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2 Einleitung

Das Wort ,Epilepsie” leitet sich aus dem griechischen Wort ,epilepsia“ ab und bedeutet,
L2Anfall“ oder ,Fallsucht®. In der Geschichte wurden epileptische Anfalle mal als géttliche
Anfélle, mal als Strafe oder damonische Besessenheit angesehen. Die Ursachen fur die
Epilepsie wurden insofern lange im Ubersinnlichen gesucht. Auch heute noch wird die
Erkrankung bisweilen stigmatisiert und ihr gesellschaftliches Ansehen erstreckt sich
vom Vorurteil bis hin zur Akzeptanz. So variieren auch die Behandlungsarten und es
finden sich Scharlatanerie und Teufelsaustreibung neben rationaler Therapie. Dabei
begann die empirische Beschreibung der Erkrankung bereits um das 4. Jahrhundert
v. Chr. durch Hippokrates. Er charakterisierte die Epilepsie als eine ,Krankheit des
Gehirns, die durch Diat und Medikamente, und nicht durch religiose Zauberspriche zu

heilen ist".

Als Epilepsie werden Erkrankungen bezeichnet, bei denen mindestens zwei stereotype
Anfalle mit Verhaltensanderungen aufgetreten sind, die entweder auf eine
Ubersynchronisation oder auf synchrone Uberaktivitat von Nervenzellen zuriickgefiihrt
werden koénnen (Holthausen, 2001). Die Verhaltensanderungen hangen von den
Eigenschaften der am Anfall beteiligten Strukturen ab. Epilepsien stehen deshalb im
Zusammenhang mit cerebralen Erkrankungen, die aus einer Vielzahl endogener oder
exogener pathologischer Prozesse hervorgegangen sein kénnen (Rohkamm, 2000,
192-199). Die cerebrale Dysfunktion &uf3ert sich also in voriibergehenden,
rezidivierenden und anfallsartigen Episoden, die zu unwillkiirlichen, sensorischen oder
motorischen Phanomenen fihren und héufig das Bewusstsein beeintrachtigen
(Holthausen, 2001). Man unterscheidet Anfélle, die nur eine bestimmte Hirnregion
betreffen (partiale Anfélle) und primar oder sekundar generalisierte Anfalle, in die beide
Hemispharen involviert sind und die folglich mit Bewusstseinsverlust wahrend des
Anfalls einhergehen. Man spricht bei sekundar generalisierten Anfallen dann von
komplex-partialen Anfallen. Mit cerebralen Anfallen werden meist tonisch-klonische
Konvulsionen, ein Bewusstseinsverlust, viszerale Phanomene wie Stuhl- oder
Urinabgang oder komplexe Storungen der Wahrnehmung und des Bewusstseins
assoziiert (Holthausen, 2001). Die Einteilung der Epilepsien richtet sich nach
Anfallsmuster, Ursache, Lebensalter bei Krankheitsbeginn, auslosenden Faktoren,
EEG-Befund und Prognose (Holthausen, 2001).



2.1 Epidemiologie der Epilepsien

Epilepsien zdhlen zu den haufigsten chronischen Erkrankungen des
Zentralnervensystems. Grundsatzlich ist jedes Gehirn unabhangig von seiner
phylogenetischen Entwicklungsstufe krampffahig. Etwa zehn Prozent der Bevolkerung
weisen Zeichen einer erhohten cerebralen Erregbarkeit im EEG auf, 5 % erleiden im
Laufe ihres Lebens einen Gelegenheitsanfall. Etwa 0,5-1 % aller Menschen leiden an
einer Epilepsie. Die Inzidenz fur die Entwicklung einer Epilepsie verandert sich
altersabhangig. Sie liegt um 90 pro 100 000 Einwohner und Jahr zwischen dem vierten
und zehnten Lebensjahr, sinkt auf 40/100 000 zwischen 25 und 40 Jahren und steigt bis
zum 70. Lebensjahr auf Gber 150/100 000 an. Bei Alterserkrankungen sind Epilepsien
besonders haufig mit Multiinfarkten (Olsen& Kammersgaard, 2005; Epsztein et al.,
2008) und mit der Alzheimerschen Erkrankung assoziiert (Mendez et al., 1994,
Friedman et al, 2011). Die Ursachen symptomatischer Epilepsien variieren.
Retrospektive Analysen Uberschéatzen dabei die Wahrscheinlichkeit, dass Epilepsien
nach einer Hirnschadigung auftreten und gute prospektive Studien, z.B. zu
Fieberkdmpfen als Ursache einer spéteren Epilepsie, fehlen. Insofern sind die

nachfolgend angegebenen Ursachen nur als Hinweise anzusehen.

2.2 Ursachen von Epilepsien und epileptischen Anféllen

Man unterscheidet idiopathische Ursachen (ca. 50 %) von symptomatischen Ursachen
(wie z.B. perinatale  Schadigungen, Schadel-Hirn-Traumata,  Hirntumore,
Alkoholabhéangigkeit), von vaskularen Ursachen und Enzephalitiden, sowie von
kryptogenen Ursachen, von denen man annimmt, dass sie symptomatische sind, aber
deren organische Ursachen noch nicht gefunden wurden (wie z. B. Lennox-Gastaut-
Syndrom und West-Syndrom; Matthes & Schneble, 1992). Durch die modernen
bildgebenden Verfahren nimmt die Zahl der kryptogenen Epilepsien in den letzten
Jahren deutlich ab. Bis auf wenige Ausnahmen (= idiopathische fokale Epilepsien, z. B.
Rolando-Epilepsie und Lese-Epilepsie) sind alle fokalen Anfélle (solche mit und ohne
Bewusstlosigkeit bzw. einfache und komplexe fokale sowie sekundéar generalisierte

tonisch-klonische Anfalle) bzw. Epilepsien symptomatisch.

Wenig verstanden sind die akuten Ausloéser eines epileptischen Anfalls selbst wenn
Entzug von Medikamenten oder Alkohol vorliegt. Besser verstanden sind metabolische

Ursachen (Uramie, Thyreotoxikose, Hyponatriamie, Leberzirrhose, Diabetes). Durch



Hyperventilation ausgeloste Anféalle beruhen auf einer durch Alkalose ausgelosten
Erregbarkeitssteigerung und sind mit hoher Wahrscheinlichkeit auch an den
Fieberkrampfen des Sauglings und Kleinkindes beteiligt (Schuchmann & Kaila, 2011).

2.3 Temporallappenepilepsie (TLE)

Komplex-partiale Anfalle mesialer Temporallappenstrukturen (Hippocampus, Amygdala
und entorhinaler Kortex) sind die haufigsten fokalen epileptischen Anfalle (McNamara,
1994; Liu et al.,, 1995). Temporallappenanfélle sind nach Gates & Cruz-Rodriguez
klinische und elektrische Ereignisse als Folge lokalisierter epileptischer Entladungen
von Neuronen innerhalb des Temporallappens (Gates & Cruz-Rodriguez, 1990). 85 %
der TLE gehen von mesial gelegenen Strukturen des Temporallappens aus (MTLE;

Spencer & Spencer, 1994). Klinisch ist die TLE gekennzeichnet durch

e Auren und viszerale Sensationen,

iktale Symptome in Form oraler Automatismen mit oder ohne

Bewusstseinsverlust,

eine prolongierte postiktale Reorientierungsphase und Gedachtnisstérungen,

elektroenzephalografisch nachweisbare epileptiforme Aktivitdt im Bereich der

anterioren Temporalhérner mit Videoaufzeichnung des Verhaltens, sowie

durch bildmorphologische Abnormitaten des mesialen Temporallappens (Wieser
et al., 1993).

TLE sind haufig— aber keineswegs immer— durch typische pathologische
Veranderungen im Bereich des Hippocampus charakterisiert (Ammonshornsklerose,
AHS). Sie sprechen oft zunehmend schlechter auf derzeit verfigbare medikamentds-
antikonvulsive Therapie an. Bis zu 70% der Patienten mit TLE entwickeln
pharmakoresistente Anfalle (Shorvon, 1996; Wilder, 1995) und dieser Anteil nimmt noch
weiter zu, wenn eine Sklerose mit einer Entwicklungsstorung assoziiert ist (Schmidt &
Léscher, 2005; Mathern, 2009).

Als Ammonshornsklerose bezeichnet man einen segmentalen Neuronenverlust mit
einer assoziierten reaktiven Gliose vor allem in der Area CA1 und dem Hilus der Area
dentata (Endfoliumsklerose). Die Zellverluste in der Area CA3 fallen geringer aus und
Pyramidenzellen der Area CA2 scheinen kaum anféllig gegentber Schadigungen zu
sein (Represa et al., 1995; Lothman et al., 1991; Margerison & Corsellis, 1966; Mathern
et al., 1997; Blumcke et al., 1999; Zentner et al., 1995). Da nicht alle Patienten mit einer
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Temporallappenepilepsie eine AHS aufweisen, ist offen, ob die AHS Folge
rekurrierender epileptischer Anfélle oder eines Status epilepticus ist (Spielmeyer, 1927,
Falconer et al., 1964) oder sich nach einem cerebralen Trauma, komplizierten
Fieberkrampfen, einem perinatalen Trauma mit Hypoxie bzw. einer Enzephalitis
entwickelt. Ebenso ist offen, ob die mit einer AHS im Hippocampus vergesellschafteten
Reorganisationsprozesse wirklich Ursache der Epilepsie sind (Mathern et al., 1994;
Lehmann et al., 2001). Tatsachlich wird zunehmend erkannt, dass auch
Entwicklungsstérungen in mesialen Temporallappenstrukturen Ursachen einer TLE sein
konnen; und es zeigt sich, dass Patienten mit pharmakoresistenter TLE auch
epileptogene Lasionen aulRerhalb des Hippocampus aufweisen konnen (Tumore,
GefalBmalformationen, kortikale Dysplasien oder Narben). In solchen Fallen bleiben die
Neuronenverluste in der Area CAl oft unterhalb von 25 % (Spencer & Spencer, 1994;
Babb & Brown, 1987) und sind mit einer milden Gliose assoziiert (Scheffler et al., 1997).
Trotz Entfernung einer extrahippocampalen L&asion kann der Hippocampus — in situ
belassen — noch epileptogen sein (Cascino et al., 1993).

2.4 Mechanismen der Iktogenese

Paroxysmale Depolarisationen (PDS) gelten als Grundlage interiktualer Ereignisse.
Dabei handelt es sich um synchrone, hochfrequente und salvenartige Entladungen,
ausgelost durch grol3e, lang andauernde Membran-Depolarisationen von 30-40 mV, die
fur 80—200 ms anhalten (Matsumoto & Marsan, 1964; Prince, 1978). Sie verschmelzen
wahrend eines Anfalls. Als Voraussetzung fir die Entwicklung eines epileptischen

Anfalls werden folgende Mechanismen diskutiert:

1. Verschiebung des physiologischen Gleichgewichts zwischen erregenden und
hemmenden Prozessen zugunsten erregender Prozesse (Jung & Tonnies, 1950). Dabei
kann die Verschiebung entweder auf zellularer Ebene mit Zunahme erregender
Natrium- oder Calciumstrome (Beck & Yaari, 2002), Abnahme inhibitorischer Kalium-
oder Chloridstrome (Bernard et al., 2004) vorhanden sein oder auf synaptischer Ebene
mit Zunahme glutamaterger oder cholinerger Ubertragung, Abnahme inhibitorischer
GABAerger Ubertragung (y-Aminobuttersaure; engl.. gamma-amino butyric acid)
bestehen (Mutani, 1986).

2. Zellen, die in der Lage sind, autonom Entladungen generieren zu kénnen, kbénnen

Uber exzitatorische Kollateralen weitere Neuronenpopulationen in ein Anfallsgeschehen
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mit einbeziehen (Wong & Prince, 1990; Miles, Wong & Traub, 1988; Jensen et al.,
1994).

3. Zusatzliche synchronisierende Mechanismen wie die aktivitatsinduzierte Verstarkung
synaptischer Verbindungen oder nichtsynaptischer Mechanismen wie ephaptische
Interaktionen und Anderungen im lonenmilieu ermdglichen ebenfalls selbst-
unterhaltende Krampfaktivitaten (Dudek et al., 1986; Konnerth et al., 1987; Jefferys,
1995).

2.5 Die CAl1-Region und epileptische Anfalle

Im Allgemeinen wird angenommen, dass epileptische Anfélle von der CA3-Region
ausgehen. Allerdings lassen sich Anfalle experimentell auch durch Absenken der
Kalziumkonzentration, der Magnesiumkonzentration und/oder Anheben der
Kaliumkonzentration aus der Region CA1l ausldsen, nachdem die CA3-Region entfernt
wurde. Hierbei ist zu bemerken, dass der Neuronenverlust auch in der oft stark
betroffenen Region CAl in der septotemporalen Achse variiert und es in Teilen des
Hippocampus deshalb auch in der CAl1-Region zu erheblichen Reor-
ganisationsprozessen kommen kann (Lehmann et al., 2001). Pyramidenzellen aus der
Region CALl projizieren zum Subiculum und oft auch direkt Gber das Subiculum in
nachgeschalteten Strukturen (Heinemann, Behr et al, 2011). Damit ist die Region CAl
eine wichtige Relaisstation fur die Ausbreitung und sekundare Generalisierung von
Anfallen. In Bezug auf die Area CAl wurden Zellen mit einem salvenartigen
Entladungsverhalten  beschrieben, das sich mit steigender extrazellularer
Kaliumkonzentration ([K']o) erhoht (Jensen et al., 1994). Hinzu kommt, dass die
Packungsdichte von Pyramidenzellen in der CAl-Region besonders hoch sowie der
Extrazellularraum besonders klein ist (McBain et al., 1990). Dies bedingt besonders
groRe Anderungen der extrazellularen Feldpotenziale und eine ephaptische Interaktion
zwischen Nervenzellen, die zur Synchronisation neuronaler Uberaktivitat beitragen

kann.

