Aus der Klinik fir Neuropadiatrie

der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatdin@m Berlin

DISSERTATION

Die Neurotoxizitat der Antiepileptika Levetiracetamd Sultiam

Im unreifen Gehirn der Ratte

Zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat der Charité -

Universitatsmedizin Berlin

von

Daniela Manthey

aus Oranienburg



Gutachter: 1. PD Dr. med. Petra Bittigau
2. Prof. Dr. med. C. Buhrer

3. Prof. Dr. med. B. Schmitt

Datum der Promotion: 18.09.2009



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
I ] ] =T (F ] o RSO PPUTRPPRRTRR 6
1.1. Epilepsien im KiNAESAIter.........cccoieeeiiiiieeeeecee e erer e e 6
1.1.1. Definitionen und EpidemiolOgi€ ..........ccoiieeeeeii i 6
1.1.2. EINEIHUNG oottt e e e e e e e e e e e e e e 6
11,3, UISACHEN ... a e 7
1.1.4.  Auswirkungen von Krampfanfallen auf das sich enkeinde Gehimn.................. 7
1.1.5. Antiepileptische Pharmakotherapie im Kindesalter...............cccovvvvvviiiiicennnnnnn. 8
1.2. Epilepsie und Schwangerschaft................meeeiiiiiiimiiie e 9
1.2.1. Teratogenitat von Antiepileptika...........ooeiiiiiiiiiiii e 10
1.3. Theoretische Grundlagen dieser tierexperimentelle@rbeit...............cccoeeeeeeeenee. 11

2.

1.3.1. Die Phase des schnellen Hirnwachstums ... eoeeeeeceiieieiiiien 101

1.3.2.  Neuronale Schadigungsmechanismen im unreifen GdeirRatte.................... 12
1.3.3.  Neurotoxizitat durch die Beeinflussung von Neunograittersystemen.............. 13
S T |11 1= o o 16
1.4.1.  AnNWenduNgSQEDIETE ......uuuueiiiiee e e e e e s e s s e e e e e e e e e e e e eeeeeaeee e 16
1.4.2.  Pharmakokinetik und DOSIEIUNG ...............cummmmssennneaaaeeeeeeaeaeeeeeeererennnnnnnnan 17
1.4.3.  NeDeNWIKUNGEN ..ot e e e e e e ae e e 17
1.4.4.  WirkmecChaniSMUS .........cccoiiiiiiiierre e eeee e e 17
1.4.5. Wirksamkeit in TIErVEISUCNEN ......uiiiiii i e e 18
R T V= 1 = Vo =] = o SR 19
1.5 1. AnNWeNduUNGSQEDIETE ......uuuiiiiiiei e e e e 19
1.5.2. Pharmakokinetik und DOSIEIUNG ...............cummmmsssnnneaaaeeeeeeeeaeeeeeeeeerennnnnnnnan 21
1.5.3.  NEDENWIIKUNGEN ...ttt e e e e e e e e e e e aeaeaaaes 22
1.5.4.  WirkmecChaniSMUS .........ccooiiiiiiiierre e eeee e e 22
1.5.5. Wirksamkeit von Levetiracetam im Tiermodell ..o 25
1.5.6. Die Levetiracetam-Analoga Seletracetam (SEL) undaBacetam (BRV) ........ 27
1.6. Zentrale Fragestellung der Arbeit............oooceiiiiiiieiiiiicceie e e 28
Material Und MetNOTEN. ............ouuiiiiiii s rreree s e e e e e e e e e aaaes 29
2.1, VEISUCRSEIEIE ... ittt e et e e e e et 29



Inhaltsverzeichnis

2.2, MEAIKAMENTE ....uutiiiiiiiiiiiiiiii et e ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e bbb e e e e e e e e e e e e e e eanns 29
2.3, TIEIVEISUCKE ....uiiiiiiiiiiiiiiic ettt e e e e e e 30
P22 700 I B To 1S3 153 11 0o (8] o OO URURRPPPPT 30
2.3.2.  Altersabh@ngigKeitSStUTIE ..........uuuuuuiiceeeiiiiiirer e eeeeeeee 30
2.3.3.  ZeitabhangigKeitSStUIE.........ccceiiiiiiiieeeeeee e eree e 30
2.3.4. Versuche im Pilocarpin-Krampfmodell .........cm e 2.3
2.4, Perfusion, Praparation..........ooo oo iiieeeeiiiiees et 33
240, LOSUNGEN. ..ttt ettt e e e e ettt e e e e e et e tba e e e e e enba e e e e e ennnnnta e aaeaenes 33
P 10 | (o3 {1 o (1 o S 33
2.5. Einbettung der Praparate und Anfertigung der Hirnschnitte.............ccccccceeeeeeennn. 34
2.6, SIHDEITAIrDUNG ... e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e earannee 35
2.6. 1. LOSUNGEN. ...ttt ettt e mmm e e ettt e e e e e e e tba e e e e eeeta e e e e e ennnnnta e eaaaenes 35
P2 B 10 | (o3 {1 (1 o R 36
2.7. Paraffineinbettung und TUNEL-FArbUNG..........vmiiiiiiiiiiie e 317
2.8.  MiKroskopiSChe AUSWEITUNG.......ccviiiiiiiiiiiiemmieitiiiiees e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeebennnnnneeee 37
2.9, StatiStiISCNE AUSWEITUNG .. ..ciieiiiiiiieeeee et ettt e e e e e e e e e e eeeeeesaeeenneesesannne 39
I T o 1= o] 1S~ 40
3.1. Neurodegeneration im unreifen Gehirn der Ratte - Dsisfindung............ccccceeennn. 40
0 0t S 1 U |11 = o o TP 40
N I I Y= 1 = o =] = o o U PP PUUURRRRRPPPPT 40
3.1.3.  TUNEL-FAIDUNG oot ettt e e nneeee e 44
3.2. Altersabhangigkeit des neurotoxischen Effekts ...........cccccceeviieeiiiiiiiiiiiiiinnnnnnn 45,
3.3. Zeitabhangigkeit der NeUrotOXIZitat ...........ccceuiiiiiiii e 46
3.4. LEV im Pilocarpin-Krampfmodell..............oooii e 47
A, DISKUSSION ...ttt e e ettt ettt et e e e e e e e e e e e e e e e enr et it e e e e e e e e e e e e e e e e e e aa s 48
4.1. Neurotoxizitat im unreifen Gehirn der Ratte ..........ccccceevvveeeniiiiiiiiiccciiiieennn. 48
4.1.1. Apoptose und Neurotrophine im unreifen Gehirn dattd...................cc.oevvenees 49
A.2.  SUIIBIM . ..ot e e e e e e e ettt ettt et b e e e e e e e e e e e aaeaaeeaaeeeeeeeeaaarnaes 49
R T I <Y1 [ = (o =1 = o P TTPOPPPP 51



Inhaltsverzeichnis

4.3.1. Die neurotoxische Potenz von Levetiracetam beidbestder Krampfaktivitat ..51

4.3.2. Levetiracetam und EpilepSIiepravention ........cccceeeveeeeeeviiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 54.

4.4. Vergleich des neurotoxischen Effektes von Sultiamnd Levetiracetam mit dem

anderer ANLEPIEPLIKEA .........ooo e 58
4.5. Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen unédlinische Relevanz........ 60

A.5. 1. SURTAM et 60

4.5.2.  LEVELIACELAIM ......uuiiiiiiiiiiiiiie e erreee ettt e e re e e e e e s e e 61

5. Zusammenfassung UNA ZICIE ........ooeeiiiieiee e e e e e e e e e e e e e eeeaeaneees 63
6. LItEratUrVerZEICNNIS. ... . uiiiiiii ittt e e mn e e s s e e e e e s e e e e e e e 65
7. ADKUIZUNQGSVEIZEICNNIS ...ciiiiiiiiiieieees ettt s s e e e e e e e e e e e e e eeesaeeneneeseeesesesnannn e eeeas 74
SN 0= T T PP 75
8.1, LEDENSIAUS ... 75
8.2. PUDIKALIONEN .....eiiiiiie et 75

S RC T I =Y ] ST = o 1] o PP 76
8.4. Eidesstattliche ErKIAIUNG .......cooo oo 76



Einleitung

1. Einleitung

1.1. Epilepsien im Kindesalter

1.1.1. Definitionen und Epidemiologie

Krampfanfalle zahlen zu den haufigsten neuropadaten Krankheitsbildern. Als Krampfanfall
beschreibt man eine vortubergehende VeranderungBasgausstseins, des Verhaltens, der
motorischen Aktivitat, von Empfindungen oder autoem Funktionen als Folge einer
paroxysmalen, exzessiven und hypersynchronen Emtpeiner grofReren Gruppe zerebraler
Neurone [1]. Die Inzidenz fur Krampfanfalle ist ensten Lebensjahr am héchsten und sinkt mit
steigendem Alter. 4 - 10% aller Kinder erleiden hism 16. Lebensjahr mindestens einen
Krampfanfall. [2, 3]

Von Epilepsie, als chronisch neurologischer Erkeengk spricht man erst dann, wenn ein Patient
rezidivierend Krampfereignisse zeigt. Nur etwa Eimftel aller Kinder entwickelt nach einem
ersten Krampfanfall eine Epilepsie. Die Inzidenz Bekrankung betragt 0,04%, die Pravalenz
liegt bei 0,5 — 1 %. Die Halfte der Erkrankungemifestiert sich vor dem 10. Lebensjahr [1, 3].
Der Status epilepticus ist definiert als Krampféinfait einer Anfallsdauer von mehr als 30
Minuten, bzw. Anfallsserien von gleicher Dauer, wokwischen den einzelnen Anféllen das
Bewusstsein nicht wiedererlangt wird.

Abzugrenzen von der echten Epilepsie als chronisEhnkrankung sind Gelegenheitskrampfe
oder epileptische Reaktionen, d.h. Krampfanfalle Rahmen akuter zerebraler oder
extrazerebraler Erkrankungen wie Infektionen (Mgitis, Enzephalitis), Traumata,
Stoffwechseldefekte oder Fieber. Die meisten Kramfifile im Kindesalter sind
Gelegenheitsanfélle. Differentialdiagnostisch smicht-epileptische Anfélle auszuschlie3en, zu
denen man Synkopen, psychogene Anfalle, Affektkf@mpd den Pavor nocturnus zahlt [3].

1.1.2. Einteilung

Grundsatzlich lassen sich epileptische Anfélledkale und generalisierte Anféllen unterteilen.
Die haufigste generalisierte Anfallsform im Kindisaist der tonisch-klonische Grand-mal-
Anfall. Das Erscheinungsmuster der vielfaltigen &Isformen beschreibt verschiedene
Epilepsiesyndrome. Zu diesen gehoért als haufigstalé Epilepsie die benigne Rolando-

Epilepsie, welche bei Kindern gehauft zwischen demnd 8. Lebensjahr auftritt. Neben vielen
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anderen Erscheinungsformen zéhlen z.B. die Aufwadmnd-mal-Epilepsie und die juvenile
myoklonische Epilepsie zu den kindlichen Epilepgiesomen.

Eines der selteneren, jedoch nicht minder schweeviden Syndrome ist das West-Syndrom,
bei dem im Alter von 4 bis 18 Lebensmonaten diestipen BNS-Krampfe auftreten. 95% der
betroffenen Kinder sind geistig retardiert, die kditat liegt bei bis zu 20%. Auch das Lennox-
Gastaut-Syndrom ist eine eher seltene Form deli&ihh Epilepsie. Mit einem Beginn im 3.
bis 5. Lebensjahr und zeichnet es sich durch edhe Bartnackige Mischung verschiedenster
Anfallsformen und haufig mentaler Retardierung é@mside Syndrome sind aul3erst schwierig

therapierbar und stellen in der Neuropadiatrie naiehvor ein grof3es Problem dar [3, 4].

1.1.3. Ursachen

Die Entwicklung einer Epilepsie im Kindesalter isheist multifaktoriell bedingt. Zur
Manifestation kommt es durch das Zusammenwirkeretigeher Disposition und exogener
Risikofaktoren wie z.B. pré-, peri- oder postnatatirnschaden, Phakomatosen, metabolischen
Erkrankungen oder chromosomalen Aberrationen. In-600 % der Falle von Epilepsie im
Kindesalter findet sich jedoch keine eindeutige dadhe. Im Erwachsenenalter sind die
haufigsten Ursachen neu auftretender epileptiséimdélle Schadelhirntraumata, Infektionen,

Drogen- oder Alkoholentzug, Hirntumoren sowie vd&keiund degenerative Erkrankungen [4].

1.1.4. Auswirkungen von Krampfanfallen auf das siec entwickelnde Gehirn

Wahrend eines Krampfanfalls kommt es zu einem e@egmbBauerstoff- und Glucoseverbrauch
sowie einer vermehrten GOund Laktatproduktion im Hirngewebe. Systemischeswirkungen
wie Tachykardie, Hypertonie, Hyperglykdmie oder By@mie konnen sich auch bei nur kurzer
Krampfdauer einstellen. Bei langer andauernden lfsgfaschehen kann es zur Laktatazidose,
Rhabdomyolyse, Hyperthermie, Hyperkaliamie und Hypkdmie kommen.

Weiterhin ist bekannt, dass sowohl langanhaltermdB. (Status epilepticus), als auch kurze,
rezidivierende Krampfanfélle bei unzureichenderragler ausbleibender Behandlung zu einem
Verlust von Neuronen im Gehirn fuhren kdénnen [1,Ap mdgliche Folge kdnnen sich durch
die Stérung neuronaler Kreise und Netzwerke Besthtigungen von Kognition und Verhalten
herausbilden. So wurden in verschiedenen Studien Menschen im Verlauf langjahrig
bestehender Epilepsien Gedachtnisdefizite, Venhsdtaffalligkeiten, Lernschwierigkeiten und
eine Verminderung des 1Q beschrieben [6-8]. Im mmuell zeigten sich Verdnderungen

kognitiver Leistungen bereits nach einzelnen kukeampfanfallen [9, 10].
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1.1.5. Antiepileptische Pharmakotherapie im Kindeslter

1.1.5.1. Antiepileptika

Um Folgeschaden einer unbehandelten Epilepsie thingern, ist in den meisten Féllen eine
medikamentose Therapie erforderlich. Seit der Eoklwng erster antikonvulsiv wirksamer
Medikamente sind mehr als 90 Jahre vergangen ueld dier Medikamente haben sich Uber
Jahrzehnte bewahrt. In den letzten Jahren ist ¥ie&zahl neuer Wirkstoffe mit breiterem
Wirkspektrum und verbesserter Vertraglichkeit agh dvarkt gebracht worden, die auch fir
schwierig behandelbare Anfallsformen und Epilepsidsome neue Hoffnung versprechen [11].
Neben der Epilepsietherapie kommen Antiepileptikahain angrenzenden Gebieten, z.B. zur

Therapie von neuropathischen Schmerzen, Migrane; Myd Dystonien zum Einsatz [12].
Die bekanntesten Wirkmechanismen antikonvulsivedikamenten sind:

« Verhinderung repetitiver neuronaler Aktivitat durdlockade spannungsabhéangiger
Natriumkanéle,
e Verstarkung der GABA-vermittelten Inhibition z.B.umth Inhibition der GABA-
Transaminase oder direkte Wirkung am GABRezeptor sowie
» Blockade glutamaterger exzitatorischer Neurotrassion, z.B. am NMDA-Rezeptor.
* Antagonimus am AMPA-Rezeptor
Tabelle 1zeigt die molekularen Angriffspunkte haufig vendeter Antiepileptika [13].

1.1.5.2. Spezielle Probleme bei der Behandlung ¥amdern

Die Anwendung antikonvulsiver Pharmaka, insbesand®icher der neuen Generation in der
Padiatrie erfordert besondere Sorgfalt. Da haudimd ausreichenden Studien und Erfahrungen
Uber z.B. pharmakokinetische Besonderheiten od&ngielle schadigende Einflisse auf den
sich noch in der Entwicklung befindlichen Korperhegen, sind viele dieser Antiepileptika nur
in beschranktem Ausmal} fur den Einsatz im Kindesaligelassen. Demzufolge wird ein nicht
unbetrachtlicher Anteil der antiepileptischen Tipgga im Off-Label-Use durchgefihrt, was
nicht immer gefahrlos ist. So entdeckte man z.Bt aach Jahrzehnten, dass Kinder, die im
frihen Kindesalter langerfristig mit Barbituraterhetapiert worden waren, kognitive
Beeintrachtigungen bis ins Erwachsenenalter hirglaiden konnten. Die bis dahin haufig
praktizierte Fieberkrampfprophylaxe mit Phenobaitbivird unter anderem aufgrunddessen
heute nicht mehr durchgefuhrt [14, 15].
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GABA- | Glutamat- | Natrium- Kalzium - AMPA- Carbo-
System | rezeptoren | Kanéle Kanale Rezeptoren| anhydrase
Altere Medikamente
Benzodiazepine +
Phenobarbital + + +
Valproat + + +
Phenytoin +
Carbamazepin +
Ethosuximid +
Sultiam +* +* +
Neuere Medikamente
Levetiracetam ? +
Seletracetam +
Brivaracetam +
Vigabatrin +/-
Topiramat + + + + +
Gabapentin + +
Oxcarbazepin +
Lamotrigin + +
Zonisamid + +

Tabelle 1 : Molekulare Angriffspunkte einiger Antiepileptika (in Anlehnung an [13])

* indirekter Effekt tber Hemmung der intrazellulér€arboanhydrase

1.2. Epilepsie und Schwangerschaft

Eine Epilepsie mit der Notwendigkeit einer Pharnthkoapie findet sich bei ca. 0,3 bis 0,6 %
aller Schwangerschaften, wobei sich in dieser Kallagton eine Reihe von Problemen ergeben
[16, 17]. In 15 — 37% der Schwangerschaften konmsr#gleeinem Anstieg der Anfallshaufigkeit

[18], vermutlich bedingt durch eine veranderte Riedodynamik der antiepileptischen

Pharmaka, zum Teil aber auch bedingt durch einegailade Compliance. Aus Unsicherheit

daruiber, ob das Antiepileptikum schadlich fur dageborene Kind sein kdnnte, verringern
einige Patientinnen die Dosis eigenméchtig oderesetias Medikament gar ab.

Man weil3 jedoch, dass eine unbehandelte Epilepgiern Schwangerschaft weit mehr Gefahren
fur das ungeborene Kind und die Mutter in sich thias der Einsatz potentiell teratogener
Antiepileptika. Es kann bei der Schwangeren zu atredlierbaren, generalisierten Anféllen bis

hin zum Status epilepticus mit einer Mortalitat viois zu 48 % kommen [19]. Wé&hrend eines
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tonisch-klonischen Anfalls ist der Fetus durch Demion der Herzfrequenz, periventrikulare
Hamorrhagien, Fruhgeburtlichkeit oder Abort akutfapedet [17, 20, 21]. Bei haufigeren
Anfallen wahrend der Schwangerschaft offenbarteh siahrend der spateren Entwicklung des

Kindes psychomotorische Retardierung und kognifiyefunktionen [22-25].

