der Spannungsamplitude

der Anfalle in mV 0,08 0,07
Signifikanzniveau p=0,80

Dauer der Anfalle in s 309+24 32,7+29
Signifikanzniveau p=0,67

Tabelle 23: Dauer der chronischen Anfalle und Amplitudenhéhe der Cav3.2-transgenen
Tiere.

5.4.2.2 Neuronaler Zellverlust

Cav3.2-WT- ebenso wie Cav3.2-KO-Tiere zeigten ohne die Induktion eines SE
keinerlei  substantiellen  neuropathologischen  Veradnderungen in  der
hippokampalen Formation (Abbildung 47). Ebenso wie bei den mGIuR-transgenen
Tieren wurde der Zellverlust in Gehirnschnitten in der chronischen Phase
analysiert. Die Cav3.2-WT zeigten, wie erwartet, Anzeichen von AHS nach
Pilokarpin-induziertem SE (Cav3.2 WT ohne SE: n = 6, Cav3.2 WT mit SE: n = 7;
DG: p < 0,05, CAl: p < 0,001, CA3: p < 0,05). Im Gegensatz dazu war bei den
Cav3.2-KO-Tiere kein signifikanter Nervenzellverlust in den hippokampalen
Subregionen zu finden (Cav3.2 KO ohne SE: n =5, Cav3.2 KO mit SE: n = 9; DG:
p = 0,09, CAL: p = 0,23, CA3: p = 0,29). Verglich man nun die Zellzahlen der
Cav3.2-WT mit denen der Cav3.2-KO-Tiere, so fand sich signifikant weniger
Zellverlust in allen Subregionen (Abbildung 48; T-Test: DG: p < 0,05, CAL:
p < 0,001, CA3: p < 0,05). Der Zellverlust war mit 65% in der CA3-Subregion der
Cav3.2-WT am deutlichsten ausgepragt, gefolgt von der CA1-Subregion mit 45%
und im DG immerhin noch mit 19% zu sehen. Bei den Cav3.2-KO-Tiere war der
Zellverlust im DG mit 3% am niedrigsten, in der CA1-Region betrug er 9% und in
der CA3-Region immerhin 12%.
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Abbildung 47: Représentative horizontale Querschnitte durch den Hippokampus von
Kontrolltieren ohne SE und von chronisch epileptischen Cav3.2-WT- und Cav3.2-KO-

Mausen mit reprasentativer hippokampaler Schadigung (H. & E. - Hamatoxilin-Eosin-
Farbung; NeuN — Neuronal-Nuklei-Immunfarbung).
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Abbildung 48: Zellverlust in der chronischen Phase: Quantitativer Vergleich der Cav3.2-
KO-Tiere mit Kontrollen. * p < 0,05, ***p < 0,001.

Betrachtet man nun als weiteres Zeichen der Ammonshornsklerose die
rekurrente Moosfasersprossung, so zeigte sich in der Cav3.2-KO-Gruppe eine
erhebliche Reduktion dieses Parameters. Zu Erkennen ist in Abbildung 49 eine
stark ausgepragte Moosfasersprossung im DG der Cav3.2-WT nach SE in der
chronischen Phase, welche bei den Cav3.2-KO-Tieren fehlt. Die Hippokampi der
Kontrolltiere ohne SE sind nicht von den Hippokampi der Cav3.2-KO-Tiere zu
unterscheiden. Aufgrund des starken Zellverlustes im Bereich CA3 ist die
physiologische Moosfasersprossung entlang der Zellkerne unterbrochen.
Quantifiziert man die rekurrente Moosfasersprossung, so zeigten Cav3.2-KO-Tiere
signifikant weniger Moosfasersprossung als Cav3.2-WT (Chi-Quadrat-Test:
p < 0,05). Bei 60% der Cav3.2-KO-Tiere (n = 8) war eine solche zu erkennen,
welche bei 40% der Tiere sehr leicht, bei 10% mittelstark und bei weiteren10%
stark ausfiel. Im Gegensatz dazu zeigten 88% der Cav3.2-WT (n = 10) eine
Moosfasersprossung, die zu 25% leicht, zu 38% mittelstark und zu weiteren 25%
schwer ausfiel. Von den Kontrolltieren ohne SE war bei keinen Tieren rekurrente
Moosfasersprossung im DG zu erkennen (Abbildung 50; jeweils n = 5). AuRerdem
waren in den Hippokampi dieser Tiere die Moosfasern als Verkntpfung zur CA3-

Region vollstandig erhalten (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Reprasentative horizontale Querschnitte durch den Hippokampus von
Cav3.2-WT- und Cav3.2-KO-Tieren ohne und mit SE in der Timm-Farbung (gesamter
Hippokampus-Querschnitt, weil3er Kasten: VergroRerung des Gyrus dentatus).
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Abbildung 50: Quantifizierung der rekurrenten Moosfasersprossung in der chronischen
Phase von Cav3.2-WT-und Cav3.2-KO-Tieren. p < 0,05.
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5.4.2.3 Analyse der interiktalen Phase

Betrachtete man nun die interiktale Phase bei den Cav3.2-Tieren, d.h. die Zeit
zwischen den Anféllen, so fanden sich Unterschiede zwischen den Cav3.2-WT-
und Cav3.2-KO-Tieren. Im basalen EEG waren bei den Cav3.2-WT (n = 7) in der
interiktalen Phase vermehrt auftretende Spikes zu erkennen (Abbildung 51),
wohingegen diese bei den Cav3.2-KO-Tieren (n = 6) signifikant seltener auftraten.
So waren im EEG der Cav3.2-KO-Tieren im Durchschnitt 27 + 6 Polyspikes pro
Stunde zu erkennen, wohingegen die Cav3.2-WT 95 + 21 Polyspikes zeigten
(Abbildung 52; T-Test: p < 0,05).

L
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Abbildung 51: Vergleich des basalen EEG vor SE mit dem Basal-EEG in der interiktalen
Phase bei Cav3.2-WT- und Cav3.2-KO-Tieren. In der Vergro3erung ein reprasentativer
Polyspike.
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Abbildung 52: Anzahl der Polyspikes pro Stunde in der interiktalen Phase.
*p < 0,05.

Um die interiktale Aktivitdt der transgenen Tiere zu bestimmen, wurden zur
Analyse ein friher Zeitpunkt nach SE (Tag 12 - 14) und ein spaterer Zeitpunkt
(Tag 21 - 23) gewahlt. Zum frihen Zeitpunkt zeigten die Cav3.2-KO-Méause in
allen funf analysierten Frequenzbandern eine signifikante Erhéhung der Flache
unter der Kurve (Abbildung 53; T-Test: Delta: p < 0,001; Theta: p < 0,01; Alpha:
p < 0,001; Beta: p < 0,01; Gamma: p < 0,05). Im Delta-Band war diese Erhéhung
bei den Cav3.2-KO-Tieren fast doppelt so hoch wie bei den Cav3.2-WT. Zu dem
analysierten spaten Zeitpunkt, der Tag 21 bis 23 berlcksichtigt, war diese
Erhéhung immer noch da, jedoch lediglich im Theta-Band signifikant erhdht
(Abbildung 54; T-Test: Theta: p < 0,05).
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Abbildung 53: Analyse der Frequenzbander in der frihen interiktalen Phase (Tag 12 - 14
post SE). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Abbildung 54: Analyse der Frequenzbénder in der spaten interiktalen Phase (Tag 21 - 23
post SE). *p < 0,05.

5.5 Akute Neurodegeneration bei Cav3.2 transgenen Mausen

Um den Einfluss des SE auf den in der chronischen Phase vorhandenen
Unterschied in Bezug auf Neurodegeneration zu untersuchen, wurden in der
Cav3.2-Linie auch frihere Zeitpunkte zur Analyse gewahlt. Analysiert wurde
hierfir Tag 2 als ein friher Zeitpunkt nach SE und Tag 10. Bei den Cav3.2-WT
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wurde aul3erdem noch Tag 3 analysiert. An Tag 2 nach SE zeigten die Cav3.2-
WT- und die Cav3.2-KO-Tiere einen signifikanten Nervenzellverlust im DG
(T-Test: Cav3.2 WT und Cav3.2 KO p < 0,05), aber nicht in den Subregionen CA1l
und CA3 (Abbildung 55; T-Test: CAl: Cav3.2 WT p = 0,13, Cav3.2 KO p = 1; CAS:
Cav3.2 WT p = 0,77, Cav3.2 KO p = 0,36). An Tag 3 nach SE war noch kein
signifikanter Zellverlust bei den Cav3.2-WT nach SE zu erkennen (Abbildung 56;
T-Test: DG: p = 0,10, CAl: p = 0,16, CA3: p = 0,15). Untersuchte man die
verschiedenen Subregionen des Hippokampus an Tag 10 nach SE, so wiesen
CA1 und CA3 der Cav3.2-WT bereits einen signifikanten Zellverlust auf (T-Test:
CA1 und CA3: p < 0,05), wahrend im DG noch kein signifikanter Zellverlust zu
erkennen war (T-Test: p = 0,06). Bei den Cav3.2-KO-Tieren war kein signifikanter
Zellverlust zu erkennen (Abbildung 57; T-Test: DG: p = 0,55, CAl: p = 0,95, CA3:

p =0,16).
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Abbildung 55: Tag 2 nach SE: Absolute Zellzahlen in den verschiedenen hippokampalen
Subregionen der einzelnen. *p < 0,05.
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Abbildung 56: Tag 3 nach SE: Absolute Zellzahlen in den verschiedenen hippokampalen
Subregionen der Cav3.2-WT.
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Abbildung 57: Tag 10 nach SE: Absolute Zellzahlen in den verschiedenen hippokampalen
Subregionen der einzelnen Gruppen. *p < 0,05.

Im direkten Vergleich von Cav3.2-WT und Cav3.2-KO-Tieren nach SE, waren an
Tag 2 nach SE keine signifikanten Unterschiede zu erkennen (Signifikanzniveau
des T-Testes s. Tabelle 24). Verglich man die Cav3.2-WT- mit den Cav3.2-KO-
Tieren an Tag 10 nach SE, so zeigten die Cav3.2-WT nur in der CAl1-Region
einen signifikanten Unterschied (Tabelle 24). Auffallig war, dass die Cav3.2-KO-
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Tiere in der CAl1-Region weder zwei noch zehn Tage nach SE einen Zellverlust

aufwiesen.
Tag nach SE Tag 2 Tag 3 Tag 10
Linie | Cav3.2 WT [ Cav3.2 KO | Cav3.2 WT | Cav3.2 KO | Cav3.2 WT | Cav3.2 KO
Zellverlust DG 9% 7% 4% - 6% 3%
Signifikanzniveau p=0,30 p=0,74
Zellverlust CAl 9% 0 13% - 28%* 0
Signifikanzniveau p=0,80 p <0,05
Zellverlust CA3 2% 6% 11% - 38% 8%
Signifikanzniveau p=0,80 p=0,15

Tabelle 24: Vergleich des Zellverlustes von Cav3.2-WT- und Cav3.2-KO-Mause nach SE.
*
p <0,05.

An Tag 2 beziehungsweise bei den Cav3.2-WT auch an Tag 3 war bei keinem
Tier Moosfasersprossung zu erkennen, weder bei den Kontrolltieren ohne SE
noch nach SE (Cav3.2 WT ohne SE n =5; Cav3.2 KO ohne SE n =6; Cav3.2 WT
mit SE Tag 2 n = 5; Cav3.2 WT mit SE Tag 3 n = 5, Cav3.2 KO mit SE Tag 2
n=>5).

Bei der Quantifikation der rekurrenten Moosfasersprossung an Tag 10 nach SE
zeigten die Cav3.2-KO-Tiere
Moosfasersprossung (Chi-Quadrat-Test: p = 0,09). Bei 71% der Cav3.2-KO-Tiere

noch keine signifikant ~ veranderte
(n = 7) war eine leichte Moosfasersprossung zu erkennen (Abbildung 58). Eine
mittelstarke oder starke Moosfasersprossung lag in dieser Gruppe nicht vor. Im
Gegensatz dazu zeigten 88% der Cav3.2-WT (n = 8) eine Moosfasersprossung,
die zu 50% leicht und zu 38% mittelstark ausfiel. Starke Moosfasersprossung lag
auch in dieser Gruppe an Tag 10 nach SE nicht vor. Von den Kontrolltieren ohne
SE war bei keinem Tier rekurrente Moosfasersprossung im DG zu erkennen

(Cav3.2 WT n =6, Cav3.2 KO n =5).
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Abbildung 58: Tag 10 nach SE: Rekurrente Moosfasersprossung bei Cav3.2-WT- und
Cav3.2-KO-Tieren.

5.6 Expressionsmuster verwandter Gene in Cav3.2-KO-Mausen

Zunachst wurde die Regulation der porenformenden a;-Untereinheit in der
mikrodissezierten hippokampalen CA1-Region zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Pilokarpin-induziertem SE in Cav3.2-WT und Kontrolltieren ohne SE mit Hilfe
der Real Time-PCR analysiert. Beim Vergleich von Cav3.2-KO- mit Cav3.2-WT-
Kontrolltieren ohne SE wurden zu keinem untersuchten Zeitpunkt signifikante
Unterschiede der Expression der T- und R-Typ-Ca**-Kanale (Cav3.1, 3.3 oder 2.3)
in der CA1-Region des Hippokampus gefunden.