2.6 Extrazellulare Kaliumkonzentration und Anfallsentstehung

Die [K'], des Liquor cerebrospinalis liegt unter physiologischen Bedingungen bei ca.
3 mM (Heinemann & Lux, 1975); die intrazellulare neuronale Kaliumkonzentration

betragt etwa 150 mM. Daraus ergibt sich nach der Nernst-Gleichung ein
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Gleichgewichtspotenzial fur Kaliumionen von ca. —90 mV. Da das Membranpotenzial
von Pyramidenzellen im Hippocampus um —65 mV variiert, besteht eine treibende Kraft
fur Kaliumausstrom, der Uber Kig und vor allem tber Two-pore-domain-Kaliumkanéle
erfolgt (Pasler et al., 2007).

Abb. 1: Schematische Darstellung des menschlichen Hippocampus; Koronarschnitt.
CA1-CA4-Felder des Cornu ammonis: 1 Alveus, 2 Stratum oriens, 3 Stratum
pyramidale, 4 Stratum radiatum, 5 Stratum lacunosum, 6 Stratum moleculare, 7 Sulcus
hippocampalis. Gyrus dentatus: 8 Stratum moleculare, 9 Stratum granulosum,
10 polymorphe Schicht, 11 Fimbrie, 12 Margo denticulatus, 13 Sulcus fimbriodentatus,
14 Sulcus hippocampalis superficialis, 15 Subiculum (Duvernoy, 1998).

Erhohte neuronale Aktivitat fuhrt demnach zu betrachtlicher Akkumulation von Kalium
im Extrazellularraum (Lux et al., 1986), die allerdings normalerweise auf ca. 10-12 mM
begrenzt wird (Heinemann & Lux, 1977). Spontane oder artifizielle Kaliumakku-
mulationen im EZR fiihren Gber folgende Mechanismen zu einer erhdhten Erregbarkeit
des Gewebes und damit zu einer erhtéhten Anfalligkeit fir die Entwicklung und
Unterhaltung epileptiformer Aktivitat in vitro und in vivo (Jensen et al., 1994; Haglund &
Schwartzkroin, 1990; Fertziger & Ranck, Jr., 1970; Zuckermann & Glaser, 1968; Liotta
etal., 2011):

1. Durch die Verschiebung des Kaliumgleichgewichtspotenzials in depolarisierender
Richtung werden die Nervenzellen naher an ihre Erregungsschwelle gefthrt.

Aktionspotenziale werden verlangert, da die repolarisierenden spannungsge-
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steuerten K'-Auswartsstrome aufgrund reduzierter treibender Kraft vermindert
werden. Zusatzlich wird die treibende Kraft fur Chlorideinstrom in Zellen reduziert,
da der neuronale Chloridtransporter KCC2 vom transmembranalen
Kaliumgradienten abhangt (Liotta et al., 2011; Korn et al., 1987; Misgeld et al.,
2006).

2. Durch die [K']o-induzierte Depolarisation wird zusatzlich die Freisetzungs-
wahrscheinlichkeit fir Neurotransmitter an den Axonterminalen erhdht (Jensen &
Yaari, 1997).

3. Durch die osmotisch bedingte Schwellung von Gliazellen kommt es zu einer
Abnahme des EZR-Volumens und damit zu einer weiteren Anfalligkeit fir [K']o-
Erhéhungen (Dietzel & Heinemann, 1980; Walz & Hinks, 1985), sodass zunehmend
nichtsynaptische Mechanismen zur Entstehung und Fortleitung epileptischer
Aktivitat beitragen kénnen (Jefferys, 1995).

4. Extrazellulare Kaliumakkumulationen bei neuronaler Uberaktivitat konnen eine
ektopische Erregungsbildung und dadurch antidrome Erregungseinbriiche in

afferenten und efferenten Axonen begtnstigen (Pinault & Pumain, 1985).

Die Begrenzung extrazellularer Kaliumakkumulation ist daher eine unerlassliche

Voraussetzung fur die regelrechte Funktionsweise des Nervengewebes.

2.7 Die Glia vermittelte Kaliumpufferungshypothese

Fur die Begrenzung von Anstiegen der Kaliumkonzentration stehen verschiedene
Mechanismen zur Verfligung. So ist beschrieben worden, dass Kaliumerhéhung gliale
Na-K-ATPasen aktiviert (Xiong & Stringe, 2000). Ist die Kaliumakkumulation im Gewebe
homogen, kommt es zu einer Kaliumchloridaufnahme (Walz et al., 2005). Bei
inhomogener Kaliumakkumulation kann die Kaliumpufferung Uber Gliazellen zu einer

raschen Umverteilung von Kalium fiihren (Orkand et al., 1966).

Kaliumionen, die standig durch neuronale Aktivitat freigesetzt werden, fihren im
Neokortex und Hippocampus — insbesondere bei epileptischer Aktivitat— zu
extrazellularen Kaliumakkumulationen von bis zu 12 mM (Lux et al, 1986; Hablitz &
Heinemann, 1987). Unter experimentellen Bedingungen werden Anstiege der [K'], auf
12 mM in adultem Gewebe auch nicht durch starke elektrische Stimulation oder
Applikation epileptogener Substanzen tberschritten (Heinemann & Lux, 1977; Dietzel &
Heinemann, 1986). Es gibt verschiedene Hinweise, dass Astrozyten an der Begrenzung
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der Kaliumakkumulation beteiligt sind. Astrozyten besitzen eine vorwiegend
kaliumpermeable Membran (Ransom & Goldring, 1973) und bilden mit langen und
verzweigten Fortsatzen Uber niederohmige interzellulare Verbindungen (Gap Junctions)
ein elektrisch gekoppeltes Synzytium (Enkvist & McCarthy, 1994; Gutnick et al., 1981,
Wallraff et al., 2006). Die hohere Kaliumkonzentration des Intrazellularraums gegeniber
dem EZR stellt daher im adulten Gewebe ein Ruhemembranpotenzial von etwa —80 mV
ein (Ballanyi et al.,, 1987). Kommt es durch neuronale Aktivitat zu einem lokalen
Kaliumanstieg, wird das Kaliumgleichgewichtspotenzial (Ex) Uber der angrenzenden
Zellmembran eines Astrozyten in positive Richtung verschoben. Die Verschiebung
breitet sich elektrotonisch im Astrozytennetzwerk aus. Dadurch entsteht am Ort
maximaler Kaliumakkumulation eine geringere Depolarisation als nach der
Kaliumakkumulation zu erwarten wére (Futamachi & Pedley, 1976). Die Differenz
zwischen Ex und dem Membranpotenzial fuhrt dann zu einer Triebkraft fr
Kaliumeinstrom in die Zelle. Wahrend die Depolarisation am Ort hoher [K*], niedriger
ausfallt als nach der Nernst-Gleichung zu erwarten ware, ist sie an entfernten Orten des
Synzytiums durch die elektrische Kopplung héher als aus der dortigen transmembranen
Kaliumverteilung zu erwarten wére. Folglich entsteht zur gleichen Zeit eine Triebkraft fur
einen Kaliumausstrom an Orten ohne extrazellulare Kaliumakkumulation. Dieser
Mechanismus wurde das erste Mal im Jahr 1966 von Orkand (Orkand, 1966)
vorgeschlagen und als raumlicher Kaliumumverteilungs- oder auch Kaliumpufferungs-
mechanismus bezeichnet. Die folgenden beiden Abschnitte stellen astrozytare
Leitfahigkeiten vor, die im Zusammenhang mit der glialen Kaliumpufferung diskutiert
werden. Klassische Astrozyten sind anders als die weitverbreiteten NG2-positiven
Gliazellen durch Glutamattransporter und die Expression von Kr4.1-Kaliumkanélen
charakterisiert (Steinhduser et al., 2011). Der astrozytare Kgr ist vor allem
bariumsensitiv (bis zu 100 uM), weist eine hohe Offnungswahrscheinlichkeit beim RMP
auf und gewahrleistet dadurch ein stabiles negatives Membranpotenzial, seine
Leitfahigkeit erhoht sich mit steigender [K'], (Ransom & Sontheimer, 1995) und seine
Expression konnte in hippocampalen Astrozyten der Area CA3 und Area CAl
immunhistochemisch und elektrophysiologisch nachgewiesen werden (Tse et al., 1992;
Kressin et al., 1995; Bordey & Sontheimer, 1997; Poopalasundaram et al., 2000; Zawar
et al., 1999). Fur den astrozytaren K\g wird daher eine Beteiligung am Kaliumaufnahme-
und -umverteilungsmechanismus diskutiert. Neben KgrkKanélen exprimieren Astrozyten

noch Two-pore-domain-Kaliumkanale (Bang et al., 2000). Es handelt sich um eine sehr
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A Geringe neuronale Aktivitat
[K'],= 3 mM [K'1,= 3 mM
KLEAK gK* KLEAK
Kk [K'],= 70 mM [K'],=70 mM O
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E,. + RMP,qr0 = -83 MV
B Erhéhte neuronale Aktivitat mit lokaler K -Freisetzung in den Extrazellularraum

[K'l,=4 mM
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K* ;" K* K*
L VT Ve
4 PUFFER K17.=70 M
? [K']=80 mM 7( " 7{ K], m 7
E,. + -47 mV E, < RMP,cro <
RMPASTRD> EK RMPASTRO +-70 mV

Abb. 2: Gliapufferungshypothese. Schematisiert dargestellt sind Pyramidenzellen mit
apikalen Dendriten und basal entspringendem Axon (gebogener Pfeil) sowie jeweils
drei Astrozyten, die Uber niederohmige Gap junctions elektrisch gekoppelt sind. Kir
(einwartsgleichrichtende Kaliumleitfahigkeit), Kieak (schwach spannungs- und
zeitabhangige Kaliumleck- oder -hintergrundleitfahigkeit) und gg+« (Ubrige
kaliumpermeable Leitfahigkeiten). (A) Bei geringer neuronaler Aktivitat betragt die
[K™], Uber das gesamte astrozytiare Synzytium annahernd 3 mM. Bei einer [K']astro
von ca. 70 mM (Ballanyi et al., 1987) ergibt sich ein Kaliumgleichgewichtspotenzial
(Ex) von =83 mV und wegen der hohen Kaliumpermeabilitdt der Zellmembran ein
ahnliches Ruhemembranpotenzial (RMPastro). (B) Steigt mit erhéhter neuronaler
Aktivitat die [K']o, verschiebt sich Ex (hier =47 mV), wahrend RMPastro durch die
synzytiale Kopplung negativer als Ex bleibt. Dadurch entsteht an diesem Ort eine
Triebkraft fir einen K*-Einstrom in die Zelle (links im Bild). An entfernten Orten fallt
zur gleichen Zeit durch den Pufferstrom innerhalb des Synzytiums (lpurrer) die
Depolarisation héher aus als Ek, sodass hier Kalium aus dem Zellverband in den
EZR stromt (rechts im Bild) (Kivi, 2002).

grof3e Familie von Kaliumkanalen (Fink et al., 1998). Sie bedingen auch aul3erhalb des
Nervensystems das Ruhemembranpotenzial vieler Zellen. Die astrozytaren 2P-
Kaliumkanale sind neben Quinin- und Quinidine- auch Ba** in héheren Konzentrationen
empfindlich. Konzentrationen von Ba?* bis zu 2 mM werden firr eine Blockade benétigt
(Zheng et al., 2011; Pasler et al., 2007). Damit eignet sich Ba®>* zur Untersuchung der

glialen Pufferungsfahigkeit. So konnte gezeigt werden, dass eine ionotophoretische
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Applikation von Kalium in Gegenwart von TTX und/oder von Glutamatrezeptoragonisten
zu Kaliumsignalen fuhrt, die durch Applikation von Barium stark vergrofRert werden.
Wahrend fokaler Applikation von Kalium treten negative Feldpotenziale auf (Jauch et
al.,, 2002; Ivens et al., 2006). Solche extrazellularen langsamen Feldpotenziale
korrelieren zeitlich und rédumlich mit der Kaliumakkumulation (Dietzel & Heinemann,
1980; 1982) und in ihrer Amplitude auch mit Astrozytendepolarisationen (Somjen, 1970;
Castellucci & Goldring, 1970; Glotzner & Grisser, 1968; Krnjevic & Morris, 1975 a). Aus
der rdumlichen und zeitlichen Analyse solcher Feldpotenziale (Stromquellen-Dichte-
Analyse, CSD fir engl.: current source density) lasst sich ein Nettozugewinn bzw. -
verlust an Ladungstrdgern an einem Ort Uber einen bestimmten Zeitraum im EZR
abschéatzen (Nicholson & Freeman, 1975; Dietzel et al., 1982; 1989). Dieser kann in
Bezug zu den lonenverschiebungen im Extrazellularraum gesetzt werden. Dabei wirde
Kaliumpufferung am Ort maximaler Kaliumakkumulation durch Aufnahme von
Kaliumionen in Gliazellen zu negativen Potenzialen fihren, wéhrend an entfernten
Orten positive Potenziale — abhangig von der Geometrie des neuronalen Verbundes —
auftreten konnen. Eine CSD-Analyse langsamer Feldpotenziale unter verschiedenen
experimentellen Bedingungen kann deshalb Hinweise auf die Funktionsfahigkeit der
glialen Zellen liefern.

2.8 Eigenschaften reaktiver Astrozyten

Astrozyten zeigen als unspezifische Reaktion auf Gewebeschadigungen des Gehirns
Veranderungen ihrer Morphologie und funktionellen Parameter. Derartige reaktive
Astrozyten findet man in pathologisch verandertem Gewebe, so auch in chronisch
epileptischem Gewebe bei TLE; diese Veranderungen umfassen unter anderem sowohl
den Verlust von Kig-Kanalen als auch einen Anstieg astrozytarer Eingangswiderstande.
Dabei muss konstatiert werden, dass reaktive Astrozyten verschiedene Eigenschaften
besitzen kdnnen, dass der Begriff ,aktivierter Astrozyt” noch wenig differenziert genutzt
wird und wahrscheinlich nicht immer die gleichen Funktionsveranderungen beinhaltet.
Die Eigenschaften aktivierter Astrozyten entsprechen weitgehend denen NG2-positiver
Gliazellen in der Expression von spannungsgesteuerten lonenkanalen und der
Expression von Glutamatrezeptoren (MacFarlane & Sontheimer, 1997; Francke et al.,
1997; Hinterkeuser et al., 2000; Bordey & Sontheimer, 1998; Steinhduser et al., 2011).
Zusatzlich wird die Expression von glialen Connexinen herabreguliert. Direkte Hinweise

Uber Expression von K gak-Leitféahigkeiten in reaktiven Astrozyten aus sklerotischem
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Gewebe liegen nicht vor.