1.2.1. Teratogenitat von Antiepileptika

Es ist bekannt, dass durch den Einsatz bestimmtaie@ileptika das Risiko kindlicher
Fehlbildungen, intrauteriner Wachstumsretardierund psychomotorischer Retardierung [25-
28] ansteigt. Kindliche Fehlbildungen sind bei Miitt, die an einer Epilepsie leiden signifikant
haufiger als bei Kindern von Mittern ohne Epilej24)]. Zugleich beobachtet man bei Kindern
von Mittern, die eine antiepileptische Therapieakem haben héhere Missbildungsraten als bei
jenen, deren Mutter nicht medikamentts behandettien so dass man davon ausgehen kann,
dass die Rate an Fehlbildungen vor allem durchAdigepileptikatherapie, weniger durch die
Epilepsie an sich beeinflusst wird [26, 29].

Die haufigsten teratogenen Effekte der Antiepiletibei Anwendung im ersten Trimester der
Schwangerschaft, sind Fehlbildungen des Skelettes, kardiovaskularen, urogenitalen und
zentralnervosen Systems sowie Mikrozephalie undrédeahrdefekte, wobei letztere vor allem
unter der Einnahme von Valproat oder Carbamazepinezzeichnen sind. Bei Anwendung in
der spateren Schwangerschaft finden sich intrangerMinderwuchs, verminderter kindlicher
Kopfumfang sowie im spéateren Verlauf Entwicklungzégerung und psychomotorische
Retardierung, um nur einige Beispiele zu nennen 225 30, 31]. Das hdchste Risiko fur die
vermehrte Entwicklung kindlicher Fehlbildungen liegor beim Einsatz von Valproat, dem
gleichzeitigem Einsatz mehrerer Antiepileptika (Ploérapie), hohen Medikamenten-
Plasmaspiegeln oder Folsduremangel [32]. Als Uesadlir die teratogenen Effekte postuliert
man unter anderem eine Beeinflussung des Folsatabolismus mit konsekutivem
Folsduremangel, Hypoxie oder Azidose. Weiterhird shmtiepileptika in der Lage, hormonale
Systeme zu beeinflussen, woraus verminderte Spiegel T4, GH und Kortisol, sprich
Hormonen, welche fir die regelrechte Entwicklung. wles Gehirns essentiell sind, resultieren
[24, 30, 33-38]. Die durch Antiepileptika getriggeeapoptotische Neurodegeneration, auf die im
Folgenden noch naher eingegangen werden soll,redlebei ebenfalls eine bedeutsame Rollen

Zu spielen [39].

10
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1.3. Theoretische Grundlagen dieser tierexperimentlen Arbeit

1.3.1. Die Phase des schnellen Hirnwachstums

Tragt man wahrend der Entwicklung eines SaugetiassGewicht seines Gehirns gegen die Zeit
auf, so fallt auf, dass das Gehirn nicht mit kontga Geschwindigkeit an Masse zunimmt,
sondern in einem bestimmten Zeitraum der Entwidklloesonders schnell wachst. Diesen
Zeitraum nannten Dobbing und Sands die ,Phase ajgdan Hirnwachstums® (,brain growth
spurt”) [40]. Wahrend dieser Phase finden entsamald Differenzierungsvorgange, wie die
Synaptogenese, Migrations- und Selektionsprozdasie Wnter anderem wird von den initial in
der Uberzahl angelegten Neuronen mittels physistdgir Apoptose eine Vielzahl wieder
eliminiert. Dieser gegenuber &uf3eren Einflissem seFillige Prozess, macht die Phase des
schellen Hirnwachstums zu einer sehr vulnerableioéein der Entwicklung des Gehirns [41].
Anzumerken ist, dass sich die verschiedenen funé&tien Systeme des Gehirns nicht synchron
entwickeln, sondern jedes seinen eigenen ,growthrtSpaufweist. Daraus resultiert ein
unterschiedliches Verteilungsmuster der physiotdws Apoptoserate zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Entwicklung sowie auch eine entdpead zeitversetzte Vulnerabilitat. Je nach
dem Zeitpunkt, zu dem ein potentiell neurotoxisciegens auf den Entwicklungsprozess
einwirkt, zeigen sich Schadigungen verschiedenektianeller Regionen [42, 43].

Bei verschiedenen Spezies vollzieht sich die Phdes schnellen Hirnwachstums zu
unterschiedlichen Zeitpunkten ihrer Entwicklung.ilBeMenschen beginnt der ,brain growth
spurt” bereits pranatal mit dem Beginn des 3. Tsi®es der Gestation und endet erst mehrere
Jahre nach der Geburt. Das Maximum der Hirnwachsgeschwindigkeit findet sich um die
Geburt. Bei der Ratte, dem Modelltier dieser Arpeidllzieht sich diese Phase postnatal, sie
dauert die ersten 14 Lebenstage an, das schnelisterachstum wird vom 6. bis zum 10.
Lebenstag verzeichnet [44]. Die Spezies Ratte eigiwh deshalb gut zur tierexperimentellen
Untersuchung von Mechanismen, die beim Menschemlslopra- als auch postnatal stattfinden,
bei der Ratte aber ausschlie3lich postnatal ungte® moglich, Ratte und Mensch hinsichtlich
ihrer Hirnentwicklung und Empfindlichkeit gegentbemeurotoxischen Einflissen zu

vergleichen.

11
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1.3.2. Neuronale Schadigungsmechanismen im unraif&ehirn der Ratte

Im sich entwickelnden Gehirn kbnnen grundsatzliakeizMechanismen unterschieden werden,

die im Tod einer Zelle oder Zellpopulation resukie.

1.3.2.1. Exzitotoxizitat

Der exzitatorische Neurotransmitter Glutamat hatamer Wirkung am NMDA-Rezeptor neben
der Vermittlung von Erregungsimpulsen auch trogiesEunktionen in der Hirnentwicklung. Es
vermittelt die Proliferation und Migration neuroerl Vorlauferzellen und beeinflusst die
synaptische Plastizitat [45, 46].

Bei exzessiver Erregung des NMDA-Rezeptors duraltadtat, wie es z.B. pharmakologisch,
bei Hypoxie oder einem Trauma geschehen kann, komestzu akuten neuronalen
Zelluntergangen, einem Prozess, der als exzitatbgrsZelltod bezeichnet wird.

In den ersten zwei Wochen des postnatalen LebanRatée, also der Phase des ,brain growth
spurt®, verandert sich die Verteilung und Sendiditvider NMDA-Rezeptoren im Gehirn. Eine
Uberaktivierung der Rezeptoren kann in dieser Blergehr viel leichter in einer exzitotoxischen
Reaktion resultieren. So wurde bei Ratten, denerY abebenstag NMDA injiziert wurde, eine
um mehr als 20-fach héherer Rate an Exzitotoxidigiibachtet, als es bei erwachsenen Tieren
der Fall war [47, 48]. Weiterhin zeigten jlingereer@ andere Verteilungsmuster der
exzitotoxischen Zelluntergdnge als altere Tieres siah auf die zeitlich versetzte Entwicklung

der entsprechenden Regionen zuriickfihren lasst [49]

1.3.2.2. Apoptose

Kerr et al. [50] beschrieben 1972 erstmalig einegmmmierte und regulierte Form des
Zelluntergangs mit charakteristischen morphologscBeichen und nannten diesen ,Apoptose*
(griech.: Abfallen, Abtropfen). Die Apoptose, aughysiologischer Zelltod genannt, ist in der
Entwicklung des zentralen Nervensystems ein nommatel essentieller Vorgang, der enorm
wichtig fur das Gleichgewicht zwischen Zellvermeahgwnd Zellverlust ist.

Eine Storung dieses empfindlichen physiologischeozésses, z. B. durch genetische oder
aulBere Einflisse kann in Stdérungen der normalemologischen Entwicklung resultieren.
Wahrend eine Uberaktivierung des NMDA-Rezeptors resith der vulnerablen Phase der
Hirnentwicklung zum exzitotoxischen Zelltod fuhkommt es bei einer Blockade des selben

12
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Rezeptortyps zu apoptotischen neuronalen Zelluatygn [42]. Das Ausmal3 der
physiologischen Apoptose kann dabei deutlich Ulbeitben werden.

1.3.2.3. Ultrastrukturelle Merkmale des apoptotisaih Zelluntergangs

Neuronen, die infolge apoptotischer Vorgange umteeg, zeigen ein charakteristisches Muster
an ultrastrukturellen Veranderungen. In der friR&ase des Zelluntergangs ist im Zellkern die
Bildung runder Chromatinmassen und flockiger Vemtlingen zu beobachten, wéahrend die
Kernmembran und die Zellorganellen zunéchst inthlgiben. Folgend kommt es zur
fortschreitenden Fragmentation der Kernmembran,ciMisg von nukleoplasmatischen und
zytoplasmatischen Inhalten, stufenweiser Verandgder zytoplasmatischen Organellen sowie
einer zunehmenden Kondensation der ganzen Zelledem spaten Phasen lassen sich die
sogenannten ,apoptotic bodies" beobachten, welasevarklumptem nuklearen Chromatin und
Zytoplasma, umgeben von einer Membran bestehen ausd der Zelle in das Neuropil

ausgestol3en werden [51, 52].

1.3.3. Neurotoxizitat durch die Beeinflussung voieurotransmittersystemen

Wahrend der Phase der Synaptogenese l6st die vgeksnde Interferenz mit bestimmten
Neurotransmittersystemen eine apoptotische Neusydgtion von Millionen von Neuronen
aus, die ohne jene Interferenz nicht dem physistdwg Zelltod unterlegen gewesen waren [53].
So triggert die Blockade des NMDA-Subtyps des GhatRezeptors durch (+)MK80loder
Ketamin, wahrend nur einiger Stunden der vulneralidatwicklungsphase, massive neuronale
apoptotische Zelluntergange im sich entwickelndeshi@ der Ratte [42]. Ahnliche Effekte
konnten fur Agonisten am GABARezeptor bzw. Substanzen, die die Wirkung von GABA
seinem Rezeptor verstarken, wie z.B. BenzodiazepmkeBarbiturate, beobachtet werden. Die
provozierten neurotoxischen Effekte waren in ihsdasmald dosis- und altersabhéngig. Bei 0-3
Tage alten Ratten fand sich eine maRig hohe Apepts im Alter von 7 Tagen, dem
Hohepunkt des ,brain growth spurt* der Ratte, zeigjith die hochste Vulnerabilitat gegentber
NMDA-Antagonisten oder GABA-Agonisten, wahrend bei 21 Tage alten Tieren soveand
physiologische als auch pathologische Apoptose kaugdmr zu verzeichnen war [42]. Das Alter
der Tiere bestimmte auch das Verteilungsmuster Bbwer physiologischen, als auch der
pathologischen Neurodegeneration. Je nach AltefTeeres waren andere Regionen betroffen,

namlich jeweils jene, die sich gerade in der Phasain growth spurt® befanden. Bei beiden
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Substanzklassen waren die beobachteten Zellunggggéhrastrukturell mit den Kriterien der
Apoptose vereinbar.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wird vermutitss wahrend der Phase des rapiden
Hirnwachstums die Stimulation des NMDA-Rezeptors rcdu den exzitatorischen
Neurotransmitter Glutamat fiir das neuronale Uberielvahrend der Entwicklung essentiell ist
bzw. die exzessive Suppression neuronaler Aktiwtttrend der Synaptogenese automatisch ein
internes Signal fir die apoptotische ZerstorungZadiie aktiviert [42, 54].

1.3.3.2. Antiepileptika und apoptotische Neurodageation

Aufgrund der zuvor beschriebenen Ergebnisse wuirdeen letzten Jahren die gebrauchlichsten
Antiepileptika, von denen einige als Antagonistem MMDA-Rezeptor, bzw. als Agonisten am
GABAA-Rezeptor wirken, auf ihnre mdgliche proapoptotiséfiekung hin untersucht.

Bei intraperitonealer Verabreichung von Diazeparheriytoin, Phenobarbital, Pentobarbital,
Clonazepam, Valproat und Vigabatrin zeigte sich unreifen Gehirn der Ratte deutliche,
dosisabhangige neurodegenerative Erscheinungen [N#jh einer einzigen Behandlung mit
Phenobarbital, Phenytoin oder Valproat zeigtenTikee zudem eine signifikante Reduktion des
Hirngewichts [39]. Somit sind nicht nur GABAAgonisten und NMDA-Antagonisten, sondern
auch Natrium-Kanal-Blocker (Valproat und Phenytdim)der Lage, neurotoxische Reaktionen
auslosen. Durch die Kombination mehrerer Antiepikgp wurden deutlich schwerere
Schadigungsmuster verursacht als es durch die @Gabeinzelnen Medikamentes der Fall war.
Auch in diesen Versuchsreihen waren die Ergebraisesabhéngig, die hdchste Neurotoxizitat
war wahrend der Phase des schnellsten Hirnwachstzumgerzeichnen. Die Dosierungen und
Plasmaspiegel, die ausreichten, um eine Schadiquszulésen, lagen im antikonvulsiv
wirksamen Bereich der Spezies Ratte oder sogantar{89]. Die degenerierten Zellen erfullten
bei elektronenmikroskopischer Untersuchung diegfien des apoptotischen Zelluntergangs.
Die durch Antiepileptika ausgelOoste apoptotischeilddegeneration wahrend der vulnerablen
Entwicklungsphase des Gehirns kbnnte somit, zumsint®lweise, flr die o.g. verminderten
Kopfumfange und verminderten intellektuellen Leigjan der ihnen wahrend ihrer intrauterinen

Entwicklung ausgesetzten Kinder verantwortlich gelmaverden [55].
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1.3.3.3. Apoptotische Neurodegeneration im unreif@ehirn durch weitere Substanzen
Auch Andasthetika wie NO, Propofol, Isofluran, Ketanund Halothan, Substanzen, die nicht
selten in der Schwangerschaft oder im Kindesalier Anwendung kommen, waren im
Tierexperiment in der Lage, deutliche neurodegédiver&eranderungen auszulésen und folgend
Lern- und Gedachtnis-Defizite bei den betroffenerdn zu provozieren [43, 56].

Weiterhin zeigte Ethanol, bereits nach einmaliggplikation, einen neurotoxischen Effekt
beeindruckenden Ausmalfies. Seine Wirkung sowohl RIDARezeptor, als auch am GABA
Rezeptor resultierte in Tierversuchen in einem &kmgsmuster des Zelluntergangs, welches
der imagindren Projektion des Schadigungsmusters @ABAx-Agonisten und jenem der
NMDA-Antagonisten Ubereinander entspricht. Die bdetalen Alkoholsyndrom auftretende
reduzierte Hirnmasse und die lebenslangen psydms&térungen, von Lernschwierigkeiten
Uber ADHS, bis hin zu mentaler Retardierung unccRsyen, kdnnten unter anderem auf diesen

Schadigungsmechanismus zurtickzufihren sein [57].
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1.4. Sultiam

Sultiam (SUL) ist ein Antiepileptikum, welches biseseit den frihen 60er Jahren des
zwanzigsten Jahrhunderts Anwendung in der ThemdgieEpilepsien findet. Chemisch handelt
es sich um 4-(Tetrahydro-2H-1,2-thiazin-2-yl)-belsetfonamid-s,s-dioxid, ein Sulfonamid-

Derivat.

Abbildung 1:  Sultiam — Strukturformel [58]

1.4.1. Anwendungsgebiete

Unter dem Handelsnamen Ospolot® (DESITIN Pharmamibiag) ist es zugelassen als
Alternativmedikament zur Therapie der Rolando-Eysle, einer idiopathischen, benignen,
fokalen Epilepsieform, die vorwiegend zwischen derand 8. Lebensjahr auftritt [59-61].

Gute Erfolge mit SUL finden sich weiterhin in demérapie anderer, atypischer Formen benigner
fokaler Epilepsien [62-64], der myoklonischen Epfie des Kindes- und Jugendalters [65] und
des ESES-Syndroms [66, 67]. SUL wird in diesenKatibonen sowohl als Monotherapeutikum
als auch als Add-on-Medikament eingesetzt. In Hialtleerichten lie3 sich bei bislang
therapierefraktaren Epilepsien mit Sultiam eine Koeg der Anfallsfrequenz und eine
Besserung des EEG-Befundes herbeifiihren [68]. Bdefsien, die im Rahmen eines Rett-
Syndroms auftreten, war SUL nur etwas weniger éffeds Carbamazepin und kann daher hier
als eine gute Alternative angesehen werden [69].

Bei der nach wie vor sehr schwierigen Behandlurgy\West-Syndroms, einer Erkrankung, die
sich vorwiegend im friihen Kindesalter und somit wedldl der vulnerablen Entwicklungsphase
des Gehirns findet, zeigten sich in jungerer Zeit UL gute Therapieerfolge, die durchaus
vergleichbar mit denen anderer Antiepileptika (2Mgabatrin), Kortikosteroiden oder ACTH
waren [70, 71].
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1.4.2. Pharmakokinetik und Dosierung

Sultiam weist bei oraler Applikation eine schnell®esorption auf, maximale
Plasmakonzentrationen werden nach 1 bis 5 h gemedssd’lasma ist der Wirkstoff zu 29% an
Proteine gebunden. Die Elimination erfolgt zu &34Brenal und zu 10-20% biliar [59, 72].
Unter der Therapie mit SUL kann sich die Plasmakatration von Phenytoin und Lamotrigin
erhohen, wahrend die gleichzeitige Anwendung vomb&aazepin und SUL verminderte
Plasmakonzentrationen von SUL bewirken kann. Deechkeitige Einnahme mit Primidon kann
die Nebenwirkungen von SUL verstarken, ebenso kdnNebenwirkungen, die durch die
Hemmung der Carboanhydrase entstehen, so z.B.tldasis, metabolische Azidose oder
Veranderung der Serumelektrolytwerte, durch gledige Einnahme anderer Carboanhydrase-
Inhibitoren wie Topiramat und Azetazolamid verstauftreten [59, 73, 74].

Nach einer, Uber eine Woche verlaufenden Aufdosgihetragt die Erhaltungsdosis von SUL,
je nach Vertraglichkeit, 5-10 mg/kg pro Tag. Aufgduder kurzen Halbwertszeit wird die

Tagesdosis auf drei Einzeldosen verteilt [59].

