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Kurzreferat:

In Ratten des WAG/Rij-Stammes, einem Tiermodell der Absence Epilepsie, wurden unter
Neuroleptanalgesie mikroiontophoretische ~ Applikationen des klinisch —etablierten
Antiepileptikums ~ Ethosuximid in  thalamischen und kortikalen Kerngebieten
vorgenommen.

Wihrend spontaner Anfille wurde dessen Wirkung auf die anfallsbezogene
Nervenzellaktivitit untersucht. Somit konnte ein Wirkprofil der Substanz in
unterschiedlichen Hirnarealen erstellt werden.

Die Ergebnisse geben Grund zur Annahme, dass die Neuronen des Nucleus ventralis
basalis thalami und die des Reprisentationsareals des Kiefers im somatosensorischen
Kortex Zielstrukturen der klinisch beobachteten antiepileptischen Wirkung des

Ethosuximids sind.
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e DHB: Dehydrobenzperidol
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¢ FEEG: Elektroenzephalogramm

e EPSP: Exzitatorisches postsynaptisches Potenzial
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o GABA: Gamma-Amino-Buttersiure

e  GABA,: Subtyp A des GABA-Rezeptors

e  GABAy: Subtyp B des GABA-Rezeptors

e  GAERS: Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg

e GLU: Glutamat

e IPSP: Inhibitorisches postsynaptisches Potenzial

e I,;: Ein durch Hyperpolarisation aktivierter Kationenstrom

e [ T-Kalziumstrom

e LTS: Low-Threshold-Spike

e NLA: Neuroleptanalgesie

e NMDA: N-Methyl-D-Aspartat, ein Subtyp des Glutamatrezeptors
e NRT: Nucleus reticularis thalami

e  OP: Operation

e PBS: Phosphat-gepufferte Losung

e PETH: Peri-Event-Zeit-Histogramm

e S1: Primirer somatosensorischer Kottex

e S1-HL: Reprisentationsareal der Hinterextremitit im somatosensorischen Kortex
e S1-J: Reprisentationsareal des Kiefers im somatosensorischen Kortex
e SE: Standardfehler des Mittelwertes

e SWD: Spike-and-Wave-Discharge

e VB: Nucleus ventralis basalis thalami

e VL: Nucleus ventralis lateralis thalami

e VPM: Nucleus ventralis posteromedialis thalami

e VPL: Nucleus ventralis posterolateralis thalami

e  WAG/Rij: Wistar albino Glaxo rat of Rijswijk
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1. Einleitung

1.1. Epilepsie- Definition und Nosologie

Die Epilepsie ist definiert als paroxysmale Funktionsstérung des Gehirns infolge exzessiver
neuronaler Entladungen [2]. Es wird geschitzt, dass weltweit 50 Millionen Menschen an
dieser Erkrankung leiden bzw. finf Prozent der Bevélkerung einmal in ihrem Leben einen
epileptischen Anfall erleben. Damit handelt es sich bei diesem Krankheitsbild um die
zweithdufigste neurologische Erkrankung. Die grole Anzahl unterschiedlicher
Anfallsmuster hat dazu gefiihrt, dass die Internationale Liga gegen Epilepsie eine generelle
Einteilung ~ vorgeschlagen  hat.  Diese  gestaltet sich  folgendermaflen: 1.
Lokalisationsbezogene Anfille, 2. Generalisierte Epilepsien und Syndrome, 3. Epilepsien
und Syndrome unklarer Zuordnung und 4. Spezielle Syndrome [1]. Die vorliegende Arbeit
beschiftigt sich mit einer Anfallsform aus der Gruppe der generalisierten Epilepsien, der

sogenannten Absence Epilepsie oder auch Petit mal.
1.2. Absence Epilepsie

Die Absence Epilepsie zihlt zur Untergruppe der Generalisierten Epilepsien und wird
wiederum in vier Syndrome differenziert: die kindliche Form (engl.: childhood absence
epilepsy), die juvenile Form (engl.: juvenile absence epilepsy), die juvenile myoklonische
Epilepsie und die Epilepsie mit myoklonischen Absencen [46]. Diese Unterscheidung
beeinflusst zwar nicht die therapeutische Strategie, doch finden sich deutliche Unterschiede
beztiglich der Prognose [59].

Die Absence Epilepsie ist durch ein pathognomonisches elektroenzephalografisches
Muster charakterisiert. Es finden sich sogenannte Spike-and-Wave Entladungen (SWD),
die mit einer Frequenz von zwei bis vier Hertz bilateral synchron auftreten. Semiologisch
imponiert diese Anfallsart durch plétzlich einsetzenden Bewusstseinsverlust, der mit
milden tonischen, atonischen und/oder klonischen Komponenten sowie autonomen
Symptomen kombiniert sein kann [41;76;86;102]. Eigenanamnestisch werden die Anfille

als ,mentale Pause” oder ,,..den Faden vetlieren“ von den Patienten beschrieben.

Begleitend kénnen retropulsive Bulbusbewegungen und orale Automatismen auftreten [46].
Die Anfallsfrequenz ist abhingig vom Manifestationsalter. Wihrend die Patienten mit
juvenilen Absencen weniger als taglich Anfille haben, kénnen diese bei der kindlichen

Form mehrere hundert Mal pro Tag auftreten [59].
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Das Manifestationsalter der Absencen liegt zwischen sechs und acht Jahren fir den
kindlichen Typ, demgegentber tritt die juvenile Form in der Regel im Alter zwischen 10
und 16 Jahren erstmals auf. Uber die Geschlechtspriferenz gibt es in der Literatur
unterschiedliche Angaben. Wahrend einige Autoren diesbeziiglich eine identische Pravalenz
angeben, beschreiben andere ein Uberwiegen des weiblichen Geschlechts in einem
Verhiltnis von zirka 2:1 [46;75]. Aus epidemiologischen Studien ist bekannt, dass die
Inzidenz fiir Anfallsleiden bei Kindern und Jugendlichen bei zirka 50-100 pro 100.000
Einwohnern liegt. Bei einem Anteil der Absence Epilepsie von 10-15 % wird eine Inzidenz
von zirka 7 Fillen pro 100.000 Einwohnern geschatzt [37;38;74;75].

Aufgrund des guten Ansprechens auf Pharmakotherapie mit Erfolgsraten von bis zu 90 %
und des in der Regel benignen Verlaufs mit Spontanremissionen von 24 % anfallsfreien

Patienten nach 25 Jahren wird diese Anfallsform auch als Petit mal bezeichnet [45;74;75].

1.3. Die Pharmakotherapie der Absence Epilepsie

Ethosuximid (ESM) wurde 1958 als Nachfolger von Trimethadion fiir die Behandlung von
Absence Epilepsien zugelassen [11]. In mehreren klinischen Studien konnte die
Wirksamkeit von ESM und die Uberlegenheit gegeniiber anderen Antikonvulsiva in der
Behandlung reiner Absencen nachgewiesen werden [15;79]. Browne und Mitarbeiter
berichteten von einer 50-100 %igen Anfallskontrolle in 95 v. H. Fillen [12]. Zur
Behandlung reiner Absencen ist es daher Mittel der Wahl [73]. Bei Unvertriglichkeit kann
auf das Antiepileptikum Valproat ausgewichen werden, das eine etwa gleich gute
Wirksamkeit  bei  gréflerer Nebenwirkungsrate —zeigt [15;66;92]. Die  primire
Behandlungsstrategie bei der Absence Epilepsie besteht in der pharmakologischen
Monotherapie, wobei sowohl ESM als auch Valproat zur Anwendung kommen. Bei
unzureichender Anfallskontrolle ist die Kombinationstherapie aus ESM und Valproat eine
zusitzliche Therapicoption. AuBlerdem besteht die Moglicheit, Valproat mit geringen
Mengen Lamotrigin, einem Antiepileptikum der neuen Generation, zu kombinieren
[13;34;76;77]. In den sehr wenigen Fallen, in denen die Patienten auch auf diese Therapie
nicht ansprechen, koénnen Therapieversuche mit dem Karboanhydrasehemmer
Acetazolamid oder Benzodiazepinen, speziell Clonazepam, unternommen werden.

ESM ist ein Derivat aus der Familie der Succinimide mit einem Molekulargewicht von
141.2. Der pK, Wert der Substanz liegt bei 9.3. Die Wasserloslichkeit ist schlecht. Die
Angaben beziiglich der therapeutischen Serumspiegel variieren sehr stark und liegen

zwischen 175-900 umol/l, wobei in Einzelfillen bis zu 1250 umol/l zur Anfallskontrolle
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bendtigt wurden [96;119]. ESM wird rasch intestinal resorbiert und verteilt sich fast im
gesamten Korperwasser. Eliminiert wird es vorwiegend durch Oxidation, zirka 20 %
werden unverindert renal ausgeschieden.

Das Spektrum der Nebenwirkungen umfasst milde gastrointestinale Symptome wie
Ubelkeit, Erbrechen und Singultus. In wenigen Fillen wurde das Auftreten antinukleirer
Antikérper mit der Folge eines systemischen Lupus erythematodes beobachtet. Potenziell
lebensbedrohlich ist das sehr seltene Vorkommen einer Myelosuppression mit schwerer
Leukopenie [9;17;58;97].

Die Wirkweise von ESM war lange Zeit unbekannt. Mittlerweile gibt es widerspriichliche

experimentelle Befunde, die im Abschnitt 1.5. dargestellt werden.

1.4. Tiermodelle der Absence Epilepsie

Mit dem Ziel, die Atiopathogenese der Absence Epilepsie weiter zu untersuchen, wurden
in der Vergangenheit verschiedene Tiermodelle etabliert. Eine komplette Darstellung der
unterschiedlichen Modelle wiirde den Rahmen sprengen, daher sollen an dieser Stelle nur
jene zwei Modelle beschrieben werden, in denen die vorliegenden elektrophysiologischen
Untersuchungen stattgefunden haben.

Es handelt sich hierbei um zwei ingezlichtete Wistar-Rattenstimme: die Genetic Absence
Epilepsy Rats from Strasbourg (GAERS) und die Wistar albino Glaxo rat of Rijswijk
(WAG/Rjj), die sich durch das spontane Genetieren von SWD, dem typischen
elektroenzephalografischen Kennzeichen der humanen Petit mal, auszeichnen [109;116].
Im Verlauf der Ontogenese treten bei den Ratten spontan Anfille auf, die von SWD in
einer Frequenz von 7-11 Hz begleitet sind. Bei GAERS werden ab einem Alter von zirka
vier Monaten bei allen Tieren Anfille beobachtet, wihrend die WAG/Rij-Tiere erst im
Alter zwischen vier bis acht Monaten zu 100 % Absencen ausbilden. Hierbei gibt es keine
Unterschiede im Geschlecht [19;114]. Im Rahmen eines Anfalls zeigen die Tiere
Pendelbewegungen des Kopfes, eine gesteigerte Atemfrequenz und ein rhythmisches
Zucken der Vibrissen [65]. Typischerweise gehen der Synchronisation des EEG
rhythmische, gruppierte Nervenzellentladungen im somatosensorischen Kortex voraus (s.
Abbildung 1). Erwihnenswert ist, dass im WAG/Rij-Modell zwei unterschiedliche Arten
von SWD beobachtet werden, die sich in Frequenz und begleitenden Symptomen
unterscheiden [109]. AuBlerdem wurden in Experimenten an WAG/Rij unter
Neuroleptanalgesie SWD-Frequenzen zwischen fiinf und sechs Hertz beobachtet [43]. Im

Gegensatz zu anderen Modellen kénnen weder bei GAERS- noch bei WAG/Rij-Tieren
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neurologische Defizite oder Verhaltensauffilligkeiten beobachtet werden [113]. Eine
weitere Parallele zur humanen Absence ist die situative Abhingigkeit der Anfille. So wird
eine Hiufung im Rahmen von Zustinden entspannter Ruhe, beim Ubergang vom Wach-
zum Schlafzustand und umgekehrt sowie wihrend Schlafperioden mit synchronisiertem

EEG beobachtet [33;53].

VB st

\ T

S1-Jg | 100 pv

VB, | Bowv

EEGqg

EEG, 400 pv
~1s

Abb. 1: Darstellung der spontanen Entstehung eines Anfalls in GAERS bei simultaner Aufzeichnung von
EEG und neuronaler Aktivitit im Nucleus ventrobasalis (VB) und im Reprisentationsareal des Kiefers im
somatosensorischen Kortex (S1-]). Untere Spuren: EEG bilateral. Mittlere Spuren: Extrazellulire
Nervenzellaktivitit aus VB und S1-]. Obere Spuren: AusschnittsvergroBBerungen der Neurogramme. Die
vertikale Achsenskalierungen entsprechen denen der mittleren Spur.

Es wird deutlich, dass in S1-] rhythmische, gruppierte Entladungen auftreten, die der Synchronisation des
EEG in Form von SWD vorausgehen. Wihrend des Anfalls zeigt auch der VB SWD-korreliert
Burstentladungen. Die Ableitung des Neurogramms aus S1-J erfolgte mit einer hochohmigen bipolaren

Wolframelektrode.
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Bei der Untersuchung der pharmakologischen Charakteristika der Absence Epilepsie im
Tiermodell wurde evident, dass die klinisch etablierten Antiepileptka hier dhnliche
Wirkungen zeigten wie aus der klinischen Erfahrung bekannt: ESM, Valproat und das
Benzodiazepin Diazepam verminderten die Anfallsfrequenz, wohingegen Carbamazepin zu
einer Haufung der Absencen fiihrte [71;83]. Eine Ausnahme stellt hierbei Lamotrigin dar.
Wihrend es bei Patienten erfolgreich eingesetzt wird, hat es in WAG/Rij keinen Einflu3
auf die Haufigkeit der Absencen [110].

Genetische Untersuchungen an WAG/Rij konnten zeigen, dass 100% der Tiere der F1-
Generation von Kreuzungen zwischen WAG/Rij und nicht-epileptischen Ratten
epileptische Anfille ausprigten. Beztiglich der Hiufigkeit der Anfille wurden allerdings
gro3e Unterschiede beobachtet. Daher wird davon ausgegangen, dass bei Dominanz des
Merkmals ,,epileptisches Tier” einzelne Gene fir das Auftreten verantwortlich sind,
wihrend andere den Grad der Ausprigung kontrollieren [65;81;82].

Dutrch die Vielzahl der Ahnlichkeiten zwischen GAERS bzw. WAG/ Rij und der humanen
Absence Epilepsie sind die beiden erwidhnten Rattenstimme zu etablierten Tiermodellen

fir die Erforschung dieser Erkrankung geworden.

1.5. Stand der Forschung zur Atiopathogenese der Absence Epilepsie

Im Folgenden sollen die fiir diese Arbeit relevanten Ergebnisse von Studien anderer
Arbeitsgruppen dargestellt werden.

Erste elektrophysiologische Studien an einem Tiermodell der Absence Epilepsie wurden
mit dem Ziel durchgefiihrt, die am Anfallsgeschehen beteiligten Hirnregionen zu
identifizieren. In Experimenten mit chronisch implantierten Tiefenelektroden konnten
Vergnes und Mitarbeiter zeigen, dass im Rahmen von Anfillen SWD-dhnliche
Feldpotenziale in thalamischen Kernen auftreten. Hierbei blieben die Potenziale auf die
lateralen thalamischen Nuklei beschrinkt, wihtend sie in den medialen fehlten. Aulerdem
konnte eine Beteiligung des Hippocampus weitgehend ausgeschlossen werden [48;115].

In folgenden Studien wurde die Auswirkung der funktionellen Inaktivierung einzelner
Hirnregionen auf das Anfallsgeschehen untersucht. In GAERS wurden durch eine
Kallosotomie beide Hemisphiren getrennt. Von beiden Hirnhilften konnten weiterhin
SWD aufgezeichnet werden, die weitgehend unabhingig voneinander auftraten.
AnschlieBend wurden in verschiedenen Kerngebieten unilateral Lisionen erzeugt und

deren Folgen analysiert. Die Experimente fithrten zu dem Resultat, dass ohne den Kortex
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oder die Kerne des lateralen Thalamus die Generierung von SWD unmoglich waren. Die
Ausschaltung der medialen thalamischen Nuklei hingegen blieb ohne Konsequenz fiir die
Anfallsaktivitit. Es wurde geschlussfolgert, dass sowohl Kortex als auch die lateralen
thalamischen Kerne essenziell fir die Entstehung der pathologischen neuronalen Aktivitit
sind [112].

Eine spitere Untersuchung, in der raumlich umschriebene funktionelle Inaktivierungen
mittels des anorganischen Kalziumkanalblockers Kadmium im NRT und VB gesetzt
wurden, zeigte, dass der Injektion in den NRT eine vollstindige Suppression der SWD
folgte, wihrend bei Injektion in den VB lediglich eine Abnahme der SWD verzeichnet
wurde. Diese Resultate verdeutlichen die Wichtigkeit von Kalzium-abhingigen
oszillatorischen Eigenschaften des NRT, aber auch die Bedeutung des VB, der
offensichtlich einen verstirkenden Einfluf3 auf diese Oszillationen austbt [4].

Weitere elektrophysiologische Studien an Tieren des WAG/Rij Modells wutrden
durchgefiihrt, um die Unterschiede in der zeitlichen Kopplung der neuronalen Aktivitdt
thalamischer Kerne mit den SWD zu charakterisieren. Inoue und Mitarbeiter zeichneten
unter Neuroleptanalgesie (NLA) die extrazelluliren Aktivititen benachbarter Neurone
(multi-unit Aktivitit) nacheinander in unterschiedlichen thalamischen Strukturen auf. Es
zeigte sich, dass die Neuronen der spezifischen Relaiskerne Nucleus ventralis
posteromedialis (VPM), Nucleus ventralis posterolateralis (VPL) und Nucleus ventralis
lateralis (VL) in enger zeitlicher Kopplung vor der Spitzenkomponente (Spike) der SWD
im EEG in Form gruppierter Aktionspotenziale entladen, wohingegen der Nucleus
reticularis (NRT) sein Aktivititsmaximum kurz nach der Spitze der SWD aufweist.
Demgegentiber zeichneten sich die unspezifischen Kerngebiete (intralaminire Kerne)
durch ein tonisches Entladungsverhalten aus [44].

