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Die Dissertation untersucht den Einfluss von Kindling durch Pentetrazol (PTZ)
und der Vorbehandlung gekindelter Ratten mit dem Nootropikum Piracetam
und dem NMDA-Antagonisten MK-801 auf den Schlafrhythmus von Ratten. Das
Kindling wurde durch die Verabreichung wiederholter initial subeffektiv
konvulsiver Dosen von Pentetrazol induziert. Weiterhin erfolgte eine
Vorbehandlung mit den Substanzen Piracetam und MK-801, welche in
vorherigen Untersuchungen PTZ-Kindling-bedingte morphologische
Veranderungen und kognitive Stérungen aufgehoben haben. Vor Initiation und
nach Abschluss des Kindlings wurden Langzeit-EEG- und EMG-Untersuchungen
an den Tieren durchgefiihrt, um Aussagen ({ber Anderungen des
Schlafverhaltens treffen zu kdnnen. Um zwischen Kindling-bedingten und durch
einen akuten Anfall hervorgerufenen Veranderungen unterscheiden zu kdnnen,
wurden Langzeit-EEG- und EMG-Untersuchungen auch nach Verabreichung
einer einzelnen konvulsiven Dosis PTZ vorgenommen. Die Ergebnisse zeigen,
dass 24 Stunden nach einem akut durch PTZ ausgelésten Krampfanfall das
Schlafmuster von Ratten nicht verandert ist. Nach PTZ-Kindling war jedoch ein
REM-Schlaf-Defizit nachweisbar. Die Vorbehandlung mit Piracetam konnte
dieses REM-Schlaf-Defizit im Gegensatz zur Vorbehandlung mit MK-801 nicht
verhindern. Der Nachweis eines REM-Schlaf-Defizits nach PTZ-Kindling belegt
die klinische Relevanz des Modells flir generalisierte Epilepsien und deutet auf
enge Zusammenhange zwischen kindlingbedingten kognitiven Stérungen und
kindlingbedingten Stdérungen des Schlafmusters hin. Die unterschiedlichen



Ergebnisse hinsichtlich Aufhebung des Lerndefizits nach Behandlung PTZ-
gekindelter Ratten mit MK-801 im Vergleich zu weiter bestehendem REM-
Schlaf-Defizit nach Behandlung mit Piracetam lassen eine multifaktorielle
Beeinflussung beider Phanomene nach Kindling vermuten.

Schliisselworter:
Epilepsie, Kindling, Piracetam, MK-801, EEG, Pentetrazol, Ratte, paradoxer
Schlaf, Schlafrhythmus
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1. Einleitung

1.1. Epilepsie als haufige neurologische Erkrankung

Mit dem Begriff Epilepsien werden Kklinisch und atiologisch heterogene
zerebrale Funktionsstérungen bezeichnet, deren Gemeinsamkeit das Auftreten
von epileptischen Anfallen bzw. cerebralen Krampfanfallen ist. Epileptische
Anfalle sind Ausdruck von paroxysmalen Stérungen des Sensoriums und der
Motorik sowie des subjektiven Befindens und des objektiven Verhaltens, die
durch eine plétzliche auftretende abnorme Aktivitatssteigerung des ZNS
verursacht werden (Janz 1986).

Eine weltweit anerkannte und verwendete Klassifikation der Epilepsien erfolgte
erstmals 1981 durch die internationale Liga gegen Epilepsie. Danach werden
die Epilepsien unterteilt in:

L. Fokale Anfalle

II1. Generalisierte Epilepsien und Syndrome

ITI.  Nicht klassifizierbare epileptische Anfalle

1989 wurde diese Klassifkation Uberarbeitet und u.a. um spezielle Syndrome
(IV.), wie z.B. Fieberkrampfe oder isolierte Anfalle bzw. isolierten Status
epilepticus, erweitert (Comission on Classification and Terminology of the
International League against Epilepsy 1981; Comission on Classification and
Terminology of the International League against Epilepsy 1989).

Engel publizierte 2001 ein neues Schema zur Klassifikation, in welchem Uber 5
ubergeordnete Achsen eine weitgehend vollstdndige Einbeziehung der weit
gefacherten Variationsbreite der Symptomatik und Folgen epileptischer
Erkrankungen ermdglicht werden soll (Engel 2001).

Die Angaben zu epidemiologischen Daten uber Epilepsien schwanken aufgrund
unterschiedlicher Diagnosekriterien stark. So kann bei Vorraussetzung von
mindestens zwei unprovozierten Anfdllen von einer Inzidenz von 29 — 53 pro
100000 Personen und Jahr (Granieri et a/. 1983) und unter Einbeziehung von
mindestens einem unprovoziertem Anfall sogar von 26 — 70 pro 100000
Personen und Jahr (Sidenvall et al/. 1996; Stephen und Brodie 2000)
ausgegangen werden. Die Pravalenz einer Epilepsie wurde mit 4 Erkrankungen
pro 1000 Einwohner ermittelt.