1.4.3. Nebenwirkungen

Verglichen mit anderen gangigen, antiepileptiscihkeamen Pharmaka weist Sultiam eine
relativ gute Vertraglichkeit auf. Alle Nebenwirkugry sind dosisabhéngig und bei
Dosisreduktion reversibel. Haufig traten Parastesiachypnoe, Schwindel, Appetitlosigkeit,
Kopfschmerzen und Doppelbilder auf. Gelegentlichrdea Halluzinationen, myasthenische
Erscheinungen oder eine Anfallshaufung beschrigb@n 75]. Unter der Einnahme von SUL
kann es zur Toleranzentwicklung kommen, wobei si@th einer Periode der Anfallsfreiheit die

EEG-Befunde verschlechterten oder es erneut zullanfdommt [61].

1.4.4. Wirkmechanismus

Sultiam ist ein membrangéngiger Carboanhydrase-Hammie Inhibition dieses Enzyms
bewirkt eine milde intrazellulare Azidose. Lenigelr al. konnten in vitro eine durch diesen
Mechanismus ausgeloste Reduktion epileptiformer vkt zentraler Neuronen des
Meerschweinchens belegen [76]. Ein weiterer Erki§sansatz fur die antikonvulsive Wirkung
von SUL basiert auf der Hemmung der CarboanhydfgpeH in Gliazellen. Die resultierende
extrazellulare Azidose behindert spannungsgesteu@diciumkandle und NMDA-Rezeptor-

gesteuerte lonenstréme ins Zellinnere und somiertatorische Funktion der Zellen [77, 78].
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Madeja et al. wiesen 2001 nach, dass SUL auch i Ldge ist, spannungsgesteuerte
Natriumstrome in Hippocampus-Neuronen des Meerstolvens zu blockieren und somit die
Entladungsfrequenz der Neurone zu senken [79].afatset al. beschrieben nach langerer
Anwendung von SUL Konzentrationsanderungen der dteamsmitter Glutamat und GABA
zugunsten des inhibitorischen GABA-Systems im Hewgbe von Ratten [80].

Kirzlich zeigten Siniatchkin et al. mittels transkialer Magnetstimulation (TMS) des priméren
motorischen Kortex, dass eine einzelne Dosis SUdleinLage war, einen signifikanten Anstieg
der motorischen Ruhe-Schwellenintensitat, alsoStgwellenintensitat, die mittels TMS ndotig
ist, um ein bestimmte motorische Antwort zu proeozn, zu erzeugen. Diese ist direkt abhangig
von der axonalen Erregbarkeit kortikaler Neurorn.[&ndere Messparameter der Motorkortex-
Erregbarkeit wurden nicht durch SUL beeinflusst.r Belektive Anstieg der motorischen
Schwellenintensitat ist ein typisches Merkmal fumti&pileptika, die tGber eine Blockade von
Natrium-Kanalen wirken, so z.B. Carbamazepin odwriytoin [82, 83].

Zusammenfassend lasst sich die Hypothese aufstelées der antikonvulsive Effekt von SUL
auf folgendem Mechanismus beruht: die Hemmung darb@nhydrase resultiert in einer
intrazellularen Verminderung des pH-Wertes, welaiaen inhibitorischen Effekt auf Natrium-
und Calcium-lonenkanéale ausubt. Transmembranarengirome werden vermindert und die
Bildung von Aktionspotentialen erschwert. Die soméduzierte Aktionspotentialfrequenz
verhindert die repetitive Entladung der Neuroneig sie bei epileptischen Anfallen beobachtet

wird.

1.4.5. Wirksamkeit in Tierversuchen

Sowohl im Elektrokrampftest, als auch im Pentyleatel-(PTZ)-Krampftest bei Ratten und
Mausen konnte die antikonvulsive Wirksamkeit vonLSiachgewiesen werden [59, 84].

Song et al. Zeigten anhand von Krampfen, die ddmlygdala-Kindling ausgeldst wurden, dass
SUL in Dosierungen von 25-200 mg/kg die Dauer ldoher Vorderbeinkrampfe reduzieren,
jedoch nur in der hochsten Dosierung die sekund&eampfgeneralisierung beeinflussen
konnte [85].

In Embryotoxizitatsstudien an Ratten wurden in derdrigsten untersuchten Dosis von 30
mg/kg embryotoxische Effekte festgestellt. Deshalld da bisher keine systematischen Studien
Uber eventuelle Folgen beim Menschen vorliegerf, das Medikament in der Schwangerschaft
und Stillzeit nicht angewendet werden [59].
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1.5. Levetiracetam

Mit Levetiracetam (LEV) (UCB S.A.) wurde im Novemb&999 unter dem Handelsnamen
Keppra® ein vielversprechendes neues Antiepileptilawf den Markt gebracht.

Chemisch handelt es sich um (S)-alpha-Ethyl-2-Oraligin-Azetamid, ein Pyrrolidonderivat
und Abkémmling des Nootropikums Piracetam, eindssfanz, die schon in der Vergangenheit
zur Behandlung myoklonischer Epilepsien eingesetztie [86, 87].

Abbildung 2: Levetiracetam — Strukturformel

1.5.1. Anwendungsgebiete

Zunachst war LEV in der Zulassung limitiert auf diesatzbehandlung partieller Krampfanfalle
bei Patienten ab dem 16. Lebensjahr. Seit dem2b4l ist es fur die Zusatzbehandlung fokaler
Anfalle mit oder ohne sekundare GeneralisierungPiéitienten ab dem 4. Lebensjahr sowie der
juvenilen myoklonischen Epilepsie bei Erwachsenemd wugendlichen ab dem 12. LJ
zugelassen. Als Monotherapeutikum partieller Aefatit und ohne Generalisierung darf LEV
bei Patienten ab 16 Jahren mit neu diagnostizierMaankung angewendet werden [88].

Fir den Einsatz im Erwachsenenalter konnten zahkeklinische Studien die Effektivitat von
LEV sowohl als Add-on-Medikament als auch in Morevtpie belegen [89-93]. Sowohl
einfach- als auch komplex-fokale Anfélle und solchié sekundarer Generalisierung sprachen
gut auf die LEV-Therapie an [94]. Desweiteren gibtErfolge mit dem Einsatz von LEV in der
Behandlung anderer neurologischer Krankheitsbildier der Chorea Huntington, Dystonien,
Spatdyskinesien unter Neuroleptikatherapie, derrdfigprophylaxe und essentiellem Tremor
[95-98] sowie psychiatrischen Erkrankungen wie 8lptiobien, Panikstérungen und bipolaren
Stoérungen [99-102].
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1.5.1.1. Einsatz im Kindesalter

In der Padiatrie wird LEV meist als Add-on-Medikamigedoch zunehmend haufiger auch als
Monotherapeutikum bei der Behandlung vorwiegenaliek Epilepsien eingesetzt. Es zeigt bei
guter Vertraglichkeit auch bei zuvor pharmakoresittn Epilepsien vielversprechende
Resultate [103-111]. Auch in der Therapie der gaimeerten Anféllen, atonischen Anféllen,

juvenilen myoklonischen Epilepsien [112, 113], gafisierten Epilepsien mit Photosensitivitat
[114], Aufwach-Grand-Mal-Epilepsien, Rolando-Ep#é&m [115], dem Status epilepticus [116-
119] und selbst den auRRerst schwierig behandelldapdepsie-Syndromen, wie dem Landau-
Kleffner-, dem Lennox-Gastaut- oder dem West-Symdkann LEV eine wertvolle Erganzung

oder Alternative zu anderen Antiepileptika sein(1124].

Selbst bei nichtepileptischen neurologischen Kraitkbildern wie der Migrédne und dem

Tourette-Syndrom [125-127] sind BehandlungserfotgelLEV zu verzeichnen.

Die wenigen kontrollierten klinischen Studien ann#é&rn unter 4 Jahren mit refraktaren
Epilepsien zeigten ein gutes Ansprechen und eine gartraglichkeit und befurworten damit

einen Einsatz der Substanz auch im frihen Kindasfl?8-130]. Bezlglich der Anwendung

von LEV im Neugeborenenalter liegen mehrere Falthée Uber eine gute Wirksamkeit bei

Phenobarbital-resistenten Krampfanféllen, jedoahsetar wenige groéRere klinische Studien vor.
[131-133].

1.5.1.2. Levetiracetam in der Schwangerschaft

Tierexperimentelle Studien an Ratten, Kaninchen idodden haben bei Anwendung von LEV
in der Schwangerschaft reproduktionstoxische Wigamwie Skelettanomalien, verztgertes
Wachstum und erhohte Sterblichkeit der Jungtierezeige die Anwendung in der
Schwangerschaft und Stillzeit wird daher nicht eshpgn [88]. Daten aus menschlichen
Schwangerschaften sind zum aktuellen Zeitpunkt mach

Die LEV-Clearance nimmt im 3. Trimenon der Schwangeaft zu, so dass es zu niedrigeren
Plasmakonzentrationen kommt, die eine eventuellesidaapassung erfordern koénnten.
Vermutlich passiert das Medikament die Plazentasdte® und erscheint auch in der
Muttermilch. Die Plasmakonzentration des Pharmakmgisgestillten Kindern betragt in etwa
13% des Spiegels der Mutter, entsprechend einarhdcinnittlichen taglichen Dosis von 2,4
mg/kg/d [134].

Hunt et al. und ten Berg et al. werteten insgesE#t8tSchwangerschaften aus, wovon ca. 2/3 der

Frauen LEV als Zusatztherapeutikum neben anderetiepileptika (u.a. Carbamazepin,
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Lamotrigin, Topiramat, Valproat) einnahm und diedaren Frauen LEV als Monotherapie
erhielten. Unter o0.g. Polytherapie traten Kranldi®iter wie Pylorusstenose, Spina bifida und
kleinere Malformationen sowie verminderte Gebunigghte haufiger auf. Das Auftreten dieser
Auffalligkeiten ist jedoch auch bei alleiniger Anmgung von Carbamazepin oder Valproat in
der Schwangerschaft bekannt. Unter MonotherapieLEWt zeigten sich keine Fehlbildungen,

die Geburtsgewichte der Kinder waren normal. Dgsoduktionstoxische Potential von LEV

scheint, soweit sich das aus der geringen Fallzdfgiten lasst, gering zu sein. Um das
Medikament bedenkenlos fir die Anwendung in derwgetgerschaft freizugeben, bedarf es

allerdings groRRerer Fallzahlen und weitergehentigti&n [135].

1.5.2. Pharmakokinetik und Dosierung

LEV ist als orale und als intravendse Darreichuogsf erhaltlich und weist eine sehr
vorteilhafte Pharmakokinetik auf. Es ist auch nawhler Verabreichung zu nahezu 100%
bioverfigbar, maximale Plasmaspiegel werden nacleicgr Stunde erreicht [136, 137]. Der
Wirkstoff wird nur geringfligig metabolisiert, deradptmetabolit UCB L057 ist phamakologisch
inaktiv. Die Elimination erfolgt zu 2/3 renal und 4/3 hepatisch, so dass bei Niereninsuffizienz
eine  Dosisanpassung notwendig werden kann. Bei efati mit schweren
Leberfunktionsstérungen sollte die Nierenfunktiaor ¥estlegung der Dosis Uberprtft werden
[88, 138]. Wegen fehlender Induktion von CytochrBdB0 oder anderen Leberenzymen sowie
der geringen PlasmaeiweiRbindung zeigt LEV keine chBelwirkungen mit anderen
Antiepileptika, Digoxin, Warfarin, Probenecid odealen Kontrazeptiva.

Pharmakokinetische Studien an Kindern zeigten, das£learance bei Kindern um 30 - 40%
hoher ist als bei Erwachsenen. Aufgrund dessenemvindKinder eine LEV-Dosierung, die 130
bis 140% der Erwachsenendosis entspricht vorgegehl§l39]. Erwachsene und Kinder mit
einem Korpergewicht tber 50 kg erhalten initial mieimal taglich 500mg, wenn nétig kann
die Dosis langsam auf zweimal taglich 1500 mg ggstewerden. Im Kindesalter erfolgt die
Dosierung mit initial 10 mg/kg KG bis maximal 30 fkg KG zweimal taglich [88].

Zur Anwendung von LEV in der Neonatalperiode wur@emge Untersuchungen bezuglich der
Phamarkokinetik angestrebt. Beachtenswert sinddireerhthtes relatives Verteilungsvolumen
und eine verzégerte renale Ausscheinung der Subsiia Dosierungsempfehlungen fir LEV

in dieser Altersgruppe beruhen momentan ausscidie8uf Erfahrungswerten [134, 140, 141].
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1.5.3. Nebenwirkungen

Nebenwirkungen traten in randomisierten kliniscl&mndien insgesamt selten und in milder
Form auf. Haufig beschrieben wurden Somnolenz, é&sth Benommenheit, Kopfschmerzen,
und Schwindel. Auch psychische Symptome wie Agitatinsomnie, Feindseligkeit, Depression
und Verhaltensauffalligkeiten traten auf und warem Kindesalter, insbesondere bei schon
vorbestehenden Verhaltensauffalligkeiten, etwadi¢giuzu beobachten als bei Erwachsenen.
Die Mehrzahl der beobachteten Nebenwirkungen nahmeFherapieverlauf ab oder waren bei
Dosisverminderung reversibel [130, 142-144]. Audd ititravendse Applikation scheint nach
ersten Ergebnissen problemlos und gut vertraglidb]

Wird das Medikament jedoch zu schnell aufdosieatirkdies zu einer Anfallshaufung oder gar

zum Status epilepticus fuhren [146].

1.5.4. Wirkmechanismus

Der Wirkmechanismus von LEV ist bislang nicht vtlsdig geklart. Die bisher bekannten
Wirkprinzipien antiepileptischer Pharmaka scheien diesem Pharmakon nicht zum Tragen
kommen, denn eine Bindung an neurotransmissive fRemn, wie GABA- oder
Glutamatrezeptoren, Effekte auf Natrium- oder T-Bgdciumkanéle [147], auf die GABA-
Transaminase, die Glutamatdecarboxylase, auf Seo@sdenger-Systeme oder Proteinkinasen
konnten nicht nachgewiesen werden [146].

Im Folgenden werden einige Erklarungsansatze, zurknvéchanismus von LEV erlautert:

« So wurde beispielsweise tber die Reduktion sparsgesjeuerter G&Stréme durch
Blockierung v.  N-Typ-Calciumkanalen  [148-150] und ied Beeinflussung
spannungsgesteuerter Kaliumkanale berichtet [151].

* Rigo et al. konnten zeigen, dass LEV in der Lade de& inhibitorischen Wirkung von
GABA- und Glyzin an ihren Rezeptoren durch Aul3€itketizen negativer allosterischer
Modulatoren, wie Zink undp-Carbolinen, zu verstarken [152]. Dass LEV seine
antikonvulsive Wirkung Uber eine Beeinflussung deaBAergen System ausibt, wird
jedoch kontrovers diskutiert [153-156].

* In in-vitro-Experimenten hatte LEV nach einmalidgeirzer Einwirkung auf Neuronen keinen
Effekt auf den Neurotransmitterausstold an Nervegenden. Nach langer, mindestens 3h
andauernder Einwirkzeit jedoch kam es zu einer Vfeerung des prasynaptischen

TransmitterausstofR3es. Vermutlich bendtigt das tpfite Medikament diese Zeit, um die
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lipophile neuronale Membran zu passieren und anesaitrazellularen Zielstrukturen zu
binden [157].

» Carunchio et al. berichteten tber eine Modulaties AMPA-Rezeptors durch LEV in in-
vitro-Experimenten, mit folgender signifikanter Ré&tion von AMPA- oder Kainat-
induzierten lonenstrémen [158].

* Nagarkatti et al lieferten im Jahr 2007 Ergebnisdie, den Einfluss von LEV auf zwei
wichtige Systeme der Calcium-indizierten-Calciuneisetzung, namlich den IP3-Rezeptor
und den Ryanodin-Rezeptor belegen [159]. Dieseenefecond-messenger-Systeme spielen
eine wichtige Rolle bei der Calcium-Homdostase ihall neuronaler Zellen und sind an der
Genese epileptischer Aktivitat beteiligt. Die gemd@edeutung der genannten Mechanismen
fur die antikonvulsive Wirksamkeit von LEV ist jectobislang unklar.

» Eine Arbeit von Lee et al. [160] beschreibt als tebgn antikonvulsiven Mechanismus die
Beeinflussung von ROMK1-Kandalen durch LEV. Diesdifa-Kanéle sind essentiell fur die
Regulation des Ruhemembranpotentials in neuroradden. Die Aktivierung von ROMK1
fuhrt zu einer verstarkten Hyperpolarisierung delidembran und dadurch zu einer erh6hten
Aktionspotential-Schwelle in Hippocampus-Zellen, lote fir die Kontrolle der
Anfallsgeneration zustandig sind. LEV erhoht die tiwkit der ROMK1-Kanéle
dosisabhéngig, pH-unabhangig und vermutlich Gbemne eiProteinkinase-A-induzierte
Konformationsdnderung (Phosphorylierung) des RONK&thals.

e Durch Lynch et al. wurde 2004 erstmals das synelpid/esikelprotein SV2A als spezifische
Bindungsstelle fir LEV im Gehirn der Ratte idemiért, welches vermutlich eine

entscheidende Rolle fir den Wirkmechanismus von kgt [161].

1.54.1. Das SV2A-§ynapticVesicle2A) Protein

SV2 Proteine sind im ZNS weitverbreitete Proteitdedteile vom Membranen synaptischer
Blaschen, die in 2 Hauptisoformen (SV2A, SV2B) wider Nebenisoform (SV2C) exprimiert
werden. SV2A ist ein 90 kD groRRes Protein, welcttaegkturell verwandt mit transmembranaren
Transportproteinen ist, jedoch selbst keine Traragbvitéat besitzt. Man vermutet, dass es ein
Modulator der prasynaptischen Vesikelfunktion i462] und z.B. an der Regulation der
SNARE- (Soluble NSF-attachement-sensitive recepkwnplexe, einer Gruppe von Membran-
proteinen, die die Vesikelfusion mit der prasynsgiten Membran und somit der Exozytose von

Neurotransmittern vermitteln, beteiligt ist [163].
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In elektrophysiologischen Aufnahmen von Kulturepgokampaler Neurone, zeigten Zellen,
denen beide SV2-lsoformen fehlten, einen anhaltendenstieg der Ca2+-abhangigen
Neurotransmission nach Triggerung mit mehreren inameler folgenden Aktionspotentialen.
Diese Daten legen die Vermutung nahe, dass es wmegdnheit des SV2-Proteins, wahrend
fortlaufender Aktionspotentiale zu einer prasynsgiten Akkumulation von Calcium kommt, die
zu einem abnormen Anstieg des NeurotransmitterBastaund somit zur Destabilisierung
synaptischer Kreise und Induktion epileptischeriitdt fuhrt [164].

Die Interpretation, dass SV2A die Mechanismen deankpfentstehung und -ausbreitung
beeinflussen kann, wird durch die BeobachtungenGiamwder et al. [165] und Janz et al. [164]
unterstitzt, welche phéanotypisch eine starke Kramigting bei SV2A- und SV2A/SV2B-

knockout-Mausen beschrieben, wahrend SV2B-knocktiuise phanotypisch normal sind.