Simultane Aufzeichnungen neuronaler Aktivitit in verschiedenen Kerngebieten in GAERS
zeigten, dass den SWD im EEG rhythmische, gruppierte Entladungen kortikaler Neuronen
vorausgehen (s. Abbildung 1). Verzogert erfolgt eine Synchronisation thalamischer
Strukturen (VB, NRT, VL), die in enger zeitlich Kopplung mit der Spitzenkomponente der
SWD ecine schnelle Folge gruppierter Aktionspotenziale (Bursts) generieren. Hierbei
entladen die Neurone des VPM und VPL in Bezug auf den Spike der SWD zeitlich vor
dem NRT [95]. Das Entladungsverhalten der intralaminiren Kerne, das in einer Studie an
GAERS untersucht wurde, ist durch ein Maximum der neuronalen Potenziale zeitlich nach
der Spitze der SWD charakterisiert [94].

Die zahlreichen Untersuchungen zur Atiopathogenese der Absence Epilepsie konnten

bisher nicht nachweisen, dass nur ein einzelner Nervenzellverband als Fokus oder
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Entstehungsort der SWD verantwortlich ist. Vielmehr wird die Existenz eines neuronalen
Kreises aus Kortex und Thalamus postuliert, in dem die pathologische neuronale Aktivitit

entstehen soll (s. Abbildung 2) [28].

GLU GLU GLU

GABA

N GLU

Abb.2: Schematische Darstellung des neuronalen Kreises aus Nucleus ventrobasalis thalami (VB), Nucleus
reticularis thalami (NRT) und somatosensorischem Kortex (S1). Die Pfeile symbolisieren die synaptischen
Verbindungen. Der VB und S1 stehen iber glutamaterge (GLU) Neurone in reziproker monosynaptischer
Verbindung. Das Kerngebiet des NRT erhilt exzitatorische Afferenzen aus dem S1 und VB und sendet
GABAerge (GABA) Efferenzen zum VB. Die elektrophysiologische Interaktion der dargestellten Kerne wird
als essenziell fiir die Entstchung der Absence Epilepsie angenommen. Nicht dargestellt sind die Kerngebiete
motorischer Systeme, die auch an der Entstehung der pathologisch gesteigeren Nervenzellaktivitit beteiligt

sind.

Dabei werden reziproke Interaktionen zwischen VB, NRT und S1 angenommen [28;117]:
Die Zellen des NRT, der ein GABAerges Netzwerk im lateralen Thalamus bildet,
vermitteln Uber GABAjy-Rezeptoren eine lang anhaltende Hyperpolarisation der VB-
Neurone [60;99]. Dadurch wird ein spezieller Kalziumkanal deinaktiviert, der den T-
Kalziumstrom (L) leitet. Im Rahmen der Repolarisation der Membran wird I aktiviert und
fihrt zur Entstehung Kalzium-abhingiger Potenziale (engl.: Low-Threshold-Spike; LTS).
Diese triggern eine schnelle Abfolge Natrium-abhingiger Aktionspotenziale

(Burstentladung). Die Burstentladungen aktivieren tiber exzitatorische Efferenzen wieder
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die NRT-Neurone und starten damit den Zyklus erneut. Die resultierende rhythmische
Burstaktivitdt rekrutiert unter Vermittlung durch S1 weitere Neurone und kann sich als
propagierende Welle tiber das thalamokortikale Netzwerk ausbreiten [20;67].

Daneben scheint auch der Nucleus ventralis lateralis (VL), ein thalamischer Relaiskern, der
dem motorischen System zugerechnet wird und die Hauptverbindung zerebellirer Nuklei
zum motorischen Kortex herstellt, in diese Prozesse involviert zu sein [44;49;89;95;122].
Aufgrund der Ergebnisse unterschiedlicher in vitro-Studien, die zeigen konnten, dass ESM
den I, thalamischer Relaisneurone blockiert und zu einer Verminderung der
Aktionspotenziale innerhalb eines Bursts in thalamischen Schnittpriparaten fihrt, wurde
die I;-Blockade als zentraler Mechanismus der klinisch beobachteten antiepileptischen
Wirtkung von ESM angenommen [22-24;42;123]. Durch neuere Studien wird die
Beteiligung des I an der Entstehung der Absencen und die Blockade desselben durch
ESM allerdings in Frage gestellt (s. Diskussion) [55;88].

Ziel der vorliegenden Experimente war es, in einem etablierten Tiermodell der Absence
Epilepsie, den WAG/Rij-Ratten, die Wirkungen des klinisch etablierten Antikonvulsivums
Ethosuximid auf die anfallsbezogene Aktivitit thalamischer und kortikaler Neurone in vivo
zu untersuchen. Hierzu erfolgten in einer flachen Neuroleptanalgesie lokale

Wirkstoffapplikationen unter Verwendung der Mikroiontophorese.
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

In den Experimenten der vorliegenden Arbeit wurden Wistar-Ratten zweier
unterschiedlicher genetischer Absence Epilepsie Modelle verwendet: 1. Genetic Absence
Epilepsy Rats from Strasbourg (GAERS), 2. Wistar albino Glaxo rats of Rijswijk
(WAG/Rjj).

Die GAERS entstammen dem Département de Neurophysiologie et Biologie des
Comportements, Centre de Neurochimie Strasbourg und wurden im Institut fiir
Physiologie der Otto-von-Guericke-Universitit Magdeburg weiter ingeziichtet und
gehalten. Die WAG/Rij Ratten wurden kommerziell erworben (Hatlan-Winckelmann,
Borchen, Deutschland) und im Zentralen Tierstall der Medizinischen Fakultit gehalten.

Die Haltungsbedingungen waren fiir beide Tierstimme identisch: Hell-Dunkel-Zyklen von
jeweils zwolf Stunden Dauer, konstante Raumtemperatur (22°C) und freier Zugang zu
Futter und Wasser.

Zum Versuchszeitpunkt waren die Ratten zwischen 140 und 238 Tagen alt, und das
durchschnittliche Gewicht betrug 309 + 12 g (Mittel £ SE). Diese Charakteristika
entsprechen jenen einer jiingst publizierten Studie [101]. Es wurden nur solche Tiere in die
Studie eingeschlossen, die spontan Anfille generierten. Die Genehmigung zur
Durchfihrung dieser Tierversuche erteilte das Reglerungsprisidium Dessau (AZ 53a-

42502/2-028/5MD).

2.2. Operation

Zu Beginn des Versuches wurden die Tiere durch eine intraperitoneale Injektion von im
Mittel 42.8 + 2.29 mg/kg Pentobarbital (Sigma Chemical Co., St. Louis MO, USA), gelést
in physiologischer Kochsalzlosung, in eine tiefe Narkose versetzt. Hierdurch wurde eine
Operationstoleranz fiir mindestens zwei Stunden erreicht. Zur weiteren OP-Vorbereitung
wurden die Tiere in einen stereotaktischen Rahmen (David Kopf Instruments, Tujunga
CA, USA) eingespannt. Zuvor wurde in den dulleren Gehorgang Xylocain-Creme 2 %
(ASTRA GmbH, Wedel, Deutschland) eingebracht, um eine lokale Anisthesie zu erzielen.
Danach erfolgte die Freilegung der Kalotte, indem per Scherenschlag die Galea entfernt
wurde. Eine selten erforderliche Blutstillung wurde gegebenenfalls mit 5%iger

Wasserstoffperoxid Losung durchgefiihrt.



Material und Methoden 10

Um die Reproduzierbarkeit des operativen Eingriffs zu erhohen, wurde in allen
Experimenten der Schidel des Versuchstieres derartig in einem stereotaktischen Rahmen
fixiert, dass sich Lambda und Bregma, zwei anatomische Landmarken am kndochernen
Schidel, stets in gleicher horizontaler Ebene befanden.

Dann wurden anhand eines anatomischen Atlas [80] die Trepanationsorte festgelegt. Fiir
das Einsetzen der EEG-Elektroden wurden bilateral frontoparietal je zwei und zerebellar
eine Bohrung vorgenommen. Die Trepanation erfolgte mit einem konventionellen
Handbohrer mit einem Auflendurchmesser des Bohrkopfes von 0,8 mm. Hierbei blieb die
Dura intakt, um ein Austrocknen des Nervengewebes im Verlauf des Experiments zu
vermeiden.

Prioperativ wurden EEG-Elektroden angefertigt, indem ein Silberdraht von 0,25 mm
Durchmesser tiber einem Bunsenbrenner geschmolzen wurde, bis sich einseitig eine zirka
0,8 mm dicke Kugel formte. AnschlieBend wurden die EEG-Elektroden tber die
vorbereiteten frontoparietalen Bohrlécher auf die Dura mater aufgesetzt und mit
Zahnzement (Paladur, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim/Ts, Deutschland) an der

Schideloberfliche befestigt. Eine Referenzelektrode wurde zerebelldr gleichartig platziert.

Zur Ableitung neuronaler Aktivitit in den thalamischen Kernen des Nucleus ventralis
basalis (VB), des Nucleus venralis lateralis (VL) und des Nucleus reticularis thalami (NRT)
sowie den Reprisentationsarealen des Kiefers und des Hinterlaufes des
somatosensorischen Kortex (S1-J, S1-HL) waren Trepanationen an unterschiedlichen
Stellen des Schidels erforderlich. Die hierzu verwendeten Koordinaten kénnen der Tabelle

1 enthommen werden.

Ableitort Janterior/posterior| medial/lateral dorsal/ventral
VB -3,0 3,3 5,5
VL -1,8 1,8 6,0
NRT -1,3 1,9 5,8
S1-J 1,0 4,3 1,6
S1-HL -1,3 1,9 1,6

Tab. 1: Koordinaten fiir das Vorbringen der Ableitkapillare an die jeweiligen Ableitorte.

Angaben in mm mit Bezug auf Bregma, Mittellinie und Gehirnoberfliche.
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Die Inzision der Dura mater erfolgte unter Benutzung eines spitzen Hikchens jeweils
unmittelbar bevor die Glaskapillare zur Ableitung abgesenkt wurde. Die Operationsdauer
betrug in der Regel weniger als eine Stunde.

Wiahrend des gesamten Experiments wurde die Korpertemperatur des Tieres rektal
gemessen und unter Verwendung einer Regeleinrichtung (Temperature Constanter L/M-
00, List Electronic, Darmstadt, Deutschland) im Bereich zwischen 36,3° C und 38,3° C
gefiihrt.

2.3. Versuchsablauf

2.3.1. Neuroleptanalgesie

Wie bereits ausgefiihrt, erfolgten alle operativen MalBnahmen in einer tiefen
Pentobarbitalnarkose, unter der eine ausreichende Anaesthesie und Analgesie erzielt
werden konnte. In dieser tiefen Barbituratnarkose entwickelten die Tiere aber keine
Absencen, so dass fur den weiteren Verlauf des Experiments die Neuroleptanalgesie
(NLA) als Narkoseform gewihlt wurde.

Fir das Erreichen eines ausreichenden Wirkspiegels der NLA wurden gegen Ende der
operativen Mafinahmen unter dem Abklingen der Barbituratnarkose insgesamt funf- bis
sechsmal in konstanten Zeitintervallen von 15 Minuten intraperitoneale Injektionen von
0.01 mg Fentanyl (Iml enthilt 0.05 mg Fentanyl; Janssen-Cilag, Neuss, Deutschland und
CuraMed, Karlsruhe, Deutschland) sowie 0.75 mg Droperidol (DHB; 1ml enthilt 2.5mg
Droperidol; Dehydrobenzperidol, Janssen-Cilag, Neuss, Deutschland) vorgenommen.
AnschlieBend wurde die Dosis um die Halfte reduziert, ohne dabei die Zeitintervalle zu
verlingern, um den Status einer flachen Anisthesie bei sicherer Analgesie zu erreichen. Die
Menge der applizierten Neuroleptika und Anaesthetika wurde insofern variiert, als dass das
Tier einerseits die invasive Prozedur und die Immobilisierung tolerierte, andererseits die
Krampfschwelle nicht so weit heraufgesetzt wurde, dass keine Anfille generiert wurden.
Anhand des Synchronisationsgrades des EEG sowie der Reaktionen des Tieres auf
schmerzhafte Stimuli geringer Intensitit an den Hinterldufen war zu jeder Zeit eine gute
Beurteilung der Narkosetiefe gewihrleistet. Die Dosierungen mussten individuell gestaltet
werden, um einen stabilen Zustand fur die Ableitung der Nervenzellaktivitit bei
ausreichender Narkosetiefe herzustellen.

Fur die Tiere des WAG/Rij Stammes ergab sich eine mittlere Dosierung von 0.05 + 0.006
mg/kg*h Fentanyl und 5.36 = 0.30 mg/kg*h DHB (Mittelwert = SE). Die Menge des
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applizierten  DHB st  vergleichbar  mit den  Dosierungen in  anderen
mikroiontophoretischen Studien in WAG/Rij, wihrend die Fentanyl-Dosierung um den

Faktor 2 geringer ist [101].

2.3.2. Herstellung der Ableitelektroden

Die Ableitung von extrazellulirer Nervenzellaktivitit und die Applikation des Wirkstoffes
wurde mittels mehrlumiger Borosilikat-Glaskapillaren vorgenommen (5-lumige Kapillaren:
Hilgenberg, Malsfeld, Deutschland; 7-lumige-Kapillaren: World Precision Instruments Inc.,
Sarasota, FL, USA). Die Herstellung der Kapillaren aus den Rohlingen erfolgte in mehreren
Fertigungsschritten (s. Abbildung 3).

Zunichst wurden die Rohlinge in einen Vertikalpuller —(Narishige puller, Narishige
Scientific Instruments Lab., Tokyo, Japan) eingespannt und unter hoher lokaler
Hitzeeinwirkung (Heizspirale) durch Gewichte in Liangsrichtung ausgezogen. In einem
anschlieBenden zweiten Durchgang mit noch hoherer Heiztemperatur wurde der untere
Teil der Kapillare vom oberen durch den Schmelzvorgang und die vertikale
Gewichtseinwirkung abgerissen, so dass am oberen Teil eine lang ausgezogene, sich rasch
verjungende Spitze entstand. Um die ideale Konfiguration dieser Spitze zu erhalten, wurde
sie unter binokularer mikroskopischer Kontrolle (Mikroskop Modell 102; Nikon, Tokyo,
Japan) unter Zuhilfenahme eines Mikromanipulators (Narishige Scientific Instrument Lab.,
Tokyo, Japan) gegen einen Glasstab zurtickgebrochen. SchlieBlich betrug der dullere
Durchmesser an der Spitze der Kapillaren zwischen 10 und 15 um.

Die charakteristische Form der lang ausgezogenen Spitze mit geringem Auflendurchmesser
gewihrleistete die geringstmogliche Verletzung von Nervengewebe bei der Penetration des

Rattengehirns.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Herstellung von Ableitelektroden. A) Herstellung der
Ableitelektroden in zwei Fertigungsschritten. Der Rohling einer 5-lumigen Borosilikat-
Glaskapillare wird in Schritt 1 unter lokaler Hitzeeinwirkung durch ein Gewicht vertikal
ausgezogen. In Schritt 2 rei3t der untere Teil der Kapillare unter erneuter Hitzeeinwirkung ab,
und nach Rickbrechen gegen einen Glasstab entsteht die lang ausgezogene Spitze mit
AuBendurchmessern von 10-15 um. B) AusschnittsvergréBerung der Kapillarenspitze. C)
Aufsicht auf den Querschnitt der 5- und 7-lumigen Glaskapillaren.
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2.3.3. Ableitung von EEG und Nervenzellaktivitit

Die bilaterale Erfassung des EEG erfolgte mittels selbstgefertigter Silberballelektroden, die
an einen Differenzialverstirker (DPA 2F, npi electronic GmbH, Tamm, Deutschland)
angeschlossen waren. Das EEG wurde 2000 fach verstirkt und nachfolgend gefiltert:
Hochpass 3 Hz, Tiefpass 30 Hz.

Die Nervenzellaktivitit wurde tber eine Kapillare der mehrlumigen Ableitelektroden
registriert, die mit einer 0.5 M (seltener 0.6 M) Natrium-Acetat-Losung gefiillt waren. Die
Signale wurden 10.000 fach verstirkt (EXT 20 F, npi electronic GmbH, Tamm,
Deutschland) und gefiltert: Hochpass 100 Hz, Tiefpass 10 kHz.

CED |— PC

(__‘ AMP |

NC VCR

Abb. 4: Blockdiagramm zur Versuchsanordnung. Die Ableitkapillare war mit dem Verstirker (AMP)
verbunden. Die Daten wurden dann tUber einen Neurocorder (NC) einem Videorecorder
(VCR) als Speichermedium zugeleitet. Parallel erfolgte die Analog-Digital-Wandlung per
A/D Interface (CED) und Speicherung mit einem Personal-Computer (PC).

Die analogen Signale wurden zum einen via Neurocorder (DR-890, NeuroData,
Instr.Corp., Delaware Water Gap PA, USA) ecinem Videorecorder, zum anderen nach
Passage des A/D-Interface CED 1401plus (Cambridge Electronic Design, UK) einem
Personal Computer zugefiithrt (s. Abbildung 4). Am PC erfolgte unter Nutzung der Spike 2
Software (Cambridge FElectronic Design, Cambridge, UK) die Messwertaufnahme, die

Speicherung und die offline-Bearbeitung der Daten.
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2.3.4. Mikroiontophoretische Applikation von Ethosuximid

Die zur mikroiontophoretischen Applikation verwendeten Wirkstofflosungen wurden an
jedem Versuchstag neu hergestellt. ESM (Sigma Chemical Co., St. Louis MO, USA) wurde
in bidestilliertem Wasser gelost, um Losungen in Konzentrationen von 0.5 M und 0.75 M
zu erhalten. Durch Zugabe von 1 M Salzsiure in geringen Mengen wurde die ESM-Losung
auf einen pH von 3.4 - 3.6 eingestellt. Da der pk,-Wert von ESM bei 9.3 liegt, konnte eine
weitgehende Ionisierung angenommen werden.

