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1 Abstrakt

1.1 Deutsch

Einleitung: In den letzten Jahren wurden zahlreiche neue Antikonvulsiva (antiepileptic
drugs = AED) zugelassen. Ihre Anwendung nimmt durch eine hohe Wirksamkeit bei guter
Vertraglichkeit stetig zu. Diese Eigenschaften der neuen Substanzen wurden grofitenteils
durch in vivo Modelle detektiert. Hingegen kam den in vitro Modellen zum praklinischen
Screening nur wenig Aufmerksamkeit zu.

In vitro Modelle ermoglichen 1) weniger Leiden der Tiere durch ausschlieBlich
postmortale Experimente und 2) eine gréRere N-Zahl durch die Nutzung von mehreren
Hirnschnitten pro Tier.

Ein etabliertes in vitro Modell ist das 4-Aminopyridin-Modell (4-AP-Modell), welches
anfallsartige Ereignisse (AE) in Hirnschnitten der Ratte durch die chemische Substanz 4-
AP induziert und als akutes Epilepsie-Modell bereits antiepileptische Effekte von Valproat
und Carbamazepin nachweisen konnte.

Bisher ist wenig Uber die Effekte neuartiger AED in diesem akuten in vitro Epilepsiemodell
bekannt. In der Arbeit nutzten wir die kombinierte elektrophysiologische und intrinsisch
optische Messung, um zwei neuartige Antikonvulsiva mit unterschiedlichen
Wirkmechanismen, Lacosamid (LAC) und Zonisamid (ZNS), hinsichtlich ihrer Effekte auf
die AE im 4-Aminopyridin in vitro Modell der Ratte zu untersuchen.

Methodik: Epileptiforme Aktivitat wurde in 400 um dicken kombinierten entorhinal-
hippocampalen Hirnschnitten von naiven Wistar Han Ratten mittels extrazellularer
Feldpotential-Aufnahmen und intrinsisch optischer Bildgebung erfasst und analysiert.
ZNS und LAC wurden in je drei unterschiedlichen Konzentrationen untersucht. AE
wurden mittels 4-Aminopyridin induziert, nach einer Stunde wurde eine stabile,
rezidivierend auftretende Anfallsaktivitat erzielt. Die Wirksamkeit der AED auf die AE
wurde unter 60-minutiger Applikation der Substanzen untersucht. Anschlie3end folgte
eine 60-minutige Wash out-Phase.

Ergebnisse: LAC und ZNS zeigten konzentrationsabhangige Effekte auf die AE-
Frequenz. Die hochsten Konzentrationen von LAC und ZNS fuhrten zu einer
vollstandigen Blockade der AE. LAC fuhrte zu einer Reduktion der hochfrequenten,
tonischen Phase der AE und zu einer Reduktion der AE-Dauer in mittlerer Konzentration.

Die AE-Amplitude wurde nicht beeinflusst. Der Ausbreitungsgrad und die



Lichtdurchlassigkeit in Form der Transmissionsanderungen des Gewebes wurden
signifikant durch LAC in mittlerer Konzentration im Subiculum beeinflusst. Alle Effekte
waren im Wash out reversibel.

Schlussfolgerung: Das akute Rattenschnittmodell in vitro mit 4-Aminopyridin bildete
erfolgreich Effekte neuartiger Antikonvulsiva auf epileptiforme Aktivitat in kombinierten
elektrophysiologischen und intrinsisch optischen Messungen ab. Es zeigt sich als
geeignetes in vitro Modell zum Screening neuer Antikonvulsiva mit unterschiedlichen
Wirkmechanismen. Dieses Modell hat das Potential, perspektivisch die Anzahl an

belastenden Tierexperimenten in vivo zu reduzieren.
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1.2 Englisch

Introduction: In the past decades, a plethora of new antiepileptic drugs (AED) was
approved and licensed to the market. Their administration steadily increases due to the
drugs’ high efficacy and good tolerability. The anticonvulsant properties of the new
substances were largely detected by in vivo models. On the other hand, less attention
was paid to the in vitro models for preclinical screening of AED.

In vitro models allow 1) less suffering of the animals through exclusive post-mortem
experiments and 2) a larger number by use of several brain slices per animal.

An established in vitro model is the 4-aminopyridine-model (4-AP-model), which induces
seizure-like events (AE) in brain tissue and which — as an acute seizure model — already
had reproduced anticonvulsant effects of valproate and carbamazepine.

So far, little is known about the effects of newer AED in this epilepsy model in vitro. In this
work, we used combined electrophysiological and intrinsic optical measurements to
investigate the effects on AE in the rat 4-aminopyridine model in vitro using two new-
generation AED with different mechanisms of action, lacosamide (LAC) and zonisamide
(ZNS).

Method: Epileptiform activity was recorded and analyzed in 400 um thick combined
entorhinal-hippocampal brain slices of naive Wistar Han rats using extracellular field
potential imaging and intrinsic optical imaging. ZNS and LAC were examined in three
different concentrations each. AE were induced by 4-aminopyridine. After one hour,
stable recurrent seizure activity was reached and the drug was added for a further 60
minutes and tested for its effect on the AE. This was followed by a 60-minute wash out-
phase.

Results: LAC and ZNS showed concentration-dependent effects on frequency of the AE.
The highest concentrations of LAC and ZNS resulted in complete blockade of AE. LAC
led to a reduction of the high-frequency, tonic phase of AE, and led to a reduction of the
AE-duration at medium concentration. The AE-amplitude was not affected. The area of
AE and translucency in terms of tissue transmission changes were significantly affected
by LAC at medium concentration in the subiculum. All effects were reversible during wash
out.

Conclusion: The 4-AP model in vitro successfully demonstrated the effects of newer
anticonvulsants on epileptiform activity in combined electrophysiological and intrinsic

optical measurements. It is a suitable in vitro model for the screening of new
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anticonvulsants with different mechanisms of action, which perspectively has the potential

to reduce the number of burdening animal experiments in vivo.
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2 Einleitung

2.1 Epileptische Anfalle und Epilepsie

2.1.1 Uberblick

Ein epileptischer Anfall ist nach Definition der Internationalen Liga gegen Epilepsie (ILAE,
engl. International League Against Epilepsy) durch ein paroxysmales Auftreten von
objektiven klinischen Zeichen und/oder subjektiven Symptomen charakterisiert, das auf
eine erhdhte exzitatorische und synchronisierte Entladung im zentralen Nervensystem
zuruckzufuhren ist. Das Krankheitsbild der Epilepsie basiert auf einer bestandigen
Pradisposition fur epileptische Anfalle und deren neurobiologischen, kognitiven,
psychologischen und sozialen Konsequenzen. Um die Diagnose einer Epilepsie zu
stellen, muss mindestens ein unprovozierter epileptischer Anfall aufgetreten sein (Fisher
et al., 2014).

2.1.2 Epileptischer Anfall

Die Entstehung eines epileptischen Anfalls beruht auf einem Missverhaltnis von
inhibitorischen und exzitatorischen Faktoren im zentralen Nervensystem, das zu einer
abnorm erhdhten, paroxysmalen Synchronizitat von Neuronen fuhrt. Es resultiert ein
zeitlich einzugrenzendes Ereignis, welches klinisch und im Elektroenzephalogramm
(EEG) einen klaren Anfang und ein klares Ende hat. Eine Sonderform stellt der Status
epilepticus dar, welcher sich durch anhaltende oder rekurrente Anfalle, von deutlich
langerer Dauer prasentiert (Trinka et al., 2015).

Der epileptische Anfall als das entscheidende Symptom der Erkrankung Epilepsie kann
je nach Ort von Ursprung und Ausbreitung im zentralen Nervensystem eine
unterschiedliche klinische Manifestation aufweisen, mit einer Spannbreite zwischen
eindrucklichen, generalisierten, motorischen Phanomenen (Grand Mal-Anfalle) bis hin zu
subtilen Symptomen mit autonomen, sensorischen oder psychischen Auffalligkeiten. Die
Propagation der synchronisierten iktalen Entladungen im Gehirn kann auch zu einer
Abfolge von Symptomen flhren. Unterschiedliche Faktoren, wie die antiepileptische
Medikation oder der Tag-Nacht-Rhythmus, beeinflussen als Ko-Faktoren das klinische
Erscheinungsbild des epileptischen Anfalls. Epileptische Anfalle werden dichotom in

fokale und generalisierte Anfalle klassifiziert. Fokale Anfalle begrenzen sich bei ihrem
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Beginn auf Netzwerke innerhalb einer Hemisphare und kénnen mit oder ohne Merkmale
einer Bewusstseinsstorung einhergehen (friher: einfach- bzw. komplex-fokale Anfalle).
Eine Beteiligung der kontralateralen Hemisphare im Verlauf ist mdglich und wird als
fokaler zu bilateraler Anfall bezeichnet (frUher: fokaler Anfall mit sekundarer
Generalisierung). Generalisierte Anfalle entstehen simultan in neuronalen Netzwerken
beider Hemispharen. Sie lassen sich nach ihrer klinischen Erscheinungsform weiter
unterteilen in: 1) nicht motorische Anfalle, entsprechend typische und atypische
Absencen, 2) motorische Anfalle mit Unterteilung in tonisch-klonisch, klonisch, tonisch,
myoklonisch und atonisch.

Neben eindeutig fokalen und generalisierten Anfallen gibt es nicht klassifizierbare Anfalle,
wenn Klinik und interiktales sowie ggf. iktales EEG eine Zuordnung zu einer der beiden

anderen Gruppen nicht erlauben (Fisher et al., 2017).

2.1.3 Epilepsie

Die Epilepsie stellt einen Uberbegriff fiir Funktionsstérungen des zentralen
Nervensystems dar, welche mit einer erhdhten Neigung zu epileptischen Anfallen
einhergehen. Folgende Kriterien mussen zur Diagnose der Epilepsie nach der aktuellen
Klassifikation der ILAE gegeben sein: 1) mindestens zwei unprovozierte epileptische
Anfalle in einem Abstand von mehr als 24 Stunden, 2) ein unprovozierter epileptischer
Anfall, welcher mit einer deutlich erhdhten Neigung zu weiteren Anfallen einhergeht
(mindestens 60 % Wahrscheinlichkeit fur die nachsten 10 Jahre) oder 3) die Diagnose
eines Epilepsiesyndroms (Fisher et al., 2014). Neben dem epileptischen Anfall als
wesentlichem Symptom der Erkrankung Epilepsie gehen auch interiktale und postiktale
kognitive Beschwerden mit dem Krankheitsbild Epilepsie einher. Epilepsie ist — wie
epileptische Anfalle —fokal oder generalisiert. Die Ursache einer Epilepsie kann erworben

oder angeboren sein (Scheffer et al., 2017).

2.1.4 Epidemiologie

Mit 50 Millionen betroffenen Menschen zahlt die Epilepsie weltweit zu den haufigsten
neurologischen Erkrankungen. Bei einer angenommenen Pravalenz von 5,2-7/1.000
Einwohner in europaischen Landern, leiden ca. 500.000 Menschen in Deutschland an

Epilepsie (Forsgren et al., 2005, Hirtz et al., 2007). Der grof3te Anteil an Erkrankten wird
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mit einer Pravalenz von 5,8-17,1/1.000 Einwohnern und ungefahr 40 Millionen Personen
in Entwicklungslandern geschatzt, wo erworbene Formen der Epilepsie, insbesondere
bedingt durch zerebrale Infektionen, haufiger auftreten (Cruz et al., 1985, Mendizabal und
Salguero, 1996, Preux und Druet-Cabanac, 2005) .

Patienten mit eindeutiger oder vermuteter Epilepsie zeigten in einer Studie von Neligan
et al. eine 2,2-fach (1,97 — 2,43) erhdhte Mortalitat. Dabei ist zu berlcksichtigen, dass
die meisten Patienten nicht an der Epilepsie, sondern an der zugrundeliegenden
Erkrankung oder an Pneumonien und ischamischen Herzerkrankungen verstarben
(Neligan et al., 2011).

2.1.5 Therapie

Das Ziel der antiepileptischen Therapie ist die Verhinderung von weiteren epileptischen
Anfallen, somit handelt es sich hier eigentlich um eine sekundare Prophylaxe. Zur
Behandlung der Epilepsie stehen verschiedene Optionen zur Verfiigung: Antikonvulsiva,
resektive oder ablative Epilepsiechirurgie, Verfahren der Neurostimulation (Vagus-Nerv-
und tiefe Hirnstimulation) und diatetische Verfahren (ketogene Diat) (Morrell et al., 1989,
Rutecki, 1990, Kerrigan et al., 2004, Morris et al., 2013, Kossoff et al., 2015). Die am
haufigsten Anwendung findende Behandlung umfasst den Einsatz von Antikonvulsiva

(AED, engl. antiepileptic drug).

2.2 Antikonvulsiva

2.2.1 Geschichte und Entwicklung

Seit der Einflhrung von Kalium-Bromid als erstes in der Literatur aufgeflhrtes
Antikonvulsivum 1857 hat die Anzahl von antikonvulsiven Medikamenten vor allem in den
letzten Dekaden deutlich zugenommen (Loscher, 2011). Die bis heute zugelassenen
Medikamente werden zur besseren Ubersichtlichkeit nach ihrer chronologischen
Entdeckung und Zulassung in drei Generationen unterteilt. Die erste Generation erstreckt
sich von der Entdeckung der antikonvulsiven Wirkung von Kalium-Bromid bis in das Jahr
1958 und enthalt neben diesem beispielhaft Phenobarbital, Phenytoin, Primidon und
Ethosuximid (Shorvon, 2009a).
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Die zweite Generation von Antikonvulsiva ordnet sich in den Zeitraum zwischen 1959 und
1975 ein. Carbamazepin und Valproat als Hauptvertreter sowie die Benzodiazepine, wie
Diazepam und Clonazepam, zahlen zu den noch heute haufig eingesetzten
Antikonvulsiva und sind von ihrer chemischen Struktur deutlich von der der Barbiturate
zu unterscheiden (Shorvon, 2009b).

Mit der Grindung des ,Anticonvulsant Drug Development Program® (deutsch:
Entwicklungsprogramm flr Antikonvulsiva) 1975 durch das ,National Institute of
Neurological Disorders and Stroke® in den USA begann die bis in die Gegenwart
reichende Entdeckung der dritten Generation von Antikonvulsiva. Seitdem sind mehr als
28.000 Molekule, grodtenteils neu synthetisierte und Strukturverwandte schon bekannter
AED, untersucht worden und haben die Liste der zugelassenen Antikonvulsiva und das
Therapiespektrum deutlich erweitert. Weit Uber 15 Antikonvulsiva (Stand 12/2019)
wurden so zugelassen, darunter Zonisamid (ZNS), Lamotrigin, Levetiracetam, Pregabalin
und Lacosamid (LAC) (Brodie, 2010).

Neben einem teils gunstigeren Nebenwirkungsprofil zeigen alle zugelassenen
Antikonvulsiva der dritten Generation in der Kombinationstherapie der Epilepsie bei
Therapierefraktaritat wirksamere Ergebnisse als Placebo (Beyenburg et al., 2010).

Trotz der Vorteile der neuen AED in Bezug auf Vertraglichkeit zeigte ein Grofdteil der in
der Monotherapie eingesetzten Substanzen nur eine mit den alten AED vergleichbare
Wirksamkeit (Brodie et al., 2007, Marson et al., 2007, Glauser et al., 2010). Eine Ursache
ist, dass in den pra-klinischen in vivo Testbatterien seit Jahrzehnten die gleichen Modelle
verwendet werden (Maximal-Elektroschock- und Pentylentetrazol-Modell), die in einem
ersten  Schritt ausschlieBlich  Substanzen identifizieren, die die gleichen
Wirkmechanismen wie die bisherigen Antikonvulsiva haben (Holtkamp und Meierkord,
2007).

2.2.2 Tiermodelle in der Entwicklung von Antikonvulsiva

Wenn zwei Antikonvulsiva in ausreichend hoher Dosis parallel oder in Folge nicht zur
Anfallsfreiheit gefihrt haben, spricht man von Therapierefraktaritat bzw.
Pharmakoresistenz (Kwan et al., 2010). Die Mehrheit der Patienten wird unter
Behandlung mit einem Antikonvulsivum (Monotherapie) fur mehr als 12 Monate anfallsfrei

(Chen et al., 2018). Jedoch liegen die Raten an therapierefraktarer Epilepsie seit der
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EinfUhrung des Kaliumbromids vor mehr als 150 Jahren weiterhin und unverandert
zwischen 35 und 40 % (Mohanraj und Brodie, 2005).

Ein Umstand wird in den Tiermodellen gesehen, welche validiert an den AED der zweiten
Generation, schon seit fast 80 Jahren als erste Untersuchung auf antikonvulsive
Eigenschaften nun auch fir die dritte Generation der AED Verwendung finden. Bei
Betrachtung der Tiermodelle muss zwischen in vivo Modellen, welche am lebendigen
Organismus durchgeflhrt werden, und in vitro Modellen, welche an Hirngewebe von
zuvor getoteten Tieren stattfinden, unterschieden werden. Zu den Modellen gehoren in
einem ersten Schritt des Antikonvulsiva-Screenings die beiden im Folgenden
beschriebenen in vivo Tiermodelle:

Das Maximal-Elektroschock-Anfallsmodell (MES-Modell, engl.: maximal electroshock
seizure model) wurde von Merritt und Putnam entwickelt und diente als erstes Tiermodell
zur Entdeckung der antikonvulsiven Substanz Phenytoin (Putnam und Merritt, 1937).
Mittels transaurikular oder transcorneal applizierten Elektroschocks wurden epileptische
Anfalle induziert. Diese zeigten eine tonische Komponente gefolgt von einer klonischen
Komponente der Gliedmalen. Die Tiere, die an drei Tagen die tonische Komponente
nach Strominduktion zeigten, wurden fir die weitere Substanztestung verwendet und
bildeten ihre eigene Kontroligruppe. AnschlieRend wurde den Tieren eine potentiell
antikonvulsive Substanz verabreicht (oral oder intraperitoneal). AnschlieRend wurde
untersucht, bei wie vielen Tieren bei gleicher Strominduktion keine Extensionen der
hinteren Gliedmallen mehr in der Folge nachzuweisen waren. Eine Erhdhung der
Reizschwelle durch die Substanz wurde als ursachlich angesehen. Es wurden protektive
Dosierungen ermittelt, welche mit einer 95 % Signifikanz zu einem Ausbleiben der Anfélle
in 50 % der Tiere fuhrte (Castel-Branco et al., 2009). Das MES-Modell dient somit zum
Screening von Molekulen, die hemmend auf generalisierte tonisch-klonische Anfalle
wirken und stellt sich sensitiv flr die Gruppe der Natriumkanalblocker dar.

Das subkutane (s.c.) PTZ-Modell (vom engl.: pentylenetetrazole; deutsch: Pentetrazol
und Metrazol) stellt neben dem MES-Modell den zweiten Goldstandard der in vivo
Tiermodelle fur die Entdeckung von Antikonvulsiva dar. An diesem konnten Everett und
Richards 1946 an Mausen die Effekte des AED Trimethadion nachweisen (Richards und
Everett, 1946). Nach subkutaner Injektion von Pentetrazol an Mausen oder Ratten kommt
es fur wenige Sekunden zu minimalen klonischen epileptischen Anfallen der Vibrissen
und/oder der vorderen Gliedmalien. Es erfolgt die Gabe der zu untersuchenden potentiell

antikonvulsiven Substanz und zum Zeitpunkt der vermuteten maximalen antikonvulsiven
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Wirkung die PTZ-Applikation. Nun erfolgt die Beobachtung des Erscheinens oder
Ausbleibens der oben beschriebenen epileptischen Anfalle fir 30 Minuten. Das Modell
untersucht antikonvulsive Effekte auf generalisierte Anfalle, wie Myoklonien und
Absencen.

Die meisten zugelassenen Antikonvulsiva zeigen bereits in mindestens einem der beiden
zuvor beschriebenen Modelle (PTZ- oder MES-Modell) eine Wirksamkeit. Eine
Ausnahme stellt das Antikonvulsivum Levetiracetam dar, welches keine Wirksamkeit in
wiederholten Untersuchungen in dem MES- und s.c. PTZ-Modell zeigte. Levetiracetam
wurde Ende der 1980er Jahre im ,audiogenic seizure-prone mice“~-Modell erstmals als
antikonvulsiv wirksam beschrieben und ist heute das in Industrienationen wohl am
haufigsten eingesetzte Antikonvulsivum der dritten Generation (Gower et al., 1992,
Loscher und Honack, 1993, Klitgaard et al., 1998). Das 6-Hertz (Hz) Epilepsie-Modell der
Maus, ein Modell fir pharmakoresistente Epilepsie, konnte anders als das PTZ- oder
MES-Modell die antikonvulsive Wirkung von Levetiracetam darstellen. In diesem Modell
werden mittels niederfrequenter (eben 6 Hz) und langanhaltender (3 s) elektrischer
Stimulation der Kornea in Mausen fokale epileptische Anfalle induziert.
Interessanterweise zeigt sich im 6-Hz Modell keine Wirksamkeit von Phenytoin und vielen
weiteren Antikonvulsiva (White HS, 2006, Loscher und Schmidt, 2011). Dieser Umstand
fuhrte dazu, dass es nach seiner Beschreibung in den 1950er Jahren vorerst nicht weiter
Verwendung fand. Dieses Modell ist somit als komplementar zum MES- oder PTZ-Modell
zu betrachten. Daher wurde das 6-Hz Epilepsie-Modell als zusatzliches in vivo Tiermodell

in viele Screening-Programme fur antikonvulsive Substanzen integriert.

2.2.3 Neuartige Antikonvulsiva

Die seit 1975 entdeckten antikonvulsiven Substanzen werden als neuartige
Antikonvulsiva oder auch als Antikonvulsiva der dritten Generation bezeichnet. Die
Entdeckung gelang mittels MES- und s.c. PTZ-Modell, dem 6-Hz Epilepsie Modell der
Maus und weiteren Screening-Batterien. Die Wirkmechanismen der Antikonvulsiva sind
teilweise bekannt.

FUr Lamotrigin, Oxcarbazepin und Eslicarbazepinacetat stellen spannungsabhangige
Natriumkanale einen Angriffspunkt dar. Sie stabilisieren diese im Zustand der schnellen
Inaktivierung, um so zu einer spannungs- und frequenzabhangigen Reduktion der

Leitfahigkeit zu fuhren. LAC wirkt ebenfalls an spannungsabhangigen Natriumkanalen,
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beeinflusst im Gegensatz zu den anderen genannten Antikonvulsiva aber die langsame
und nicht die schnelle Inaktivierung des Natriumkanals (Beydoun et al., 2009).
Ethosuximid wirkt hauptsachlich dber ,T-type“ Calcium-Kanale, Gabapentin und
Pregabalin entfalten ihre Wirkung an Untereinheiten der ,high-voltage® aktivierten
Calcium-Kanale (Meldrum und Rogawski, 2007).

Der GABAa-Rezeptor ist ein weiterer Ansatzpunkt, dessen Aktivierung flhrt zu einer
Offnung des Chlorid-Kanals. Die Erhéhung der intrazelluldren Chlorid-Konzentration
hyperpolarisiert die neuronale Membran. Eine Modifikation des GABA-Metabolismus
(Vigabatrin) oder die Hemmung der Wiederaufnahme von GABA an der Synapse
(Tiagabine) erhoht die Konzentration dieses inhibitorischen Neurotransmitters (Sills und
Brodie, 2001).

Retigabin fiihrt zu einer Offnung des Kaliumkanals. Perampanel moduliert die AMPA-
regulierte Neutrotransmission (Meldrum und Rogawski, 2007).

Topiramat, Felbamat, ZNS, Levetiracetam und Brivaracetam haben ein breites Spektrum
an Wirkmechanismen. Diese blocken neben den oben aufgefuhrten Rezeptoren
zusatzlich Glutamat-Rezeptoren (Felbamat, Topiramat, Zonisamid) und beeinflussen die
Wiederverwertung synaptischer Vesikel (Levetiracetam, Brivaracetam) (Brodie, 2010).
Im Folgenden sollen die in der Arbeit untersuchten Antikonvulsiva LAC und ZNS genauer

dargestellt werden.

2.2.4 Lacosamid (LAC)

R-2-acetamido-N-benzyl-3-methoxypropionamid (LAC, frher auch Harkoserid, SPM
927) ist ein neuartiges Antikonvulsivum zur Behandlung fokaler Epilepsie und in Europa
seit 2008 zugelassen als Medikament in Zusatztherapie (Perucca et al., 2008). Die Gabe
in Monotherapie in einer Studie von Giraldez et al. flr fokale Epilepsie zeigte zudem eine
hohe Anfallsfreiheit von Uber 72 % Uber 12 Monate bei nur geringen und gréRtenteils
milden Nebenwirkungen, die nur in 4,5 % der Falle zu einem Therapieabbruch fuhrten
(Giraldez et al., 2015). Die Substanz ist seit 2014 in den USA und seit Anfang 2017 in
Europa zur Monotherapie bei fokaler Epilepsie zugelassen.

LAC gehort einer Gruppe von Aminosauren an, die als potentiell antikonvulsiv wirkende
Substanzen in den 1990er Jahren praklinisch getestet wurden (Choi et al., 1996). Im
MES-Modell inhibierte LAC tonische Anfalle bei Ratten und Mausen (LeTiran et al.,

2001). Hingegen konnten im sc. PTZ-Modell sowohl flr Ratten als auch fur Mause keine
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Effekte von LAC auf klonische Anfalle gezeigt werden (Stohr et al., 2007). Bei
intravendser Applikation im PTZ-Modell konnte eine Anhebung der Anfallsschwelle
nachgewiesen werden (Stohr et al., 2007).