TLE-Patienten mit einer L&sion aullerhalb des Hippocampus zeigen keinen
segmentalen Zellverlust im Hippocampus und allenfalls diskrete Zeichen einer Gliose
(Scheffler et al., 1997). Einwartsgleichrichtende Kaliumkanéle in Astrozyten aus
solchem Gewebe sind in geringerem Mald herunterreguliert als in sklerotischem
Gewebe mit ausgepréagter Gliose (Hinterkeuser et al., 2000). Fur die Untersuchungen
dieser Arbeit wurde davon ausgegangen , dass die verschiedenen Auspragungsgrade
einer Gliose mit verschieden stark ausgepragten Veranderungen astrozytarer
Eigenschaften zwischen der AHS- und der Non-AHS-Gruppe, insbesondere bezliglich
der Kaliumleitfahigkeiten, einhergehen, die an der Kaliumpufferung beteiligt sind. Dazu
sollten Tiere mit und ohne Sklerose bei TLE im Vergleich mit Normaltieren untersucht

werden.

2.9 Das Pilocarpinmodell

Tierexperimentell lassen sich TLE mit hippocampaler Sklerose durch einen
experimentell induzierten Status epilepticus nachahmen. Geeignet sind Substanzen, die
die neuronale Erregbarkeit stark erhdhen. In der Literatur werden verschiedene
Varianten von Statusmodellen verwendet. In einigen dieser Modelle wird der Glutamat-
Agonist ,Kainsaure® entweder systemisch, intraventricular oder intrakortikal und/oder
intrahippocampal verwendet. Intrahippocampale Injektion fuhrt zu einer lokalen
Sklerose, wahrend bei den anderen Applikationen Lasionen weitverbreitet auftreten.
Eine Alternative stellt das weniger aufwendige Pilocarpinmodell dar, bei dem nach
Vorbehandlung mit Skopolamin ein Status epilepticus entsteht. Mit einer Latenz von
einigen Wochen treten dann spontane Anfalle auf, die denen limbischer Anfélle
entsprechen. Die Tiere weisen eine ausgepragte hippocampale Sklerose auf. Die
Anfallshaufigkeit ist allerdings geringer als im Kainatmodell und deshalb fur die Tiere
weniger belastend. Der Zellverlust in der Area CALl ist besonders in ventralen Bereichen
recht ausgepragt und die Region ist durch eine ausgepragte Astrozytose
gekennzeichnet. Insofern sind die Muster von Zellverlusten denen anderer TLE-Modelle
ahnlich (Turski et al., 1983).

2.10 Die Kindlingepilepsie

Ein limbischer Status epilepticus ist elektrografisch durch andauernde oder in kurzen
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Intervallen wiederkehrende, einzelne und komplexe epileptiforme Entladungen (spikes
and waves) charakterisiert. Sie treten dabei selten nur in limbischen Strukturen, haufig
auch in anderen neokortikalen und thalamischen Regionen auf. Im Verhalten der Tiere
zeigen sich nacheinander eine Reihe von Symptomen, die als Akinesie, Strauben der
Fellhaare, Zittern des Kdorpers, Kaubewegungen, Myoklonus der Gesichtsmuskulatur,
Kopfnicken, Aufrichten des Korpers und Tremor der Vorderextremitaten sowie als
generalisierte motorische Krampfe mit vorausgehendem Verlust der Kontrolle tber die
Kdrperhaltung beschrieben werden. Diese Symptome entsprechen jenen, die nach
elektrischer Reizung der Mandelkerne im Kindlingmodell der Epilepsie beschrieben
worden sind. Die Kindlingepilepsie kann durch elektrische Reizung unterschiedlicher
limbischer Strukturen (z. B. der Amygdala oder des Hippocampus) ausgelost werden.
Sie wurde von Racine genutzt, um finf Klassen epileptischer Aktivitat zu beschreiben.
Im Verlaufe der Ausbildung eines Status zeigen sich Symptome der Stadien [I-V nach
Racine (Racine, 1972). Kindling der basolateralen Amygdala fuhrt innerhalb von 20 bis
40 Reizwiederholungen zu reizinduzierten Anféllen des StadiumsV nach Racine
(partial, complex). Chronische spontane Anfalle treten nicht auf, da die elektrische
Stimulation vorher eingestellt wird. In diesem Modell treten minimale Verluste von

Nervenzellen selten auf und die Astrozytose ist selten ausgepragt.

2.11 Fragestellung

In der vorliegenden Studie wurden die Wirkungen von Barium auf reizinduzierte
Anderungen der Kaliumkonzentration untersucht. Diese sollten in laminaren Profilen mit
den lonenverschiebungen verglichen und zu Anderungen der Stromsenkendichte in
Beziehung gesetzt werden, um danach vergleichend in hippocampalen Schnitten aus
gekindelten (nicht spontan epileptischen) und aus mit Pilocarpin behandelten (spontan
epileptischen) Ratten, untersucht zu werden. Ich erhoffte mir dadurch Aufschluss Uber

Veranderungen in der Kaliumregulation im Gewebe.

3 Material und Methoden

3.1 Anatomie des Hippocampus

Der Hippocampus ist dem entorhinalen Kortex nach- und vorgeschaltet. Afferenzen aus

den oberen Schichten des entorhinalen Kortex erreichen die Area dentata, die Area
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CA3 und die Area CA1l. Die Area dentata projiziert zur CA3-Region, welche die CAl-
Region erreicht. Die Zellen der CA1-Region projizieren teils umgeschaltet im Subiculum
zum entorhinalen Kortex. Vom Subiculum werden auch andere Strukturen im Gehirn
erreicht. Im Cornu ammonis wird eine Zellschicht (Stratum pyramidale) vom Stratum
radiatum und Stratum moleculare unterschieden. In diese Schichten reichen die
apikalen Dendriten der Pyramidenzellen. Dort wird auch die Mehrzahl der synaptischen
Kontakte aufgenommen. Im Stratum oriens finden sich basale Dendriten der
Pyramidenzellen und ihre Axone, die Uber den Alveus andere Zielstrukturen erreichen.
Ca. 90 % der Zellen im Hippocampus sind glutamaterg und ca. 10 % GABAerg. In den
durchgefuhrten Experimenten wurde hauptsachlich die antidrome Stimulation des
Alveus genutzt, um Pyramidenzellen der Area CAl zu aktivieren. Durch einen Cocktail
von NBQX und APV konnte die Aktivierung anderer Zellen Uber rekurrente
Axonkollateralen verhindert werden. Die beschriebene Organisation des Hippocampus
erlaubt die weitgehende  Erhaltung des neuronalen  Netzwerkes in
Hippocampushirnschnitten, deren Organisation in den folgenden Abbildungen

dargestellt ist:

Abb. 3: Schematische Darstellung der Lage des Hippocampus im Temporallappen der
Ratte nach Resektion der den Hippocampus bedeckenden Kortexoberflache (unten). Im
oberen Teil der Abbildung: Darstellung transversaler Schnittrichtung des Praparates zur
septotemporalen Achse des Hippocampus (Amaral & Witter, 1989).
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Abb. 4: Intrahippocampale Verbindungen in einer schematischen Darstellung des
menschlichen Hippocampus. Cornu ammonis: 1 Alveus, 2 Stratum pyramidale (SP), 3
Schaffer-Kollateralen, 4 Axone von Pyramidenzellen, 5 Stratum lacunosum moleculare
(SLM) und Stratum radiatum (SR), 6 Stratum moleculare (SM), 7 Sulcus hippocampalis,
Gyrus dentatus: 8 Stratum moleculare, 9 Stratum granulosum, SUB: Subiculum
(Duvernoy, 1998).

3.2 Versuchstiere

Die Behandlung der Ratten erfolgte nach den Richtlinien des Rates der Europaischen
Gemeinschaft und den Anweisungen der lokalen Tierschutzbehérde innerhalb des
Landesamtes fur Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische Sicherheit
(G0327/98, G0328/98).

Fur die Experimente an Hirnschnittpraparaten der Ratte wurden folgende Praparate
verwendet: 65 hippocampale Schnittpraparate von 42 mannlichen und weiblichen
Wistar-Ratten, 84 hippocampale Schnitte von 27 mannlichen Wistar-Ratten, die mit
Pilocarpin behandelt worden sind, und 85 hippocampale Schnittpraparate von 21
mannlichen und weiblichen Wistar-Ratten, welche der Kindlingprozedur unterlagen. Die

Tiere entstammten der Tierzuchtabteilung der Charité.
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3.2.1 Pilocarpinmodell der Ratte
Erwachsenen mannlichen Wistar-Ratten (240-300g) wurde 350 mg/kg Pilocarpin-

hydrochloride intraperitoneal (i. p.) verabreicht, nachdem sie 30 Minuten vorher 1 mg/kg
KG s.c. Scopolaminhydrobromide erhalten hatten, um die peripheren Wirkungen des
Pilocarpin zu minimieren und damit die Uberlebensrate der Ratten zu erhthen (Mello et
al., 1993). Nach der Pilocarpin-Injektion bekamen die Ratten einen Status epilepticus.
Die ersten psychomotorischen Symptome zeigten sich 5-10 Minuten nach der
Pilocarpin-Injektion und entwickelten sich innerhalb von 20-60 Minuten zu einem
Vollbild eines Status des Stadiums V nach Racine, der nach 2 Stunden mit 1 mg/kg KG
I.m. Diazepam beendet wurde. Nach dem Anfall wurden die Ratten in
videoliberwachten Einzelkafigen gehalten. Nach 5-34 Tagen entwickelten 5 von 7
Tieren spontane limbische Anfélle. Die Experimente wurden 3—4 Monate nach Status

epilepticus durchgefihrt.

3.2.2 Gekindelte Tiere
Die 180-200 g schweren méannlichen Wistar-Ratten wurden mit 60 mg/kg KG Ketamin

und 5 mg/kg KG Xylazinso i. m. tief anasthesiert, dass einerseits auf Schmerzreize
keine motorischen und vegetativen Reaktionen mehr erfolgten, die Atmung jedoch
andererseits nicht beeintrachtigt war. Vor dem Eingriff wurde zur Vermeidung von
intraoperativen Infektionen das Fell Uber der Schadeldecke abrasiert sowie die Haut
desinfiziert. Die Tiere wurden in einem stereotaktischen Rahmen Uber den Meatus
acusticus externus beidseits sowie eine spezielle Gebisshalterung fixiert. Dann wurde
an den literaturbekannten stereotaktisch ermittelten Koordinaten je ein Bohrloch fur die
Stimulations- und fur die Ableitelektrode (EEG-Ableitung zur Charakterisierung der
reizinduzierten epileptischen Entladungen) gesetzt. Nach Durchbohren des kndchernen
Schadels wurde die Dura mit einer abgestumpften Nadel durchstof3en. Zur Stillung von
etwaigen Blutungen wurde ein dinner Streifen Zellstoff in das Bohrloch eingeflhrt.
Danach wurden zwei kleinere intraossare Bohrlocher gesetzt und in diese Schrauben
eingefuhrt, die fur eine stabile Verbindung zwischen der Schédeldecke und der am
Ende der Operation auf diese aufgetragene Acrylpaste sorgen sollten. In je eins der
beschriebenen Bohrlécher wurde dann die Stimulationselektrode bis in den
basolateralen Kern des Amygdalums und die Ableitelektrode in den dorsalen
Hippocampus vorgeschoben. AnschlieRend wurden die Elektroden mit der Acrylpaste

fixiert und die Enden in einer Plastikbuchse zusammengefasst, die als ,Steckdose’ fur
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die spater durchgefihrte Stimulation diente. Diese Buchse wurde ebenfalls mit der
Acrylpaste an die Schéadeldecke fixiert. Die Acrylpaste deckte den am Beginn der
Operation freigelegten Teil der Schadeldecke vollstdndig ab. Die gesamte Operation
dauerte etwa 40-60 Minuten. Kurz vor Ende der Operation wurde den Ratten zur
systemischen Schmerztherapie 1,5 mg/kg KG Nubain (Nalbuphin) intraperitoneal
appliziert. Postoperativ erfolgte die lokale Schmerztherapie mit 1 % Xylocain Gel.
Postoperativ blieb das jeweilige Tier solange unter direkter Beobachtung des
Experimentators, bis es vollstandig aus der Narkose erwacht war. Ebenfalls abgewartet
wurde der erste Harnabgang (fast immer vor vollstandigem Erwachen aus der
Narkose), um ein intra- oder postoperatives Nierenversagen auszuschlief3en.
Postoperativ erholten sich die Ratten fir 7-9 Tage und wurden in diesem Zeitraum
unter den praoperativen Standardbedingungen gehalten. Nach dieser postoperativen
Erholungsphase wurden die erwachsenen Tiere taglich (5-mal pro Woche) 1 Sekunde
elektrisch gereizt (60 Hz, maximal 400 pA, 0,1 ms Pulsdauer), bis sie 5- bis 10-mal
.Stadium V* nach Racine (fully kindled) (Racine, 1972) erreicht hatten, d.h.
generalisierte Anfalle unmittelbar im Anschluss an die Reizung, jedoch keine spontane

epileptische Aktivitat aul3erhalb der Reizung zeigten.