Im Pilokarpin-Modell war in Cav3.2-WT, von den drei a;-Untereinheiten die
T-Typ-Strome vermitteln (Cav3.1, 3.2 und 3.3), nur die mMRNA-Expression von
Cav3.2 an Tag 2 nach SE signifikant erhéht (Abbildung 59; Cav3.2: Tag 2 nach
SE 1,8fache Zunahme, je n = 5; T-Test: p < 0,05). Diese Hochregulation war nicht
andauernd, sondern fiel an Tag 10 nach SE wieder auf Normallevel ab. Die Menge
an Cav2.3-mRNA, welche R-Typ-Strome verursachen, war unverandert.

Die Cav3.2-KO-Tiere zeigten, wie erwartet, keine Expression des Cav3.2-
Transkriptes. Vergleicht man nun Cav3.2-KO-Tiere ohne SE mit Cav3.2-KO-
Tieren nach SE, so findet man auch hier keinen signifikanten Unterschied bei der
MRNA-Expression von Cav3.1, 3.3 und 2.3 (Abbildung 60).

Diese transiente Erhohung der Cav3.2-Expression in der CA1-Region wurde bei
Ratten an Tag 3 nach SE gemessen. Hier zeigte sich eine etwa 4fache
Hochregulation gegeniber Kontrolltieren (Abbildung 61; Daten von J. Chen
(2004); je n =5, T-Test: p < 0,05).

Bei der Expression der akzessorischen 13- und a.d-Untereinheiten, welche

biophysikalische und  pharmakologische  Eigenschaften der meisten
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ai1-Untereinheiten modifizieren, fanden sich einige signifikante Unterschiede. So
zeigte die Expression der [i- und [-Untereinheiten in CAl-Neuronen eine
transiente Zunahme bei Cav3.2-WT- und Cav3.2-KO-Méausen nach SE (Abbildung
62). An Tag 2 nach SE wurde fir B, bei den Cav3.2-WT eine 1,4fache Erhdhung
und an Tag 10 nach SE eine 1,3fache Erh6hung gefunden (je n = 5; T-Test:
p < 0,05). Bei den Cav3.2-KO-Tieren verhielt es sich ahnlich. Bei ihnen fand sich
an Tag 2 nach SE eine 1,3fache Erhdhung und an Tag 10 nach SE eine 1,5fache
Erh6éhung (Abbildung 62; Cav3.2 KO n = 5; Kontrollen n = 6; Tag 2: T-Test:
p < 0,01). Fur B, ergab sich an Tag 2 nach SE bei den Cav3.2-WT eine 1,2fache
Erh6hung (je n =5; T-Test: p < 0,05) und bei den KO an Tag 10 nach SE ebenfalls
eine 1,5fache Erh6hung (n = 7; Kontrollen n = 6; T-Test: p < 0,01). Im Gegensatz
dazu war die Expression von (3 in der chronischen Phase in Cav3.2-WT
signifikant reduziert (Cav3.2 WT SE n = 9, Cav3.2 WT Kontrollen n = 8, T-Test:
p < 0,05).

Es wurden keine signifikanten Anderungen bei der a,8-Expression zwischen
Tieren nach SE und Kontrolltieren gefunden.

Die mRNA-Expression der porenformenden  aj-Untereinheiten  der
hochschwelligen Ca?*-Kanale, Cav1.2, 1,3, 2,1 und 2,2, welche die P/Q-, N-, und
L-Typ-Ca®*-Stréme bilden, waren zu keinem Zeitpunkt bei den Cav3.2-WT- oder
bei den Cav3.2-KO-Tieren nach SE verandert (Abbildung 63, je n = 5).
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Abbildung 59: Expression der R-/T-Typ-Ca®*-Kanal-Untereinheiten in CA1-Neuronen von
Cav3.2-WT nach Pilokarpin-induziertem SE. *p < 0,05. Alle Werte sind Mittelwerte +
Standardabweichung.
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Abbildung 60: Expression der R-/T-Typ-Ca®*-Kanal-Untereinheiten in CA1-Neuronen von
Cav3.2-KO-Méausen nach Pilokarpin-induziertem SE. Alle Werte sind Mittelwerte +
Standardabweichung.
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Abbildung 61: Expression der T-Typ-Ca**-Kanal-Untereinheiten Cav3.2 in CA1-Neuronen
von Ratten nach Pilokarpin-induziertem SE. *p < 0,05. Alle Werte sind Mittelwerte +
Standardabweichung. Modifiziert nach (Chen, 2004).
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Abbildung 62: Veranderungen der Expression der akzessorischen Ca?-Kanal-
Untereinheiten an Tag 2 bis 50 in CAl-Neuronen von Cav3.2-WT- und Cav3.2-KO-
Méausen nach Pilokarpin-induziertem SE. *p < 0,05, **p < 0,01. Alle Werte sind Mittelwerte
+ Standardabweichung.
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Abbildung 63: Expression der hochschwelligen L-, N-, und P/Q-Typ Ca®'-Kanal
Untereinheiten in CA1-Neuronen von Cav3.2-WT- und Cav3.2-KO-Méuse 2 bis 50 Tage
nach Pilokarpin-induziertem SE. Alle Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung.
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6 DISKUSSION

6.1 Einleitung

Die medikamentdse Behandlung der Temporallappenepilepsie (TLE) stellt in der
modernen Medizin noch immer eine grof3e Herausforderung dar. Wesentliche
Ursache ist die im Vergleich mit anderen Epilepsieformen erheblich hohere
Resistenz gegentber antiepileptischen Medikamenten (Pharmakoresistenz). So
zeigen ca. 60 - 70% der Patienten mit TLE eine fehlende oder unzureichende
Reduktion der Anfallsfrequenz durch die Behandlung mit vorhandenen
Antiepileptika (Schmidt, 1986; Leppik, 1992). Bei chirurgischer Entfernung des
Krampfherdes, d.h. des Hippokampus und/oder der angrenzenden Regionen,
kann bei ca. 60 - 90% dieser Patienten eine dauerhafte Anfallsfreiheit erreicht
werden (Elger et al., 1993; Wiebe, 2004). Aus der Resektion des dominanten
Temporallappens resultiert jedoch eine Beeintrachtigung der Ged&achtnisleistung
bei ca. 20 - 30% der Patienten (Elger et al.,, 1993). Die der TLE zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen und die mit dieser Form der Epilepsie haufig
vergesellschaftete Pharmakoresistenz sind noch weitestgehend ungeklart.

Ziel der vorliegenden Studie war es, den Einfluss von Neurotransmitter-
Rezeptoren beziehungsweise Kalziumkanalen, welche mit der Epileptogenese im
Zusammenhang zu stehen scheinen, auf neuroprotektive Eigenschaften
beziehungsweise Erzeugung erhohter epileptischer Aktivitat zu untersuchen. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte daher der Einfluss der metabotropen
Glutamatrezeptoren mGluR1 und mGIluR4 und des spannungsabhangigen Ca*'-
Kanals Cav3.2 unter Verwendung von transgenen Mauslinien analysiert werden.
Die Tiere wurden hierzu in einem experimentellen Modell fir TLE untersucht.
Hierbei wurde durch die Gabe von Pilokarpin ein Status epilepticus (SE) in vivo
induziert und im Anschluss die Auswirkungen in der akuten/frihen chronischen
beziehungsweise in der spaten chronischen Phase im Hinblick auf
Anfallseigenschaften, -frequenz und neuropathologischer Veréanderungen
analysiert. Der Einsatz eines solchen Epilepsiemodells bedingt eine systematische
Uberwachung der Tiere, da die epileptischen Anfélle spontan auftreten und nicht

gezielt durch den Experimentator ausgelost werden. Als Methoden zur
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Anfallsdetektion sind bisher die direkte visuelle Uberwachung, Video- und/oder

EEG-Aufzeichnungen beschrieben.

6.2 Methodenkritik

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen beruhen auf einem direkten
Vergleich von transgenen Mausen mit Wildtyp-Wurfgeschwister-Tieren (WT) der
jeweiligen Linie. WT verschiedener Linien konnten nicht miteinander verglichen

werden, da die Protokolle in Abhéangigkeit von der verwendeten Linie variierten.

6.2.1 Mausmodelle

Ein gro3es Hindernis fur jede Analyse von Gehirngewebe epileptischer Patienten
stellt ein Mangel an gesundem Kontrollgewebe gleichen Alters dar. Die
Verfugbarkeit von gesundem Gewebe ist sehr gering, da Proben nur im Rahmen
einer fur den Patienten notwendigen Operation gewonnen werden kénnen. Um
dieses Problem zu umgehen, wurden experimentelle Modelle entwickelt. Diese
Tiermodelle ermdglichen weiterhin auch eine Untersuchung im Zeitverlauf und
gewahrleisten eine unbegrenzte Verfligbarkeit von Gewebe. Aulerdem unterliegt
das Gehirn wahrend der Epileptogenese zahlreichen anatomischen,
biochemischen und funktionellen Veranderungen. So ist es unabdingbar, eventuell
zugrunde liegende Mechanismen nicht nur in Zellen oder Gehirngewebe, sondern
in komplexen Tiermodellen zu untersuchen. Die gelaufigsten Tiermodelle fir
fokale limbische Epilepsien sind durch Kainatsdure, Pilokarpin und
Elektrostimulation (Kindling) induzierte chronische Anfélle. Mit der ansteigenden
Nutzbarkeit von transgenen M&ausen mit gezielten Mutationen in Genen, die mit
Epilepsie im Zusammenhang stehen, spielen diese Tiere mittlerweile eine wichtige
Rolle bei der Analyse experimentell erzeugter Epileptogenese. Es sollte jedoch
immer bedacht werden, dass ein Modell nie alle Aspekte der menschlichen
Erkrankung widerspiegelt und daher ist die Ubertragbarkeit der im Modell
erhobenen Daten auf den Menschen stets zu relativieren und wenn mdoglich zu
prufen. Es ist bekannt, dass innerhalb weniger Stunden nach einem induzierten
Anfallsgeschehen zahlreiche Gene aktiviert werden, die ihrerseits Uber
verschiedene Mechanismen zu langfristigen plastischen Veranderungen im Gehirn
fuhren. Die Anzahl von Genen, die moglicherweise eine Bedeutung fir diese
neuronale Plastizitadt haben, wird auf 500 - 1000 geschatzt (Nedivi et al., 1993).
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Durch die Verwendung tierexperimenteller Modelle konnten in den vergangenen
Jahrzehnten zahlreiche Erkenntnisse Uber funktionelle und morphologische
Verdnderungen des neuronalen Netzwerkes nach SE gewonnen und mit dem
Auftreten spontaner Anfalle in Beziehung gesetzt werden (Lothman, 1990; Mello et
al., 1993; Mazarati et al., 2002). Es ist aus diesem Grund von grof3em Interesse,
die Wirkung einzelner Proteine im Hinblick auf Iktogenese und Epileptogenese
gezielt zu untersuchen, um zugrunde liegende Mechanismen aufzudecken, zu
analysieren und verstehen zu kénnen, so dass zum Beispiel eine Progression
verhindert oder im besten Falle die Entstehung einer Epilepsie ganzlich verhindert
werden koénnte. Um diese molekularen Mechanismen besser untersuchen zu
kdnnen, bietet sich die Verwendung von transgenen Mausen an. Hierbei hat man
die Mdoglichkeit gezielt den Einfluss eines oder mehrerer Proteine auf
verschiedene Mechanismen zu betrachten, indem ein bestimmtes Gen
ausgeschaltet (KO-Maus) oder hochreguliert (Uberexpressionsmutante) wird,
wobei bei letzterer zum einen eine ubiquitédre oder eine regionenspezifische
Regulation je nach Wahl des Promotors erzeugt werden kann. Weiterhin kénnen
gezielt Mutationen, die zum Beispiel im Zusammenhang mit einer menschlichen
Erkrankung identifiziert wurden, untersucht werden. In der vorliegenden Arbeit
wurden die Beobachtungen und die erhobenen Daten der transgenen Tiere mit
denen der WT aus derselben Linie verglichen, um eventuell auftretende Einflisse
des genetischen Hintergrundes auf die Ergebnisse ausschlie3en zu kénnen.

6.2.2 EEG-und Videoanalyse

Die Untersuchung von Tieren in einem Epilepsie-Modell erfordert eine
ausgefeilte, systematische Analyse, da ein Anfall jederzeit spontan auftreten kann.
In der Literatur werden verschiedenste Methoden beschrieben, die sich
hinsichtlich technischen, personellen und zeitlichen Aufwands unterscheiden.