LAC ist das R-Enantiomer eines Stereoisomers. Wahrend sich im MES-Modell der Maus
keine unterschiedliche Wirksamkeit zeigte, wirkte bei Ratten das R-Enantiomer 10-22
mal starker als das S-Enantiomer (SPM 6953) (Andurkar et al., 1999).

Der genaue molekulare Wirkmechanismus ist bisher ungeklart. Es ist bekannt, dass LAC
die langsame Inaktivierung von spannungsabhangigen Natriumkanalen verstarkt. Die
Substanz unterscheidet sich hier von den anderen etablierten Natriumkanalblockern, wie
Lamotrigin, Carbamazepin und Phenytoin (Errington et al., 2008, Sheets et al., 2008).
Vermutete Effekte auf spannungsabhangige Calciumkanale (Wang und Khanna, 2011)

konnten nach aktuellem Stand (Oktober 2019) nicht reproduziert werden.

2.2.5 Zonisamid (ZNS)

1,2-Benzisoxazol-3-methansulfonamid (ZNS) ist ein neuartiges Antikonvulsivum fur die
Behandlung der fokalen Epilepsie in Zusatztherapie (Baulac, 2006). Zusatzlich ist die
Substanz in Europa fur die Monotherapie fokaler Epilepsie zugelassen (European
Medicines Agency, 2008). Vorteile konnten auch in der Behandlung des Parkinson-
Syndroms und neuropathischer Schmerzen gezeigt werden. ZNS besitzt weiterhin
neuroprotektive Eigenschaften (Owen et al., 1997, Yoshida et al., 2005, Murata et al.,
2007).

Zwischen 1983 und 1997 wurden mehrere klinische Studien durchgeflhrt und bildeten
die Grundlage fur die EinfiGhrung von ZNS als AED zuerst in Japan 1989, folgend in den
USA 2000 und seit 2005 auch in der EU und in der Schweiz unter dem Handelsnamen
Zonegran (Schmidt et al., 1993, Faught et al., 2001, Sackellares et al., 2004). ZNS zeigte
antikonvulsive Wirkungen im MES- und sc. PTZ-Modell der Maus (Mandhane et al.,
2007).

Als Benzisoxazol-Derivat ist ZNS nicht mit anderen chemischen AED verwandt und
besitzt ein breites Spektrum verschiedener Wirkmechanismen, welche sich in
unterschiedlichen Modellen darstellen: Es zeigt einen Natriumkanal-Antagonismus
(Schauf, 1987, Rock et al., 1989) und einen Antagonismus an T-Typ Calciumkanalen
(Suzuki et al., 1992), es fuhrt zur Erhéhung der Tyrosin-Hydroxylase-Aktivitat (Yano et
al., 2009), erhoéht den Dopamin-Turnover (Yabe et al.,, 2009) und hemmt die
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Monoaminooxidase-B (Sonsalla et al., 2010). Zusatzlich konnte eine Reduktion der durch
epileptische Anfalle und ischamische Ereignisse verursachten Apoptose aufgezeigt
werden (Minato et al.,, 1997, Das et al., 2010). ZNS wird durch die Unterdrickung
tonischer, tonisch-klonischer und myoklonischer Anfalle und die hohe Anzahl differenter
Wirkmechanismen die Anwendung bei einem breiten Spektrum von Epilepsie
zugeschrieben.

Im akuten Hirnschnittmodell mit 4-Aminopyridin (50 uM) am Meerschweinchen konnten
antikonvulsive Effekte von ZNS mittels intrazellularer Messung in der hippocampalen
Region dargestellt werden. Dieses in vitro Modell dient der Untersuchung vitaler
neuronaler Netzwerke in Gewebeschnitten von zuvor dekapitierten Meerschweinchen. In
9 von 11 gemessenen Neuronen zeigte sich 3-8 Minuten nach dem Einwaschen von ZNS
(50 uM) ein Effekt, der nach ca. 15-20 Minuten eine stabile Phase erreichte (Thone et al.,
2008). Im akuten Hirnschnittmodell der Ratte wurden nach unserer Literaturrecherche
(Stand Oktober 2019) keine extrazellularen oder intrinsisch optischen Messungen zur

Darstellung der Wirkung von ZNS durchgefuhrt.

2.3 Experimentelle Epileptologie

Die letzten Dekaden der Epilepsieforschung trugen zur Etablierung einer Reihe von
experimentellen Modellen bei, welche methodische und naturgemal ethische
Limitationen der Kklinischen Epilepsieforschung umgingen und zur Detektion von
antikonvulsiven Wirkmechanismen fuhrten. Neben den MES- und sc. PTZ-Modell in vivo
zum Screening neuer antikonvulsiver Substanzen, existieren zahlreiche Modelle, in vivo
und in vitro, zur Untersuchung von physiologischen und pathophysiologischen
Grundlagen der Epilepsie. Zu den in vitro Modellen zahlen unter anderem (u.a.)
neuronale Kulturen, akute Hirnschnitte, akute Hirnschnittkulturen und der isolierte
Hippocampus (Avoli und Jefferys, 2016). Das in dieser Arbeit verwendete akute

Hirnschnittmodell in vitro wird im Folgenden ausfuhrlich erlautert.

2.3.1 Kombinierte Hirnschnitte in vitro

Eine wichtige Voraussetzung zur Induktion, Manipulation und Observation epileptiformer
Aktivitat in vitro sind die intakten und Uber langere Zeit funktionell erhaltenen Neurone

und ihre Verbindungen, die ein neuronales Netzwerk bilden. Voraussetzungen, die wir an
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das in vitro Modell zur Untersuchung von Medikamenteneffekten gestellt hatten, sind: 1)
eine ausreichende Vergleichbarkeit von dem genutzten in vitro Modell zu einem in vivo
Modell , 2) ein erhaltenes (lokales) neuronales Netzwerk nach dem Schneideprozess,
welches im Hirnschnitt ausreichende intakte physiologische Verbindungen beibehalt, 3)
eine erhaltene Viabilitdt Uber mehrere Stunden, um einen ausreichenden
Untersuchungszeitraum an einem stabil-bleibendem System zu bieten und 4) ein
Erfassungssystem mit ausreichender zeitlichen und oértlichen Auflésung.

Hirnschnitte kdnnen der Induktionsldésung auf zwei verschiedene Varianten ausgesetzt
werden. Entweder wird der Hirnschnitt vollstandig in die Induktionslésung eingetaucht
(Submerged-Bedingung) oder der Hirnschnitt wird zwischen flussiger und gasférmiger
Phase der Induktionslésung platziert (Interface-Bedingung). Mittels einer Liquor-
ahnlichen Losung, der artifiziellen Zerebrospinalflussigkeit (ACSF vom engl. artificial
cerebrospinal fluid), kdbnnen die Neurone fur mehrere Stunden versorgt und viabel
gehalten werden. Abhangig von der Schnittebene und den geplanten zu untersuchenden
Strukturen bleiben die planar angelegten Verbindungen des Hippocampus innerhalb von
Hirnschnitten zu einem Teil erhalten und lassen die Untersuchung des physiologisch
vorliegenden Netzwerkes zu. Zur Induktion sogenannter anfallsartiger Ereignisse (AE) in
hippocampalen Hirnschnitten gibt es gangige elektrische und chemische Stimuli
(Stasheff et al., 1985, Voskuyl und Albus, 1985, Walther et al., 1986).

2.3.2 4-Aminopyridin-Modell

Ein etabliertes Modell flr die Untersuchung epileptiformer Aktivitat an Hirnschnitten ist
das 4-Aminopyridin-Modell. 4-AP ist ein unspezifischer Kaliumkanalblocker (Mathie et al.,
1998). Durch die Kaliumkanalblockade kommt es zur Depolarisation der Neurone mit
resultierender erhdhter Freisetzung von Transmittern an sowohl glutamatergen als auch
GABAergen ,Nervenendigungen“ (Perreault und Avoli, 1991) und somit zur
Herabsetzung der Anfallsschwelle und Induktion epileptiformer Aktivitat. 4-Aminopyridin
fungiert so als chemischer Stimulus zur Induktion von AE. Der erstmalige Nachweis der
Induktion epileptiformer Aktivitat gelang Galvan et al. im Jahr 1982 am olfaktorischen
Cortex des Meerschweinchens (Galvan et al., 1982). Die Art der beobachteten
Entladungen lasst sich nach elektrophysiologischen Gesichtspunkten in drei Typen

unterteilen:
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Die erste Form der Entladung halt viele Sekunden an und beinhaltet Muster
hochfrequenter und niederfrequenter Oszillationen in Folge schneller Aktionspotentiale.
Hierbei scheint eine gleichzeitige Erhdhung von exzitatorischen und inhibitorischen
Transmittern eine Rolle zu spielen (Buckle und Haas, 1982). Aufgrund des in der
klinischen Situation vergleichbaren Auftretens von tonischen und folgend klonischen
epileptischen Anfallen und in Anlehnung an EEG-Muster, wird die Form der Entladungen
als iktale Aktivitat oder AE bezeichnet. Im entorhinalen Cortex zeigt sich die iktale Aktivitat
elektrophysiologisch mit einer initialen Potentialnegativierung, gefolgt von
hochfrequenten Oszillationen niedriger Amplitude und schlie3lich niederfrequenten
Oszillationen mit héherer Amplitude. Die iktale Aktivitat dauert einige Sekunden bis
wenige Minuten an und erscheint in regelmaRigen Abstanden (Bruckner und Heinemann,
2000). Der Ursprung der iktalen Aktivitat stellt sich als sehr heterogen dar und Iasst sich
nicht einer einzelnen anatomischen Struktur des Hirnschnittes zuordnen (Buchheim et
al., 2000).

Die zweite Art von beobachtetem Entladungsmuster beschreibt kurz anhaltende, schnelle
Entladungen, welche in dem Netzwerk des Ammonshorn (lat.: Cornu amonis: CA) des
Hippocampus zu messen sind (Voskuyl und Albus, 1985). Sie wird der interiktalen
Aktivitat zugeordnet (Avoli et al., 2002).

Die dritte Form von Entladungsmuster sind kurze und langsamere Entladungen, welche
uber dem gesamten hippocampal-entorhinalen Schnitt auftreten. Die Ausbreitung dieser
interiktalen Aktivitat ist langsamer und sie lasst sich nicht durch Glutamat-Rezeptor-
Antagonisten hemmen. Sie ist auf synchrone Entladungen von Interneuronen
zuruckzuflhren (Morris et al., 1996).

Bei friheren Untersuchungen im 4-AP-Modell liel3 sich die iktale Aktivitat durch
Substanzapplikation von klassischen AED der 2. Generation, wie Carbamazepin oder
Valproat, unterdriicken. Eine Reduktion der interiktalen Aktivitat wurde hingegen erst bei
sehr hohen Konzentrationen der Substanzen erreicht (Fueta und Avoli, 1992). Weitere
Experimente konnten zeigen, dass AED die langsame interiktale Aktivitat unterdrticken,
ohne die schnelle interiktale Aktivitat in Hirnschnitten zu beeinflussen (Bruckner und
Heinemann, 2000, D'Antuono et al., 2010). Dies entspricht auch klinischen Daten, bei
denen Antikonvulsiva bei einigen Patienten mit Epilepsie keine Effekte auf interiktale
Spikes zeigten (Spencer et al., 2008). Aufgrund der deutlicheren Effekte von klassischen

AED auf die iktale Aktivitat fokussierten wir in dieser Arbeit auf die Auswertung dieser.
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Eine zweite Form der Erfassung der durch 4-AP induzierten AE ist durch das intrinsisch
optische Signal (I0S) méglich. Als I0S wird die aktivitidtsabhéngige Anderung optischer
Eigenschaften des Gewebes bezeichnet. Mithilfe des Signals lassen sich durch die
Aufzeichnung des gesamten Hirnschnitts mittels einer Kamera nicht-invasiv u.a. der
Anfallsursprung, die Ausbreitung und Grdlke der betroffenen Flache der AE mithilfe der
Analyse der Zunahme der Lichttransmission erfassen und quantifizieren (Borbely et al.,
2014). Anwendung findet die Analyse intrinsisch optischer Signale - neben den akuten
Hirnschnittmodellen mit 4-AP und Niedrig-Magnesium - in isolierten Gehirnen des
Meerschweinchens und in vivo zum Verstandnis des funktionellen Aufbaus des
somatosensorischen und visuellen Cortex (Grinvald et al., 1988, MacVicar und
Hochman, 1991, Federico et al., 1994, Meierkord et al., 1997).

2.4 Die Hippocampusformation
2.4.1 Anatomie und Physiologie

Die paarig angelegte Hippocampusformation ist in der klinischen und in der
experimentellen Epileptologie von besonderer Bedeutung, da der Hippocampus
aufgrund seiner besonderen anatomischen Netzwerkeigenschaften, wie mit dem
dreischichtigen Aufbau, und der hippocampalen Schleife eine leicht erregbare Struktur
darstellt und somit der haufigste Anfallsursprung bei fokalen Epilepsien ist. Hippocampale
Hirnschnitte, neuronale Zellkulturen hippocampaler Netzwerke und auch ganze, isolierte
Hippocampi sind haufig eingesetzte in vitro Modelle mit unterschiedlichen Vor- und
Nachteilen zur Untersuchung epileptiformer Synchronizitat (Avoli und Jefferys, 2016). Im
Rahmen der von uns untersuchten AED an kombinierten hippocampal-entorhinalen
Hirnschnitten der Ratte beschrankt sich die Beschreibung auf die Hippocampusformation
in dieser Spezies.

Die Einteilung und Definition Uber die Zugehorigkeit einzelner Strukturen zu der
hippocampalen Formation ist in der Literatur heterogen. Die hier beschriebene Einteilung
entspricht der von Amaral und Witter (Witter, 2004) (Abbildung 2-1).

Die Hippocampusformation wird nach entwicklungsgeschichtlichen Aspekten in eine
hippocampale Formation und eine parahippocampale (auch retrohippocampale) Region
unterteilt. Der Hauptunterschied liegt in der Anzahl an Schichten und der daraus

folgenden unterschiedlichen Konnektivitat.
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Die hippocampale Formation ist dreischichtig organisiert und unterteilt sich in drei
morphologische Strukturen: Gyrus dentatus, Hippocampus proper und Subiculum
(Neligan et al.). Der Hippocampus proper wird in drei Felder nach seiner Form als
Ammonshorn unterteilt: CA1, CA2, CAS.

a)

. ‘ i -\\...
rostral A ‘ caudal

Abbildung 2-1: Schematische Darstellung des Gehirns der Ratte (a) mit Skizzierung eines horizontalen
hippocampalen Hirnschnitts in der urspriinglichen Lage. Fotomikroskopische Darstellung (b) eines
horizontal geschnittenen Hippocampus in Nissl-Féarbung (schwarz-weil3 Darstellung). Ein Schnitt gleicher
Ebene ist schematisch dargestellt (c). Der Schnitt enthélt die Strukturen Cornu ammonis 1 und 3 (CA1,
CA3), Gyrus dentatus (DG), Subiculum (Sub), entorhinaler Cortex (EC), perirhinaler Cortex (PRh) und
temporaler Cortex (hier: TE). (Abbildung modifiziert nach Witter und Amaral (Witter, 2004))

Die hippocampale Formation gehdrt mit inrem dreischichtigen Aufbau zum Allocortex und
steht Uber das Subiculum mit dem 6-schichtigen entorhinalen Cortex als
parahippocampale Struktur in Verbindung, welche dem Isocortex zugerechnet wird.

Die dreidimensionale Lage der Hippocampusformation im Gehirn der Ratte ist komplex.
Als langliche, grob C-formige Struktur erstreckt sich die lange Achse (septotemporale
Achse) von rostrodorsal nach kaudoventral und liegt im medialen Temporallappen. Auf
der dem Ventrikel zugewandten Seite wird der Hippocampus vom Alveus hippocampi
bedeckt, einer Faserschicht aus hauptsachlich myelinisierten Afferenzen und Efferenzen

von Hippocampus proper und Subiculum, welche sich in die Fimbria hippocampi und den
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Fornix fortsetzen. Diese erstreckt sich vom kaudalen Ende des Balkens Uber den dritten
Ventrikel nach rostral und ventral bis zu den Corpora mamillaria.
Die Pyramidenzellschicht des Ammonshorns und die Kornerzellschicht des Gyrus
dentatus bilden zwei in sich greifende c-férmige Figuren. Der Gyrus dentatus unterteilt
sich in ein suprapyramidales Blatt, welches den medialen Anteil des Cornu ammonis
kappenartig umschlieRt und ein darauffolgendes infrapyramidales Blatt. Der
dreischichtige Aufbau der hippocampalen Formation vom Alveus ausgehend setzt sich
zusammen aus:

e Stratum oriens (Korbzellschicht)

e Stratum pyramidale (Pyramidenzellschicht)

e Stratum moleculare (Molekularzellschicht)

Das Stratum oriens stellt eine Somata-arme Zellschicht dar, bei der lediglich Somata von
Interneuronen zu finden sind. Den Hauptanteil bilden Axone, basale Dendriten von
Pyramidenzellen und Synapsen.

Das Stratum pyramidale beinhaltet mit den Somata der Pyramidenzellen die
Hauptvertreter der neuronalen Zellen des Hippocampus. Anhand der
Pyramidenzellgrofie und —dichte erfolgt die Unterteilung des Cornu ammonis in die
Region CA1 mit vielen kleinen Pyramidenzellen, CA2 mit besonders grof3en, dicht
liegenden Pyramidenzellen, welche in der Region CA3 lockerer angeordnet sind. Die
basalen Dendriten der Pyramidenzellen ziehen in das Stratum oriens und die apikalen
Dendriten in das Stratum moleculare. Im DG werden die Pyramidenzellen als
Koérnerzellen und analog hierzu das Stratum pyramidale als Stratum granusolum
(Kérnerzellschicht) bezeichnet.

Eine weitere, erwahnenswerte Zellgruppe im Stratum pyramidale sind Korbzellen. Sie
bilden korbartige Verflechtungen um die Somata der Pyramidenzellen und inhibieren
deren Aktivitat.

Im Stratum moleculare verlaufen und enden Fasern des Tractus perforans (,perforant
path“), welche u.a. Verbindungen aus dem EC und Afferenzen aus den Kernen des
Thalamus beinhalten. Eine Zellgruppe des Stratum moleculare stellen die
Chandelierzellen dar, welche inhibitorische Neurone mit axo-axonalen Verbindungen zu

den Pyramidenzellen des Stratum pyramidale sind.
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In CA3 wird durch Axone von Pyramidenzellen des DG, welche als Moosfasern
bezeichnet werden, eine schmale, zellfreie Schicht gebildet, das Stratum lucidum. Diese
verdickt sich hin zum CA2, welche visuell die Grenze zwischen CA2 und CA3 bildet.
Eine wichtige Struktur ist auch der EC, welcher den Hauptinput und -ouput des
Hippocampus bildet. Der sechs-schichtige EC besitzt oberflachliche (Schichten I-Ill) und
tiefe Schichten (Schichten IV-VI). Im medialen EC bildet die Lamina dissecans die
Trennlinie zwischen den tiefen und oberflachlichen Schichten.

Die Schichten Il, lll, V und VI stellen die zellreichen, die Schichten | und IV die zellarmen
Schichten des EC dar. Die wichtigsten Efferenzen des EC zum Hippocampus ziehen von
den Schichten Il und Ill des entorhinalen Cortex als Tractus perforans durch das
Subiculum hindurch zur Molekularschicht des Gyrus dentatus und zum Cornu ammonis
(CA1). Der wohl bekannteste exzitatorische, trisynaptische Kreislauf des Hippocampus
nimmt so seinen Ausgang: EC ->Tractus perforans - DG > Moosfasern - CA3
Pyramidenzellen - Schaffer’'sche Kollaterale > CA1 Pyramidenzellen - Subiculum -
EC.

Die Projektion der hippocampalen Verbindungen erfolgt meist unidirektional, was eher
untypisch fir die meist reziprok verlaufenden corticocorticalen Verbindungen ist. Die
Verbindungen zwischen den Pyramidenzellen des CA1 und dem Subiculum sind
hingegen reziprok. Der entorhinale Cortex projiziert ebenfalls unidirektional auf den DG
uber den sogenannten ,perforant pathway“. Durch seine reziproken Projektionen auf den
perirhinalen und postrhinalen Cortex werden diese Areale den perihippocampalen
Regionen zugerechnet. Zu diesen zahlen auch die zwischen entorhinalem Cortex und
Subiculum liegenden Pra- und Parasubiculum, welche mit mehr als drei Schichten und
gegenseitigen Verbindungen zum Subiculum nicht der hippocampalen Region

zuzurechnen sind (Scharfman et al., 2000).

2.4.2 Pathologie und Pathophysiologie

Eine Funktion des Hippocampus besteht in der Uberfiihrung neu erworbener
Informationen ins Langzeitgedachtnis Uber die Kommunikation mit dem entorhinalen
Cortex sowie subcortikalen und frontocorticalen Strukturen. Die ihm zukommende
zentrale Rolle fur die Bildung des Gedachtnisses, macht ihn zu der vermutlich am
intensivsten untersuchten Struktur des gesamten zentralen Nervensystems. Zusatzlich

weist der Hippocampus von allen Hirnregionen die niedrigste Schwelle flr epileptische
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Aktivitat auf und bringt ihn so in den Fokus flr die Erforschung der Pathophysiologie im
Rahmen der experimentellen Epileptologie (Green, 1964).

Die Temporallappenepilepsie ist mit einem Anteil von 60-75 % die haufigste Form der
fokalen Epilepsie und zeigt sich in 30 — 40 % therapierefraktar (S. Spencer und Huh,
2008). Der Ursprung der epileptischen Anfalle ist in der Mehrheit der Falle die
Hippocampusregion (S. S. Spencer et al., 1990), weshalb die Temporallappen-
Teilresektion mit Amygdalahippocampektomie eine effektive Behandlungsmaglichkeit bei
ausbleibendem medikamentdsen Erfolg darstellt (Wiebe et al., 2001, Engel et al., 2003).
Die Resektate weisen in Uber 80 % neuropathologische Veranderungen in den folgenden
Regionen der hippocampalen Formation auf: CA1, CA3 und die Hilus-Region des Gyrus
dentatus (Williamson et al., 1993).

2.5 Fragestellung der Arbeit

Bestehende in vivo Modelle bilden weiterhin das Fundament fir die Entdeckung potentiell
antikonvulsiver Substanzen, wahrend in vitro Modelle als sich anschlielRende Modelle zur
Erforschung von Wirkmechanismen dienen. Bisher ist nur wenig Uber die Effekte von
Antikonvulsiva der dritten Generation in etablierten akuten Epilepsiemodellen in vitro
bekannt. Die Untersuchung von Levetiracetam wurde von meinem Mit-Doktoranden
Ramazan Dag im Rahmen seines Dissertationsprojektes in der AG Klinische und
experimentelle Epileptologie, Charité — Universitatsmedizin Berlin, durchgefthrt. Mit LAC
und ZNS sollen in diesem Dissertationsvorhaben zwei weitere flr fokale Epilepsie
zugelassene  Antikonvulsiva der dritten Generation mit unterschiedlichen
Wirkmechanismen im akuten Rattenschnittmodell auf elektrophysiologische und
intrinsisch optische Effekte untersucht werden.
Folgende Hypothesen sollen untersucht werden:
1. LAC und ZNS reduzieren konzentrationsabhangig die durch 4-Aminopyridin
induzierte epileptiforme Aktivitat.
2. Die Effekte der beiden Antikonvulsiva sind nach dem Auswaschen der jeweiligen
Substanz reversibel.
3. Aufgrund unterschiedlicher Wirkmechanismen von ZNS und LAC zeigen sich
differente qualitative Effekte auf die untersuchten Parameter (bestimmt durch

Elektrophysiologie und optisches Signalverhalten).
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4. Die Inhibition spannungsabhangiger Natriumkanale durch LAC fuahrt im
Gegensatz zu ZNS zu einer deutlichen Reduktion des tonischen Anteils der

epileptiformen Aktivitat.
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3 Methodik

3.1 Versuchstiere

FUr die in vitro Experimente wurden adulte, mannliche Wistar Han Ratten (Janvier;
Rennes, Frankreich) mit einem Gewicht zwischen 230 und 360 g (298 + 38,6 g; n=45
Tiere, Gewicht von drei Tieren nicht ermittelt) und einem Alter zwischen 6 und 11 Wochen
verwendet. Die Aufzucht und Haltung erfolgte unter standardisierten Bedingungen
unserer zentralen Tierzuchthaltung der Experimentellen Neurologie der Charité. Im
Verlauf der Haltung wurde an den Tieren weder eine elektrophysiologische noch
mechanische Manipulation vorgenommen. Die Tétung der Ratten und Praparation der
Hirnschnitte fanden im Zeitraum zwischen 8 und 13 Uhr statt. Die anschliel3ende in vitro
Messung schloss sich fur weitere 8 bis 12 Stunden an.

Da es sich bei den Experimenten um eine Tétung mit Organentnahme handelte, bestand
eine Anzeigepflicht an das Landesamt fur Gesundheit und Soziales in Berlin. Die
Toétungsanzeige mit Kopie an den Tierschutzbund bei der Behoérde erfolgte unter den
Anzeigenummern T0336/12 und TO0158/14. Die Haltung und Behandlung der
Versuchstiere erfolgte gemald dem in Deutschland geltenden Tierschutzgesetz
(TierSchG, 5. Abschnitt, §7-§9 Tierversuche).