3.3 Anfertigung hippocampaler Hirnschnittpraparate der Ratte

Die Ratten wurden mit einer Ather-Inhalations-Anasthesie betaubt und mit einer
Kleintierguillotine gekopft. Die Galea wurde mit dem Skalpell in Langsrichtung
gespalten, die Schadeldecke an den Nahten schonend gedffnet und die feste Hirnhaut
(Dura) mit Augenschere und Pinzette entfernt. Das Hirn wurde an der kaudalen Grenze
der vorderen Schadelgrube in Querrichtung scharf durchtrennt, der kaudale Pol (mit
unter anderem dem Hippocampus) wurde aus dem Schadel gelost und in 4—6 °C kalte
karbogenisierte ACSF (Karbogen: 95 % Sauerstoff und 5 % Kohlendioxid; ACSF
artifizielle Zerebrospinalflissigkeit, engl.: artificial cerebrospinal fluid) transferiert. Die
weiteren Schritte erfolgten auf einer eisgekihlten Petrischale mit einem Filterpapier,
welches mit ACSF durchtrankt war. Das Kleinhirn wurde vom Grof3hirn, dann die
GroRRhirnhalften im Balken getrennt. Die dorsalen Anteile der Hirnhalften wurden
entfernt, dann die Hemisphéren gekippt, sodass die basalen Seiten nach oben zeigten.
Diese wurden auf dem Teflonzylinder der Schneidekammer (s. u.) mit Sekundenkleber
(Cyanacrylatkleber der Firma UHU) befestigt. Die Schneidekammer wurde mit kalter

karbogenisierter ACSF geflllt und dann in ein Vibratom der Firma Campden
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Instruments (Leicester, UK) gespannt. Die Horizontalschnitte wurden mit einer Dicke
von 400 pm von ,basal® nach ,dorsal” bei langsamer Vorschubgeschwindigkeit mit
regulierbarer horizontaler Vibrationsrate angefertigt. Mit einer Augenschere wurde die
Hippocampusformation mit temporalem und entorhinalem Kortex (vgl. Abb. 3 und 4
oben) vom ubrigen Gewebe geldst und mit einem Spatel in die Messkammer (s. u.)
uberbracht. Mindestens eine Stunde Ruhepause wurde eingehalten, bevor mit den

Experimenten begonnen wurde.

34 Schneidekammer

Ein 1 cm hoher Teflonzylinder (Durchmesser: 2,5 cm), mittig auf dem Boden einer
offenen Plexiglasschale mit den Abmessungen 4 x7x 3 cm (B xL xH) positioniert,
diente als Schneidekammer. An der Unterseite einer Plexiglasschale befand sich eine
Metallschiene, mit der die Kammer am Vibratom befestigt wurde. Zur Vorbereitung der
Experimente wurde die Kammer am Vortag knapp 1 cm hoch mit karbogenisiertem
Perfusionsmedium (ACSF) geflllt — gerade so viel, dass die runde Oberflache des

Teflonblocks nicht benetzt wurde — und danach tiefgefroren.

3.5 Aufbewahrung der Hirnschnittpraparate

Nach der Praparation wurden die Hirnschnitte in die Interface-Kammer transferiert, in
der die Schnitte vor den elektrophysiologischen Messungen ruhten. Die Kammer
bestand aus einem nach oben abgeschlossenen Polyvinylchloridgehduse, das mit
Magnetfil3chen stabil auf dem vibrationsgedampften Stahltisch befestigt war. Auf
diesem Stahltisch standen auch die Mikromanipulatoren, mit denen die Messelektroden
manipuliert werden konnen. Unter zwei 1,5x3,3cm groBen Auslassungen
(Messkammern) befand sich eine zweite Kammer, die teilweise mit destilliertem Wasser
gefullt war. Dieses wurde beheizt, um die Carbogengasmixtur auf die
Kammertemperatur zu erwarmen und anzufeuchten. Das Gas wurde durch seitlich an
jeder Kammer befindliche Austrittsschlitze in die Messkammern geleitet. Durch das
erwarmte destillierte Wasser wurde auch die Messlosung geleitet, die der Versorgung
der Hirnschnitte diente. Ein Temperatursensor regulierte die Temperatur des
Carbogengases auf 34,5°.0,5°C. Drei Lagen Kodak-Linsenpapier bildeten die
Unterlage fur die Praparate. In jeder Kammer mit dem Papier war ca. 0,5 ml Flussigkeit,

welche durch eine gasférmige Phase Uberschichtet war. Die Mess- bzw.
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Aufbewahrungskammern wurden Udber Walzenpumpen (Gilson, Villiers, France)
kontinuierlich mit 1,4-1,8 ml/min ACSF perfundiert, welche in einem Wasserbad
vorgewarmt und karbogenesiert wurde. Der Warmeverlust in den Transportschlauchen
wurde ausgeglichen, indem die letzte Strecke in dinnen Polyethylenschlauchen durch
das gewarmte Wasser im Gehause unter der Messkammer gefuhrt wurde. Die
Kammerdrainage verfugt tdber ein Abflussloch. Die Schnitte konnten unter diesen
Bedingungen mehr als 18 Stunden vital gehalten werden. Am Ende des Experimentes
wurden alle Schlauche und die Kammer mit reichlich destilliertem Wasser gespiuilt.
Mindestens einmal pro Woche wurde das System zusatzlich mit 3%iger
Wasserstoffperoxidldsung gereinigt und dann mit Wasser ausgespult.

3.6 Mikroelektroden

Fur die Experimente wurden, wie von Lux & Neher 1973 beschrieben, ionensensitive
Mikroelektroden zur Messung extrazellularer DC-Potenziale (engl.: direct current) und
der extrazelludren Kaliumkonzentration, [K']o, hergestellt. Dabei handelt es sich um

doppellaufige Thetaglaskapillaren, die durch eine Trennwand elektrisch isoliert sind.

Thetaglas aus Borosilikat mit Durchmessern von 2,4-2,8 mm wurde auf etwa 8 cm
Lange geschnitten. An beiden Enden wurde ein Schenkel um mehrere Millimeter
gekurzt, um Kurzschlisse durch Flussigkeitsbriicken zu vermeiden. Die Enden wurden
feuerpoliert. Die Kapillaren wurden mit konzentrierter Schwefelsaure und 30 %
Wasserstoffperoxid (im Verhaltnis 3 zu 1) fir 30 Minuten gewaschen. Anschliel3end
wurde das Glas in destilliertem Wasser Uber 24 Stunden gespult, sodass sich ein pH-
Wert von annédhernd 7.0 einstellte. Die Aufbewahrung der Glasrohlinge bis zur
Verarbeitung erfolgte in Azeton. Nach Trocknung und Reinigung der Glaskapillaren mit
Druckluft wurden die Elektrodenrohlinge in ein vertikales Ziehgerat (Typ ,Chicago®) so
eingespannt, dass sich eine Heizwendel genau auf halber Hohe des Glases befand. So
konnten aus einem Rohling unter definierter Hitze und Zugkraft zwei Elektroden
gezogen werden, deren Spitzen unter Sicht auf einen Durchmesser von 3-4 um
gebrochen wurden. Die spatere Referenzseite der Elektrode zur Messung von
Feldpotenzialen wurde mit 154 mM Natriumchlorid (in Annaherung an das extrazellulare
Milieu) gefillt, mit einem chlorierten Silberdraht versehen und mit Dentalwachs dicht
verschlossen. Die spatere ionensensitive Seite wurde mit 100 mM Kaliumchlorid gefullt,

zum spateren Einziehen des lonenaustauschers mit einem feinen Teflonschlauch
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versehen und ebenfalls mit Dentalwachs luftdicht verschlossen. Vor dem Einziehen des
lonophoren war es notwendig, die hydrophile Oberflache des Borosilikatglases auf der
kaliumsensitiven Seite mit Silan (5% Trimethyl-1-chlorosilan in 95 % CCl;) zu
beschichten, um das Einziehen des lonenaustauschers zu ermoglichen und ein
anschlieBendes Auslaufen zu verhindern. Die Elektrodenspitze wurde dazu in ein
silanhaltiges Gefal? getaucht und Silan 3-mal mit Unter- bzw. Uberdruck 200-500 pm in
die Elektrodenspitze eingezogen und wieder ausgetrieben. AnschlieRend wurde der
lonenaustauscher ,Cocktail A“ (Fluka 60031 Kalium lonophor Selectophore®, Fluka
Chemie AG, Buchs, Schweiz, Valinomycin-basiert) per Unterdruck in die
kaliumsensitive Seite der Elektrode bis zur oberen Silangrenze hineingezogen.
Abschlie3end wurde der Teflonschlauch durch einen chlorierten Silberdraht ersetzt. Vor
jedem Experiment wurden die ionenselektiven Elektroden mit drei bzw. 30 mM K-
haltiger  Natriumchloridlosung auf ihre Sensitivitat fir Kalium in  einem
Differenzverstarker getestet. FUr ionensensitive Elektroden verschiedener Typen sind
bestimmte Werte bekannt, die gut funktionierende Elektroden erreichen. Die
Halbwertszeiten der Elektroden, auf Veranderungen der [K*], anzusprechen, sollten bei
2-50 ms liegen (Lux & Neher, 1973). Akzeptiert wurde dabei eine Potenzialdnderung
von 57 */.2 mV fur eine zehnfache Anderung der Kaliumkonzentration wie sie fir K*-
sensitive Fluka-Elektroden bei einer physiologischen Hintergrundkonzentration von
154 mM NacCl bekannt ist. Die ionensensitive Seite der Elektrode misst Anderungen der
langsamen Feldpotenziale gleichzeitig mit dem lonensignal. Der lonenaustauscher
trennt die Konzentrationen der lonen im EZR von der Ldsung in der Elektrode
(100 mM), é&hnlich einer semipermeablen Membran. Das sich Uber die
lonenaustauschermembran einstellende Diffusionspotenzial wird von dem Verhéltnis
beider Konzentrationen bestimmt. Das lonensignal ergibt sich aus der Subtraktion des
Referenzseitensignals vom Gesamtsignal der ionensensitiven Seite Uber einen

Differenzverstarker.

3.7 Reizelektroden

Die Reizelektroden wurden aus doppellumigen Borosilikatglas hergestellt. Der
Herstellungsprozess verlief wie oben beschrieben. Es erfolgte aber ein Spitzenabbruch
auf ca. 100-120 um. Silberdrant mit ca. 5cm Lange wurde mit Platindraht
(Durchmesser 50 um) umwickelt und verl6tet. Je ein Draht wurde in ein Luminum

gefadelt, sodass der Platindraht ca. 2 mm uber die Elektrodenspitze ragte. Das obere
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Ende der Drahte wurde mit Dentalwachs im Glas fixiert, wodurch die Drahte auch
elektrisch isoliert wurden. Unter dem Mikroskop wurden die Platindréhte parallel
ausgerichtet und dann mit verflussigtem Schellack elektrisch isoliert und gleichzeitig

befestigt.

3.8 Versuchsaufbau

Da vorrangig mit hochohmigen Elektroden gearbeitet wurde, die sehr empfindlich auf
Bewegungen im Raum reagieren und auch Potenzialfelder im Raum aufnehmen, war es
notwendig, den Messplatz durch einen Faradaykafig abzuschirmen. Dieser umgab den
schwingungsgedampften Tisch, auf dem Messkammern und Mikromanipulatoren
aufgebracht wurden. Fir die Positionierung der Praparate und der Elektroden wurde
eine aufrecht befestigte Zeisslupe genutzt, die an einer horizontalen Stange im Kéfig

befestigt war.

Fur die Untersuchungen an Hirnschnittpraparaten der Ratte wurden Reizelektroden im
Alveus positioniert. Dieser enthalt hauptsachlich Axone aus Pyramidenzellen. Allerdings
werden auch Informationen aus dem entorhinalen Kortex und benachbarten Strukturen
Uber den alveéren Teil des temporoammoischen Weges zur Area CA1 gesandt. Durch
Reizung im Alveus wurden deshalb hauptséchlich Pyramidenzellen antidrom aktiviert.
Synaptische  Komponenten wurden durch Gabe eines Glutamatrezeptoren
blockierenden Cocktails unterbrochen. Die Messungen in den Hirnschnitten mit
kaliumsensitiven Referenzelektroden wurden in einer Tiefe von 80-120 um unterhalb
der Oberflache des Praparates vorgenommen. Die Reizelektroden waren so platziert,
dass ein Mindestabstand zwischen Mess- und Reizelektroden von mindestens 350 pm

eingehalten wurde.

In der Region CALl der Ratte wurden laminare Profile von transienten und langsamen
Feldpotenzialen und reizinduzierten Veranderungen der [K'], mit bis zu 17 Positionen
im Abstand von 50 pum erfasst. Die Positionen erfassten Signale aus allen Schichten der
Area CA1l (SO, SP, SR und SLM) in einer rechtwinklig zur Zellschicht stehenden Linie.
Die Ableitpositionen in Richtung Fissur erhielten ein positives Vorzeichen, in Richtung

Alveus ein negatives.
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Abb. 5: Schematische Darstellung des hippocampalen Schnittpraparates Area CAl,
CA3, Gyrus dentatus (DG) und medialem entorhinalem Kortex (EC). Die ionensensitive
Mikroelektrode (K+/Ref) ist im Stratum pyramidale (SP) der Area CAL positioniert. Sie
wurde in 50 um-Schritten rechtwinklig zum Verlauf des SP bis 300 um in Richtung
Alveus und bis 500 um in Richtung Fissur bewegt. An jeder Position wurden schnelle
Feldpotenzialtransienten, stimulusinduzierte [K+]o,-Anstiege und langsame Feldpoten-
ziale aufgezeichnet. STIM = Position der Stimulationselektrode (Kivi, 2002).

3.9 Verwendete Perfusionsmedien
1. Normales Perfusionsmedium (Kontrollbedingungen, ACSF):

Was Zusammensetzung, pH-Wert und Temperatur angeht, wurde eine N&ahrlésung
verwendet, die den natirlichen Gegebenheiten im ZNS der Ratte nahekommt. Sie
enthielt (in mM): NaCl 129; KCI 3; NaH,PO, 1,25; Glukose 10; MgSO, 1,8; CaCl, 1,6;
NaHCO3; 21. Da 25 % des Kalziums in der ACSF durch Bikarbonat gebunden wurde,
betrug die effektive extrazellulare Kalziumkonzentration 1,2 mM. Der pH-Wert betrug
bei 34,5 °C unter aquilibriertem Karbogen 7,4 */. 0,5.