Es existiert zudem eine starke Korrelation zwiscen Bindungsaffinitat von LEV an SV2A
und der antikonvulsiven Wirksamkeit, eine Tatsadtie, die Annahme nahe legt, dass LEV
seine antiepileptische Wirkung durch Modulationsé® Molekiils entfaltet [161, 166].

Die Tatsache, dass SV2A-knockout-Mause Krampfamfé@ihtwickeln, wéhrend LEV diese
unterdriickt, weist darauf hin, dass LEV nicht alapder Antagonist des SV2A fungiert, denn
dies wirde in einer Verstarkung der Krampfneiguesultieren. Viel mehr versteht man es als
allosterisch  verstarkenden Modulator dieses Prsteirwelches abnorme neuronale
Erregungskreise zu unterbinden vermag [161].

Der Mechanismus, durch den die Bindung von LEV as &V2A in einer antikonvulsiven
Aktivitat resultiert, ist noch nicht vollstandig klért. Die Rolle der SV2-Proteine als
Regulatoren der zuvor beschriebenen SNARE-Komplskgedoch ein richtungsweisender
Ansatz [160].

LEV beeinflusst weder die Elektrophysiologie no@ndeurotransmitterausstol3 von normalem
Gehirngewebe oder Neuronen. Es wurde spekuliess O&V die Funktion von SV2A nur unter
pathophysiologischen Bedingungen moduliert undisoMEechanismen der Anfallsgenerierung
und -ausbreitung beeinflusst, ohne die physioldgisdNeurotransmission im Gehirn zu
alterieren. Dies konnte auch in Experimenten vongrat al demonstriert werden, in welchen
LEV wahrend schneller Stimulationsserien, die eigiteptischen Aktivitat entsprachen, einen
starkeren Einfluss auf die synaptische Antwort vbleuronen erzeugte, als wahrend
niederfrequenterer Stimulationsraten [157, 161, -168]. Die selektive Bindung des
Medikamentes an SV2A, welches vornehmlich im Himegee vorkommt, koénnte zudem

ursachlich fur das schmale NebenwirkungsspektrusriMisdikaments sein.
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1.5.5. Wirksamkeit von Levetiracetam im Tiermodell

In den verschiedenen Tierkrampfmodellen zeigte ldiVaulRergewohnliches Aktivitatsprofil.

So hatte das Medikament keinen Einfluss auf Kranfgfke, die auf sogenannten akuten oder
reaktiven Krampfmodellen, wie dem Maximal-Elektdosck-Krampf-Modell (MES-Modell)
oder dem Pentylentetrazol-Modell (PTZ-Modell) bemh In verschiedenen maximal-
chemokonvulsiven Krampfversuchen (u.a. mit BicuoullPicrotoxin, DMCM, Koffein) an
Ratten hatte LEV ebenfalls keinen antikonvulsiveifel&, mit der Ausnahme eines potenten
Schutzes gegen Pilocarpin- und Kainat-induziert&uisgar-generalisierte fokale Anfélle.
Hingegen zeigte es einen schiitzenden Effekt inntdchen Epilepsie-Modellen wie z.B. dem
elektrisch induzierten kornealen oder audiogenerdlag bei Mausen, dem Amygdala-Kindling
bei Ratten oder dem Kindling mittels PTZ. LEV satétebenso gegen spontane Spike-and-
Wave-Entladungen im GAERS-Modell, einem genetisckpilepsie-Modell und war effektiv
bei der Behandlung von Absencen und tonischen Ki@mbpei ,spontan epileptischen Ratten”
[170-175]. Mit diesem Wirkungsprofil unterscheidgath LEV deutlich von herkdmmlichen
Antiepileptika, die in den akuten und chronischendgllen meist &quipotente Eigenschaften
aufweisen [170].

In den oben genannten Kindling-Modellen stelltehsioeben der guten, dosisabhangig
antikonvulsiven Wirkung heraus, dass die vorhergdbe Behandlung mit LEV den
Kindlingprozess verzdogern konnte, bzw. dass diequerten Anfélle von kirzerer Dauer und
schwacherer Intensitat waren. Diese Ergebnisseemefiskussionen tber eine mogliche
antiepileptogene Wirkung von LEV an, was bedeutass das Medikament in der Lage ist, nicht
nur die schon bestehende Epilepsie symptomatischbettandeln, sondern schon deren

Entwicklung, z.B. nach einem fir das Gehirn trauscaen Ereignis, zu beeinflussen [170, 176].

Zusétzlich zu seinen guten Wirkeigenschaften, zwitlsich LEV durch ein hervorragendes
Sicherheitsprofil aus. In verschiedenen Tierversauckonnten toxische Effekte erst bei einem
Vielfachen der antikonvulsiv wirksamen Dosis nackigsen werden. Dosierungen bis 5000
mg/kg KG waren nicht tddlich fir Ratten und Maukknweise auf eine Kanzerogenitat oder
Mutagenitat waren nicht nachweisbar [170].

Die ED50 wurde in den verschiedenen Studien aneRattwischen 1,4 und — 36 mg/kg
angegeben [170-174, 176-178hbelle 2 zeigt eine Ubersicht tiber die Wirksamkeit von LBV

verschiedenen Tiermodellen.
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Spezies ] ] ED50* bzw.
) ] Art des Wirksamkeit )
Bezeichnung des Tiermodells| (M -Maus, Dosisspanne Quelle
Krampfmodells von LEV .
R - Ratte) in mg/kg
Pentylentetrazol-Modell ]
R akut nein >540* [170]
(PT2)
Maximal-Elektroschock-Model )
R akut nein >540* [170]
(MES)
nein
_ _ _ >540*
maximal-chemokonvulsive akut / chronisch| (Aushahme: ) )
R ) ) ) (Pilocarpin: 17, [170]
Modelle (je nach Phase)| Pilocarpin, )
. Kainat: 54*)
Kainat)
Korneales Elektroschock- ) ]
o M chronisch ja 7* [170]
Kindling
Amygdala-Kindling R chronisch ja 13-108 [171, 17
chronisch / )
GAERS-Modell R _ ja 5,4-170 [173, 179
genetisch
) chronisch / )
audiogene Anfalle M, R _ ja 5,4 -96 [173, 175]
genetisch
PTZ-Kindling M, R chronisch ja 36* [170]

Tabelle 2: Ubersicht Uber die Wirksamkeit von LEV in verschiedenen Tiermodellen
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1.5.6. Die Levetiracetam-Analoga Seletracetam (SEnd Brivaracetam (BRV)

Durch Substitution der Position 4 des 2-Pyrrolidioges von LEV wurden mit Seletracetam und
Brivaracetam zwei Nachfolgesubstanzen entwickedt eine im Vergleich zu LEV zehnfach
hohere Bindungsaffinitat zu SV2A haben [180, 1&ligse starkere Bindungsaffinitat korreliert
mit einer starkeren antikonvulsiven Potenz, wongt Ainnahme einer funktionellen Beziehung
zwischen der Bindung an das SV2A-Protein und dek@mvulsiven Aktivitat der Medikamente

bekraftigt wird.

SEL zeigt neben der Bindung an SV2A eine Wirkund lmchspannungs-aktivierte T-Typ-
Calciumkanale. Es hat in Tiermodellen erworbenaar apknetischer Epilepsieformen (Kindling,
GAERS-Modell) eine mitunter mehr als zehnfach héhamtikonvulsive Potenz als LEV, eine
hohe Tolerabilitat und verglichen mit LEV einen kén protektiven Indéx Erste klinische
Studien am Menschen weisen auf ein potentes, Widisames und auch in hohen Dosierungen

gut vertragliches Medikament fur die Epilepsietipgzanin [180].

Brivaracetam weist neben einer im Vergleich zu LEhnfach starkeren Bindungsaffinitat zu
SV2A zusatzlich einen natriumkanalblockenden Effedtif. Durch diesen zusatzlichen
Wirkmechanismus ist BRV auch in akuten Krampf-Tiedallen wirksam und hat somit im
Vergleich zu LEV ein breiteres Spektrum. In Plac&batrollierten Studien am Menschen war
BRV in der Lage, bei photosensitiven Patientenpiieoxysmale, pathologische EEG-Antwort
zu vermindern. Trotz geringer akuter Toxizitat BaBRV einen niedrigeren protektiven Index

und zeigte etwas mehr chronische NebenwirkungeStglsund LEV.

! Der protektive Index beschreibt den QuotientendmisED50 fiir die antikonvulsive Wirksamkeit und @®50
fur unerwiinschte Effekte nach Applikation des Pledwoms
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1.6. Zentrale Fragestellung der Arbeit

Aufgrund der Tatsache, dass zahlreiche bekanntegilgptika in der Lage sind, wahrend der
Phase des schnellen Hirnwachstums im unreifen Gellier Ratte eine apoptotische
Neurodegeneration zu provozieren, erschien essdant, die beiden Medikamente Sultiam und

Levetiracetam hinsichtlich ihrer Neurotoxizitat alafs sich entwickelnde Gehirn zu untersuchen.

Sultiam ist ein seit langem in der Neurop&adiatredrguchliches Medikament. Unter anderem
aufgrund des zunehmenden Einsatzes beim West-Syneioer Epilepsieform, die vorwiegend
im ersten Lebensjahr auftritt, sollte nun der mgigdi neurodegenerative Effekt des Medikaments

wahrend der Phase des rapiden Hirnwachstums uokenserden.

Levetiracetam ist ein Antiepileptikum der neuen &ation. Aufbauend auf dem bekannten
Zusammenhang zwischen Wirkmechanismus und Neumit#@ixi der meistverwendeten
Antiepileptika, wie Phenytoin, Phenobarbital, Dipam, Vigabatrin und Valproat, erhofften wir
uns, in LEV, welches keinen der Ublichen Wirkmecdbiaren aufweist, ein Medikament zu
finden, das keine Neurotoxizitat im sich entwickkn Gehirn provoziert. Damit ware,
zusatzlich zu den anderen vielversprechenden Eibaften hinsichtlich Wirksamkeit und
Vertraglichkeit, ein weiteres Argument vorhandem den breiteren Einsatz von LEV in der

Padiatrie, vor allem im frihen Kindesalter und aurcer Schwangerschaft zu befirworten.

Wir untersuchten histologisch das Ausmald der apispteen Neurodegeneration in den
Gehirnen junger Ratten nach intraperitonealer Agapilon verschiedener Dosierungen des
jeweiligen Medikamentes. Zusatzlich wurde die Néoxzitdt zu verschiedenen Zeitpunkten
der Entwicklung (0-21 d), sowie die Zeitabhangigkkeses Effektes (6 — 48 h nach Applikation
des Medikaments) bestimmit.

Wir verglichen weiterhin die Auspragung der neuxaohen Potenz der beiden Medikamente
mit der anderer Antiepileptika.

Nach Vorliegen erster Ergebnisse wurden noch Umtdtengen mit LEV im Pilocarpin-
Krampfmodell angeschlossen, um zu untersuchen, a# Rharmakon in den untersuchten
Dosierungen im Pilocarpin-Modell bei jungen Rat#erikonvulsiv wirksam ist und ob die Gabe
von LEV unter Krampfaktivitat zu einer Induktion wapoptotischen Zelluntergdngen fuhren

kann.
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

Die Versuche wurden mit O bis 21 Tage alte Han-&viRatten, geliefert vom Bundesinstitut fur
gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindizived (BGVV), durchgefiihrt. Zur
Untersuchung beider Medikamente wurden insgesaritTd6re verwendet, die artgerecht in
pathogenfreien Raumen gehalten und versorgt wurde€in. Tag-Nacht-Rhythmus war
gewahrleistet, die Tiere wurden taglich kontrotlier

Die Tierversuche wurden vom Landesamt fur techmisSicherheit und Arbeitsschutz Berlin
genehmigt und in Ubereinstimmung mit den Richtiin@ur Durchfiihrung von Tierversuchen
der Society for Neuroscience durchgefuhrt.

Um eventuelle konstitutionelle Unterschiede dendibzgl. der Reaktion auf das Medikament
maoglichst vergleichbar zu halten, wurde fir dengiiggen Versuch jeweils ein kompletter Wurf
verwendet. Pro Wurf wurden jeweils 3-4 Kontrollganitgefuhrt, die anderen Tiere wurden den
Medikamentengruppen zugeordnet. Jegliche Zuordeudiotgte zufallig.

Um die Erndhrung zu gewahrleisten und eine Auskithizu verhindern, blieben die Tiere nach
der Geburt und im Zeitraum zwischen Medikamenteagafid Perfusion bei der Mutter, bzw.

wurden wahrend der Versuche mittels einer Warmealgok Auskiihlung geschiitzt.

Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschung®iGebaft (IK2/2-2) und dem
Bundesministerium fur Bildung und Forschung (BMBE&)YGZ0305) unterstitzt.

2.2. Medikamente

Untersucht wurden die Antiepileptika Sultiam (Og@@l, Desitin, 50mg Tabletten) sowie

Levetiracetam (Keppra®, UCB S.A., 250mg Tabletten).

Die zu untersuchenden Medikamente lagen in Tablemen vor und mussten zunachst im
Marser pulverisiert und anschliel3end in Suspengeracht werden. Aufgrund der schlechten
Loslichkeit der Pharmaka in Natriumchloridlésungzwb Aqua inj. benutzten wir als

Lésungsmittel eine 5%ige Cremophorlésung (CremopBbr Sigma). Samtliche weiteren

Verdunnungen erfolgten mit sterilem NatriumchlaidaCl, 0,9%, Braun).
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2.3. Tierversuche

2.3.1. Dosisfindung

In Anlehnung an die in vorangegangenen Tierversuamgikonvulsiv wirksamen Dosierungen
wurden folgende Dosierungen der Medikamente unt@tsu

« LEV:5, 10, 25, 50 und 100 mg/kg KG,

e SUL: 25, 50, 100, 150, 200 und 300 mg/kg KG (jes/aiE= 6-7).
Am Versuchstag wurden die Versuchstiere zunachstnmeriert und gewogen. Sie erhielten
dann 0,1 ml pro 10g KG einer Suspension des jeyegiliMedikamentes bzw. die Kontrolltiere
eine entsprechende Menge der 5%igen CremophorlGatnageritoneal (i.p.) injiziert. Nach ca.
10-minatiger Beobachtung eventueller Sofortrealdiorwurden sie fur 24h  zur Mutter
zuriickgegeben. Nach Ablauf dieser Zeit wurde demeni eine Uberdosis (150 mg/kaiher 10
%igen Chloralhydrat-L6sung (Fluka) gespritzt, wasnittelbar zur Sedierung und folgend zum
Tod der Tiere fuhrte.

2.3.2. Altersabhéangigkeitsstudie

Zur genaueren Untersuchung der Effekte der Medikéeneu verschiedenen Zeitpunkten der
Hirnentwicklung wurde den Tieren das zu untersudeeWMedikament im Alter PO (Tag der
Geburt), P3 (3. Lebenstag), P7, P14 oder P21 (jewet 6-7) injiziert. Der Zeitraum zwischen
Injektion des Medikaments und Totung der Tiere Zufarbeitung ihrer Hirne betrug jeweils 24

Stunden.

2.3.3. Zeitabhangigkeitsstudie

Um nachzuweisen, zu welchem Zeitpunkt nach der iWerehung des Pharmakons sich ein
eventueller neurotoxischer Effekt am deutlichsteaigz fuhrten wir zusatzlich eine
Zeitabhangigkeitsstudie durch. Die Injektion desdMamentes erfolgte am 7. Lebenstag, die
die Tiere wurden dann 6, 12, 24, 36 oder 48 Stumaest injectionem getdtet und die Gehirne
zur weiteren Untersuchung aufbereitet (jeweilsG+A

Tabelle 3zeigt einer Ubersicht tiber die durchgefiihrten Wene der vorliegenden Arbeit.
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Dosis

Uberlebenszeit

Alter

Kontrollen

[ma/kg] [h] [d] Versuchstiere (n) ") Farbemethode
Dosisfindung SUL
25 6
50 6
100 o4 7 7 1 DeOlmos
150 6
200 13
300 6
Altersabhéngigkeitsstudie SUL
0 6 2 TUNEL
3 6 3
200 24 7 3 1
14 6 2 DeOlmos
21 6 3
Zeitabhangigkeitsstudie SUL
6 5 4
12 7 3
200 24 7 13 2 DeOlmos
36 6 2
48 6 4
Dosisfindung LEV
5 6
10 6
25 24 7 6 1 DeOlmos
50 7
100 9
100 4 TUNEL
Altersabhéangigkeitsstudie LEV
0 6 2 TUNEL
3 6 3
100 24 7 3 1
14 6 2 DeOlmos
21 6 3
Zeitabhangigkeitsstudie LEV
6 6 2
12 6 3
100 24 7 5 2 DeOlmos
36 6 2
48 6 2

Tabelle 3 -Versuchsplan der vorliegenden Arbeit
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2.3.4. Versuche im Pilocarpin-Krampfmodell

Um zu untersuchen, ob LEV in der getesteten Dosgrun Pilocarpin-Krampfmodell
antikonvulsiv wirksam ist, ob diese Dosierung alsatherapeutisch wirksamenen Bereich liegt,
und ob die Gabe von LEV unter Krampfaktivitdt bengen Ratten zu einer Induktion von
apoptotischen Zelluntergdngen fihren kann, wurdsrh /orliegen der Ergebnisse der LEV-
Studie noch Versuche im Pilocarpin-Krampfmodellesahlossen.

Die Versuchstiere (P7) erhielten nach einer voiterden Gabe von N-Methyl-Scopolamin
(Img/kg KG in NaCl 0,9%) zur Verhinderung peripheMebenwirkungen des Pilocarpins,
100mg/kg Pilocarpin i.p., um Krampfaquivalente audzen. Einem Teil dieser Tiere wurde
nach 20 Minuten zuséatzlich LEV in einer Dosieruran\b60 mg/kg injiziert. Die Kontrolltiere
erhielten nur 50mg/kg LEV bzw. Placebo. Die Tiengr@een nun fir 5 Stunden beobachtet und
Krampfdauer sowie Verhalten wurden protokollierterDZustand der Tiere wurde hierbei
unterteilt in ,krampfend®, ,hyperexzitabel* und Jig“. Nach 24 Stunden wurden die Tiere wie
oben beschrieben getotet und perfundiert, die @ehirach dem De-Olmos-Protokoll geféarbt
und anschlieRend mikroskopisch ausgeweTtaielle 4 zeigt eine Ubersicht tiber diese Versuche.