Zur Ableitung der Nervenzellaktivitit und zur Applikation der Wirkstoffe standen 5- bzw.
7-lumige Borosilikat-Glaskapillaren zur Verfigung. Die einzelnen Lumina wurden unter
Verwendung einer Injektionsnadel mit folgenden Stoffen luftblasenfrei befillt: (1) ESM 0.5
M, 2) ESM 0.75 M, (3) und (4) jeweils Natrium-Azetat 0.6 M als Ableit- und
Balancemedium, (5) Chicago-Sky-Blue B6 in 0.5 M Natrium-Azetat-Lésung als Farbstoff.
Das Balancemedium diente dazu, die durch die Ejektions- und Retentionsstrome der
Mikroiontophorese applizierten Ladungstriger auszugleichen.

Der Kontakt zwischen dem entsprechenden Lumen der Glaskapillare und dem
Vorverstirker des EXT-Verstirkers bzw. der Mikroiontophoreseeinheit (Neuro-Phore-
BH-2, Medical Systems Corp., Greenvale NY, USA) wurde tiber Silberdrihte sichergestellt.
Bevor die Ableitelektrode in das Gehirn des Versuchstieres eingefiihrt wurde, erfolgte die
Einstellung der Retentions- und Ejektionsstrome. Fir ESM wurden Retentionsstrome von
—20 nA gewihlt, um ein unkontrolliertes Ausstromen von Wirkstoff zu verhindern. Die
Ejektionsstrome variierten zwischen 40 und 120 nA. Die durch diese Stréme entstandene
Ladungsumverteilung wurde durch die Mikroiontophoreseeinheit automatisch durch
simultane Applikation entgegengesetzter Stréme ausgeglichen.

AuBlerdem wurden die Ausgangswiderstinde der Kapillaren tiberprift, die in der Regel im
Bereich von 20-80 MOhm rangierten. Somit war im Verlauf des Experiments eine
orientierende  Kontrolle des  Zustands der  Ableitelektrode  moglich.  Bei
Ausgangswiderstinden grofler als 120 MOhm wurden die Glaskapillaren ausgetauscht, da
eine addquate Austreibung des ESM nicht mehr sicher gewiahrleistet war.

Die Glaskapillare wurde mit Hilfe eines elektronischen Mikromanipulators (David Kopf
Instruments, Tujunga CA, USA) an den gewiinschten kortikalen bzw. thalamischen
Ableitort positioniert. Es wurden Neurone untersucht, deren Entladungen mit den SWD
im EEG zeitlich korrelierten. Wenn die SWD-Haiufigkeit ausreichend grof3 und tber einen
lingeren Zeitraum stabil war und nach der letzten intraperitonealen Injektion von

Droperidol oder Fentanyl mindestens zwei Minuten vergangen waren, wurden zunichst
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Neurogramm und EEG wihrend einer einminiitigen Kontrollphase vor Substanzgabe
aufgezeichnet. So sollte einerseits der FEinfluB3 intrinsischer Mechanismen auf die
Anfallsaktivitit und andererseits Verdnderungen derselben durch die Narkosetiefe

minimiert werden.

ESM ‘ 50 nA

VB, | 80 v
EEGg 500 pV
EEG, | 500 v

100s

Abb. 5: Darstellung eines Datenfiles mit Kontrollphase, ESM-Applikation und Erholung. Obere Spur:
Retentions- und Ejektionsstrom. Fir die Substanzgabe wurde ausgehend von einem Retentionsstrom
von —20 nA der Ejektionsstrom iiber 70 nA und 90 nA auf 120 nA erhéht. Zweite Spur: Neurogramm
aus ventrobasalem thalamischem Kern (VBy). Deutliche Abnahme der neuronalen Aktivitit wihrend
und unmittelbar nach ESM-Applikation mit anschlieBender Erholung (durch Pfeile markiert). Untere
Spuren: rechtes und linkes EEG.

Darauthin  erfolgte  die  Beeinflussung  der  neuronalen — Aktivitdit  mittels
mikroiontophoretischer Applikation von ESM.. Die Applikationsdauer der Substanz betrug
mindestens 60 Seckunden, in einigen Experimenten mehrere Minuten. Nach der
Applikation wurde die Erholungsphase aufgezeichnet. Ein solcher Versuchsabschnitt

wurde im Computer als Datenfile gespeichert und spiter offline ausgewertet

(s. Abbildung 5).
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Gegen Ende des Versuches bzw. bei Verinderung der Elektrodenposition wurde zur
spateren Verifikation des Ableitortes eine Farbstoffmarkierung vorgenommen. Unter
Verwendung eines Reizgerites (Stimulator 1- Typ 215/1, Hugo Sachs Elektronik, Match-
Hugstetten, Deutschland) wurde der Farbstoff Chicago Sky Blue B6 (Sigma Chemical Co.,
St. Louis MO, USA) iontophoretisch in das Hirngewebe ausgetrieben. Hierzu wurden 30-
40 Rechteckimpulse mit der Dauer 3 s und dem Grundrhythmus 1/6 s sowie einer
Amplitude von 0.3 mA (im Einzelfall bis zu 10 mA) appliziert. Vor dieser Reizung wurde
dem Tier 0.01 mg Fentanyl verabreicht, um eventuelle Auswirkungen des Stromes auf die
Schmerzempfindung zu unterdriicken.

Zur Beendigung des Experimentes wurden die Tiere durch eine Uberdosis Pentobarbital
(150 mg/kg i.p.) getotet. Das Eintreten des Todes wurde anhand des Nulllinien-EEG und
Aussetzen der Spontanatmung festgestellt.

Um das Gehirn einer histologischen Aufarbeitung zuzufithren, wurde die Ratte zunichst
dekapitiert. Dann wurde die Kalotte mittels chirurgischer Pinzette entfernt. Das Zerebrum
inklusive Zerebellum wurden unter Verwendung eines scharfen Loffels nach Hemingway
aus dem knochernen Schidel gelost, nachdem simtliche Hirnnerven durchtrennt worden

waren. Das Gehirn wurde fiir eine Woche in 4 % Formalin in PBS (pH 7.4) kihl gelagert.

2.3.5. Histologische Aufarbeitung

Nach einw6chiger Aufbewahrung in Paraformaldehydlésung wurden die Gehirne in 30
%ige Sucroselosung getaucht und fur weitere drei Tage aufbewahrt. Es folgte die
Anfertigung 40 um dicker koronarer Kryoschnitte und deren Fiarbung mit Kresylviolett.

Die Farbstoffmarkierungen dienten der Verifikation der Ableitorte und waren eine
unabdingbare Voraussetzung fiir den Finschluss der Ergebnisse des jeweiligen
Experimentes in die statistische Analyse. Als Referenz diente wiederum der Atlas von

Paxinos und Watson [80].
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2.4. Rechnergestiitzte Datenanalyse

Die Datenanalyse erfolgte mit dem Ziel, eine Aussage beztglich der Wirkung von ESM auf
die SWD-bezogene neuronale Aktivitit in unterschiedlichen thalamischen und kortikalen
Kerngebieten zu treffen. Hierzu wurde das Spike 2 Software-Paket (Cambridge Electronic

Design, Cambridge, UK) verwendet.

2.4.1. Rauschanalyse

Fir die Analyse extrazellulir aufgezeichneter Nervenzellaktivitit ist eine Unterscheidung
zwischen neuronalen Potenzialen und dem technischen Rauschen (Spike-Detektion)
notwendig. Im Rahmen der Spike-Detektion werden Schwellenwerte festgelegt, die von
den Signalen tberstiegen werden mussen, um als neuronale Aktivitit bewertet zu werden.
Um fur die gesamte Phase eines Experimentes einen einheitlichen Schwellenwert
verwenden zu konnen, ist es erforderlich zu priifen, ob sich das Rauschniveau in der
Kontrollphase von dem wihrend Substanzapplikation unterscheidet.

Die Rauschanalyse wurde mit der Spike 2 Software durchgefithrt. Die Untersuchung
erfolgte an Neurogrammen des VB (n=06), des NRT (n=4) und des S1-HL (n=4). Die
Kontroll- und Applikationsphase wurden jeweils in fiinf gleich groB3e Abschnitte unterteilt.
Dann wurde aus jedem dieser Abschnitte ein 200 ms langes Intervall, das keine
Summenaktionspotenziale enthielt, willkiirlich ausgesucht (s. Abbildung 6). Diese
Zeitintervalle wurden durch die Analyse-Software in zehn 20 ms lange Sequenzen
unterteilt. Aus der Abtastrate von 10 kHz ergab sich, dass jeder dieser Sequenzen 200
Spannungswerte zugeordnet wurden, aus welchen die Varianz berechnet wurde. Aus den
somit gewonnenen zehn Varianzen aus zehn Sequenzen wurden Mittelwert und
Standardabweichung berechnet. Fur jeden zuvor ausgewihlten Abschnitt wurde analog
verfahren und aus den funf Varianzmittelwerten erneut das Mittel berechnet und als
Niveau fir den Rausch festgelegt.

In keinem der untersuchten Hirngebiete bestand ein signifikanter Unterschied in der Hohe
des Rauschs unter Kontroll- bzw. Applikationsbedingungen (Wilcoxon-, T-Test; s.
Tabellarischer Anhang, Tabellen A-C).
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Rauschanalyse. A) Neurogramm mit Summenaktionspotenzialen.
Zwischen den Potenzialen liegt ein 200 ms langes Intervall ohne Entladungen, dass in 10 Abschnitte a 20 ms
unterteilt wurde. B) VergroBerte Darstellung des Neurogramms. Die Kreise markieren die in die
Rauschanalyse einbezogenen Spannungswerte. Insgesamt wurden fiir jeden 20 ms langen Abschnitt 200
Werte gespeichert. C) Berechnung der Varianz aus 200 Werten. D) Berechnung des Mittelwertes aus 10

Varianzen der unterschiedlichen Abschnitte. Nicht dargestellt ist die Mittelwertsberechnug fiir die zuvor

ausgesuchten funf Zeitabschnitte.

2.4.2. Erfassung SWD-bezogener Nervenzellaktivitit

Zur weiteren Datenanalyse wurden das Neurogramm und das EEG einer
rechnergestiitzten Spike-Detektion zugefiihrt. Dabei kamen 2zwei unterschiedliche
Methoden zur Anwendung, die sich im wesentlichen in der Festlegung des Schwellenwertes
unterscheiden.

Die Analyse nach Methode A basiert auf der Detektion von Summenaktionspotenzialen

anhand ihrer Amplituden. Summenaktionspotenziale mit einer Amplitude, deren Betrag

dem zuvor vom Untersucher festgelegten Spannungswert A (in uV) gleich oder grofer
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sind, werden identifiziert und der Zeitpunkt des Amplitudenmaximums durch ein digitales
Signal in einem separaten Analysekanal markiert (s. Abbildung 7A). Um moglichst alle

Entladungen in die Analyse einzuschlieBen, wurde der Betrag des erforderlichen

Amplitudenaufstrichs A bei Methode A so gering gewihlt, dass alle gerade den Rausch
Ubersteigenden Amplituden detektiert wurden. Da die Hohe des Rauschniveaus durch die
Substanzapplikation unbeeinflusst bleibt (s. 2.4.1.), konnten die neuronalen Potenziale
durch Festlegung eines einzigen Spannungswertes sicher vom Rausch abgetrennt werden.
Der Detektionsalgorithmus von Methode B beruht auf der standardisierten Festlegung
eines Schwellenwertes (in uV). In der vorliegenden Studie wurde der Schwellenwert zehn
Prozent tiber den in der Rauschanalyse ermittelten Spannungswert gelegt (s. 2.4.1.). Der
Zeitpunkt der Uberschreitung des Schwellenwertes durch das Potenzial wurde in
digitalisierter Form im Analysekanal gespeichert (s. Abbildung 7B).

Beide Methoden wurden exemplarisch miteinander verglichen. Hierzu wurden drei
Datenfiles aus dem VB und einer aus S1-HL ausgewertet und Peri-Event-Zeit-
Histogramme (PETH) erstellt.

Die mittlere Verminderung der SWD gekoppelten Nervenzellaktivitit durch ESM im VB
betrug nach Analyse mit Methode A 37,7 % gegentiber 37,3 % bei Auswertung mit
Methode B. Dieser Unterschied war statistisch nicht signifikant (s. Tabelle 2; Abbildung
7C,D). Gleiches gilt fir die Auswertung der Daten aus der Region S1-HL. In der
vorliegenden Studie fand fir die Spike-Detektion Methode A Anwendung, die in eine
Software-Routine der Spike 2-Software integriert ist.

Die Spike-Detektion fir das EEG vetlief prinzipiell gleichartig wie in Methode A.
Zunichst wurden durch eine Software-Routine fir alle SWD, die mindestens eine
definierte Amplitude aufwiesen, in einem separaten Kanal digitale Signale gespeichert. Die
Amplitude des Spikes der SWD musste mindestens dreimal so grof3 sein wie die
Amplituden des EEG-Hintergrundmusters. Die SWD wurden zum Zeitpunkt des

Maximums der Spitzenkomponente der SWD markiert.



Material und Methoden 21

A .' B =
407 T 407
& 3
m 07 m T
© A (nV) @ 0
-40~ - -40~
C
Methode A
Methode B
D

VB, MW MW 50 pv

50 ms

Methode A
Methode B

VB, 50 pV

2ms

Abb. 7: Vergleich der beiden Auswertmethoden zur Spike-Detektion. A) Methode A. Analysekanal mit
digitaler Markierung (obere Spur) und schematische Darstellung eines Summenaktionspotenzials. Die
Amplitudenhéhe A (in pV) des Summenaktionspotenzials ist das entscheidende Kriterium fiir die Detektion.
Das digitale Signal markiert das Maximum des Potenzials. B) Methode B. Darstellung wie in A). Die
Uberschreitung des Schwellenwertes fithrt zur Spike-Detektion. Das digitale Signal markiert den Zeitpunkt
der Uberschreitung des Schwellenwertes. C) Originalregistrierung aus VB. Analysekanile fiir beide Methoden
(obere Spuren), Neurogramm (untere Spur). D verweist auf die Ausschnittsvergroferung in D). Die beiden
Methoden zeigen keinen quantitativen Unterschied in Bezug auf die detektierten Signale. D)
Auschnittsvergréferung aus C). Analysekanile (obere Spuren), Neurogramm (untere Spur). Eichbalken 50uV.

Die Zahl der detektierten Amplituden ist gleich, lediglich die zeitliche Korrelation ist verschieden.
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Wirkung A (%)

Ort File K ESM K ESM A B
1203 5,43 | 3,40 | 5,07 | 2,80 -37,4 -44.,8
1516 7,17 | 5,88 | 4,18 | 3,27 -18,0 -21,8
VB 0412 3,47 | 1,47 | 4,41 | 2,41 -57,6 -45.,4
Mittelwert] 5,36 | 3,58 | 4,55 | 2,83 -37,7 -37,3

S1-HL 4407 4,42 | 4,83 | 4,21 | 4,57 9,3 8,6

Tab. 2: Vergleich der Auswertmethoden A und B fiir Ableitungen aus Nucleus ventralis basalis thalami (VB)
und somatosensortischem Kortex (S1-HL). Die Zahl der Entladungen pro SWD (dis/SWD) sind fiir
die Kontrollphase (K) und eine Abschnitt der Substanzgabe (ESM) aufgetragen. In den beiden
rechten Spalten wurde die relative Wirkung (berechnet in % vom Ausgangswert) errechnet. Die

Unterschiede sind statistisch nicht signifikant.

2.4.3 Erfassung der Wirkung von Ethosuximid auf die SWD-bezogene Nervenzellaktivitit

Die Auswertung der Befunde zur auf die SWD-bezogene

ESM-Wirkung
Nervenzellaktivitit erfolgte unter Verwendung von PETH. Die Konstruktion von PETH
dient der zeitlichen Auftragung und Darstellung zweier in Abhingigkeit voneinander
auftretender Ereignisse. In der vorliegenden Studie wurden die Summenaktionspotenziale
aus dem jeweiligen Ableitort dem Maximum der Spitzenkomponente der SWD im EEG
zeitlich zugeordnet. Das Zeitintervall wurde auf 80 ms vor und nach dem Maximum der
Spitzenkomponente der SWD im EEG begrenzt. Das Maximum entsprach somit dem

Zeitpunkt 0. Die registrierten Potenziale wurden in 54 Klassen von jeweils 3 ms Dauer

eingeordnet und summiert (s. Abbildung 8).
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Abb. 8: Konstruktion eines Peri-Event-Zeit-Histogramms. A) Originalregistrierung mit Neurogramm aus VL
(obere Spur) und EEG (untere Spuren). Im oberen Teil der Abbildung Darstellung der Markerkanile mit den
digitalen Markierungen aus der Spike-Detektion fiir das Neurogramm und das EEG. Zur Konstruktion der
PETH werden die VL.-Marker dann je nach ihrem zeitlichen Auftreten in Bezug auf den EEG-Marker einer
Klasse zugeordnet und summiert. Die gestrichelte Linie markiert das Maximum der Spitzenkomponente der
SWD im EEG, also den Zeitpunkt 0. B) PETH aus diesem Experiment, fiir das 127 SWD analysiert wurden.
Jedes Potenzial, das im Zeitintervall + 80 ms auftrat, wurde der entsprechenden Klasse zugeordnet. Der Saum
an Aktivitdt, der an den Rindern der PETH sichtbar ist, entspricht iiberwiegend dem technischen Rauschen.