Im Rahmen der Untersuchung der in dieser Arbeit verwandten transgenen
Mauslinien in einem Tiermodell fir TLE, welches unter anderem durch spontane
epileptische Anfalle gekennzeichnet ist, sollte eine verbesserte Vorgehensweise
der EEG-Aufzeichnung eingesetzt werden. Bei der  klassischen”
Uberwachungsmethode mittels konventioneller EEG-Aufzeichnung werden die
Elektroden Uber Kabel an der Kafigdecke fixiert, da diese direkt mit dem

Aufnahmegerat verbunden sein missen {zum Beispiel (Bertram et al., 1997)}.
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Dies lasst eine artgerechte Bewegungsfreiheit nicht zu. Au3erdem wird bei dieser
Methode das EEG haufig durch Bewegungsartefakte Gberlagert, was eine genaue
Analyse erschwert. Um eine zuverlassige Analyse der Anfélle zu gewahrleisten,
wurde hier eine telemetrische EEG-Ableitung gewdahlt, die es den Tieren
ermadglicht, sich frei in ihrem Kafig zu bewegen, da sich die EEG-Sendeeinheit
unter der Haut befindet. Aul3erdem kann bei diesem System der Transmitter zur
EEG-Aufnahme problemlos mittels eines Magneten von aul3erhalb des Kafigs an-
beziehungsweise ausgeschaltet werden, so dass ein Beriuhren der Tiere nicht
notwendig ist, was eine weitere Stressreduktion fur die Tiere bedeutet. Da bei
dieser Methode die Verbindung zwischen Elektroden und Transmitter ebenfalls
unter der Haut verlauft, gewahrleistet dies eine artefaktarme Ubertragung der
abgetasteten EEG-Daten. Dieser Versuchsaufbau wurde bereits in &hnlicher Form
beim Meerschweinchen und bei der Maus beschrieben (Mumford et al., 2001,
Welergraber et al., 2005). Zunachst wurde das EEG von Kontrolltieren abgeleitet
und analysiert, um sicherzustellen, dass normales Verhalten der Tiere zu keinen
Artefakten im EEG fuhrte und die relativ invasive Operation keine Anfallsaktivitat
im elektroenzephalografischen Bild verursachte. Au3erdem zeigte eine zu Beginn
durchgefiihrte unabhéngige Analyse der aufgezeichneten EEG- und Video-Daten,
dass alle morphologisch sichtbaren Anfalle auch im EEG zu eindeutigen
Veranderungen fiihrten. Eine Analyse der EEG-Daten macht somit ein Ubersehen
von Anfallen, wie es bei der reinen Videoanalyse vorkommt, unmdglich. Die
Kopplung dieser Sendeeinheiten an ein infrarotgestiztes Videosystem erméglicht
eine kontinuierliche Beobachtung der Tiere in der Hell- und in der Dunkelphase, so
dass Anfédlle, die oft gehauft als sogenannte ,Anfallscluster® auftreten, nicht
Ubersehen werden konnten. Der zeitliche Aufwand der Analyse der Daten steigt
linear zur Anzahl der gefundenen zu analysierenden Ereignisse (Anfélle).
Grundsatzlich ist zu sagen, dass durch diese Methode der zeitliche Aufwand auf
ein Minimum reduziert werden konnten. Neben der zuverlassigen Erkennung von
Anfallen und der zeitlich effizienten Auswertung der Daten, kann mit diesem
System aul3erdem hervorragend eine morphologische Klassifikation der Anfélle
durchgefiihrt werden. Als weiterer Vorteil dieses Systems ist die Archivierbarkeit
der Daten zu nennen. Die EEG-Daten werden elektronisch gespeichert und sind
somit jederzeit verfugbar. Genauso verhalt es sich mit den Videodaten, die in

Sequenzen gesichert wurden. Mit der Grol3e des Transmitters von 2 x 1 x 0,7 cm
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und einem Gewicht von 3,9 g stellt der Transmitter eine vertretbare
Beeintrachtigung dar. Diese ist zwar nicht unerheblich, bewegt sich von dem
Gewicht jedoch im Rahmen einer Schwangerschaft. Bereits zwei Tage post
operationem bewegen sich die Tiere wieder vollig uneingeschrankt, inkl. Hangeln
an der Kafigdecke. Bei der Wahl dieser Methode sollte jedoch bedacht werden,
dass es sich um einen neurochirurgischen Eingriff handelt und daher nicht
ausgeschlossen werden kann, dass Prozesse initiiert werden, welche die
Morphologie oder Funktionalitdt des Gehirns der Maus im postoperativen Verlauf
beeinflussen kdnnten. Durch die Verwendung von Oberflachen-Elektroden werden
Komplikationen in Form von anhaltender Irritation des Gehirngewebes, die bei der
Implantation von Tiefenelektroden auftreten kénnen, unwahrscheinlich. Die
Analyse von Kontrolltieren parallel zu den Tieren mit chronischer Epilepsie
minimiert Fehldeutungen maoglicher Auswirkungen der Implantation. Als ein
Nachteil ist die Tatsache zu nennen, dass es trotz einer gut optimierten
Anasthesie zu Narkosezwischenfallen kommen kann, so dass gerade die Tiere,
die bereits einen SE durchlitten haben, bei der Operation versterben. Als ein
weiterer Nachteil dieser Methode ist der relativ hohe Kostenaufwand fur die
Anschaffung eines komplexen EEG-/Video-Ableitungs-Systems zu nennen.
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass der Einsatz eines gekoppelten
EEG-/Video-Systems bei entsprechender Fragestellung eine auf3erst sinnvolle
Methode darstellt, um zuverlassig und dauerhaft Daten aufzuzeichnen und zu

analysieren.

6.2.2.1 Analyse der EEG-Grundaktivitat

Bei der Analyse der EEG-Grundaktivitat (Basal-EEG) von Tieren, die keinerlei
anfallsinduzierende Substanzen erhalten haben, beziehungsweise vor der
Pilokarpin-Applikation, waren keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die
Standardabweichung der Spannungsamplitude zwischen den transgenen Tieren,
verglichen mit entsprechenden Kontrolltieren, zu erkennen. Dieses einheitliche
Bild des EEGs und das minimale Vorkommen von Bewegungsartefakten in der
Grundaktivitdt lasst die Aussage zu, dass diese Methode der Ableitung gut

anwendbar ist.
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6.2.2.2 Analyse epileptischer Anfalle

Epileptiforme Aktivitaiten in Form von Spikes, Polyspikes, Spike-Wave-
Komplexen oder spindelformigen Aktivitdten als Zeichen flur epileptische
Entladungen, stellen einen pathologischen Befund des EEGs dar, der bei den
beobachteten Tieren, die keinen SE erlitten haben géanzlich fehlte. Bei Tieren, die
durch Pilokarpin eine chronische Epilepsie entwickelten, zeigten sich diese
pathologischen Ereignisse im EEG in der interiktalen Phase. Das Verhalten der
Tiere war in diesen Phasen jedoch ohne phanotypischen Befund. Diese
pathologischen Ereignisse kommen durch abnorme Entladungen der Neurone
zustande, deren Ursache jedoch weitestgehend ungeklart ist. Generalisierte
epileptische Anféalle, die sich durch motorische Krampfaktivitit des gesamten
Kdrpers auszeichneten, konnten anhand der Aufzeichnungen der EEG-Daten
erkannt und eindeutig von anderen Verhaltensmustern unterschieden werden. Es
wurde auch in keinem Fall ein spontaner Anfall beobachtet, der nicht mit
epileptiformen Entladungen im EEG einherging. Die Analyse der Anfalle des
Stadiums Ill und des Stadiums IV konnten anhand der EEG-Analyse nicht
unterschieden werden, da sich diese weder hinsichtlich Dauer noch der
Standardabweichung der Spannungsamplitude unterschieden.

Somit ist das dural abgeleitete Oberflachen-EEG fir die hier analysierten
Parameter nicht gut genug aufgeldst. Die alleinige Analyse der Anfalle im dural
abgeleiteten EEG ist nicht ausreichend, da daraus die Morphologie nicht
ersichtlich ist. Deshalb bildet die EEG-Aufzeichnung zusammen mit der
Videoanalyse eine sinnvolle Einheit zur Detektion und Charakterisierung

epileptischer Anfélle.

6.2.3 Pilokarpin-Modell

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Tiermodell modifiziert verwendet und
charakterisiert, bei dem Epilepsie in transgenen Mausen und WT durch einen
generalisierten SE ausgeldst wurde (Turski et al., 1984). Der SE und seine Folgen
sind in der Humanmedizin von grof3er klinischer Relevanz, da er die extremste
Erscheinungsform des epileptischen Anfalls darstellt und mit einer hohen
Mortalitat einhergeht (DelLorenzo et al., 1995; Coeytaux et al., 2000; Garzon et al.,
2003). AulRerdem gibt es Hinweise dafur, dass auch die Entwicklung einer

chronischen Epilepsie zu den ernstzunehmenden Folgen dieses Krankheitsbildes
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gehort (Hesdorffer et al., 1998). Einige Aspekte der TLE kdnnen in diesem
Epilepsiemodell reproduziert werden. So stellt der induzierte konvulsive SE im
Pilokarpin-Modell den Epilepsie auslosenden Insult dar. Bei Mausen mit
Pilokarpin-induziertem SE konnte gezeigt werden, das eine SE Lange von 30 min
nicht ausreichend ist, um in den Tieren spontane Anfélle in der chronischen Phase
zu erzeugen (Lemos et al., 1995; Klitgaard et al., 2002), was den Ergebnissen in
der Humanmedizin &hnelt. Dazu wurde ein Protokoll genutzt, bei dem der SE erst
nach 40 min durch die Gabe von Diazepam abgebrochen wurde, was in allen WT
chronisch rekurrente Anfélle nach dem Verstreichen einer Latenzzeit hervorrief.
Auf eine langere Dauer des SE wurde verzichtet, da die Mortalitat proportional zur
Dauer des SE steigt (Goodman, 1998) und ein langer andauernder SE fur die
vorliegende Fragestellung nicht relevant war. Im Gegensatz zu Epilepsiemodellen,
bei denen die Latenzzeit mit durchschnittlich 2 Wochen beziffert wird (Cavalheiro
et al., 1991; Mello et al., 1993), dauert die Latenzphase beim Menschen meist
einige Jahren (French et al.,, 1993; Mathern et al., 1995; Mathern et al., 1995),
wobei die Lange dieser Phase abh&ngig ist von der Art des initialen Insults und
dem Alter des Patienten zu diesem Zeitpunkt. Es konnte gezeigt werden, dass
bereits in der Latenzphase neuronale Schaden sowie axonale und dendritische
Veranderungen auftreten (Mello et al., 1993; Magloczky et al., 1995; Spigelman et
al., 1998). Als ein Nachteil bei der Anwendung des Pilokarpin-Modells gemeinsam
mit der telemetrischen EEG-Ableitung ist zu nennen, dass aufgrund der hohen
Mortalitdt im Pilokarpin-Versuch die Implantation des Transmitters in der Regel
erst nach dem SE und der folgenden Rekonvaleszenz stattfinden kann. So musste
auf die Analyse der Latenzzeit verzichtet werden.

Der neuronale Zellverlust, sowie die Moosfasersprossung als Zeichen fir
synaptische Reorganisation, treten sowohl im Hippokampus von Patienten mit
TLE (Mathern et al.,, 1995) als auch bei Ma&usen mit spontanen epileptischen
Anfallen auf (Cavalheiro et al., 1996; Silva et al., 2000). Insgesamt ahnelte somit
die Neuropathologie nach einem Pilokarpin-induziertem SE der Neuropathologie
der menschlichen TLE (Turski et al.,, 1983; Clifford et al., 1987). In der
vorliegenden Studie konnten diese Befunde bestatigt werden. So waren ca.
4 Wochen nach SE in der hippokampalen Formation von WT deutliche Anzeichen
fur Ammonshornsklerose, gekennzeichnet durch ausgepragten neuronalen

Zellverlust, Astrogliose und Moosfasersprossung, zu erkennen. Bereits 10 Tage
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nach SE zeigten WT bereits einen signifikanten Zellverlust im Ammonshorn und
eine dezente Moosfasersprossung.

Als grundsatzlicher Nachteil aller chemisch induzierten Epilepsiemodelle sind die
neurotoxischen Wirkungen zu nennen. Aul3erdem weist ein Chemokonvulsivum
nach Applikation eine andauernde Prasenz auf, die Uber das Erreichen des SE
hinaus reicht. Dies ist vor allem bei der Untersuchung potenziell antikonvulsiver
Substanzen unginstig, da eventuelle Wechselwirkungen nicht vorhersehbar sind
und die Ergebnisse verfalschen konnten. Des Weiteren weist Pilokarpin aufgrund
seiner systemischen cholinergen Wirkungen eine stark beeintrachtigende Wirkung
auf den Allgemeinzustand der Versuchstiere auf, so dass das Allgemeinbefinden
der Tiere Uber einige Tage nach der Behandlung stark gestort ist (Cavalheiro et
al., 1991; Mello et al., 1993; Gibbs et al., 1997).

Aufgrund der starken Nebenwirkungen, die in allen untersuchten Mauslinien
auftraten, war eine intensive Nachbetreuung erforderlich. Eine maogliche
Beeinflussung der Gehirnfunktion durch die allgemeinkorperliche Stoffwechsellage
war hierbei nicht auszuschlieBen. Da jedoch alle Tiere der gleichen Prozedur
unterzogen wurden, sind diese Bedenken in dieser Studie zu vernachlassigen.

Zusammenfassend spiegelt das Pilokarpin-Modell die meisten Charakteristika
der menschlichen TLE wider. Daher stellt es ein geeignetes Modell zur

Charakterisierung der zugrunde liegenden molekularen Mechanismen dar.