Auffallend ist bei den Epilepsien ein zweigipfliger altersbezogener
Inzidenzanstieg. So ist eine Reduktion der Inzidenz um die Halfte wahrend der
ersten Dekade zu beobachten (Hauser et a/. 1993), wobei die hdchsten
Neuerkrankungsraten innerhalb des ersten Lebensjahres zu verzeichnen sind.
Nach dem 60. Lebensjahr ist wieder eine stark erhdhte Inzidenzrate
nachweisbar (Kotsopoulos et a/. 2002).

Die Gesamtprognose epileptischer Erkrankungen ist mit Anfallsfreiheit in bis zu
71% relativ gut (Cockerell et al. 1997; Goodridge und Shorvon 1983). Die
Prognose ist abhdngig von Anfallstyp und Atiologie, wobei insbesondere im
Kindesalter symptomatische Epilepsien eine schlechtere Prognose als
idiopathisch bedingte haben. Das gilt sowohl fir perinatale bzw. hypoxische,
als auch im Rahmen von Syndromen und metabolischen Erkrankungen
auftretende Anfdlle (Rantala und Ingalsuo 1999). Eine lberwiegend schlechte
Prognose haben die neonatalen Anfdlle sowie das West- und Lennox-Gastaut-
Syndrom. Prognostisch glinstiger sind idiopathische partielle und generalisierte
Epilepsien (Berg et a/. 2001; Cowan 2002; Luthvigsson et a/. 1994).

Die standardisierte Mortalitatsrate bei Erkrankung an einer Epilepsie ist um den
Faktor 2 -3 erhdht. Dabei ist die Mortalitat zu Beginn der Erkrankung am
héchsten und sinkt dann allmahlich (Hauser et a/. 1980).

Hinsichtlich der Atiologie lassen sich idiopathische bzw. primére von den
symptomatischen bzw. sekunddren Epilepsien abgrenzen. Bei den
symptomatischen ist zwischen den heriditaren und erworbenen Erkrankungen
zu unterscheiden. Insgesamt wird fir bis zu 50 % der Anfallsleiden eine
genetische Ursache vermutet, wobei sowohl monogene als auch oligo- bzw.
polygene Mechanismen, zum Teil kombiniert mit duBeren Noxen, flr

epileptische Anfalle ursachlich sein kdnnen (Frdscher et al. 2004).



1.2, Beziehungen zwischen Epilepsie und Schiaf

Die Dauer epileptischer Anfdlle betragt meist weniger als 2 Minuten, doch viele
Patienten klagen noch Stunden oder auch Tage lUber Miudigkeit und Leistungs-
Einschrankungen (Hoeppner et a/. 1984). Ursachen fir die postiktale
Leistungsminderung liegen zum einen in der Tatsache, dass auch tagsiber
auftretende Anfalle erheblich das physiologische Schlafmuster stéren (Touchon
et al. 1991). Zum anderen spielen natirlich die fir die Behandlung
eingesetzten antiepileptischen Medikamente eine erhebliche Rolle (Harding et
al. 1985; Touchon et al. 1987; Wolf P. et al 1985). Fir die
Temporallappenepilepsie mit komplex partiellen Anféllen wurde insbesondere
eine Verminderung des REM-Schlafes bzw. paradoxen Schlafes (PS) wahrend
nachtlicher Anfalle aber auch nach tagstiber auftretenden Anfallen beschrieben
(Bazil et al. 2000). Es wurde der Nachweis von Schlafstérungen bei Patienten
mit generalisierten nachts auftretenden Anfallen erbracht, wobei wiederum der
PS verkirzt war und der Schlaf insgesamt mehr fragmentiert wurde. Auch
rezidivierend auftretende partielle nachtliche Anfdlle zeigen eine Reduzierung
von PS (Lopez-Gomariz et al. 2004). Zusammenfassend kann bei einem
uberwiegenden Anteil der Epilepsien von moglichen Stérungen des
Schlafrhythmus mit besonderer Empfindlichkeit des PS ausgegangen werden.
(Peraita-Adrados 2004). Die Schlafstérungen kdnnen bei einer Vielzahl der
Patienten jedoch auch unabhangig von Medikamentengaben und akuten
Anfallen beobachtet werden. Beschrieben wurden verschiedenste Arten der
Schlafstérungen wie erhtéhte Fragmentierung oder Schlaflatenz, schnellere
Wechsel der Schlafstadien, Verminderung des REM-Schlafes u.a. (Mendez und
Radtke 2001). Eine anderer Aspekt der Beziehung zwischen Schlaf und
Epilepsie ist der umgekehrte und wesentlich haufiger untersuchte Einfluss von
Schlaf auf das Auftreten und die Haufigkeit von epileptischen Anféllen (Lopez-
Gomariz et al. 2004). So konnten Bazil und Walczak ein gehduftes Auftreten
und eine verstarkte Generalisierungstendenz von komplex-partiellen Anfallen
wahrend des Schlafes nachweisen. Hierbei war die Generalisierungstendenz
insbesondere bei Temporallappenepilepsie nachts deutlich erh6ht, wahrend die
Frontallappenepilepsie zwar haufiger nachtliche Anfdlle zeigt, aber keine
erhdhte Generalisierungstendenz wahrend des Schlafes aufweist. Anfalle



komplex-partieller Epilepsien traten gehdauft wdhrend des NonREM-Schlafes
(slow-wave-sleep oder SWS), Stadien I und II, jedoch fast nie wéhrend der PS-
Phasen, auf (Bazil und Walczak 1997). Ein gehduftes Auftreten von Anfallen
wahrend des SWS ist bei verschiedenen epileptischen Syndromen zu
beobachten, jedoch auch die Aufwachphase kann epileptische Anfélle
hervorrufen, wie bei der Myoklonie und bei Grandmal-Anfdllen (Autret et al.
1999).