3.2 Praparation der akuten Hirnschnitte

Das flr die Anfertigung der Hirnschnitte verwendete Praparier-Besteck wurde zuvor flr

einige Minuten im Gefrierfach gekihlt und direkt vor Beginn der Praparation bereitgelegt.
Ein Becherglas diente zur kurzzeitigen Lagerung des separierten Gehirns mit 150 ml teils
gefrorenem, teils flissigem ACSF (ca. 4°C). Das ACSF wurde Uber ein Schlauchsystem
mit einem Gasgemisch aus 95 % Sauerstoff und 5 % Stickstoff (Carbogen) aufgesattigt.
Die Ratten wurden in eine tiefe Isofluran-Narkose (Isofluran; Abbott Arzneimittel GmbH;
Hannover, Deutschland) versetzt und nach Kontrolle ausbleibender Reaktionen auf
Schmerzreize mittels einer Guillotine flir Nagetiere (Kent Scientific, Torrington, USA)
dekapitiert. Anschlieliend wurde die Haut und Unterhaut von rostral nach okzipital mit
einem Skalpell entlang der Mittellinie durchtrennt. Die temporale Kaumuskulatur wurde
durch zwei sagittale Schnitte durchtrennt. Nach Einschnitt des Foramen magnums mit

Hilfe einer Knochenzange folgte die Mobilisierung und Entfernung der okzipitalen
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Knochenschuppe. Durch vorsichtiges Durchschneiden der Sagittalnaht wurden die
Parietalschuppen voneinander getrennt und nach lateral aufgeklappt. Mit einer
gebogenen Prazisionspinzette wurde die Dura mater vorsichtig entfernt. Nun wurden die
Frontalpole in Projektion auf die Koronarnaht mittels eines spitzen Skalpells abgesetzt.
Wahrend ein gebogener Spatel zum Herauslésen des verbleibenden Gehirns aus der
Schadelgrube diente, wurden verbleibende Gefalke und Nerven der Hirnbasis mit einer
feinen Schere durchtrennt. Die Praparationszeit von der Dekapitation bis zur
vollstandigen Separierung des Gehirns betrug fur die in die Auswertung
eingeschlossenen Tiere 103 + 16,1 Sekunden (n=45 Tiere).

Das separierte Gehirn wurde fir einige Minuten in dem Becherglas mit dem geklhltem
ACSF (ca. 4°C) zur Versorgung des Gewebes und Senkung des Metabolismus
aufbewahrt. Die anschlieRenden Schneidevorgange waren durch das gekuhlte Gewebe
mit geringerer Verformbarkeit leichter durchflhrbar.

Wahrenddessen wurden die nachsten Schritte der Praparation vorbereitet. Den
Untergrund der Praparation bildete eine mit Wasser gefullte, anschliel3end eingefrorene
und umgedrehte Petrischale, auf die ein Filterpapier positioniert wurde. Anschliel3end
wurde das Gehirn mit der Hirnbasis nach unten zeigend vorsichtig auf das Filterpapier
abgelegt und mit einer Pipette mit ACSF betraufelt.

Eine gekuhlte Rasierklinge diente zum Absetzen des Kleinhirns und dem Durchtrennen
der beiden Hemispharen. Beide Hemispharen wurden auf die mediane Schnittseite
gedreht und mit einem Transversalschnitt der hochparietale Anteil beider Hemispharen
abgetrennt. Die neu entstandene Flache diente zur Fixierung der beiden Hemispharen-
Anteile auf einen zuvor mit Klebstoff (Cyanacrylat, UHU GmbH & Co. Kg; Buhl,
Deutschland) benetzten Sockel in der Schneidekammer.

Umgehend wurde die Schneidekammer mit eisgekihltem, Carbogen-gesattigtem ACSF
(ca. 4°C) aufgefllt, bis beide Hemispharen vollstandig bedeckt waren. Wahrend des
Schneidevorgangs erfolgte die kontinuierliche Oxygenierung des ACSF mit Carbogen
mittels eines Schlauchsystems.

Mit einem Prazisionsschneidegerat (Vibroslicer; World Precision Instruments; Sarasota,
Florida, USA) wurde horizontal eine ungefahr 2 mm messende Gewebeschicht,
ausgehend von der obenliegenden Hirnbasis, abgetragen. Anschlielend erfolgte die
Anfertigung von 400 um dicken Hirnschnitten, in denen der Hippocampus transversal zur
Darstellung kam. Mit einem kleinen Pinsel und Loffel wurden die angefertigten Schnitte

von der Schneidekammer in die Interfacekammer transferiert. Als Ablage dienten mit 0,4
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pm dicken, transparenten Membranen (Milicell-CM, Milipore, Bedford; UK) beklebte

Platinrahmen.

3.3 Aufbau der Aufbewahrungs- und Messkammer

Die Durchfihrung der Experimente erfolgte unter Interfacebedingungen. Die Schnitte
befanden sich in den Kammern auf den Membranen zwischen fllissiger und gasférmiger
Phase. Der Versuchsaufbau inklusive der Messvorrichtung ist in Abbildung 3-1 skizziert.
Die beiden Perfusionskammern befanden sich als Hohlraum eingelassen in einem
Plexiglaszylinder. Ein weiterer den Zylinder ausflllender Hohlraum unterhalb der
Kammern wurde zur Halfte mit destilliertem Wasser, welches kontinuierlich mit Carbogen
aufgesattigt wurde, aufgeflllt. Eine Heizspirale an der inneren Wand des Hohlraumes
erwarmte das Wasser auf 35 + 0,5°C. Ein Temperaturflhler diente der Kontrolle. Das
aufsteigende wasserdampfgesattigte Gas stieg Uber in der Seite der Kammer befindliche
BelUftungsschlitze in diese auf und bildete die gasférmige Phase.

Die flissige Phase wurde durch ACSF gebildet, welches Uber eine Perfusionspumpe
kontinuierlich (1,5 - 2 ml/min) in die Kammern floss. Zwei separate Schlauchsysteme
ermdglichten die voneinander unabhangige Perfusion der Kammern mit verschiedenen
Ldsungen.

Ein Wasserbad warmte das ACSF auf ca. 36,5°C. Der Warmeverlust entlang des
Schlauchsystems wurde durch den Verlauf innerhalb des gewarmten, destillierten
Wassers des Plexiglaszylinders kompensiert. Regelmalige Kontrollen mit einem
Messfuhler in den Kammern bestatigten Temperaturen der flissigen Phase von 35,0 +
0,5°C. Ein Ablaufsystem am anderen Ende der Kammer garantierte einen
kontinuierlichen und annahernd gleichmaRigen Durchfluss. Die verbrauchte Ldsung
wurde in einem Auffangbehaltnis gesammelt und entsorgt.

Die beiden Kammern lassen sich in eine Aufbewahrungs- und eine Messinterfacekammer
unterteilen. Die Aufbewahrungskammer kann bis zu vier Schnitte, auf Membranen
liegend, beinhalten und wurde Uber das gesamte Experiment mit ACSF versorgt. Fur die
Reduktion von Temperaturschwankungen, eine hohe Carbogengassattigung und zum
Schutz vor Austrocknung wurde die Aufbewahrungskammer mit einem Kissen aus
Zellstoff abgedeckt.
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Datenverarbeitung

CCD-Kamera —
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PC, Videorekorder, 2
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Abbildung 3-1: Versuchsaufbau skizziert: In der Interfacekammer liegt auf einer Biomembran und
perfundiert von Artificial Cerebrospinal Fluid (ACSF) der zu untersuchende Hirnschnitt. Unter diesem
befindet sich Wasser, welches mit Carbogen geséttigt und durch eine Heizung auf ca. 36° C erwdrmt wird.
Eine Halogenlampe erzeugt das Licht, welches mittels Glasfaserkabel und durch ein Prisma zur
horizontalen Durchleuchtung den Hirnschnitt erreicht. Der Hirnschnitt wird durch ein Mikroskop mittels
CCD-Kamera fiir das intrinsisch optische Signal untersucht. Eine Glaselektrode dient im entorhinalen
Cortex zur extrazelluldren Summenpotentialmessung. Das elektrophysiologische Signal wird anschlieBend
Uber einen Verstdrker empfangen und an den Rechner zur Digitalisierung weitergeleitet. Mittels Spike2
lassen sich so im Verlauf die AE auf einem Monitor beobachten. Ein weiterer Monitor gibt ein vergré3ertes
Bild des durchleuchteten Schnittes wieder. (modifiziert nach Dr. med. Katharina Buchheim 1 und Dr. med.
Florian Weissinger, friihere Mitarbeiter der AG Klinische und experimentelle Epileptologie an der Charité.)
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Die Messkammer diente im Anschluss der Praparation ebenfalls fur die Inkubationszeit
als Aufbewahrungskammer und wurde mit Beginn der Messungen mit dem Zusatz von
4-AP zu dem ACSF perfundiert. Die Messkammer beinhaltete zu jeder Zeit nur einen

Schnitt und war wahrend der Messungen nicht abgedeckt.

3.4 Perfusionslosungen

Je drei verschiedene Perfusionsldosungen wurden in den Experimenten im 4-AP Modell
genutzt: eine Ldsung zur Aufrechterhaltung der Viabilitdt (Inkubationslésung), eine
Ldsung zum Auslésen der AE (Induktionslésung) und eine Lésung zur Untersuchung der
Medikamentenwirkungen (Medikamentenldsung).

Die Grundlage jeder Léosung war das ACSF, welche als kinstliche Nahrlésung und
Liquor-Ersatz den Schnitt mit ausreichenden Metaboliten versorgt. Die Herstellung
erfolgte in unserem Labor und orientierte sich an der Zusammensetzung des Liquors der
Ratte. Folgende Inhaltsstoffe und Konzentrationen wurden verwendet (Angaben in mM):
NaCl 129,0; 3,0 KCI; MgS0O: 1,8; NaH2PO4 1,25; NaHCO3 21,0; (alle Chemikalien Carl
Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe, Deutschland) CaCl, 1,6 (Merck KGaA; Darmstadt,
Deutschland) und Glucose 10,0 (Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, USA).

Die Osmolalitat lag im physiologischen Bereich mit 300,2 + 2,5 mosmol/kg fur ACSF und
300,4 + 2,6 mosmol/kg fur 4-AP (n=45 Experimente). Ein Osmometer (Osmomat 3000;
Gonotec, Berlin, Deutschland) diente der Bestimmung. Stichprobenartige pH-Kontrollen
mit einem pH-Meter (Mettler-Toledo; Columbus, Ohio, USA) zeigten pH-Werte von 7,40
1 0,3 (n=6 Experimente).

Fir die Induktion epileptiformer Aktivitat Gber die 3-stiindige Messung wurde das ACSF
mit 4-AP (Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, USA) in einer Konzentration von 100 yM
angereichert (Induktionslésung) und dem Schnitt in der Messkammer zugesetzt. Um die
Wirkung von LAC (Toronto Research Chemicals; Toronto, Kanada) und ZNS (Sigma-
Aldrich; St. Louis, Missouri, USA) zu untersuchen, wurde eines der beiden Medikamente
wahrend der zweiten Stunde des Experiments der Induktionslésung hinzugeflugt.
Methanol (0,1-0,3 %) diente als Lésungsmittel fur LAC. Um Effekte von Methanol
auszuschlie3en, wurden die Messungen der Kontroligruppe (n=9) mit Messungen mit
Methanol 1 %o (Merck KGaA; Darmstadt, Deutschland) (n=3) bei sonst gleichen
Bedingungen verglichen. Die Zusammensetzung der verschiedenen Losungen ist in

Tabelle 3-1 dargestelit.
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Inkubationsldésung ACSF
Induktionslésung ACSF + 100 uM 4-AP
Medikamentenldsung ACSF + 100 uM 4-AP + Medikament

Tabelle 3-1: Darstellung der Zusammensetzung der 3 genutzten Lésungen. Die Inkubationslésung dient
zur Inkubation fir mindestens 1 Stunde. Die Induktionslésung wird in der Kontrollgruppe tber 3 Stunden,
in den Medikamentengruppen in Stunde 1 und 3 eingesetzt. Wahrend der Intervention wird die
Medikamentenldsung in die Messkammer eingebracht.

3.5 Versuchsprotokoll

Die Effekte von LAC und ZNS auf AE in vitro wurden im akuten Rattenhirnschnittmodell
elektrophysiologisch und optisch erfasst. Es wurden kombinierte hippocampal-
entorhinale Hirnschnitte in einer horizontalen Ebene von Wistar Han Ratten angefertigt.
Die Induktion epileptiformer Aktivitat erfolgte durch 4-AP (Kito et al., 1996). Anschliel3end
erfasste eine kontinuierliche elektrophysiologische Messung des entorhinalen Cortex die
epileptiforme Aktivitat. Die intrinsisch optische Messung zeichnete den Anfallsursprung
und die Ausbreitung der Erregung auf. Um konzentrationsabhangige Effekte der
Medikamente zu untersuchen, wurden je drei verschiedene Konzentrationen fir LAC (10
MM, 33 pM, 100 pM) und ZNS (33 pM, 100 pM, 300 pM) eingesetzt und mit einer
Kontroligruppe ohne Medikament verglichen. Die Konzentrationen wurden nach
Literaturrecherchen von klinischen und experimentellen Studien ausgewahlt (Kumagai et
al., 1993, Lees et al.,, 2006, Thone et al., 2008). Die Messdauer pro untersuchtem
Hirnschnitt betrug 180 Minuten und teilte sich in drei gleich grof3e Abschnitte zu je 60
Minuten (Abbildung 3-2). Innerhalb der ersten Stunde wurden Anfalle durch 4-AP
induziert, die ungefahr 40 Minuten nach Messbeginn eine stabile Phase erreichten.
Anschlieend wurde flr 60 Minuten das Medikament dem Hirnschnitt hinzugegeben. In
der letzten Stunde wurde durch den Entzug des Medikaments die Reversibilitat der

Wirksamkeit untersucht.
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Abbildung 3-2: Versuchsprotokoll mit der Inkubation von mindestens 60 Minuten und der anschlieBenden
180-miniitigen Messung mit den drei je 60 Minuten dauernden aufeinanderfolgenden Phasen: Baseline,
Intervention und Wash out. Wahrend der gesamten drei Stunden ist der Schnitt unter Interfacebedingungen
ACSF und 4-AP ausgesetzt. Hinzu kommt fiir die 2. Stunde zusétzlich das AED (LAC oder ZNS) in einer
von drei méglichen Konzentrationen. In der Kontrollgruppe entfiel das AED, in der Methanolgruppe wurde
der Induktionslésung 1%o0 Methanol fiir die Zeit der Intervention hinzugefugt.

3.6 Elektrophysiologische Messinstrumente

3.6.1 Messelektrode

Zur Messung der elektrophysiologischen Aktivitdt wurde eine Glaselektrode genutzt.
Mittels eines Elektrodenziehgerats (PC-10; Narishige-group; London, UK) wurde diese
aus einem einlumigen Borosilikatglas (GB150F — 8P; Science products GmbH, Hofheim,
Deutschland) ausgezogen. Mit einer feinen Pipette wurde das Kapillarlumen mit 150 mM
NaCl-Lésung zur Halfte aufgeflllt. Ein chlorierter Silberdraht diente als Verbindung
zwischen dem NaCl-haltigen Wasser der Glaselektrode und einem Verstarker. Zur
Fixierung des Silbernitratdrahtes verschlossen wir das Kapillarlumen mit erwarmten

Dentalwachs.

3.6.2 Stimulationselektrode

Eine doppellumige Thetaglas-Kapillare wurde zur Herstellung einer bipolaren
Reizelektrode verwendet. Sie wurde mittels Elektrodenziehgerat ausgezogen und auf
einen breiten Durchmesser von ca. 0,1 mm zurickgebrochen. Zwei Silberdrahte wurden
mit je einem Platin-Iridium-Draht verlétet (Goodfellow; Cambridge, UK) und in die beiden
Lumen eingebracht. Die so separierten Platindrahte ragten in einem Abstand von

maximal 0,1 mm voneinander an der Kapillarspitze heraus. Dentalwachs diente der
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Fixierung der Drahte an beiden Enden der Elektrode. Die herausragenden Platindrahte

wurden mittels Schere auf 3 mm gekurzt.

3.6.3 Viabilitatsprufung

Die Viabilitatsprufung erfolgte direkt vor der Messung an dem in der Messkammer
liegenden Schnitt. Die Stimulationselektrode und Messelektrode wurden an magnetisch
am Labortisch fixierten Mikromanipulatoren eingebracht. Die Stimulationselektrode
wurde im Bereich der Schaffer-Kollateralen in der Region CA3 in den Schnitt eingebracht
und die Messelektrode in die Pyramidenzellschicht der hippocampalen Region CA1. Die
Uberpriifung der Viabilitat erfolgte durch die Stimulation der Schaffer-Kollateralen durch
einen Stimulusisolator. Die Reizdauer, Art und Frequenz des Stimulus konnte Uber ein
programmierbares Reizgerat (Master-8; A.M.P.l.; Jerusalem, Israel) angesteuert werden.
Die anschlieRende Ableitung des Feldpotentials mit der Messelektrode im Bereich CA1
wurde Uber eine Verstarkung des Signals (Differenzverstarker, Zwischenverstarker,
Eigenbau des Instituts) auf einem Speicheroszilloskop (HM305; HAMEG; Frankfurt a. M.,
Deutschland) dargestellt. Ein Digitalwandler (Micro 1401 analog digital converter,
Cambridge Electronic Design Limited; Cambridge, UK) erméglichte die Speicherung der
Daten mittels der Computersoftware (Signal3, Cambridge Electronic Design Limited;
Cambridge, UK).

Die Stimulation wurde aufsteigend mit einer Spannung von 2V bis 10V appliziert. Bei
fehlender Antwort folgte die Kontrolle und gegebenenfalls Korrektur der
Elektrodenpositionen. Ein messbarer Populationsspike von 2 mV oder mehr diente als
Kriterium fir die Viabilitat des Schnittes, welches zweimalig nach je 10 Sekunden zu
reproduzieren war (Abbildung 3-3). Die Stimulationsantwort wurde auf unserem Laufwerk
gesichert und der Schnitt zur Messung verwendet. Wurde keine oder eine Antwort mit zu
kleiner Amplitude gemessen, wurde der Schnitt verworfen und ein anderer Schnitt aus

der Aufbewahrungskammer in die Messkammer transferiert.
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Abbildung 3-3: Elektrophysiologische Aufnahme einer Stimulation mit 7 V im Bereich CA3 mit Ableitung
in der Pyramidenzellschicht im Bereich CA1. Die Aufzeichnung erfolgte mittels der Software ,Signal®. In
diesem Beispiel wurde eine ausreichende Reizantwort von mehr als 2 mV erzeugt, so dass der Schnitt in
die anschlieBende Messung einbezogen wurde (Abtastrate 1000 Hz).

3.7 Messung
3.7.1 Elektrophysiologische Messung

Nach bestandener Viabilitdtskontrolle wurde die Stimulationselektrode aus dem Schnitt
entfernt und die Messelektrode in die tiefen Schichten (IV/V) des lateralen entorhinalen
Cortex in einem Winkel von 30° zur Senkrechten ungefahr 100 um tief eingebracht
(Abbildung 3-4). Die Glaselektrode registrierte Anderungen des extrazelluldren
Feldpotentials in Form von Potentialschwankungen durch die Depolarisation von
Neuronen, vergleichbar mit denen eines Elektroenzephalogramms (EEG). Ein
Differenzverstarker zwischen Elektrode und Speicheroszilloskop verstarkte das Signal
um das 1000-fache. Anschlielend wurde das analoge Signal mit einem A/D-Wandler
digitalisiert und Uber die Software Spike2 Version 7.0 auf dem Computer gespeichert. So
lieRen sich Spikes und Bursts von Beginn der Aufzeichnung an beobachten, welche auf
eine erhaltene Viabilitat hinwiesen. Nach 10 bis 40 Minuten setzten AE ein, die sich im
Verlauf in Dauer und Frequenz stabilisierten.

Die Software Spike2 (Cambridge Electronic Design Limited; Cambridge, UK) zeichnete
kontinuierlich die Aktivitat auf. Nach Einbringen der Induktionslésung wurde die
Aufnahme mit Spike2 gestartet. Erste AE traten nach 25 £ 10 Minuten (n=49 Hirnschnitte)
auf. Diese konnten in drei Phasen, Phase der Potentialnegativierung — tonische Phase —
klonische Phase, unterteilt werden (Abbildung 3-5). Die Messung an einem Hirnschnitt
wurde nur fortgesetzt, wenn folgende elektrophysiologische Kriterien erflllt wurden: 1)
Feldpotentialabfall von mindestens 0,1 mV, 2) hochfrequente Potentialschwankungen

nach Potentialabfall (tonische Phase) 3) Dauer von mindestens 15 Sekunden 4)
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Erreichen einer stabilen Phase mit regelmafiger Inzidenz und Dauer der AE 5)
Abwesenheit von AE-beeinflussende Spreading depressions.

Spreading depressions (SD, auch Spreading depolarization), erstmals von Ledo 1944
beschrieben, beschreiben das Phanomen einer sich ausbreitenden Abnahme
elektrischer Aktivitat (engl. Depression), welche unter pathologischen Konditionen, z.B.
Traumata, Epilepsie, Hypoglykamie, entstehen kann. SD fihren zum Verlust der lonen-
Homdostase, Veranderung der vaskularen Reaktion und der synaptischen Struktur
(Leao, 1947). Es kommt zu einer massiven Umverteilung von extrazellularen lonen und
Wasser (Hansen und Zeuthen, 1981). Auch in vitro fuhren die Ischamie wahrend der
Praparation, das Niedrig-Magnesium-Modell und das 4-AP-Modell in hippocampalen
Strukturen zu SD (Avoli et al., 1991, Psarropoulou und Avoli, 1993). Diese lassen sich
durch extrazellulare Feldpotentialmessungen und durch intrinsisch optische Messungen
erfassen. Durch die zahlreichen zellularen Veranderungen resultiert eine verlangerte

Refraktarzeit, die die Untersuchung von Medikamenteneffekten bei Auftreten von SD

erschwert.

Abbildung 3-4: Bild eines Hirnschnittes mit einer im lateralen entorhinalen Cortex positionierten Elektrode.
Der kombinierte hippocampal-entorhinale Hirnschnitt stammt aus der rechten Hirnhemisphére.

3.7.2 Intrinsisch optische Messung

Als intrinsisch optisches Signal (I0S) wird die aktivitdtsabhangige Anderung optischer
Eigenschaften des Gewebes bezeichnet. Im Gegensatz zu extrinsischen optischen
Signalen wird hier auf den Einsatz von Hilfsmitteln wie Farbstoffen zum Einfarben
verzichtet. Durch die Aufzeichnung des gesamten Hirnschnittes kann die epileptische

Aktivitat detektiert und so auf den Einsatz multipler Elektroden verzichtet werden. Durch
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diese Form der nicht-invasiven Bildgebung kdnnen Anfallsursprung, Ausbreitung,
Anderung der Lichttransmission und GréRe der betroffenen Flache exakt bestimmt
werden.

FUr die Messung des intrinsisch optischen Signals wurde eine CCD Kamera (8 bit, Sanyo,
Osaka, Japan) verwendet (engl.: charged coupled device (CCD)). Ein Fototubus (Leica
Camera AG; Wetzlar, Deutschland) hielt die Kamera und ermoglichte die Aufnahme im
senkrechten Winkel von oben. Ein binokulares Objektiv diente der Beobachtung des
Schnittes und ermdoglichte je nach Wahl eine 1,6-, 2,5- und 4,0-fache VergréRerung des
Schnittes. Fur die Aufnahmen des 10S-Signales wurde die 2,5-fache Vergrof3erung
genutzt. Um dem Schnitt ausreichend Licht zuzufliihren, wurde dieser von unten mittels
stabilisierter und spannungsregulierter Halogenlampe als Kaltlichtquelle durchleuchtet
(KL 1500 electronic; Scott, Wiesbaden, Deutschland). Ein direkt unter dem Schnitt in der
Messkammer eingelassener gebogener Glasstab (J 8 mm) gewahrleistete eine
homogene Durchleuchtung des Schnittes. Das Licht wurde ungefiltert Gber Glasfasern
bis zum Boden der Messkammer geleitet. Der Lichtstrahl verlief anschlieRend durch das
Plexiglas, die transparente Biomembran und den Schnitt. Ein Videomonitor zeigte
kontinuierlich das durch die CCD-Kamera aufgenommene Bild. Aufgrund der anfallenden
grolien Datenmengen erfolgte die Aufzeichnung der Bildsequenzen nicht kontinuierlich.
Sie wurde manuell gestartet, sobald in der elektrophysiologischen Messung ein AE
auftrat. Die Bildsequenzen wurden mit Hilfe des Softwareprogramms Grabvarcal auf der
Festplatte des Computers gespeichert. Eine Video-Digitalisierungskarte (Video-Grabber
Karte PCI Grabber 4+, Phytec GmbH, Deutschland) diente der Umwandlung des
analogen in ein digitales Videosignal. Die Transmissionsanderung beginnt dabei kurz
nach dem Einsetzen der elektrophysiologisch gemessenen Aktivitat (Meierkord et al.,
1997, Weissinger et al., 2000). Eine von uns auf 100 Bilder festgelegte Sequenz fur die
vollstandige zeitliche Erfassung speicherte und I6schte die Software in einem first in —
first out“-Puffer. Sobald eine Aufnahme gestartet wurde, wurden die zuletzt gesicherten
100 Bilder vor die folgende Aufnahme angeflgt. Bei einer ungefahren Bildfrequenz von
10 Bildern pro Sekunde ermoglichte dies eine retrospektive Aufnahme von 10 Sekunden
vor dem Start. So konnten auch AE mit dem Ursprungsort aul3erhalb des entorhinalen
Cortex, die erst mit der Ausbreitung zum entorhinalen Cortex elektrophysiologisch erfasst
wurden, ausreichend frih durch das optische Signal entdeckt werden.