C) SWD durch Signalmittelungsverfahren aus 127 Zyklen.
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Die PETH stellen eine etablierte Methode dar, anfallsbezogene neuronale Aktivitit zu
untersuchen [41;90;91;97]. In der vorliegenden Arbeit wurde anhand von PETH die
Wirkung des Antiepileptikums ESM auf thalamische und kortikale Neurone charakterisiert.
Dazu wurden PETH fiir die verschiedenen Abschnitte eines Experimentes konstruiert und
miteinander verglichen. Als Ausgangswert wurde die SWD-bezogenene Nervenzellaktivitit
in der Kontrollphase unmittelbar vor Beginn der Substanzgabe errechnet. Die Phase der
Substanzapplikation wurde zur Analyse in fiinf (im NRT in drei) Zeitabschnitte unterteilt.
Unmittelbar anschlieSend folgte die Erholungsphase. Es muss herausgestellt werden, dass
in einem Experiment fiir jeden Zeitabschnitt die gleiche Zahl an SWD zur Konstruktion
der PETH verwendet wurde. In jedem Abschnitt wurde die Zahl der Entladungen durch
die Zahl der SWD im EEG dividiert. Dadurch wurde einerseits der zeitliche Bezug der
Entladungen zur SWD hergestellt und andererseits eine Normierung der anfallsbezogenen
Nervenzellaktivitit erreicht. Dieses Vorgehen ermdglichte sowohl den interindividuellen
Vergleich der neuronalen Entladungen als auch die Gegentiberstellung der an
verschiedenen Hirnstrukturen erhobenen Daten. Als Parameter der anfallsbezogenen
Nervenzellaktivitit entstand somit der Wert Entladungen pro SWD (dis/ SWD,).

Die relativen Verinderungen der neuronalen Aktivitit in Zeitabschnitt E2 und die
maximalen relativen Verinderungen wurden fir das jeweilige Kerngebiet berechnet und
den Ergebnissen aus den anderen untersuchten Hirnstrukturen —statistisch
gegeniibergestellt. Dadurch konnte die differente ESM-Wirkung auf unterschiedliche

Kerngebiete charakterisiert werden.
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2.5. Statistik und Grafik

Alle statistischen Analysen wurden mit den Software Programmen Microsoft Excel 97 und
GraphPad Prism, Version 2.01 ( GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) durchgefiihrt.
Zum Einsatz kam der zweiseitige Zweistichprobentest nach Wilcoxon. Als

Signifikanzniveau wurde p < 0.05 gewihlt. In den Abbildungen sind die Signifikanzniveaus

mit * fur p <0.05, ** fir p <0.02 und *** fiir p < 0.001 gekennzeichnet. Die Angaben
Uber die Gruppengroflen sind dem Abschnitt Ergebnisse zu entnehmen.

Fir das Erstellen der Grafiken (PSTH, Blockdiagramme) fand die Software GraphPad
Prism Version 2.01 Anwendung.

Bedingt durch die Vielzahl der abgegriffenen Parameter und durch die zur Anwendung
gekommenen hohen Abtastraten erreichten die abgespeicherten Files eine Grofie im
Bereich von Megabyte. Deswegen wurden Wechselplatten vom Typ Zip 250-10MEGA als
zusatzliche Speichermedien verwendet. Die analogen Rohdaten wurden auf Videoband

gespeichert.
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3. Resultate

3.1. Verinderungen der Nervenzellaktivitit durch Ethosuximid im Nucleus

ventralis basalis thalami (VB)

In zehn Versuchstieren des WAG/Rij-Stammes wurden elf mikroiontophoretische ESM-
Applikationen an  Zellverbinden des ventrobasalen thalamischen Kerns (VB)
vorgenommen (n=11; Tabellarischer Anhang, Tab. D). Die neuronale Aktivitit wurde in
neun Fillen im VB der rechten und zweimal im VB der linken Hirnhilfte aufgezeichnet
und hinsichtlich der Wirkung von ESM getestet. Die mittlere ESM-Konzentration lag bei
0.66 £0.06 M (Mittel £ SE). Zum Austreiben des Wirkstoffs aus der Kapillare wurden
Ejektionsstrome im Bereich von 12.5 bis 120 nA verwendet. Im Anhang findet sich eine

tabellarische Darstellung der Daten.

KONTROLLE ESM ERHOLUNG

N

VB, MMMMMWMWW O it oo
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Abb. 9: SWD-bezogene neuronale Aktivitit im Nucleus ventralis basalis (VB) vor, wihrend und nach
Applikation von ESM. Darstellung einzelner Versuchsabschnitte mit Neurogramm des VB und einer EEG-
Spur. Die Einsatzfiguren sind 2 ms lange Ausschnittsvergro3erungen des Neurogramms. Unter ESM-
Applikation konnte eine deutlich reduzierte Zahl neuronaler Entladungen beobachtet werden, die nach Ende

der Ejektion wieder anstiegen.

In den hier vorgestellten Experimenten zeigten die VB-Neurone ein Entladungsverhalten,
das durch eine Abfolge gruppierter Aktionspotenziale (Bursts) in enger zeitlicher Kopplung
zur Spitzenkomponente der SWD im EEG charakterisiert war. Diese Beobachtungen

entsprechen jenen anderer Arbeitsgruppen an Tieren des WAG/Rij-Stammes [44;101].
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Wihrend mikroiontophoretischer ESM-Applikation zeigte sich eine deutliche Reduktion

der SWD-bezogenen Entladungen (s. Abbildung 5 und 9).
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Abb. 10: Darstellung der Datenbearbeitung von der Originalregistrierung bis zum Peri-Event-Zeit-
Histogramm (PETH). A) Originalregistrierung des Neurogramms im VB und EEG. Obere Spur:
Neurogramm, untere Spur: EEG rechts. Dariiber Markerkanile fir VB und EEG mit durch die Spike-
Detektion gewonnenen digitalen Signalen. Die gestrichelte Linie entspricht dem Maximum der
Spitzenkomponente der SWD im EEG, das bei der Konstruktion des PETH als Zeitpunkt 0 verwendet
wurde. B) Darstellung eines PETH. Fur die Erstellung des PETH wurden in je 46 Zyklen jene neuronalen
Ereignisse unter Verwendung der Markierungen des Markerkanals summiert, die innerhalb + 80 ms um den
Zeitpunkt 0 herum auftraten. Klassenbreite 3 ms. C) Darstellung einer gemittelten SWD. Die SWD wurde
durch Signalmittelung von 46 Zyklen erhalten. Die gestrichelten Linien entsprechen jeweils dem Maximum

der Spitzenkomponente der SWD im EEG, also dem Zeitpunkt 0 in der PETH.
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Die Wirkung des Antiepileptikums ESM auf die SWD-bezogene Nervenzellaktivitit wurde
in funf unterschiedlichen Zeitabschnitten (E1-E5) untersucht. Auf der Grundlage von Peri-
Event-Zeit-Histogrammen (PETH) erfolgte die vergleichende Datenanalyse der
unterschiedlichen Versuchsabschnitte. Abbildung 10 verdeutlicht die Konstruktion eines

PETH aus den aufgezeichneten Messwerten.

A

KONTROLLE ESM ERHOLUNG
301
o N 104
52 ;
g 04 =
'8 GC) 10 D kkk *% [ o
. -10+ : *k .
'ﬁ 2 ——r—— |  ——
] -20+ H 1 I T3 1 '
=3 ==
8 S 301 s
@ W 40- 5 L
50 (11): 11y © M @ @) : (6
- T T T T T T 1
-50 0 50 100 150 200 250 300
Zeit (s
B (©)
401
C
8 304
I=
o)
(@)
5 20
©
&
€
L 104
0 T T T 1
-80 -40 0 40 80
Zeit (ms)

Abb. 11: Wirkung von ESM auf die SWD-bezogene neuronale Aktivitit des Nucleus ventralis basalis thalami
(n=11). A) Zeitverlauf der relativen Verinderung SWD-bezogener Nervenzellaktivitit wihrend ESM-Gabe in
Bezug auf die Kontrollphase. Darstellung der Verinderung unter ESM in funf Zeitabschnitten E1-E5 und
anschlieBender Erholung. In Klammern Anzahl der analysierten Experimente. Die gestrichelten Linien
markieren den Beginn und das Ende der Substanzapplikation. *** entspricht p < 0.001, ** entspricht p
<0.02. B) Kumulatives PETH mit Vergleich der Kontrollperiode (gestrichelt) und Abschnitt E1 der
Substanzapplikation (durchgezogen; n=11). Die gestrichelte Linie markiert den Zeitpunkt 0, also das
Maximum der Spitzenkomponente der SWD im EEG. Es zeigt sich eine signifikante Abnahme der

neuronalen Aktivitdit um 15.8 = 4.1% (p < 0.001).
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Es konnte gezeigt werden, dass im ersten Zeitabschnitt der ESM-Gabe in allen
Experimenten eine Abnahme der neuronalen Entladungen eintrat. Im Mittel zeigte sich
eine signifikante Verminderung von 6.17 £ 0.78 Entladungen pro SWD (dis/SWD) auf
5.35 £0.82 dis/SWD (p <0.001). Das entspricht einer relativen Verinderung um -15.8
+ 4.1% (s. Abbildung 11).

Bei Betrachtung der einzelnen Experimente fielen grofle quantitative Unterschiede
beziiglich der Abnahme neuronaler Aktivitit durch ESM auf. Im Abschnitt E1 variierte
diese von 2.1 % bis 41.9 %.

Im Zeitabschnitt E2 konnte eine Verstirkung der hemmenden ESM-Wirkung auf die
SWD-bezogene neuronale Aktivitit verzeichnet werden. Die Zahl der Entladungen sank
auf 5.04 £0.8 dis/SWD (n=9; p < 0.02). Hierbei ist zu beachten, dass im Abschnitt E1
eine mittlere Ejektionsstromstirke von 43.4 £ 6.4 nA Verwendung fand, wihrend diese in

E2 492 £8.4 nA betrug. Die anliegenden Ejektionsstrome unterschieden sich nicht
signifikant.

Im nachfolgenden Versuchsabschnitt E3 blieb die neuronale Aktivitit gegeniiber der
Kontrollphase weiter signifikant vermindert. In E4 und E5 waren die Fallzahlen so gering
(n=4 bzw. n=3), dass nur eingeschrinkt Aussagen getroffen werden konnen. In der
Erholungsphase nach Ende der Applikation wurde ein Wiederanstieg der Entladungen auf
6.23 £ 1.32 dis/SWD gemessen (n=7; s. Abbildung 11).

AnschlieBend wurde die maximale Wirkung des ESM auf die SWD-bezogene
Nervenzellaktivitit berechnet. Dazu wurde jeweils derjenige Zeitabschnitt aus den
Experimenten ausgewihlt, in dem die Zahl der Entladungen/SWD wihrend ESM-Gabe
die grofite Abweichung von den Werten in der Kontrollperiode aufwies. Der statistische
Vergleich zeigte hinsichtlich des maximalen ESM-Effekts eine signifikante Abnahme der
SWD-bezogenen Entladungen um 254 + 4.7 % auf 5.00 * 0.82 dis/SWD (n=11; p
<0.001).

In einigen Experimenten gelang es, Aktionspotenziale von FEinzelzellen des VB
aufzuzeichnen. Unter der ESM-Applikation trat ebenfalls eine Abnahme der neuronalen
Aktivitit ein. Der Betrag der relativen Abnahme der Entladungen war quantitativ
vergleichbar mit den relativen Anderungen in den multi-unit Ableitungen (s. Abbildung
12). Im dargestellten Beispiel wurde eine um 15.2 % geringere Zahl SWD-bezogener

Entladungen festgestellt.
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Abb. 12: Wirkung von ESM auf Aktionspotenziale von Einzelzellen aus dem Nucleus ventralis basalis
thalami (VB). A) Neurogramm aus dem VB (obere Spur) und simultane EEG-Ableitung (untere Spuren) vor
und wihrend ESM-Applikation. Die Einsatzfiguren sind 2 ms lange Ausschnittsvergroferungen der
neuronalen Entladungen. Unter ESM zeigen sich deutlich weniger SWD-bezogene Potenziale. B) PETH aus
diesem Experiment unter Kontrollbedingungen und ESM-Wirkung. Die gestrichelte Linie markiert den
Zeitpunkt 0, also das Maximum der Spitzenkomponente der SWD im EEG. Die Abnahme der SWD-
bezogenen Entladungen unter ESM in Abschnitt E1 betrug 15.2%.

Im Rahmen einer Pilotstudie an GAERS, in denen zehn Wirkstoffapplikationen an

thalamischen Relaisneuronen vorgenommen wurden, bewirkte ESM eine vergleichbare

Abnahme der SWD-korrelierten Nervenzellaktivitit um 24.7 % (p < 0.002) [93].
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3.2. Verinderung der Nervenzellaktivitit durch Ethosuximid im Nucleus reticularis

thalami (NRT)

Im NRT wurde in vier Experimenten Wirkstoffapplikationen vorgenommen (n=4;
Tabellarischer Anhang, Tab. E). Die Ableitelektrode wurde jeweils im posterioren Teil des
Kerngebiets platziert. Im Gegensatz zu den spezifischen thalamischen Relaiskernen VB
und VL sind die Nervenzellen hier wesentlich kleiner und liegen rdumlich dichter
beieinander. Dadurch gestaltete sich die extrazellulire Ableitung der neuronalen Aktivitdt
schwieriger. Die Kombination aus geringerer Amplitude der Summenaktionspotenziale und
héherem Niveau des Hintergrundauschens resultierte in einem geringeren Signal-Rausch-
Verhiltnis. Durch die genannten Analysemethoden konnte die neuronale Aktivitit
trotzdem sicher identifiziert werden. In zwei Experimenten war durch das geringe Signal-
Rausch-Verhiltnis der aufgezeichneten Neurogramme keine zuverldssige Spike-Detektion
moglich. Deshalb wurden diese nicht in die statistische Analyse eingeschlossen.

Das Entladungsverhalten der NRT-Neurone zeigte den bekannten zeitlichen Bezug zur
Spitze der SWD [44]. Die Wirkstoffapplikation wurde in zwei Experimenten an Neuronen
des rechten NRT vorgenommen und in den beiden anderen Fillen an Zellen des linken
NRT. Die ESM-Konzentration betrug im Mittel 0.56 * 0.06 M. Es kamen Ejektionsstréme
zwischen 40 nA und 60 nA zur Anwendung.

Bedingt durch die relativ kurzen Applikationsphasen beschrinkte sich die Datenanalyse auf
die Verwendung von lediglich drei Zeitabschnitten (E1-E3). Das Entladungsverhalten der
NRT-Neurone wurde durch die ESM-Gabe in keinem Zeitabschnitt signifikant verindert
(Abb. 13).

In Zeitabschnitt E2 wutde eine geringe Abnahme der Potenziale von 8.81 + 1.6 dis/SWD
auf im Mittel 8.48 + 1.17 dis/SWD beobachtet. Diese Abnahme entspricht einer relativen
Verinderung um -1.2 £ 5.2 %. Dabei fand ein mittlerer Ejektionsstrom von 62.5 £ 6.3 nA
Anwendung.

Durch den Vergleich der Messwerte mit maximaler Auslenkung gegeniiber der
Kontrollphase lie3 sich in drei Fillen eine Reduktion der SWD-bezogenen neuronalen
Entladungen unter Substanzeinfluss sichern. Die mittlere relative Abnahme betrug 3.4 *

5.6 Y.
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Abb. 13: Wirkung von ESM auf die SWD-bezogene neuronale Aktivitit des Nucleus reticularis thalami
(n=4). A) Zeitverlauf der relativen Verinderung SWD-bezogener Nervenzellaktivitit wihrend ESM-Gabe in
Bezug auf die Kontrollphase. Darstellung der Verinderung unter ESM in drei Zeitabschnitten E1-E3 und
anschlieBender Erholung. In Klammern Anzahl der analysierten Experimente. Die gestrichelten Linien
markieren den Beginn und das Ende der Substanzapplikation. B) Kumulatives PETH mit Vergleich der
Kontrollperiode (gestrichelt) und Abschnitt E2 der Substanzapplikation (durchgezogen). Die gestrichelte
Linie markiert den Zeitpunkt 0, also das Maximum der Spitzenkomponente der SWD im EEG. Wihrend der
Applikation von ESM zeigen sich keine deutlichen Effekte auf die SWD-bezogene neuronale Aktivitit.
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3.3. Verinderung der Nervenzellaktivitit durch Ethosuximid im Nucleus ventralis

lateralis thalami (VL)

In diesem dem motorischen System zugehorigen thalamischen Kerngebiet wurden sieben
ESM-Applikationen (finf im VL der rechten und zwei im VL der linken Hemisphire) in
sechs WAG/Rij-Tieren durchgefiihrt (Tabellarischer Anhang, Tab. F). Die Beobachtungen
zum zeitlichen Entladungsverhalten der VI.-Neurone in Bezug auf die SWD entsprachen
den Berichten aus anderen Studien an WAG/Rij [44]. Die Austreibung des Pharmakons
aus der Kapillare erfolgte mit Ejektionsstromen zwischen 40 nA und 100 nA. ESM wurde
ausschlieBlich in einer Konzentration von 0,5 M verwendet.

Bei der Analyse des SWD-bezogenen Entladungsverhaltens der VL-Neurone wihrend
ESM-Gabe fielen drei verschiedene Muster auf: In zwei Experimenten reduzierte ESM die
Nervenzellaktivitit wihrend aller Versuchsabschnitte. In finf Experimenten wurde ein
biphasischer Verlauf des Entladungsverhaltens unter ESM-Gabe beobachtet. Dabei konnte
in zwei Tieren zunichst eine Abnahme der Entladungen gezihlt werden, die im weiteren
Verlauf der Applikation iiber die gemessene Aktivitit in der Kontrollphase anstieg, in drei
Tieren zeigte sich ein reziprokes biphasisches Verhalten mit primarer Aktivierung und
konsekutiver Abnahme.