Ein weiteres Phanomen ist der Nachweis von paroyxsmaler interiktaler Aktivitat
(PA) im EEG. Der Einfluss von Schlaf auf die paroxysmale interiktale Aktivitat
variiert stark bei den unterschiedlichen epileptischen Syndromen. Besonders
ausgepragt ist das Erscheinen von PA wahrend des SWS bei idiophatischen
partiellen Epilepsien und beim Landau-Kleffner-Syndrom. Bei generalisierten
Epilepsien ist ein Anstieg der PA im Schlaf hauptsachlich bei Kindern zu finden.
Die ubrigen epileptischen Erkrankungen zeigen eine weitgehend vom
Vigilanzstadium unabhdngige Starke von PA (Autret et a/. 1997). Ein
verstarktes oder vermindertes Auftreten von PA kurz vor dem Auftreten von
Anfallen konnte nicht nachgewiesen werden, jedoch war eine direkte
Korrelation der Haufigkeit von PA mit der Schlaftiefe feststellbar. Man kann
somit davon ausgehen, dass PA und epileptische Anfdlle auf unterschiedlichen
pathophysiologischen Prozessen beruhen (Natarajan et a/. 2002).

Korrelate flir die oben genannten Beobachtungen bei Menschen lassen sich
auch in tierexperimentellen Modellen flir verschiedene Epilepsien nachweisen.
So ergaben polysomnographische Untersuchungen bei Katzen nach Amygdala-
Kindling, einem Modell fir komplex-partielle Epilepsien und fir
Temporallappenepilepsie, eine deutliche Beeinflussung des Schlafprofils. In den
Untersuchungen an Katzen war nach Abschluss des Kindlings eine signifikante
Reduktion des REM-Schlafes nachweisbar, wobei die Gesamtschlafzeit
unbeeinflusst blieb. Die Verminderung des REM-Schlafes war am starksten
direkt nach dem Anfall nachweisbar und persistierte Gber 22 Stunden ohne
Rebound. Die Veranderungen im Schlafrhythmus waren voriibergehender Natur
und nach 2 Monaten war der Ausgangszustand wiederhergestellt (Hiyoshi und
Wada 1990).



1.3. Beziehungen 2zwischen Epilepsie, Lernen und
Gedachtnis

Aufgrund der komplexen cerebralen Funktionsstérung, die eine Epilepsie
hervorruft, ist neben der Stérung des Schlafprofils auch eine Beeintrdachtigung
im gesamten psychosozialen Verhalten zu erwarten. (Levin et a/. 1988). Die
Lebensqualitat von Epileptikern ist dabei in multiplen Bereichen beeinflusst.
Die Behandlung der psychosozialen und kognitiven Stérungen spielt fur die
Steigerung der Lebensqualitat eine ebenso eminente Rolle wie die Therapie der
Krampfanfalle an sich (Devinsky 2004).

Die kognitiven Defizite bei Epileptikern sind in zahlreichen Studien belegt
(Samson 2002; Sonmez et al. 2004). Die Art der mentalen Stérungen variiert
dabei stark und ist von verschiedenen Faktoren wie Alter bei Auftreten der
Erkrankung, Anfallshaufigkeit- und Dauer, Anfallstyp sowie Schwere der Anfélle
abhangig (Becker 1999). So fanden Nolan et al. Hinweise flir unterschiedlich
ausgepragte  Lerndefizite  bei  Temporallapen-,  Frontallappen-  und
Absencenepilepsie im Kindesalter. Die starkste Auspragung des Lerndefizites
zeigte sich bei der Temporallapenepilepsie mit schlechtester Leistung im
verbalen Lernen. Die Frontallappenepilepsie ging mit signifikanten Stérungen
im verbalen und visuellen Gedachtnis einher. Bei der Absencenepilepsie zeigten
sich nur subtile Lerndefizite (Nolan et a/. 2004).