Die Aufldsung der Bilder betragt 320 x 240 Pixel, dabei entsprachen 57 Pixel einem

Millimeter. Jedem Pixel wurde eine von 256 verschiedenen Graustufen pro Bild
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zugeordnet. Die Aufnahmen enthielten zwischen 500 und 1.800 Bilder, entsprechend 50

bis 180 Sekunden, und wurden entsprechend der Dauer vorheriger Anfalle gewahlt.

3.8 Datenerfassung und Analyse

Die elektrophysiologische Datenerfassung erfolgte kontinuierlich mit Hilfe des
Programms Spike2. Die optischen Signale der AE wurden initial durch ein hauseigenes
Programm (Grabvarcal) aufgezeichnet. Flir die Analyse aller Daten wurde Matlab
verwendet (Version 8.6, The MathWorks; Natick, Massachusetts, USA), fur die optischen
Daten zusatzlich ImageJ/FIJI (Schindelin et al., 2012).

3.8.1 Elektrophysiologische Daten

Zur Auswertung der elektrophysiologischen Daten wurden die erfassten Datensatze in
MAT-Dateien konvertiert. Die weitere Auswertung wurde mittels der Software Matlab und
einem hauseigenen Skript zur Standardisierung der Auswertung durchgefiihrt. Die
Funktionsweise des Programms wird im Folgenden beschrieben und so die
auszuwertenden Parameter naher erlautert. Elektrophysiologisch wurde die Gesamtheit

aller AE fur alle 180-Minuten dauernden Messungen ausgewertet.

3.8.1.1 Identifizierung anfallsartiger Ereignisse mit Matlab

In einem ersten Schritt wurde die Nulllinie der Aktivitat geglattet. Wahrend einer 180-
minutigen Aufnahme konnte es zu langsamen Drifts des Feldpotentials kommen, die die
Grundlinie im Verlauf um mehrere mV verschoben. Die Glattung erfolgte durch das
Setzen von Punkten innerhalb des 180-mindtigen Aufzeichnung, die als Nullpunkt
definiert waren (Abbildung 3-6). Im nachsten Schritt wurden Ausschlage Uber eine
gewahlte Standardabweichung registriert und dienten dem Identifizieren von AE
(Abbildung 3-7). Eine optische Plausibilitatskontrolle folgte. Schliel3lich wurden die AE

aus der ursprunglichen Aufzeichnung isoliert (Abbildung 3-8).
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3.8.1.2 Frequenz und Dauer des anfallartigen Ereignisses

Der Startpunkt wurde nach Highpass-Filterung des AE durch die Negativabweichung der
Baseline um mehr als das 1,5-fache der Standardabweichung festgelegt und optisch auf
Plausibilitat gepraft (Abbildung 3-9). Der Endpunkt wurde gesetzt als letzter Punkt der
einfachen Standardabweichung des AE und optisch auf Plausibilitat kontrolliert
(Abbildung 3-10). So konnten der Startpunkt in Bezug auf die gesamte Aufzeichnung
erfasst und die Inzidenz und damit die Auftrittshaufigkeit und die Frequenz der
epileptiformen Ereignisse ermittelt werden. Eine AE-Frequenz wird jedem ausgewerteten
AE zugeordnet. Sie ist definiert als der Kehrwert der Periodendauer des betrachteten AE
zu dem Vorangegangenen in Minuten und wurde in der Einheit min~' angegeben. Bei
einer vollstandigen Blockade der AE wahrend der Intervention wurde die Frequenz fur
die Intervention mit 0 min~" festgelegt.

Die AE-Dauer liel3 sich in Kombination mit dem Endpunkt des Ereignisses ermitteln:

Dauer =t endpunkt — t Startpunt.

3.8.1.3 Amplitude

Der maximale Abfall von der Nulllinie zum Beginn des AE beschreibt die Amplitude. Durch
Setzen eines Markers im Bereich des niedrigsten Punktes wird die Differenz zum vorher
gewahlten Startpunkt auf der Nulllinie gebildet und als Betrag in mV ausgegeben
(Abbildung 3-9). Die Amplitude hangt direkt von der Anzahl synchron involvierter
Neuronen ab und fallt im Verlauf langerer Aufnahmen am ehesten durch die abnehmende

Anzahl an vitalen Neuronen aufgrund der nicht physiologischen Bedingungen.

3.8.1.4 Tonische Phase

Im AE folgt auf die initiale Potentialnegativierung eine auftretende hochfrequente
Oszillation (um 10-25 Hz). Diese halt einige Sekunden an und geht in eine Oszillation
niedrigerer Frequenz (<10 Hz) mit grélReren Ausschlagen Uber (Abbildung 3-5). In
Verknupfung mit den motorischen Komponenten bei epileptischen generalisierten
tonisch-klonischen Anfallen in vivo wird die hochfrequente Phase als tonische und die
niederfrequente als klonische Phase bezeichnet (Matsumoto und Marsan, 1964).

Nach der initialen Potentialnegativierung wurde der Beginn der tonischen Phase mit dem

Uberschreiten einer Spikefrequenz von 10 Hz definiert (Abbildung 3-12). Die Spikes
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innerhalb der AE wurden mittels Highpass-Filter und einer Schwellenwertdetektion
(Standardabweichung) erkannt (Abbildung 3-11). Die Standardabweichung wurde nach
optischer Plausibilitadtskontrolle manuell angepasst. Das Ende der tonischen Phase
wurde beim folgenden erstmaligen Unterschreiten einer Frequenz von 5 Hz festgelegt.
Die festgelegten Grenzwerte fur die Beschreibung der Phasen beruhen auf einer
optischen Plausibilitatskontrolle. Die tonische Phase wurde absolut in Sekunden und als

relative tonische Phase im Verhaltnis zu der Dauer des AE beschrieben.

2,5mV

2s

Abbildung 3-5: Die Unterteilung eines elektrophysiologisch aufgezeichneten AE in drei Phasen:
1) Initiale Potentialnegativierung, 2) Tonische Phase, 3) Klonische Phase.

a) b)
N e
2mV|_ 2mV|_
20 min 20 min

Abbildung 3-6: Die elektrophysiologische Aufnahme (ber 180 Minuten mit wiederholten AE. Vor Glattung
der Drifts (a)) und nach erfolgter Glattung (b)). Durch die Gléattung lassen sich mittels der
Standardabweichung der Spannung die AE registrieren.
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Abbildung 3-7: Die Registrierung der AE mittels der zweiten Standardabweichung der Spannung. Die so
registrierten AE wurden mittels blauen Kreisen markiert. In diesem Beispiel wurden 37 AE registriert, von
denen 36 tatsdchlichen AE entsprachen und ein Artefakt initial eingeschlossen wurde.

0,5mV

5 sec

Abbildung 3-8: Ein einzelnes isoliertes AE aus dem zuvor (Abbildung 3-7) dargestellten Experiment. Jedes
einzelne der AE wurde nach initialer Registrierung optisch kontrolliert und nur im Falle der Erfiillung der
gesetzten Kriterien fiir ein AE eingeschlossen. Dieses AE wurde in die weitere Auswertung einbezogen.
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Abbildung 3-9: Die Festlegung des Beginns des AE mit dem Beginn der initialen Potentialnegativierung
mittels Matlab. Gleichzeitig setzt der Computer nach einem Lowpass-Filter zusétzlich den negativsten
Punkt nach initialer Potentialnegativierung. Durch diesen und den Startpunkt lassen sich sowohl die Héhe
der Amplitude in mV als auch der Beginn des AE in Bezug auf das Experiment und in Bezug auf die Dauer
des AE berechnen.
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Abbildung 3-10: Die Festlegung des AE-Endes erfolgt semiautomatisch anhand des dargestellten AE
(schwarz) nach Highpass-Filterung (rot). Mittels Standardabweichung bestimmt Matlab den letzten Spike
des AE (roter Punkt). Mittels optischer Kontrolle war bei falscher Festlequng des Endpunkts eine manuelle
Einstellung méglich. Der Endpunkt dient mit dem zuvor ermittelten Startpunkt zur Berechnung der Dauer
des einzelnen AE.
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Abbildung 3-11: Ein isoliertes AE vor (schwarz) und nach Highpass-Filterung (rot). Mittels der
Standardabweichung nach Highpass-Filterung konnten so die einzelnen Spikes (blaue Punkte/Kreuze)
registriert werden. Uber die Spikes lief8 sich in einem folgenden Schritt die Frequenz der Oszillation
bestimmen.
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Abbildung 3-12: Berechnung der Frequenz eines AE Uliber die Zeit. Im unteren Bildabschnitt ist das
urspriingliche AE nach Lowpass-Filter in schwarz zu erkennen. Oben wird die jeweilige Frequenz der
Spikes (S) (ber die Zeit angezeigt. Die rote Horizontale entspricht der Spikefrequenz von 4 S/sec. Die
Frequenz ist nach initialer Potentialnegativierung im Bereich von 20 Hz und féllt im Verlauf auf unter 5 Hz,
welcher als der Bereich der tonischen Phase festgelegt wurde (siehe die zwei griinen Punkte mit den
schwarzen vertikalen Strichen). Die folgende Phase zeigte ebenfalls in der Frequenz eine Oszillation und
wird als nicht-tonische bzw. als klonische definiert.
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3.8.2 Intrinsisch optische Daten

Die Datenauswertung der optischen Daten erfolgte flr die Ursprungsregion mit dem
speziellen Bildverarbeitungsprogramm Grabvarcal, welches zur Datenerhebung diente.
Die Transmissionsanderung und der Ausbreitungsgrad wurden mit Matlab und
ImageJ/FIJI ausgewertet. Die Auswertung der Daten erfolgte ausschlieRlich fir die schon

zuvor elektrophysiologisch betrachteten AE der stabilen Phase.

3.8.2.1 Ursprungsort

Die gespeicherten Bildsequenzen wurden wahrend des Experiments auf Ursprung und
Ausbreitung untersucht. Durch die farbliche Kodierung der Graustufen konnte der Beginn
der Transmissionsénderung nachvollzogen werden. Die erste Anderung von mindestens
einem Prozentpunkt in einem Pixel in Bezug zur Transmission wurde als Aktivitatsbeginn
festgelegt. So konnte topografisch ein Ursprung der AE registriert werden. Eine
Identifikation der von diesem Punkt weiter ausgehenden raumlichen Ausdehnung der
Aktivitat wurde ebenfalls deskriptiv ausgewertet. Bei Unklarheit der Ursprungsregion
wurde zusatzlich die im Programm Matlab ausgewertete Information des Ursprungs mit

der zuvor deskriptiven Variante abgeglichen und gegebenenfalls korrigiert.

3.8.2.2 Maximale Transmissionsanderung

Die Transmission wurde in 256 Graustufen kodiert. Zur Beurteilung der
Transmissionsanderung wurde flr jeden Pixel eine Referenztransmission
(arithmetisches Mittel der Transmission der ersten 20 Bilder jeder Aufnahmesequenz vor
Beginn eines AE) gebildet. Die Transmissionsanderung (AT) eines Pixels wahrend der
Bildsequenz wurde als Differenz der Transmission zur Referenztransmission berechnet.
AnschlieBend wurde der Quotient aus Transmissionsanderung und der
Referenztransmission errechnet (AT/T). AT/T betrug im Maximum 3 + 4 % (n=100 Pixel).
Die Informationen aus den Pixeln wurden in Raster aus quadratischen Feldern (engl.:
Region of Interest (ROI)) mit einer Kantenlange von 20 Pixeln zusammengefasst. Die
ROl wurden entsprechend der Markierung der zu untersuchenden anatomischen
Regionen durch das Programm Matlab gesetzt. Es wurde das arithmetische Mittel der
Transmissionsanderung (AT/T) aller Pixel eines ROl bestimmt. Das den vier

anatomischen Regionen zugehdrige Feld mit der maximalen Transmissionsanderung
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(maxAT/T) wird in den Ergebnissen auf Medikamenteneffekte untersucht. Die maximale
Transmissionsanderung lag bei samtlichen AE bei 2,17 + 1,36 % (n = 525). Eine farblich
kodierte Bildsequenz aus einer Uber 500 Bilder umfassenden Aufnahme ist in Abbildung
3-13 dargestellt.

Das optische Hintergrundrauschen, definiert als maximale Transmissionsanderung in
nicht involvierten ROI, betrug im Durchschnitt weniger als 0,1 % (0,06 % + 0,04 %) (n=20
ROls) und das Signal-Rausch-Verhaltnis lag zwischen 8,1 und 176,5 (n=20).

Sekunde 1 - Sekunde 10 Sekunde 20

ATIT

0.07
0.06
0.05
0.04
0.03
0.02
0.01
Sekunde 30 Sekunde 40 Sekunde 50 -g-g:'

Abbildung 3-13: Darstellung einer sechs Bilder umfassenden Sequenz eines AE, beginnend im
entorhinalen Cortex (EC). Die ersten zwei Bilder sind mit Beginn der Aufnahme in Sekunde 1, sowie nach
10 Sekunden, gemacht worden und zeigen noch keine signifikante optische Verdnderung auf. Die
Ausbreitung bezieht im Folgenden den perirhinalen Cortex (PRh) und temporalen Cortex (TC) mit ein. Das
Subiculum (Sub) ist in diesem Beispiel nicht betroffen. Rechts ist die Legende mit der farblich kodierten
Transmissionsénderung (AT/T) dargestellt von -1 bis 7 % (-0,01 bis 0,07). Die maximale

Transmissionsédnderung befindet sich optisch um die Elektrodenspitze im entorhinalen und perirhinalen
Cortex.

3.8.2.3 Ausbreitungsgrad

Der Ausbreitungsgrad beschreibt den Anteil der erregten Flache der einzelnen Regionen.
Nach der manuellen Festlegung der anatomischen Regionen wurde ihre jeweilige
Pixelzahl berechnet. Im Verlauf der optischen Signale Uberschritten zu keinem Zeitpunkt
alle Pixel einer Region den Grenzwert flr ein AE. Deshalb wurde fur jeden Pixel der
Region eine Transmissionsanderung von mindestens 1 Prozentpunkt zum Referenzwert
fur mindestens 20 Bilder Uber die gesamte Aufnahmezeit als positive Erregung definiert.

Anschlie®end wurde der Anteil von erregten Pixeln an allen Pixeln der definierten
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anatomischen Region fur die Dauer des gesamten AE berechnet und als prozentualer

Anteil der Erregung dieser Region angegeben.

3.9 Statistik und Datenprasentation

Zur statistischen Auswertung wurden acht unterschiedliche Gruppen gebildet. Eine
Kontrollgruppe, bei der kein Medikament eingewaschen wurde (n=9 Hirnschnitte), drei
LAC-Gruppen mit den Konzentrationen 10 yM (n=13 Hirnschnitte), 33 uM (n=10
Hirnschnitte), 100 uM (n=5 Hirnschnitte) und drei ZNS-Gruppen mit den Konzentrationen
33 UM (n=10 Hirnschnitte), 100 yM (n=13 Hirnschnitte), 300 uM (n=5 Hirnschnitte). LAC
musste konzentrationsabhangig Uber den Zusatz von Methanol 0,01 - 0,03 % in Lésung
gehalten werden. Deshalb wurde eine weitere Gruppe mit einem noch héheren Gehalt
von 0,1 % Methanol (n=3 Hirnschnitte) gegen die Kontrollgruppe getestet, um der Frage
nach einem toxischen Effekt dieser Substanz nachzugehen. Die Methanolgruppe wurde
in den folgenden Analysen, bei nicht signifikanten Unterschieden zur Kontrollgruppe,
dieser zugeordnet (n=12 Hirnschnitte).

FUr samtliche elektrophysiologisch erhobene Parameter (Dauer, Frequenz, Amplitude,
Dauer der tonischen Phase) wurde der Medikamenteneffekt untersucht. Die 180-mindtige
Aufnahme wurde nach Bedingungen in drei Abschnitten zu je 60 Minuten eingeteilt. In
der ersten Stunde wurde die Anfallsausldésung mittels 4-Aminopyridin, in der zweiten
Stunde die Medikamentenwirkung und in der dritten Stunde die Reversibilitat untersucht.
Um die maximalen Effekte auf die Dauer, Amplitude und Dauer der tonischen Phase
beurteilen zu kénnen, wurde die stabile Phase am Ende jeder Bedingung betrachtet.
Diese wurde in die Auswertung einbezogen, wenn mindestens zwei AE in der jeweiligen
Phase auftraten. Maximal funf AE wurden pro Bedingung in die Analyse einbezogen. Fur
die ausgewahlten AE wurde das arithmetische Mittel gebildet und mit der
Standardabweichung angegeben. Bei den optischen Daten wurde flr die maximale
Transmissionsanderung und den Ausbreitungsgrad ebenfalls so vorgegangen. Die
Beschreibung der Ursprungsregion erfolgte durch die Berechnung der prozentualen
Verteilung innerhalb der Gruppen.

Die statistische Analyse erfolgte mit dem Statistikprogramm Prism7 (Graphpad Software;
La Jolla, USA). Vergleiche innerhalb eines Experimentes, zwischen Baseline,
Intervention und Wash out, wurden mittels ANOVA fir wiederholte Messungen und

Bonferroni-korrigiertem posthoc Test untersucht (repANOVA). Bei vollstandiger Blockade
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von AE in der Intervention, erfolgte die Untersuchung von Baseline zu Wash out mit dem
gepaarten t-test und anschlieRendem Bonferroni-korrigiertem posthoc Test (t-test).
Hingegen erfolgten Intergruppenvergleiche, z.B. zwischen Veranderungen von
Intervention zu Baseline der Kontrollgruppe und Veranderungen von Intervention zu
Baseline in der Medikamentengruppe einer bestimmten Konzentration, mittels ,one-way*
ANOVA mit anschlieliendem Bonferroni-korrigiertem posthoc Test (oneANOVA). Die
entsprechenden statistischen Tests sind bei den jeweiligen Ergebnissen mit angegeben.
Unterschiede zwischen den Gruppen mit einem Niveau von p < 0,05 wurden als
signifikant, mit einem Niveau von p < 0,001 als hochsignifikant bezeichnet. In folgenden
Grafiken wird auf die Kennzeichnung nichtsignifikanter p-Werte zur besseren
Ubersichtlichkeit verzichtet. Grafiken wurden (berwiegend mit der Statistiksoftware
Prism, Bilder mit GIMP Version 2.8 (GIMP engl.: GNU Image Manipulation Program; open
source, verfugbar unter https://www.gimp.org/downloads/, Stand 01.10.2019) erstellt.

3.10 Ein- und Ausschlusskriterien

Eingeschlossen wurden Hirnschnitte, die Gber 3 Stunden elektrophysiologisch untersucht
wurden und die innerhalb der ersten 40 Minuten AE zeigten.

Vor den Experimenten wurden Hirnschnitte ausgeschlossen, deren Praparation bis zur
Separierung des Gehirns Uber 3 Minuten gedauert hatte. Wahrend der Experimente
wurden Hirnschnitte ohne Auftreten von AE mit ausreichender Dauer und Frequenz
innerhalb der ersten Stunde ausgeschlossen (siehe 3.7.1 Elektrophysiologische
Messung, Abschnitt 2). Ein weiterer Ausschlussgrund war das das Auftreten von SD als
Zeichen einer stattgefundenen Gewebehypoxie. Bei der Auswertung wurden zudem
Hirnschnitte ausgeschlossen, welche keine stabile Phase innerhalb der Bedingungen mit

mindestens zwei AE pro Bedingung zeigten.
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4 Ergebnisse

Insgesamt wurden 55 Tiere prapariert und so 255 Hirnschnitte gewonnen. Davon wurde
ein Tier aufgrund einer zu langen Praparationsdauer (>3 Minuten) ausgeschlossen. Bei
sechs weiteren Tieren konnten bei keinem der gewonnenen Hirnschnitte innerhalb der
ersten Stunde AE mit ausreichender Dauer und Frequenz beobachtet werden. Bei den
ubrigen 48 von 55 praparierten Tieren wurde mindestens ein Hirnschnitt Gber 3 Stunden
gemessen (87,3 % aller praparierten Tiere). Aufgrund des langen Versuchsprotokolls
Uber mindestens 3 Stunden, einer vorangehenden mindestens einstindigen
Inkubationszeit und der Abnahme der Viabilitdt Gber die Zeit konnten in den meisten
Fallen nicht mehr als zwei Messungen/Hirnschnitte pro Tier eingeschlossen werden.
Zusammengefasst konnten bei insgesamt 72 Hirnschnitten von 48 Tieren (9 1,5
Hirnschnitte pro Tier) vollstandige Messungen uUber 3 Stunden erfolgen, weitere 155
Hirnschnitte wurden ausgeschlossen. Wahrend der Auswertung wurden weitere 4
Hirnschnitte aufgrund von Hinweisen flir Gewebshypoxie bei Auftreten von SD aus der
Analyse genommen, so dass schliellich 68 Messungen in die statistische Auswertung
einflossen.

Diese verteilen sich wie folgt:

Die Kontrollgruppe, die Gruppe ohne Intervention mit einer antikonvulsiven Substanz,
zahlte 12 Messungen. Neun Messungen wurden mit ACSF und 4-AP uber 180 Minuten
durchgefuhrt und drei weitere Messungen mit dem Zusatz von Methanol 1%., welche bei
nicht-signifikanter Differenz zur Kontrollgruppe folgend dieser hinzugerechnet wurden. Je
28 Hirnschnitte dienten den Gruppen LAC und ZNS, wobei 13 Hirnschnitte in die Gruppen
LAC 10 uM und ZNS 100 uM, 10 Hirnschnitte in die Gruppen LAC 33 uM und ZNS 33
MM, sowie je funf Hirnschnitte in die Gruppen mit den héchsten Konzentrationen, LAC
100 uM und ZNS 300 uM, eingeteilt wurden. Die Aufteilung von Tieren und Hirnschnitten
kann in Abbildung 4-1 nachvollzogen werden. Da sich die Anzahl der Hirnschnitte
innerhalb der Gruppen wahrend der Auswertung nicht veranderte, werden die n-Zahlen
in den weiteren Ergebnissen nicht explizit aufgefuhrt.

Fir den Vergleich der Parameter (z.B. Amplitude) zwischen den einzelnen Bedingungen
(Baseline, Intervention, Wash out) innerhalb der Kontroll- und Medikamentengruppen
wurde fur mindestens zwei und maximal funf AE innerhalb der stabilen Phase das
arithmetische Mittel gebildet. Folgend bestehen flr jedes Experiment und jeden

Parameter je drei Mittelwerte: Einer je flr Baseline, Intervention und Wash out.

51



[AS)

Hirnschnitt-Praparation
N=55 Tiere

Praparationsdauer Uberschritten
N=1 Tier

Stimulation und Messbeginn
n=255 Hirnschnitte; N=54 Tiere

Keine AE auslosbar
n=28 Hirnschnitte; N=6 Tiere

Messung
n=227 Hirnschnitte; N=48 Tiere

Einschlusskriterien nicht erfillt
n=155 Hirnschnitte

Auswertung
n=72 Hirnschnitte; N=48 Tiere

Ausschluss retrospektiv
n=4 Hirnschnitte

Statistische Erfassung
n=68 Hirnschnitte; N=48 Tiere

*

Kontrollgruppe Lacosamid Zonisamid
n=12 Hirnschnitte; N=10 Tiere n=28 Hirnschnitte; N=24 Tiere n=28 Hirnschnitte; N=26 Tiere
Kontrolle Methanol 10 uM 33 uM 100 uM 33 uM 100 uM 300 pM
n=9; N=7 n=3; N=3 n=13; N=11 n=10; N=9 n=5; N=5 n=10; N=9 n=13; N=12 n=5; N=5

Abbildung 4-1: Ubersicht (iber die Anzahl préparierter Tiere und Hirnschnitte und Ausschliisse, und der anschlieBenden Verteilung der gemessenen Hirnschnitte
in die Kontroll- und Medikamentengruppen. n = Anzahl an Hirnschnitten; N = Anzahl der Tiere;

* mehrere Hirnschnitte, von je einem Tier stammend, wurden in unterschiedliche Medikamentengruppen oder Medikamenten- und Kontrollgruppe eingeschlossen,
weshalb die Summe der unten angegeben Tieranzahl, die in der statischen Erfassung angegebenen Tieranzahl von 48 Tieren (iberschreitet.



Zur besseren Vergleichbarkeit werden im Folgenden die Messungen der Kontrollgruppe

aquivalent als Baseline, Intervention und Wash out bezeichnet.

4.1 Elektrophysiologische Parameter
4.1.1 Frequenz der anfallsartigen Ereignisse

In der Kontrollgruppe betrug die Frequenz der AE in der ersten Stunde (Baseline) der
Messung 0,19 + 0,03 min~". In der zweiten Stunde (Intervention) nahm diese im Vergleich
zur ersten Stunde signifikant auf 0,15 + 0,03 min™" ab (p=0,0027, repANOVA). In der
dritten Stunde (Wash out) betrug sie 0,15 + 0,04 min~" und war signifikant kleiner im
Vergleich zur ersten Stunde (p=0,0029, repANOVA) (Abbildung 4-2).

Die Applikation von LAC bewirkte in der niedrigsten Konzentration von 10 yM einen
signifikanten Abfall der Frequenz der AE von 0,20 + 0,07 min~" in der Baseline auf 0,15
+ 0,03 min~'in der Intervention (p=0,0439, repANOVA). Im Wash out stieg die Frequenz
auf 0,19 + 0,07 min~' an (p=0,0234 im Vergleich zur Intervention, repANOVA) (Abbildung
4-3).