In den Experimenten im VL konnte nur eine Tendenz zur Abnahme der neuronalen
Aktivitit durch die ESM-Gabe beobachtet werden. Durch Substanzgabe verringerte sich
die Zahl neuronaler Potenziale im Abschnitt E2 von 4.43 + 0.65 dis/SWD auf 4.22 + 0.80
dis/SWD (s. Abbildung 14). Das entspricht einer relativen Abnahme um 6.6 + 6.6 %
gegeniiber der Kontrollperiode. Die ESM-Ejektion erfolgte in diesem Zeitabschnitt mit

einer Stromstarke von 60.0 = 4.4 nA.
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Abb. 14: Wirkung von ESM auf die SWD-bezogene neuronale Aktivitit im Nucleus ventralis lateralis thalami
(n=7). A) Zeitverlauf der relativen Verinderung SWD-bezogener Nervenzellaktivitit wihrend ESM-Gabe in
Bezug auf die Kontrollphase. Darstellung der Verinderung unter ESM in funf Zeitabschnitten E1-E5 und
anschlieBender Erholung. In Klammern Anzahl der analysierten Experimente. Die gestrichelten Linien
markieren den Beginn und das Ende der Substanzapplikation. B) Kumulatives PETH mit Vergleich der
Kontrollperiode (gestrichelt) und Abschnitt E2 der Substanzapplikation (durchgezogen). Die gestrichelte
Linie markiert den Zeitpunkt 0, also das Maximum der Spitzenkomponente der SWD im EEG. Eine
tendenzielle Abnahme der Netvenzellaktivitit unter ESM-Einfluss von 4.43 £ 0.66 dis/SWD auf 4.22 £ 0.80
dis/SWD wurde beobachtet.
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Bei Betrachtung der maximalen Auslenkung der neuronalen Aktivitit unter
pharmakologischer Beeinflussung wurden sehr uneinheitliche Befunde offenkundig. Die
Verinderungen in den einzelnen Experimenten reichten von einer relativen Reduktion der
Entladungen um 26.0 % bis hin zu einer Aktivierung um 28.0 %. Hierbei ist
hervorzuheben, dass die Aktivierung einer initialen Verminderung der Entladungen folgte.
Im Mittel war die maximale Auslenkung des veranderten Entladungsverhaltens durch eine
Tendenz zur Abnahme der SWD-korrelierten Entladungen um 7.6 £ 7.4 % charakterisiert.
In sechs Fillen konnte unmittelbar nach Applikationsende die SWD-bezogene neuronale
Aktivitit bestimmt werden. Es wurde in vier Experimenten ein deutlicher Wiederanstieg
der gezihlten Potenziale im Vergleich zu Abschnitt E1 auf im Mittel 4.81 £ 0.73 dis/SWD
nachgewiesen (n=0).

In drei separat analysierten Experimenten gelang die Aufzeichnung von Einzelzellaktivitdt
(s. Abbildung 15). Fir die Substanzapplikation wurden in zwei Fillen sehr niedrige
Konzentrationen zwischen 5 und 15 mM verwendet, die aullerdem mit niedrigen
Ejektionsstromen im Bereich von 10 bis 20 nA ausgetrieben wurden. ESM induzierte dabei
keine Verinderung des Entladungsverhaltens der VL-Neurone. In einem weiteren Fall
wurde ESM in 0.75 M Lésung mit bis zu 100 nA appliziert und verursachte eine deutliche

Zunahme der SWD-bezogenen neuronalen Aktivitit.
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Abb. 15: Einzelzellableitung eines Neurons aus dem Nucleus ventralis lateralis (VL) vor und wihrend
Ethosuximid-Applikation. ~Neurogramm  (obere Spur), EEG bilateral (untere Spuren). Die
Ausschnittsvergro3erung zeigt eine SWD-bezogene Burstentladung des VL-Neurons. Wihrend simultaner
Applikation von ESM 5 mM und 10 mM aus zwei Lumina mit 12 respektive 18 nA zeigte sich keine

Verinderung des Entladungsverhaltens.

3.4. Verinderung der Nervenzellaktivitit durch Ethosuximid im
Reprisentationsareal der Hinterextremitit im somatosensorischen Kortex

(S1-HL)

In dem Areal des somatosensorischen Kortex, das die sensiblen Afferenzen des Hinterlaufs
der Ratte empfingt, wurden sechs ESM-Applikationen (zweimal rechts, viermal linksseitig)
in funf WAG/Rij-Tieren durchgefiihrt (n=6; Tabellarischer Anhang, Tab. G). Die
Wirkstoffgaben erfolgten mit Ejektionsstromen zwischen 40 und 120 nA.. Die mittlere
ESM-Konzentration betrug 0.67 £ 0.3 M. Die mikroskopische Untersuchung der
Ableitorte ergab, dass einmal neuronale Aktivitit aus Schicht IV abgeleitet wurde. Die
Neurone in dieser Schicht empfangen monosynaptische Afferenzen aus dem VB. In zwei
weiteren Tieren war die Ableitelektrode in Schicht V platziert. Dieser Schicht entspringen

kortikofugale Axone, die die Verbindung zu subkortikalen Strukturen herstellen. In den
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tbrigen Experimente erfolgte die Ableitung aus den Bereichen der Schichten IV und V,
wobei keine eindeutige Zuordnung des Ableitortes zu einer kortikalen Schicht moglich war.
Die ESM-Applikation an Neurone aus S1-HL konnte keine signifikante Verdnderung des
Entladungsverhaltens induzieren. In Zeitabschnitt E2 wurde in vier von finf
Experimenten eine gegeniiber der Kontrollphase gesteigerte Entladungsrate gezihlt.
Daraus errechnete sich eine relative Zunahme der SWD-bezogenen Potenziale um 8.3 =+
11.3 % (s. Abbildung 16). In diesem Zeitabschnitt wurde ESM mit einem mittleren
Ejektionsstrom von 76.0 £ 16.0 nA ausgetrieben. (s. Abbildung 16). In den Zeitabschnitten
E4 und E5 war die Zahl der analysierten Experimente sehr gering, so dass keine validen
Aussagen zu den Befunden gemacht werden kénnen.

In funf von sechs Experimenten wurde als maximale, ESM-bedingte Auslenkung des
Entladungsverhaltens gegentiber der Kontrollphase eine Zunahme der Potenziale
registriert. Im Mittel konnte eine um 11.0 * 10.0 % gesteigerte SWD-korrelierte neuronale
Aktivitit beobachtet werden. Die Betrige der relativen Steigerung rangierten zwischen 4.1
% und 49.4 %.

In vier Fillen gelang es, das Entladungsverhalten nach Ende der ESM-Applikation zu
untersuchen. In jenen drei Untersuchungen, in denen ESM einen Anstieg der SWD-
bezogenen Entladungen verursacht hatte, fanden sich in der Erholungsphase wieder
deutlich weniger Potenziale. Im Mittel wurden in diesem Abschnitt 7.41 £ 1.6 dis/SWD
gezihlt (n=4).
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Abb. 16: Wirkung von ESM auf die SWD-bezogene neuronale Aktivitit im Repridsentationsareal der

Hinterextremitit im somatosensorischen Kortex (n=6). A) Zeitverlauf der relativen Verdnderung SWD-

bezogener Nervenzellaktivitit wihrend ESM-Gabe in Bezug auf die Kontrollphase. Darstellung der

Veridnderung unter ESM in finf Zeitabschnitten E1-E5 und anschlieBender Erholung. In Klammern Anzahl

der analysierten Experimente. Die gestrichelten Linien markieren den Beginn und das Ende der

Substanzapplikation. B) Kumulatives PETH mit Vergleich der SWD-bezogenen Entladungen zwischen der

Kontrollperiode (gestrichelt) und Abschnitt E2 der Substanzapplikation (durchgezogen). Die gestrichelte

Linie markiert den Zeitpunkt 0, also das Maximum der Spitzenkomponente der SWD im EEG. Wihrend der

Applikation von ESM zeigte sich ein Anstieg der SWD-bezogenen neuronalen Aktivitit um 8.3 £ 11.3 % in

Abschnitt E2. In den Phasen E4, E5 wurden nur jeweils zwei Experimente analysiert, daher sind die

dargestellten Ergebnisse zurtickhaltend zu bewerten.
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3.5. Verinderung der Nervenzellaktivitit durch Ethosuximid im

Reprisentationsareal des Kiefers im somatosensorischen Kortex (S1-])

Die sensiblen Afferenzen des Kiefers der Ratte werden via ventrobasalem Kern des
Thalamus zum Reprisentationsareal des Kiefers im primiren sensorischen Kortex S1-J
geleitet. In dieser Hirnregion wurden sechs Wirkstoffapplikationen (jeweils drei auf jeder
Seite) in funf Tieren vorgenommen (n=06; Tabellarischer Anhang, Tab. H). Die
Ableitelektrode wurde dabei finfmal in Schicht V und einmal in Schicht IV platziert. In
diesen Experimenten wurde ESM jeweils aus zwei Kapillaren der Ableitkapillare simultan
ausgetrieben. In jeder Kapillare befand sich das Pharmakon in einer 0.5 M Losung. An den
einzelnen Kapillaren lagen dabei Ejektionsstrome an, die zwischen 15 und 120 nA
variierten. Die Entladungen der Neuronen aus S1-] zeigten eine enge zeitliche Korrelation
mit dem Minimum der SWD (s. Abbildung 17).

Die Datenanalyse ergab, dass ESM in der ersten Applikationsperiode E1 die SWD-
bezogene Nervenzellaktivitit von 8.50 + 2.1 dis/SWD auf 7.47 £ 1.6 dis/SWD reduzierte

(p £ 0.1; s. Abbildung 18). In den Abschnitten E2 und E3 léste ESM eine signifikante
Abnahme der SWD-bezogenen Entladungen auf 6.37 £ 1.5 dis/SWD respektive 5.84 + 1.9
dis/SWD aus (jeweils p <0.05). Das entspricht einer relativen Verminderung der
neuronalen Aktivitit von 20.4 £ 8.7 % bzw. 27.2 = 13.8 %.

Bei Betrachtung der maximalen Anderung des Entladungsverhaltens konnte in fiinf Fillen
eine verminderte neuronale Aktivitit unter ESM-Gabe aufgezeigt werden. Im Mittel
entspricht das einer relativen Abnahme um 32.1 £ 16.0 %, ohne statistische Signifikanz zu
erreichen.

In die Analyse des Entladungsverhaltens nach Applikationsende konnten nur noch drei
Experimente eingeschlossen werden. Dabei wurde in zwei Fillen ein wieder gesteigertes
neuronales Entladungsverhalten beobachtet.

In allen Experimenten in S1-] wurde in mindestens einem Zeitabschnitt eine verminderte
Zahl neuronaler Potenziale infolge der ESM-Gabe gegentiber der Kontrollperiode
registriert. Wie in allen Gruppen zeigten sich grofle interindividuelle Unterschiede
beziiglich der relativen ESM-Wirkung. Den starken inhibitorischen Effekt des ESM auf die
SWD-bezogenen Potenziale im S1-J verdeutlicht exemplarisch Abbildung 17. Hier konnte
eine fast vollstindige Supprimierung neuronaler Potenziale unter ESM beobachtet werden,
die nach Applikationsende reproduzierbar reversibel war. Die Nervenzellen aus Schicht IV,

die in nur einem Tier untersucht wurden, zeigten keine andere Reaktion auf die

Wirkstoffgabe.
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Abb. 17: Reversible Verminderung SWD-bezogener neuronaler Aktivitit durch die Applikation von ESM im
Reprisentationsareal des Kiefers im somatosensorischen Kortex S1-J. A) Originalregistrierung mit
Neurogramm (obere Spur), EEG bilateral (untere Spuren) und Darstellung der Substanzgabe in Form der
Ejektionsstromkurve. Abschnitte A, B und C werden in Teil B vergroBert dargestellt. B)
Ausschnittsvergro3erung mit Darstellung des Neurogramms und des EEG. C) PETH aus den jeweiligen
Abschnitten A-C. Die gestrichelte Linie markiert das Maximum der Spitzenkomponente der SWD im EEG.
Es zeigte sich eine reproduzierbare Verminderung der SWD-bezogenen neuronalen Aktivitit durch ESM-

Gabe mit jeweils folgender Erholung nach Applikationsende ohne Beeinflussung der SWD-Zahl.
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Abb. 18: Wirkung von ESM auf die SWD-bezogene neuronale Aktivitit im Reprisentationsareal des Kiefers
im somatosensorischen Kortex (n=6). A) Zeitverlauf der relativen Verinderung  SWD-bezogener
Nervenzellaktivitit wihrend ESM-Gabe in Bezug auf die Kontrollphase. Darstellung der Verinderung unter
ESM in funf Zeitabschnitten E1-E5 und anschlieBender Erholung. In Klammern Anzahl der analysierten
Experimente. Die gestrichelten Linien markieren den Beginn und das Ende der Substanzapplikation. In den
Abschnitten E2 und E3 ist die SWD-bezogene Nervenzellaktivitit signifikant vermindert (* p < 0.05). B)
Kumulatives PETH mit Vergleich der SWD-bezogenen Entladungen zwischen der Kontrollperiode
(gestrichelt) und Abschnitt E2 der Substanzapplikation (durchgezogen). Die gestrichelte Linie markiert den
Zeitpunkt 0, also das Maximum der Spitzenkomponente der SWD im EEG. In Abschnitt E2 kam es zur
signifikanten Abnahme SWD-bezogener Entladungen um 20.4 = 8.7 % (p < 0.05).
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3.6. Zusammenfassende Darstellung der Resultate

Alle  Ergebnisse sind zusammenfassend in  Abbildung 19  dargestellt. Die
mikroiontophoretische  Applikation von ESM im Kerngebiet des VB und im
Reprisentationsareal des Kiefers im somatosensorischen Kortex S1-J fithrte zu einer
signifikanten Abnahme der SWD-bezogenen Nervenzellaktivitit. Im thalamischen
Kerngebiet VI wurde wihrend der Gabe des Antiepileptikums lediglich eine tendenzielle
Abnahme der neuronalen Aktivitit registriert. Die Neuronen aus dem Reprisentationsareal
der Hinterextremitit im somatosensorischen Kortex S1-HIL reagierten mit einer
tendenziellen Zunahme der Entladungen. Im posterioren Teil des NRT trat keine
Verinderung der neuronalen Aktivitit durch ESM ein.

In einer abschlieBenden statistischen Analyse wurden die unterschiedlichen Hirnregionen
hinsichtlich des ESM-Effekts auf die SWD-bezogene Nervenzellaktivitit miteinander
verglichen (Mann-Whitney-Test): In Zeitabschnitt E2 fihrte ESM in den Kerngebieten des

VB und S1-] zu einer signifikant stirkeren Abnahme der neuronalen Entladungen als in S1-
HL (p £0.02 bzw. p < 0.05).

Beim Vergleich der maximalen relativen Wirkung des ESM zeigte sich, dass im VB eine
signifikant stirkere Abnahme der Entladungen eintrat als im NRT und S1-HL (p <0.05

respektive p < 0.02).
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Abb. 19: Relative Anderung der SWD-bezogenen Nervenzellaktivitit durch ESM in thalamischen und
kortikalen Neuronen. A) Darstellung fiir Zeitabschnitt E2. Im Kerngebiet VB und S1-J induzierte ESM eine
signifikante Abnahme der SWD-bezogenen Potenziale um 16.2 £ 4.9 % (**p < 0.02) respektive 20.4 £ 8.7 %
(*p £0.05). In VL. war lediglich eine geringe tendenzielle Abnahme der Entladungen um 6.6 £ 6.6 % zu
beobachten. In S1-HL wurde eine Tendenz zur Zunahme um 8.3 £ 11.3 % registriert. Im posterioren Teil
des NRT zeigte sich keine Verdnderung der Aktivitit. Der Vergleich der relativen Wirkung von ESM in den
unterschiedlichen Regionen zeigte sowohl fiir VB (**p <0.02) als auch S1-] (*p < 0.05) eine signifikant
stirkere Verminderung der SWD-korrelierten Potenziale als im Kerngebiet des S1-HL. B) Darstellung der
maximalen relativen ESM-Wirkung. Im Hirnareal VB wurde eine signifikante Abnahme SWD-bezogener
Entladungen um 25.4 = 4.7 % (*** p < 0.001) gemessen. Im S1-] wurde eine Abnahme um 32.1 * 16.0 %
verzeichnet. Im VL trat wihrend ESM-Gabe cine tendenzielle Abnahme um 7.6 + 7.4 % ein. Im S1-HL
wurde eine tendenzielle Zunahme um 11.0 £ 10.0 % beobachtet. Im NRT zeigte sich die neuronale Aktivitit
wiederum kaum verdndert. Die beobachtete Reduktion der Entladungen im Nucleus ventrobasalis thalami
war signifikant stirker als im NRT (*p <0.05) und S1-HL (**p < 0.02). In Klammern die Zahl der

untersuchten Tiere.
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4. Diskussion

4.1. Methodentechnische Betrachtungen

Bei der Betrachtung und Bewertung der vorgestellten Resultate missen neben der
Substanzwirkung mogliche andere Einflussfaktoren auf das neuronale Entladungsverhalten
berticksichtigt werden. Insbesondere gilt dies vor dem Hintergrund der betrichtlichen
Variabilitit in der beobachteten ESM-Wirkung.

An erster Stelle stehen dabei die zur Operation und Versuchsdurchfiihrung notwendigen
Pharmaka. Das Aktivititsniveau thalamischer Relaisneurone wird neben den Impulsen aus
dem NRT, Schmerzafferenzen und den somatosensiblen Afferenzen von Fasern
extrathalamischer Eingangssysteme, vor allem kortikofugalen Eingingen, moduliert. Da die
verwendeten Anaesthetika und Analgetika ihre Wirkung insbesondere auch dber die
Beeinflussung kortikaler Neurone entfalten, kénnten sie in unterschiedlicher Weise mit den
Mechanismen zur Entstehung anfallsbezogener Nervenzellaktivitit interferieren.