Ein wesentlicher Aspekt der Veranderung psychischer Verhaltensweisen und
kognitiver Leistungen im Verlauf epileptischer Erkrankungen ist die Therapie
der Anfdlle mit Medikamenten, welche selbst negative Einflisse auf Kognition
und/oder Psyche haben kénnen. 7% der mit antiepileptischen Medikamenten
(AED) behandelten Patienten zeigen Verhaltensauffalligkeiten (Harbord 2000),
wobei der Prozentsatz bei Patienten mit bereits vorbestehenden kognitiven
Einschrankungen und Patienten mit Kombinationstherapie um das dreifache
gesteigert ist. Interessanterweise gibt es deutliche Unterschiede der
Wirkungen von AED hinsichtlich der Anwendung bei Epilepsiepatienten im
Vergleich mit gesunden Probanden, wobei bei Kontrollgruppen haufig
wesentlich starkere Effekte auf die Kognition als bei Epileptikern beobachtet
werden konnten (Aldenkamp 1995; Motamedi und Meador 2004).

10



Psyche und Kognition werden neben vielfaltigen anderen Nebenwirkungen
durch die verschiedenen Substanzgruppen in unterschiedlicher Form
beeinflusst. Eine schwere Beeintrachtigung der kognitiven Leistung war z.B. fir
Topiramat nachweisbar (Fritz et a/. 2005; Lee et al. 2003; Meador et a/l. 2003).
Hingegen zeigen Carbamazepin, Phenytoin und Valproat keinen wesentlichen
negativen Effekt, solange moderate Dosierungen und Monotherapien verwendet
werden (Drane und Meador 1996). Lamotrigen zeigt ahnlich gute und zum Teil
bessere Effekte auf kognitive Leistungen als die klassischen Antiepileptika
(Aldenkamp und Baker 2001).

Die positiven Einflisse von Anfallsfreiheit bzw. -reduktion auf Kognition und
Verhalten Uberwiegen mogliche negative Effekte durch Einstellung auf AED’s,
wobei natiirlich eine adaquate Auswahl der Medikamente und die
Berlicksichtigung derzeit noch unzureichend erforschter Einflisse von
Kombinationstherapien entscheidend sind und bei eventuell unter Therapie
auftretenden Verhaltensanderungen gegebenenfalls eine Medikamenten-

Umstellung erfolgen sollte.

1.4. Kindling als tierexperimentelles Modell fiir
Epilepsien

Die oben genannten Veranderungen bei Epileptikern hinsichtlich Stérungen von
Lern- und Gedachtnisfunktionen sind in tierexperimentellen Studien untersucht
worden. Als Modell fir menschliche Epilepsien wurde im Tierexperiment die
Technik des Kindlings entwickelt, welches erstmals naher durch Goddard
(Goddard 1967; Goddard et al. 1969) beschrieben und nachfolgend durch
zahlreiche weitere Arbeitsgruppen untersucht wurde. Der Begriff Kindling ist
vom Englischen ,to kindle" (anfachen) abgeleitet. Kindling ist durch das
Verabreichen von wiederholten, initial subeffektiven Krampfstimuli
charakterisiert. Im Verlauf kommt es jedoch zur Ausbildung von Krampfanfallen
mit zunehmender Auspragung bis hin zu tonisch-klonischen Anfallen (Burnham
1975; Goddard et al. 1969). Das Kindling kann durch elektrische Reize in
verschiedenen Hirnregionen, z.B. Hippocampus und Corpus amygdaloideum
(elektrisches Kindling) oder die Verabreichung konvulsiver Substanzen wie z.B.

Pentetrazol (PTZ) induziert werden (chemisches Kindling).
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Zahlreiche Studien belegen die enge Korrelation der Prozesse beim
tierexperimentellen Kindling mit durch Epilepsie bedingten klinischen und
pathophysiologischen Veranderungen beim Menschen (McNamara 1988;
Schmutz 1987).

So sind die verschieden Methoden des Kindlings ein unverzichtbarer Bestandteil
bei der praklinischen Erprobung von neuen Antiepileptika. Dabei wird
beispielsweise das PTZ-Kindling fir generalisierte Anfalle (myoklonische Anfalle
und Absencen) und das elektrische Kindling fir partielle Anfdlle mit sekundarer
Generalisierung in der praklinischen in vivo Testphase verwendet (Levy et al.
2002). Kindling als Modell ist jedoch nicht nur als pharmakologische
Testmethode von groBer Bedeutung. Vielfdltige Untersuchungen der letzten 3
Jahrzehnte haben gezeigt, dass durch das Kindling sowohl begleitende
Beeintrachtigungen in Psyche und Kognition einerseits, als auch eine massive
Beeinflussung des Schlafzyklus andererseits, hervorgerufen werden.

Durch Kindling hervorgerufene Defizite in Lernen und Gedachtnis sind sowohl
flr elektrisches als auch chemisches Kindling nachgewiesen worden (Becker et
al. 1992; Becker et al. 1997; Mclntyre und Molino 1972; Stone und Gold 1988).
Es wurde gezeigt, dass unterschiedliche Arten des Lerndefizits in Abhdngigkeit
von der verwendeten Kindlingmethode resultierten. So konnten Becker et al.
fir das PTZ- Kindling eine Verschlechterung der Lernleistung in der Shuttlebox
sowie bei der Habituation auf der Lochplatte feststellen (Becker et al. 1992;
File und Becker 1993). Beim elektrischen Kindling konnte fiir das Amygdala-
Kindling und Kindling des dorsalen Hippocampus eine schlechtere Leistung in
der Y-Kammer und fir das Kindling des ventralen Hippocampus eine
verminderte Leistung in der Shuttlebox nachgewiesen werden. (Becker et al.
1992; Becker et al. 1997).