Therapie Levetiracetam Pilocarpin Pilocarpin + Leveiracetam
Dosis [mg/kg] 50 100 100/50

Alter [d] 7 7 7
Uberlebenszeit [h] 24 24 24
\Versuchstiere 5 7 7

Kontrollen 4

Tabelle 4 - Versuche im Pilocarpin-Krampfmodell
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2.4. Perfusion, Praparation

2.4.1. Losungen:
PBS (Phosphate Buffered Saline)

10fach Konzentrat: 70 ml 1M Na-Phosphat — mosisoa*
330 ml 1M Na-Phosphat — dibasisch*
180 g NacCl*,
ad 21 Aqua bidest.
pH 7,4

Zum Gebrauch als 0,1M PBS wurde das Konzentrat hit@qua bidest. verdinnt und fur die
Perfusion der Tiere mit 100 I.E./200 ml Heparingifibophob®) versetzt.

Paraformaldehyd-L&sung:

10%ige Stammldsung: 11 Aqua bidest. — 60°C,
3 Platzchen NaOH *
100 g Paraformaldehyd *
pH 7,4 -8,4
4%-ige LOésung 400 ml Stammlésung,
179 NaCl, *
29 Cacodylat (Sigma),
ad 2| Aqua bidest.,
pH 7,4

* Chemikalien der Firma Merck

2.4.2. Durchfuhrung

Nach sicherer Sedierung mit Chloralhydrat und Fixig des Versuchstieres auf dem
Arbeitstisch, erfolgte die Eroéffnung des Thorax.ppdn und Zwerchfell wurden scharf
durchtrennt, die Freipraparation des noch schlagrenderzens erfolgte stumpf. Nach einem
Schnitt in den rechten Vorhof und einem weiteredig Spitze der linken Kammer, wurde eine
Butterfly-Kaniile tiber die linke Herzkammer in diera ascendens vorgeschoben. Uber diese
Kanile wurde das Tier zunéchst mit 20 ml hepaenism 0,1M PBS blutleer gesptilt und dann
zur Einleitung der Fixation mit 20ml einer eiskalt4%igen Paraformaldehydlésung im Bolus
perfundiert. Es folgte eine 10- (bei alteren TieEs) minutige Tropfinfusion mit 4%iger
Paraformaldehydldsung.
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Der Erfolg der Perfusion wurde an der sichtbareutlBére des Tieres, dem Anschwellen der
Leber, sowie der Rigiditat des gesamten Tieresranthdes sofortigen Fixationseffektes des
Paraformaldehydes gemessen.

Nach Abschluss der Perfusion und Entfernung deridkanwurde der Kopf des Tieres
abgetrennt, die Kalotte erdffnet, das Gehirn aus &héadel herausprapariert und sofort fur
mindestens 2 Tage in 4%igem Paraformaldehyd beig&l@gert. Mit Hilfe einer Rasierklinge
wurden nach Ablauf dieser 2 Tage Frontal- und Rieah sowie Cerebellum entfernt und
verworfen, das restliche Gehirn koronar in 2 Halftgeteilt und weitere 2-3 Tage In
Paraformaldehyd gelagert.

Protokolliert wurden das Gewicht des Versuchstiemes Tag der Injektion und am Tag der
Perfusion, Zeitpunkt der Injektion, Zeitpunkt undditat der Perfusion sowie das Gewicht des

herauspraparierten Gehirns.

25. Einbettung der Praparate und Anfertigung der Hirnschnitte

Zur Anfertigung der Hirnschnitte erfolgte die Eittoeg der Hirne in Agar. Hierzu wurden die
Gehirnhalften zunachst mit PBS-Azid gespilt und Bapier von Uberschissiger Flussigkeit
befreit. Petrischalen, mit den Nummern der Tierschaftet, wurden auf einem Kuhlakku
platziert. Die Praparate wurden in die Petrischglelegt und mit handwarmem, flissigem Agar
(20g Agar-Puder in 500ml Aqua bidest.) Ubergoss$¢sch Erstarren des Agars wurden die
eingebetteten Hirnteile in ca. 1x1 cm groR3en Bloake dem Agar herausgeschnitten und zur
Lagerung in PBS-Azid (50 mg NalN100 ml PBS) Uberfiihrt. Der Zusatz von Natriumazieh
PBS verhinderte bei langerer Lagerung der Prapamté/achstum von Mikroorganismen.

Mit einem Vibratom (Leica VT 100S, Leica Microsyste Nussloch GmbH) wurden nun 70um
dicke Koronarschnitte der fixierten Gehirne angiger Jeder 5. bis 7. vollstandige Schnitt
wurde fur die Farbung in 24-Well-Platten (GewebakuPlatten, Falcon), befillt mit 4%igem
Paraformaldehyd, gelagert, wahrend alle anderennitséeh fir eventuell erforderliche
Nachfarbungen in PBS-Azid aufbewahrt wurden.

Nachdem die in Schnitte noch einmal mindestensge Tei 4°C in Paraformaldehyd nachfixiert

wurden, erfolgte die Silberfarbung nach dem De-GlfRootokoll.
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2.6. Silberfarbung

Die fixierten Schnitte wurden nach dem De-Olmostékoll [182, 183] gefarbt. Es handelt sich

hierbei um eine Silberfarbung, bei der sich degenemde Neurone und Axone anfarben und
dunkelbraun bis schwarz vom goldgelben Hintergrabtieben. Die Farbung beruht auf der
Reaktion des Axoplasmas degenerierender Axonenemém Silbersalz, welches durch die
durchlassig gewordene Zellmembran der geschadigemone in die Zelle eindringen kann.

Diese Farbemethode trifft keine Aussage Uber deénoReechanismus, der zur Zelldegeneration
fuhrte, sie zeigt nur, dass Zellen zugrunde gegarsged und ist demnach nicht spezifisch fir
Apoptose. Aufgrund der kostengtinstigen und einfhatchfihrbaren Methode ist diese Farbung
bei grolReren Fallzahlen jedoch gut als Screeningpdet geeignet, um das Ausmald einer
Zelldegeneration zu bestimmen.

2.6.1. Losungen:

1. Silber-Kupfer-Lésung: 180 ml Aqua bidest. (4)°C
159 Silbernitrat (AgN¢) Roth)
3 mi 0,5% Kupfernitratldsung (CuNGigma)
15 ml Allantoin 0,1% (Sigma)
9 ml Borate Buffer
(0,02M Borsaure, 0,05M Natriumtetraborat)
17 ml Ethanol absolut
9 ml Pyridin (Sigma)
2. Silber-Diammin: 120 ml Aqua bidest.
24 ¢ Silbernitrat
60 mi 0,4% NaOH
30 ml NHOH (Sigma)
3. Reduktionslésung: 135 ml Aqua bidest.
15 ml Ethanol absolut
180 pl 37% Paraformaldehyd
10,5 mg Citric Acid (Sigma)
4. Bleichlésung: 150 ml Aqua bidest.
0,45¢g KFe(CN) (Sigma)
5. Stabilisierldsung: 200 ml Aqua bidest.
0,29 NgS0s (Sigma)
6. Gelatine-Medium: 250 ml Aqua bidest. (50°C)
159 Gelatine
0,15¢ Kalium-Chrom-Sulfat

ad 500 ml Aqua bidest.
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2.6.2. Durchfuhrung

Fur den Erfolg der Farbung war es wichtig, dass @it den Losungen in Kontakt kommenden
Gerate frei von Anionen sind. Deshalb wurden akewendeten Glasgerate vor Beginn der
Farbung fur 15 Minuten in Salpetersaure (65%, randh Merck) gelegt und anschliel3end mit
Aqua bidest. grundlich gespult. Alle verwendetensutigen wurden stets frisch und
ausschlief3lich mit Aqua bidest. hergestellt.

Nach der Uberfiihrung aller Schnitte eines Tierea den 24-Well-Platten in jeweils eine
entsprechend nummerierte Petrischale, wurden desgichst dreimal mit Aqua bidest.
gewaschen. Alle weiteren Farbeschritte erfolgtendem Petrischalen bei frei flottierenden
Schnitten. Die Flussigkeiten wurden mit Glaspipetégezogen und gemald den entsprechend
Vorschriften entsorgt.

1. Zunachst wurden die Schnitte mit der Silber-Kugfésung fir 1h bei 40°C, dann fur 48 —
72 h bei Raumtemperatur inkubiert. Aufgrund dehntieenpfindlichen Silberlésungen erfolgte die
Herstellung dieser unter Vermeidung von direktenchiginfall und die Inkubationen bei
vollstandiger Dunkelheit. Nach der Inkubation wurdée Schnitte fir 3 Minuten mit frischem
Aceton gewaschen und dann mit Silber-Diammin-Logim@5 Minuten inkubiert.

2. Darauffolgend wurden die Praparate eine Minuteeduktionsldsung geschwenkt und
danach zweimal mit Aqua bidest. gewaschen.

3. Die Schnitte waren jetzt sehr dunkel und die apgatben Zellen hoben sich schlecht

vom ebenfalls dunklen Hintergrund ab. Deshalb wardie Schnitte 2-10 Minuten in Kalium-
Ferricyanid-Losung gebleicht und anschlielRend z\aemit Aqua bidest. gewaschen.

4. Zum Erhalt der Farbung bei Lagerungen auch tUbgel@nZeit, wurden die gefarbten
Schnitte mit Natrium-Thiosulfat-Losung fiir exakt Minute stabilisiert. Es folgten 3
abschlieRende Waschgénge mit Aqua bidest.

Nach Abschluss der Farbung brachten wir die golilgefarbten Schnitte mittels eines Gelatine-
Mediums auf Objekttrager auf, welche anschlieRé&m@4 h luftgetrocknet wurden.

In einer aufsteigenden Alkoholreihe (40-100%) uhdchlielend Xylol wurden die Préparate

entwassert und mit Permount-Medium (Fisher Scieptiind Deckglasern gedeckt.

36



Material und Methoden

2.7. Paraffineinbettung und TUNEL-Farbung

Da aufgrund der geringen Grél3e der Hirne der P@-R@Tiere die Einbettung dieser in Agar
und das Schneiden am Vibratom zu schlechten Ergsemifihrt, wurde zur Darstellung der
apoptotischen Neurone hier die TUNEL-Farbung eiegegs Diese von Gavrieli [184]
beschriebene Farbemethode bedient sich der Tatsdabs es im Verlauf von apoptotischen
Zelluntergéngen zu einer DNA-Fragmentation durch’Cader Md*-abhangige Endonukleasen
kommt. Hierbei entstehen charakteristische 180-BpOgrol3e Fragmente mit freiliegenden
3"OH-Enden, welche mittels der TUNEL-Farbung datgjéisverden kdénnen.

Fur die TUNEL-Farbung wurden die herauspraparie@ehirne nach der 3-tdgigen Fixation in
4%iger Paraformaldehydldsung zunachst in einerteigisnden Alkoholreihe dehydriert und
anschlieBend in Paraffin eingebettet. Am MikrotoRotationsmicrotom HM 360, MICROM
Laborgerate GmbH) wurden nun Schnitte mit eineikBigon 10um angefertigt und sofort auf
mit  3-Aminopropyltriethooxysilane  beschichtete = {fgiger (Superfrost®Plus, R.
Langenbrinck, Emmerdingen) aufgebracht.

Die fur die Farbung benutzten Reaktionslosungerew&estandteil eines kommerziellen Sets
(Apop-Tag-Kit Cat # S 7100 Kit, Komponeneten 1-8,cOr Appligene, Heidelberg).

Nach proteolytischer Behandlung der zuvor entpiiaférten Schnitte wurde eine Terminale-
Desoxynucleotid-Transferase (TdT) aufgebracht, dpezifisch an die 3'OH-Enden der
entstandenen DNA-Fragmente bindet und diese mitingleerten Desoxyuridin-Polymeren
markiert. Durch den Einsatz einer Avidin-konjugertPeroxidase wurden die DNA-Fragemente
mittels einer Farbreaktion sichtbar gemacht.

Alle Zellkerne, in denen eine DNA-Fragmentationttgiefunden hatte, wurden braun angefarbt,
eine Gegenfarbung des Hintergrundes mit Methyl@rimdglichte den besseren Kontrast.

2.8. Mikroskopische Auswertung

Die angefertigten Préaparate wurden lichtmikroskapisusgewertet (Mikroskop BX 60 F-3,
Olympus). Zur Quantifizierung der apoptotischenl@tebedienten wir uns einer stereologischen
Methode nach Gundersen [185], die es erlaubte,hdgemittelte wiederholte Zahlungen die
Dichte der apoptotischen Zellen in verschiedenesalen des Rattengehirns zu berechnen. Die
mikroskopische Auswertung der Praparate erfolgte4@®facher VergroRerung und ohne
Kenntnis der Zuordnung der Praparate zu den jeyegilVersuchsgruppen. Die entsprechenden
Hirnregionen wurden anhand von Atlanten identifizj@86, 187].Abbildung 3 zeigt schematisch
die Lage der ausgezahlten Hirnregionen.
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Mit dem im Okular sichtbaren Zahlraster (0,025 ¥2Bmm) wurden auf 2 verschiedenen
Hirnschnitten eines Tieres zuféllig je vier versdene Abschnitte in der auszuwertenden
Region aufgesucht und die degenerierten Zellenemdddt. Aus diesen 8 Werten wurde das
arithmetische Mittel gebildet. Unter Bericksichtigu der Vergréf3erung, der Schnittdicke
(70um bei silbergefarbten Schnitten, 10um bei TUMfeEarbten Schnitten) und der Flache des
Zahlraster wurde nun die Dichte der apoptotischefied pro mm ermittelt. Um mit den

Vorergebnissen der Arbeitsgruppe vergleichbare edaldu erhalten wurde am Ende durch

Addition der Dichtewerte aller 17 Regionen ein Nelegenerations-Score errechnet.

Schnitte des vorderen Hirnteils Schnitte des hinteren Hirnteils

Cortex cinguli (Laminae 2 et 4), Cortex resttespalis (Laminae 2 et 4),
Cortex frontalis (Laminae 2 et 4), Cortex paniist(Laminae 2 et 4),
Nucleus caudatus, Nucleus thalami mediodarsali
Septum, Nucleus thalami laterodorsalis,

Nucleus thalami ventralis,
Hypothalamus,

Subiculum,

Hippocampus: CA1 und Gyrus dentatus.

Lamina 4 des Lamina 2 des
frontalen Cortex frontalen Cortex

A \
Lamina 2 und 4
des Gyrus cinguli

Abbildung 3: Schematische Darstellung der fir diese Arbeit besdeoen Hirnregionen [188]
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2.9. Statistische Auswertung

Fur jede Versuchsgruppe wurde aus den Dichtewelgerapoptotische Zelldegeneration in der
jeweiligen Hirnregion der arithmetische Mittelwevt (mean) und der Standardfehler SEM
(standard error of means) errechnet. Die Dichteddgenerierten Zellen konnte somit fur die
jeweiligen Hirnregionen der Versuchsgruppe auf ifikpnte Verteilungsunterscheide hin
verglichen werden. Um das gesamte Ausmald der Negeoeration in der jeweiligen
Versuchsgruppe darlegen zu koénnen, wurde ein kuiweifaScore aus der Summe der
Dichtewerte aller Hirnregionen eines Tieres gebilded fir jede Versuchsgruppe Mittelwert
und Standardfehler berechnet. Die Abweichungen\igelwerte wurden mit dem Student’s t-
Test fur unverbundene Stichproben bei Normalvemell auf Signifikanz Gberpruft. Als
Signifikanzniveau wurde p<0,05 angenommen. Die &arangen wurden mit dem

Statistikprogramm Prism® durchgefuhrt. Die Angaber drgebnisse erfolgte als M+SEM.
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3. Ergebnisse

3.1. Neurodegeneration im unreifen Gehirn der Ratte Dosisfindung

Um zu untersuchen, ob und in welchem Ausmald LEVf 848 neurodegenerative Prozesse im
unreifen Gehirn der Ratte induzieren kdnnen, igjign wir den Versuchstieren LEV in den
Dosierungen 5 - 100 mg/kg KG, bzw. SUL in den Dasigen 25 - 300 mg/kg KG oder Placebo
(Cremophor-Losung 5%) und praparierten die GehitmeTiere 24 Stunden spater mittels der
zuvor beschriebenen Aufbereitungs- und Farbemethode

Die histologische Auswertung der Gehirne der Kdtitese, welchen nur mit verdunnter
Cremophor-Losung behandelt wurden, ergab eine geritahl an degenerierten Neuronen,

welche der physiologischen apoptotischen Neurodagéonsrate entsprachAbbildung 4,
Tabelle 5)

3.1.1. Sultiam

Ab einer Dosis von 100 mg/kg KG zeigte sich bei deit SUL behandelten Tieren eine
signifikante, dosisabhéangig erhohte nummerische ht@ic degenerierender Zellen in
verschiedenen Hirnregionen. Die betroffenen Hirrmegn entsprachen den Schichten 1l und IV
des frontalen und parietalen Cortex, dem Nucleuslatas, den laterodorsalen, ventralen und
septalen Kernen des Thalamus und dem SubiculumHggsocampus(Abbildung 4A und 5,
Tabelle 50 Auch die TUNEL-Farbung zeigte ein &hnliches Vikutggsmuster degenerierender
Neuronen, welches darauf hinweist, dass in diese@urdhen eine DNA-Fragmentation
stattgefunden hahbbildung 6).

3.1.2. Levetiracetam

Die Auswertung der mit LEV behandelten Versuchstigeigte bei keiner der getesteten
Dosierungen einen signifikanten neurotoxischen KEffgAbbildung 4B, Tabelle 5). Die

nummerische Dichte der Zellen entsprach der phygisthen Apoptoserate.
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A
N eurodegeneration-Score
400.0007 . xx
300.00 07
200.0007
100.00 04 * ok *
* k% T
* % % T
J ) || l
2 25 50 100150200 300
[©)
5 SUL m g/k
S g/Kg
B
N eurodegeneratios-Score
20.000 T
15.000 T -
—I_ b
10.000
5.000

5 10 25 50 100
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Abbildung 4: Effekt von Sultiam (A) und Levetiracetam (B) auf die neuronale Degenerationsrate im Gem
8 Tage alter Ratten.24h nach der Behandlung (n=6-15 pro Gruppe). Dide®éstellen den Score der
Neurodegeneration, bestimmt aus den kumulativehtBicdegenerierender Neurone in 17 verschiedenen
Hirnregionen (Tabelle 5) mittels einer stereologet Dissektormethode, dar. LEV zeigte in keinergitesteten
Dosierungen einen signifikanten neurotoxischen&fiwahrend SUL eine dosisabhangige neuronale Tékiz
aufwies, die sich ab einer Dosierung von 100 mf&gzeigte (p<0.001, Student’s t-test).
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Nummerische Zelldichte degenerierender Neurone
M+ SEM
Kontrollen LEV 100 mg/kg Sultiam 300 mg/kg
Hirnregion n=15 n=13 n=6
Cortex frontalis, Il 1.626 + 195 1.505 +214 16.072660***
Cortex frontalis, IV 325+ 34 352 +33 3.681 + 721*
Cortex parietalis, Il 2.813 + 262 3.011 + 346 38.043.902***
Cortex parietalis, IV 327 £40 380 £ 49 6.538 +I6T*
Cortex cinguli, Il 2.040 + 360 2.594 + 304 28.788.965***
Cortex cinguli, IV 378 +40 413 +51 6.686 + 1.12D*
Cortex retrosplenialis, ||  1.264 = 151 1.484 + 143 5.981 + 832***
Cortex retrosplenialis, IV 402 + 61 435 + 38 14.376 + 4.084***
Nucleus caudatus 374 £ 43 420 + 54 12.695 + 3.473*}
Thalamus, medidorsal 136 £ 25 174 + 30 21.940 9%
Thalamus, laterodorsal 171 +£19 183 £ 26 77.382.835***
Thalamus, ventral 81+18 143 + 26 4.433 + 806***
Gyrus dentatus 220+ 25 253 +£48 2.729 + 886***
CAl 327 +41 399 + 49 2106 + 433***
Hypothalamus 506 £ 71 743 £ 128 9.733 + 1.562***
Septum 440 + 162 314 + 46 11.052 + 2.354***
Subiculum 494 + 60 580 + 83 22.643 £ 4.832***

Tabelle 5. Der Einfluss von Levetiracetam und Suléim auf den neuronalen Zelluntergang in verschiedeme
Regionen des unreifen Gehirns der Ratte.