2. Bariumhaltiges Perfusionsmedium:

Um das Ausfallen von BaSO, zu verhindern, wurde in der bariumhaltigen
Perfusionslésung das MgSO,4 durch MgCl, ersetzt. Die Endkonzentration von BacCl,
betrug 2mM.

3. Weitere verwendete Substanzen:
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e L-2-Amino-5-phosphonopentanoat (2-APV, 30 uM): Blockade des N-Methyl-D-
aspartat-Rezeptors (NMDA-Rezeptor); Tocris.

e 2,3-Dioxo-6-nitro-1,2,3,4-tetrahydrobenzol[flquinoxalin-7-sulfonamid (NBQX, 10 uM):
Blockade des a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionat-Rezeptors (AMPA-

Rezeptor); Tocris.

3.10 Datenerfassung

Auf einem  Oszilloskop wurden die Feldpotenzialtransienten  dargestellt;
stimulusinduzierte Veranderungen der [K'], und die dazugehorigen langsamen
Feldpotenziale wurden auf einem Thermoschnellschreiber (Astro-Med, Inc., West
Warwick) ausgegeben. Die analogen Experimentaldaten wurden mit einem Analog-
Digital-Wandler (Cambridge Electronic Designs) gewandelt und dann mit einem IBM-
kompatiblen Computer (486 MHz Taktfrequenz) erfasst. Uber die chlorierten
Silberdrahte wurden die Signale der Referenzseite und der ionensensitiven Seite der
Elektrode einem  Vorverstarker  (10-fache  Verstarkung)  zugefihrt.  Die
Kapazitatskompensation, die notwendig war, um die kapazitive Verbindung der
Flussigkeiten in der Elektrode und im Praparat auszugleichen, erfolgte im
Differenzverstarker. Der Eingangswiderstand am Verstarkereingang fur die
ionensensitive Seite musste 10 Ohm betragen, da der Elektrodenwiderstand der
ionensensitiven Seite bei dem verwendeten Valinomycin-basierten lonenaustauscher
bis zu 10 Ohm betragen konnte. Die Signale wurden dann einem Zwischenverstarker
zugefuhrt, wo eine weitere Verstarkung und Filterung der Signale erfolgte.
Feldpotenzialtransienten wurden mit der verwendeten Software in einer Taktfrequenz
von 8 kHz aufgezeichnet, sodass Frequenzen bis zu 3 kHz erfasst werden konnten. Die
Aufzeichnungsrate fur die Anderungen der [K'], und die langsamen Feldpotenziale
betrug 100 Hz. Alle Signale wurden mit Signal-Averager-Software (Science Products)
aufgezeichnet und nach dem Experiment ausgewertet. Zur weiteren Analyse wurde
folgende Software benutzt: ,Mircosoft Office“ (Versionen 5.0, 6.0, 7.0, XP und 2010);
,Microsoft CorelDraw“ (Versionen 8, 9, 12 und X4); Statistiksoftware: ,IBM SPSS
Statistics“, GNU-Software ,PSPP“ (Version 0.7.8.).
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3.11 Auswertung und Untersuchungsparameter

3.11.1 Feldpotenzialtransienten

Transiente Feldpotenziale indizieren als Summenpotenziale synaptische Ubertragungs-
und Erregungsprozesse. Die Anzahl der aktivierten Zellen und die Synchronizitat im
Verbund bestimmen die Form und Amplitude des Feldpotenzials. Ausgewertet wurde
die Amplitude des Populations-Spikes, die Populations-Spike-Breite, die Latenz von
Beginn des Reizartefakts bis zur maximalen Negativitat des Populations-Spikes, die
Amplitude des positiven Nachpotenzials, sowie der Dauer des gesamten

Feldpotenzialtransienten.

3.11.2 Berechnung der Kaliumkonzentrationen aus den gemessenen
Spannungséanderungen

Die Messwerte, die mit ionensensitiven Mikroelektroden erhoben werden, folgen im

sensitiven Bereich der Nernst-Gleichung:
Ei = Slog (12/12) 1)

Ei entspricht dabei dem Wert des gemessenen lonensignals in Millivolt, S der Steigung
bei einer 10-fachen Konzentrationséanderung, I, und I; den Konzentrationen der lonen
vor Beginn einer repetitiven Reizung nach Zellaktivitat und 1, dem Maximalwert wéahrend

repetitiver elektrischer Reizung entspricht.

Durch Umformung und Einsetzen der in der Perfusionsldsung verwendeten

Kaliumkonzentration von 3 mM ergibt sich:
I, = 10* exp((Ei/-S)+log(3)) [mM] (3)
Der Faktor ,S*“ wurde fur jede Elektrode vor jedem Experiment individuell ermittelt.

Wegen der nicht absoluten Selektivitat des lonenaustauschers fur Kaliumionen ware es
genaugenommen notwendig, in die Berechnung der extrazellularen Kaliumkonzen-
trationen auch die Aktivitat anderer lonen wie Natrium, Kalzium oder Chlorid mit
einzubeziehen (Amman, 1986). Praktisch von Bedeutung ist die Natriumkonzentration,
die mit einem Selektivitatsfaktor von 0,02 bei 150 mM einen Fehler von 3 mM ergibt.

Storion | Natrium |Magnesium| Kalzium | Céasium | Barium |Azety|cho|in

< | 82 | w0 | 45 | 04 | 50 | 25

Tab. 1: Selektivitdtskoeffizienten Valinomycin-basierter kaliumsensitiver Mikroelek-
troden. Daten nach Fluka, Selectophore, 1991, 30-31; Casium und Barium nach
Ammann, 1986; Erlauterungen im Text.
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Aus der Tabelle geht hervor, dass Valinomycin-basierte ionensensitive Mikroelektroden
gegenuber Bariumionen nahezu insensitiv sind. Die kaliumsensitiven Mikroelektroden

waren weder fir NBQX noch fir 2-APV sensitiv.

3.11.3 Stromsenken-Dichte-Analyse (CSD-Analyse)
Die Entstehung von Feldpotenzialen im Extrazellularraum geht auf neuronale

Ensembleaktivitat zurtick. lhnen liegen ionengetragene Stréme uber neuronale und
nichtneuronale Zellmembranen im Gewebeverbund zugrunde (Mitzdorf, 1985). Eine
Stromsenke entsteht, wenn an einem Ort pro Zeiteinheit der Einstrom von positiven
Ladungstragern aus dem extrazellularen Kompartiment in intrazellulare Kompartimente
den Ausstrom von intra- nach extrazellular Uberwiegt (Mitzdorf, 1985). Ich habe eine
eindimensionale  Stromsenken-Dichte-Analyse (CSD-Analyse) durchgefuihrt, da
Voruntersuchungen ergeben hatten, dass der Potenzialabfall am starksten in der
Vertikalausrichtung der Pyramidenzell-Dendriten liegt, wahrend in der y- und z-Achse

die Potenzialgradienten relativ schwach sind.

Fehler bei der Berechnung der CSD sind also allenfalls von quantitativer, nicht aber von
qualitativer Bedeutung (Holsheimer, 1987). Unter diesen Bedingungen kann die

eindimensionale Form der CSD-Analyse zur Anwendung kommen:

In(2) = - o z (§°0/6°Z%)
Praktisch ging ich so vor, dass ich die Differenzen zwischen 50 um benachbarten
Messpunkten gebildet habe und dadurch die Stromflussrichtung ermittelte. Aus diesen

Werten wurde durch eine weitere Differenzbildung die Stromsenken-Quellenverteilung

geschatzt.

3.12 Statistische Auswertung

Fur die statistische Analyse der Daten wurden folgende Rangsummentests verwendet:
U-Test von Mann, Whitney fur unverbundene Stichproben, der Wilcoxon-Test fur
Paardifferenzen bei verbundenen Stichproben (SPSS-Software). Auf dichotome
Binomialverteilungen unverbundener  Stichproben  wurden  zweiseitig  die
Vierfeldertestverfahren Exakter Fisher-Test und y?-Verteilung angewendet. Die
Mittelwerte sind angegeben als Mittelwert */. Standardfehler. Das Signifikanzniveau

betrug p < 0,05.
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4 Ergebnisse

4.1 Reizinduzierte Anstiege der extrazellularen Kaliumkonzentration,
begleitende langsame Feldpotenziale und schnelle Feldpotenzial-
transienten in der Area CAl der Ratte

Reizung im Stratum radiatum induziert typische Potenzialdanderungen im Stratum

pyramidale der CAl-Region, die aus einem afferenten Volley, einer synaptischen

Komponente und einem Uberlagerten Summenaktionspotenzial bestehen. Nach

Applikation von NBQX und 2-APV blieben nur die afferenten Volley erhalten. Dies

indizierte eine weitgehende Blockade synaptischer Transmission (Watkins et al., 1982;

Turski et al., 1992). Im Weiteren wurden dann die meisten Experimente in Gegenwart

von NBQX und 2-APV durchgefuhrt und der Alveus wurde gereizt. Bei Reizung des

Alveus werden Fasern aktiviert, die Gberwiegend aus CA1-Pyramidenzellen entspringen

und Informationen zum Subiculum weiterleiten. Typische Antworten auf eine

Alveusreizung sind flur Einzelreize in der Abbildung 6 dargestellt. Reizung des Alveus

l6ste ein Summenaktionspotenzial aus, das von einem positiven Nachpotenzial gefolgt

wurde. Repetitive Reizung l0ste einen Anstieg der Kaliumkonzentration aus, der von
einem negativen Feldpotenzial begleitet wurde. Die Amplituden der Kaliumsignale und
der Feldpotenziale variierten mit der Reizstarke, der Reizfrequenz und der Dauer der

Reizung. Es wurden 10 s 20-Hz-Reizserien angewandt. Diese Frequenz wurde gewahlt,

weil dort die groRten Signale auftreten. Der Anstieg der [K*], war im Stratum pyramidale

am grof3ten. Dort wurden die Anstiege der Kaliumkonzentration von einem negativen

Potenzial begleitet, wahrend im SR die langsamen Feldpotenziale positiv waren.

Um in die Kaliumpufferung einzugreifen, wurde der Effekt von 2 mM Ba®" untersucht,
der auf einer extrazellularen Blockade von 2P-Kaliumkanalen und vor allem von K;4.1-
lonenkanalen beruht (Pasler et al., 2007; Kivi, 2002). Ba®" tritt daneben durch
Kalziumkandle ins Zellinnere und blockiert die Aktivierung Ca®"-abhangiger
Kaliumkanale, wodurch die Erregbarkeit der Zellen steigen kann. Abbildung 6 illustriert
den Effekt von Ba?* auf reizinduzierte schnelle Feldpotenziale, auf Kaliumsignale und
auf die langsamen Feldpotenziale. Es zeigte sich, dass die reizinduzierten Signale stark
zunahmen und diese Zunahme mit einer erhéhten Kaliumakkumulation verbunden war.
Diese konnte Werte Uber 20 mM erreichen, was Uberraschend ist, da der
Kaliumkonzentrationsanstieg normalerweise auf 12mM begrenzt ist (Nixdorf-

Bergweiler, 2004). Dies gilt auch, wenn spannungsabhéangige Kaliumkanéle z. B. durch
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4-AP oder TEA blockiert werden. Bei grof3en Reizstarken konnte der Kaliumanstieg
Werte erreichen, durch die sich langsam ausbreitende Depolarisationen (spreading
depolarisation, SD) ausgelost wurden. Es wurde in der Folge darauf geachtet,
Reizstarken zu verwenden, bei denen nur selten SDs ausgeltst wurden. Deshalb wurde
die Reizintensitat auf Werte begrenzt, die 60-80 % der maximalen Reizantwort
evozierten. Durch mit 50 % der maximalen Reizintensitdt alvearer Einzelreize
ausgeloste Summenaktionspotenziale (engl.: population spike, PS) im Stratum
pyramidale wurden im Mittel von 3,8 */. 0,5 auf 6,2 */.0,9 mV (n = 11 Hirnschnitte von 9
Tieren, p = 0,023) verstarkt. Die Dauer der PS nahm von 3,5 */. 0,21 auf 5,3 */.0,68 ms
zu (n=11 Hirnschnitte von 9 Tieren, p =0,005). Das positive Nachpotenzial
vergroRerte sich von 3,1 */.0,35 auf 5,9 */. 0,53 mV (n = 11 Hirnschnitte von 9 Tieren,
p = 0,004). Wahrend des Einwaschens wurden haufiger auch repetitive Entladungen
beobachtet (nicht gezeigt). Wie in Abbildung 6 gezeigt, vergroRerte Ba®* auch die
Kaliumsignale. Im Mittel wurden die Kaliumanstiege von 3,90 */.0,29 mM auf 7.0 */.
0,59 mM vergroRRert (n = 11 Hirnschnitte von 9 Tieren, p = 0,002). Barium hatte neben
der starken VergroRerung der Kaliumsignale auch einen Effekt auf die reizinduzierten
langsamen Feldpotenziale (sfp). Diese waren unter Kontrollbedingen im SP negativ und
wurden nun weitgehend positiv. Die Veranderungen begannen ca. 14 Minuten nach
Beginn der Ba?*-Applikation und erreichten ihr Maximum nach ca. 30 Minuten. Die
Effekte sind weitgehend reversibel nach Waschen mit normaler Ba**-freier ACSF nach
ca. 90 Minuten. Da bei erhaltener synaptischer Transmission gelegentlich Werte von
mehr als 20 mM erreicht wurden und dann gehauft Spreading-Depolarisationen
auftraten, wurden die nachsten Messungen zu laminaren Profilen an Hirnschnitten von
Kontrolltieren in Gegenwart von NBQX und 2APV durchgefihrt. Hierdurch wurde die
glutamaterge synaptische Ubertragung blockiert und die reizinduzierten Kaliumsignale
verkleinert. Unter diesen Bedingungen konnte die Ortsabhangigkeit der
Kaliumakkumulation untersucht werden. Sie war bei repetitiver Reizung aus dem Alveus
unter Kontrollbedingungen im SP am gréf3ten und nahm in Richtung auf das Stratum
lacunosum moleculare stark ab. Auch in Richtung auf den Alveus sank die Amplitude
der Kaliumsignale. Ebenso waren die sfps ortsabhéngig. Sie waren bei Entfernungen
von mehr als ca. 150 ym vom SP im Stratum radiatum (SR) immer positiv. Wenn in
Gegenwart von NBQX und APV mit ca. 50 % der maximalen Reizstarke im Alveus
gereizt wurde, wurden im SP Kaliumamplituden von 4,0 */. 0,13 mM (n = 15 Hirnschnitte

von 9 Tieren) registriert. Eine Erhdhung der Reizintensitat auf ca. 90 % der maximalen
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Reizintensitat bewirkte eine Zunahme der Kaliumamplituden auf 4,8 */.0,28 mM (n =8

Hirnschnitte von 8 Tieren).