6.3 Einfluss von Neurotransmitter-Rezeptoren und lonenkanalen

auf die Temporallappenepilepsie

6.3.1 Die Rolle von mGIluR1

Gruppe | mGIluRs (mMGIuUR1 und mGIuR5) sind an die Phosphatidylinositol-
Hydrolyse gekoppelt (Nakanishi, 1994; Pin et al.,, 1995). Dies stellt einen
metabolischen Prozess dar, der zur Mobilisierung von intrazellularem Ca®** und
Uber die Aktivierung von Proteinkinase C (PKC) zur Bildung von IP3 und DAG
fuhrt. Bei der Erhéhung von freiem zytosolischem Ca®" und der Aktivierung der
PKC-Komponenten handelt es sich um intrazellulare Mechanismen, die zu
neuronalem Zelltod fihren kdnnen (Choi, 1992). Es konnte gezeigt werden, dass
Gruppe | mGIuRs an der postsynaptischen Membran der glutamatergen Synapsen
eine charakteristische perisynaptische Lokalisation zeigen (Lujan et al., 1996), wo
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sie  neuronale Erregbarkeit Uber eine Vielzahl von K'-Kanélen,
spannungsabhangigen Ca**-Kanalen und ionotropen Glutamatrezeptoren der
NMDA- und AMPA-Gruppe regulieren (lkeda et al.,, 1995; Pin et al., 1995). Es
wurde daher vermutet, dass mGIuR1 und mGIuR5 potenziell neurotoxisch sind
und eine exzessive Aktivierung den neuronalen Zelltod verstarken sollte. Diese
Hypothese jedoch lasst einige Aspekte unbertcksichtigt. So wird die Rolle der
Gruppe | mGluRs vor allem in Bezug auf Neurodegeneration nach wie vor aul3erst
kontrovers diskutiert. Wahrend Antagonisten dieser Rezeptoren stets
neuroprotektiv sind, verursachen Agonisten entweder einen verstarkten oder einen
verminderten exzitotoxischen neuronalen Zelltod (Nicoletti et al.,, 1999). Zwar
haben verschiedene Studien gezeigt, dass die hippokampale Gruppe | mGIuRs
eine zentrale Rolle bei der Epileptogenese spielen (Bordi et al., 1999; Merlin,
1999; Merlin, 2002), die genaue funktionelle Rolle der mGIuR1 bei der
Epileptogenese, insbesondere der Anfallsempfindlichkeit und/oder Vulnerabilitat
der hippokampalen Neurone, ist jedoch nur unzureichend geklart. Darum wurde
hier die Rolle dieses Rezeptors in Bezug auf die Epileptogenese und
Neuroprotektion mit Hilfe einer mGIluR1-Uberexprimierenden Mausmutante in

experimentell erzeugter TLE untersucht.

6.3.1.1 mGIuR1-EGFP-Maus

In humaner und experimentell erzeugter AHS war eine verénderte Regulation
von mGIuR1 auf Ebene der mRNA und des Proteins gezeigt worden (Blimcke et
al.,, 2000; Chen et al.,, 2005). Aufgrund der gefundenen Hochregulation in
Hippokampus-Gewebe von Patienten mit TLE stellt das Modell einer
gehirnspezifischen Uberexpression von mGIuR1-EGFP in transgenen Mausen
eine adaquate Basis dar, um die funktionelle Rolle dieses Glutamatrezeptors zu
untersuchen.

So wurde zunéchst eine transgene Maus generiert, die mGluR1-Rezeptoren als
Fusionsproteine mit EGFP Uberexprimiert. Zu den untersuchten Zeitpunkten p 0
und p 90 zeigten die mGIluR1-EGFP-transgenen Tiere eine signifikante Erh6hung
sowohl der EGFP- als auch der mGIuR1-Expression. Die Anwendung eines
Antikdrpers gegen GFP verstarkte das visuelle Signal. Die Expression und die
Verteilung des mGIluR1-EGFP-Fusions-Proteins konnte dadurch unabhangig von
der Expression des endogenen mGIluR1 im DG und in der Pyramidenzellschicht
der hippokampalen Formation festgestellt werden. So zeigten die transgenen
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Tiere auf MRNA- ebenso wie auf Protein-Ebene die Expression von an EGFP
gekoppeltes mGIuR1.

Die mGIuR1-EGFP-transgenen Tiere zeigten weder phanotypische
Verhaltensabnormalitaten, noch Veradnderungen bezilglich des Kdrpergewichtes
und waren fertil. Es waren ebenfalls keine pathologischen Veranderungen in der
Gehirnentwicklung, in der kortikalen Architektur oder der weiRen Substanz zu
finden. Im aufgezeichneten EEG von mGIluR1-EGFP-Kontrolltieren, die keine SE
induzierende Substanz erhalten hatten, waren weder spontane epileptische
Aktivitat noch Anfélle zu erkennen (Pitsch et al., 2007). AuRerdem war die
Spannungs-Amplitude weder im basalen EEG noch wahrend der Anfélle
verschieden. So hat die Uberexpression der mGIluR1 primar in keinem
untersuchten Parameter einen erkennbaren Einfluss auf das
elektroenzephalografische Bild und verursacht ohne Aktivierung keine

epileptiforme Aktivitat.

6.3.1.2 Status epilepticus

Weder in Haufigkeit noch im Zeitverlauf des Anfallsauftretens konnten
Unterschiede zwischen mGIuR1-EGFP-Mausen und mGIuR1-WT festgestellt
werden. Auch die Sterblichkeit war unbeeinflusst vom Genotyp. Bei Betrachtung
der Anfallsstarke aller Anfélle in der akuten Phase, traten bei den mGluR1-EGFP-
Méausen signifikant mehr schwere generalisierte Anfélle mit Verlust der Stellreflexe
auf. Daraus resultiert, dass mGIuR1-transgene Tiere in Bezug auf die
Anfallsstarke eine gering erhohte Anfalligkeit gegenuber Pilokarpin besitzen. Bei
der Entstehung von Pilokarpin-induzierten akuten Verhaltenseffekten oder bei der
direkten Entstehung eines SE scheint mGIuR1 jedoch keine substantielle Rolle zu
spielen.

Zahlreiche mGluR-Liganden wurden in Tiermodellen getestet. Hierbei zeigten
Gruppe-I-mGIluR-Antagonisten stets antikonvulsive und Agonisten konvulsive
Wirkungen (Thomsen et al., 1998; Chapman et al., 1999; Yip et al., 2001). Die
selektive Blockade von mGIuR1 zeigte ebenfalls eine antikonvulsive Wirkung bei
konvulsiv-generalisierten und bei Absenz-Anfallen (Chapman et al.,, 1999). In
neonatalen und adulten Ratten I6st die Aktivierung von Gruppe | mGIuRs in
akuten Anfallsmodellen Anfélle und Gehirnschadigungen aus (Sacaan et al., 1992;
McDonald et al., 1993). Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass die Gruppe |

MGIuRs eine Rolle bei der Entstehung epileptiformer Aktivitat spielen (Aronica et
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al., 1997; Merlin, 1999; Galoyan et al., 2000). Nicht geklart ist jedoch, welche
Wirkung eine experimentell erzeugte Hochregulation des mGIuR1 besitzt. Im
Gegensatz zu oben genannten Studien konnte gezeigt werden, dass eine
artifizielle Hochregulation von mGIuR1 keinen Einfluss auf die Entstehung der
generalisierten Anfélle in der akuten Phase hat. Ist die Schwelle zur Entstehung
von Anfallen jedoch Uberschritten, treten die Anfalle mit einem stéarkeren Phanotyp
in Form des Verlustes der Stellreflexe auf. So ist in der akuten Phase eine
konvulsive Wirkung durch eine vermehrte mGluR1-Aktivierung zu bestétigen. Die
Wirkung der Aktivierung auf die Anfalle scheint daher sekundar durch den
exzitatorischen mGIuR1 verstarkt zu werden. Auf3erdem verursachen konvulsive
Elektroschock induzierte Anfélle einen akuten Anstieg an mGIuR1-
Immunreaktivitat in der CA3-Region. Dies spricht fur eine akute Hochregulation,
verursacht durch pathologische Prozesse in Form von Anféllen. Diese exzessive
pathologische Hochregulation entspricht der hier experimentell erzeugten
Uberexpression. Beides fiihrt zu einer erhohten Erregbarkeit, die jedoch
verschiedene Auspragungen haben kann. Wahrend epileptischer Anfallsaktivitat
kommt es zu einer exzessiven Glutamatfreisetzung aus exzitatorischen Synapsen.
Da mGIuR1 vor allem postsynaptisch lokalisiert ist, verursacht die Aktivierung
einer hoheren Anzahl mGIuR1 sekundar eine erhdhte Erregbarkeit.

Hippokampale Gruppe | mGluRs vermitteln durch eine Autopotenzierung eine
Verstarkung der synaptischen Antwort. Dies tragt zur Entstehung von
synchronisierten Entladungen und somit zur Epileptogenese bei (Merlin et al.,
1997). Diese sekundar potenzierende Wirkung kdénnte auch in diesem Falle die
erhohte Starke verursachen, die jedoch nicht ausreichend zu sein scheint, um
auch zu einer erhohten Anfallszahl zu fihren.

Bei Betrachtung der Tiere, die einen SE erlitten, zeigten die mGIuR1-EGFP-
Tiere weder bei den Latenzzeiten noch bei der Anfallszahl bis zum Erreichen
eines SE signifikante Unterschiede. Jedoch traten auch in dieser Teilgruppe
gehaufter starkere Anfélle auf als bei mGIuR1-WT. So haben die Tiere mit einer
erhohten Anzahl an mGIluR1 auch in der Gruppe der Pilokarpin-sensitiven Tiere
eine gering erhoéhte Empfindlichkeit gegeniiber dem experimentell erzeugten
Insult. Insofern trifft bei der Gruppe der Tiere, die einen SE erlitten, dasselbe zu:
Die Entstehung eines SE ist von der Anzahl der mGluR1 unabhangig, wohingegen

jedoch auch hier der Einfluss von mGIuR1 die Anfalle verstarkt.
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Es konnte zwar gezeigt werden, dass die Aktivierung von mGIuR1 zu einer
hippokampalen epileptiformen Aktivitat und sogar zur Entwicklung von
generalisierten Anfallen fihrt (Sacaan et al., 1992; McDonald et al., 1993; Taylor
et al.,, 1995; Chuang et al., 2001; Sayin et al.,, 2003), jedoch konnte hier nicht
bestétigt werden, dass mGIluR1 einen Einfluss auf die Entstehung von Pilokarpin-
induzierten Anfallen, eines SE oder auf die Anfallsfrequenz in der akuten Phase
hat. Ist die Schwelle zum Entstehen von Anféllen jedoch Uberschritten, verstarkt
MGIuR1 den Phanotyp des Anfalles indem die Stellreflexe des Tieres verloren

gehen. Die Ursache fur diesen Reflexverlust ist jedoch noch unbekannt.

6.3.1.3 Spontane Anfalle und chronische Neurodegeneration

In der chronischen Phase, die von rekurrenten Anfallen gekennzeichnet ist,
zeigten die mGIuR1-EGFP-Tiere signifikant mehr Anfalle. Ebenso wie in der
akuten Phase waren die Anféalle phanotypisch starker. Es wurde jedoch kein
Unterschied in der Standardabweichung der Amplitude, also der
elektroenzephalografischen Starke, oder der Anfallslange gefunden. Daraus
resultiert, dass mGIuR1 eine groRe Rolle bei der Epileptogenese zu spielen
scheint. In vitro und in vivo Studien haben gezeigt, dass hippokampale Gruppe |
MGIuRs eine zentrale Rolle bei der Epileptogenese spielen (Bordi et al., 1999;
Merlin, 1999; Merlin, 2002). Wie bereits erwahnt, fuhrt die Aktivierung von mGIuR1
zu einer pathologischen hippokampalen epileptiformen Aktivitat (Taylor et al.,
1995; Chuang et al., 2001; Sayin et al., 2003). Au3erdem konnte den Gruppe |
MGIuRs die Kontrolle der ,Burst-Frequenz®, bei der es sich um Frequenzen von
Aktionspotenzial-Salven handelt, nachgewiesen werden, indem die Applikation
eines Agonisten einen rapiden Anstieg des Auftretens dieser salvenartigen
Entladungen verursachte (Merlin et al., 1997; Rutecki et al., 1997; Keele et al.,
1999; Galoyan et al., 2000). Untersuchungen an mGIuR1- oder mGIuR5-
defizienten Mausen, lassen vermuten, dass es einen interaktiven Mechanismus
zwischen mMGIUR1 und mGIuR5 bei der Modulation von epileptiformen
salvenartigen Entladungen gibt, was potenziell einen gemeinsamen
Signalmechanismus oder eine direkte Interaktion zwischen diesen beiden
Rezeptoren vermuten lasst (Stoop et al., 2003). Bei diesen Mechanismen stellt die
MGIuR5-Aktivierung einen kritischen Faktor dar, welcher die Zellen veranlasst,
salvenartige Entladungen zu generieren, wohingegen die mGluR1-Aktivierung
eine groBere Rolle in der Aufrechterhaltung dieses Phanotyps spielt (Merlin,
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2002). Diese Hypothese wurde bestétigt, da die Induktion von persistentem
.Bursten” und synaptischer Modifikation nicht bei mGIuR5 KO Mausen durch einen
Insult ausgeldst werden konnte (Stoop et al., 2003). Diese zentrale Rolle der
MGIuR1 bei der Epileptogenese wird durch der vorliegenden Studie bestarkt, da
ein vermehrtes Auftreten von Anfallen, die sich zudem im Phanotyp als starker
erwiesen, in mGIuR1-EGFP-Tieren zu finden waren. So konnten hier ein direkter
Zusammenhang zwischen mGIuR1 und einer verstarkten Epileptogenese
dargestellt werden, welche auch konstant Gber den analysierten Zeitraum anhielt.
Eine andere Studie legt dar, dass die Toxizitat der mGIuR1 erst sekundar zu der
Entstehung von Anféllen fuhrt (Merlin et al., 1997), indem die salvenartigen
Entladungen bestehen bleiben und die Zellen nicht zum physiologischen Feuern
von Aktionspotenzialen zuriickkehren (Burke et al., 1996). Die Ergebnisse dieser
Studie deuten ebenfalls daraufhin, da mGIuR1 bei der Entstehung der
epileptischen Anfalle keine Rolle zu spielen scheint, sondern erst im spéateren
Verlauf einen Einfluss auf die Epileptogenese hat.