Im Stadium der tiefen Pentobarbitalnarkose konnten in unseren Experimenten, wie auch in
anderen in vivo Studien, keine SWD registriert werden [44;94;101]. Es ist bekannt, dass
Pentobarbital durch Bindung an den GABA,-Rezeptor die Hyperpolarisation von
neuronalen Membranen erleichtert. Ausserdem wurde in in vitro-Studien gezeigt, dass es
Kalzium-abhingige Aktionspotenziale in ihrer Dauer reduziert und L. blockieren kann
[40;100]. In der vorgestellten Studie wurden die ersten Applikationen von ESM erst sechs
Stunden nach Gabe von Pentobarbital durchgefithrt. Da dessen Wirkdauer aber nur zirka
vier Stunden betrigt, kann davon ausgegangen werden, dass das Barbiturat keinen Einfluss
auf die Versuchsergebnisse hatte.

Zur Untersuchung anfallsabhingiger Nervenzellaktivitit an Tiermodellen der Absence
Epilepsie wurde in mehreren Studien die Neuroleptanalgesie (NLA) als Narkoseform
gewahlt [18;44;88;94;95;101]. Der Einfluss der NLA auf die Héiufigkeit und Frequenz der
SWD wurde bereits detailliert untersucht [43;118]. Nach einmaliger intramuskuldrer
Injektion des synthetischen Opioids Fentanyl und des Neuroleptikums Fluanisone in
unterschiedlichen Dosierungen wurde ein Anstieg der Haufigkeit und ein Abfall der
Frequenz der SWD iber einen Zeitraum von drei Stunden in Tieren des WAG/Rjj
Stammes beobachtet. Die alleinige Injektion des Neuroleptikums fiihrte ebenso zu einem
starken Anstieg der SWD. Die Applikation von Fentanyl hingegen hatte eine biphasische
Wirkung. Zunichst war die Anzahl der SWD unverandert, und die Tiere befanden sich in

einem Zustand tiefer Anisthesie, nach zirka zwei Stunden traten parallel zur Erhohung der
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Vigilanz wieder signifikant mehr SWD auf. Ein Vergleich mit den in der vorliegenden
Arbeit verabreichten Mengen fillt schwer, da hier wiederholte Injektionen von Fentanyl in
Kombination mit DHB vorgenommen wurden. Dabei kamen fir Fentanyl mittlere
Dosierungen von 0.05 + 0.006 mg/kg*h und fir DHB von 5.36 + 0.30 mg/kg*h zur
Anwendung (n=28). Insbesondere fiir das lipophile Opioid Fentanyl muss bei Betrachtung
und Vergleich von Dosierungen die Ruckverteilung des Wirkstoffs aus dem Fettgewebe
berticksichtigt werden. Anders als Inoue und Mitarbeiter [40;41], die in ihren Arbeiten ein
Kombinationspraparat aus Opioid und Neuroleptikum applizierten, wurden in der
vorliegenden Studie die Substanzen bewusst separat verwendet, um Anaesthesie und
Analgesie unabhingig voneinander steuern und variieren zu kénnen [44].

Die in dieser Arbeit verwendeten NLA-Dosierungen kénnen mit jenen anderer Studien
verglichen werden, in denen SWD-bezogene Nervenzellaktivititen in WAG/Rij untersucht
wurden und wiederholte Injektionen erfolgten. Dort betrug die mittlere Fentanyldosis
0.102 £ 0.006 mg/kg*h, die des Droperidol 6.12 £ 0.307 mg/kg*h [101]. Das
Neuroleptikum kam somit in vergleichbarer Dosierung zum Einsatz, wohingegen das
Opioid von uns lediglich in halber Dosierung angewendet wurde. In der Studie von Pinault
und Mitarbeitern [88], die intrazellulire Ableitungen an thalamischen Neuronen wahrend
Absencen in GAERS vornahmen, wurden zusitzlich zu den vergleichsweise geringen
Dosen Fentanyl und Haloperidol (0.003 mg/kg respektive 1.0 mg/kg alle 20-30 Minuten)
Muskelrelaxanzien appliziert. Diese geringen Mengen an verabreichtem Analgetikum
konnten eine Erklirung dafir sein, dass die Autoren wihrend der SWD keine LTS
beobachteten, fur deren Entstehung eine tiefe Hyperpolarisation der thalamischen
Relaisneurone vorausgehen muss. Bei unzureichender Anaesthesie und Analgesie darf
kritisch vermutet werden, dass diese Hyperpolarisation bedingt durch exzitatorische
Afferenzen aus der Peripherie und der Hirnrinde nicht erreicht wurde.

Insgesamt gehen wir von einer permissiven Wirkung der NLA auf die Anfallsaktivitit aus.
Da die NLA-Serumkonzentrationen nicht gemessen wurden, konnte dieser Effekt nicht
individuell — quantifiziert ~werden. Um den Einfluss der NLA auf die
Untersuchungsergebnisse zu minimieren, kam eine standardisierte Versuchsfithrung zur
Anwendung. Die Stabilitit der anfallsassoziierten Aktivitit wurde in langen Kontrollphasen
Uberprift, anschlieBend wurde die Dauerhaftigkeit der Wirkung von ESM in langen
Applikationsphasen verifiziert und deren Reversibilitit dberprift. AuBlerdem wurden
obligatorische Intervalle von zwei Minuten zwischen NLA-Medikation und
Aufzeichnungsbeginn eingehalten. Somit ist die Vergleichbarkeit der Ausgangsbedingungen

ausreichend sicher gewihrleistet. Trotzdem muss die NLA-Medikation als potenzielle
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Ursache der interindividuell beobachteten Unterschiede in der Wirksamkeit von ESM in

Erwigung gezogen werden.

In vielen Studien werden im Rahmen der Analyse extrazellulir aufgezeichneter
Nervenzellaktivitit zur Spike-Detektion sogenannte Window-Diskriminatoren verwendet.
Dabei werden standardisierte Schwellenwerte festgelegt, deren Uberschreiten durch das
Signal zur digitalen Erfassung desselben fiithrt (s. Methode B in Abschnitt 2.4.2.) [35;47;63].
Um Aussagen iiber das Verhalten von Einzelzellen treffen zu kénnen, wird haufig eine
Amplitudendiskrimination vorgenommen, in der Aktionspotenziale einzelner Nervenzellen

aus multi-unit-Ableitungen anhand der Amplituden isoliert und untersucht werden [52].

In der vorliegenden Studie wurde zur Spike-Detektion die Amplitudenhéhe A definiert, die
das Potenzial mindestens erreichen musste, um registriert zu werden. Um sdmtliche
neuronale Aktivitit zu erfassen, wurde A so gering gewihlt, dass alle gerade den Rausch
Ubersteigenden Amplituden detektiert wurden. Durch die Ergebnisse der Rauschanalyse,
die ein unverindertes Rauschniveau vor und wihrend Substanzgabe belegen, kann die
rauschnahe Erfassung neuronaler Aktivitit mit der Spike 2 Software als zuverlissige
Methode der Spike-Detektion erachtet werden. Der Saum geringer Aktivitit an den
Rindern des PETH in Abbildung 8 stellt das Rauschen dar und verdeutlicht die mit gro3er
Sicherheit vorgenommene Signal-Rausch-Unterscheidung. Es zeigte sich, dass die von uns
favorisierte Methode der Spike-Detektion quantitativ gleiche Ergebnisse liefert wie jene der

etablierten Window-Diskrimination (s. Tabellarischer Anhang, Tab. A-C).

Bei der Bewertung der Resultate muss dartiber hinaus die relativ geringe Zahl der
durchgefithrten Experimente berticksichtigt werden. Dies gilt insbesondere fiir den NRT,
aus dem nur vier Experimente in die Analyse eingeschlossen wurden. Demgegentiber sind
die Resultate aus VB und S1-] sehr homogen hinsichtlich der ESM-Wirkung auf die
neuronale Aktivitit. Wihrend im VB in zehn von elf Fillen eine Verminderung SWD-
bezogener Nervenzellaktivitit unter ESM beobachtet wurde, findet diese in S1-J sogar in
100 % der Experimente statt. Aus diesem Grund lasst sich auch mit diesem kleinen
Kollektiv eine sichere Aussage tiber die ESM-Wirkung auf die untersuchten Hirngebiete
treffen.

Wie schon im Ergebnisteil ausgefiihrt, wurden erhebliche interindividuelle Unterschiede im
Ausmall der Verminderung SWD-bezogener Entladungen beobachtet. Als mdgliche
Ursache konnen wvariable lokale Wirkstoffkonzentrationen, die im Rahmen dieser

mikroiontophoretischen Studie nicht bestimmt werden konnten, diskutiert werden. Diese



Diskussion 47

unterliegen unterschiedlichen Einflissen wie der variablen Ejektion verursacht durch
unterschiedliche Elektrodenwiderstinde und Ejektionsstrome, der Verdiinnung durch die
extrazellulire Flissigkeit und Diffusionsprozessen. Es ist bei Aufzeichnung von
Potenzialen mehrerer Zellen (multi-unit) daher nicht auszuschlieBen, dass unterschiedliche
Wirkstoffkonzentrationen an einzelnen Zellen vorliegen.

Eine strombedingte Verinderung der neuronalen Erregbarkeit unabhingig von der ESM-
Wirkung wird als unwahrscheinlich eingeschitzt, da in allen Experimenten ein

Balancestrom Anwendung fand.

4.2. Auswahl der thalamischen und kotrtikalen Areale

Die Auswahl der Hirnareale, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, erfolgte auf
der Grundlage der Ergebnisse fritherer Untersuchungen. Diese belegen, dass fir die
Entstehung und Ausbreitung epileptiformer Aktivitit im Rahmen von Absencen ein
intaktes neuronales Netzwerk unabdingbar ist. Dazu gehoren sowohl die Nervenzellen der
lateralen thalamischen Kerne als auch die des somatosensorischen Kortex. Die zentrale
Rolle scheint dabei der neuronale Kreis aus Nucleus ventralis basalis (VB), Nucleus
reticularis thalami (NRT) und primirem somatosensorischen Kortex (S1) zu spielen
[28;112].

In elektrophysiologischen Experimenten an einem Tiermodell der Absence Epilepsie
konnten in den lateralen thalamischen Kerngebieten SWD-dhnliche Feldpotenziale
registriert werden. Demgegentber fehlten diese in den medialen thalamischen Nuklei und
dem Hippocampus [48;115]. Aus jliingeren Studien ist bekannt, dass thalamische Neurone
wihrend Absencen in Form von Burstentladungen, d.h. einer schnellen Abfolge von
gruppierten Aktionspotenzialen, in zeitlicher Korrelation zu den SWD entladen [44;95].
Wihrend die Bursts der VB- und NRT-Neurone zeitlich vor der Spitzenkomponente der
SWD auftreten, zeigen die Neurone der intralaminidren Kerne ihr Entladungsmaximum
nach der Spitzenkomponente der SWD [94].

In Folgestudien wurden definierte Areale durch Injektion chemischer Substanzen
funktionell inaktiviert und die Auswirkung auf das Anfallsgeschehen untersucht. Nach
Ausschaltung des lateralen Thalamus wurden keine SWD mehr registriert. Die Injektion in
die medialen thalamischen Kerne hingegen fithrte zu keiner Verinderung des EEG-
Rhythmus [112].

Studien, in denen einzelne thalamische Kerngebiete inaktiviert wurden, konnte zeigen, dass

die Ausschaltung des NRT eine Suppression der SWD zur Folge hatte. Gleiches wurde
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erreicht, indem der anorganische Kalziumantagonist Kadmium injiziert wurde. Damit
wurde die Rolle des NRT als unverzichtbarer Bestandteil des neuronalen Netzwerks und
die Wichtigkeit Kalzium-abhingiger Prozesse im NRT wihrend der Generierung von
Absencen unterstrichen [4;70].

Auch wenn motorische Symptome nicht zu den charakteristischen Merkmalen der Petit
mal gehoren, enthalten semiologische Beschreibungen hiufig Hinweise —auf
Muskeltonuserhohungen und Retropulsionen des Kopfes [76]. In den im Rahmen dieser
Studie durchgefihrten Experimente konnten in einer Vielzahl von Tieren motorische
Symptome im Sinne eines erhéhten Muskeltonus und rhythmischer Schwanzbewegungen
beobachtet werden. Demzufolge wurden Neuronen aus dem Kerngebiet des VL, der
bedeutendsten thalamo-kortikalen Relaisstation fiir motorische Informationen aus dem
Zerebellum, in die Untersuchungen einbezogen. Diverse Studien belegen, dass VL-
Neurone in Form rhythmisch synchronisierter Entladungen mit zeitlich engem Bezug zu
den SWD wihrend der Absence Epilepsie entladen [44;95]. Zusitzliche Befunde konnten
eine Beteiligung des zerebelliren Kortex und zerebellirer Kerne am epileptischen
Geschehen in Form rhythmischer neuronaler Aktivitit nachweisen [49].

Kerngebiete des motorischen Systems haben einen modulierenden oder sogar
kontrollierenden Einfluss auf die Absence Epilepsie. So wird GABAergen Neuronen aus
der Substantia nigra, die in den Thalamus projizieren, eine entscheidende Rolle in der
Beeinflussung der Anfallsaktivitit zugeschrieben [14;30;31]. Desgleichen gibt es Hinweise
auf eine Beteiligung aufsteigender cholinerger Afferenzen aus dem Tegmentum, die die
rhythmische Aktivitit thalamischer Nervenzellen beeinflussen [27]. Von gro3em Interesse
ist die Arbeit von Vercueil und Mitarbeitern [111], die zeigen konnten, dass die
Hochfrequenzstimulation subthalamischer Neurone einen suppressiven Effekt auf das
Erscheinen von SWD im EEG hat. Die beschriebene Wirkung wird, so die Autoren, tber
die Substantia nigra vermittelt.

Die Beteiligung motorischer Kerngebiete ist evident, trotzdem bleibt es letztendlich unklar,
ob der VL fiir die Entstehung der Absence unabdingbar ist, oder ob es sich um ein

Kerngebiet handelt, dass durch die sich ausbreitenden Oszillationen synchronisiert wird.

Ahnlich wie in thalamischen Strukturen sind die Neurogramme aus kortikalen Arealen im
Rahmen von Absencen durch Burstentladungen, die zeitlich vor der Spitzenkomponente
der SWD im EEG liegen, charakterisiert. Die simultane Registrierung neuronaler
Aktivititen in Thalamus und Kortex in GAERS lieferte experimentelle Hinweise, dass die

Synchronisation neuronaler Aktivititen im Kortex der Anfallsentstehung vorausgeht (s.
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Abbildung 1). Diese Beobachtungen sind konkordant mit jenen von Seidenbecher und
Mitarbeitern [95], die der Hirnrinde eine fiir die Synchronisation wichtige Funktion
zusprechen. Aus elektrophysiologischen Studien weiss man, dass die kortikalen Neurone
Uber glutamaterge Neurone das Aktivititsmuster thalamischer Kerngebiete mitbestimmen
koénnen [10;50]. Zusammen mit den Hinweisen aus Experimenten an GAERS, in denen
kortikale Nervenzellen durch lokale Applikation von Kaliumchlorid funktionell inaktiviert
wurden und ein Sistieren der SWD im EEG beobachtet wurde, unterstreichen diese
Befunde die zentrale Rolle kortikaler Areale, deren Beteiligung an der Entstehung

oszillierender Rhythmen essenziell ist [112].

4.3. Modell der pathophysiologischen Grundlagen der Generierung von SWD

Aus in vitro Untersuchungen ist bekannt, dass die Nervenzellen des NRT und jene der
thalamischen Relaiskerne VB und VL unabhingig voneinander in der ILage sind,
rhythmische Burstentladungen zu generieren [32;54]. In den thalamischen Relaisneuronen
ist das Zusammenspiel des I und eines durch Hyperpolarisation aktivierten
Kationenstroms (I;;) von grofler Bedeutung [26;68]. I. wurde 1984 erstmals an
sensorischen Nervenzellen der Ratte beschrieben [16]. Weiterfihrende Untersuchungen
ergaben, dass L. an der Umschaltung des Aktivititszustands thalamischer Neurone von
einem tonischen zu einem phasischen Entladungsmodus beteiligt ist und eine zentrale
Rolle bei der Entstehung rhythmisch oszillierender neuronaler Aktivitit spielt [39;104].

Im intakten thalamo-kortikalen Netzwerk bt der NRT iiber GABAerge Efferenzen einen
inhibitorischen Einfluss auf die Relaisneurone des VB aus. GABA 16st an VB-Neuronen
inhibitorische postsynaptische Potenziale (IPSP) aus, die durch Offnung von Kalium- und
Chloridkanilen an der Zellmembran entstehen. Es wird eine kurz anhaltende, schnelle
Hyperpolarisation vermittelt durch GABA,-Rezeptoren von einer lang anhaltenden
GABAj-vermittelten Hyperpolarisation unterschieden. Durch letztere gelangt das
Membranpotenzial in den Bereich von — 80 bis — 90 mV und tberfithrt 1. in den
aktivierbaren Zustand (Deinaktivierung) bei gleichzeitiger Aktivierung von I,; . Wihrend
der Repolarisation wird die Aktivierungsschwelle des I bei zirka — 60 mV erreicht [21].
Der folgende Kalziumeinstrom fiihrt zur Entstehung eines Kalzium-abhingigen Potenzials,
das in der angelsichsischen Literatur als “low-threshold-spike” (LTS) bezeichnet wird. Auf
dem Boden dieser Depolarisation entsteht eine schnelle Folge Natrium-vermittelter
Aktionspotenziale, die das Substrat der charakteristischen Burstentladung darstellen. Im

Rahmen des LTS werden beide Strome in- bzw. deaktiviert und stehen erst nach einer
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erneuten Hyperpolarisation wieder zur Verfigung [62;67;78]. Die Burstentladungen
aktivieren iber exzitatorische Efferenzen NRT-Neurone und fihren zur Entstehung
sogenannter “rebound bursts®. Die Folge ist eine erneute GABA-Freisetzung im VB, die
den Zyklus wieder startet [6;29;103;117].