Die Beeinflussung des Schlafes durch elektrisches Kindling ist ebenfalls belegt.
So konnte in verschiedenen Untersuchungen eine Reduktion insbesondere des
PS aber auch des SWS nach Amygdala-Kindling bei Katzen und Ratten
nachgewiesen werden (Hiyoshi et a/. 1989; Hiyoshi und Wada 1990; Raol und
Meti 1998; Stone und Gold 1988).

Es liegen derzeit jedoch keine Untersuchungen vor, ob und in welcher Form das
PTZ-Kindlung als tierexperimentelles Modell fir generalisierte Epilepsien einen
wesentlichen Einfluss auf den Schlaf-Wachrhythmus und die Verteilung von
NonREM- und REM-Schlaf-Phasen hat.
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Zielstellung der vorliegenden Arbeit ist die Klarung der Frage, welchen Einfluss
das PTZ-Kindling auf den Schlafrhythmus von Ratten hat. Weiterhin soll
untersucht werden, ob die Behandlung gekindelter Tiere mit Substanzen, die
einen nachgewiesenen Einfluss auf die Auspragung des Kindlings oder des
durch Kindling induzierten Lerndefizits bewirken, die eventuelle Veranderung
des Schlafmusters gekindelter Ratten beeinflussen. Um diese Fragen zu priifen,
wurden vor und nach PTZ-Kindling Langzeit-EEG- und EMG-Untersuchungen bei
Ratten durchgefiihrt.

Des Weiteren wurden die gekindelten Ratten mit Piracetam als Nootropikum
und MK-801 als nichtkompetitivem NMDA-Rezeptorantagonisten behandelt und
ebenfalls einer Langzeit-EEG-Untersuchung vor und nach Kindling unterzogen,
um den Einfluss dieser Substanzen auf den Schlafrhythmus gekindelter Tiere zu
prifen.

Fur Piracetam als Nootropikum war in vorangegangen Untersuchungen eine
Aufhebung des durch Kindling bedingten Lerndefizits und auBerdem ein
wirksamer Schutz gegen den beim PTZ-Kindling nachgewiesenen neuronalen
Zellverlust in bestimmten Regionen des Hippocampus nachgewiesen worden,
wobei die Substanz jedoch keinen positiven Effekt auf die Auspragung der
durch Kindling verursachten Anfélle hat (Pohle et a/. 1997).

Die zweite Substanz MK-801 ((8+)-5 -methyl -10,11 —dihydro -5H-benzo (a, d)
cycloheptan-5,10-imin maleat) ist ein nichtkompetitiver NMDA-
Rezeptorantagonist, welcher die durch Kindling hervorgerufenen Krampfanfalle
effektiv unterdriickt und ebenfalls einen positiven Einfluss auf das durch
Kindling verursachte Lerndefizit auslibt (Grecksch et a/. 1994) .
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Zur Untersuchung des Einflusses von chemischem Kindling auf den Schlaf von
Ratten wurden mannliche Wistar-Ratten (Shoe:Wist (Shoe); DIMED
Schdnwalde) im Alter von 7 Wochen (bei Versuchsbeginn) verwendet.

Die Tiere wurden unter kontrollierten Versuchsbedingungen in Staibkafigen
(Typ III) mit Drahtgitteraufsatz (55x 32x 16 cm) gehalten. In den Kafigen

befanden sich Gruppen von jeweils 5 Tieren.

Lichtregime: 12 h hell, 12 h dunkel, Licht an 06:00 — 18:00 Uhr,

kiinstliche Beleuchtung
Luftfeuchte: 55 - 60%
Temperatur: 20°C * 2°C
Ernahrung: Altromin 1326, Leitungswasser ad libitum
Einstreu: Altromin Tiereinstreu, Faser, Wechsel 3 x wdchentlich
Wahrend der EEG- und EMG-Aufzeichnungsphasen wurden die Tiere einzeln in

Kunststoffboxen (frontal durchsichtig, MaBe: Hohe 36 cm, Lange 25 cm, Breite

15 cm) bei sonst unveranderten Versuchsbedingungen gehalten.
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2.2, Implantation der EEG- und EMG-Elektroden