In der vorliegenden Studie zeigten die mGIUR1-EGFP-Tiere zwar in der
hippokampalen Formation einen segmentalen Zellverlust nach SE in allen
untersuchten Regionen, dieser unterschied sich nicht von dem, der bei den
mGIUR1-WT zu finden war. Die von uns erzeugte Uberexpression von mGIluR1
zeigte somit in diesem Tiermodell fir TLE, weder eine neurotoxische noch einen
neuroprotektive Wirkung im Hippokampus, da der Zellverlust in den transgenen
Tieren dem der mGIUR1-WT entsprach. Wie bereits erwéhnt, wurde die Rolle der
Gruppe | mGIuRs beziglich der Neuroprotektion kontrovers diskutiert. Da jedoch
gezeigt wurde, dass mGIluR1 und mGIuR5 mit zahlreichen potentiell schadlichen
Ereignissen assoziiert sind, ist eine detaillierte Analyse ihrer Rolle in der
Epileptogenese von groRem Interesse.

In zwei Studien konnte kein Zusammenhang zwischen mGluR1-Uberexpression
und erhdhter hippokampaler Schadigung nach SE hergestellt werden (Aronica et
al., 2003; Chen et al., 2005). Es gibt jedoch auch zahlreiche Belege fiir einen
Zusammenhang zwischen erhéhter mGIluR1-Expression und neuronalem Zelltod.
Sie sind in die Mechanismen verwickelt, die in Gehirn-Insult-Modellen, wie bei
Ischdmie und Trauma, den neuronalen Zelltod verstarken und somit zu
Neurodegeneration fuhren (Bruno et al., 1995; Bordi et al., 1999; Nicoletti et al.,
1999; Bruno et al.,, 2001; Faden et al.,, 2001; Lyeth et al., 2001; Pellegrini-
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Giampietro, 2003; Ireland et al., 2004; Wong et al., 2004). Es wurden jedoch auch
neuroprotektive Aktionen bei der Aktivierung der Gruppe | mGIuRs beschrieben,
wobei vor allem eine verminderte NMDA vermittelte Toxizitdt beschrieben wird
(Koh et al., 1991; Blaabjerg et al., 2003).

Dass die in den oben genannten Tiermodellen beziehungsweise in in vitro-
Studien gefundenen neuroprotektiven oder neurotoxischen Effekte bei der
Aktivierung der Gruppe | mGIuRs in diesem Modell nicht bestatigt werden
konnten, kann verschiedene Ursachen haben. So stellt ein in vivo-Modell ein
komplexes System dar, das mit Experimenten in Kulturen nur schwer zu
vergleichen ist. Die Applikation von mGIluR-Liganden in vivo ist haufig durch eine
fehlende Penetration durch die Blut-Hirn-Schranke erschwert, was sich negativ auf
die Ergebnisse auswirken kann. Aullerdem stellt die experimentelle
Uberexpression von mGIuR1 bereits vor der Pilokarpin-Gabe eine andere
Ausgangsposition dar, die mit anderen Effekten verknipft sein konnte, selbst
wenn die Anfalligkeit nicht wesentlich verschieden war. Es kann im Tier zu einer
Kompensation kommen, welche die Auswirkungen des mGIuR1 verandern.
Gerade bei chemisch induzierten Insulten kénnen auch Nebeneffekte des
Konvulsivums Veranderungen mit sich ziehen. Selbst in Kulturen kann nicht
gewahrleistet werden, dass die angewandten Agonisten nicht auch bisher
unidentifizierte Rezeptoren aktivieren und dadurch die Ergebnisse verfalschen
(Nicoletti et al., 1999).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Aktivierung der Gruppe | mGIuRs
Veréanderungen der NMDA-Rezeptor-Funktion verursachen, welche haufig eine
Toxizitat vermitteln (Chandler et al., 1998). Eine weitere Hypothese fir die oben
genannten unterschiedlichen Ergebnisse ist eine PKC-abhangige funktionelle
Anderung dieser Rezeptoren nach Aktivierung von einem “neurotoxischem” zu
einem “neuroprotektivem” Modus (Bruno et al.,, 2001). Auch ein solcher
Mechanismus kann zu unterschiedlichem neuronalen Zelltod fihren, da hierbei die
zugrunde liegenden Mechanismen noch nicht genau geklart werden konnten.

Es gibt aber auch einige Hinweise daflr, dass Anfallsaktivitat die Expression der
Gruppe | mGluRs beeinflusst. So konnte bereits ein direkter Zusammenhang
zwischen einer veranderten Expression der Gruppe | mGluRs und Epilepsie
hergestellt werden. Bei mit Epilepsie assoziierter fokaler kortikaler Dysplasie

wurde eine gesteigerte Expression von mGIuR1 und mGIuR5 gefunden. Hierbei
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lasst die erhdhte Expression der Gruppe | mGluRs in dysplastischen Neuronen
eine mogliche Beteiligung bei der intrinsischen und verstarkten Epileptogenitat der
dysplastischen kortikalen Regionen vermuten (Aronica et al., 2003). In
Hippokampus-Gewebe von Patienten mit AHS konnte eine selektive
Hochregulation von mGIuR1 gezeigt werden (Blumcke et al., 2000; Tang et al.,
2001).

Die Untersuchung von humanem Gewebe ist jedoch insofern kritisch, als dass
nicht eindeutig geklart werden kann, zu welchem Zeitpunkt nach dem auslésenden
Insult die Probenentnahme stattgefunden hat. Es kann jedoch immer von einem
spaten chronischen Zeitpunkt ausgegangen werden. Die erhdhte Expression
konnte daher auch eine kompensatorische Ursache haben.

Zumindest die Hochregulation von mGIluR1 stimmt jedoch mit Studien in
Tiermodellen fir AHS Uberein. Verschiedene chronische Modelle belegen, dass
die Expression und Funktion von mGIuR1 wahrend der Epileptogenese stark
verandert ist (Akbar et al., 1996; Aronica et al., 1997; Bajkowska et al., 1999;
Klapstein et al., 1999; Doherty et al., 2001). Eine mit Epilepsie assoziierte
Hochregulation von mGIuR1 im Tiermodell ist mittlerweile gut belegt (Akbar et al.,
1996; Al-Ghoul et al., 1998; Blimcke et al., 2000). Diese stellt moglicherweise
eine Reaktion des Organismus zur Dampfung der epileptogenen
Hypererregbarkeit dar (Doherty et al., 2002). In Hippokampi von Mausen mit
Pilokarpin-induzierter Epilepsie wurde jedoch eine verminderte Expression des
exzitatorischen mGIuR1 und mGIUR5 in der chronischen Phase nachgewiesen
(Chen et al., 2005). Tang et al. untersuchten ebenfalls die mGluR-Expression im
Hippokampus nach Pilokarpin-induziertem SE in postsynaptischen Bereichen der
Interneurone und fanden in der akuten Phase initial eine verminderte Expression
von mGIluR1, die in der chronischen Phase wieder anstieg (Tang et al., 2001). Die
unterschiedlichen, teilweise gegensachlichen Ergebnisse der Expression von
MGIuR1 koénnten ihre Ursache bei den verwendeten Modellen und Organismen
haben. So sind die Daten in verschiedenen Tiermodellen fir TLE erhoben worden,
doch erfullt nicht jedes Modell dieselben Kriterien.

Nimmt man nun an, dass mGIuR1 in GABAergen Interneuronen im
Hippokampus exprimiert wird (Blimcke et al., 1996; Shigemoto et al., 1996),
wirde eine veranderte Regulation wahrend der Epileptogenese einen wichtigen

Einfluss auf die glutamaterge Modulation inhibitorischer Neurone besitzen. Die



Diskussion 139

oben genannten Daten deuten daraufhin, dass mGIuR1 regional und zeitlich
spezifisch reguliert wird, so dass eventuell eine Hochregulation von mGIluR1 in
Bereichen stattfindet, in denen mGIluR1 an inhibitorische Rezeptoren gekoppelt ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde experimentell eine mGIluR1-Hochregulation
erzeugt, um deren Einfluss auf die Epileptogenese zu untersuchen. Hier konnte
gezeigt werden, dass die initiale Uberexpression von mGIuR1 bei der AHS im
Zusammenhang mit einer Hypererregbarkeit steht, welche den chronischen
epileptischen Phénotyp im Hinblick auf Anfallsstarke und -frequenz verstarkt,
jedoch keinen Einfluss auf den neuronalen Zelltod zu haben scheint. Die Wirkung
dieser initialen mGIluR1-Aktivierung stimmt mit Daten Uberein, die eine Kopplung
von mGIuR1 an hemmende GABA-Rezeptoren nahe legen.

Da Antagonisten der Gruppe-I-mGluRs ohne Ausnahme stets eine
neuroprotektive Wirkung zeigten und die Daten dieser Studie eine durch mGIluR1
vermittelte erhdhte Anfallsempfanglichkeit aufwiesen, sollte geprift werden, ob die
prophylaktische Gabe eines mGIuR1-Antagonisten nach einem Insult zu einer
verminderten Auspragung der Epilepsie beitragen kdnnte.

Zusammenfassend sprechen die vorliegenden Daten dafiir, dass Antagonisten
der Gruppe | mGIluRs interessante Zielmolekile zur Suppression von exzessiver

synaptischer Aktivierung bei der TLE darstellen.

6.3.2 Rolle von mGIuR4

Die vor allem prasynaptisch lokalisierte Gruppe Ill mGluRs (mGIluR4, 6, 7, und 8)
(Kinoshita et al., 1996; Shigemoto et al., 1997; Bradley et al., 1999) inhibieren die
Adenylatzyklase und reduzieren Uber die Inhibition des Glutamat- und GABA-
Ausstromes die synaptische Ubertragung (Pin et al., 1995; Nicoletti et al., 1996;
Conn et al., 1997; Cartmell et al., 2000; Corti et al., 2002; Flor et al., 2002).
Gerade mGIluR4 scheint den Ca**-Einstrom uber die Inaktivierung von G-Protein-
gekoppelten Ca®*-Kanalen zu regulieren, wobei diese Inhibition der Ca**-Kanale
auch postsynaptisch vermittelt wird (Trombley et al., 1992; Conn et al., 1997).
Verschiedene Studien zeigten, dass die mGIuRs in pathophysiologische
Ereignisse verwickelt sind, bei denen ein Ubermal? an glutamaterger Aktivitat
vorkommt, wie es bei epileptischen Anféllen der Fall ist. Die Gruppe Il mGIuRs,
insbesondere mGIuR4, werden direkt mit Neuroprotektion in Zusammenhang

gebracht (Bruno et al.,, 1996; Bruno et al., 2000). Ziel dieser Arbeit war es,
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genauere Untersuchungen zur funktionellen Rolle von mGIluR4 bei der

Epileptogenese und Neuroprotektion in einem Modell fir TLE zu untersuchen.

6.3.2.1 mGIluR4-KO-Maus

Bei der humanen TLE liegt ein verdndertes Expressionsverhalten von mGIuR4 in
Form einer Hochregulation vor (Lie et al.,, 2000; Chen et al.,, 2005). Der
funktionelle Einfluss dieses inhibitorischen mGIuRs auf die Epileptogenese wurde
mit Hilfe einer transgenen mGIuR4-KO-Maus untersucht (Pekhletski et al., 1996),
welche den metabotropen Glutamatrezeptor 4 nicht exprimiert (Corti et al., 2002).
Es sollte die Hypothese untersucht werden, ob sich auf der Grundlage der
Abwesenheit eines inhibitorischen Neurotransmitter-Rezeptors bei diesen Mausen
die Epilepsie aufgrund der fehlenden inhibitorischen Funktion verstarkt.

Das EEG bei Tieren, die keinerlei SE induzierende Substanzen erhalten hatten,
zeigte bei den untersuchten Parametern keine pathologischen Veranderungen und
wies im Vergleich mit WT keine Unterschiede auf. Das Fehlen des mGIluR4 hat
daher ohne Induktion eines SE keinen Einfluss auf das elektroenzephalografische
Bild.

6.3.2.2 Status epilepticus

Der erste generalisierte Anfall nach der Pilokarpin-Gabe ging bei den mGluR4-
KO-Tieren signifikant haufiger mit dem Verlust der Stellreflexe einher, wodurch die
recht schweren Stadium-lIV-Anfélle gekennzeichnet sind. Dies weist auf eine
starkere Wirkung des Pilokarpins bei Fehlen des inhibitorischen mGIuR4 hin und
zwar schon bei der Induktion einer Epilepsie beziehungsweise wahrend des
Insultes. AuRerdem verstarben mehr mGIluR4-KO- als mGIuR4-WT. Innerhalb der
Gruppe der uberlebenden Tiere zeigten die mGluR4-KO-Tiere signifikant haufiger
einen SE. Daraus resultiert, dass mGIuR4-KO-Tiere eine gesteigerte
Empfindlichkeit gegentber Pilokarpin besitzen und das Fehlen dieses Rezeptors
die Entwicklung eines SE begunstigt. Dies spricht also dafur, dass der
inhibitorische mGIuR4 zur Verhinderung des Auftretens eines SE direkt beitragt; er
wirkt somit in diesem Modell fur TLE protektiv. Dies stimmt mit bisherigen Studien
Uberein, in denen dargelegt wurde, dass die Aktivierung der Gruppe lll mGIuRs
die synaptische Ubertragung uber prasynaptische Mechanismen inhibiert (Baskys
et al., 1991), was eine verminderte Erregbarkeit zur Folge hat. Auch in vivo

Untersuchungen zeigten, dass eine selektive Aktivierung der Gruppe lll mGIuRs
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epileptiforme Aktivitdt im Ratten-Neokortex und im Hippokampus abschwécht
(Burke et al., 1994; Tizzano et al., 1995; Abdul-Ghani et al., 1997). Fallt diese
inhibitorische Wirkung jedoch wie in dem vorliegenden Modell weg, ist die
Schwelle zur Entstehung eines SE herabgesetzt.