Kortikale Neurone konnen tber glutamaterge Efferenzen das Aktivititsmuster
thalamischer Netzwerke kontrollieren [5;10]. In diesen Studien wurde gezeigt, dass durch
Stimulation kortiko-thalamischer Neurone die Frequenz thalamischer Oszillationen
beeinflusst werden kann. Die Autoren vermuten eine Vermittlung durch GABA-Rezeptor
abhingige Prozesse. In anderen Experimenten wurden durch repetitive Stimulation
kortikaler Neurone in den Zellen des VB und NRT frequenzabhingig Burstentladungen
generiert [50]. Die oszillierenden thalamischen Rhythmen werden tiber kortiko-thalamische
Efferenzen synchronisiert, und die weitreichenden synaptischen Verbindungen des Kortex
vermitteln die Ausbreitung der rhythmischen Aktivitit tber weite Teile des Zerebrums
[20;67].

Die genannten Prozesse zur Generierung rhythmisch oszillierender Aktivitit stellen das
Substrat der Entstehung von Schlafspindeln dar, die wihrend Tiefschlafphasen beobachtet
werden [103]. Im Rahmen von Absencen kommt es zur pathologischen Steigerung der
Synchronisation und Transformation der Spindeln in SWD. Als pathophysiologische
Grundlage kénnen folgende Faktoren angesehen werden:

In Tiermodellen der Absence Epilepsie wurden Unterschiede der neuronalen Transmission
im Kortex festgestellt. Einerseits besteht eine gesteigerte NMDA-vermittelte Reaktion der
glutamatergen kortikalen Neurone [90]. Andererseits wird eine verminderte GABA-
vermittelte Inhibition im Kortex von WAG/Rij beschrieben [61]. Dazu passen die
Ergebnisse von Spreafico und Mitarbeitern aus Experimenten an GAERS [100], die eine
reduzierte Intensitit der Anfirbbarkeit einer Untereinheit des GABA ,-Rezeptors
festgestellt haben[3]. Die Anzahl an GABAj-Rezeptoren in kortikalen Neuronen in
GAERS unterscheidet sich nicht von der in Kontrolltieren, doch lie sich eine geringere
Affinitit gegentiber einem hochaffinen Liganden feststellen [28]. Es wird postuliert, dass
diese Faktoren zu eciner kortikalen Hyperexzitabilitit fuhren, die ihrerseits zur
Transformation der rhythmischen Aktivitit in SWD beitragt.

Auf thalamischer Ebene wurden ebenfalls zellulire wund elektrophysiologische
Verinderungen in Tieren der Absence-Modelle gefunden, die zur Anfallsentstchung
beitragen sollen. Die Amplitude des I, nicht aber seine Aktivierungs- und
Inaktivierungskinetik ist in NRT-Neuronen von GAERS signifikant vergroflert, wiahrend in

thalamischen Relaisneuronen kein Unterschied nachgewiesen werden konnte [36;107]. Die
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erhohte I-Leitfahigkeit hat seine Ursache wahrscheinlich in der gesteigerten Transkription
einer Kanaluntereinheit des T-Kalziumkanals [105]. Der rein anatomische Vergleich des
NRT in Bezug auf Zellzahl erbrachte hingegen keinen Unterschied zwischen GAERS und
Kontrolltieren [72;91].

Als weiterer Faktor der pathologisch verinderten Nervenzellaktivitit wird eine veranderte
GABAerge Neurotransmision in thalamischen Nuklei vermutet. Es wird ein
Unleichgewicht zugunsten der GABAy-vermittelten Prozesse angenommen, die zu einer
lang anhaltenden Hyperpolarisation und folglich zur vermehrten Deinaktivierung von L
fithren. Diese Vermutung stiitzt sich auf frihe Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen, die
eine Zunahme der SWD-Zahl nach systemischen Applikationen bzw. thalamischen
Mikroinjektion von GABA,- und GABAj-Agonisten und/oder Antagonisten
beobachteten [56;57;84;98]. Beztiglich Zellzahl, GABA-Rezeptorbesatz und Affinitit der
GABA-Rezeptoren wurde allerdings kein Unterschied gefunden [51;100]. Durch jingste
elektrophysiologische Studien wurde die Bedeutung GABAerger Prozesse in der
Generierung von SWD-bezogener Nervenzellaktivitit bestitigt. Hier zeigte sich ein
deutlicher Anstieg SWD-bezogener Nervenzellaktivitit nach mikroiontophoretischer Gabe
eines GABA,-Antagonisten, die Applikation eines GABAj-Antagonisten blieb ohne
signifikante Wirkung [101]. Die endgiiltige Bestitigung, dass eine GABAerge Disbalance in

thalamischen Netzwerken zur Entstehung der Absencen beitrigt steht aus.

4.4. Wirkmechanismus von ESM

Als ESM zur Behandlung von Absencen zugelassen wurde, war dessen Wirkmechanismus
noch unbekannt. Im Rahmen elektrophysiologischer Untersuchungen an thalamischen
Schnittpriaparaten konnte der Nachweis erbracht werden, dass ESM das Auftreten
thythmischer thalamischer Burstentladungen in VB und NRT reduziert [42;123]. Ahnliche
Ergebnisse erbrachten jungste in vitro Untersuchungen mit ESM an thalamischen
Relaisneuronen des VB und des NRT, die analog zu Befunden von Huguenard und
Mitarbeitern eine Verminderung der Aktionspotenziale innerhalb einer Burstentladung und
einen Anstieg des Anteils tonischer Entladungen unter ESM-Einfluss zeigen konnten [42].
Diese Beobachtungen werden durch die Resultate der vorliegenden Arbeit unterstutzt.

Im Rahmen dieser Studie ist es gelungen, extrazellulire Nervenzellaktivitit wihrend
Absence Eplepsien in vivo aufzuzeichnen. Das Entladungsverhalten der untersuchten

thalamischen und kortikalen Neurone war durch eine schnelle Abfolge gruppierter
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Aktionspotenziale (Bursts) mit zeitlich engem Bezug zur Spitzenkomponente der SWD im
EEG charakterisiert und entsprach damit Befunden anderer Arbeitsgruppen [44;95].

Durch mikroiontophoretische Applikation des Antiepileptikums ESM wurde die Wirkung
auf thalamische und kortikale Neurone charakterisiert. Hierbei zeigten sich deutliche
regionale Unterschiede in der Wirksamkeit von ESM auf die SWD-bezogene
Nervenzellaktivitait. Im VB bewirkte die lokale ESM-Applikation eine Verminderung der

SWD-bezogenen Nervenzellaktivitit in Abschnitt E2 um 16.2 £ 4.9 % (n = 9; p <0.02).

Die maximale Abnahme betrug 254 £ 4.7 % (n = 11; p < 0.001). Dieses Ergebnis
bekriftigt Befunde unserer Pilotstudie an GAERS, dass ESM die Entladungshiufigkeit
thalamischer Relaisneurone des VB innerhalb der Burstentladungen wihrend der Absence
Epilepsien reduziert [92]. Unterstitzung fanden die vorliegenden Resultate durch die
Ergebnisse aus den Untersuchungen an Einzelzellen, deren SWD-bezogene Entladungen in
ahnlicher Weise durch ESM vermindert wurden.

Die Verinderungen des Entladungsverhaltens der NRT-Neurone wihrend der Applikation
von ESM waren sehr gering. Die Zahl der Potenziale war in Abschnitt E2 um 1.2 £5.2 %

reduziert. Die maximale relative Verminderung gegentiber Kontrollwerten betrug 3.4 £ 5.6
%. Der fehlende Nachweis einer signifikanten Abnahme SWD-bezogener
Nervenzellaktivitit im posterioren Teil des NRT steht den Befunden anderer
Arbeitsgruppen gegentiber , die an Katzen bzw. thalamischen Schnittpriparaten gearbeitet
haben und eine Abnahme der Burstentladungen mit nachfolgender Verminderung
thalamischer Oszillationen beobachten konnten [42;85]. Die Frage, ob das in anderen
Studien durch ESM verinderte Entladungsverhalten der NRT-Neurone wesentlich zur
klinisch beobachteten Anfallskontrolle beitrigt und tiber welche molekularen Mechanismen
dieses vermittelt wird, muss unbeantwortet bleiben.

Aufgrund der motorischen Phinomene im Rahmen von Absencen wurde die Auswirkung
von ESM auf motorische Relaiskerne des Thalamus untersucht. In unseren Experimenten
wurde eine tendenzielle Verminderung der neuronalen Aktivitit um 6.6 * 6.6 %
beobachtet. Die maximale Abnahme der SWD-bezogenen Potenziale betrug im Mittel 7.6
+ 7.4 %. In keinem der Fille fiuhrte die ESM-Gabe zu eciner Reduktion der oben
beschriebenen motorischen Symptomatik. Die Erhohung des Muskeltonus und die
rhythmischen Schwanzbewegungen waren jederzeit wahrnehmbar.

Die Wirkung des Antiepileptikums ESM auf kortikale Neurone ist bisher wenig untersucht.
In unserer Studie fand sich im Areal S1-J eine signifikante Abnahme der SWD-bezogenen

Entladungen in Abschnitt E2 um 20.4 * 8.7 % wihrend ESM-Gabe (p <0.05). Die
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maximale Reduktion der Nervenzellaktivitit betrug 32.1 £ 16.0 %. Eine Analyse, die
getrennt nach Zugehorigkeit der Neurone zu einer bestimmten kortikalen Schicht
durchgefiihrt wurde, lie auf Grund sehr geringer Fallzahlen keine validen Aussagen zu.
Die erhobenen Befunde in S1-] zeigen, dass ESM auch auf kortikaler Ebene einen
inhibitorischen Effekt auf die anfallsbezogene Nervenzellaktivitit austibt. Unter
Berticksichtigung oben genannter Resultate, dass bei Ausschaltung kortikaler Strukturen
Absencen sistieren, darf postuliert werden, dass die Reduktion SWD-bezogener
Entladungen in kortikalen Neuronen eine bedeutsame Rolle bei der klinisch beobachteten
antiepileptischen Wirksamkeit spielt.

Demgegentiber stehen die Resultate aus Areal S1-HL, die hinsichtlich der SWD-bezogenen

Entladungen eine Tendenz zur Zunahme unter ESM zeigten. In Abschnitt E2 wurden 8.3
+ 11.3 % mehr Potenziale registriert. Die maximale Verinderung war durch einen Anstieg

der Zahl der Potenziale um 11.0 £10.0 % geprigt. Es muss letztlich unbeantwortet
bleiben, warum die Neurone aus S1-HL eine anderes Reaktionsmuster auf die ESM-

Applikation zeigen.

Hinsichtlich der molekularen Mechanismen, tber die die ESM-Wirkung vermittelt wird,
existieren widerspriichliche experimentelle Resultate. Durch elektrophysiologische und
pharmakologische Studien an isolierten Finzelzellen des VB der Ratte wurde gezeigt, dass
ESM den T-Kalziumstrom (I;) reduziert. Die Konzentrationen des Wirkstoffs entsprachen
dabei den therapeutischen Serumspiegeln [22-24]. Auf der Grundlage dieser
elektrophysiologischen Befunde zur ESM-Wirkung wurde die I;-Blockade als
antiepileptischer Wirkmechanismus postuliert [108].

Dartiberhinaus wirkt ESM als partieller Antagonist am GABA,-Rezeptor [25]. In
Zellkulturen kortikaler Neurone wurde eine Verminderung GABA-vermittelter IPSP durch
ESM beobachtet [7;69]. Eine Blockade Natriumkanal-abhingiger Aktionspotenziale
hingegen konnte nicht nachgewiesen werden.

Neuere Untersuchungen an isolierten thalamischen Neuronen der Katze von Leresche und
Mitarbeitern [52], in deren Experimenten die ESM-Applikation zwar die Zahl der
Burstentladungen verminderte, aber keine I-Reduktion festgestellt werden konnte, stellen
diese Befunde in Frage. Die Verinderungen des Entladungsverhaltens wurden der
Blockade eines nicht-inaktivierenden Natriumstroms sowie eines Kalzium-abhingigen
Kaliumstroms zugeschrieben. Die Autoren postulierten, dass der antiepileptische
Wirkmechanismus von ESM ihnlich dem des Valproat, das auch in der Behandlung der

Absence Epilepsie etabliert ist, auf der Blockade von Natriumkanalen beruht.
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Auch Pfrieger und Mitarbeiter konnten in ihren Experimenten keine I-Reduktion durch
ESM an thalamischen Neuronen beobachten [87].

Hinsichtlich der Entstehung der SWD-bezogenen Burstentladungen wird durch neuere
Arbeiten auflerdem die Beteiligung des LTS und I in Frage gestellt: Mitarbeiter aus der
Arbeitsgruppe um Crunelli fihrten intra- und extrazellulire Ableitungen im VB von
GAERS in vivo durch [18;88]. Hierbei konnten nur in einzelnen Neuronen LTS, die
simultan mit den SWD auftraten, nachgewiesen werden. Mehrheitlich zeigten sich
rhythmische Sequenzen inhibitorischer und exzitatorischer postsynaptischer Potenziale
(IPSP/EPSP) auf dem Boden einer tonischen Hyperpolarisation. Wihrend bisher nicht
geklirt werden konnte, tber welchen Mechanismus diese tonische Hyperpolarisation
vermittelt wird, wurden die IPSP der Aktivierung von GABA ,-Rezeptoren zugeschrieben.
Es stellte sich auBlerdem heraus, dass das Ruhemembranpotenzial der untersuchten
Neurone wihrend typischer Absencen im Mittel bei -56 £ 2 mV lag und damit oberhalb
der Deinaktivierungsschwelle fur L. Diese erste systematische Untersuchung zu zelluliren
Mechanismen im Rahmen der Absence Epilepsie in einem intakten neuronalen Netzwerk
konnte demzufolge keine Beteiligung von LTS an der Entstehung von Absencen

nachweisen und damit die Schliisselrolle des L. nicht bestitigen.

Die Beobachtungen der vorliegenden Studie geben Hinweise auf die Wirkung von ESM auf
SWD-bezogene neuronale Aktivitit in unterschiedlichen Hirnarealen. Es ist gelungen, ein
Wirkprofil dieser Substanz in unterschiedlichen thalamischen und kortikalen Kerngebieten
zu erstellen. Der abschlieBende statistische Vergleich der ESM-Wirkung in den
unterschiedlichen Hirnarealen belegte, dass die Abnahme SWD-bezogener Entladungen im
VB und S1-] in Zeitabschnitt E2 signifikant groBer war als die Verinderungen in S1-HL
(p < 0.02 bzw. p < 0.05). Bei Betrachtung der maximalen relativen Verinderungen der
Nervenzellaktivitit zeigte sich eine signifikant deutlichere Abnahme der Potenziale im VB
verglichen mit NRT und S1-HL (p < 0.05 bzw. p < 0.02).

Aus den Ergebnissen wird geschlossen, dass der Hauptangriffspunkt von ESM in der
Therapie der Absence Epilepsie die Neuronen des ventrobasalen thalamischen Kerns
und jene des Représentationsareals des Kiefers im somatosensorischen Kortex sind.Es
darf angenommen werden, dass die Verminderung SWD-bezogener neuronaler
Entladungen durch ESM einen zentralen Mechanismus der therapeutischen Wirkung bei
der Behandlung der Absence Epilepsie darstellt. Bezuglich der molekularen
Wirkmechanismen (It-Blockade versus Inhibition von Natriumstomen) oder der

Effizienz der Anfallskontrolle lassen unsere Befunde allerdings keine Aussage zu.
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4.5. Ausblick

Die Absence Epilepsie gehort zu der Gruppe der Idiopathischen Generalisierten
Epilepsien. Die Prognose der Erkrankung hingt von einer adidquaten Anfallskontrolle ab,
wie zahlreiche klinische Studien zeigen konnten. Die fehlende Remission der Absence
Epilepsie geht mit deutlichen FEinschrinkungen der psychosozialen und kognitiven
Kompetenz der Patienten einher [8;64;121]. Im Vergleich mit anderen chronisch Kranken
stellte sich heraus, dass die akademische Ausbildung der Patienten mit Absencen geringer
und die psychosozialen Probleme (soziale Finbindung, Suchtverhalten etc.) grofer waren.
Diese Studien zeigten, dass eine adidquate Anfallskontrolle die Einschrinkungen in den
genannten Bereichen deutlich verminderte [120]. Bei der Bewertung der insgesamt guten
Ergebnisse der Pharmakotherapie der Absence Epilepsie bleibt zu beachten, dass die
Medikamenteneinnahme in Einzelfillen zu seltenen, aber sehr ernst zu nehmenden
unerwinschten Nebenwirkungen fithren kann (s. Einleitung). Aullerdem werden bei dieser
Form der Epilepsie auch pharmakoresistente Formen berichtet.

Zur Entwicklung neuer potenterer Pharmaka, die ihre Wirkung gezielt an Schliisselstellen
des der Krankheit zugrundeliegenden Prozesses ausiiben kénnen, ist es von besonderer
Wichtigkeit, die Pathomechanismen der Entstechung und Ausbreitung der pathologisch
gesteigerten Nervenzellaktivitit zu ergrinden und die zellulire und molekulare
Pathophysiologie aufzukliren. In Folgestudien bleibt zu kliren, welcher molekulare
Mechanismus der antiepileptischen Wirkung von ESM zugrundeliegt. Interessant
hinsichtlich der Entwicklung neuer Therapieverfahren scheint auch, ob durch

Mikroinjektion von ESM eine Anfallskontrolle erreicht werden kann.
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5. Zusammenfassung

Das typische elektroenzephalografische Kennzeichen der Absence Epilepsie sind Spike-
and-Wave Entladungen (SWD). Aus fritheren Untersuchungen ist bekannt, dass ein
neuronaler Kreis aus thalamischen und kortikalen Nervenzellen eine zentrale Rolle bei der
Entstehung und Aufrechterhaltung der Anfille spielt. In Tieren des WAG/Rij-Stammes,
einem Tiermodell der Absence Epilepsie, wurden unter Neuroleptanalgesie extrazellulire
Nervenzellaktivititen von thalamischen und kortikalen Neuronen wahrend spontaner
Anfille aufgezeichnet. Es wurden mikroiontophoretische Applikationen von Ethosuximid
(ESM), einem klinisch etablierten Antiepileptikum, vorgenommen und dessen Wirkung auf
SWD-bezogene neuronale Entladungen in mehreren Zeitabschnitten untersucht.