Zur Implantation der Elektroden wurden die Tiere mittels Pentobarbital
(Synopharm, Barsbittel) (40 mg/kg) intraperitoneal andsthesiert. Zunachst
wurde die Kopfhaut Uber der Kalotte in einer GréBe von 15 x 20 — 25 mm
entfernt. Zusatzlich wurde ein kleiner Schnitt im Bereich des Nackens gesetzt,
um den Musculus (M.) trapezius zuganglich zu machen. AnschlieBend erfolgte
die Praparation der Kalotte sowie Sauberung, Desinfektion und Bleichung mit
Wasserstoffperoxidlosung (10%) zur kompletten Entfernung jeglicher
Gewebereste. Nach Abtrocknung der Kalotte und Versiegelung des
Kalottenrandes mit Gewebekleber (Histoacryl®, Braun, Melsungen), wurden die
2 EEG-Elektroden (lat = 2.0; AP= 2.0; AP= 5.0) (Paxinos und Watson 1997),
nach Trepanation mit einem Dentalbohrer implantiert. Die Elektroden waren
aus chromfreien Uhrenschrauben, Durchmesser 0,8 mm, gefertigt, an welche
Drahte aus rostfreiem Stahl geldtet wurden. Nachfolgend wurde ein
Grundsockel aus Zahnzement (Paladur?, Heraeus Gmbh, Wehrheim) gegossen
und anschlieBend die EMG-Elektroden, welche ebenfalls aus feineren,
teflonisolierten, rostfreien Stahldrahten bestanden, im M. trapezius verankert.
Unter Gewahrleistung der Kontaktfreiheit der einzelnen Elektroden
untereinander wurden diese ausgerichtet und durch einen sechsldchrigen
Gummisockel gefuihrt, der auf dem oben genannten Grundsockel ebenfalls mit
Zahnzement angepasst wurde. Nach Wundtrocknung und Verschluss hatten die
Tiere 7 Tage zur Rekonvaleszenz (Abb.1).
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Abb.1:

Kalotte
EEG-Elektroden Sockel

; M. trapezius
|

EMG-Elektroden

Schema der Anordnung der EEG-Elektroden nach Freilegung,
Desinfektion und Trepanation der Kalotte und Schema der
Implantation der EMG-Elektroden sowie der Befestigung des Sockels,
durch dessen Bohrungen die EEG- und EMG-Elektroden gefiihrt

werden.
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2.3. EEG- und EMG-Ableitung

Das Langzeit-EEG und -EMG der Tiere wurde Uber eine Dauer von 8 Stunden an
3 aufeinander folgenden Tagen aufgezeichnet. Die EEG-/EMG- Aufzeichnung
fand wahrend der Hellphase zwischen 8:00 und 16:00 * 30 min statt.

Einen Tag vor Aufzeichnungsbeginn erfolgte eine Testphase von ca. 4 Stunden
um die Tiere an die veranderten Bedingungen (Ableitungskabel) zu gewdhnen.
An den 3 Aufzeichnungstagen hatten die Tiere jeweils 30 Minuten Zeit zur
Adaptation an die Ableitungsbedingungen.

Die EEG-/EMG-Aufzeichnung konnte bei Gruppen von maximal 8 Tieren
gleichzeitig durchgefiihrt werden.

Die Tiere wurden wahrend der gesamten Aufzeichnungsphase einzeln in oben
beschriebenen Kunststoffboxen in einem schallisolierten, vom EEG-Gerat
getrennten Raum mit Videolberwachung, gehalten. So war eine Aufzeichnung
weitgehend ohne Stdérung der Tiere gewadhrleistet. Der Raum wurde wahrend
der Aufzeichnungsphase nur zur Behebung von Zwischenfdllen betreten.

Die Kunststoffboxen befanden sich zur Vermeidung von elektrischen
Interferenzen in einem Faraday’schen Kafig.

Die weiteren Haltungsbedingungen (Lichtverhaltnisse, Temperatur, Luftfeuchte,
Fltterung und Streuwechsel) blieben unverandert.

Vor Aufzeichnungsbeginn wurde das Ableitkabel Uber einen 5-poligen Stecker
mit dem Sockel des Tieres befestigt, sowie Uber einen Diodenstecker mit dem
EEG-Gerat verbunden. Eine Zugentlastung war durch eine Spiralfeder gegeben.
Der obere Steckkontakt war unbegrenzt axial drehbar gelagert (Swivel), so
dass die Tiere eine ausreichende Bewegungsfreiheit wahrend der
Aufzeichnungsphase hatten.

Zur Aufzeichnung des EEG’s und EMG’s diente das Gerat Neurofax 4418G,
Hersteller Nihon Khoden, mit 18 Kanalen. Der Papiervorschub betrug 0,5 mm/s
(1 Seite entspricht 10 Minuten Aufzeichnungsdauer). Die Aufzeichnung wurde

nach einer Rekonvaleszenzzeit von 7 Tagen nach Praparation begonnen.
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Die Aufzeichnung nach Kindling begann jeweils am 4. Tag nach Beendigung des
Kindlings, da ein langerer Transport zum Schlaflabor unumgéanglich war und
erneut Zeit zur Adaptation an die Aufzeichnungsbedingungen benétigt wurde.

Nach Beendigung der Aufzeichnung wurden die Zeiten fur die Zusténde
Wachsein (W), NonREM-Schlaf bzw. slow-wave-sleep (SWS) und REM-Schlaf
bzw. paradoxer Schlaf (PS) minutengenau visuell nach Standardkriterien
(Wetzel et al 1994) erfasst (Abb.2, genauere Erlduterungen bitte ich S. 23 zu

entnehmen).

EMG " TP *

1 min

o
. .