7 Tage alte Ratten erhielten LEV - 100mg/kg KG, S{B00mg/kg KG oder Placebo (Cremophor-Losung)teisit
einer stereologischen Dissektormethode wurde bpinv@icken Schnitten in 17 Hirnregionen die numnudmgs
Dichte degenerierter Zellen pro mm?3 der Rattenhirestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte der numisclen
Dichte degenerierender Neurone und deren StanddedfdM + SEM). Sultiam zeigt einen signifikant
neurotoxischen Effekt in allen Hirnregionen, waltrémvetiracetam keine Neurotoxizitat aufweist.

*** n<0,001, Student’s t-Test
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Abbildung 5: De-Olmos-Silber-Farbung von Hirnschnitpraparaten 8 Tage alter Ratten,

24h nach der Verabreichung von Placebo (A, B), 90D mg/kg (C,D) oder SUL 300 mg/kg (E,F). Die linke
Spalte (A, C, E) zeigt Ubersichtaufnahmen des Qqutrietalis, die rechte Spalte (B, D, F) Ubersafnahmen
des Thalamus. Die degenerierten Zellen sind alsvact®e Punkte zu erkennen. Von oben nach unten gilgt
deutlich die Zunahme der Neurodegeneration in @eschiedenen Hirnregionen.
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3.1.3. TUNEL-Farbung

Zum Nachweis freiliegender 3"OH-Enden, die untetesiam bei apoptotischen Zelluntergangen
nachweisbar sind, wurden nach Injektion von SUL 21@flkg oder LEV 100mg/kg die Hirne 7d-
alter Ratten fur die TUNEL-Farbung vorbereitet. Riegenerierten Zellen stellten sich nach
erfolgter Farbung braun auf grinem Untergrund dar.

Aquivalent zu den Ergebnissen der Silber-Farbungteze die mit SUL behandelten Tiere eine
deutliche Neurodegeneration mit dem gleichen Vemgsmuster, das auch bei den
silbergefarbten Hirnschnitten erkennbar \Weibildung 6).

Auch bei dieser Farbemethode war in den GehirnemmiteLEV behandelten Tiere keine, das

physiologische Ausmal} Uberschreitende, Zelltodratdweisbar.

Abbildung 6 - Darstellung degenerierender Neurone mittels der TUEL-Farbung bei 3 Tage alten Ratten.
A: Ubersichtsaufnahme. B: Detailaufnahme. Die degerten Neurone stellen sich dunkelbraun dar.
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3.2. Altersabhéngigkeit des neurotoxischen Effekts

Um die Altersabhéngigkeit des neurotoxischen Ef#fekton SUL und LEV beschreiben zu
konnen, injizierten wir 0, 3, 7, 14 und 21 TagesmlRatten SUL in der zuvor als neurotoxisch
beschriebenen Dosis von 200 mg/kg KG oder LEV intdichsten getesteten Dosis von 100
mg/kg KG. Die Hirne wurden 24 h spater wie zuvosdigieben mit der DeOlmos-Silberfarbung
(P7-P21) oder TUNEL-Farbung (P0O-P3) aufgearbeitetanalysiert.

Wir sahen, dass SUL in dieser Dosierung die Newgederation in den unreifen Gehirnen bei
den 0-7 Tage alten Tieren signifikant erhdhte, &esignifikante Neurotoxizitat war bei den 14
und 21 Tage alte Tieren zu verzeichnen. LEV veunlnt&ain keiner der getesteten Altersgruppen

signifikante neurotoxische Effekt@bbildung 7)

Neurodegenerations-Score

400.000
[__]Kontrolle

*kk I LEV 100 mg/kg
300.000 A J. [ SUL 200 mg/kg
200.000 +

**k%k
100.000
*kk
r| ' |
PO P3 P7 P14 P21

Postnatales Alter

Abbildung 7: Altersabhéangigkeit des neurotoxischerEffektes von Sultiam (200 mg/kg) und Levetiracetam
(100 mg/kg).Die Gehirne der 0 und 3 Tage alten Ratten wurddtelsiParaffineinbettung und TUNEL-Farbung
aufarbeitet, die der 7, 14 und 21 Tage alten Tienétels DeOlmos-Silberfarbung. Angegeben sind die
Degenerationsscores und der Standardfehler (SEM)sfatistische Auswertung erfolgte zwischen Kaditiazw.
Medikamentengruppen des gleichen Alters. Man siddids sich bei den 0 bis 7 Tage alten Tieren mit &id im
Vergleich zu den Kontrolltieren signifikanter netoxischer Effekt auslosen liel3, bei den 14 und 2feTalten
Ratten hingegen nicht. Unter der Therapie mit LEAfgte sich in keiner der Altersgruppen eine sigaifite
Neurotoxizitat.

(*** p<0,001, Student’s t-Test)
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3.3. Zeitabhangigkeit der Neurotoxizitat

Um herauszufinden, welchen Einfluss der zeitlichestAnd zwischen Injektion des Pharmakons
und dem Tod des Tieres mit nachfolgender Aufarbgitdes Hirngewebes auf die Auspragung
der Neurodegeneration hat, lie3en wir in einerdolien Versuchsreihe die Ratten 6, 12, 24, 36
oder 48 h nach der Injektion von 200 mg/kg KG SUlen100 mg/kg KG LEV uberleben und
analysierten dann wiederum die Gehirne nach desrZoeschriebenen Methode.

Nach einer Uberlebenszeit von 6 h zeigten sowahlHiine der SUL-Gruppe als auch die der
LEV-Gruppe ein signifikant erhohtes MalRR an Neurasegation, mit dem hdochsten
Summenscore bei SUL, gefolgt von LEV. Allerdingsigien auch die Kontrolltiere ein
signifikant erhbhtes Mal3 an apoptotischer Neurodeggion nach einer Zeitspanne von 6
Stunden gegenuber den anderen getesteten Zeitstufen

Nach einer 12-stiindigen Uberlebenszeit zeigtenndite SUL behandelten Tiere einen sehr
deutlichen Anstieg in der Apoptoserate, welche siabh einer Uberlebenszeit von 24h noch
verstarkte. Bei einer Latenz von 36 bzw. 48 h war Meurodegneration durch SUL wieder
weniger ausgepréagt, jedoch noch signifikant erlgédgeniber den Kontrolltieren. LEV zeigte
bei 12, 24, 36 und 48 h keinen signifikanten neaxisthen Effekt{Abbildung 8).

Score der Neurodegeneration

1000064
—1 Kontrolle
*%k
I I | FV 100 mg/kg
75000 - == SUL 200 mg/kg
50000+
**%%
*%%
25000+ -
’l‘ *%
. Amll (0L nall el
6 12 24 36 48
Zeit nach Gabe des Pharmakons in h
Abbildung 8

Zeitabhéangigkeit des neurotoxischen Effektes von $tam (200 mg/kg) und Levetiracetam (100 mg/kg)Nach
Injektion des Medikaments bei 7 Tage alten Ratteinden diese nach 6, 12, 36 oder 48 Stunden geitditbdie
Gehirne mittels der DeOlmos-Silberfarbung aufgeidehe Angegeben sind die Degenerationsscores umd de
Standardfehler (SEM). *** p<0,0001, ** p<0,0021,u8ent’s t-Test. Man sieht, dass sich der neuratbgi&ffekt
von SUL am starksten bei einer Zeitabstand von 2dibchen Medikamentengabe und Tod des Tieresezédifgiter

der Therapie mit LEV zeigte sich ein signifikanteurotoxischer Effekt nach 6 Stunden.
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3.4. LEV im Pilocarpin-Krampfmodell

Wir untersuchten, ob die, als nicht neurotoxisclwvdréete, LEV-Dosierung von 50 mg/kg im
Pilocarpin-Modell antikonvulsiv wirksam ist und diarch die Anwendung des Medikaments bei
gleichzeitig bestehender Krampfaktivitat moglicheise doch eine Neurodegeneration auslosbar
ist. Dazu verabreichten wir 7 Tage alten Ratterhrener vorbereitenden Gabe von N-Methyl-
Scopolamin (Img/kg KG) zur Verhinderung periphexabenwirkungen 100mg/kg Pilocarpin
I.p., welches Krampfaquivalente wie Kratzen, Tremorastikatorische Automatismen und
Extremitatenkloni ausloste. Einem Teil dieser Tigwarde nach 20 Minuten LEV in einer
Dosierung von 50 mg/kg injiziert. Die Kontrolltiererhielten nur 50mg/kg LEV bzw. nur
Placebo. Wir beobachteten die Wirkung des LEV amfkdampfe. Nach 24 Stunden wurden die
Tiere wie oben beschrieben prapariert und aufgéatbe

LEV war im vorliegenden Versuch in einer Dosierwran 50 mg/kg in der Lage, die durch
Pilocarpin ausgeltsten Krampfanfélle zu verkirZeie beobachteten Konvulsionen dauerten
bei einer Beobachtungszeit von 5h im Durchschr@i@ hin ohne LEV und 112 min mit LEV.
Die zuvor als nicht neurotoxisch beurteilte Dosig $omit im therapeutisch wirksamen Bereich.
Die histologische Untersuchung der Hirne erbratigieden nur mit Pilocarpin und den nur mit
LEV behandelten Tieren, sowie der Kontrollpopulati@in physiologisches Ausmal3 an
Neurodegeneration. Die Tiere, die im AnschlussiarPilocarpinapplikation mit LEV behandelt
wurden, zeigte eine geringe, jedoch signifikantath Degenerationsrag@obildung 9).

Neurodegenerations-Score
30000

* %

20000

10000

Abbildung 9 - Effekt von LEV auf die Entwicklung neurodegenerativer Prozesse nach Pilocarpin-induzieen
Krampfanféallen. Wéahrend die alleinige Verabreichung von LEV oddo&irpin bei 7 Tage alten Ratten keine
signifikante proapoptotische Wirkung zeigt, siel@min den Gehirnen der Tiere, die 20 min nach Asisig von
Krampfanféllen LEV erhalten hatten eine geringdpjgh signifikante Zunahme der apoptotischen
Neurodegeneration.*** p<0,007, Student’s T-Test
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4. Diskussion

4.1. Neurotoxizitat im unreifen Gehirn der Ratte

Die Phase des rapiden Hirnwachstums ist eine séherable Periode wahrend der Entwicklung
des Zentralen Nervensystems. Sie fallt bei dereRiattdie ersten 2 Wochen des postnatalen
Lebens, beim Menschen umfasst sie das dritte Tomeler Schwangerschaft und die ersten drei
Lebensjahre. Diese Zeit beinhaltet beim Menscheh die Phase mit der héchsten Inzidenz an
Krampfanfallen und somit eine Periode, in der dimv&ndung von Antiepileptika und deren
potentielle Toxizitat eine grol3e Rolle spielt.

In vorangegangenen Arbeiten der Arbeitsgruppe Ikudou konnte demonstriert werden, dass
die Blockade von NMDA-Rezeptoren oder die Aktivieguvon GABA.-Rezeptoren wahrend
der Phase des rapiden Hirnwachstums ein sehr stgskeapoptotisches Signal im sich
entwickelnden Gehirn der Ratte ist [53]. Die gelstdichsten Antiepileptika wirken Gber genau
diese Mechanismen und weisen bei Dosierungen uashfakonzentrationen innerhalb ihrer
therapeutischen Breite neurotoxische Effekte abf.[5

Phenobarbital-Konzentrationen zwischen 25 und 3Bugiber einen Zeitraum von 12 h
triggerten eine Neurodegeneration im infantilent&atirn, die in der ultrastrukturellen Analyse
dem physiologischen apoptotischen Zelltod ahndée p5]. Plasmakonzentrationen in dieser
Hohe werden bei Verabreichung von PhenobarbitalBahrandlung von Krampfanfallen, des
Status epilepticus oder in der LangzeittherapieerelEpilepsie im Kindesalter leicht erreicht
[189]. Bei Valproat war die neurotoxische Schwallesis (50 mg/kg) sogar niedriger als die
berichtete antikonvulsive Dosis bei Nagetieren (33250mg/kg). Auch der Natrium-Kanal-
Blocker Phenytoin wies im Tiermodell in therapecitisn Dosierungen und
Plasmakonzentrationen neurotoxische Effekte auf [39

Das neuere Antiepileptikum Topiramat, welches amtégische Eigenschaften am AMPA-
Rezeptor und Einflisse auf die Proteinphosphomytigr hat, verursachte ebenfalls
neurodegenerative Effekte, jedoch erst in Dosiezanglie deutlich Uber der therapeutischen
Dosis lagen. Es ist deshalb moglich und notwendigyischen therapeutischen und
neurotoxischen Dosen eines antiepileptischen Phannsazu unterscheiden [190].
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4.1.1. Apoptose und Neurotrophine im unreifen Gehim der Ratte

Neurotrophine sind wahrend der Entwicklung neuren8lysteme fiir das Uberleben der Zellen
essentielle Molekile [191, 192]. Bittigau et al.nkte nachweisen, dass Antiepileptika wie
Phenobarbital, Valproat oder Phenytoin in der Lagel, die Expression der Neurotrophine
BNDF und NT-3 bei 7 Tage alten Ratten zu vermindevoraufhin eine deutlich erhdhte
Apoptoserate zu verzeichnen war [55]. Die antigpikainduzierte Neurotoxizitat ist also
vermutlich mit der Beeintrachtigung neurotrophimadtelter, tiberlebensférdernder Signale und
einer Imbalance zwischen neuroprotektiven und radmsiuktiven Mechanismen im Gehirn
assoziiert. Antiepileptika, die wahrend der Hirneioklung auf selbiges einwirken,
unterdriicken dieses endogene neuroprotektive Systes fir das Uberleben der Neurone
wéahrend der Entwicklung essentiell ist und I6seme ejerstarkte apoptotische Neurodegeneration
aus. Unklar ist bislang noch, ob andere, bislanthtnuntersuchte Mechanismen, wie die
Beeinflussung der Migration, der Synaptogenese &deliferation neuronaler Vorlauferzellen
auch zu den beobachteten neurologischen Defizéeh pra- oder postnataler Anwendung von
Antiepileptika beitragen [55].

4.2. Sultiam

SUL, eines der alteren antiepileptisch wirksamerdikeEmente, welches seit vielen Jahren zur
Behandlung der Rolando-Epilepsie verwendet wirdideukirzlich in die Therapie des West-
Syndroms, eines infantilen Epilepsie-Syndroms, tiwetcunbehandelt eine verheerende Wirkung
auf die neurokognitive Entwicklung austiben kanngefiihrt. SUL zeigte hier eine Effizienz,
welche mit der von Vigabatrin vergleichbar ist undd in Europa derzeit als Alternative zu
Kortikosteroiden, Valproat oder Vigabatrin eingeset

SUL ist ein potenter und membrangangiger CarboamasgdHemmer, der den intrazellularen
pH-Wert in Neuronen zu senken vermag. SUL redwziei¢ epileptiformen Aktivitdtsmuster in
hippokampalen CA3-Neuronen, ein Effekt, der teiseeaus einer moderaten intrazellularen
Azidose, bzw. azidoseinduzierten Anderungen in@fémungs-Kinetik von lonenkanélen, die in
neuronale Erregbarkeit involviert sind, beruht [1934]

SUL reduziert Gber Inhibition der Carboanhydrasanspingsgesteuerte Natrium-Stréme [79]
und hemmt die Transmitterausschittung in Schnittem Rattenhirnen, ein Effekt, der
vergleichbar mit dem von Phenytoin ist [195].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, &adBam ab einer Dosierung von 100 mg/kg
KG, also innerhalb seiner antikonvulsiv wirksamess[@rungsspanne (25-200 mg/kg KG), eine
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Neurodegeneration im unreifen Rattenhirn induziedie vergleichbar mit der durch
Phenobarbital oder Phenytoin ausgelosten apoptetistNeurodegeneration ist. Wie auch bei
den anderen, zuvor beschriebenen Antiepileptikdieste Neurotoxizitat altersabhéngig und tritt

bevorzugt wéahrend der Phase des schnellsten Hitrsttaos auf.

Da SUL u.a. spannungsgesteuerte Na-Kanale blockredtdamit die neuronale Erregbarkeit
beeinflusst, liegt die Annahme nahe, dass &hnlibkechanismen wie bei den anderen
untersuchten Antiepileptika zum Tragen kommen urdngurotoxischen Effekte in infantilen
Rattenhirnen auslosen. Diese Mechanismen beinhallen Blockade physiologischer
synaptischer Neurotransmission und die Depressiodogener Neurotrophinsysteme, die
unabdingbar fiir das neuronale Uberleben wahrend#iideentwicklung sind [191, 192].

Uber die Wirkung von SUL auf Neurotrophinsystemiet gis bislang keine Untersuchungen. In
Anbetracht des deutlichen neurotoxischen Effekta ®UL im unreifen Gehirn der Ratte
erscheint es durchaus sinnvoll, auch dieses Medikanhinsichtlich seines Effekts auf

Neurotrophinsysteme zu untersuchen.