Im Nucleus ventralis lateralis (VL) konnte im Zeitabschnitt E2 der ESM-Gabe eine
tendenzielle Abnahme der Nervenzellaktivitit um 6.6 £ 6.6 % beobachtet werden. Die
Zellen des Reprisentationsareals der Hinterextremitit im somatosensorischen Kortex (S1-
HL) reagierten mit einer Zunahme der Entladungen um 8.3 £ 11.3 % auf die ESM-
Applikation. Bei ESM-Gabe in den posterioren Teil des Nucleus reticularis thalami (NRT)
wurde keine signifikante Verinderung des Entladungsverhaltens beobachtet. Sowohl im
Reprisentationsareal des Kiefers im somatosensorischen Kortex (S1-]) als auch im Nucleus
ventralis basalis (VB) bewirkte ESM eine sigifikante Verminderung SWD-bezogener
Potenziale um 20.4 £ 8.7 % respektive 16.2 + 4.9 % (p < 0.05; p < 0.001). Die statistische
Analyse zeigt, dass die Verdnderungen im Zeitabschnitt E2 der Substanzgabe im VB und
S1-J signifikant stirker ausgeprigt waren als in S1-HL. Die maximale relative Abnahme der
Nervenzellaktivitit im VB (25.4 + 4.7 %) unterschied sich signifikant von den
Verinderungen in NRT (3.4 £ 5.6 %) und S1-HL (Zunahme um 11.0 £ 10.0 %; p < 0.02;

p <0.05).

Es wird postuliert, dass die Nervenzellen des VB und S1-] zellulire Zielstrukturen der

klinisch beobachteten antiepileptischen Wirkung von ESM sind.
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Tabellarischer Anhang A

KONTROLLE
File/Abschnitt 1 2 3 4 5 Mittelwert
wb1103 35,52 37,11 35,10 38,34 35,96 36,41
wb1013 46,85 46,44 44,74 45,95 46,02 46,00
wb1l715 31,81 29,66 24,46 29,47 27,69 28,62
wb1203 49,19 43,65 42,46 45,48 43,72 44,90
wb1516 34,48 36,33 34,35 38,72 35,09 35,79
wb0412 37,38 37,78 40,40 36,81 35,94 37,66
ESM
File/Abschnitt 1 2 3 4 5 Mittelwert
wb1103 38,49 38,97 42,43 40,64 39,03 39,91
wb1013 48,90 46,00 41,95 47,95 47,07 46,37
wb1l715 30,57 26,08 27,51 25,50 26,31 27,19
wb1203 51,60 42,09 45,56 44,91 47,42 46,32
wb1516 35,89 37,36 33,93 36,44 34,77 35,68
wb0412 33,11 36,01 35,73 36,81 35,94 35,52

Tab A: Rauschanalyse der Ableitungen aus dem Nucleus ventralis basalis thalami (VB) wihrend Kontrolle

und ESM-Applikation. Dargestellt sind die Mittelwerte der Varianzen aus 5 willkirlich gewihlten

Abschnitten und der daraus gebildete Mittelwert. Im paarigen Mittelwertsvergleich zeigt sich kein

signifikanter Unterschied (p=1.0).

KONTROLLE

File/Abschnitt 1 2 3 4 5 Mittelw ert
w 043-16 21,40 26,87 21,89 22,82 23,30 23,26
w 045-12 28,90 26,86 29,42 27,18 25,25 27,52
w047-16 32,23 35,63 35,55 34,23 32,32 33,99
w 044-07 18,02 13,91 16,31 17,01 15,16 16,08
2521275 |
—_—
ESM
File/Abschnitt 1 2 3 4 5 Mittelw ert
w 043-16 24,74 24,38 23,96 24,24 22,89 24,04
w 045-12 24,95 28,35 30,52 24,47 30,05 27,67
w047-16 34,25 31,95 35,00 31,34 32,97 33,10
w 044-07 15,73 14,93 16,47 14,41 15,42 15,39
25,05 % 7,4 |
—_—

Tab.B: Rauschanalyse der Ableitungen aus

dem Reprisentationsareal der Hinterextremitit im

somatosensorischen Kortex (S1-HL) wihrend Kontrolle und ESM-Applikation. Dargestellt sind die

Mittelwerte der Varianzen aus 5 willkiirlich gewihlten Abschnitten und der daraus gebildete Mittelwert. Im

paarigen Mittelwertsvergleich zeigt sich kein signifikanter Unterschied (p=0.94).



Tabellarischer Anhang B

KONTROLLE

File/Abschnitt 1 2 3 4 5 Mittelw ert
wb3106 47,00 46,03 49,90 45,13 43,21 46,25
wb2304 25,66 27,88 21,95 25,11 25,45 25,21
w b2502 38,65 39,05 39,78 40,34 39,45 39,45
w b3003 52,22 51,28 49,01 50,52 52,11 51,03
—_—

ESM

File/Abschnitt 1 2 3 4 5 Mittelw ert
wb3106 47,42 46,60 42,09 46,86 51,92 46,98
w b2304 25,58 23,80 25,06 24,90 25,95 25,06
wb2502 36,16 40,20 37,68 39,07 38,10 38,24
w b3003 50,58 53,32 52,12 51,60 53,61 52,25

Tab.C: Rauschanalyse der Ableitungen aus dem Nucleus reticularis thalami (NRT) wihrend Kontrolle und
ESM-Applikation. Dargestellt sind die Mittelwerte der Varianzen aus 5 willkiirlich gewihlten Abschnitten
und der daraus gebildete Mittelwert. Im paarigen Mittelwertsvergleich zeigt sich kein signifikanter

Unterschied (p=0.97).



Tabellarischer Anhang C

Abschnitt/File 8101 7901 7501 0412 1103 1203 1516 1703 1715 3801 0508 n |Mittelwert S]H
Relative Veranderung SWD-bezogener Entladungen in %
E1 -2,1 -3,2 -15,2 -14,5 -41,9 -34,4 -14,9 -1,7 -14,7 -3,1 -27,8 11 -15,8 4,1
E2 0,0 -6,1 -20,1 -22,9 -31,2 -0,7 -36,0 0,3 -29,4 9 -16,2 4,9
E3 1,8 -24,1 -31,9 -34,1 -4,6 -34,8 -3,0 7 -19,2 5.8
E 4 9,1 -27.,9 -5,3 -31,5 4 -13,9 9,6
ES -14,1 -7,4 -49,8 3 -23,8 13,2
aus -35,8 -14,0 -20,8 7,3 5.4 -50,8 -5,3 7 -16,3 8,1
max -14,1 -24,1 -31,9 -34,1 -41,9 -34,4 -14,9 -1,7 -49,8 -3,1 -29,4 11 -25,4 4,7
Zahl der SWD I 113 90 149 I 20 I 53 I 30 I 60 I 33 I 78 I 121 I 32 Ill I 70,8 13,0
Dauer des analysierten Zeitabschnitts in s
Kontrolle 50,5 47,3 56,9 16,9 33,6 54,1 27,0 21,5 23,8 23,2 39,9 11 35,9 4,4
E1 90,4 117,2 54,9 43,2 39,7 62,6 63,0 92,1 35,9 36,9 54,9 11 62,8 8,0
E2 46,9 47,4 41,2 37,2 24,9 29,8 33,2 42,5 75,0 9 42,0 4,8
E3 45,0 35,6 54,4 28,2 38,4 32,9 45,7 7 40,0 3,4
E 4 44,0 53,7 26,9 38,5 4 40,8 5.6
ES 51,7 72,5 38,3 3 54,2 10,0
aus 38,3 38,2 74,8 57,6 65,5 54,7 52,6 7 54,5 51
Ejektionsstrom starke in nA
E1 15,0 12,5 10,0 60,0 60,0 40,0 60,0 40,0 60,0 60,0 60,0 11 43,4 6,4
E2 30,0 17,5 15,0 60,0 40,0 60,0 70,0 60,0 90,0 9 49,2 8,4
E3 40,0 25,0 20,0 60,0 90,0 80,0 60,0 7 53,6 10,0
E 4 65,0 120,0 120,0 90,0 4 98,8 13,3
ES 70,0 120,0 100,0 3 96,7 14,5

Tab. D: Ubersicht tiber die Experimente aus dem Nucleus ventralis basalis thalami (VB). Obere Zeile:

Name und Zahl der Versuche, Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwertes (SE). Die relative

Verinderung SWD-bezogener Entladungen (in %) zeigt die Verinderungen gegentiber dem Kontrollwert.

Die Dauer der analysierten Zeitabschnitte (in s) und die Ejektionsstromstirken werden dargestellt.

Abschnitt/File 3003 2304 3106 2502 n | Mittelwert | SE
Relative Verdnderung SWD-bezogener Entladungen in %

E1 3,2 -6,7 2,9 6,2 4 1,4 2,8

E 2 4,1 -5,7 -13,2 10,1 4 1,2 5,2

E3 -6,4 -4,5 3,9 12,9 4 1,5 4,4

aus -6,3 -2,9 11,8 10,5 4 3,3 4,6

m ax -6,4 -6,7 -13,2 12,9 4 -3,4 5,6
zahlder SWD | 90 83 107 238 |4 | 1295 36,5

Dauer des analysierten Zeitabschnitts in s

Kontrolle 44,9 40,9 27,4 67,3 4 45,1 8,3
E1l 42,3 44,0 36,4 64,4 4 46,8 6,1

E 2 39,0 34,6 49,5 63,8 4 46,7 6,5

E3 43,7 40,0 36,2 59,0 4 44,7 5,0

aus 36,4 42,2 33,9 60,4 4 43,2 6,0

Ejektionsstrom stéarke in nA

E1l 60,0 60,0 50,0 40,0 4 52,5 4,8

E 2 60,0 60,0 50,0 80,0 4 62,5 6,3

E 3 60,0 60,0 50,0 80,0 4 62,5 6,3

Tab. E: Ubersicht iiber die Experimente aus dem Nucleus reticularis thalami (NRT). Obere Zeile: Name

und Zahl der Versuche, Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwertes (SE). Die relative Verinderung

SWD-bezogener Entladungen (in %) zeigt die Verinderungen gegeniiber dem Kontrollwert. Die Dauer der

analysierten Zeitabschnitte (in s) und die Ejektionsstromstirken werden dargestellt.




Tabellatischer Anhang D

Abschnitt/File 2904 2107 1901 1906 2301 0713 1505 n | Mittelwert | SE
Relative Veranderung SWD-bezogener Entladungen in %

E1l 8,7 -6,9 7,6 -7,4 -16,1 4,6 -18,3 7 -4,0 4,2

E 2 0,0 -4,6 -12,2 28,0 -15,9 -26,0 -15,2 7 -6,6 6,6

E 3 -5,9 -9,4 -0,4 11,4 -12,1 -15,8 -20,9 7 -7,6 4,0

E 4 -5,3 -2,3 -21,8 -2,6 -5,2 5 -7.4 3,6

E 5 -7.8 -8,7 -3,1 2,6 4 -4,2 2,6
aus 3,7 5,7 5,9 -4,0 12,8 -15,2 6 1,5 4,0

m ax 8,7 -9,4 -12,2 28,0 -21,8 -26,0 -20,9 7 -7,6 7,4
Zahl der SWD I 97 154 113 45 99 47 56 7 87,3 15,2

Dauer des analysierten Zeitabschnitts in s

Kontrolle 40,5 37,6 61,8 54,3 45,3 30,2 107,5 7 53,9 9,8
E1 39,8 39,0 50,6 66,5 51,9 33,6 32,3 7 44,8 4,6

E 2 47,1 38,7 58,9 32,5 40,4 40,9 57,6 7 45,2 3,8

E 3 43,1 39,5 49,5 64,0 45,2 31,1 52,8 7 46,4 3,9

E 4 41,5 70,6 58,1 45,9 21,9 5 47,6 8,2

E 5 40,5 54,3 63,2 39,4 4 49,3 5,7
aus 42,2 67,4 53,5 36,8 78,3 34,3 6 52,1 7,2

Ejektionsstrom starke in nA

E1 40,0 60,0 40,0 60,0 60,0 40,0 60,0 7 51,4 4,0

E 2 40,0 70,0 50,0 70,0 70,0 60,0 60,0 7 60,0 4,4

E 3 40,0 80,0 60,0 80,0 80,0 80,0 90,0 7 72,9 6,4

E 4 90,0 80,0 80,0 100,0 120,0 5 94,0 7,5
ES5 100,0 80,0 120,0 120,0 4 105,0 9,6

Tab. F: Ubersicht iiber die Experimente aus dem Nucleus ventralis lateralis (V). Obere Zeile: Name und

Zahl der Versuche, Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwertes (SE). Die relative Verinderung SWD-

bezogener Entladungen (in %) zeigt die Verdnderungen gegeniiber dem Kontrollwert. Die Dauer der

analysierten Zeitabschnitte (in s) und die Ejektionsstromstirken werden dargestellt.




Tabellarischer Anhang E

Abschnitt/File 4316 4512 4716 4709 4407 4809 n | Mittelwert | SE
Relative Veranderung SWD-bezogener Entladungen in %

E1l 8,8 -2,3 -2,2 -14,4 16,0 34,7 6 6,8 7,0

E 2 6,5 4,1 2,1 -20,5 49,4 5 8,3 11,3

E 3 7,5 -1,4 14,7 -24,6 4 -0,9 8,5

E 4 0,1 -27,2 2 -13,5 13,7
ES5 1,0 -27,1 2 -13,0 14,0
aus -5,8 14,0 -26,0 -26,2 4 -11,0 9,6

m ax 8,8 4,1 14,7 -27,2 16,0 49,4 6 11,0 10,0
Zahl der SWD 86 62 125 163 52 124 I 6 102,0 17,4

Dauer des analysierten Zeitabschnitts in s

Kontrolle 40,0 38,5 34,2 44,5 65,4 62,9 6 47,6 5,4
E1l 38,4 37,2 35,5 47,8 103,2 80,4 6 57,1 11,5

E 2 49,7 34,3 37,1 45,9 68,2 5 47,0 6,0

E 3 41,5 44,6 103,8 50,9 4 60,2 14,7

E 4 36,5 43,8 2 40,2 3,7

E 5 66,3 45,6 2 55,9 10,3
aus 45,5 81,2 53,9 79,3 4 65,0 9,0

Ejektionsstrom starke in nA

E1l 100,0 40,0 80,0 40,0 60,0 70,0 6 65,0 9,6

E 2 100,0 40,0 80,0 40,0 120,0 5 76,0 16,0
E3 100,0 40,0 120,0 40,0 4 75,0 20,6

E 4 60,0 40,0 2 50,0 10,0
ES5 80,0 40,0 2 60,0 20,0

Tab. G: Ubersicht tber die Experimente aus dem Reprisentationsareal der Hinterextremitit im
somatosensorischen Kortex (S1-HL). Obere Zeile: Name und Zahl der Versuche, Mittelwerte und
Standardfehler des Mittelwertes (SE). Die relative Verdnderung SWD-bezogener Entladungen (in %) zeigt
die Verinderungen gegeniiber dem Kontrollwert. Die Dauer der analysierten Zeitabschnitte (in s) und die

Ejektionsstromstirken werden dargestellt.



Tabellarischer Anhang F

Abschnitt/File 9004 8007 9002 9801 5104 5001 n | Mittelwert SE
Relative Verdnderung SWD-bezogener Entladungen in %

E1l 8,2 -8,5 -18,0 -17,1 -11,1 -10,8 6 -9,6 3,9

E 2 -0,6 -12,2 -60,4 -22,4 -20,9 -5,9 6 -20,4 8,7

E 3 -20,0 -0,3 -94,0 -18,1 -22,6 -8,4 6 -27,2 13,8

E 4 -48,9 -5,5 -97,8 -11,7 1,9 -8,1 6 -28,4 16,6
ES -54,5 15,2 -96,8 11,3 -22,0 1,5 6 -24,2 18,0
aus -44,8 -5,0 -15,6 3 -21,8 11,9
max -54,5 15,2 -97,8 -22,4 -22,6 -10,8 6 -32,1 16,0
Zahl der SWD | 117 122 147 | 117 83 148 | 6 | 122,3 9,8

Dauer des analysierten Zeitabschnitts in s

Kontrolle 48,5 56,4 52,9 28,4 23,6 54,8 6 44,1 5,9
E1l 45,5 60,2 47,9 39,0 19,9 55,3 6 44,6 5,8

E 2 43,4 47,3 54,8 35,9 20,8 50,2 6 42,1 5,0

E 3 40,5 39,9 49,2 35,6 23,8 60,6 6 41,6 5,1

E 4 76,4 40,6 50,3 33,3 37,2 56,3 6 49,0 6,5
ES5 44,1 41,7 40,3 27,6 46,6 58,8 6 43,2 4,1
aus 71,9 83,3 62,4 3 72,5 6,0

Ejektionsstrom starke in nA

E1 140 15 60 20 120 120 6 79,2 22,4

E 2 170 35 100 80 140 160 6 114,2 21,2

E 3 180 40 140 140 160 200 6 143,3 22,8

E 4 150 60 160 180 170 220 6 156,7 21,7
ES5 180 70 160 200 190 240 6 173,3 23,3

Tab. H: Ubersicht iiber die Expetimente aus dem Reprisentationsareal des Kiefers im somatosensorischen
Kortex (S1-]). Obere Zeile: Name und Zahl der Versuche, Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwertes
(SE). Die relative Verinderung SWD-bezogener Entladungen (in %) zeigt die Verinderungen gegeniiber
dem Kontrollwert. Die Dauer der analysierten Zeitabschnitte (in s) und die Ejektionsstromstirken werden
dargestellt. Es ist zu beachten, dass ESM in diesen Experimenten jeweils aus zwei Kapillaren simultan

ausgetrieben wurde. Die angegebenen Ejektionsstromstirken wurden addiert.