SWS PS W

Abb.2: Darstellung des EEG und darunter das EMG eines einzelnen Tieres.
Entsprechend der Amplituden von EEG und EMG kann eine Zuordnung
der Schlafphasen paradoxer Schlaf (PS), Slow-Wave-Sleep (SWS) und
Wachsein (W) erfolgen.
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2.4. Kindling und pharmakologische Behandlung
2.4.1 Akutkrampf

Zur Differenzierung zwischen durch Kindling verursachten und durch einzelne
Krampfanfalle bedingten Schlafveranderungen bei Ratten wurden zundchst EEG
und EMG-Aufzeichnungen vor (Baseline) und 24 Stunden nach Injektion einer
konvulsiven Dosis PTZ (45 mg/kg KG, i.p.) zur Auslésung eines generalisierten
Krampfanfalles durchgefiihrt. Die Kontrolltiere erhielten entsprechend eine
einmalige Injektion isotonischer Kochsalzldsung (NaCl). Das Injektionsvolumen
betrug 10 ml/kg KG.

2.4.2. Grundversuch (Kindling)

Zur Induktion des Kindlings wurde Pentylenetetrazol (Pentetrazol?, Roth,
Karlsruhe) verwendet. Hierbei erhielten die Tiere Montag, Mittwoch und Freitag
eine initial subkonvulsive Dosis von 37,5 mg/kg intraperitoneal (entsprechend
der ED,¢ flr tonisch-klonische Krampfanfalle). Das Injektionsvolumen betrug
10 ml/kg. Im Folgenden wurden die Tiere 20 min beobachtet und das
Krampfverhalten entsprechend einer modifizierten Skala nach Racine beurteilt
(Racine 1972), wobei folgende Stufen zu unterscheiden sind (Becker et al.
1992):

Stufe 0: Keine Reaktion

Stufe 1: Faziale und auriculdre Faszillationen

Stufe 2: Myoklonien am ganzen Kdrper

Stufe 3: Aufrichten

Stufe 4: Klonische Krampfe; Aufrichten und Fallen in Seitenlage

Stufe 5: Generalisierte  tonisch-klonische  Krampfanfalle, Fallen in

Rickenlage und/oder Rotation um vertikale Achse

Als Kriterien flir das erworbene Kindlingsyndrom wurde festgelegt, dass die
Tiere mindestens 13 Injektionen bzw. dreimal in Folge Krampfstufe 4 - 5

erreicht haben mussten.
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2.4.3. Substanzversuch (Kindling und pharmakologische
Behandlung)

Zur Untersuchung des Behandlungseffektes auf das Schlafmuster der
gekindelten Tiere wurden die Substanzen Piracetam (Arzneimittelwerk,
Dresden) und MK-801 (Tocris, Bristol, UK) verwendet.

Die Tiere wurden jeweils 60 Minuten vor der PTZ-Injektion mit 100 mg/kg
Piracetam intraperitoneal behandelt. Bei MK-801 betrug die Dosierung 0,3
mg/kg bei einer Vorbehandlungszeit von 30 Minuten. Die Injektionsvolumina
betrugen fir beide Substanzen 10 ml/kg.

Im Weiteren erfolgte nach der PTZ-Injektion die Beurteilung der
Krampfintensitdat nach oben beschriebenem Schema.

Die  Kontrolltiere erhielten intraperitoneale Injektionen isotonischer

Kochsalzlésung (Volumen: 10 ml/kg) in gleicher Anzahl.
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Zeitlicher Ablauf der Versuche
Akutkrampf

2.5.
2.5.1.

Der Versuch des Akutkrampfes diente zur Untersuchung des Effektes einer
einmaligen konvulsiven PTZ-Injektion (Dosis 45 mg/kg) mit nachfolgendem
der Stufe 4

wurde den Tieren 72 Stunden nach

5 nach Racine auf den

tonisch-klonischem Krampfanfall

Schlafrhythmus der Tiere. Hier
Aufzeichnung der Baseline die einmalige Dosis PTZ injiziert und 24 Stunden
spater mit der Ableitung des EEG's begonnen (auch hier wieder jeweils 8
Stunden an 3 aufeinander folgenden Tagen). Die Kontrolltiere erhielten eine

einmalige NaCl-Injektion. Siehe Abb.3.

Préperation Ei““"”!“.ge’
Rekonvaleszens generalisierter
Krampfanfall
1 Woche durch PTZ
Aufzeichnung Aufzeichnung
Ausgangs-EEG/- EEG/EMG nach
EMG generalisiertem
(Baseline) Anfall
8 h an 3 Tagen 8 h an 3 Tagen

Versuchsbeginn

Wistar-Ratten
7 Wochen alt

1 Woche I

Ablauf der
Provokation eines akuten generalisierten Krampfanfalls durch eine

Abb.3: Zeitlicher Untersuchungen des Schlafrhythmus nach

einmalige Injektion PTZ in konvulsiv wirksamer Dosierung (45 mg/kg)
i.p.. Beginn der Aufzeichnungen 24 Stunden nach dem Krampfanfall.
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2.5.2. Grundversuch (Kindling) und Substanzversuch
(Kindling und pharmakologische Behandlung)