Betrachtete man die Latenzzeiten bis zum Erreichen des ersten generalisierten
Anfalls, bis zum SE und bis zur Letalitat, so zeigten die mGIuR4-KO-Tiere keine
signifikanten  Verdnderungen. Die Anfallszahlen nach Pilokarpin-Gabe
unterschieden sich ebenfalls nicht. Auf die zeitliche Entwicklung eines Anfalls
beziehungsweise auf den SE hat das Fehlen des mGIluR4 somit keinerlei Wirkung,
ebenso wenig auf die Entwicklung einer erhéhten Anfallsfrequenz. In der akuten
epileptischen Phase nach Pilokarpin-Applikation zeigten mMGIuR4-KO-Mause
jedoch haufiger schwere epileptische Anfallsaktivitat als mGIuR4-WT. Innerhalb
der Gruppe wiesen die mGIuR4-KO-Tiere signifikant weniger schwachere
Stadium-lll-Anfalle auf. Wahrend epileptischer Anfallsaktivitat kommt es zu einer
exzessiven Glutamatfreisetzung aus exzitatorischen Synapsen, was zu einer
intrazellular erhdéhten Ca®*-Konzentration fiihrt. Bei fehlender beziehungsweise
mangelnder Inhibition durch Gruppe Il mGIuRs kann es, durch diesen
intrazellularen Anstieg der Ca®**-Konzentration, zu einer Ubererregbarkeit der
Neurone kommen, die wiederum eine erhdhte Anfalligkeit im Pilokarpin-Modell
hinsichtlich Anfallsschwere und Induktion eines SE verursachen. Somit hat
MGIuR4 auch einen direkten positiven Einfluss auf die phanotypische Schwere der
entstandenen akuten Anfélle. In der akuten Phase hat das Fehlen des mGIluR4
einen stark fordernden Einfluss auf die Iktogenese ebenso wie auf die
Epileptogenese, da zum einen die Entstehung eines SE und zum anderen die
Entstehung von phanotypisch starkeren Anfallen begunstigt werden. Aul3erdem ist
bei den mGIluR4-KO-Tieren die Letalitdt in der akuten Phase erhoht, da der
antikonvulsive Effekt der mGIluR4-Aktivierung wegfallt. Dies stimmt mit
Untersuchungen von mGluR4-Liganden Uberein, die in verschiedenen Modellen
belegen, dass mGIuR4-Agonisten insgesamt antikonvulsiv und Antagonisten
konvulsiv wirken (Abdul-Ghani et al., 1997; Thomsen et al., 1998; Chapman et al.,
2001; Yip et al., 2001). Betrachtet man nun die Tiere die einen SE erlitten, zeigten
die mGluR4-KO-Tiere weder bei den Latenzzeiten, noch bei der Anfallszahl bis
zum Erreichen eines SE, signifikante Unterschiede. Jedoch traten auch in dieser
Teilgruppe gehaufter starkere Anfalle auf als bei mGIuR4-WT. So haben die Tiere
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ohne mGlu4-Rezeptoren auch in der Gruppe der Pilokarpin-sensitiven Tiere
lediglich eine gering erhdohte Anfalligkeit gegentiber dem experimentell erzeugten
Insult. Die Entstehung eines SE ist von dem Vorhandensein des mGlu4-Rezeptors
unabhangig, wohingegen jedoch auch hier der Wegfall von mGIluR4 die Anfalle
verstarkt. Obwohl in vivo Studien eine antikonvulsive und neuroprotektive Rolle
der Gruppe lll mGluRs belegen konnten (Chapman et al., 1999; Gasparini et al.,
1999; Wong et al., 1999), lI6ste das Fehlen von mGIuR4 interessanterweise keine
erhohte Anfallsanfalligkeit in den meisten getesteten Modellen aus (Doherty et al.,
2002). So verursacht der Verlust von mGIuR4 sogar eine Resistenz gegenuber
Absenz-Anfallen (Snead et al., 2000). Dies mag als Widerspruch zu den
vorliegenden Daten scheinen, die belegen, dass das Fehlen des mGIuR4 die
Entstehung eines SE beginstigt, indem die vorher erlittenen Anfalle starker
ausfallen. Allerdings sind die molekularen Mechanismen entsprechend differenter
Tiermodelle insgesamt durch deutliche Unterschiede gekennzeichnet, so dass die
entsprechenden Ergebnisse sich dem unmittelbaren Vergleich entziehen.
Beitragen mag die Tatsache, dass mGIuR4-KO-Tiere eine erhhte Empfindlichkeit
gegeniber Pilokarpin aufweisen, die durch eine hohere akute Letalitat

gekennzeichnet ist.

6.3.2.3 Spontane Anfalle und chronische Neurodegeneration

Es wurde beobachtet, dass die mGIuR4-KO-Tiere keine signifikant erhéhte
Anfallsfrequenz in der chronischen epileptischen Phase zeigten. Sie bekamen in
der chronischen Phase jedoch vermehrt schwere epileptische Anfalle. Diese
chronischen wiederkehrenden spontanen Anfélle unterschieden sich jedoch nicht
hinsichtlich der Standardabweichung der Amplitude, also der
elektroenzephalografischen Starke, oder der Anfallslange. So werden diese
Erkenntnisse von vorherigen Studien auch in der chronischen Phase bestatigt, die
bereits einen Zusammenhang zwischen der Aktivierung der Gruppe Il mGIuRs
und einer antikonvulsiven Wirkungen in vivo herstellen konnten (Gasparini et al.,
1999; Wong et al., 1999). Das Fehlen von mGIuR4 hat zwar nach Entstehung
einer Epilepsie in diesem Modell weder einen positiven noch einen negativen
Effekt auf die Anfallsfrequenz, die erlittenen Anfélle fielen jedoch wesentlich
haufiger starker aus. Zu ahnlichen Ergebnissen gelangte eine andere Gruppe, die
eine herabgesetzte Anfallsschwelle bei mGIuR7-KO-Mausen nach Applikation

eines Konvulsivums gefunden haben (Sansig et al., 2001). AuRerdem bekommt
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die mGIuR7-KO-Maus nach Stressexposition spontan Anfalle (Masugi et al., 1999;
Sansig et al., 2001).

Es gibt verschiedene Studien, die sich mit der veranderten Expression von
MGIuR4 bei der Epileptogenese auseinandersetzen. Im Gegensatz zum normalen
Hippokampus ist mGIluR4 interessanterweise im Hippokampus von TLE-Patienten
vor allem im Gyrus dentatus stark hochreguliert (Blimcke et al., 1996; Lie et al.,
2000). Die Induktion und der Anstieg der mGluR4-Expression im Hippokampus
von Patienten mit TLE, insbesondere innerhalb der anfallsresistenten
hippokampalen Neurone, wie zum Beispiel der Kérnerzellen des DG, scheint eine
adaptive Regulation des hippokampalen Netzwerkes zu sein, was der iktalen
Exzitotoxitat entgegenwirkt (Lie et al., 2000). Diese Annahme wird durch weitere
Beobachtungen bestarkt, da mGIuR4 im Hippokampus unter
pathophysiologischen Bedingungen, wie experimentell erzeugte Ischamie, aber
auch nach Pilokarpin-induziertem SE, ebenfalls hochreguliert wird (Iversen et al.,
1994; Rosdahl et al., 1994; Chen et al., 2005).

Diese mGluR4-Hochregulation weist darauf hin, dass mGIuR4 eine Rolle bei
dem kompensatorischen Mechanismus spielt, um hippokampaler Ubererregbarkeit
entgegenzuwirken. Diese Erkenntnisse zeigen, dass Neurone, die einem hohen
extrazellularen Gehalt an Glutamat ausgesetzt sind, differenziert Gber pra- und
postsynaptisch lokalisierte mGIuRs reagieren kénnen (Rosdahl et al., 1994).
Aktivitatsabh&ngige Regulation von mGIluR4 wurde ebenfalls in anderen
neuronalen Zell-Populationen beobachtet. So kann auch in diesem Modell
aufgrund der erhdhten Glutamatfreisetzung eine funktionelle Umorganisation der
Gruppe Il mGIuRs vonstatten gegangen sein, so dass der Grund fur eine fehlende
Protektion an einer kompensatorischen Hochregulation anderer Gruppe |lli
MGIuRs liegen konnte. Entweder hat mGIuR4 Uberhaupt keinen Einfluss auf die
Anfallsfrequenz oder es kommt zur kompensatorisch gednderten Expression der
anderen mGIluRs. Es konnte gezeigt werden, dass Gruppe Il mGIluRs an GABA-
Rezeptoren gekoppelt sind (Cartmell et al., 2000). Bisher konnte jedoch noch
keine mGIuR-vermittelte Anderung des GABA-Ausstromes in experimentell
erzeugter Epilepsie bewiesen werden. Eine solche Aktivierung kdnnte jedoch ein
weiterer Mechanismus sein, welcher die Pathogenese der Epilepsie unterliegt.

In Untersuchungen dieser Studie zeigten mGIluR4-KO-Mause einen signifikant

starkeren neuronalen Zellverlust in der gesamten hippokampalen Formation nach
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Pilokarpin-induziertem SE als die mGIuR4-WT. Dies bestétigt vorherige Daten, in
denen gezeigt werden konnte, dass die Gruppe Il mGIluRs in vivo und in vitro eine
neuroprotektive Wirkung haben, welche hauptsachlich von mGIuR4 vermittelt wird
(Bruno et al., 2000). Verschiedene Studien belegen einen protektiven Effekt der
MGIuR4 gegenlber Exzitotoxizitdt, was in verschiedenen Tiermodellen fir
experimentell erzeugte Ischamie oder Trauma untersucht wurde (Faden et al.,
1997; Henrich-Noack et al., 2000). Auch die Aktivierung von mGIluR4 ist protektiv
gegenuber exzitotoxischem neuronalen Zelltod, indem sie neuronales Uberleben
fordert und der Apoptose vorbeugt (Copani et al.,, 1995; Bruno et al., 1996;
Borodezt et al., 1998; Bruno et al., 2000).

Die oben beschriebene Hochregulation von mGIluR4 im Hippokampus von
Patienten mit TLE scheint jedoch im direkten Widerspruch zu den Ergebnissen
von Dietrich et al. (Dietrich et al., 1999) zu stehen (Doherty et al., 2002). Diese
Studie konnte namlich belegen, dass die prasynaptische Inhibition der Gruppe Il
MGIuRs, welche einen wichtigen negativen Feedback-Mechanismus darstellt, der
den synaptischen Ausstrom von Glutamat im Hippokampus kontrolliert, bei AHS
verloren geht (Dietrich et al., 1999). Dies wird in dieser Studie bestétigt, da das
Fehlen dieses Rezeptor-Gens, was eine Expression unmdglich macht, zu einem
massiv erhohten neuronalen Zelltod fihrt. Da es wahrend epileptischer
Anfallsaktivitdt zu einer exzessiven Glutamatfreisetzung aus exzitatorischen
Synapsen kommt, die iber einen Anstieg der intrazellularen Ca®**-Konzentration
zu einem starken neuronalen Zellverlust fihrt (Choi, 1988), konnen im
Hippokampus lokalisierte mGIluR4 funktionell einem exzessiven Ca**-Einstrom in
diese Neurone entgegenwirken. Dies spricht wiederum fir eine funktionelle
Hochregulation von mGIluR4, da dadurch eine Wirkung verstarkt wurde.
Zusammen mit den vorherigen Untersuchungen unterstreichen diese Daten die
Hypothese fiir einen substantiellen neuroprotektiven Effekt von mGIluR4 bei der
TLE. In dieser Studie konnte ein antikonvulsiver Effekt jedoch lediglich in Bezug
auf die Anfallsstarke beobachtet werden.

Die Hochregulation des mGIuR4 stellt daher einen interessanten Mechanismus
fur die Pravention vor exzitotoxischer neuronaler Zellschadigung dar (Copani et
al., 1995; Bruno et al., 1996; Borodezt et al., 1998). Eine weitere interessante
Erkenntnis ist, dass sich das humane mGIluR4-Gen innerhalb eines Lokus fir
juvenile myoklone Epilepsie befindet (Wong et al., 2001). Dies weist darauf hin,
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dass die Induktion von mGIluR4 eine wichtige Rolle bei der Kompensation der mit
Epilepsie assoziierten Hyperexzitabilitdt spielt. Zusammenfassend kann gesagt
werden, dass mGIuR4 nicht bei der Entstehung, jedoch bei der Auspragung der
chronisch rekurrenten Anfalle eine Rolle spielt. AulRerdem hat mGIuR4 starke
Auswirkungen auf den Nervenzellverlust.

Da die mGIluRs eine zentrale Rolle bei der Regulation der neuronalen
Exzitabilitat spielen, konnten Veranderungen in deren Expression wéahrend der
Epileptogenese ein Versuch des ZNS sein, die neuronale Hyperexzitabilitat, die
mit epileptischen Anfallen assoziiert ist, zu kompensieren. Es bleibt jedoch eine
unbeantwortete Frage, ob solche Veradnderungen wirklich kompensatorisch zu
sehen sind und wie effektiv solch eine Kompensation sein mag. Es zeigte sich,
dass, eher noch als kompensatorische Effekte, Verdnderungen bei der Expression
der mGIuRs zur Pathophysiologie der Epileptogenese beitragen. So sprechen
diese Daten dafiir, dass Gruppe-lll-mGIluR-Agonisten interessante Zielmolekiile
zur Suppression von exzessiver synaptischer Aktivierung und Neurotoxizitat bei
der TLE darstellen.