LAC in mittlerer Konzentration (33 uM) flihrte von der Baseline mit einer Frequenz von
0,17 = 0,07 min~' zu einer signifikanten Reduktion auf 0,10 + 0,09 min™' (p=0,0458,
repANOVA). Ein signifikanter Anstieg im Vergleich zur Intervention resultierte nach dem
Wash out des AED auf 0,15 + 0,07 min™" (p=0,0054, repANOVA) (Abbildung 4-3).

LAC in hochster Konzentration (100 uM) fluhrte, ausgehend von einer Baseline-Frequenz
von 0,16 * 0,23 min~", zu einer vollstandigen Blockade der AE in der Intervention. Vier
Minuten nach Einwaschen des Medikaments waren in keinem der Hirnschnitte AE zu
beobachten (p=0,0005, repANOVA) (Abbildung 4-3). In einem von funf Schnitten wurden
in der Interventionsphase kurze Entladungen beobachtet, welche vor allem aufgrund der
sehr kurzen Dauer die Einschlusskriterien fur ein AE nicht erflllten. Nach dem Entzug
von LAC konnten im Wash out in allen Schnitten AE mit einer durchschnittlichen
Frequenz von 0,13 * 0,17 min™' beobachtet werden (p<0,0001 im Vergleich zu
Intervention, repANOVA) (Abbildung 4-3). Diese setzten durchschnittlich mit einer Latenz
von 596 = 196 s (n=5) nach Beginn des Medikamentenentzugs ein.

Bei ZNS 33 uM betrug die Frequenz wahrend der Baseline 0,19 + 0,05 min~" und wahrend
der Intervention 0,13 + 0,03 min~', was einem signifikanten Abfall in der Intervention
entsprach (p=0,0048, repANOVA). Wahrend des Wash out stellte sich ein signifikanter
Anstieg auf 0,16 + 0,03 min™" dar (p=0,0075 im Vergleich zur Intervention, repANOVA)

53



(Abbildung 4-3).

In der mittleren Konzentration (100 uM) fuhrte ZNS zu einem Abfall der Frequenz von
0,21 £ 0,08 min~! wahrend der Baseline auf 0,14 + 0,11 min~" wahrend der Intervention
(p=0,0007, repANOVA). Dabei zeigte sich in Einem von 13 Experimenten eine
vollstandige Blockade der AE in der Intervention. In einem weiteren Experiment wurde
ausschlieRlich am Ende der Interventionsphase ein AE beobachtet. Wahrend des Wash
out betrug die Frequenz 0,16 + 0,08 min~" und war signifikant unterschiedlich zur Baseline
(p = 0,046, repANOVA) (Abbildung 4-3).

ZNS in der hochsten Konzentration (300 uM) flhrte von einer Frequenz von 0,17 + 0,04
min™" in der Baseline in allen untersuchten Schnitten (n=5) zu einer vollstandigen
Blockade der AE in der Intervention (p=0,0013, repANOVA). Im Wash out traten AE mit
einer Frequenz von 0,10 + 0,02 min~" auf und waren damit signifikant niedriger als in der
Baseline (p=0,0049, repANOVA) und signifikant hdher als in der Intervention (p=0,0016,
repANOVA) (Abbildung 4-3). Das Wiederauftreten der AE begann im Durchschnitt mit
einer Latenz von 834 £ 316 s (n=5).

Die Effektstarken der einzelnen Konzentrationen wurden im Intergruppenvergleich
untersucht  (Abbildung 4-5). FUr beide Substanzen zeigte sich eine
konzentrationsabhangige Reduktion der Frequenz. Wahrend diese flur die niedrigste
Konzentration der beiden Substanzen nicht signifikant war, zeigten die mittleren
Konzentrationen, LAC 33 uM (p=0,0480, oneANOVA) und ZNS 100 uM (p=0,0207,
oneANOVA), eine signifikante Reduktion und fur die hochsten Konzentrationen, LAC 100
MM und ZNS 300 uM, eine hochsignifikante Reduktion in Bezug zur Kontrollgruppe (je
p<0,0001, oneANOVA).

Kontrolle
0.5+

0.4 [eoereraneances 1

0.34

0.24

Frequenz (min~")

0.1

0.0

Basleline Intervlention Wasrl1 Out
J---<) p <0,05
Abbildung 4-2: AE-Frequenz im Verlauf der elektrophysiologischen Messungen fiir die Kontrollgruppe

(ohne Medikamente), gemittelt fiir die Bedingungen fir die drei Zeitrdume von jeweils 60 min (Baseline,
Intervention und Wash out). Uber die Zeit nimmt die Frequenz ab. * p<0,05.
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Abbildung 4-3: AE-Frequenz im Verlauf der elektrophysiologischen Messung, gemittelt flir die Bedingungen Baseline,
Intervention und Wash out: Die Frequenz nimmt wéahrend der Intervention im Vergleich zur Baseline fiir alle

Medikamentengruppen signifikant ab. Unter Lacosamid und Zonisamid kommt es in der héchsten gemessenen Konzentration zu
einer vollstdndigen Blockade der AE.



Amplitude (mV)

Abbildung 4-4: Dreistiindige Messung von sieben Hirnschnitten unter den verschiedenen Konditionen (es
fehlt Methanol 1%.). Im Vergleich zu der Kontrolle fallen mit zunehmender Konzentration der Antikonvulsiva
eine Abnahme der AE wéhrend der Intervention (grau unterlegt zwischen Minute 60 und 120) auf, welche
bei den héchsten Konzentrationen von Lacosamid und Zonisamid zu einer Blockade fiihrt. Diese ist im
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Abbildung 4-5: Relative Reduktion der AE-Frequenz wéhrend der Intervention im Intergruppenvergleich:
Lacosamid 33 uM und Zonisamid 100 uM fiihren zu einer signifikanten, Lacosamid 100 uM und Zonisamid
300 uM zu einer hochsignifikanten Reduktion der Frequenz wéhrend der Intervention im Vergleich zur
Kontrollgruppe.

4.1.2 Responder-Rate

In klinischen Studien zu Antikonvulsiva ist es ublich, die Wirksamkeit von AED anhand
der Responder-Rate darzustellen (Chung et al.,, 2010, Guerrini et al., 2014). Die
Responder-Rate ist definiert als eine Reduktion der Anfallsfrequenz um mehr als 50 %
innerhalb eines definierten Zeitraumes mit therapeutischer Intervention im Vergleich zur
Ausgangfrequenz vor der Intervention. Die Darstellung der Anfallsreduktion der in vitro
Experimente erfolgte mit der Responder-Rate (Abbildung 4-6). Angewandt auf die hier
gezeigten Ergebnisse wurden die gemittelten AE-Frequenzen der Baseline mit der
Intervention verglichen. Bei einer Frequenzreduktion von mehr als 50 % in der
Intervention wurde von einem Responder gesprochen. Fur die Kontrollgruppe lag die
Responder-Rate bei 0 %. In den LAC-Gruppen zeigte sich ein Anstieg der Responder-
Rate mit zunehmender Konzentration von LAC 10 yM mit 154 % (n=2 aus 13
Experimenten), LAC 33 uM mit 50 % (n=5 aus 10 Experimenten) und LAC 100 yM mit
100 % (n=5 aus 5 Experimenten). Eine ahnliche Beobachtung liel3 sich in der ZNS-
Gruppe machen mit ZNS 33 uM mit 10 % (n=1 aus 10 Experimenten), ZNS 100 uyM mit
38,5 % (n=5 aus 13 Experimenten) und ZNS 100 uM mit einer Responder-Rate von 100

% (n=5 aus 5 Experimenten).
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Abbildung 4-6: Responder-Rate der untersuchten Gruppen. Die Kontrolle zeigten in allen untersuchten
Hirnschnitten keine Reduktion der gemessenen AE-Frequenz liber 50 %. Mit zunehmender Konzentration
der Antikonvulsiva, stieg die Responder-Rate. Lacosamid 10 uM fiihrte in 15,4 % und Lacosamid 33 uM in
50 % der Hirnschnitte zu Respondern. Bei Zonisamid 33 uM lag die Responder-Rate bei 10 % und bei
Zonisamid 100 uM bei 38,5 %. Bei den héchsten Konzentrationen lagen bei vollsténdiger AE-Blockade
Responder-Raten bei Lacosamid und Zonisamid von 100 % vor.

4.1.3 Dauer der anfallsartigen Ereignisse

Die durchschnittliche AE-Dauer wurde elektrophysiologisch registriert und beinhaltete die
Phase der initialen Potentialnegativierung sowie die tonische und die klonische Phase.
Die sich der klonischen Phase anschlieenden Nachentladungen wurden nicht zu den
AE gerechnet.

Die Kontrollgruppe zeigte eine AE-Dauer von 56,9 + 15,7 s wahrend der Baseline, 64,4
+ 13,9 s wahrend der Intervention und 58,3 + 10,3 s wahrend des Wash out. Die Dauer
stieg signifikant im zeitlichen Verlauf zwischen Baseline und Intervention an (p=0,0368,
repANOVA) und war auch wahrend des Wash out im Vergleich zur Baseline signifikant
langer (p=0,0125, repANOVA) (Abbildung 4-7).

LAC beeinflusste im Intragruppenvergleich die AE-Dauer nicht signifikant far die
Konzentrationen von 10 und 33 uM. So ergab sich wahrend der Baseline flir LAC 10 uM
eine AE-Dauer von 54,7 + 15,5 s, fUr die Intervention 58,5 £ 14,6 s und fur den Wash out
52,1 £ 11,6 s. Fir LAC 33 uM entsprach die Dauer fir die Baseline 52,3 + 16,1 s, fUr die
Intervention 41,7 £ 16,0 s und fur den Wash out 48,7 + 6,3 s (Abbildung 4-7).

FUr ZNS in niedrigster Konzentration (33 uM) zeigte sich, wie bei der Kontrollgruppe, von

Baseline zu Intervention ein signifikanter Anstieg der Dauer von 60,1 £ 16,5 s auf 68,1 +
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17,3 s (p=0,0429, repANOVA). Fur ZNS 100 pM bestand zwischen Baseline 53,2 £ 15,4
s und Intervention 53,4 £ 16,5 s kein signifikanter Unterschied (Abbildung 4-7).

Fir die héchsten ZNS- und LAC-Konzentration lasst sich aufgrund der vollstandigen
Blockade der AE wahrend der Intervention keine Anfallsdauer bestimmen. Die Dauer
betrug bei ZNS 300 uM wahrend der Baseline 51,0 £ 11,4 s, wahrend des Wash out 48,9
+ 13,2 s und bei LAC 100 yM 49,4 + 29,7 s wahrend der Baseline und 52,6 + 20,3 s
wahrend des Wash out. Die Dauer der AE zwischen Baseline und Wash out war nicht
signifikant unterschiedlich (t-test) (Abbildung 4-8).

Das Fehlen eines Anstiegs der AE-Dauer in den Gruppen LAC 10 uM und 33 uM sowie
ZNS 100 pM wahrend der Intervention im Vergleich zur Kontrollgruppe liel3 einen
mdglichen Medikamenteneffekt auf die AE-Dauer vermuten. Daher wurde flr das
Verhaltnis von Intervention zu Baseline ein Intergruppenvergleich fur die Gruppen LAC
und ZNS im Vergleich zur Kontrollgruppe durchgefuhrt. Hier zeigte sich eine signifikante
Reduktion der AE-Dauer in der Gruppe LAC 33 pyM mit 0,85 £+ 0,37 im Vergleich zur
Kontrollgruppe mit 1,17 + 0,22 (p=0,0258, oneANOVA) (Abbildung 4-9).
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Abbildung 4-7: AE-Dauer im Verlauf der elektrophysiologischen Messung, gemittelt fiir die Bedingungen
Baseline, Intervention und Wash out: Die AE-Dauer verléngerte sich signifikant wéhrend der Intervention
im Vergleich zur Baseline in der Kontrollgruppe und unter Zonisamid 33 uM. Fiir die Kontrollgruppe war die
AE-Dauer signifikant héher in der Bedingung Wash out im Vergleich zur Baseline. p < 0,05
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Abbildung 4-8: AE-Dauer im Verlauf der elektrophysiologischen Messung, gemittelt fiir die Bedingungen
Baseline und Wash out: Wéhrend der Intervention wurde bei vollstdndiger Unterdriickung der AE keine
Dauer gemessen. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Anfallsdauer zwischen Baseline

und Wash out.
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Abbildung 4-9: Die elektrophysiologisch gemessene AE-Dauer im Verhéltnis von Intervention zur Baseline
der sieben untersuchten Gruppen: Fir die héchsten Konzentrationen lieRen sich bei vollstdndiger
Unterdriickung der AE keine Verhéltnisse bilden (n.b.). Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der AE-
Dauer fiir Lacosamid 33 uM im Intergruppenvergleich zur Kontrolle. Fiir Lacosamid 10 uM und Zonisamid
lieBen sich keine signifikanten Unterschiede aufzeigen.

n.b. = nicht zu berechnen

61



4.1.4 Amplitude der anfallsartigen Ereignisse

Die Ergebnisse fur die AE-Amplitude sind in den folgenden Abbildung 4-10 und Abbildung
4-11 dargestellt.

In der Kontrollgruppe fiel die AE-Amplitude signifikant zwischen Baseline mit 2,23 + 0,77
mV und Intervention mit 2,03 £ 0,83 mV ab (p=0,0325, repANOVA). Im Wash out kam es
zu einem weiteren Abfall der Amplitude auf 1,86 £ 0,84 mV (p=0,0065 im Vergleich zur
Intervention, repANOVA).

Die durchschnittliche Amplitude fur LAC 10 yM betrug wahrend der Baseline 2,70 + 0,93
mV, wahrend der Intervention 2,59 £ 1,01 mV und wahrend des Wash out 2,46 + 1,13
mV. Die Werte waren nicht signifikant unterschiedlich (repANOVA). Fur LAC 33 pM zeigte
sich wahrend der Baseline eine Amplitude von 2,30 + 0,76 mV, wahrend der Intervention
2,22 + 0,90 mV und wahrend des Wash out 1,97 £ 0,79 mV. Fir LAC 33 pM zeigte sich
ein signifikanter Abfall der Amplitude zwischen Baseline und Wash out (p=0,0426,
repANOVA).

ZNS 33 pM flhrte zu einer signifikanten Reduktion der Amplitude von 2,15 £ 0,61 mV in
der Baseline auf 1,82 £ 0,79 mV in der Intervention (p=0,0201, repANOVA). Im Wash out
zeigte sich eine zur Intervention weiter fallende Amplitude auf 1,63 £ 0,71 mV (p=0,0136,
repANOVA). Bei ZNS 100 uM fiel die Amplitude von 1,93 £ 0,47 mV in der Baseline auf
1,80 £ 0,50 mV in der Intervention, was als Trend gewertet wurde (p = 0,0903,
repANOVA). Im Wash out blieb diese ahnlich zur Intervention bei 1,74 + 0,46 mV.

Nach vollstandiger Blockade der AE durch LAC 100 uM und ZNS 300 yM, kam es nach
Wiedereinsetzen der AE im Wash out zu keinem signifikanten Unterschied der Amplitude
im Vergleich zur Baseline (t-test). Unter ZNS 300 uM betrug die Amplitude wahrend der
Baseline 1,98 + 0,51 mV und wahrend des Wash out 1,60 £ 0,70 mV. In der LAC-
Konzentration von 100 uM belief sich die Amplitude wahrend der Baseline auf 2,61 £ 0,08
mV und wahrend des Wash out auf 2,16 £ 1,07 mV.

Ein Intergruppenvergleich zeigte keine signifikante Reduktion der Amplitude unter ZNS
und LAC wahrend der Intervention im Vergleich zur Kontrollgruppe (oneANOVA). Es

lielken sich keine Effekte der Medikamente auf die Amplitude verifizieren.
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Abbildung 4-10: AE-Amplitude im Verlauf der elektrophysiologischen Messung: Eine signifikante
Abnahme der Amplitude lber die Zeit liel3 sich in der Kontrollgruppe sowohl zwischen Intervention und
Baseline als auch zwischen Wash out und Intervention aufzeigen. Flir Lacosamid 33 uM stellte sich ein
signifikanter Abfall zwischen Wash out und Baseline dar. Bei Zonisamid 33 uM war der Abfall signifikant
zwischen Intervention und Baseline, Wash out und Baseline, und Wash out und Intervention.

p <0,05
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Abbildung 4-11: Die elektrophysiologisch gemessene Amplitude der AE im Verhéltnis von Intervention zur
Baseline der 7 untersuchten Gruppen: Flir die héchsten Konzentrationen der Medikamente liel3en sich bei
vollsténdiger AE-Unterdriickung keine Verhéltnisse bilden (n.b.). Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Medikamentengruppen im Intergruppenvergleich zur Kontrollgruppe.

n.b. = nicht zu berechnen

4.1.5 Absolute und relative Dauer der tonischen Phase der anfallsartigen
Ereignisse
Die Dauer der tonischen Phase war direkt von der Gesamtdauer der AE abhangig. Ein
Anstieg der AE-Dauer in der Kontroligruppe und ZNS-Gruppe wurde in der zweiten
Stunde der Messung bereits beschrieben (Abbildung 4-7). Um den mit der Gesamtdauer
einhergehenden Anstieg der tonischen Phase zu berucksichtigen, wurde zusatzlich zur
absoluten tonischen Dauer (in Sekunden) die relative tonische Phase (in Prozent) als
Anteil der absoluten tonischen Dauer an der Gesamtdauer eines AE betrachtet (siehe
3.8.1.4 Tonische Phase, Abbildung 3-5).
In der Kontrollgruppe zeigte sich ein signifikanter Anstieg der absoluten tonischen Phase
von der Baseline mit 13,9 + 4,2 s zur Intervention mit 17,7 + 4,2 s (p=0,0298, repANOVA).
Im Wash out war diese vergleichbar mit der Intervention mit 18,5 + 5,5 s (Abbildung 4-13).
Der relative Anteil der tonischen Phase an der gesamten Dauer war in der Kontrollgruppe
hingegen nicht signifikant unterschiedlich (repANOVA). Die relative Dauer der tonischen
Phase betrug in der Baseline 25,8 £ 7,5 %, in der Intervention 28,0 £ 7,0 % und im Wash
out 32,1 + 8,6 % (Abbildung 4-15).
In der LAC-Konzentration von 10 uM zeigte sich eine absolute tonische Dauer von 13,1

+ 5,3 s in der Baseline, von 11,0 + 4,9 s in der Intervention und von 16,8 £ 5,6 s im Wash
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out (Abbildung 4-13). Zwischen Baseline und Intervention gab es keinen signifikanten
Unterschied (repANOVA). Der Anstieg der absoluten tonischen Phase wahrend des
Wash out war hochsignifikant zur Baseline (p=0,0009, repANOVA) und signifikant zur
Intervention (p=0,0076, repANOVA). Der relative Anteil der tonischen Phase betrug 24,0
1 6,4 % in der Baseline, 18,9 £ 5,9 % in der Intervention und 32,5 + 9,2 % im Wash out
(grafisch nicht dargestellt). Der relative Anteil zeigte einen signifikanten Anstieg im Wash
out im Vergleich zur Baseline (p=0,0123, repANOVA) und zur Intervention (p=0,0017,
repANOVA). Die relative, als auch die absolute tonische Dauer, wurden durch LAC 10
MM wahrend der Intervention nicht signifikant beeinflusst.

LAC 33 uM flhrte zu einem Abfall der tonischen Phase von der Baseline mit 11,9+ 5,0 s
zur Intervention mit 5,5 £ 1,9 s, die als Trend zu werten war (p=0,0665, repANOVA). Der
im Folgenden beobachtete Wiederanstieg im Wash out auf 16,2 £ 4,3 s war signifikant
unterschiedlich zur Intervention (p=0,0010, repANOVA), nicht aber zur Baseline
(Abbildung 4-13). Die relative tonische Phase fiel signifikant zwischen der Baseline mit
24,0 + 8,9 % und der Intervention mit 14,3 + 3,9 % ab (p=0,0138, repANOVA) (Abbildung
4-15). Nach Medikamentenentzug zeigte sich wahrend des Wash out ein
hochsignifikanter Anstieg auf 33,3 + 8,6 % (p=0,0008, repANOVA) (Abbildung 4-15). Bei
LAC 100 uM war durch die vollstandige Blockade in der Intervention nur ein Vergleich
zwischen Wash out und Baseline mdglich. Hier zeigte sich anders als bei den anderen
LAC-Gruppen eine nicht signifikant unterschiedliche Dauer der tonischen Phase von 8,9
+ 2,9 s in der Baseline zu 8,3 + 2,3 s im Wash out (t-test) (Abbildung 4-14). Auch der
relative Anteil zeigte in der Gruppe fir LAC 100 uM mit 21,0 + 9,4 % in der Baseline und
mit 18,0 £ 8,2 % im Wash out vergleichbare Werte (t-test) (grafisch nicht dargestellt).
Beispielhafte AE in der Kontrolle und mit Lacosamid 33 uM und 100 uM sind in Abbildung
4-12 dargestellt.

Unter ZNS 33 uM stieg die Dauer der tonischen Phase von 11,7 £ 2,7 s in der Baseline
auf 15,8 + 5,5 s in der Intervention an (p=0,1122, repANOVA). Eine weitere Zunahme
war auch nach Entzug des Medikamentes im Wash out auf 17,1 £ 6,8 s festzustellen,
welche signifikant hdéher im Vergleich zur Baseline war (p=0,0226, repANOVA)
(Abbildung 4-13). Die relative tonische Phase verhielt sich entsprechend mit einem Anteil
von 20,1 £ 4,3 % in der Baseline, 24,4 + 10,2 % in der Intervention und 28,9 + 10,6 % im
Wash out (grafisch nicht dargestellt). Unter ZNS 100 uM war die absolute tonische Dauer
14,5 + 3,6 s in der Baseline, 16,5 + 6,0 s in der Intervention und 16,0 £ 5,8 s im Wash out
(Abbildung 4-13). Die relative tonische Phase betrug 29,3 + 10,3 % in der Baseline, 32,2

65



1+ 10,3 % in der Intervention und 32,7 £ 9,2 % im Wash out (grafisch nicht dargestellt). Es
konnte keine signifikante Anderung der absoluten oder relativen tonischen Phase
beobachtet werden (repANOVA). ZNS 300 uM zeigte in der Baseline eine tonische Phase
von 13,2 + 1,7 s. Nach Wiedereinsetzen der AE betrug diese wahrend des Wash out 15,7
1 3,9 s (Abbildung 4-14). Die relative tonische Dauer verhielt sich entsprechend mit 26,4
t+ 5,3 % in der Baseline und 33,2 £ 9,0 % im Wash out (grafisch nicht dargestellt).
Absolute und relative tonische Phase waren nicht signifikant unterschiedlich
(repANOVA).

Um die Reduktion der Intervention zur Baseline weiter zu untersuchen, wurde diese
mittels Intergruppenvergleich auf eine Differenz zur Kontrollgruppe fur alle
Medikamentengruppen gepruft (Abbildung 4-16 und Abbildung 4-17). LAC 10 uyM zeigte
fur die absolute und relative tonische Phase eine signifikante Reduktion auf (p=0,0050,
p=0,0196; oneANOVA). LAC 33 uM zeigte in der absoluten und relativen tonischen
Phase eine hochsignifikante Reduktion (p<0,0001, p=0,001; oneANOVA).

4s

a) Hﬂ( | I./

1TmV

b)

1TmV

c)

1TmV

Abbildung 4-12: Darstellung der Lacosamid-Wirkung auf die Dauer der tonischen Phase am Beispiel von
drei verschiedenen AE wéhrend der Intervention: a) Kontrollgruppe; b) Lacosamid 33 uM; c) Lacosamid
100 uM. Die vertikalen blauen Pfeile stellen die Dauer der tonischen Phase dar. Das unter Lacosamid 100
UM aufgefiihrte Ereignis erflillt aufgrund seiner Dauer nicht die Einschlusskriterien fiir ein AE.
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Abbildung 4-13: Die absolute Dauer der tonischen Phase der AE im Verlauf der elektrophysiologischen
Messung in Sekunden (s): In der Kontrollgruppe zeigte sich ein signifikanter Anstieg der tonischen Phase
von Baseline zu Intervention. In der Kontrollgruppe und fiir Zonisamid 33 uM zeigte sich im Verlauf von der
Baseline zum Wash out ein signifikanter Anstieg der tonischen Phase, fiir Lacosamid 10 uM war dieser
hochsignifikant. Lacosamid 10 uM und 33 uM fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der tonischen Phase
im Wash out in Bezug zur Intervention.
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Abbildung 4-14: Die absolute Dauer der tonischen Phase der AE im Verlauf der elektrophysiologischen
Messung fiir Lacosamid 100 uM und Zonisamid 300 uM fiir Baseline und Wash out in Sekunden (s): Die

Intervention lieferte bei fehlenden AE keine Daten. Zwischen Wash out und Baseline bestanden keine
signifikanten Differenzen.
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Abbildung 4-15: Die relative Dauer der tonischen Phase der AE im Verlauf der elektrophysiologischen
Messung fiir die Kontrollgruppe und Lacosamid 33 uM in Prozent: In der Kontroligruppe liel3 sich kein
Unterschied zwischen den Bedingungen feststellen, wéhrend unter Lacosamid 33 uM eine signifikante

Reduktion von der Baseline zur Intervention und ein folgender hochsignifikanter Anstieg von Intervention
zum Wash out beobachtet wurde.
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Abbildung 4-16: Die absolute Dauer der tonischen Phase der AE im Verhéltnis von Intervention zur
Baseline der sieben untersuchten Gruppen: Fiir die héchsten Konzentrationen der Medikamente liel sich
bei vollstandiger AE-Unterdriickung in der Intervention kein Verhéltnis bilden. Es zeigte sich eine
signifikante Reduktion fiir Lacosamid 10 uM und eine hochsignifikante Reduktion fiir Lacosamid 33 uM im
Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abbildung 4-17: Die relative Dauer der tonischen Phase der AE im Verhéltnis von Intervention zur Baseline
der sieben untersuchten Gruppen: Fiir die héchsten Konzentrationen der Medikamente lieBen sich bei
vollsténdiger AE-Unterdriickung in der Intervention keine Verhéltnisse bilden. Es zeigte sich eine
signifikante Reduktion fiir Lacosamid 10 uM und Lacosamid 33 uM im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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4.2 Intrinsisch optische Parameter
4.2.1 Ursprungsregion

Die Ursprungsregion des AE wurde nach visueller Kontrolle durch den Untersucher mit
Hilfe der Aufnahmesoftware Grabvarcal festgelegt und folgenden anatomischen
Regionen zugeordnet: Subiculum (Sub), entorhinaler Cortex (EC), perirhinaler Cortex
(PRh) und temporaler Cortex (TC) (Abbildung 4-18). Bei einigen AE konnte visuell keine
einzelne Region als sicherer Ursprung festgelegt werden, da sie visuell mehrere
Urspringe aufzeigten. Bei diesen Messungen erfolgte die Definition des Ursprungs
semiautomatisch durch Auffinden der ersten Region mittels Matlab, bei der eine relevante
Transmissionsdnderung anhand der maximalen Anderung der 1. Ableitung dieser (iber
die Zeit auftrat. Die auf diese Weise mathematisch festgelegte Ursprungs-ROI wurde
anschlielfend durch den Untersucher einer einzelnen anatomischen Region, z.B. dem
SUB, zugeordnet.