In Abbildung 7 A sind die Amplituden der langsamen Feldpotenziale wahrend alvearer
Reizung im laminaren Profil dargestellt. Aus diesen Feldpotenzialen lasst sich die
Stromsenkendichte (CSD, Abb. 7 B) berechnen. Es zeigt sich eine grof3e Stromsenke
im SP, die von Stromquellen bei 50 um in beiden Richtungen vom SP flankiert wird.
Stromquellen und -senken traten auch in weiteren Abstdnden zum Stratum pyramidale
auf. In Abbildung 7 C sind die laminaren Profile der Kaliumsignale dargestellt. Abh&ngig
von der Reizintensitat waren die Signale unterschiedlich grof3, aber immer maximal im
SP. In Abbildung 7 D wurden die Werte der CSD-Analyse Uber den Verlauf der Reizung
integriert. Es zeigte sich, dass die Stromsenken im SP maximal waren und Uber den
ganzen Verlauf der weiteren Ableitpunkte kleine Stromquellen und -senken beobachtet

werden konnten.

Abb. 6: Effekte von Barium auf reizinduzierte Signale in der CAl-Region des
Hippocampus

Oben: Effekt auf reizinduzierte Kaliumsignale. Gereizt wurde der Alveus mit 20 Hz fiur
10 s. Dargestellt sind Signale ohne Applikation von Barium (Kontrolle) 30, 90 und 150
Minuten nach Beginn der Bariumapplikation sowie 90 Minuten nach Beginn des
Auswaschens von Barium.

Mitte: Effekt von Barium auf reizinduzierte langsame Feldpotenziale, die simultan zu
den Kaliumsignalen erfasst wurden.

Unten: Effekt von Barium auf einzelreizinduzierte Signale. Gereizt wurde der Alveus mit
0,1 ms Pulsen. Es wurde die gleiche Reizstarke wie fur die repetitiven Reizserien
verwandt. Die Dauer der Reizserien wird durch die horizontalen Balken angezeigt.
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Abb. 7: Laminare Profile von Feldpotenzialen, Stromsenkendichteverteilung und
von Kaliumsignalen bei unterschiedlichen Reizintensitaten unter NBQX/APV-
Bedingungen

Abb' 7 IQO% (2-AVP+NBQX)

A. Laminares Profil von reizinduzierten Feldpotenzialen ausgeldst mit 90 % der
maximalen Reizintensitat in Gegenwart der Glutamatrezeptorblocker NBQX und
APV. Die Reizserie wird durch die horizontalen Balken angezeigt. Die Amplituden-
eichungen betreffen alle Signale.

B. Das aus den Feldpotenzialen in A errechnete Profil der Stromsenkendichte-
verteilung.

C. Gemittelte laminare Profile reizinduzierter Kaliumsignale. Verglichen wurden zwei
Reizintensitaten. ,n“ gibt die Zahl der genutzten Hirnschnittpraparate an.

D. Durchschnittiche CSD-Werte mit 50 % Intensitat (diinne Linie) und 90 % Intensitat
(dicke Linie). Schnitte wurden Normaltieren enthnommen.
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4.2 Wirkungen von Barium auf laminare Profile der Anderungen der Kalium-
konzentration und der langsamen Feldpotenziale bei Reizung des Alveus

In Abbildung 8 sind Experimente zusammengefasst, bei denen laminare Profile
langsamer Feldpotenziale und der Kaliumkonzentrationsédnderungen vor und nach
Applikation von Ba** (2 mM) bei erhaltener glutamaterger synaptischer Transmission
gemessen wurden. In Abbildung 8 A sind die laminaren Profile der Feldpotenziale fur
eine Beispielmessung dargestellt. Man erkennt die relativ grof3en negativen
Feldpotenziale im SP, die sich in einiger Entfernung (150 pm) vom SP im SR in positive
Potenziale umkehren. In Abbildung 8 B ist die aus diesen Potenzialen berechnete
Stromsenkendichteverteilung dargestellt. Man sieht eine deutliche Senke im SP. In 8 C
und D sind die Wirkungen von Ba* auf diese Signale dargestellt. Die negativen
Potenziale im SP werden weitgehend blockiert, wenn man von einer initialen Negativitat
absieht und kehren sich in positive Signale um. Entsprechend verandern sich die Profile
der CSD. In Abbildung 8E ist die Wirkung auf die laminaren Profile der
Kaliumkonzentration dargestellt. Man sieht, dass das laminare Profil sich qualitativ nicht
andert. Der Anstieg der Kaliumkonzentration blieb weiter maximal im SP. Allerdings
wurden die Anstiege der Kaliumkonzentration in allen Schichten der CAl-Region
deutlich vergroRert und die Amplitude der Kaliumsignale am Maximalwert nahm um ca.
73% zu (9,27/.0,55mM, n=15 von 9 Tieren; zu 12,57 *.0,62 mM, n=18 von 14
Tieren; p =0,008). In 8 F wurde das laminare Profil der integrierten CSD dargestellt.
Dazu wurden die Werte wahrend der Reizung gemittelt, mal 10 s genommen und so ein
integriertes Signal ermittelt. Wie in den Kontrollmessungen der Abbildung 7 ergab sich
eine grol3e Senke im SP, begleitet von Quellen in den benachbarten Schichten. In
Gegenwart von 2 mM Ba®" wurde diese Senke in eine Quelle gewandelt.

Wie erwahnt, konnte die Behandlung mit Ba?* bereits unter Kontrollbedingungen
erhebliche Erregbarkeitssteigerungen bewirken und es traten vermehrt epileptiforme
Entladungen und sogar Spreading Depolarisations auf. Um diese Veranderungen zu
blockieren, wurden weitere Messungen in Gegenwart von NBQX und 2-APV
durchgefiihrt, wodurch die glutamaterge synaptische Ubertragung blockiert wurde
(Abb. 9). Auch unter diesen Bedingungen blieb die Kaliumakkumulation von Reizstéarke,
Reizdauer und Reizfrequenz abhangig. Allerdings waren die Signale deutlich reduziert,
da rekurrente Erregungen anderer Zellen — insbesondere von Interneuronen —

ausblieben. Unter diesen Konditionen blieb nur der Beitrag der durch antidrome Aktivie-
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Abb. 8: Laminare Profile von Feldpotenzialen, Stromsenkendichteverteilung und
von Kaliumsignalen unter ACSF- und Bariumbedingungen

A. Laminares Profil von reizinduzierten Feldpotenzialen unter ACSF-Bedingungen.
Die Reizserie wird durch die horizontalen Balken angezeigt. Die Amplituden-
eichungen betreffen alle Signale.

B. Das aus den Feldpotenzialen in A errechnete Profil der Stromsenkendichte-
verteilung.

C. Larzninares Profil von reizinduzierten Feldpotenzialen in Gegenwart von 2mM
Ba“".

D. Das aus den Feldpotenzialen in C errechnete Profil der Stromsenkendichte-
verteilung.

E. Gemittelte laminare Profile reizinduzierter Kaliumsignale. Verglichen wurden
Signale ausgeldst in ACSF (schwarze Linie) und in Gegenwart von Ba** (rote
Linie). ,n“ gibt die Zahl der genutzten Hirnschnittpraparate an.

F. Durchschnittiche CSD-Werte in ACSF (schwarze Linie) und unter Ba®*-
Bedingungen (rote Linie). Schnitte wurden Normaltieren entnommen.

rung bedingten neuronalen Signale erhalten. Tatsachlich bleibt die Amplitude der
Populations-Spikes nach Einwaschen von NBQX und APV fast unverandert. Die Ampli-
tude nahm nicht signifikant von 4,3 */.0,79 auf 4,0 */.0,51 mV ab (n = 50 Hirnschnitte
von 27 Tieren, p = 0,269). Allerdings nahm die Dauer der PS geringfiigig von 2,3 */.0,1
auf 2,0*.0,1 ms ab (p =0,003). Besonders stark hat die positive Nachschwankung
abgenommen. Sie verringerte sich von 1,2 */.0,32 auf 0,8 */. 0,14 mV (p = 0,005).

Durch Reizung freigesetztes Kalium kann Gliazellen depolarisieren und damit zur
Genese langsamer Potenziale beitragen. In der Beispielmessung in Abbildung 9 A ist
ein laminares Profil dargestellt und in B die dazugehdérende CSD. Unter Kontrollbedin-
gungen waren wiederum grof3e negative Potenziale wahrend der repetitiven Reizung
beobachtbar. Nach Applikation des Glutamatrezeptoren blockierenden Cocktails waren
die Signale deutlich kleiner und entsprechend wurden auch die Werte in der Senken-
Quellen-Verteilung kleiner (Abb. 9 C und D). Im Abbildungsteil E sind die laminaren
Profile der Kaliumkonzentrationsanderungen illustriert. Auch unter diesen Bedingungen
blieb das laminare Profil der Kaliumkonzentrationsanderungen qualitativ gleich.
Allerdings wurde der maximale Kaliumanstieg stark abgeschwacht. Die Abnahme der
Kaliumsignale betrug ca. 37 % (6,4 */.0,77 mM, n = 25 Hirnschnitte von 15 Tieren, zu
4,0 */.0,22 mM, n = 27 Hirnschnitte von 11 Tieren; p < 0,001). Hierbei ist zu beachten,

dass es sich um unterschiedliche Messserien mit unabhangigen Daten handelt.
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Abb. 9: Laminare Profile von Feldpotenzialen, Stromsenkendichteverteilung und
von Kaliumsignalen unter ACSF- und NBQX/APV-Bedingungen

A. Laminares Profil von reizinduzierten Feldpotenzialen unter ACSF-Bedingungen.
Die Reizserie wird durch die horizontalen Balken angezeigt. Die
Amplitudeneichungen betreffen alle Signale.

B. Das aus den Feldpotenzialen in A errechnete Profil der Stromsenkendichte-
verteilung.

C. Laminares Profil von reizinduzierten Feldpotenzialen in Gegenwart der Glutamat-
rezeptorblocker NBQX und APV.

D. Das aus den Feldpotenzialen in C errechnete Profil der Stromsenkendichte-
verteilung.

E. Gemittelte laminare Profile reizinduzierter Kaliumsignale. Verglichen wurden
Signale ausgelost in ACSF (dinne Linie) und unter NBQX/AVP-Bedingungen
(dicke Linie). ,n“ gibt die Zahl der genutzten Hirnschnittpraparate an.

F. Durchschnittiche CSD-Werte in ACSF (diunne Linie) und unter NBQX/AVP-
Bedingungen (dicke Linie). Schnitte wurden Normaltieren entnommen.

In F sind die laminaren Profile der integrierten CSD-Signale dargestellt. Qualitativ war
das laminare Profil nicht verandert. Die grof3e Stromsenke im SP blieb erhalten, wurde
allerdings stark um ca. 75 % reduziert. Abbildung 10 zeigt ein anderes Experiment, in
dem ein Kontrollprofil in Gegenwart von NBQX und 2-APV ermittelt wurde. Die
Ergebnisse lieRen sich gut mit den Daten der Abbildung 9 vergleichen. Anschliel3end
wurde 2 mM Ba®" appliziert. Auch in diesem Experiment war die Stromsenke im SP in
eine Quelle umgewandelt worden. Im Mittel dieser Experimente bewirkte Ba?* wieder
einen starken Anstieg der [K']o-Signale. Die Amplitude nahm um ca. 62 % zu (4,2 */.
0,49 mM, n =15 Hirnschnitte von 10 Tieren, zu 6,8 */.0,50 mM, (n = 13 Hirnschnitte
von 9 Tieren; p < 0,001) und die Senke wurde in eine starke Quelle umgewandelt. Auch
in diesen Experimenten wurden die Wirkungen von Barium auf antidrom vom Alveus
ausgeloste Signale in Gegenwart von NBQX und APV ausgewertet. Die Effekte waren
gut mit den Kontrollmessungen ohne Glutamatrezeptorantagonisten vergleichbar. Die
Amplitude der PS nahm von 3,2 %/.0,7 auf 4,9 %/.0,9mV (n =30, p <0,001) zu. Die
Dauer der PS wurde von 3,0 */. 0,3 auf 10,8 */. 1,4 ms verlangert (p < 0,001). Auch die
Nachpositivitat nahm von 0,6 */.0,1 auf 1,8 */. 0,3 mV (p = 0,005) zu.
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Abb. 10: Laminare Profile von Feldpotenzialen, Stromsenkendichteverteilung und
von Kaliumsignalen unter NBQX/APV- und NBQX/APV+BA?*-Bedingungen

A. Laminares Profil von reizinduzierten Feldpotenzialen in Gegenwart der
Glutamatrezeptorblocker NBQX und APV. Die Reizserie wird durch die
horizontalen Balken angezeigt. Die Amplitudeneichungen betreffen alle Signale.