6.3.3 Rolle von Cav3.2

Cav3.2 gehort zu den spannungsabhangigen Ca®*-Kanalen, die sich schon bei
einer niedrigen Depolarisation 6ffnen und zusammen mit Cav3.1 und 3.3 den
T-Typ-Strom erzeugen. In dieser Gruppe zeichnet sich Cav3.2 durch seine Nickel-
Sensitivitat aus. Wird die Zelle beispielsweise durch ein exzitatorischen
synaptisches Potenzial depolarisiert, 6ffnen sich die T-Typ-Kanale und Ca®* stromt
in die Zelle. Dies depolarisiert die Zelle weiter, wodurch sich andere
spannungsabhéangige Kandale 6ffnen und die Formation zu einem Aktionspotenzial
gefuhrt wird. Beim Menschen ebenso wie beim Tier, fihrt eine kontinuierliche
Anfallsaktivitat, wie sie wahrend eines SE entsteht, zu einer groRen Anzahl an
plastischen Verdnderungen im Hippokampus und in angrenzenden
Gehirnregionen (Coulter et al., 1999; Sloviter, 1999; Ben-Ari, 2001). So kann ein
einziger SE eine Epileptogenese auslosen, welche mit mannigfaltigen
Verédnderungen in der synaptischen (McNamara, 1999) und in der intrinsischen
Plastizitat (Yaari et al., 2002) vergesellschaftet sind. Die synaptische Plastizitat
geht zum gro3ten Teil mit anhaltenden Verédnderungen bei der Regulation oder

Expression der Neurotransmitter-Rezeptoren einher (Turner et al., 1991; Lothman
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et al., 1995; Chen et al., 1999). Uber die Mechanismen der intrinsischen Plastizitat
bei der Epileptogenese ist hingegen nur wenig bekannt. Zahlreiche Studien
belegen jedoch, dass lang anhaltende Veranderungen bei der Expression der
spannungs- und Ca**-abhangigen lonenkanale in der neuronalen Zellmembran
hierzu beitragen. Obwohl fast alle pyramidalen Neurone in der hippokampalen
CA1-Region unter normalen Bedingungen regulér feuernde Zellen darstellen
(Jensen et al.,, 1994), sind Pyramidenzellen in hippokampalem Gewebe von
Ratten, die einen SE hatten, intrinsisch ,burstende® Zellen, welche spontane,
salvenartige, pathologische Entladungen zeigten. In einer kirzlich erschienenen
Studie im Pilokarpin-Modell wurde eine deutliche Hochregulation dieser
intrinsischen neuronalen ,Burster” gefunden, welche mit der Entwicklung einer
TLE assoziiert sind (Sanabria et al., 2001). AuRerdem scheint diese
Hochregulation von intrinsischen salvenartigen Entladungen aus einem de novo
Auftreten Ca®*-abhangigen ,Burstens® zu resultieren, welche bei dieser Gruppe
hippokampaler Neurone normalerweise nicht zu finden sind (Azouz et al., 1996).
Des Weiteren wurde beobachtet, dass ein Teil dieser neu geformten ,Burster”,
namlich die spontan feuernden Pyramidenzellen, als Schrittmacher fir spontane
interiktal-ahnliche epileptiforme salvenartige Entladungen dienen, welche die
ganze CAl-Population der Pyramidenzellen, ,nicht-Burster® und ,Burster”
gleichsam, zu synchronisierten Entladungen rekrutieren (Sanabria et al., 2001).
Diese gezeigten Veranderungen konnten durch alle T-Typ-Kanéle vermittelt
werden. Es wurden jedoch bisher kaum Untereinheiten spezifisch untersucht.
Obwohl bereits Mutationen im Cav3.2-Gen bei verschiedenen Formen der
Epilepsie gefunden werden konnten (Chen et al., 2003; Heron et al., 2004,
Khosravani et al., 2004; Liang et al., 2006; Peloquin et al., 2006), ist die genaue
funktionelle Rolle dieses Kanals und sein Einfluss auf die Epileptogenese noch
nicht eindeutig geklart. Aufgrund dieser Befunde lag es nahe, die spezifische Rolle

von Cav3.2 im KO-Modell zu untersuchen.

6.3.3.1 Cav3.2-KO-Maus

In einem Modell fir TLE, bei dem durch die Gabe von Pilokarpin ein SE induziert
wurde, konnte ein Zusammenhang zwischen der deutlichen Hochregulation von
intrinsischen neuronalen ,Burstern® und der Entstehung von TLE festgestellt
werden (Sanabria et al., 2001). Pharmakologische Untersuchungen belegten,

dass der spannungsabhéngige Ca**-Kanal, Cav3.2, die Neurone dazu veranlasst,
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Aktionspotenzial-Salven zu generieren (,bursten) (Su et al., 2002). Um den
Einfluss dieses Kanals auf die Epileptogenese und den neuronalen Zelltod zu
untersuchen, wurde in der vorliegenden Studie eine KO-Mauslinie genutzt, in der
dieser Kanal nicht exprimiert wird (Chen et al., 2003). Zu Beginn konnte
sichergestellt werden, dass diese Tiere keine pathologischen
elektroenzephalografischen Veranderungen aufwiesen. Da das basale EEG vor
Induktion eines SE keine Unterschiede aufwies, ist davon auszugehen, dass die
Abwesenheit des Cav3.2 primar keinen Einfluss auf die Aktivitat im normalen EEG

aufwies.

6.3.3.2 Status epilepticus

Die Cav3.2-KO-Tiere zeigten im Vergleich mit entsprechenden Kontrollen in der
gesamten Gruppe bei keinem der untersuchten Parameter der akuten Phase
signifikante Unterschiede. In der Teilgruppe der Tiere, die einen SE erlitten hatten,
war lediglich ein einziger analysierter Parameter signifikant verschieden. So
zeigten die Cav3.2-KO-Tiere den ersten generalisierten Anfall nach Pilokarpin-
Applikation haufiger in der starken Auspragungsform eines Stadium-IV-Anfalles.
Da der starkere Phéanotyp des ersten generalisierten Anfalles nicht zu
Verdnderungen des SE fiuhrte, ist diesem Befund eine geringe Relevanz
zuzuschreiben. Der Wegfall des T-Typ-Ca*'-Kanals Cav3.2 hat somit keinen
grof3en Einfluss auf die Entstehung eines SE, die initialen Ereignisse wahrend der

Epileptogenese beziehungsweise die Anfalligkeit gegentber Pilokarpin.

6.3.3.3 Analyse des Status epilepticus

Um neben der Auswertung der morphologischen und
elektroenzephalografischen Daten noch eine quantitative Analyse des SE
durchzufihren, wurden zwei weitere Parameter, die Starke und die Dauer des SE,
mit Hilfe der Fourier-Analyse untersucht. Der SE fuhrte in beiden Gruppen zu einer
signifikanten Erhdhung der Bandstarke in allen Frequenzbandern, welche in den
drei hochfrequenten Alpha-, Beta- und Gamma-Bandern am starksten ausgepragt
war. Die Cav3.2-KO-Tiere zeigten also weder bei der Starke noch bei der Dauer
des SE Unterschiede zu den Cav3.2-WT. So war der SE zwischen Cav3.2-KO-
Tieren und Cav3.2-WT gleich. Da weder in der akuten Phase der Epileptogenese,
noch wahrend des SE relevante Unterschiede bei den Cav3.2-KO-Tieren zu

finden waren, ist davon auszugehen, dass in der chronischen Phase auftretende



Diskussion 148

Unterschiede nicht im Zusammenhang mit Ereignissen in der akuten Phase zu
erklaren sind. Cav3.2 hat somit initial keinen Einfluss auf die Entstehung oder die

Auspragung eines SE.

6.3.3.4 Akute Neurodegeneration bei Cav3.2 transgenen Mausen

Der Zellverlust wurde zu frihen Zeitpunkten nach SE untersucht, und zwar an
Tag 2, Tag 3 und Tag 10. So ist in der frihen Phase der Epileptogenese an Tag 2
nach SE als einziger pathologischer Prozess in beiden Gruppen eine verminderte
Zellzahl wahrscheinlich bedingt durch eine Zelldispersion, im Gyrus dentatus zu
erkennen, der jedoch an Tag 3 nicht mehr zu finden war. Die Cav3.2-WT zeigten
ab Tag 10 einen signifikanten Zellverlust in der CAl- und CA3-Region, der in der
CA1-Region auch gegenuber den Cav3.2-KO-Tieren signifikant starker vorlag.
Dieser Zellverlust ist mit dem in anderen Mauslinien vergleichbar. Bei den Cav3.2-
KO-Tieren war zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Zellverlust in der CA1- oder
CA3-Region zu erkennen. An Tag 2 und Tag 3 nach SE war bei keinem Tier
Moosfasersprossung (MFS) zu erkennen. Die Quantifizierung der MFS an Tag 10
ergab eine Tendenz der Cav3.2-WT hin zu einer starkeren MFS als bei Cav3.2-
KO-Tieren, die jedoch nicht signifikant war. Diese neuropathologischen Daten im
Hippokampus aus der frihen Phase der Epilepsie sprechen bereits flr einen
neurotoxischen Beitrag des T-Typ-Ca?*-Kanals Cav3.2, da in den Hippokampi der
Cav3.2-KO-Tiere kein signifikanter Zellverlust und eine deutlich abgeschwéachte
MFS zu erkennen war. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass zu diesem
Zeitpunkt noch kein signifikanter Zellverlust oder eine MFS vorlag. Daher lasst
sich vermuten, dass der Zellverlust mit der Hochregulation von Cav3.2 in direktem

Zusammenhang steht.

6.3.3.5 Spontane Anfalle und chronische Neurodegeneration

Die Cav3.2-KO-Tiere wiesen in der chronischen Phase erheblich seltener Anfalle
als die Cav3.2-WT auf, wobei zwei der Cav3.2-KO-Tiere sogar keinen einzigen
Anfall entwickelten. AuRerdem fielen, bis auf zwei Anfélle eines Tieres, alle Anfalle
in die Kategorie der Stadium-Ill-Anfalle, die keinen Ubergang zum Verlust der
Stellreflexe zeigten. Im Hinblick auf Amplitudenhéhe oder Lange der chronischen
Anfalle im EEG wurden jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen Cav3.2-
WT und Cav3.2-KO-Tieren gefunden. Die Auswertung des Zellverlustes nach

Pilokarpin-induzierter Epilepsie in der chronischen Phase zeigte in der
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hippokampalen Formation der Cav3.2-WT, wie erwartet, einen deutlich
ausgepragten Zellverlust. Im Gegensatz dazu fehlte dieser bei den Cav3.2-KO-
Tieren bei manchen Tieren komplett und lag insgesamt in allen Regionen
signifikant vermindert vor. Auch bei der Beurteilung eines weiteren Parameters fir
die Ammonshornsklerose, der Moosfasersprossung, zeigte sich in den
Hippokampi der Cav3.2-KO-Tiere in der chronischen Phase eine erheblich
verminderte Auspragung dieser Form der synaptischen Reorganisation.

Cav3.2 hat somit einen grofRen Einfluss auf die Epileptogenese, obwohl die
Starke des SE in beiden Gruppen identisch war. So fuhrt die fehlende
Hochregulation von Cav3.2 und die dadurch ausbleibende Erholung der
neuronalen Erregbarkeit der CAl-Pyramidenzellen zu einer Neuroprotektion und
einer verminderten Anfallsfrequenz und peripheren Anfallsstarke nach induziertem
SE.

6.3.3.6 Analyse der interiktalen Phase

Zum frihen analysierten Zeitpunkt in der interiktalen Phase zeigten die Cav3.2-
KO-Mause verglichen mit Cav3.2-WT in allen funf analysierten Frequenzbandern
eine signifikante Erhdhung der Bandstarke, welche zum spateren analysierten
Zeitpunkt lediglich noch im Theta-Band signifikant erhéht war. Diese erhohte
Aktivitat fuhrt aber nicht zu generalisierten Anfallen. Als Erklarung warum diese
unterschwelligen pathologischen Aktivitaten in den Cav3.2-WT nicht so stark zu
beobachten ist, konnte man vermuten, dass in Folge von Anfallen diese Aktivitat in
Cav3.2-WT ausbleibt beziehungsweise gedampft auftritt. Eine verstarkt
pathologische Aktivitat in Form von Spikes war im basalen EEG bei den Cav3.2-
WT signifikant haufiger als bei den Cav3.2-KO-Tieren zu finden, was ein
Kennzeichen pathologischer Entladungs-Aktivitat darstellt. Das verminderte
Auftreten von Spikes im EEG der interiktalen Phase bei den Cav3.2-KO-Tieren
weist auf einen weiteren pathologischen Prozess des Cav3.2 bei der

Epileptogenese hin.

6.3.3.7 Expressionsmuster verwandter Gene in Cav3.2-KO-Mausen

Bei Ratten mit Pilokarpin-induzierter chronischer Epilepsie, zeigt sich eine
erhohte Dichte der T-Typ-Kanal-Strome (Su et al.,, 2002). Pharmakologische
Untersuchungen mit speziellen Blockern fir andere Untereinheiten

spannungsabhangiger Ca®*-Kanéle legen nahe, dass Ni**-sensitive T- und/oder R-
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Typ-Ca**-Strome in Neuronen tiber die Aktivierung anderer spannungsabhangiger
lonenkandle zu einem salvenartigen Feuern von Aktionspotenzialen fihren
(Huguenard, 1996; Su et al., 2002). Genauer deuten Aufzeichnungen von Ni?*-
sensitiven Ca**-Strémen in CA1-Pyramidenzellen darauf hin, dass der Ca?*-T-Typ-
Strom 3fach hochreguliert ist. Dahingegen bleibt der R-Typ-Ca®*-Strom
unverandert (Su et al., 2002). Da diese Untereinheit sensitiver gegeniiber Ni** ist
als die Cav3.1- oder die Cav3.3-Untereinheiten sprechen diese Daten fir eine
Beteiligung der Cav3.2-Untereinheit bei der Hochregulation der Ca*-T-Typ-
Strome und den damit assoziierten salvenartigen Entladungen (Lee et al., 1999).
Dies legt eine transkriptionelle Hochregulation porenformender a;-Untereinheiten,
welchen die T-Typ-Strome unterliegen, nahe.