Die meisten Schnitte zeigten einen Anfallsursprung im EC oder TC, selten im PRH oder
Sub (Abbildung 4-18, Tabelle 4-1). Es waren keine Urspriinge in anderen Bereichen der
hippocampalen Strukturen zu verzeichnen. Uber die Zeit war der Anfallsursprung in der
Kontrollgruppe nicht signifikant unterschiedlich. ZNS und LAC hatten keinen Effekt auf
den Ursprung der AE.

Folgende Verteilung flr alle gemessenen, in die Auswertung einflieRenden AE (Baseline
n=238, Intervention n=229, Wash out n=283) ergab sich flr die drei verschiedenen
Bedingungen: Subiculum: 0,4 % in der Baseline, 0,4 % in der Intervention, 1,1 % im Wash
out; Entorhinaler Cortex: 79,8 % in der Baseline, 79,8 % in der Intervention, 81,6 % im
Wash out; Perirhinaler Cortex: 0,4 % in der Baseline, 0,8 % in der Intervention, 0,4 % im
Wash out; Temporaler Cortex: 19,3 % in der Baseline, 19,2 % in der Intervention, 17,0 %
im Wash out.

Es zeigten sich keine signifikant unterschiedlichen Ursprungsregionen zwischen den

Bedingungen (Chi-Quadrat-Test).
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Abbildung 4-18: Darstellung zweier Fotostrecken von AE mit den am hé&ufigsten beobachteten
Ursprungsregionen im EC (a) und TC(b).

U::gi?:gns- Subiculum Entorhinaler Perirhinaler Temporaler [Hippocampus
Cortex Cortex Cortex proper
?f\‘:gggf 0.4 % 79,8 % 0.4 % 19,3 % 0%
'"t&';’gg;if" 0,4 % 79,5 % 0,9 % 19,2 % 0%
V‘(’:jgg‘;'t 11 % 81,6 % 0.4 % 17,0 % 0%

Tabelle 4-1: Darstellung der Haufigkeiten der Ursprungsregionen in Prozent (%) fiir die drei Bedingungen
und alle durchgefiihrten Experimente: Baseline, Intervention und Wash out. Den deutlich am héufigsten
registrierten Ursprung stellt der entorhinale Cortex dar, der temporale Cortex ist der Zweithdufigste. Das
Subiculum und der perirhinale Cortex waren nur selten die Ursprungsregion. Die Regionen differierten in
den Experimenten nicht. Im Hippocampus proper war bei keiner Bedingung ein Ursprung eines AE
beobachtet worden.

4.2.2 Anzahl involvierter Regionen

In den meisten Schnitten blieb das |IOS nicht auf die Ursprungsregion beschrankt,
sondern breitete sich in dem jeweiligen Hirnschnitt Gber weitere Regionen aus. Folgend
ist die Anzahl der mit Hilfe des IOS erkannten, involvierten Regionen fur alle AE der
Konrollgruppe und Bedingungen dargestellt (Tabelle 4-2).

In der Kontrollgruppe breiteten sich die meisten AE auf alle vier anatomischen Regionen
aus, die zuvor ebenfalls als Ursprungsort untersucht wurden. In der Baseline waren es
43 von 47 AE, in der Intervention 47 von 55 AE und im Wash out 52 von 62 AE. Der

Hippocampus proper war zu keinem Zeitpunkt involviert.
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In der Baseline waren in drei AE nur eine Region und in einem AE drei Regionen
betroffen. In der Intervention zeigte sich zudem eine Ausbreitung Uber insgesamt drei

Regionen in acht AE und im Wash out waren in 10 AE insgesamt drei Regionen betroffen.

Kontroligruppe 1 Region 2 Regionen 3 Regionen 4 Regionen
Baseline o 0 o 0
(n=47) 6,4 % 0,0 % 21 % 91,5 %
Intervention o 0 o 0
(n=55) 0,0 % 0,0 % 14,6 % 85,5 %
W(ans:é;)“t 0.0 % 0.0 % 16,1 % 83,9 %

Tabelle 4-2: Darstellung der Anzahl involvierter Regionen innerhalb aller beriicksichtigten AE der
Kontrollgruppe fiir die drei Bedingungen Baseline, Intervention und Wash out: In den meisten AE aller drei
Bedingungen wurde intrinsisch optisch eine Ausbreitung der Erregung in allen vier Regionen beobachtet.
Am zweit hdufigsten folgte die Ausbreitung unter Einbezug von insgesamt drei Regionen.

4.2.3 Ausbreitungsgrad

Die Ausbreitung der AE bewegte sich innerhalb der schon fur die Ursprungsregion
genannten anatomischen Bereiche: Subiculum, entorhinaler Cortex, perirhinaler Cortex
und temporaler Cortex. Der Gyrus dentatus und die Regionen von CA1 und CA3 waren
in keinem der Schnitte nach intrinsisch optischen Kriterien involviert. Zuerst wurde der
gesamte Bereich der Regionen zusammen untersucht. Anschlieend wurde der
betroffene Anteil der einzelnen Regionen betrachtet. Es wurde in jeder Region der
Ausbreitungsgrad als die Anzahl der Pixel mit signifikanter Transmissionsanderung
geteilt durch die Gesamtzahl der Pixel der jeweiligen Region definiert.

In der Kontrollgruppe zeigte sich keine signifikante Anderung des Ausbreitungsgrades im
Verlauf der drei Bedingungen im gesamten Hirnschnitt (Abbildung 4-19). In der Baseline
betrug diese 68,5 £ 8,9 %, in der Intervention 68,0 + 8,0 % und im Wash out 68,0 + 8,2
%. Uber die dreistiindige Messung entsprach dies vergleichbaren Ergebnissen
(repANOVA).

Es erfolgte die Untersuchung der Gesamtflache des Hirnschnitts fur LAC und ZNS
(Abbildung 4-20). LAC 10 uM, ZNS 33 yM und 100 pM (repANOVA) als auch LAC 100
MM und ZNS 300 uM (t-test) zeigten Uber die Bedingungen keine signifikanten
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Anderungen der betroffenen Flache. Hingegen waren bei LAC 33 yM wéhrend der
Baseline 66,7 + 12,9 % der Gesamtflache und wahrend der Intervention 57,3 + 15,0 %
der Gesamtflache betroffen. Im Wash out zeigte sich ein signifikanter Anstieg im
Vergleich zur Intervention auf 68,4 + 11,8 % (p=0,0087, repANOVA).

Nun erfolgte die Betrachtung des Ausbreitungsgrades an dem Anteil der Flache fur die
Subregionen des Hirnschnittes. Der Fokus lag auf LAC 33 uM, welches bereits in der
Gesamtflache signifikante Anderungen aufwies (Abbildung 4-20). Im Sub fiel der
Ausbreitungsgrad der epileptiformen Aktivitat ausgehend von 67,1 £ 26,0 % in der
Baseline auf 45,6 £ 22,2 % in der Intervention (p=0,0267, repANOVA). Im Wash out
waren die Werte nicht signifikant unterschiedlich in Bezug zur Intervention mit 62,3 + 29,3
% (repANOVA). Wahrend der EC vergleichbare Werte Uber die gesamte Zeit fur LAC 33
uM zeigte, lieRen sich im PRh und TC Anderungen des Flachenanteils der epileptiformen
Aktivitat feststellen. So betrug dieser im perirhinalen Cortex wahrend der Baseline 62,4 +
21,0 % und wahrend der Intervention 54,6 + 19,3 %. Nach Auswaschen des Medikaments
stieg der Ausbreitungsgrad der epileptiformen Aktivitat in der dritten Stunde mit 65,6 *
15,3 % im Vergleich zur Intervention an, was als Trend zu werten war (p=0,0530,
repANOVA). Im temporalen Cortex war die beteiligte Flache in der Baseline 54,9 £ 29,6
%, in der Intervention 41,7 + 29,8 % und im Wash out 60,3 + 25,2 %. Der Anstieg des
Ausbreitungsgrads von Intervention zu Wash out stellte sich ebenfalls als Trend dar
(p=0,0707, repANOVA) (Abbildung 4-21).

Kontrolle
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Abbildung 4-19: Darstellung des Ausbreitungsgrades der AE in allen untersuchten anatomischen
Strukturen: Subiculum (Sub), entorhinaler Cortex (EC), perirhinaler Cortex (PRh) und temporaler Cortex
(TC). In der Kontrollgruppe war der Ausbreitungsgrad lber die gesamte Ableitungsdauer stabil.
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Abbildung 4-20: Der durchschnittlich betroffene Anteil der Gesamtflache unter Lacosamid 10 uM, 33 uM
und Zonisamid 33 uM und 100 uM in den drei Bedingungen, sowie Lacosamid 100 uM und Zonisamid 300
UM im Vergleich von Baseline zu Wash out bei vollstédndiger AE-Blockade wéhrend der Intervention. Bei
Lacosamid 33 uM zeigte sich im Wash out ein signifikanter Anstieg der beteiligten Fldche im Vergleich zur
Intervention, wéhrend die anderen Konzentrationen an Antiepileptika keine Effekte auf den
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Abbildung 4-21: Darstellung des Ausbreitungsgrades der anatomischen Regionen wéhrend der AE
innerhalb der drei Bedingungen fiir Lacosamid 33 uM. Eine signifikante Reduktion zeigte sich zwischen
Baseline und Intervention fiir Lacosamid 33 uM im Sub. Ein Trend zum Anstieg zeigte sich zwischen
Intervention und Wash out des PRh und des TC. Der EC wies keine relevanten Anderungen auf.

Das Subiculum schien fur LAC 33 uM die sensitivsten Veranderungen darzustellen, so
dass fur die weiteren Konzentrationen der Antikonvulsiva das Subiculum zur weiteren
Untersuchung vorrangig betrachtet wurde.

Fir LAC 10 uM zeigte sich zwischen Baseline und Intervention eine signifikante
Reduktion der betroffenen Flache im Subiculum von 74,6 £ 18,5 % auf 64,2 + 22,4 %
(p=0,0180, repANOVA) (Abbildung 4-22). Im Wash out betrug sie 69,8 + 22,1 % und war
nicht signifikant unterschiedlich zur Intervention (repANOVA). Alle anderen Regionen
zeigten Uber die Bedingungen vergleichbare Werte auf. LAC 100 uM liel lediglich einen
Vergleich zwischen Baseline und Wash out bei AE-Blockade in der Intervention zu.
Zwischen diesen Bedingungen bestanden vergleichbare Werte flr das Subiculum (t-test)
(Abbildung 4-23) als auch fur die anderen Regionen (t-test) (grafisch nicht dargestellt).
ZNS 33 uM hatte keine Auswirkungen auf den Anteil der betroffenen Regionen, wahrend
ZNS 100 uM einen Abfall des Ausbreitungsgrades des Subiculum zwischen Baseline mit
50,4 + 25,5 % und Intervention 39,4 + 24,8 % als Trend aufwies (p=0,0603, repANOVA)
(Abbildung 4-22).

Entorhinaler Cortex, perirhinaler Cortex und temporaler Cortex wurden durch das
Einwaschen oder den Entzug von ZNS 100 uM nicht signifikant beeinflusst (repANOVA).
Bei ZNS 300 uM erfolgte der Vergleich von Baseline zu Wash out bei vollstandiger AE-
Blockade

Veranderungen (Abbildung 4-23), jedoch war ein signifikanter Anstieg im perirhinalen

in der Intervention. Das Subiculum zeigte hier keine signifikanten
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Cortex von 82,2 + 5,3 % in der Baseline zu 87,2 + 6,6 % im Wash out nachzuweisen

(p=0,0426, t-test; grafisch nicht dargestellt).
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Abbildung 4-22: Darstellung des Ausbreitungsgrades im Subiculum wéhrend der AE innerhalb der drei
Bedingungen fiir die niedrigen und mittleren untersuchten Konzentrationen von Zonisamid und Lacosamid.

Eine signifikante Reduktion des Ausbreitungsgrades zeigte sich von der Baseline zur Intervention fiir
Lacosamid 10 uM und 33 uM.
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Abbildung 4-23: Darstellung des Ausbreitungsgrads im Subiculum, wéhrend der AE von Baseline und
Wash out, fiir die héchste untersuchte Konzentration von Zonisamid und Lacosamid. Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied vor und nach der AE-Blockade.
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Im Folgenden wurde ein Intergruppenvergleich durchgefuhrt. Es wurde der Quotient aus
Intervention und Baseline des Ausbreitungsgrades gebildet, um die Effekte der
Medikamentengruppen mit denen der Kontrollgruppe zu vergleichen (Abbildung 4-24).

Fir die Gesamtflache zeigten sich keine signifikanten Differenzen. Im Subiculum kam es
zu einer signifikanten Reduktion der beteiligten Flache durch LAC 33 puM in der
Intervention von 68,1 + 16,9 % im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 89,9 + 21,6 %
(p=0,0491, oneANOVA). Alle anderen Medikamentengruppen hatten einen mit der

Kontrollgruppe vergleichbaren Quotienten von Intervention zu Baseline.
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Abbildung 4-24: Der Intergruppenvergleich der Antikonvulsiva Lacosamid und Zonisamid mit der
Kontrollgruppe anhand der fiir jedes Experiment gebildeten Quotienten aus Intervention zu Baseline fiir
den betroffenen Anteil der Fldche des Subiculum. Fiir Lacosamid 33 uM zeigte sich eine signifikante
Reduktion des Quotienten Intervention zu Baseline im Vergleich zur Kontrollgruppe. Fiir Lacosamid und
Zonisamid in den héchsten Konzentrationen lieBen sich, bei vollsténdiger Anfallsunterdriickung wéhrend
der Intervention, keine Quotienten bilden.

4.2.4 Maximale Transmissionsanderung

Aufgrund der durch LAC 10 pyM und 33 pM resultierenden Reduktion der betroffenen
Flache wahrend der AE wurde anschliefend untersucht, ob es unter LAC zu einer
geringeren maximalen Transmissionszunahme kommt. Im Folgenden wird fir jede
involvierte anatomische Region (Subiculum, entorhinaler Cortex, perirhinaler Cortex und
temporaler Cortex) der ROI mit der maximalen Transmissionsanderung Uber die Zeit des
AE betrachtet.

Die Kontrollgruppe zeigte zwischen Baseline, Intervention und Wash out fur alle

untersuchten anatomischen Regionen keine Unterschiede (repANOVA)(Abbildung 4-25).
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Die durchschnittliche maximale Transmissionsanderung bewegte sich zwischen 0,99 +
0,4 % (Sub; Stunde 3/Wash out) und 3,73 + 0,85 % (EC; Stunde 2/Intervention). Sie war
durchschnittlich am groten flr den entorhinalen Cortex, gefolgt von temporalem Cortex
und perirhinalem Cortex und am kleinsten fur das Subiculum (Tabelle 4-3). LAC zeigte
konzentrationsabhangige Effekte auf die maximale Transmissions-anderung (Abbildung
4-26 und Abbildung 4-27).

In niedrigster LAC-Konzentration von 10 uM stellte sich von der Baseline zur Intervention
eine signifikante Reduktion der maximalen Transmissionsanderung im Subiculum von
1,43 £ 0,72 % auf 1,13 £ 0,71 % dar (p=0,0148, repANOVA). Von Intervention zu Wash
out zeigte sich ein Anstieg auf 1,26 + 0,67 %, welcher als Trend zu werten war (p=0,0921,
repANOVA).

Die anderen Bereiche zeigten in der niedrigsten LAC-Konzentration keine signifikanten
Unterschiede Uber die Zeit (repANOVA).

LAC 33 uM flhrte im Sub ebenfalls zu einem signifikanten Abfall von maxAT/T von der
Baseline zur Intervention (p=0,0306, repANOVA) und von der Intervention zum Wash out
zu einem signifikanten Anstieg (p=0,0305, repANOVA): Baseline 1,35 + 0,61 %,
Intervention 0,60 + 0,51 %, Wash out 1,24 + 0,66 %. Auch im EC zeigte sich eine
signifikante Reduktion von der Baseline zur Intervention durch LAC 33 uM (p=0,0209,
repANOVA): Baseline 3,60 + 1,04 %, Intervention 3,12 + 0,90 %, Wash out 3,76 £+ 0,90
%. Der anschlieRende Wiederanstieg von der Intervention zum Wash out war nicht
signifikant unterschiedlich.

Die Transmissionsanderung eines Experiments mit LAC 33 uM wurde visuell (Abbildung
4-31) als auch uber die Zeit gemessen als Plot dargestellt (Abbildung 4-32). Im
perirhinalen und temporalen Cortex konnte wahrend der Intervention kein signifikanter
Effekt beobachtet werden. Im anschlieenden Wash out von LAC 33 uM zeigte sich ein
signifikanter Anstieg in Bezug zur Intervention in den beiden Regionen (PRh: p=0,0054,
TC: p=0,0257, je repANOVA): PRh: Baseline 2,19 + 1,02 %, Intervention 1,69 £ 0,91 %,
Wash out 2,52 + 1,09 %; TC: Baseline 3,60 £ 1,04 %, Intervention 3,12 + 0,90 %, Wash
out 3,76 + 0,90 %.

Die maximalen Transmissionsanderungen vor und nach vollstandiger Blockade durch
LAC 100 puM zeigten vergleichbare Ergebnisse zwischen Baseline und Wash out (t-test)
(Abbildung 4-29).

ZNS 33 uM liel3 keine Auswirkung auf die maximale Transmissionsanderung des

Hirnschnittes erkennen (repANOVA). Unter ZNS 100 uM kam es zu einer Abnahme von
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maxAT/T von der Baseline zur Intervention im Subiculum (p=0,0269, repANOVA):
Baseline 1,13 + 0,65 %, Intervention: 0,79 + 0,56 %, Wash out 0,94 + 4,7 % (Abbildung
4-28).

Die maximalen Transmissionsanderungen vor und nach Blockade durch ZNS 300 uM
zeigten keine signifikanten Unterschiede (t-test) (Abbildung 4-29).

Im anschlielend durchgefuhrten Intergruppenvergleich, hatte LAC 33 uM einen
signifikant kleineren Quotienten von Intervention zu Baseline als die Kontrollgruppe flur
das Subiculum (p=0,0034, oneANOVA): Kontrollgruppe 88,28 + 28,09 %, LAC 33 uM
41,24 + 30,63 %. Die anderen Medikamentengruppen zeigten keine signifikanten
Unterschiede (oneANOVA) (Abbildung 4-30).

Maximale
Transmissions- . Entorhinaler Perirhinaler Temporaler
Anderung Subiculum
c o Cortex Cortex Cortex
(in %)
B(a:]s=e1h2r;e 1,18 + 0,49 3,72+0,92 2,46 + 1,33 2,46 £ 1,45
'"t‘(’rr]‘ﬁ';t)m“ 1,00 £ 0,40 3,73+ 0,85 2,74 + 1,61 2,86 + 1,80
! 0,99 £ 0,40 3,64 0,94 2,811,665 2,82 1,82

Tabelle 4-3: Darstellung der maximalen Transmissionsdnderung fiir die Kontrollgruppe in den vier
unterteilten Subregionen Subiculum, entorhinaler Cortex, perirhinaler Cortex und temporaler Cortex.
Innerhalb der dreistiindigen Messungen bleibt die maximale Transmissionsdnderung stabil und ist im
entorhinalen Cortex am gré8ten und im Subiculum am kleinsten.
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Abbildung 4-25: Darstellung der pro Experiment und Bedingung gemittelten maximalen
Transmissionsédnderung (maxAT/T) Uber die Zeit fiir die vier untersuchten anatomischen Regionen
innerhalb der Kontrollgruppe (n=12). Es konnte keine signifikanten Unterschiede innerhalb der Regionen
fur die verschiedenen Bedingungen aufgezeigt werden.
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Abbildung 4-26: Darstellung der maximalen Transmissionsdnderung (maxAT/T) gemessen im Subiculum
fuir Baseline, Intervention und Wash out mit Lacosamid 10 uM. Nach Addition von Lacosamid folgt in der
Intervention eine signifikante Reduktion von AT/T. Der folgende Anstieg im Wash out ist nicht signifikant
different zu der Intervention.
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Abbildung 4-27: Darstellung der pro Experiment und Bedingung gemittelten maximalen
Transmissionsédnderung (maxAT/T) (ber die Zeit fiir die vier untersuchten anatomischen Regionen flir
Lacosamid 33 uM. MaxAT/T fiel durch Lacosamid 33 uM im Subiculum und entorhinalen Cortex von der
Baseline zur Intervention signifikant und zeigte von der Intervention zum Wash out wieder einen Anstieg,

welcher im Subiculum signifikant war. Im perirhinalen und temporalen Cortex folgte von der Intervention
zum Wash out ein signifikanter Anstieg.

Subiculum

max AT/T (%)

1 1
Baseline Intervention Wash Out
Je---l p< 0,05

Abbildung 4-28: Zonisamid 100 uM zeigte eine signifikante Reduktion der maximalen
Transmissionsédnderung (maxAT/T) im Subiculum von der Baseline zur Intervention.
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Abbildung 4-29: Darstellung der gemittelten maximalen Transmissionsdnderung (maxAT/T) im Subiculum
fur die héchsten untersuchten Medikamentenkonzentrationen. Vor und nach vollstdndiger Blockade des
AE zeigten sich keine signifikanten Unterschiede von AT/T.

max AT/T (Intervention / Baseline)

Lacosamid

*
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®
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Abbildung 4-30: Darstellung des Quotienten von Intervention und Baseline der gemittelten maximalen
Transmissionsédnderung (maxAT/T) im Subiculum fiir die Kontrollgruppe, Lacosamid und Zonisamid im
Intergruppenvergleich. Flir Lacosamid 33 uM zeigte sich eine signifikante Reduktion von maxAT/T im
Subiculum. Fiir die héchsten Konzentrationen liel3 sich bei vollstdndiger AE-Blockade in der Intervention
kein Quotient berechnen.
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Abbildung 4-31: Darstellung der Transmissionsdnderung mittels Farbkodierung (lber die drei
Bedingungen fiir Lacosamid 33 uM. Das Bild a) zeigt die Regionen PRh, EC, Sub interiktal und die Bilder
b) - d) sind aus der Bildsequenz der maximalen Ausbreitung je eines AE desselben Hirnschnitts aus
Baseline, Intervention und Wash out ausgewéhlt. In der Baseline zeigt sich eine deutliche Erregung von
EC und Sub (b), welcher unter Wirkung von Lacosamid 33 uM in der Intervention sowohl von dem
Ausbreitungsgrad als auch der maximalen Transmissionsénderung (c) abnimmt. Im Wash out (d) wurde
eine ungeféhr der Baseline entsprechende Ausbreitung erreicht.

Lacosamid (33uM): Transmissionsanderung
uber die Zeit im Subiculum

max AT/T (%)
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0.51
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et 20 40 60 T80
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Abbildung 4-32: Darstellung der Transmissionsdnderung (AT/T) wdhrend zweier AE eines Experiments,
Jjeweils in dem ROI mit dem maximalen AT/T im Subiculum gemessen: Lacosamid 33 uM fiihrt im Vergleich
zur Baseline zu einer deutlichen Reduktion der Transmissionszunahme wéhrend der Intervention.
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5 Diskussion

5.1 Kontext der vorliegenden Arbeit aus klinischer Sicht - Grundsatzliche
Uberlegung

Die Behandlung der Epilepsien umfasst meist die Gabe von mindestens einem
Antikonvulsivum. Obwohl in den letzten Dekaden zahlreiche neue Antikonvulsiva
zugelassen wurden, sank der Anteil an therapierefraktaren Epilepsien nicht (Marson,
2007). Hier gilt kritisch zu hinterfragen, inwiefern die schon seit vielen Dekaden
bestehenden in vivo Modelle zum Screening von neuen antikonvulsiven Molekulen ein
ausreichend breites Spektrum an neuen Medikamenten entdecken kdnnen.
Insbesondere in vivo Modelle stellen zudem eine hohe Belastung fur die Tiere dar. Es ist
deshalb unumganglich, auch in vitro Modelle zur Untersuchung von antikonvulsiven
Molekulen heranzuziehen.