B. Das aus den Feldpotenzialen in A errechnete Profil der Stromsenkendichte-
verteilung.

C. Laminares Profil von reizinduzierten Feldpotenzialen in Gegenwart von NBQX,
APV und 2 mM Ba*".

D. Das aus den Feldpotenzialen in C errechnete Profil der Stromsenkendichte-
verteilung

E. Gemittelte laminare Profile reizinduzierter Kaliumsignale. Verglichen werden
Signale ausgeldst unter NBQX/APV-Bedingungen (schwarze Linie) und
NBQX/AVP+Ba**-Bedingungen (rote Linie). ,n“ gibt die Zahl der genutzten
Hirnschnittpraparate an.

F. Durchschnittiche CSD-Werte unter NBQX/APV-Bedingungen (schwarze Linie)
und NBQX/AVP+Ba?*-Bedingungen (rote Linie). Schnitte wurden Normaltieren
entnommen.

4.3 Wirkungen von Barium auf laminare Profile der Feldpotenziale und der
Kaliumkonzentration in Hirnschnittpraparaten von Tieren, die nach
Behandlung mit Pilocarpin eine Epilepsie entwickelten

In den Hirnschnittpraparaten von mit Pilocarpin behandelten Tieren war die Zahl der
Nervenzellen in der CA1-Region deutlich reduziert. Gleichzeitig entwickelte sich eine
Astrozytose. Dennoch lie3en sich auch in diesen Préparaten in der Regel signifikante
Anderungen der Kaliumkonzentration induzieren (Abb. 11). Diese waren ebenso wie die
durch Einzelreize evozierten Signale deutlich kleiner und es konnte deshalb auf die
Gabe von NBQX und APV verzichtet werden. Die reizinduzierten Kaliumsignale im SP
waren mit relativ kleinen Senken assoziiert (Abb. 11 F). Die Applikation von Barium
bewirkte einen nur noch geringen Anstieg der Kaliumsignale um ca. 22 % (5,1 */.
0,6 mM, n =7 Hirnschnitte von 7 Tieren, zu 6,3 */.0,72 mM, n = 7 Hirnschnitte von 7
Tieren). Diese Unterschiede erwiesen sich als statistisch nicht signifikant. Dennoch
wurde auch unter diesen Bedingungen an Hirnschnitten epileptischer Tiere eine
Umkehr der Stromsenke in eine Quelle beobachtet. Im Vergleich von Kontrolltieren und
mit Pilocarpin behandelten epileptischen Tieren ergab sich kein Unterschied in der
Amplitude des PS bei Reizung aus dem Alveus. Der Effekt von Ba®* auf die Dauer der
PS war signifikant kleiner als an Kontrolltieren, wahrend der Effekt von Ba®* auf die
Postspikepositivitat im Vergleich zu Kontrolltieren gro3er war (p < 0,005).
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Abb. 11: Laminare Profile von Feldpotenzialen, Stromsenkendichteverteilung und
von Kaliumsignalen von Pilocarpintieren unter ACSF- und Ba**-Bedingungen

A. Laminares Profil von reizinduzierten Feldpotenzialen unter ACSF-Bedingungen.
Die Reizserie wird durch die horizontalen Balken angezeigt. Die
Amplitudeneichungen betreffen alle Signale.

B. Das aus den Feldpotenzialen in A errechnete Profil der Stromsenkendichte-
verteilung.

C. Larzninares Profil von reizinduzierten Feldpotenzialen in Gegenwart von 2mM
Ba“".

D. Das aus den Feldpotenzialen in C errechnete Profil der Stromsenkendichte-
verteilung.

E. Gemittelte laminare Profile reizinduzierter Kaliumsignale. Verglichen werden
Signale ausgeldst in ACSF (schwarze Linie) und unter Ba®*-Bedingungen (rote
Linie). ,n“ gibt die Zahl der genutzten Hirnschnittpraparate an.

F. Durchschnittiche CSD-Werte in ACSF (schwarze Linie) und unter Ba®*-
Bedingungen (rote Linie). Schnitte wurden Pilocarpintieren entnommen.

4.4 Untersuchungen der Effekte von Barium an gekindelten Tieren

Bei der Kindlingepilepsie werden durch repetitive Reizungen in der Amygdala oder
anderen Strukturen des limbischen Systems epileptische Anfélle induziert, die im Laufe
der Reizwiederholungen zunehmend generalisieren. Dies wird durch die Racine-Skala
beschrieben. Die Tiere wurden demgemafR nach funf konsekutiven Stadium-V-Anfallen
untersucht. Durch diese Anfélle ist es noch nicht zu einem signifikanten Verlust der
Nervenzellen gekommen und auch eine Astrozytenaktivierung ist selten zu beobachten
(Sutula). Allerdings nimmt die Erregbarkeit im Gewebe zu. In Abbildung 12 sind
typische Daten aus dieser Experimentalserie dargestellt. Die laminaren Profile wurden
an diesen Tieren mit denen von Kontrolltieren gut vergleichbar (Abb. 12 A-D). Erneut
wurde eine Stromsenke im SP beobachtet (Abb. 12 F). Nach Applikation von Ba** kam
es zu einer starken Zunahme der Kaliumsignale (Abb. 12 E). Insgesamt nahm die
Amplitude der Kaliumsignale um ca. 105 % zu (6,6 */. 0,42 mM, n = 13 Hirnschnitte von
6 Tieren, zu 13,6 */. 1,07 mM, n = 15 Hirnschnitte von 9 Tieren, p < 0,000). Assoziiert
waren die Kaliumsignale nun mit einer Quelle im SP (Abb. 12 E). Auch die Effekte von
Ba®" auf die Amplitude und Dauer der PS sowie der Nachpotenziale waren qualitativ gut
mit den Befunden an Kontrolltieren vergleichbar. Allerdings waren die Effekte von Ba?*
signifikant gro3er als an Kontrolltieren (n = 12 Hirnschnitte von 9 gekindelten Tieren,
p < 0,005).
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Abb. 12: Laminare Profile von Feldpotenzialen, Stromsenkendichteverteilung und
von Kaliumsignalen gekindelter Tiere unter ACSF- und Ba**-Bedingungen

A. Laminares Profil von reizinduzierten Feldpotenzialen unter ACSF-Bedingungen.
Die Reizserie wird durch die horizontalen Balken angezeigt. Die Amplituden-
eichungen betreffen alle Signale.

B. Das aus den Feldpotenzialen in A errechnete Profil der Stromsenkendichte-
verteilung.

C. Larzninares Profil von reizinduzierten Feldpotenzialen in Gegenwart von 2mM
Ba“".

D. Das aus den Feldpotenzialen in C errechnete Profil der Stromsenkendichte-
verteilung.

E. Gemittelte laminare Profile reizinduzierter Kaliumsignale. Verglichen werden
Signale ausgeldst in ACSF (schwarze Linie) und unter Ba®*-Bedingungen (rote
Linie). ,n“ gibt die Zahl der genutzten Hirnschnittpraparate an.

F. Durchschnittiche CSD-Werte in ACSF (schwarze Linie) und unter Ba®*-
Bedingungen (rote Linie). Schnitte wurden gekindelten Tieren entnommen.

5 Diskussion

Meine Untersuchungen zeigen, dass in Hirnschnitten von Kontrolltieren Barium
reizinduzierte Kaliumsignale vergroRert und dass dieser Effekt zwar an Tieren mit einer
Kindlingepilepsie bestehen bleibt, nicht aber bei Tieren, die eine Epilepsie mit
spontanen Anféllen nach einem durch Pilocarpin induzierten Status epilepticus
entwickelt hatten. Barium blockiert verschiede Kaliumkanédle, allerdings mit
unterschiedlicher Affinitat (Pasler et al., 2007; Ivens et al., 2007). Es hat des Weiteren
die Eigenschaft, als Ladungstrager Ca?*-lonen substituieren zu kénnen (Carbone & Lux,
1987), ohne die fiir Ca®" ublichen sekundaren Signalkaskaden anzustoRen. Hierzu
zahlen Sekretion, Kontraktion, von Calmodulin-Kinasen abhangige und durch
Proteinkinase C aktivierte Prozesse sowie die Aktivierung Ca®"-abhangiger
Kaliumkanale. Aufgrund dieser Wirkungen verstarkt Barium die neuronale Aktivitat und
kann auch epileptiforme Entladungen beglnstigen (Olpe et al., 1991). Ein Teil, der
durch Barium blockierten Kaliumkanéle findet sich auf Astrozyten (Ballanyi et al., 1987).
Diese exprimieren einerseits die generell bariumsensitiven Two-pore-domain-(2p)-
Kaliumkanéle, die wichtig fur die Einstellung des Ruhemembranpotenzials sind, und die
Ki4.1-Kanale (Seiffert et al., 2009). Letztere sind schon bei geringen Konzentrationen
von Ba®" blockiert (Ivens et al., 2007). Diese Effekte erklaren den von Ballany et al.
erhobenen Befund, nach dem Gliazellen in Gegenwart von Ba®" auf Werte bis zu —
30 mV depolarisieren kdnnen (Ballany et al., 1987). Ein vergleichbarer Effekt wurde an

Nervenzellen nicht gefunden.
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Was ist die Funktion der K\r.4.1-Kanale? Sie sollen an der raumlichen Kaliumpufferung
beteiligt sein. Gliazellen reagieren auf Anderungen der extrazellularen
Kaliumkonzentration mit einer starken Depolarisation, welche sich in den réumlich
ausgedehnten astrozytaren Gliazellen ausbreiten kann. Da Astrozyten tUber Connexine
elektrisch gekoppelt sind, formen sie ein Synzytium, in dem sich die Depolarisationen
weiter ausbreiten konnen. Im Ergebnis ist die Depolarisation am Ort der
Kaliumakkumulation kleiner als erwartet und es entsteht eine treibende Kraft fur
Kaliumverschiebungen. Da die Astrozyten im Wesentlichen nur Kaliumkanéale
exprimieren, wird dieser Ausgleich Uber einen einwarts gerichteten Kaliumstrom
vermittelt (Orkand et al., 1966; Dietzel et al., 1980, 1982; Wallraff et al., 2006).

Es qgilt:
Ik = gk (Em —Ex),

wobei Ik der transmembranale Kaliumstrom ist und gk die Leitfahigkeit der Membran fur
Kalium, Ey das Membranpotenzial sowie Ex das Kaliumgleichgewichtspotenzial
anzeigen. Aus diesem Grund wird ein Teil des Kaliums am Ort maximaler
Kaliumakkumulation aufgenommen. An entfernten Orten ist die Depolarisation grol3er
als von der lokalen Kaliumakkumulation zu erwarten ware. Infolgedessen wird an
diesen Stellen Kalium abgegeben. Dieser Prozess wird als raumliche Kaliumpufferung
beschrieben (Orkand & Nicholls, 1966); er ist weitgehend energieunabhangig. Neben
diesem Mechanismus verfiigen Gliazellen auch uber einen Kalium-Cl-Kotransport und
uber Cl-Leitfahigkeiten (Walz & Kimelberg, 1985). Da die Cl-Leitfahigkeit niedrig ist und
dadurch ratenbestimmend, spielt sie bei inhomogenen Kaliumakkumulationen nur eine
untergeordnete Rolle. Fiur die Gliltigkeit der Gliapufferungshypothese im Zentral-
nervensystem gibt es eine Reihe von Hinweisen. Die ersten Hinweise ergaben sich aus
dem Vergleich kinstlich evozierter Kaliumerhohungen zu Agar-Agarplatten. Es zeigte
sich, dass im Gewebe der Kaliumanstieg 6-fach groRer als im Agar war, wenn
iontophoretisch Kalium appliziert wurde (Lux & Neher, 1973). Erwartet werden musste
ein etwa 12-facher Anstieg der Kaliumkonzentration, da die Grolle des
Extrazellularraums und die Tortuositdt des Extrazellularraums die lonendiffusion
beeinflussen (Phillips & Nicholson, 1981; Nicholson & Hrabitova, 2007; Nicholson et al.,
2000). Ein Teil dieses Kaliums muss also in Zellen aufgenommen worden sein. Fuhrt

man die Kaliumiontophorese in Gegenwart von Ba®" durch, werden die Kaliumsignale
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mehr als verdoppelt (Jauch et al., 2002) Dieser Effekt bleibt auch bestehen, wenn
synaptische Potenziale und die Erregung durch TTX und durch NBQX/APV blockiert
werden, wodurch die synaptische erregende Ubertragung unterbrochen wird (Jauch et
al., 2002).

Die raumliche Kaliumpufferung ist mit der Entstehung von langsamen Feldpotenzialen
verbunden (Dietzel et al., 1980). Wenn Kalium in die Zelle aufgenommen wird, nimmt
die Zahl positiv geladener Teilchen im Extrazellularraum ab. Es entsteht ein negatives
Feldpotenzial am Ort maximaler Kaliumaufnahme und ein positives Potenzial an
entfernten Orten. Tatsachlich konnte in lonophorese-Experimenten gezeigt werden,
dass die negativen Feldpotenziale mit der Gro3e des Kaliumanstiegs korrelieren und
blockiert werden, wenn die Aufnahme von Kalium in Gliazellen durch Barium blockiert
wird (Jauch et al., 2002). In diese Untersuchungen wurde auch epileptisches Gewebe
des Menschen mit und ohne Hippocampussklerose einbezogen. Wéahrend im
sklerotischen Gewebe mit einer starken Astrogliose der Effekt von Barium stark
abgeschwacht war, war er im nichtsklerotischen humanen Gewebe erhalten (Jauch et
al., 2002). Interessanterweise kdonnen Astrogliose und veranderte Kaliumpufferung der
Epileptogenese vorausgehen (Seiffert et al., 2004; Ivens et al., 2007; David et al.,
2009).

Diese Befunde waren ein Ausgangspunkt fir meine Untersuchungen. Ich vermutete,

dass
1. die Kaliumsignale in Gegenwart von Barium vergrof3ert sein und
2. die laminaren Profile der Feldpotenziale verandert wirden.