Um diese Hypothese zu testen, wurde hier zundchst mit Hilfe der Real Time-
PCR die mRNA-Expression dieser Ca®*-Kanale in CAl-Pyramidenzellen von
Mausen analysiert.

Von diesen drei Untereinheiten zeigte sich in den Cav3.2-WT an Tag 2 nach SE
eine signifikante Zunahme der Cav3.2-Expression. Eine solche transiente
Hochregulation fand sich auch in CAl-Pyramidenzellen von Ratten an Tag 3 nach
SE. Zusammenfassend sprechen diese Ergebnisse dafiir, dass die hier
beobachtete transkriptionelle Hochregulation von Cav3.2 Uber eine Erhéhung des
T-Typ-Stromes ein gehauftes Auftreten von salvenartigen Entladungen bedingt.

Der T-Typ-Strom war in Kontrolltieren beider Genotypen jedoch unverédndert
(unveroffentlichte Resultate). Dies spricht entweder fur einen geringen Beitrag von
Cav3.2 zum T-Typ-Strom unter physiologischen Bedingungen oder flr eine
Kompensation durch eine andere Ca?*-Kanal-Untereinheit in den Cav3.2-KO-
Tieren. Auf Ebene der mRNA konnte keine kompensatorische Hochregulation
einer anderen T-Typ-Ca**-Kanal-Untereinheit (Cav3.1, 3.3 und 2.3) in Cav3.2-KO-
Tieren nachgewiesen werden. Da jedoch nach SE bei den Cav3.2-WT eine 3fache
Hochregulation des T-Typ-Stroms vorlag, die bei Cav3.2-KO-Tiere fehlte, ist
aufgrund dieser Ergebnisse insgesamt davon auszugehen, dass unter
pathophysiologischen Bedingungen der erhdhte T-Typ-Strom durch eine
transkriptionelle Hochregulation von Cav3.2 bedingt ist.

Um kompensatorische Effekte weiterer ai-Untereinheiten auszuschliel3en,
wurden auch die mRNA-Level der verbleibenden porenformenden ;-

Untereinheiten der hochschwelligen Ca®**-Kanale analysiert, namlich Cav1.2, 1.3,
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2.1 und 2.2, welchen die P/Q-, N-, und L-Typ-Ca®*-Stréme unterliegen. Hierbei
konnte zu allen analysierten Zeitpunkten eine kompensatorische Hochregulation
ausgeschlossen werden.

Die Analyse der mRNA-Expression der akzessorischen Untereinheiten ergab flr
die ;- und B.-Untereinheiten in den CAl-Pyramidenzellen der Cav3.2-WT und
Cav3.2-KO-Tieren an Tag 2 und Tag 10 nach SE eine erhdhte mRNA-Abundanz.
Fur B, ergab sich an Tag 2 nach SE bei Cav3.2-WT ebenfalls eine Erhéhung, die
bei den Cav3.2-KO-Tieren an Tag 10 nach SE vorhanden war. Diese weisen
darauf hin, dass ahnliche transkriptionelle Aktivierungssignale nach SE in Cav3.2-
WT und Cav3.2-KO-Tieren wirksam sein konnen. Die Hochregulation dieser
akzessorischen Untereinheiten ist moglicherweise fur die Membran-Verankerung
der porenformenden Untereinheit von Bedeutung (Arikkath et al., 2003).

Es wurden keine signifikanten Anderungen bei der Expression zwischen Tieren
nach SE und Kontrolltieren fir die akzessorische a,d-Untereinheiten gefunden.
Das Fehlen einer gednderten Regulation von a,d deutet jedoch darauf hin, dass
die Expression dieser Untereinheit nicht mit Cav3.2 korreliert ist.

Die vorliegenden Daten legen nahe, dass der SE zu einer Veranderung der
hippokampalen Genexpression fiuhrt, was eine Hochregulation der Cav3.2-mRNA
einschliet. Durch diese Daten wird die Hypothese bestérkt, dass diese
Hochregulation von Cav3.2 eine Induktion des T-Typ-Stromes bedingt, was
wiederum CAl-Pyramidenzellen dazu veranlasst, eine erhdohte Neigung zu
salvenartigen Entladungen zu zeigen. Dieser Mechanismus kann in der Folge zu
einer erhohten Anfallsneigung und Neurodegeneration beitragen. Diese
Vermutung wird dadurch bestarkt, dass sowohl der Zellverlust, als auch die
Moosfasersprossung in Tieren ohne Cav3.2 signifikant reduziert war.

Die Hochregulation von Cav3.2 in der Epileptogenese mit in Folge gesteigerter
Anfallsanfélligkeit und neuronaler Vulnerabilitdt legt Cav3.2 als potenziellen
Angriffspunkt nahe, um die Epileptogenese ebenso wie die Entwicklung der

hippokampalen Schadigung und die Anfallsaktivitat bei der TLE zu antagonisieren.

6.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Die veranderte Regulation und Expression verschiedener Rezeptoren und
Kanale in Neuronen spielen eine entscheidende Rolle fir die Entwicklung und

Auspragung der chronischen Epilepsie. So wird in Zukunft weiterhin die
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Notwendigkeit bestehen, die genauen Verknipfungen und Interaktionen der
Neurone unter pathophysiologischen, aber auch unter physiologischen
Bedingungen, genauer zu untersuchen, da es ohne dieses Wissen auf3erst
schwierig ist, die Konsequenz einer veradnderten Regulation oder Expression
vorherzusagen. Fir einen vollig neuartigen Therapieansatz ist die Beobachtung
wesentlich, dass die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Molekile erworbene,
transkriptionelle Veranderungen in der Epileptogenese aufweisen. Es wird daher
die Entwicklung eines Antiepileptogenese-Therapieansatzes angestrebt. Dazu
sollen die Promoterstrukturen der hier untersuchten Neurotransmitter-Rezeptoren
und lonenkanéle detailliert charakterisiert und relevante Transkriptionsfaktoren
identifiziert werden. Durch die Verwendung sogenannter ,Small Molecules* und
von RNA-Interferenz bietet sich die Moglichkeit entscheidende transkriptionelle
Aktivierungsmechanismen sowie pathogenetisch relevante Transkripte wéahrend
der Epileptogenese zu antagonisieren. Ubergeordnetes Ziel dieses Ansatzes ist
es, durch Hemmung der Epileptogenesekaskade die Entstehung chronisch
rekurrenter Anfalle zu verhindern. Zum Gelingen dieses neuartigen
Therapiekonzepts wird ein umfassender, interdisziplinarer Ansatz Voraussetzung
sein.

Vor dem Hintergrund der haufigen Pharmakoresistenz bei Patienten mit TLE
konnen die hier beobachteten, fur die Pathogenese relevanten Veranderungen in
Zukunft als Basis zur Entwicklung neuartiger Therapiekonzepte dienen. In diesem
Zusammenhang bieten die metabotrope Glutamatrezeptoren sowie die Cav3.2-
Untereinheit wichtige Zielstrukturen fir die kinftige Entwicklung hochspezifischer

Pharmaka.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Die hier dargestellten molekularpathologischen und phanotypischen
Untersuchungen an transgenen Mausen in einem Epilepsiemodel fur TLE
verdeutlichen die funktionelle Relevanz erworbener Veranderungen der Verteilung
und Expression der (a) mGIuR1 und mGIuR4 Neurotransmitter-Rezeptoren sowie
(b) des spannungsabhangigen T-Typ-Ca?'-Kanals Cav3.2 fir mehrere
pathogenetisch zentrale Aspekte der TLE. Eine elementare Voraussetzung fur die
Untersuchung der Unterschiede von Anfallsstarke und -frequenz der transgenen
Tiere war die im Rahmen dieser Arbeit etablierte permanente EEG- und Video-
Analyse von Mausen.

Fur die mGIluR1-Untereinheit zeigte sich, dass eine hippokampal verstéarkte
Expression mit einer vermehrten chronischen Anfallsneigung vergesellschaftet ist.
Die Expression von mGIuR4 hingegen vermittelt sowohl einen antiepileptischen
Effekt im akuten Anfallsstadium nach Status epilepticus als auch eine
neuroprotektive Wirkung. Diese Prozesse stellen sich als aberrierende, erworbene
synaptische Plastizitat nach Status epilepticus dar.

In Cav3.2-defizienten Mausen waren fundamentale Effekte im Hinblick auf
hippokampale Schadigung sowie chronisches Anfallsgeschehen zu beobachten.
Das grundlegend veranderte Entladungsverhalten hippokampaler Nervenzellen
mit erhohter Neigung zu salvenartigen Entladungen basierend auf vermehrter
Transkription von Cav3.2 ist mit einer verstarkten Frequenz und Schwere
chronisch rekurrenter Anfalle sowie erheblich ausgepragterem hippokampalem
Nervenzellverlust verbunden. Durch die benannte Veranderung ihres
Entladungsverhaltens kdonnen die entsprechenden CA1-Neurone zu spontanen
Schrittmachern epileptischer Netzwerkentladung werden. Solche Verdnderungen
spiegeln wesentliche funktionelle Konsequenzen einer erworbenen intrinsischen
lonenkanalopathie in der Epileptogenese wider.

Die veranderte Regulation und Expression verschiedener Rezeptoren und
Kandle in neuronalen Verschaltungen scheinen eine entscheidende Rolle fir die
Entwicklung und Auspragung der chronischen Epilepsie zu spielen. Initiale
Fehlregulationen im Rahmen eines SE oder in der frihen Epileptogenese fihren
im Gehirn zu massiven irreversiblen Prozessen. Kompensatorische Mechanismen

konnen dabei mdoglicherweise nicht mehr adaquat aktiviert werden, was unter
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Umstanden zu einer Progression epileptogener Prozesse fuhren kann. In diesem
Zusammenhang stellen die metabotropen Glutamatrezeptoren sowie die Cav3.2-
Untereinheit wichtige Zielstrukturen fir die kinftige Entwicklung hochspezifischer
Pharmaka dar.
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8 SUMMARY

The results of the molecular and physiological analysis of transgenic mice in a
model of temporal lobe epilepsy presented in this thesis show the functional
importance of acquired alterations in the distribution and expression of (a) the
metabotropic glutamate receptors mGIuR1 and mGIluR4 as well as (b) of the
Cav3.2 subunit of the voltage dependent T-type calcium channel for several key
aspects of TLE. The characterization of seizure severity and frequency of
transgenic mice in a TLE model made the establishment of a permanent EEG and
video monitoring unit an essential part of this thesis.

This study showed that an increased hippocampal expression of mGIuR1l is
associated with a propensity to seizures in the chronic phase. On contrast,
expression of mGIuR4 mediates anti-epileptic and neuroprotective effects in the
acute phase after status epilepticus. These processes can be described as
aberrant acquired synaptic plasticity after SE.

Mice deficient for Cav3.2 exhibited profound effects in regard to hippocampal
damage and to the characteristics of the chronic phase. Neurons with a higher
levels of Cav3.2 mRNA show a fundamentally altered firing behaviour with an
increase in the propensity to burst and thereby can function as spontaneous
pacemakers of epileptic networks. This results in an increase in the frequency and
severity of recurrent chronic seizures as well as in a dramatic neuronal cell loss in
the hippocampus. These changes represent the functional consequences of an
acquired ion channelopathy during epileptogenesis.

Alterations in expression and distribution of various receptors and channels in
neuronal networks seem to play an essential role in the development of chronic
epilepsy. Initial disregulations as a consequence of SE or during early
epileptogenesis can cause massive irreversible damage within the brain.
Compensatory mechanisms might not be activated adequately and as a result
epileptogenic processes might progress.

In this respect, metabotropic glutamate receptors and the Cav3.2 subunit of
voltage gated calcium channels might represent valuable targets for the future
development of highly targeted pharmaca.
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9 ABKURZUNGEN

| Abklrzung Bedeutung
A. ad iniect. Aqua ad iniectabilia
A. dest. Aqua destillata
AHS Ammonhornsklerose
BI6SJ = ein bestimmter Mausstamm (Black6SJ)
bp Basenpaare
CAl Cornu ammonis Subregion 1
CA3 Cornu ammonis Subregion 3
Cav Voltage dependent Ca**-channel, spannungsabh. Ca**-Kanal
cDNA kopierte DNA
CMV Cytomegalovirus
DG Gyrus dentatus
DNA Desoxy-Ribonuklein-Saure
EEG Elektro-Encephalo-Grafie
EGFP enhanced green fluorescent protein
g Gramm
GFP green fluorescent protein
h Stunde
HC Hippokampus
Hz Hertz
ILAE International League against Epilepsy
i p. intraperitoneal
kg Kilogramm
KM Korpermasse
KO Knock out
min Minute
mg Milligramm
mGIuR Metabotroper Glutamatrezeptor
mm Millimeter
MRNA (messenger RNA)
ul Mikroliter
mi Milliliter
oT Objekttrager
PBS phosphatgepufferte Kochsalzldsung
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion
pmol Pikomol
RNA Ribonukleinsédure
RT Raumtemperatur
S Sekunde
S. C. subkutan
SD Standardabweichung
SE Status epilepticus
SEM Standardfehler des Mittelwertes
TLE Temporallappenepilepsie
U Unit, Einheit
UN Ubernacht
uv ultraviolett
WT Wildtyp-Wurfgeschwister-Tiere
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