Bisher ist nur wenig Uber die Wirksamkeit der Antikonvulsiva der dritten Generation in in
vitro Modellen bekannt. Das akute Rattenschnittmodell in vitro mit 4-AP wird seit mehr
als drei Dekaden zur Erforschung elektrophysiologischer und epileptologischer
Fragestellungen eingesetzt. Die Nutzung des Modells beinhaltet in unserem Labor die
elektrophysiologische Messung mittels extrazellular platzierter Elektroden sowie die
Untersuchung der Lokalisation von Ursprung und Ausbreitung epileptiformer Aktivitat
mittels des intrinsisch optischen Signals. Dieser Ansatz erschien sinnvoll, um die AE auf
Effekte von Antikonvulsiva der dritten Generation zu untersuchen und das Modell als
potentielles in vitro Screening-Modell flir antikonvulsive Substanzen in einem ersten

Ansatz kritisch zu hinterfragen.

5.2 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir die elektrophysiologischen und intrinsisch
optischen Effekte neuer Antikonvulsiva auf die durch 4-AP erzeugte epileptiforme
Aktivitat in einem akuten Rattenschnittmodell in vitro.

Die Ergebnisse der Studie sind im Folgenden zusammengefasst: Es wurden 68
kombinierte hippocampal-entorhinale Hirnschnitte von 48 Wistar Han Ratten auf die
Wirksamkeit von zwei Antikonvulsiva der dritten Generation, LAC und ZNS, untersucht.

AE wurden durch 4-AP induziert und folgende signifikante Effekte auf die zu
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untersuchenden Parameter konnten im Vergleich zu der Kontrollgruppe beobachtet
werden:

LAC und ZNS flhrten konzentrationsabhangig zu einer Reduktion der Frequenz der AE.
Die Amplitude der AE blieben weitestgehend unbeeinflusst durch die eingesetzten
Antikonvulsiva. Die AE-Dauer wurde durch Lacosamid in mittlerer Konzentration
reduziert. Die absolute und relative Dauer der tonischen Phase wurde durch LAC
konzentrationsabhangig reduziert. Eine vollstandige AE-Unterdrickung wurde durch LAC
und ZNS in der von uns gewahlten hochsten Konzentration flr alle Experimente erzielt.
Der Anfallsursprung betraf hauptsachlich den entorhinalen und temporalen Cortex und
wurde durch die Medikamente nicht beeinflusst. LAC fuhrte zu einer Reduktion des
Ausbreitungsgrades und der Transmissionsanderung im Subiculum. Ein wesentlicher
Anteil der beobachteten Effekte war im Wash out reversibel, so dass davon auszugehen
ist, dass die beobachteten Effekte in der Intervention auf die Substanzapplikation

zuruckzufihren sind.

5.3 Bewertung der elektrophysiologischen Ergebnisse

Es wurden 68 Hirnschnitten von 48 Wistar Han Ratten mit elektrophysiologisch messbare
AE im entorhinalen Cortex untersucht und abschlieend eingeschlossen. Neben den
iktalen Ereignissen, zeigte sich auch interiktale Aktivitat in Form von kurzen Entladungen
im entorhinalen Cortex. Diese Form der epileptiformen Aktivitat wurde in
vorangegangenen Studien mehrfach beschrieben (Avoli et al., 1996, Benini et al., 2003,
D'Antuono et al., 2010). Sie wird meist mit der interiktalen Aktivitat in vivo verglichen. Die
klinische Relevanz und der diagnostische Mehrwert werden in der Literatur kritisch
diskutiert (Usui et al., 2008, Jacobs et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit wurde die

interiktale Aktivitat aufgrund ihrer bisher ungeklarten Bedeutung nicht weiter analysiert.

5.3.1 AE-Frequenz

Die Reduktion der Frequenz der AE durch ZNS und LAC im entorhinalen Cortex ist
vergleichbar mit der Wirkung schon zuvor untersuchter Antikonvulsiva in diesem in vitro-
Modell mit 4-AP. Die klassischen Antikonvulsiva Carbamazepin, Phenytoin,
Phenobarbital und Valproat blockierten die epileptiforme Aktivitat im entorhinalen Cortex

vollstandig, wahrend kaum Auswirkungen auf die Entladungen in der Region CA1
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beobachtet werden konnten (Bruckner und Heinemann, 2000). Die Arbeitsgruppe um
D’Antuono konnte die inhibierenden Einflisse auf die epileptiforme Aktivitat von Valproat,
Carbamazepin und Topiramat zeigen, wahrend die interiktale Aktivitat, kirzer als 3
Sekunden andauernd, nicht durch die Antikonvulsiva beeinflussbar schien (D'Antuono et
al., 2010). Somit erscheint die Frequenzreduktion und Blockade der AE im entorhinalen
Cortex als sinnvoller in vitro Surrogatparameter fir die Wirksamkeit der AED.

Lees et al. untersuchten die Effekte von LAC und seines Stereoisomers im visuellen
Cortex der Ratte (Lees et al., 2006). Die Arbeit konnte die konzentrationsabhangige
Reduktion der epileptiformen Aktivitat, erzeugt durch 4-AP, mittels LAC im visuellen
Cortex nachweisen. Im Gegensatz zu der hier vorliegenden Arbeit, wurden die
Hirnschnitte vollstandig in die Lésung eingetaucht (Submerged-Bedingungen; siehe 2.3.1
Kombinierte Hirnschnitte in vitro). Die vollstandige Blockade wurde in der Konzentration
von 100 uM in 3 von 8 Schnitten erzielt und in der Konzentration von 320 uM in 5 von 5
Schnitten. In unserer Arbeit zeigte LAC bereits in der Konzentration von 100 uM in allen
Schnitten eine vollstandige und reversible Blockade (n=5). Ein Grund der hdheren
Wirksamkeit in unserer Arbeit konnte in der Hirnschnittdicke liegen, die im Vergleich zu
Lees et al., 50 pm dinner war (400 ym zu 450 pm) und somit einen kirzeren
Diffusionsweg flr die antikonvulsiven Substanzen notwendig machte. Dies flhrte zu einer
klrzeren Latenz bis zur erreichten Zielkonzentration im Gewebe. Verstarkt wird der Effekt
durch die von uns genutzten Interface-Bedingungen, welche im Vergleich zu der von
Lees et al. gewahlten Submerged-Bedingungen zu einem kleineren Volumen des
extrazellularen Raums fuhrt (Schuchmann et al., 2002). Es lasst sich annehmen, dass in
dem relativ kleineren extrazellularen Volumen die gleiche Menge einer antikonvulsiven
Substanz in einer entsprechend héheren Konzentration vorliegt. Weiterhin verwendeten
Lees et al. im Gegensatz zu uns kein Losungsmittel fir LAC, welches eine schnellere
Diffusion bedingen konnte. SchlieBlich ist eine unterschiedliche Sensibilitat der
parahippocampalen Strukturen im Vergleich zum visuellen Cortex zu diskutieren.
Zusammenfassend zeigt unsere Arbeit eine Frequenzreduktion in den
parahippocampalen Strukturen durch LAC, welche zuvor in ahnlicher Form im visuellen
Cortex gezeigt worden war.

Die stetige Abnahme der AE-Frequenz in der Kontrollgruppe geht mit einer Zunahme der
AE-Dauer einher. Zu vermuten ist eine einerseits in der Baseline noch nicht vollstandig
erreichte stabile Phase der AE innerhalb der ersten Stunde, andererseits eine Abnahme

der Frequenz durch Untergang von Neuronen oder/und eine Verschiebung der Schwelle
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fur AE. Auch unter den unterschiedlichen Konzentrationen von ZNS zeigte sich eine
signifikante Abnahme der AE-Frequenz von der Baseline im Vergleich zum Wash out.
Hingegen ist nach LAC in keiner der verwendeten Konzentrationen eine signifikante
Abnahme der Frequenz von der Baseline zum Wash out beobachtet worden. Ursachlich
konnte ein protektiver Effekt von LAC sein. So kann die Blockade der Natriumkanale
durch LAC zu weniger Depolarisation der Neurone und somit zu weniger
Aktionspotential-Aktivitat fuhren. Konsistent mit dieser Hypothese stehen beobachtete
Effekte im in vivo Modell der mesialen Temporallappenepilepsie durch Behr et al. Hierfur
wurden Ratten nach Pilocarpin-induziertem Status epilepticus mittels EEG-Monitoring mit
hippocampal angebrachten bipolaren Elektroden sowohl auf die Anfallshaufigkeit als
auch auf die interiktale Aktivitat hin untersucht. Bei mit LAC behandelten Tieren zeigte
sich eine Reduktion der interiktalen Spikes im Vergleich zu einer mit Kochsalzldsung
behandelten Kontrollgruppe (Behr et al., 2015). Der geringere Energieumsatz durch
einen geringeren Verbrauch von ATP kann somit zu einer héheren Ischamie-Toleranz

und folglich zu einem reduzierten Abfall der AE-Frequenz Uber die Zeit fihren.

5.3.2 Responder-Rate

Die Responder-Rate von LAC 33 pM lag in der vorliegenden Arbeit bei 50 % (n=10).
Halasz et al. beschrieben in einer klinischen randomisierten kontrollierten Studie bei der
Gabe von 400 mg LAC pro Tag als Zusatztherapie bei Patienten mit pharmakoresistenter
fokaler Epilepsie eine Responder-Rate von 46,3 % (Halasz et al., 2009). Die ahnlichen
Responder-Raten lassen eine Vergleichbarkeit der klinischen Wirksamkeit mit der
Wirksamkeit in vitro vermuten.

Die therapeutische Dosierung von Lacosamid wird im Bereich von 4 uM bis 40 uM im
Blutplasma beschrieben, womit unsere Spiegel fur LAC 10 und 33 uM abgebildet werden.
Die vollstandige Blockade bei 100 uM wurde verglichen mit Blutplasmakonzentrationen

einer toxischen Dosierung entsprechen (Schulz et al., 2012).

Die Vergleichbarkeit der Medikamentendosierungen in vivo und in vitro ist jedoch
eingeschrankt mdglich. Eine Limitation stellt hier die unbekannte effektive
Substanzmenge am eigentlichen Wirkort, den Synapsen und den Zellmembranen, dar.
Nach Einnahme eins Antikonvulsivums geht nur ein Teil des Medikaments, abhangig von

der Bioverflugbarkeit, in das Blut Uber. Um an den Wirkort zu gelangen, hat das

87



Medikament durch ein ausgedehntes neuronales Kapillarnetzwerkes noch eine kurze
Diffusionsstrecke in vivo zu Uberwinden, in welcher zusatzlich die Passage der Blut-
Hirnschranke liegt, mit einem unklaren Einfluss auf die endguiltig erreichte Menge des
Antiepileptikums an den Neuronen. Auch die anschlielend im Liquor resultierenden
Medikamentenkonzentrationen stellen eher eine Korrelation der Medikamentenmenge
am Wirkort dar. Eine invasivere Untersuchung des Gewebes scheint hier jedoch nicht
angemessen, so dass man in vivo auf die Parameter der Serum- und Liquorkonzentration
zuruckzugreifen hat. In vitro ist die Medikamentenkonzentration unter Interface-
Bedingungen durch das Uberwinden einer groReren Diffusionsstrecke durch den 400 um
dicken Hirnschnitt am Wirkort ebenfalls unbekannt. Es Iasst sich durch den Umstand der
groflieren Diffusionsstrecke postulieren, dass im ACSF hoéhere Konzentrationen als im
Serum fur ahnliche Medikamenteneffekte notwendig sind.

May et al. untersuchten an 21 Patienten und 27 Proben nach Gabe von LAC (50 — 600
mg/d) die Serum- und Liquorkonzentrationen. Im Liquor fanden sich LAC-
Konzentrationen von 7,37 + 3,73 ug/ml (n=27), entsprechend 29,4 £+ 14,9 uM (May et al.,
2015). In Zusammenschau der Ergebnisse ahnelt die von uns gewahlte mittlere LAC-
Konzentration, einschlieR®lich ihrer Wirksamkeit, der im Patienten wirksamen
Konzentration. In diesem Aspekt ist das von uns genutzte in vitro Modell vergleichbar mit
der in vivo Wirksamkeit im Menschen. Es I&sst sich vermuten, dass die LAC-Effekte auf
die Responder-Rate von humanen Liquorkonzentrationen vergleichbar mit den genutzten

Konzentrationen im ACSF im akuten Rattenschnittmodell in vitro sind.

Die therapeutischen Dosierungen fur ZNS werden mit Blutplasmaspiegeln zwischen
47,13 uM und 188,5 uM beschrieben, in dessen Bereich sich auch die niedrigste und
mittlere von uns gewahlte ZNS-Konzentration mit 33 uM und 100 pM befinden. Der
toxische Bereich wird mit Spiegeln tUber 188,5 uM beschrieben und entspricht wie bei
LAC unserer hochsten gewahlten Dosierung (Schulz et al., 2012).

Bezuglich ZNS untersuchten Kumagai et al. die Konzentrationen im Serum, Speichel und
Liquor von Kindern und Erwachsenen im Alter zwischen zehn Monaten und 19 Jahren,
die zweimal taglich ZNS unbekannter Menge einnahmen. Von zwei von 45 Patienten
lagen auch die Liquorkonzentrationen vor, wobei diese im Verhaltnis zur
Serumkonzentration um 36 bzw. 38 % kleiner waren und 17,9 bzw. 28,5 ug/mi
entsprachen (Kumagai et al., 1993). Dies entspricht einer molaren Konzentration von

84,3 bzw. 134,3 pyM und ist mit der von uns eingesetzten mittleren Konzentration von
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ZNS (100 pM) vergleichbar. In unserer Arbeit betrug die Responder-Rate von ZNS mit
100 pMol (n=10) 38,5 %. In der OZONE Studie, einer prospektiven observationalen
Studie an Erwachsenen mit fokaler Epilepsie, mit einer Verabreichung von Tagesdosen
von 25 oder 50 mg ZNS und anschlieRenden Erhaltungsdosen von 300 mg pro Tag
zeigten sich deutlich hohere Responder-Raten von 61,9 und 65,9 %, (Dupont et al.,
2013). Die fehlenden Angaben von Liquor- und Serumkonzentration lassen leider keinen
genaueren Vergleich von Medikamentenspiegel und Wirksamkeit zu. Auch Faught et al.
untersuchten in einer randomisierten, doppelblinden, Placebo-kontrollierten Studie die
Frequenzreduktion und Responder-Rate von ZNS. Den Patienten wurden Dosen von 100
mg, 200 mg oder 400 mg pro Tag verabreicht, die zu Serumkonzentrationen von ca. 3,7;
7 und 18,3 pg/ml fuhrten, entsprechend ca. 17,4; 33 und 86 pM (n=55; n=53; n=66). Die
Liquorkonzentrationen wurden nicht bestimmt. Nach Kumagai et al. erwarten wir jedoch
eine um ca. ein Drittel niedrigere Konzentration. Bei einer Serumkonzentration von 86 pM
zeigte sich bei Faught et al. bereits eine mediane Reduktion der Anfallsfrequenz von 40,5
% und eine Responder-Rate von 42 %. Somit scheinen die Effekte fur ZNS in unserem
in vitro Modell deutlich schwacher auszufallen. Weitere Untersuchungen zu erreichten
Serum- und Liquorkonzentrationen von LAC und ZNS waren winschenswert. Als
Ausblick konnte das akute Rattenschnittmodell als Screeningmodell fir effektive
Konzentrationen von neuen antikonvulsiven Molekilen dienen und so schon eine

Vorhersage fur die Phase-Il von klinischen Medikamentenstudien geben.

5.3.3 AE-Dauer

Die AE-Dauer in der Kontrollgruppe stieg von der Baseline zu der Intervention signifikant
an. Der signifikante Anstieg wahrend der Intervention lasst sich durch ein noch nicht
endgultiges Erreichen eines Plateaus fur die AE-Dauer in der ersten Stunde erklaren.
Ursachlich konnte die ischamische Phase wahrend der Hirnschnittpraparation sein. Es
resultiert somit eine langer werdende Synchronisation durch eine zunehmende
Rekrutierung von Neuronen im Verlauf der Messung. Auch die Hirnschnitte, die als
zweites Experiment nach mehr als vierstundiger Inkubation erfolgten, zeigten einen
ahnlichen Anstieg der AE-Dauer in der Kontrollgruppe wie die Hirnschnitte nach
einstlindiger Inkubation, so dass eine langere Inkubation diesen Effekt nicht zu
verhindern scheint. Es lasst sich somit annehmen, dass in der zweiten Stunde der

Kontrollmessungen die maximale Anfallsdauer erreicht wird. Fur die bessere Beurteilung
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der AE-Dauer sollte in Zukunft daher ein groReres Zeitintervall flr die Baseline unter
Berucksichtigung der dabei abnehmenden Viabilitit gewahlt werden. Im
Intergruppenvergleich zeigte sich ausschliel3lich fur die mittlere Konzentration von LAC
ein signifikanter Abfall der AE-Dauer des Quotienten von Intervention zur Baseline
(Abbildung 4-9). Einen derartigen Einfluss durch LAC konnten Lees et al. ebenfalls am
visuellen Cortex unter Submerged-Bedingungen zeigen (Lees et al., 2006). Der von uns
beobachtete Effekt bezieht sich im Intergruppenvergleich auf die in der Kontrollgruppe
noch ansteigende AE-Dauer in der Intervention und ist somit kritisch zu beurteilen. Nach
einer Pubmed-Recherche konnte bisher keine weitere Studie die Reduktion der AE-
Dauer im entorhinalen Cortex flr andere Antikonvulsiva in vitro darstellen (Stand Oktober
2019).

Die Dauer epileptischer Anfalle in vivo wird u.a. durch Gap Junctions reguliert (Gajda et
al., 2003). LAC und ZNS besitzen keinen direkten Effekt auf die Gap Junctions. Dies
unterstitzt den fehlenden bis geringen Einfluss auf die Dauer der AE im Vergleich zu
dem ausgepragten Einfluss auf die AE-Frequenz.

Als ursachlich fur die geringen Effekte auf die AE-Dauer kdnnte zudem die Entstehung
eines AE herangezogen werden. Diese lasst sich mit dem ,Alles-oder-Nichts“-Prinzip
eines Aktionspotentials vergleichen. Beim Aktionspotential ist das nach Erreichen des
Schwellenpotentials ausgeldste Aktionspotential immer gleich, insbesondere ist es
unabhangig von der initialen Reizstarke. Bei den hier beobachteten AE haben wir ein
ahnliches Phanomen im Verlauf der Messung beobachten kdnnen. Der anfangliche
Anstieg der Dauer ist auf eine zunehmende Netzwerkaktivitdt durch Rekrutierung
weiterer Neuronenverbande zuruckzufuhren. Die Antikonvulsiva fuhrten zu einer
Reduktion der AE-Frequenz, entsprechend einer Anhebung der Schwelle fir AE, ohne

einen deutlichen Einfluss auf die Dauer zu zeigen.

5.3.4 AE-Amplitude

Die im entorhinalen Cortex registrierte Amplitude der AE entsprach von der
GrolRenordnung vorherigen Experimenten mit 4-AP an juvenilen Rattenschnitten
(Weissinger et al., 2005). Jones und Heinemann konnten im Niedrig-Magnesium-Modell
zeigen, dass der laterale entorhinale Cortex die groRten DC-Shifts (englisch: direct
current-shifts) und damit Amplitude der AE im Vergleich zu Sub, medialen EC und PRh

aufwies (Jones und Heinemann, 1988). In der Kontrollgruppe nahm die Amplitude Uber
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die Zeit ab. Die Reduktion lasst sich durch eine im Verlauf der extrazellularen Messung
abnehmende Anzahl der aktiven Neurone aufgrund des Untergangs neuronalen
Gewebes erklaren. Auch unter LAC und ZNS zeigte sich eine Reduktion der Amplitude,
welche im Intergruppenvergleich keinen signifikanten Effekt im Vergleich zur
Kontrollgruppe besaly und somit keinen signifikanten Medikamenteneffekt darstellte.

Die weitere Abnahme der Amplitude im Wash out sprach ebenfalls fur den Untergang
neuronalen Gewebes. In der Pubmed-Recherche (Stand Oktober 2019) gab es keine
Arbeiten Uber das akute Rattenschnittmodel mit 4-Aminopyridin, welche antikonvulsive

Effekte auf die Amplitude im entorhinalen Cortex darstellte.

5.3.5 Absolute und relative Dauer der tonischen Phase

Die Differenzierung in eine tonische und eine klonische elektrophysiologische Phase
wahrend der AE im EC war in unseren Experimenten mittels Matlab-Analyse mdglich und
lie® die Untersuchungen von weiteren Medikamenteneffekten zu. Die Dauer der
tonischen Phase der AE stieg ahnlich zur Gesamtdauer im Verlauf der 3-stlindigen
Messung an, bei nicht signifikant differenter relativer tonischer Dauer. LAC 33 uM zeigte
in der absoluten tonischen Dauer keine signifikante Reduktion, jedoch eine signifikante
Reduktion der relativen tonischen Dauer. Komplementar hierzu nahm die nicht weiter
betrachtete klonische Phase relativ wahrend der Intervention bei gleichbleibender
Gesamtdauer der AE zu (Daten nicht dargestellt). Der Effekt lasst sich durch den
ausschlieRlich auf die tonische Phase wirkenden Effekt des Medikaments begriinden.
Das anschlieRende Wash out von LAC 33 uM flhrte zu einem signifikanten Anstieg der
absoluten tonischen Phase und lie3 sich auf einen reversiblen Medikamenteneffekt
wahrend der Intervention zurickfuhren. Im Intergruppenvergleich stellten sich die
Reduktion der relativen und absoluten tonischen Phase von LAC 10 und 33 pM als
signifikant dar. Den Effekt von LAC auf die tonische Phase konnte bereits die
Arbeitsgruppe um Lees et al. am visuellen Cortex unter Submerged-Bedingungen zeigen
(Lees et al., 2006). Ahnliche Effekte konnten mit dem spannungsabhangigen
Natriumkanalblocker Carbamazepin im akuten Rattenschnittmodell mit 4-AP bei
postnatalen Ratten (Alter: 3-19 Tage) in der Region CA3 des Hippocampus von Wahab
et al. gezeigt werden. Eine tonische Blockade in der Region des in dem Fall untersuchten
medialen EC wurde nicht beschrieben (Wahab et al., 2011). Eine Ursache fur die

differente Wirkung von Carbamazepin und LAC kann in der unterschiedlichen Form der
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Blockade der Natriumkanale gesehen werden. Bei Carbamazepin ist die Wirkung von der
Offnungszeit der spannungsabhangigen Natriumkanale abhangig, bei der durch die
Konformationsanderung die Bindungsstelle flr das Molekul frei gegeben wird (Kohling,
2002). LAC hingegen scheint einen groReren Effekt auf die langsame Inaktivierung der
Natriumkanale zu haben, in dem es die Aktivierungseigenschaften zu hyperpolarisierten
Potentialen verschiebt (Errington et al., 2008). Dieser Umstand wirkt sich auch in der
Praxis aus, in der man vermutet, dass die Refraktaritat gegentber Antiepileptika u.a.
durch eine Veranderung der Natriumkanalaktivierung mit Reduktion der
Bindungswahrscheinlichkeit an der oben genannten Bindungsstelle erklart ist (Remy und
Beck, 2006).

Nach langjahriger Erfahrung klinisch tatiger Epileptologen wird bei Patienten die
Evolution von einem fokal beginnenden epileptischen Anfall zu einem bilateral tonisch-
klonischen Anfall durch Antiepileptika unterdrickt. Es lasst sich annehmen, dass eine
ausreichend hohe Dosierung von LAC die Initiation eines AE durch Blockade der
tonischen Phase verhindert.

ZNS zeigte hingegen keine Effekte auf die tonische Phase der AE, fuhrte jedoch wie LAC
bei ausreichender Dosierung zu einer vollstandigen Blockade der AE. ZNS hat das
breitere  Wirkprofil mit einem Natriumkanal-Antagonismus, Antagonismus an T-Typ
Calcium-Kanalen, Erhéhung der Tyrosin-Hydroxylase-Aktivitat, Erhéhung des Dopamin-
Turnovers und Hemmung der Monoaminooxidase-B, ohne jedoch die Aktivierung der
Natriumkanale zu beeinflussen (siehe 2.2.5 Zonisamid (ZNS)). Da diese jedoch
malfgeblich die tonische Phase des AE beeinflussen, war bei ZNS kein Effekt zu
erwarten. Der Mechanismus der Blockade des Natriumkanals bei ZNS ist jedoch
vergleichbar mit Carbamazepin und Phenytoin (Biton, 2007). Dies spricht auch fur den
fehlenden Effekt auf die tonische Phase in unserem Modell trotz Natriumkanal-
Antagonismus, welche bei Carbamazepin im EC ebenfalls nicht beschrieben wurde
(Wahab et al., 2011).

5.4 Bewertung der intrinsisch optischen Ergebnisse
5.4.1 Ursprungsregion

Als die haufigste intrinsisch optisch registrierte Ursprungsregion wurde der entorhinale

Cortex mit ca. 80 % registriert, gefolgt vom temporalen Cortex mit ca. 20 %. Der

92



perirhinale Cortex und das Subiculum waren durchschnittlich zu weniger als 1 %
Ursprung der AE. Buchheim et al. zeichneten ein deutlich heterogeneres Bild der
Ursprungsregionen beim akuten Rattenschnittmodell mit 4-AP mit Ursprung des EC von
41 %, des PRh von 22 %, des TC von 22 % und des Sub von 19 %. Die von uns
registrierte Verteilung entspricht eher der ebenfalls von Buchheim et al. untersuchten
Verteilung im Niedrig-Magnesium-Modell (Buchheim et al., 2000). Ursachlich fur die
hauptsachlich entorhinale Verteilung kann einerseits die Limitation der Nutzung von nur
einer Elektrode in dem lateralen EC sein, wahrend in der oben genannten Arbeit eine
weitere Elektrode im PRh bzw. im TC platziert wurde. Die temporal registrierten AE
wurden in unserer Arbeit nur aufgezeichnet, wenn eine Ausbreitung bis zu der
Elektrodenspitze im lateralen entorhinalen Cortex stattfand. Es lasst sich anhand der
Verteilung vermuten, dass eine weitere Elektrode im temporalen Cortex zu einer hdheren
Anzahl registrierter AE und zu einem heterogeneren Verteilungsmuster geflhrt hatten.