Diese Vermutungen bestatigten sich. In Gegenwart von Barium waren die
reizinduzierten Kaliumsignale deutlich vergroRert, wahrend die begleitenden negativen
Signale im Stratum pyramidale bi-phasisch wurden. Da ein Teil der negativen
Feldpotenziale durch Nariumeinstrom in Nervenzellen bedingt ist, war dieser Effekt
nicht unerwartet. Wenn man allerdings die Ladungsverschiebung aus der
Stromsenkendichteanalyse integriert, ergab sich in der Pyramidenzellenschicht eine
Umkehr von einer Senke, in der netto Ladungen in Zellen verschoben werden, in eine
Quelle, die vermutlich auf dem depolarisationsbedingten Ausstrom von Kalium aus

Nervenzellen beruht. Insgesamt veranderten sich die laminaren Profile aufR3erordentlich
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stark. Es ergab sich fast eine rhythmische Strom-Quellen-Senken-Verteilung entlang
der dendritischen Ausrichtung, der in der CA1-Region dominierenden Pyramidenzellen.
Interessanterweise sind Gliazellen im Stratum oriens und noch starker im Stratum
radiatum an erwachsenen Tieren prominent zu den Dendriten der Pyramidenzellen
parallelisiert. Ihre Zellkdrper sind nicht in einer Schicht arrangiert, sondern tberlappend
angeordnet, sodass eine Gliazelle an einem Ort Kalium abgibt, an dem eine andere erst
anfangt Kalium aufzunehmen. Die bestehen bleibenden Senken und Quellen nach
Blockade der Kaliumaufnahme in Gliazellen — wenn auch raumlich anders verteilt —
mogen auf Prozessen an Nervenzellen beruhen. In den durchgefiihrten Experimenten
wurde antidrom gereizt und die synaptische Ubertragung durch NBQX und APV
blockiert. Die antidrom propagierenden Aktionspotenziale wurden nur teilweise in den
apikalen Dendriten aktiv regeneriert, sodass sich eine Verteilung von Hotspots auf den
Dendriten ergeben konnte, die fir die Senken- und Quellenverteilung verantwortlich
sein konnte. Dies kdnnte durch fokale Applikation von TTX Uberpruft werden (Astman et
al., 2006).

In den Voruntersuchungen an normalen Tieren war verglichen worden, wie sich bei
antidromer Reizung aus dem Alveus die Kaliumprofile und die Verteilung der
Stromsenkendichte verhalten, wenn unter Kontrollbedingen abgeleitet und wenn die
erregende synaptische Transmission unterdriickt wurde. Hintergrund dieses Vergleichs
war zunachst die Uberlegung, dass vom Alveus auch afferente Fasern in das
Hippocampusgewebe abbiegen und dass es rekurrierende Verschaltungen von CA1l-
Pyramidenzellen auf benachbarte Interneurone gibt. Tatsachlich waren die
Kaliumsignale in Gegenwart von NBQX und APV verkleinert, aber an den laminaren
Profilen traten nur quantitative und keine qualitativen Anderungen auf. In den
Untersuchungen an chronisch epileptischem Gewebe wurde deshalb auf die Applikation
von NBQX und APV verzichtet. Dabei spielte sicher auch eine Rolle, die Zahl der Tiere
zu reduzieren, an denen eine Epilepsie fur diese Untersuchungen induziert werden

musste.

Die nachfolgenden Experimente waren von dem Gedanken getragen, ob
Veranderungen von Astrozyteneigenschaften fur eine veranderte Kaliumpufferung
sorgen konnten. In den letzten Jahren konnte durch Untersuchungen an Mausen, die

unter dem GFAP-Promoter GFP exprimieren, die Eigenschaften verschiedener Typen



50

von Astrozyten bestimmt werden (Kirchhoff & Kettenmann, 2001). Dazu wurden
Patchclampmessungen an Hirnschnittpraparaten relativ junger Mause durchgefuihrt. Es
wurden zwei Klassen von Astrozyten beschrieben: Solche, die elektrisch gekoppelt
sind, sich weitgehend passiv verhalten und Uber Glutamattransporter verfligen, und
solche, die spannungsgesteuerte Natrium- und Kaliumkanéle sowie Glutamatrezeptoren
exprimieren und nicht elektrisch gekoppelt sind. Diese Zellen werden teils als simple
und komplexe Astrozyten, teils als Glutamattransporterzellen und
Glutamatrezeptorzellen unterschieden. Die Glutamatrezeptorzellen scheinen NG2-
positiven Zellen zu entsprechen, die zumindest in der weiRen Substanz Stammzellen
fur Oligodendrozyten zu sein scheinen (Bergles et al., 2010). Im chronisch epileptischen
Gewebe wurden nun wesentlich mehr der Komplexzellen gefunden. Dies galt sowohl fur
humanes Gewebe mit Hippocampussklerose, aber auch fur Tiere, die nach einem
Status epilepticus eine Epilepsie mit spontan wiederkehrenden Anféllen entwickelt
hatten (Hinterkeuser et al., 2002). Diese Zellen sind deutlich depolarisiert und sie
exprimieren auch weniger einwartsgleichrichtende Kaliumstrome. Ob die vermehrt
auftretenden Komplex- oder Glutamatrezeptorzellen durch eine Transformation passiver
Astrozyten entstehen oder aus NG2-Gliazellen nachgebildet werden, ist gegenwartig
offen. Ihre Eigenschaften entsprechen weitgehend denen der komplexen bzw.

Glutamatrezeptorzellen.

Wenn eine Mehrzahl der Astrozyten keine Kj-Kanale mehr exprimieren und zudem
stark depolarisiert sind, also vermutlich auch weniger 2p-Kaliumkanale exprimieren,
ware zu erwarten, dass die Gliapufferung eingeschrankt ist. Tatsachlich liel3 sich das
laminare Profil der Kaliumkonzentrationsanderungen durch Barium kaum andern. Die
Kaliumsignale waren bei mit Pilocarpin behandelten Tieren durch Barium nur noch

geringfugig vergrofert.

In humanem Gewebe wurden allerdings variable Effekte beobachtet, die mit dem
Zellverlust und einer sekundaren Astrogliose korrelieren konnten (Gabriel et al., 2004).
Die Untersuchungen meiner Studie wurden deshalb auf gekindelte Tiere ausgedehnt.
Bei der Kindlingepilepsie handelt es sich um ein Modell der Epilepsie, bei dem durch
kurze repetitive Reizungen zunachst lokale Nachentladungen in der gereizten Struktur
entstehen, die bei Wiederholung der Reize zunehmend léanger werden und sich

schlielich auch weiter im Gewebe ausbreiten, also sekundar generalisieren. In der
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Entwicklung der Kindlingepilepsie werden unterschiedliche Stadien unterschieden
(Racine et al., 1972). Wir haben die Tiere bis zum Stadium V gekindelt und dann 5
Stadium-V-Anfalle ausgeldst. In diesem Stadium ist noch keine Astrozytose, kein
Zellverlust und auch keine Reorganisation neuronaler Verbindungen im Gewebe
beobachtbar (Sutula, 2004). Erst wenn nach Erreichen des StadiumsV lange
weitergereizt wird, entstehen spontane epileptische Anfalle. Es handelt sich also bei der
Kindlingepilepsie um ein relativ mildes Modell der Epileptogenese, bei dem vor allem
eine funktionelle Anderung der Zellerregbarkeit und der synaptischen Interaktion im
Vordergrund stehen. In diesem Modell hatte Barium interessanterweise éhnliche Effekte
wie im Kontrollgewebe. Daraus lasst sich schlie3en, dass Veranderungen der
Konnektivitat und der Neuronenzahl eine der Vorbedingungen fur die Aktivierung von
Astrozyten sein konnten. Allerdings bieten sich auch andere Mdglichkeiten der
Astrozytenaktivierung an. So konnte kirzlich gezeigt werden, dass das Offnen der
Bluthirnschranke mit Austritt von Serumproteinen in den Extrazellularraum bzw.
Applikation von Albumin eine Astrozytenaktivierung bewirken, bei der K;4.1-Kanéle und
Connexine stark herabgeregelt sind (Cacheux et al., 2009). Auch in diesem Modell
verliert Barium seine Wirkung. Diese Veranderungen sorgen fur eine verstarkte
Akkumulation von Kalium und Glutamat im Gewebe und bedingen mit einiger Latenz
eine Hyperexzitabilitat und eventuell das Auftreten epileptischer Spontananfalle (Seiffert
et al., 2004; Friedman et al., 2009). Unter Umstdnden gehen die Verdnderungen so
weit, dass auch Spreading-Depolarisationen im Gewebe entstehen kénnen, die an
Schadensprozessen nach z. B. einem Schlaganfall beteiligt sein konnten (Lapilover et

al., in Vorbereitung).

Zusammenfassend gesagt, zeigen meine Untersuchungen, dass Veranderungen der
Astrozyteneigenschaften zu Veranderungen in der Homoostase von Kalium im
Extrazellularraum fuhren kénnen und diese in der Folge das Gewebe erregbarer

machen kdénnten.
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6 Zusammenfassung

Epilepsien sind haufig mit einer Astrozytenaktivierung verbunden, die moglicherweise
mit Veranderungen der Pufferfunktion fur Kalium verbunden ist. Normale Astrozyten
besitzen eine hohe Kaliumleitfahigkeit, sind raumlich ausgedehnt und durch Connexine
zu einem Synzytium verbunden. Eine lokale Kaliumakkumulation bewirkt eine
Depolarisation der Astrozyten, die allerdings lokal kleiner ausféllt, als aufgrund der
Kaliumakkumulation zu erwarten ware. Dies beruht auf einer Ladungsverschiebung
innerhalb des glialen Netzwerkes. An entfernten Orten ist dadurch die Depolarisation
groer. Diese Ungleichgewichte bedingen Kaliumaufnahme in Astrozyten am Ort
maximaler Kaliumakkumulation und Abgabe von Kalium an entfernten Orten. Die
Pufferung soll tber K\r4.1- und 2P-Leckkaliumkanéle erfolgen. Diese sind durch Barium
blockierbar. Es bot sich deshalb an, den Effekt von Barium auf reizinduzierte Anstiege
der Kaliumkonzentration zu ermitteln. Um eine mdéglichst geringe Kontamination durch
synaptische Potenziale zu erreichen, wurden Pyramidenzellen der Area CA1 aus dem
Alveus aktiviert. Die Gabe von Glutamatrezeptorblockern reduzierte die Amplitude der
Kaliumsignale, verdnderte aber die laminare Verteilung der Kaliumsignale, die mit
ionenselektiven Mikroelektroden erfasst wurden, nicht qualitativ. Die Gabe von Barium
vergroferte die Kaliumsignale, ohne das laminare Profil qualitativ zu verandern. Diese
Zunahme ist teilweise auf eine Zunahme der reizinduzierten Signale zurickzufihren.
Der Kaliumeinstrom am Ort maximaler Kaliumakkumulation ist mit der Generierung
negativer Feldpotenziale verbunden. Deshalb wurden die laminaren Profile der
Feldpotenziale bestimmt und daraus die Verteilung der Stromsenken und Stromquellen
errechnet. Im Stratum pyramidale am Ort der maximalen Kaliumakkumulation war eine
gro3e Stromsenke zu beobachten, die durch Bariumapplikation in eine Stromquelle
umgewandelt wurde. Der Bariumeffekt auf Kaliumsignale blieb im Gewebe von
chronisch epileptischen Tieren mit einer durch einen Status epilepticus ausgeldsten
Hippocampussklerose aus. Auch die Feldpotenziale waren deutlich kleiner, die
Stromsenke kehrte aber nach Bariumapplikation wie an Normaltieren auch in eine
Quelle um. In einem zweiten Modell der Temporallappenepilepsie, dem Kindlingmodell,
bei dem keine Astrozytose und Astrozytenaktivierung beschrieben war, hatte Barium die
gleichen Effekte wie an Normaltieren. Die Daten weisen darauf hin, dass
Astrozytenaktivierung die Kaliumakkumulation begunstigen und damit zu einer

erleichterten Anfallsentstehung beitragen kann.
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UM Mikromol/Liter
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AMPA a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionat

ATP Adenosintriphosphat

Ba®* Barium

BM (-)-Bicucullinmethiodid

CAl1-4  Felder 1 bis 4 des Cornu ammonis
ca* Kalzium

cr Chlorid

CNQX 6-cyano-7-nitro-quinoxaline

Cs" Casium

CSD Engl.: current source density = Stromsenkendichte
EC Entorhinaler Kortex

EEG Elektroenzephalogramm

Ek Kaliumgleichgewichtspotenzial

EZR Extrazellularraum

ffp Engl.: fast field potential = schnelles Feldpotenzial
sfp langsames Feldpotenzial

GABA y-Aminobuttersaure
I p. intraperitoneal
L. m. intramuskular

K* Kalium



KG
Kir

KLeak
Mg**
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Na*

NBQX
Ncl

NMDA
NR2D
OoP
PDS
PS
RMP
S.C.
SD

sfp
SLM

SLSD

SO
SP
SR
STIM
TEA
TLE
TTX
ZNS
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Korpergewicht

Einwartsgleichrichtende Kaliumleitfahigkeit
Kaliumleckleitfahigkeit
Magnesium

Millimol/Liter
Natrium

2,3-Dioxo-6-nitro-1,2,3,4-tetrahydrobenzol[flquinoxalin-7-sulfonamid
Nucleus

N-Methyl-D-aspartat

NMDA-Rezeptor-Untereinheit 2D
Operations-(Resektate)

Paroxysmale Depolarisationen

Engl.: population spike = Summenaktionspotenziale
Ruhemembranpotenzial

subcutan = Unterhautfettgewebe

Engl.: spreading depolarisation

Engl.: slow field potential = langsames Feldpotenzial
Stratum lacunosum moleculare

Engl.: seizure-like spreading depression = anfallsartige
spreading depression

Stratum oriens

Stratum pyramidale

Stratum radiatum

Position der Stimulationselektrode
Tetraethylammoniumchlorid
Temporallappenepilepsie
Tetrodotoxin

Zentralnervensystem
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