In den Vorversuchen mit Phenytoin, Valproat und ifapat, drei Substanzen, die ihre
antikonvulsive Wirkung Uber die Blockade von NatniKanalen entfalten, wurde der neuronale
Zelluntergang elektronenmikroskopisch als apoptbgs Neurodegeneration verifiziert.
Aufgrund der Tatsache, dass SUL einen den drei k&edaenten aquivalenten Wirkmechanismus
aufweist und das morphologische Verteilungsmustar rieuronalen Zelluntergange dem der
zuvor genannten Pharmaka entspricht, ist auch éreivdrliegenden Ergebnissen von Apoptose

als Schadigungsmechanismus auszugehen.
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4.3. Levetiracetam

Das Uuberraschende Ergebnis der vorliegenden Amvait die fehlende Neurotoxizitat des
Pharmakons Levetiracetam ab 12 Stunden post iofesti, auch in Dosierungen, die deutlich
Uber der bei Ratten antikonvulsiv wirksamen Dogigrdagen. Ratten, die 6 Stunden post
injectionem untersucht wurden, zeigten gegenuberKientrolltieren und den Tieren, die erst
12-48 Stunden post injectionem untersucht wurdea erhdhte Neurotoxizitat. Moglicherweise
spielen sich zu diesem Zeitpunkt akute toxisché, @gach exzitotoxische Vorgange ab, die mit
apoptotischer Neurodegeneration nicht zu tun hahefiallig war die signifikante Zunahme der

Neurotoxizitdt bei Verabreichung von LEV unter p#opininduzierter Krampfaktivitat, die

folgend diskutiert werden soll.

4.3.1. Die neurotoxische Potenz von Levetiracetanebbestehender Krampfaktivitat

4.3.1.1. Das Pilocarpin-Epilepsie-Modell

Das Pilocarpin-Epilepsie-Modell zéhlt zu den Posti$-Epilepticus-Modellen. Die
systemische (i.p.) oder intrathekale Applikations denuskarinergen ACh-Antagonisten
Pilocarpin induziert bei adulten Ratten Verhalteasd EEG- Verdnderungen, welche in drei
Phasen unterteilt werden [196]:
1. Akute Phase - Unmittelbar nach Applikation des @&ilpin zeigen sich
Krampfaquivalente, die sich folgend zu einem Stepikepticus (SE) entwickeln.
2. Latenzphase mit einer Dauer von 4 bis 44 Tagen.

3. Chronische Phase - Entwicklung wiederholter spoat#tretender Krampfanfalle.

Untersucht man die Gehirne adulter Ratten nacht&uslg eines SE durch Pilocarpin, so zeigen
sich deutliche neuronale Zelluntergange u.a. inpblgampus, Thalamus und Amygdala, welche
in ihrem Muster der Zellschadigung nach langanhdike@ Krampfanfallen ahneln [197, 198].
Das Pilocarpin-Epilepsie-Modell bei Mé&usen und &attreproduziert somit wichtige
Eigenschaften der Genese einer menschlichen Tefigppanepilepsie, inklusive der haufig
vorhandenen Therapieresistenz gegenuber bestimAntepileptika.

In den drei Phasen des Pilocarpin-Epilepsie-Modifilsnen Antiepileptika auf verschiedene
Eigenschaften hin untersucht werden. Wahrend iralaten Phase Stoffe zur akuten Therapie
des SE oder solche mit einer potentiellen neuregtiven oder neurotoxischen Wirkung

untersucht werden kdnnen, bietet die LatenzphaseMidiglichkeit, Pharmaka zu untersuchen,
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die potentielle antiepileptogene Eigenschaften habee chronische Phase dient der Prifung

von Substanzen gegen komplex-fokale und sekundiergksierte Krampfanfalle [198].

In Versuchen mit heranwachsenden Ratten im Pilocdviodell wiesen die Reaktion der Tiere
sowie das Ausmal} der Zellschadigung eine deuthdtezsabhangigkeit auf. Bei 3 bis 10 Tage
alte Ratten konnten durch die Applikation von Paigen Krampfaquivalente, jedoch kein SE
induziert werden. Erst mit steigendem Alter nédhertd das Krampfmuster dem erwachsener
Tiere an. Die spontan auftretenden Anfélle nacleraiPilocarpin-induzierten SE bildeten sich
bei Ratten nur dann aus, wenn die Tiere bei GabePdecarpin alter als 17 Tage waren. Bei
histologischer Untersuchung der Gehirne wurden irullei den 3-12 Tage alten Ratten keine
bzw. nur gering ausgepragte morphologische Veramgen nachgewiesen. [199, 200].
Dennoch gingen wir in unseren Versuchen im Pildcakpodell von der Induktion eines SE aus,
da die von uns beobachteten Krampfaquivalente @&waeler von 30 Minuten, deutlich
Uberschritten, und somit die Definition eines S§ed®en ist. Auch war es nicht unser Ziel, eine
Aussage Uber die antiepileptogene Potenz von LESH den Einfluss auf die Entwicklung
spontan auftretender Anfalle, zu machen, sondernden akuten Phase des Pilocarpin-
Krampfmodells, also unter bestehender Krampfaldivias neurotoxische Potential von LEV zu

untersuchen.

4.3.1.2. Bisherige Ergebnisse mit LevetiracetamRitocarpin-Modell

Bislang existieren nur wenige Studien zur Wirksaink®n LEV im Pilocarpin-Epilepsie-
Modell. Alle vorliegenden Arbeiten wurden mit eniagenen Tieren durchgefuhrt, Parallelen zu

den Ergebnissen bei Jungtieren sind nur spekulativ.

Obwohl LEV in verschiedenen chemokonvulsiven Ari@bdellen keine antikonvulsive
Wirksamkeit zeigte, bemerkten Klitgaard et al. [[LT® Pilocarpin-Modell an Mausen und
Ratten eine potente Protektion gegen sekundér gesierte Krampfaktivitat. LEV vermochte
dosisabhéngig, die Frequenz und Schwere der gesieri@n spontan auftretenden Anfalle nach
Pilocarpin-induziertem SE bei Ratten zu vermindemihrend fokale Anfélle unbeeinflusst
blieben [201-203]. Die interindividuelle ReaktioardTliere war grof3 und reichte von kompletter
Anfallskontrolle bis hin zu unveranderter Anfallsifigkeit, eine Beobachtung, die haufig auch
im Kklinischen Alltag von Patienten mit Temporallapepilepsie zu machen ist.

In anderen Versuchsreihen vermochte die Vorbehagdhit LEV vor Induktion eines SE mit
Pilocarpin, die konsekutive Hyperexzitabilitdt impHocampus von Ratten zu verhindern und

die Latenz des Auftretens von spontanen Krampflemfédu erhohen [204, 205].
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LEV fuhrte weiterhin zu einer Umkehr der durch Bdin induzierten Downregulation des
muskarinergen ACh-Rezeptors, wahrend die alleinygrabreichung von LEV zu einer
Hochregulation des Rezeptors fuhrte. Man vermuitet &éine allosterische Beeinflussung des
ACh-Rezeptors durch LEV, welcher zur antiepileptogie Potenz des Pharmakons betragen
kobnnte. Zudem wurde ein fordernder Effekt von LEMf aantioxidative Vorgange und
Substanzen (z.B. Normalisierung der Lipid-PeroxatgtKatalase-Aktivitdt und des Glutathion-
Spiegels) und somit eine Verminderung des oxidati®&resses nach Pilocarpin-induzierten

Krampfanfallen im Hippocampus von Ratten beschnefi206]

4.3.1.3. Neurotoxizitat von LEV bei gleichzeitig€rampfaktivitat

Wie bereits erwahnt, hatte unsere Untersuchung-#dhim Pilocarpin-Anfallsmodell den Sinn
zu prufen, die zuvor als nicht neurotoxisch bewerteDosierungen von LEV im Pilocarpin-
Modell bei jungen Ratten im antikonvulsiv wirksanm@eareich liegen und ob die Gabe von LEV
unter zusatzlicher Krampfaktivitdt bei jungen Ratteu einer Induktion von neuronalen
Zelluntergangen fuhren kann.

Das Verhalten der Tiere nach der Gabe des Pilatanpar vergleichbar mit der Beschreibung
des altersabhéangigen Pilocarpin-Effektes in dedi8twon Priel et al. [199], dauerte jedoch
langer als 30 Minuten an, so dass von einem ecdEeauszugehen ist. Die Gabe von LEV in
einer Dosierung von 50mg/kg verkirzte die Dauer pigcarpininduzierten Krampfanfélle.
Erwartungsgemald zeigten die nur mit Pilocarpin ddev behandelten Tiere keine, Uber das
physiologische Ausmafd hinausgehenden, morphologmsciWeréanderungen des Gehirns.
Bemerkenswert war die nicht stark, jedoch signiftkerhbhte Rate an degenerierten Neuronen
in den Gehirnen der mit Pilocarpin + LEV behandelieere.

Die ED 50 fur LEV wird in verschiedenen Publikatgmzwischen 1,4 und 36 mg/kg angegeben.
Die in den von uns durchgefiihrten Versuchen vereend EV-Dosierung von 50 mg/kg lag
somit uber dem antikonvulsiv wirksamen Bereich. Vidgiith sind niedrigere antikonvulsiv
wirksame Dosierungen im Pilocarpin-Modell nicht retaxisch.

Wie bereits beschrieben, wird vermutet, dass LEMes®Virkung am SV2A-Protein nur unter
pathophysiologischen Bedingungen entfaltet undvteehanismen der Anfallsgenerierung und -
ausbreitung beeinflusst, ohne die physiologisch@rdieansmission im Gehirn zu alterieren
[167, 168]. Sollte diese Annahme zutreffen, konste eine Erklarung fur die fehlende
Neurotoxizitdt in Abwesenheit zerebraler Krampfaikéit und eine signifikante Zunahme des

neurodegenerativen Effekts von LEV bei gleichzdiggtehender Anfallsaktivitat sein.
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Die in den Versuchen zur Dosisfindung, Zeit- undeAdabhangigkeit verwendeten Ratten
zeigten keinerlei Anfallsaktivitat. Weitere Versgohihen zur Untersuchung dieses Effektes in
anderen Krampfmodellen, z.B. genetischen Epilepstitten, in denen die Versuchstiere eine
angeborene Neigung zu epileptischer Aktivitat hatk@mnten sich daher anschlieRen, um eine
sichere Verwendung von LEV als prophylaktischesrfPlaion zur Vermeidung von Anféllen
bei einer bestehenden Epilepsie in der Padiatrigezvahrleisten.

4.3.2. Levetiracetam und Epilepsiepravention

4.3.2.1 Epileptogenese

Die Therapie der Epilepsien war lange fokussieftca@ Unterdrickung der Krampanfalle bei
einer schon bestehenden Epilepsie. Mit groRer welela Verstandnis der Entstehungsprozesse
einer Epilepsie suchte man auch nach Ansatzere dieslikamentds zu beeinflussen und somit
die Epilepsie schon in ihrer Genese mildern odervgehindern zu kénnen.

Epileptogenese ist ein multiphasischer Prozessremd@hdem ein Gehirn, z.B. induziert durch
Traumata, Schlaganfélle, Infektionen oder eineruStapilepticus, Veranderungen erfahrt, die
die Generierung spontaner Anfalle unterstitzen.hNeioem solchen traumatischen Ereignis
folgt zunachst eine Latenzphase von bis zu mehrdedmen, wahrend der sich progressive
Veranderungen im Gehirn vollziehen, die die Krarmap¥gelle senken und damit den Weg fir
spontan auftretende Krampfanfélle ebenen. Nachkereratifgetretenen Anfallen verlauft die
Erkrankung oft progredient.

Der Prozess der Epileptogenese beinhaltet langiisbiochemische und histologische
Veranderungen in Hirnstrukturen, u.a. die vermeBmteression von GFAP mit der Folge der
Gliose, neuronale Zellverluste, Neurogenese undR#erganisation neuronaler Schaltkreise
[207]. Wahrend der Epileptogenese verschieben digtth eine veranderte Genexpression
zudem synaptosomale Level von Mediatoren der V#ailetion. Darunter befinden sich z.B.
die fur die Wirkung von LEV wichtigen, SV2-ProtejnRegulatoren der bereits erwéhnten
SNARE-Komplexe, einer Gruppe von Membranproteindig an der Fusion synaptischer
Vesikel mit der prasynaptischen Plasmamembranliggteind [208].

Epileptogenese lasst sich in verschiedenen Tierheogevie z.B. Post-Status-Epilepticus-(PSE)
Modellen, Kindling-Modellen und genetischen Epiliepslodellen simulieren.
* Im PSE-Modell entwickelt sich eine Epilepsie nadduktion eines Status epilepticus,

z.B. durch Pilocarpin oder Kainat. Auch hier findsich zwischen initialem
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traumatischen Ereignis und dem Auftreten erstemigfanfalle eine Latenzphase von
bis zu mehreren Wochen, in der der Prozess deefipdenese stattfindet [209].

* Kindling beschreibt ein Ph&nomen, bei dem die wieolée Applikation initial
unterschwelliger elektrischer oder chemischer Siinawf limbische oder kortikale
Areale zur progressiven Intensivierung der Errelgiaides Gehirns (lokal, regional oder
global) fuhrt. Bei andauernder Stimulation kommias Entwicklung eines epileptischen
Fokus mit der Ausbildung von komplex-fokalen unéwselar generalisierten Anfallen,

welche auch nach Beendigung der Reize persistj20€].

Die Latenzphase der Epileptogenese bietet ein pelles therapeutisches Fenster fur die
praventive Behandlung einer mdoglicherweise entsigére Epilepsie. Durch Pravention der
Reorganisation neuronaler Kreise, die zur Senkueg Krampfschwelle fuhrt, kdnnten
Pharmaka dem Prozess der Epileptogenese entgegenwind somit préventiv nach einem
Trauma, Status epilepticus (SE) oder Schlaganfiér @uch bei bereits bestehender Epilepsie
zur Verhinderung einer weiteren Progredienz einigéseierden. Als Antiepileptika mit
potentiellem antiepileptogenen Effekt wurden bishepiramat, Clonazepam, Phenobarbital und
Valproat identifiziert, die beiden letztgenanntdlerdings nur in so hohen Dosierungen, dass
deutliche Nebenwirkungen auftraten [210-212].

Zu beachten ist, dass es starke Diskrepanzen zvisén Beobachtungen in Tiermodellen und
klinischen Ergebnissen beim Menschen gibt. Antejibgene Effekte konnten in Studien am
Menschen bislang nicht beobachtetet werden. SaevelB. Phenobarbital im Kindling-Modell
protektiv gegen die Ausbildung von Krampfanfalldgi Anwendung nach einem SE beim
Menschen jedoch nicht. Multifaktorielle Ursachenie wunterschiedliche Mechanismen der
Epileptogenese, Verabreichungsform, Dosierung uedpdnkt der Medikamenteneinnahme

nach dem traumatischen Ereignis werden angenom2i&i. [

4.3.2.2. Neuroprotektiver und antiepileptogener et von LEV

In mehreren in-vitro- und Tiermodellstudien wurdgeti neuroprotektive Effekte von LEV z.B.
bei geschlossenem Schadel-Hirn-Trauma, Subaradibbitlingen, Ischdmie oder in SSSE-
Modellen berichtet, wahrend andere Autoren keinearaoprotektiven oder antiepileptogenen

Effekt z.B. nach induziertem SE nachweisen kon{iéd-221].

LEV zeigte dariber hinaus bei Ratten in verschiedeKindling-Modellen sowohl nach
Vollendung des Kindling-Prozesses eine antikonvelsiVirksamkeit, als auch als auch eine
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Verzdgerung den Kindling-Prozesses an sich, dieebaind Schwere der resultierenden
Krampfanfalle war dabei signifikant vermindert. LEVeigte hier einen erstaunlichen
Langzeiteffekt, auch Wochen nach Beendigung deriké¢idn waren die Anfélle noch von
signifikant kiirzerer Dauer als in der Kontrollpogtibn [176, 177, 222].

Im Modell der Spontan-Epileptischen Ratte (SER-Midimatte LEV, auch nach Beendigung der
Medikation einen ungewohnlich langanhaltenden antikilsiven Effekt. Da eine
Wirkstoffakkumulation ausgeschlossen wurde, istvasmuten, dass LEV den Prozess der
Anfallsentwicklung verzégern konnte. In weiterfihden Studien zeigten die Arbeitsgruppen
Sasa et al. und Yan et al., dass die Frequenz anérler, fir gewbhnlich 8 Wochen postnatal
auftretenden, ersten Anféalle im SER-Modell sigrafik vermindert war und nahmen somit einen
mdglichen antiepileptogenen Effekt von LEV an [2@23]. Ahnliche Beobachtungen konnten
auch im GEARS-Modell gemacht werden [179].

Der Mechanismus, tUber den LEV den beobachteteemmleiptogenen Effekt ausibt, ist bislang
unklar. Gu et al. [222] und Husum et al. [224] fénr Studien an Ratten durch, in denen LEV
die durch Kindling induzierten Veréanderungen in dExpression diverser Gene des
Temporallappens ganz oder teilweise umkehrte. Udésr beeinflussten Genen waren unter
anderem solche, die mit der Entwicklung einer Hysie in Verbindung gebracht werde, wie z.B.
Neuropeptid Y (NPY), Thyreotrpin-Releasing HormohR{H) und Glial Fibrillary Acidic
Proteine (GFAP) und Brain-derived neurotrophichida¢BDNF). Wie zuvor erwahnt, hatte der
Einfluss von Antiepileptika auf bestimmte Neurothope (u.a. BDNF) im Tierexperiment eine
erhohte Apoptoserate zur Folge. Ob eine positiveirBissung dieser Neurotrophine durch
LEV zu einem neuroprotektiven oder antiepileptogeigfekt fuhrt, ist bislang jedoch nur
unzureichend untersucht.

Matveeva et al. beschrieben eine Veréanderung deexpeession von SNARE-Regulatoren wie
u.a. der SV2-Proteine und eine anhaltende Akkumamatvon SNARE-Komplexen, im
Hippocampus wéhrend der Epileptogenese im Kinditogglell [163]. Eine wahrend des
Kindlings durchgefihrte Behandlung mit LEV konnties® veré&nderte Expression von SV2-
Proteinen und die induzierte SNARE-Komplex-Akkuntigia im Hippocampus umkehren.

LEV hatte in all diesen Versuchen keinen Einflus$ die Genexpression in Gehirnen von
Ratten, die nicht dem Kindling Prozess unterzogeorden waren. Dies unterstutzt die
Vermutung, dass LEV seine Wirkung nur unter patlysmiogischen Bedingungen entfaltet.

Fasst man diese Ergebnisse zusammen, so lasstesigotentielle antiepileptogene Effekt von

LEV durch die Veranderung der Genexpression veesigmner Mediatoren und Neurotrophine,
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mit der Folge der Verhinderung struktureller Reargationsmechanismen und dadurch
Verminderung der Bildung epileptischer Fokusseé&seki.