Eine Ausbreitung ausgehend von hippocampalen Strukturen wurde in keinem der
registrierten AE intrinsisch optisch registriert. LAC und ZNS hatten keinen Effekt auf die

relative Verteilung der Ursprungsregion.

5.4.2 Anzahl involvierter Regionen

Die Ausbreitung der AE von der Ursprungsregion aus betrifft in den meisten Fallen Anteile
von Sub, EC, PRh und TC. Durch die primare elektrophysiologische Erfassung im EC
war dieser immer involviert. Die Bereiche des Hippocampus mit den Regionen CA1, CA3
und Gyrus dentatus sind in keinem der eingeschlossenen Schnitte intrinsisch optisch
betroffen. Ursachlich ist hier die Funktion des Gyrus dentatus, der als ,gate keeper® (dt.:
Torwachter) bezeichnet, die Informationen aus dem EC nach CA3 regulierend fortleitet
und die nach hippocampal ausbreitende Erregung blockiert (Hsu, 2007). Heinemann et
al. konnten diese starke inhibitorische Funktion des Gyrus dentatus in kombinierten
hippocampal-entorhinalen Rattenschnitten im Niedrig-Magnesium-Modell nachweisen
und die Regulation mittels des GABAAa -Rezeptor-Agonisten Baclofen und des GABAAa -
Rezeptor-Antagonist Bicuculline enthemmen. Hieraus lie® sich eine primar GABAerge
Inhibition als regulatorischer Mechanismus ableiten (Heinemann et al., 1992). Daneben
bestent auch noch ein ,direct perforant path“, welcher den Gyrus dentatus als
regulatorische Einheit umgeht und die Ausbreitung der Erregung von dem EC auf den

Hippocampus proper ermdglicht. Das eine derartige Ausbreitung nicht beobachtet wurde,
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konnte auf durchtrennte Faserverbindungen im Rahmen der Anfertigung der Hirnschnitte

zuruckzufihren sein.

5.4.3 Ausbreitungsgrad

LAC fuhrte zu einer intrinsisch optisch messbaren Reduktion der von dem AE erfassten
Flache des Subiculum. Dies zeigte sich bereits bei der niedrigsten Konzentration von 10
MM mit einem im Wash out im Vergleich zur Intervention signifikanten Anstieg der
betroffenen Flache. Auch in der mittleren LAC-Dosierung von 33 uM liel3 sich gleicher
Effekt darstellen. Zusatzlich zeigte sich bei LAC 33 uyM im perirhinalen und temporalen
Cortex ein zusatzlicher Anstieg nach dem Wash out, so dass sich ein ebenfalls
hemmender Effekt auf den Ausbreitungsgrad vermuten Iasst. In der Literatur konnte
bisher kein derartiger Effekt eines AED im Rahmen der intrinsisch optischen Messung
dargestellt werden. Dies spiegelt den Stellenwert flr das intrinsisch optische Signal im
Rahmen weiterfihrender Untersuchungen dieses akuten Rattenschnittmodels als
Screening-Instrument fur antikonvulsive Substanzen dar.

ZNS zeigte in mittlerer Konzentration ebenfalls eine Reduktion im Ausbreitungsgrad der
AE im Subiculum. Das Subiculum scheint in den von uns untersuchten Regionen die
sensibelste Veranderung durch Einfliusse von ZNS und LAC aufzuweisen. Dieser Aspekt
ist beeindruckend und unterstreicht die zentrale Rolle des Sub in der AE-Induktion im 4-
AP Modell (Benini und Avoli, 2005, Herrington et al., 2015).

5.4.4 Maximale Transmissionsanderung

Die maximale Transmissionsanderung wurde im Intergruppenvergleich signifikant durch
LAC im Sub reduziert. Neben der relativen betroffenen Flache fiel somit eine weniger
starke maximale Transmissionsanderung in den betroffenen ROI des Sub auf. Es lassen
sich weitere qualitative Effekte von antikonvulsiven Substanzen durch die Hinzunahme
der Analyse des intrinsisch optischen Signals nachweisen. Eine mogliche Erklarung ist
die lokale Netzwerkstruktur mit einem hohen Anteil rekurrent verschalteter Zelltypen und
einem hohen Anteil an burst-Neuronen. Mit der Anwendung von LAC und ZNS wurde
bereits der Ausbreitungsgrad im Sub signifikant reduziert. Die maximale
Transmissionsanderung wurde innerhalb eines ROl berechnet, so dass allein die

Reduktion der einbezogenen Flache zu einer Reduktion der maximalen
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Transmissionsanderung gefuhrt haben kdénnte. Hier stellt sich sicherlich unter
Verwendung von ROI mit 400 Pixel und die gegenseitige Beeinflussung von
Ausbreitungsgrad und maximaler Transmissionsanderung auch eine technische

Limitation dar.

5.5 Limitationen (Bewertung der Materialien und Methodik)
5.5.1 Versuchsprotokoll, Teststarke

Eine Limitation der Studie ist die geringe Hirnschnittzahl innerhalb der untersuchten
Gruppen; dies ist einerseits durch den tierexperimentellen Ansatz, andererseits durch
das Messprotokoll bedingt. Pro prapariertem Tier lassen sich bis zu ca. zehn
hippocampal-entorhinalen Hirnschnitte gewinnen. Dies ist auch ein Vorteil der in vitro
Modelle, bei denen mehrere Experimente an einem Tier gleichzeitig durchgefihrt werden
kénnen, um so die Anzahl an Tieren gering zu halten und schlieRlich die Belastung fir
die Tiere zu reduzieren. Bei der alleinigen elektrophysiologischen Messung ware, in
Abhangigkeit von der Anzahl vorhandener Mikromanipulatoren, die Untersuchung
mehrerer Schnitte zeitgleich mdglich. Durch die Kopplung der elektrophysiologischen und
intrinsisch optischen Messung konnte in unserem Versuchsaufbau nur ein Schnitt zu
einem Zeitpunkt untersucht werden. Dies ist dem Umstand des manuellen Startens der
optischen Aufnahme geschuldet. Erstens musste eine ausreichende Auflésung
gewahrleistet sein, so dass bei der von uns eingesetzten Kamera nur ein Schnitt
aufgezeichnet werden konnte. Zweitens beanspruchte der manuelle Start die
permanente Anwesenheit eines wissenschaftlichen Mitarbeiters. Eine kontinuierliche
Aufnahme bei einem Messprotokoll Uber drei Stunden war mit dem laboreigenen
Programm nicht mdglich. Durch die abnehmende Viabilitat Gber die Zeit erfolgte meist
nur die sukzessive Messung von ein bis zwei Schnitten. Retrospektiv waren
Veranderungen durch die Intervention und die Wash out-Phase wenige Minuten nach
Beginn dieser zu beobachten. So ware eine mindestens einstiindige Messung der
Baseline zwar notwendig, die folgenden Phasen der Intervention und des Wash out
konnte man jedoch auf die Halfte der gemessenen Zeit, 30 Minuten, reduzieren. Es
konnte die Untersuchung weiterer Hirnschnitte des selben praparierten Tieres erfolgen

und eine hdhere n-Zahl mit ahnlichem zeitlichen Aufwand gewonnen werden. In
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Screening-Programmen fur Antikonvulsiva ware eine Messung von bis zu zehn

Hirnschnitten moglich.

5.5.2 4-Aminopyridin-Modell im Vergleich mit dem Niedrig-Magnesium-Modell

Das genutzte Rattenschnittmodell in vitro ist zur Untersuchung von antikonvulsiven
Substanzen etabliert. Die Induktion von epileptiformer Aktivitat durch 4-AP, einem
Kaliumkanalblocker, beschreibt ein chemo-konvulsives Modell, welches sich durch die
Blockade von Kaliumkanalen und als Calciumkanal-Aktivator auszeichnet (Judge und
Bever, 2006, Wu et al., 2009). Die AE werden somit durch eine pharmakologische
Modifizierung mit einem einzigen Mechanismus erzeugt. Eine Alternative stellen das
Hoch-Kalium-Modell und das Niedrig-Magnesium-Modell dar. Letzteres ist ebenfalls in
unserem Labor etabliert. Im Rahmen unserer Experimente untersuchten wir die
Wirksamkeit von LAC und ZNS ebenfalls fur das Niedrig-Magnesium-Modell. Bei
unserem 3-stlindigen Messprotokoll zeigte sich jedoch bereits nach durchschnittlich 90
Minuten Spataktivitat, d.h. ein kontinuierliches Auftreten von Depolarisationen ahnlich
eines Status epilepticus, welche unbeeinflusst von Medikamenteneffekten waren (Zhang
et al., 1995). Die durch 4-AP induzierten AE sind hingegen uber viele Stunden stabil und
zeigten in keinem unserer Experimente innerhalb von drei Stunden eine Form von
Spataktivitat. Auch in der Literatur findet sich nur wenig Uber durch 4-AP induzierte,
beschriebene Spataktivitat (Perreault und Avoli, 1991, Lopantsev und Avoli, 1998).

Weiterhin untersuchten wir am 4-AP Modell in vitro naives neuronales Gewebe. Die bei
einer Epilepsie vorliegenden neuronalen Pathologien finden in diesem Modell keine
Berucksichtigung. Entsprechend ist die Darstellung der Medikamentenresistenz durch
pathophysiologische Veranderungen des neuronalen Gewebes nicht reprasentiert und
eine Translation der Ergebnisse in diesem Modell auf den Patienten mit resistenter
Epilepsie nur eingeschrankt bis gar nicht moglich. In vivo Tiermodelle bieten hingegen
den Vorteil, dass z.B. knock-out Ratten mit einer zerebralen Pathologie als Ursache der
Epilepsie untersucht werden kdnnen. Eine Kombination aus in vivo und in vitro Ansatzen
wurde das Problem I6sen. Weiterhin ist hier auch ein chronisches Epilepsiemodell mit
einem langer wahlbaren Untersuchungszeitraum maglich, der bei unserem in vitro Modell
durch den Neuronen-Untergang auf deutlich unter 24 Stunden beschrankt war. Wir
verzichteten jedoch aus tierethischen Aspekten bei der grundlegenden Frage des

Stellenwertes eines in vitro akuten Rattenschnittmodells auf die Nutzung eines in vivo
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Modells. Die stabile AE-Aktivitat iber mehrere Stunden, der ausbleibende Ubergang in
Spataktivitat und eine niedrige Rate an SD liel3en uns das 4-AP-Modell unter den akuten

Rattenschnittmodellen praferieren.

5.5.3 Kombinierte hippocampal-entorhinale Hirnschnitte

Die Wirkung der Antikonvulsiva erfolgte an epileptiformer Aktivitat an kombinierten
hippocampal-entorhinalen Hirnschnitten der Wistar Han Ratte. Durch den lamellaren
Netzwerkaufbau wird eine Untersuchung des neuronalen Netzwerks im
Hirnschnittpraparat erst moglich und wurde Anfang der 1970er Jahre an der Universitat
von Oslo mit entwickelt (Andersen et al., 1971).

Trotzdem wurde durch die Praparation und durch den anschlieienden Schneideprozess
der Praparate ein wesentlicher Teil der bestehenden Faserverbindungen unterbrochen.
Buckmaster und Schwartzkroin untersuchten den Einfluss der Interneurone des
vollstandigen Hippocampus und stellten diese mit Hilfe der Zellmarkierungen mittels
Biocytin dar (Buckmaster und Schwartzkroin, 1995). Die Arbeit zeigte auf, dass zwei
Arten von inhibitorischen Zellen des Gyrus dentatus Faserverlaufe von mehr als der
Halfte des septotemporalen Cortex aufwies. Diese verliefen teils senkrecht zu der
lamellaren Anordnung des Hippocampus und wurden im in vitro Schnittpraparat
durchtrennt. So ist in vivo ein deutlich héherer inhibitorischen Einfluss anzunehmen. Seit
Ende der 1990er Jahre besteht die Mdglichkeit der Untersuchung des gesamten
isolierten Hippocampus bzw. sogar beider Hippocampi mit deren interseptalen
Verbindung unter Submerged-Bedingungen (Khalilov et al., 1997). Mittels Mikroinjektion
von Rhodamin-Amin-Dextran Kristallen und anschlieRender Fluoreszenz-Mikroskopie in
einer Arbeit an kombinierten entorhinal-hippocampalen Hirnschnitten der Ratte konnte
gezeigt werden, dass ein Grolteil der Faserverbindungen bei horizontal angefertigten
Schnitten erhalten bleibt. Nur ein Teil des lateralen ,perforant pathways® konnte nicht
vollstandig dargestellt werden (Boulton et al., 1992). Eine andere Arbeit konnte ebenfalls
mit der Fluoreszenz-Mikroskopie in den Hirnschnitten eine starke Projektion von
Neuronen aus den tiefen Schichten (Schichten IV und V) auf den Gyrus dentatus
nachweisen (Dugladze et al., 2001). Die fehlende Ausbreitung der AE vom EC und Sub
in die hippocampalen Strukturen kann ebenfalls durchtrennten Verbindungen geschuldet
sein. Dies unterstutzt die Annahme eines ausreichend erhaltenen neuronalen Netzwerks

innerhalb der parahippocampalen Strukturen, mit der Einschrankung, die in vivo
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Bedingungen nicht vollstandig abbilden zu kénnen. Schliellich stitzen auch die seit fast
zwei Jahrzehnten in unserem Labor durchgeflhrten erfolgreichen Arbeiten am akuten
Rattenschnittmodell diese Annahme (Meierkord et al., 1997, Buchheim et al., 2000,
Weissinger et al., 2005, Holtkamp et al., 2011, Weissinger et al., 2017).

5.5.4 Interface-Bedingungen

Die untersuchten Hirnschnitte befanden sich ab dem Zeitpunkt der Inkubation bis zum
Abschluss der Messung auf einer Biomembran liegend zwischen einer flissigen und
gasformigen Phase entsprechend als Interface-Bedingung (siehe 2.3.1 Kombinierte
Hirnschnitte in vitro) bezeichnet. Wahrend die flissige Phase die notwendigen Nahrstoffe
bietet und quasi ein physiologisches Milieu darstellt, wird die gasférmige Phase durch ein
Gasgemisch (Carbogen: 95 % O2/ 5 % CO2) gebildet, welches eine hohe
Sauerstoffverfugbarkeit fir den Hirnschnitt gewahrleistet. Dies erlaubt im Vergleich zu
Submerged-Bedingungen eine gréliere Ausbeute von Netzwerkoszillationen (Hajos et
al., 2009). Jedoch bietet diese Messmethode auch Nachteile: 1) eine langsame ACSF-
Flussgeschwindigkeit und damit auch einen niedrigen ACSF-Umsatz, welche beim
Einwaschen von Substanzen eine langere Latenz zur Folge hat, 2) die Gefahr des
Austrocknens der nach oben gerichteten Flache und 3) eine unebene Oberflache, welche
durch Refraktion und Reflektion zu einer eingeschrankten optischen Aufnahmequalitat
fuhren kann.

Eine alternative Methode der Lagerung und Untersuchung ist die des vollstandig in eine
Ldsung eingetauchten Schnittes, als Submerged-Bedingung bezeichnet. Der Schnitt liegt
hier auf dem Boden einer mit Losung perfundierten Kammer oder wird auf Filterpapier
oder einem Nylonnetz gelagert. Eine hohe Perfusionsrate erlaubt einen raschen
Ausgleich von Konzentrationen der Loésung mit dem Hirnschnitt, welche einen Vorteil bei
der Untersuchung von Substanzen, wie z.B. von Medikamenten, besitzt. Durch die
vollstandige flissige Umgebung behalt der Schnitt Ianger seine natlrliche Morphologie
und steht bei der resultierenden hdéheren Viabilitat Ianger flir Experimente zur Verfligung
(Croning und Haddad, 1998). Durch in das Wasser eingelassene Objektive wird eine
Brechung des Lichts, wie am Ubergang von fliissiger zu gasférmiger Phase in der
Interface-Kammer, verhindert und die Aufzeichnung einzelner Neurone ist somit mdglich.
Schuchmann et al. konnte beim Vergleich der zwei verschiedenen Kammersysteme

zeigen, dass der Extrazellularraum unter Interface-Bedingungen signifikant kleiner als
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unter Submerged-Bedingungen ist. Angenommen wurde eine hauptsachlich nicht-
synaptische Fortleitung und Aufrechterhaltung der AE. Dies fuhrte unter Niedrig-
Magnesium zu langer anhaltenden AE und gréReren Amplituden bei Verwendung der
Interface-Kammer (Schuchmann et al., 2002). Dieser Umstand und die zuvor zahlreich
durchgefuhrten intrinsisch optischen Messungen unter Interface-Bedingungen in

unserem Labor lie3en uns dieses System praferieren.

5.5.5 Elektrophysiologische Messungen

Die elektrophysiologische Messung erfolgte in unserer Arbeit mit einer einzigen
Glaselektrode positioniert im Bereich der tiefen Schichten IV und V im Bereich des
lateralen entorhinalen Cortex. Es wurden ausschliel3lich AE identifiziert, welche im
Bereich der Glaselektrodenspitze begannen oder sich mindestens bis zu dieser
ausbreiteten. AE die ausschlieRlich den Hippocampus, das Subiculum oder den
temporalen Cortex betrafen, wurden nicht registriert. Dieser Hintergrund muss bei der
Betrachtung der betroffenen Regionen sowie Ursprungsregionen zu Gunsten des sehr
hohen Anteils des entorhinalen Cortex Berucksichtigung finden.

In vielen publizierten Arbeiten mit akuten Rattenschnitten mit ausschlieldlich
elektrophysiologischer  Datenerfassung finden sich mehrere Elektroden in
unterschiedlichen anatomischen Bereichen zur Aufzeichnung der AE. So kann mit nur
einer Art der Messung auch eine raumliche Auflésung erzielt werden. Dieser Ansatz
wurde im Verlauf der letzten Dekaden perfektioniert. Wahrend 1989 die
Ausbreitungsgeschwindigkeit von epileptiformer Aktivitdt in der Region CA1 des
Hippocampus mittels einem ,multi-electrode array“ von acht Elektroden untersucht wurde
(Holsheimer und Lopes da Silva, 1989), dienen heute teils Gber 10.000 Elektroden (Uber
3.150 pro mm?) zur extrazelluldaren elektrophysiologischen Untersuchung von
Purkinjezellen in akuten Kleinhirnschnitten Gber mehrere Stunden (Frey et al., 2009).
Wir entschieden uns gegen den Einsatz von mehreren Elektroden bis hin zu
multielectrode arrays, welche meist durch eine vorgegebene Form nicht exakt den
morphologischen Gegebenheiten der parahippocampalen Strukturen entsprechen. Wir
reduzierten die weiterfUhrende Untersuchung auf nur eine Elektrode, um eine optisch
groltmogliche freie Flache zur Untersuchung des intrinsisch optischen Signals zu
gewahrleisten. Jede weitere eingesetzte Elektrode wirde einen Teil des Schnittes

verdecken und diesen fur die weitere optische Messung nur schwer auswertbar machen.

99



Zudem kann jede weitere eingesetzte Elektrode zu einem gewissen Mal} den Hirnschnitt
schadigen bzw. zu Irritationen fluhren, welche wiederum zu einer geringeren Viabilitat

fuhren oder das Auftreten von spreading depressions begunstigen kann.

5.5.6 Optische Messungen

Um eine gute optische Aufldsung zu gewahrleisten, entschieden wir uns fur den Einsatz
der intrinsisch optischen Bildgebung. Diese Form der nicht invasiven Bildgebung erlaubt
eine hohe oOrtliche sowie zeitliche Auflésung Uber die Gesamtheit des untersuchten
Schnitts ohne weitere Manipulation. Durch den Einsatz einer Kaltlichtquelle zur
Durchleuchtung, erfahrt der Schnitt von extern kaum Beeinflussung. Eine Limitation ist
die softwarebedingte zeitliche Auflosung von 10 Bildern pro Sekunde. Durch die
kontinuierliche Speicherung von 100 Bildern, konnten in unserem Experiment auch
Ursprungsregionen im TC nach elektrophysiologischer Registrierung im EC erfasst
werden. Durch die Weiterentwicklung der Videotechnik ist mit einer neuen Kamera eine
deutlich héhere Auflésung von uber 50 Bildern pro Sekunde mdglich. Vor allem eine
hdhere zeitliche Aufldsung des Signals wirde eine exaktere Bestimmung des Ursprungs
erlauben. Einschrankend muss man jedoch die grof’en anfallenden Datenmengen
erwahnen, welche trotz zunehmender Speicherkapazitadten aktuell eine Limitation
darstellen kdnnte.

Die extrinsisch optische Bildgebung ist eine alternative experimentelle Bildgebung. Die
genutzten spannungsabhangigen Farbstoffe zur optischen Darstellung finden zur
Untersuchung der Ausbreitung epileptiformer Aktivitat Anwendung ((Pfeiffer et al., 2014,
Wright und Jackson, 2015)). Der Farbstoff kann jedoch mit den lonenpumpen
interagieren und die synaptische Transmission und so das Membranpotential der
neuronalen Zellen beeinflussen. Aufgrund des invasiveren Verfahrens mit einem
zusatzlichen Mediator in der Untersuchung von Medikamenten und dem 4-AP, welche
ebenfalls auf die lonenkanale Auswirkungen haben, wurde den extrinsischen

Bildgebungen das intrinsisch optische Signal vorgezogen.
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5.6 Zusammenfassung und Ausblick

Die aktuelle Arbeit weist die Wirksamkeit der neuen Antikonvulsiva LAC und ZNS auf die
im akuten Rattenschnittmodell in vitro induzierte epileptiforme Aktivitat nach. Dies liel3
sich sowohl durch eine elektrophysiologische als auch eine intrinsisch optische
Messmethode darstellen. Hervorzuheben ist die durch LAC induzierte Reduktion der
tonischen Phase, welche eine Differenzierung der Wirkungsmechanismen von LAC und
ZNS in diesem Modell erlaubt.

Das 4-AP Modell in vitro scheint zur Entdeckung von antikonvulsiven Eigenschaften von
Molekulen mit unterschiedlichen Wirkmechanismen sensibel zu sein. Auch fur AED der
3. Generation konnten Dobczi et al. demonstrieren, dass ein AMPA-Antagonist
konzentrationsabhangig die Frequenz von interiktalen Entladungen im Neocortex von
adulten Ratten mit 4-AP in vitro beeinflusst (Doczi et al., 1999). Eine Studie mit dem in
der Klinik Verwendung findenden AED Perampanel, einem AMPA-Rezeptor-
Antagonisten, ware wiinschenswert. Der KCNQ-Kaliumkanal-Offner konnte ebenfalls die
Blockade der durch 4-AP induzierten AE in hippocampalen Zellkulturen darstellen
(Kobayashi et al., 2008). Auch die Verstarkung der GABAergen Hemmung durch
Benzodiazepin-Derivate zeigte inhibitorische Effekte auf AE (Marinelli et al., 2000, Ridler
et al., 2018). Dies lasst auf einen relevanten Einfluss der GABAergen Interneurone auf
die AE im 4-AP-Modell schliel3en (Grosser et al., 2014).

Eine prokonvulsive Substanz als Negativkontrolle fehlt in dieser Arbeit und ware fur die
weitere Prufung des 4-AP-Modells als Screeningmodell notwendig. Brickner et al.
konnten bereits zeigen, dass Bicucullin, ein GABA-A-Rezeptor Antagonist, AE resistent
gegenuber den AED der 2. Generation wie Carbamazepin und Valproat werden lasst
(Bruckner et al., 1999). Der Nachweis des Effekts flr die AED der 3. Generation ist noch

ausstehend.

Eine malgebliche Limitation dieser Arbeit ist die Durchfuhrung der Experimente in
Hirnschnitten von naiven Ratten anstatt in denen von Nagern mit chronischer Epilepsie.
Es besteht eine eingeschrankte Maoglichkeit der Translation der Ergebnisse dieses
Modells auf Patienten mit Epilepsie. Deshalb sind Kombinationen von akuten und
chronischen Epilepsiemodellen notwendig. Auch ex vivo Experimente an humanen
Hirnschnitten, gewonnen im Rahmen der Epilepsiechirurgie, sind erganzend

wlnschenswert. Messungen an humanen hippocampalen Hirnschnitten nach
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Hippocampus-Resektionen werden aktuell in unserem Labor etabliert. Die Untersuchung
der Wirkung der meist bereits bei den jeweiligen Patienten eingesetzten und nicht
ausreichend wirksamen Substanzen an dem vorgeschadigten hippocampalen Gewebe

ermdglicht eine Fortfiihrung der Erforschung der Genese der Therapieresistenz.

Das akute Rattenschnitt-Modell in vitro mit 4-AP hat sich fur die weiterflUhrende
Erforschung neuer Antikonvulsiva qualifiziert und ist ein mdglicher Kandidat, der in
Zukunft ggfs. einen Einsatz in einer Screeningbatterie finden kdnnte. Unabhangig hiervon
sind auch in Zukunft in vivo Ansatze zur Erforschung von chronischen Epilepsiemodellen

und Substanzen gegen Pharmakoresistenz unabkémmlich.
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