Um spontan auftretende Anfélle bzw. eine Epilepsse-olgeerscheinungen nach sich zu ziehen,
muss ein SE, je nach verwendetem Modell eine beggnMindestdauer haben. Wird der SE,
z.B. medikamentds verkirzt, so kommt es nicht ausbdung spontaner Anfalle [209].
Naheliegend ist, dass ein Medikament, welches mduktion eines SE praventiv verabreicht
wird, zwar die Auspragung und Dauer desselben vetent, somit indirekt Zelluntergange und
Remodeling-Vorgédnge unterbindet, jedoch keinenkt@re Einfluss auf die Epileptogenese,
sondern nur auf die auslosende Ursache, ausul#. deinte antiepileptogene Potenz kann also
nur dann nachgewiesen werden, wenn auch dann Kkelgeepilepsie entsteht, wenn das
potentiellen ,,Antiepileptogen* erst nach Beendigules SE verabreicht wird.

Im Gegensatz zu den vorherigen Beobachtungen komrendt et al. im PSE-Modell durch die
kontinuierliche, prophylaktische Behandlung mit LEW Anschlussan einem SE keinen Effekt
auf die Langzeit-Konsequenzen, sprich die Ausbiiduon spontanen Anféllen, Schwere und
Dauer der resultierenden Anfalle, neurodegenerafivegange und Verhaltensauffalligkeiten,

wie Hyperexzitabilitat und Lerndefizite, erziele2p].

Die beobachtete neuroprotektive Potenz in Zusamarenmit dem fehlenden antiepileptogenen
Effekt bei Gabe erst im Anschluss an einen SEf Measnuten, dass das Antiepileptikum LEV
im Tierversuch mehr einen kranheitsmodifizierenéfekt durch Eingreifen in die Vorgange

die wahrend des SE ablaufen, denn einen direktiepdaptogenen Effekt austbt.

Fur den Nachweis eines antiepileptogenen Effekis BV beim Menschen fehlen bislang
klinische Studien.
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4.4. Vergleich des neurotoxischen Effektes von Siaim und Levetiracetam
mit dem anderer Antiepileptika

Basierend auf der Publikation von Bittigau et 8B][verglichen wir die neurotoxischen Effekte
von SUL (50 — 300 mg/kg KG) und LEV (5 — 100 mgkG) mit denen von Valproat (50 — 400
mg/kg KG), Phenytoin (10 — 50 mg/kg KG), Topiranfa80 mg/kg) und Phenobarbital (20 —
100 mg/kg KG) nach einmaliger intraperitonealerektijon des jeweiligen Pharmakons bei 7
Tage alten Ratten. Die Gehirne der behandeltene Twarrden 24 h nach der Injektion des
jeweiligen Medikaments silbergefarbt und mikroslsgpi analysiert. Die Degenerations-Scores
wurden, wie im Methodenteil beschrieben, berechndtsind inAbbildung 10 zu sehen.

SUL zeigte hierbei innerhalb seiner antikonvulsivirkeamen Dosisspanne eine dem
Phenobarbital und dem Phenytoin vergleichbare Nexiztat. LEV wies bei vergleichender
Betrachtung dieser funf Antiepileptika das vortafteste Profil auf

Die Levetiracetam-Analoga Seletracetam und Brivetiaaa, welche ihre Wirkung neben der
Bindung an SV2A vermutlich auch (ber G#anile, bzw. eine Natrium-Kanal-Blockade
entfalten, mussten hinsichtlich ihrer potentielldeurotoxizitat untersucht werden, da diese
zusatzlichen Mechanismen in Voruntersuchungen mit dben genannten Antiepileptika mit

einer deutlichen neuronalen Schadigung vergesaelisttwaren. [180, 181]
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Abbildung 10 - Vergleich des neurodegenerativen Eékts von SUL und LEV mit dem anderer Antiepileptika.

Die Daten beziehen sich auf Versuche an 7 Tage &tdten, denen SUL (25-300 mg/kg), LEV(5-100 my/kg
Valproat (50-400 mg/kg) , Phenytoin (10-50 mg/Kgppiramat (3-80 mg/kg), Phenobarbital (20-100mg/ader
Placebo i.p. injiziert wurde. Angegeben sind dieor8s der Neurodegeneration in Zellen/fmim Bezug zur
Dosierung des jeweiligen Pharmakons. SUL zeigt rinmle seiner therapeutischen Breite ein Ausmafl} an
Neurodegeneration, das mit dem von PhenobarbithlRhrenytoin vergleichbar ist. LEV weist bei verghender
Betrachtung dieser sechs Antiepileptika das vdradiéste Profil auf [55, 190].

59



Diskussion

4.5. Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Mensche und Klinische
Relevanz

Nach Auswertung aller Ergebnisse dieser Arbeittssgth die folgende Frage: Kann man die
tierexperimentellen Daten auf den Menschen UbertragVerhalten sich die untersuchten
Pharmaka im humanen Gehirn genauso wie im Ratteghhir

Der Untergang einer bestimmten Anzahl an Neuronéhrtf nicht zwangslaufig zu
neurologischen Auffalligkeiten, die Veradnderungendsmeist eher subtil und werden oft
klinisch nicht auffallig. Eine definitive Antwort i diese Fragen konnte nur die, nicht
durchfiihrbare, histologische Untersuchung der Hobeleandelter Patienten liefern. Es ist daher
notwendig, von Beobachtungen in angrenzenden BereiSchlussfolgerungen zu ziehen.

Ein naheliegendes Vergleichsobjekt ist die apogptbe Neurodegeneration durch Ethanol und
das resultierende fetale Alkoholsyndrom. Wie berestwahnt (Abschnitt 1.3.3.3), besitzt
Ethanol als GABA-Rezeptor-Agonist und NMDA-Rezeptor-Antagonist éiohes Potential,
apoptotische Neurodegeneration im unreifen Gehen Riatten zu induzieren. Das klinische
Korrelat sind Kinder, die nicht nur morphologischeuffalligkeiten, wie z.B. faziale
Dysmorphien, Mikrozephalie und eine verminderte nHiasse, sondern auch lebenslange
psychische und Verhaltensstérungen, angefangerAlatS tGber Lernschwierigkeiten, bis hin

zu mentaler Retardierung, Psychosen und Depressaufeveisen konnen [54].

4.5.1. Sultiam

Auch andere Substanzen, wie Antiepileptika (z.BerBioin) und Narkotika kdnnen, wie
beschrieben, zu fetalen neuronalen Schaden beinsdfien fuhren.

Da SUL, zumindest teilweise, Uber dhnliche Mechasis wie z.B. Phenytoin wirkt, namlich als
Natriumkanal-Blocker, konnte man daraus auch awé enégliche Schadigung humaner Feten
bei Einnahme von SUL in der Schwangerschaft bzwKileder beim Einsatz im Kleinkindalter
schliel3en.

Wirrell et al. berichten unter der Einnahme von Stiher die Verminderung der kognitiven
Funktionen bei Kindern mit benigner Temporallappelepsie [226]. Ein Einfluss von SUL auf
Hirnregionen, die fir kognitive Funktionen mitvetanortlich sind liegt somit nahe. Ob die Gabe
von SUL im frihen Kindesalter aufgrund der neuratolxen Wirkung zu bleibenden kognitiven
Einschrankungen fiihrt, ist jedoch bislang in kiohisn Studien nicht untersucht worden.
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Zusammenfassend muss aufgrund der vorliegenderblisge der Einsatz von SUL im frihen
Kindesalter genauestens uberdacht werden. Diedsdefi Einsatzgebiete bei Kindern im Alter
von unter 3 Jahren, wie z.B. das West-Syndrom untlbr@ therapieresistente Epilepsien, sind
davon betroffen. Der Einsatz von SUL zur Therape Rlolando-Epilepsie, welche vorwiegend
zwischen dem 5. und 8. Lebensjahr auftritt, ditteoretisch unproblematischer sein, da diese
Altersgruppe nicht mehr in die vulnerable Phaserdp&len Hirnwachstums fallt.

4.5.2. Levetiracetam

Beim Menschen beinhaltet die Phase des rapidemidainstums auch die Zeitspanne im Leben
des Menschen mit der hoéchsten Inzidenz an Kramillenf Medikamente, die in dieser Zeit
ohne das Risiko eines gesteigerten neuronalen g§intgs angewendet werden kénnen, sind sehr
wertvoll und LEV kdnnte nach aktueller Studienlagees davon sein.

Da LEV beziglich des Wirkmechanismus keiner dersfarzen ahnelt, die beim Menschen
neurotoxische Effekte im Gehirn haben, bleibt zunudgen, dass es hier ebenso keine
Neurotoxizitat entfaltet.

LEV verursachte in den Experimenten dieser Arbeikeiner der getesteten Dosierungen eine
Neurodegeneration im unreifen Gehirn der Ratte. ahderen Tierexperimenten wurden
antikonvulsiv wirksame Dosierungen von 5,4-96 mgikge toxische Effekte beschrieben.

Beim Menschen wird mit einer Dosierung von 15-45/kglyl KG ein Plasmaspiegel von
durchschnittlich 43pg/ml erreicht. Ratten bendétigem gleich hohe Spiegel zu erzielen héhere
Dosierungen, da sie das Pharmakon schneller ausBtigkreislauf eliminieren [203]. Bislang
ist nicht bekannt, ob die, durch die langsamereniBiation bedingte, verlangerte Einwirkzeit

beim Menschen zu einer Neurodegeneration fiihren.kan

Hinsichtlich der guten Therapieergebnisse und diediv nebenwirkungsarmen Profils von LEV
im fruhen Kindesalter [108, 110, 111, 129, 130, ]22¥are eine Erweiterung der
Anwendungserlaubnis durchaus zu unterstitzen. soslgere die zunehmende Anwendung von
LEV in der Neonatalperiode, einer fuir das Gehirhrseulnerablen Phase der Entwicklung,
scheint in Anbetracht der vorliegenden Ergebnisférivortbar.

Nach aktueller Datenlage, die Hirnentwicklung dageborenen Kindes betreffend, scheint die

Anwendung von LEV auch in der Schwangerschaft netigli

Der milde, jedoch signifikante neurotoxische Effakdn LEV bei gleichzeitig bestehender
Krampfaktivitat lasst am Einsatz von LEV als Akutiitement z.B. zur Behandlung eines
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Status epilepticus im frihen Kindesalter zweifetipwohl sich Berichte Uber erfolgreiche
Therapieversuche mit dieser Substanz mehren [118, 228-232]. Momentan ist LEV im
klinischen péadiatrischen Alltag kein Medikament akuten Therapie von prolongierten
Krampfanfallen und des Status epilepticus. Es wielinehr zur Anfallsprophylaxe verwendet,
so dass man davon ausgehen kann, dass das Phawoakiegend am anfallsfreien Hirn wirkt
und somit, basierend auf den vorliegenden Ergebmnjsskeinen neurotoxischen Effekt
entwickelt. Bei einer moglichen Erweiterung der Asmglungserlaubnis von LEV fir die
Behandlung des akuten SE im frihen Kindesalteraisth zu berlcksichtigen, dass die
neurotoxische Potenz von LEV unter Krampfaktivitimer noch bedeutend geringer ist als die
von Diazepam oder Phenobarbital [39] und in etwa@leechbar ist mit der von Topiramat [13,
190], einer Substanz, die ebenfalls haufig als Sddone-Medikament zur Behandlung
therapierefraktarer Anfélle im frilhes Kindes- unelugeborenenalter eingesetzt wird.

LEV wirkt in chronischen Epilepsie-Tiermodellen kkdneitsmodifizierend auf die Ausbildung
von Anféllen nach Kindling und auf die spaterenrgpa auftretenden komplex-fokalen Anfélle.
Ob das Medikament auch beim Menschen nach initialfrauma oder bei haufig
wiederkehrenden Anfallen eingesetzt werden kann,euma Folgeepilepsie beeinflussen, bzw.

um die evtl. schon bestehenden Anfélle zu behandstlhislang noch unklar.
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5. Zusammenfassung und Ziele

Krampfanfalle und Epilepsien zéhlen zu den haufigsteurologischen Krankheitsbildern in der
Padiatrie. Das erste Lebensjahr, die Altersspanihelen hochsten Inzidenz fir Krampfanfalle,
liegt genau einer Phase erhohter zerebraler Vuiigéh, der Periode des rapiden
Hirnwachstums. In dieser Phase koénnen, wie gezeigte, sowohl Krampfanfalle als auch
deren Therapie mittels antiepileptisch wirksamerarRtaka zu neuronalen Zelluntergangen
fuhren. Es ist deshalb von groRRer Bedeutung, dmvemdeten Pharmaka genau auf ihre
potentielle Neurotoxizitat hin zu untersuchen. Rogliegende Arbeit befasste sich mit zwei, im
klinischen Alltag gebrauchlichen Antiepileptika,l&am und Levetiracetam.

Die vorliegenden Versuche mit dem etablierten Ambkptikum Sultiam demonstrieren einen
dosis-, alters- und zeitabhangigen neurotoxischié&kEim unreifen Gehirn der Spezies Ratte,
der durch den Wirkmechanismus des Medikamenteg durch Carboanhydrase-Hemmung
induzierte Blockade des Natrium-Kanals, erklarisarDer proapoptotische Effekt zeigte sich ab
einer Dosierung von 100 mg/kg KG. Diese Dosierumegtl innerhalb der bei Ratten
antikonvulsiv wirksamen Dosisspanne von 25-200 gpéfts.

Aufgrund des dem Phenytoin und Valproat aquivalentérkmechanismus kann bei zuvor
nachgewiesener apoptotischer Neurodegeneratiodiésen beiden Substanzen auch hier von
Apoptose als Schadigungsmechanismus ausgegangetenvelm Vergleich mit anderen
Antiepileptika ist das durch SUL ausgeldste AusrdaR Neurotoxizitat vergleichbar mit dem
von Phenobarbital und Phenytoin. Die Indikation &inen Einsatz des Medikaments in der
Schwangerschaft und im Kleinkindalter sollte datedr streng Uberdacht werden.

Levetiracetam, eine Antiepileptikum der jingerem&ation zeigte in der vorliegenden Arbeit,
im antikonvulsiv wirksamen Dosierungsbereich, keieeirodegenerativen Effekte im unreifen
Gehirn der Ratte. Die Ergebnisse bestarken die Wmea dass LEV einen Wirkmechanismus
aufweist, der sich von anderen Antiepileptika usitbeidet und liefern eine Basis flr weitere
Untersuchungen beziglich der Mdoglichkeit, LEV auohder Behandlung neonataler und
frihkindlicher Krampfleiden zu etablieren.

Berucksichtigt man die Ergebnisse beziiglich dezraktion von LEV mit dem prasynaptischen
Vesikelprotein SV2A, so erscheint eine Fokussierumngiterer Forschungen auf diese
Molekulgruppe ein vielversprechender Ansatz fur Brwicklung von Medikamenten zu sein,

die die physiologische synaptische Neurotransmissioht beeinflussen.
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Die zuvor angenommene Tatsache, dass LEV seineugrkam SV2A-Protein nur unter
pathophysiologischen Bedingungen entfaltet, kommbglicherweise die Beobachtung erklaren,
dass LEV alleinig unter Krampfaktivitat einen gegém, jedoch signifikanten neurotoxischen
Effekt besitzt. Um einen sicheren Einsatz in deditéie zu gewahrleisten, mussten sich hier
weiterfuhrende Studien anschliel3en.

Wie erlautert wurde besitzt LEV nach aktueller $tathge vermutlich einen antiepileptogenen,
bzw. krankheitsmodifizierenden Effekt, der ebewsfalh weiteren Untersuchungen verifiziert
werden sollte.

Zusammenfassend erlauben und erfordern die Ergebnéer vorliegenden Arbeit eine
weitergehende Erforschung der antiepileptischerrathemaoglichkeiten von Levetiracetam vor

allem auch im frihen Kindesalter mit Hilfe randoimarter, klinischer Studien.
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7. AbkUrzungsverzeichnis

ACh
ACTH
ADHS

AMPA

BDNF
BNS-Krampfe
bp

BRV

CSWS

DMCM

ED50

ESES

GH
GABA

Acetylcholin
Adrenocorticotropes Hormos
Aufmerksamkeitsdefizit-
Hyperaktivitats-Syndrom
a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazol-Propionsaure
Brain-derived neurotrophic factor
Blitz-Nick-Salaam-Krampfe
Basenpaare

Brivaracetam

continuous spikes and waves during
slow sleep
Methyl-6,7-dimethoxy-4-ethyl-beta-
Carbolin-3-Carboxylat

effektive Dosis, bei der 50% der
maximalen Wirkung auftritt oder bei
50% der Versuchstiere eine
bestimmt Wirkung auftritt

electrical status epilepticus during
sleep

Wachstumshormon

Gamma-Amino-Buttersaure

GAERS-Modell Genetic-Absence-Epilepsy-Rats-

GFAP

i.p.

IQ

KG

kD

LEV
MES-Modell

(+)MK801

M +SEM

NMDA
NO

from-Strasbourg-Model

Glial fibrillaray acidic proein
intraperitoneal
Intelligenzquotient
Kdrpergewicht

Kilodalton

Levetiracetam
Maximal-Elektroschock-Krampf-
Modell
(+)5-methyl-10,11-dihydrot$-
dibenzo-cyclohepten-5,10-imine-
Maleat (Dizocilpin),

Mittelwert + Standardfehler

N-Methyl-D-Aspartat
Stickoxid
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NPY
NT-3
PO-P21

PBS
PSE-Modell
PTZ-Modell
SE

SEL
SER-Modell

SSSE-Modell

SUL

SV2A
TD 50

TMS
TRH
TUNEL

ZNS

Neuropeptid Y

Neurotrophin-3

postnatales Alter der Versuchstiere
in Tagen

Phosphate Buffered Saline
Post-Status-Epilepticus-Modell
Pentylentetrazol-Krampf-Modell
Status epilepticus

Seletracetam

Modell der spontan epileptischen
Ratte
Self-sustaining-status-epilepticus-
Modell

Sultiam

Synaptisches Vesikelprotein 2A
Dosierung, bei welcher bei 50%
der behandelten Individuen
toxische Wirkungen auftreten
Transkraniale Magnetstimulation
Thyreotropes Hormon
terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP nick-end
labeling

Zentralnervensystem
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8. Anhang

8.1. Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichem@ein in der elektronischen

Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.

8.2. Publikationen

Sulthiame but not levetiracetam exerts neurotoxicféect in the developing rat brain.
(D. Manthey S. Asimiadou, V. Stefovska, A.M. Kaindl, J. Famstler, C. lkonomidou, P.
Bittigau) Exp. Neurol. 06/2005

Protection with estradiol in developmental models foapoptotic neurodegeneration.
(S. Asimiadou, P. Bittigau, U. Felderhoff-Mueser,Manthey M. Sifringer, S. Pesditschek,
M. Dzietko, A.M. Kaindl, M. Pytel, D. Studniarczyl, W. Mozrzymas, C. Ikonomidou) Ann
Neurol. 08/2005

Antiepileptic drugs and the developing brain.
(A.M. Kaindl., S. Asimiadou, D. MantheW. v.d. Hagen, L. Turski and C. Ikonomidou
Cell Mol Life Sci. 01/2006
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