Im Alter von 7 Wochen wurden den Tieren in Gruppen von 10 bis 12 die EEG -
und EMG-Elektroden implantiert. Nach 7 Tagen Rekonvaleszenz erfolgte die Ab-
leitung des Ausgangs-EEG’s liber 3 Tage je 8 Stunden (Baseline). AnschlieBend
wurden die Tiere 28 Tage gekindelt. Im Weiteren erfolgte nach 4-tagiger
Adaptationsphase die Aufzeichnung des Langzeit-EEG’'s und -EMG’s nach
Kindling bzw. Behandlung (3 Tage jeweils 8 Stunden) entsprechend Abb.4.
Wdahrend des Substanzversuches erfolgte zusatzlich zum Kindling die
pharmakologische Behandlung der gekindelten Tiere mit Piracetam oder MK-
801. Der zeitliche Ablauf entspricht dem des Grundversuches (Abb.4).

foan Aufzeichnung
o . Kindling/
Préaperation / . EEG/EMG nach
pharmakologische P=
Rekonvaleszens Behandlung BE:::,I::S,I,Q
1 Woche 4 Wochen
8 h an 3 Tagen
Aufzeichnung
Ausgangs-EEG/- Transport/
EMG Gewdh
(Baseline) ewohnung
8 h an 3 Tagen 4 Tage

A 4 l A 4 lv

Versuchsbeginn

Wistar-Ratten
7 Wochen alt

Abb.4: Zeitlicher Ablauf des Grund- wund Substanzversuches. Nach
Praperation und 1 wochiger Rekonvaleszens wurde das Ausgangs-
EEG/-EMG aufgezeichnet. Nachfolgend wurden die Tiere uber 4
Wochen gekindelt bzw. gekindelt und pharmakologisch behandelt.
Nach 4 tagiger Adaptationszeit wurden erneut EEG und EMG Uber 3
Tage a 8 Stunden abgeleitet.
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2.6. Auswertung und Statistik

Die EEG/EMG-Aufzeichnung wurde in folgender Weise einer visuellen
Klassifizierung nach Standardkriterien (Wetzel et a/. 1994; Wetzel und Matthies
1986) in drei Vigilanzzustande unterzogen (Abb.2). Jede Minute der
Aufzeichnung wurde danach beurteilt, welcher der folgenden Zustande in
dieser Minute (berwiegend vorkam: Abschnitte mit relativ kleiner EEG-
Amplitude (d.h. Y2 oder < %2 im Vergleich zu SWS) und deutlich ausgepragter
EMG-Aktivitat wurden als Wachzustand (W) gewertet, Abschnitte mit relativ
groBer EEG-Amplitude (s.0.) und sehr geringer oder in der Aufzeichnung nicht
erkennbarer EMG-Aktivitat als Non-REM-Schlaf oder slow-wave sleep (SWS)
und Abschnitte mit relativ kleiner EEG-Amplitude (&hnlich wie in W) aber
vollstandig fehlender EMG-Aktivitat als REM-Schlaf oder paradoxer Schlaf (PS).
Wahrend der Aufzeichnung konnte die EEG- und EMG-Aktivitat verfolgt und das
Verhalten des Tieres (liber eine Videokamera) beobachtet, protokolliert und zur
Auswertung herangezogen werden.

Die Daten wurden manuell je Tier und Aufzeichnungstag eingegeben und
anschlieBend rechnergestlitzt verarbeitet, da eine automatisierte Auswertung
des EEG's und EMG’s aufgrund der hohen individuellen Variationsbreite
unzureichend ist. Zur Datenerfassung und -verarbeitung wurden ein

Turbopascalprogramm sowie Microsoft-Excel® benutzt.

Der Parameter PS bezogen auf die Gesamtschlafdauer (PS/S) wurde
folgendermaBen ermittelt: PS/S= PS/(PS + SWS)

Zur graphischen Darstellung wurde die Software Graph-Pad Prism® verwendet.
Fir die einzelnen Schlafphasen wurde der prozentuale Anteil der Gesamtdauer
pro Aufzeichnungstag ermittelt und der Mittelwert (ber die 3
Aufzeichnungstage zur statistischen Auswertung herangezogen.

Beim Akutkrampfversuch wurden der Wilcoxon-Test und der Mann-Whitney-U-

Test zur statistischen Auswertung des Anteils der Schlafstadien verwendet.
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Beim Grund- und Substanzversuch erfolgte die statistische Auswertung der
Ergebnisse mittels dem allgemeinen linearen Modell, wobei hier die univariate
Varianzanalyse, sowie im Weiteren der one-way-ANOVA-Test mit post hoc
Bonferroni-Test Verwendung fanden.

Zur Auswertung der Anfallsintensitat in Abhangigkeit vom Kindling und der
jeweiligen Behandlung wurde das allgemeine lineare Modell fir
Messwertwiederholungen herangezogen.

Die Korrelation zwischen Anfallsintensitat und REM-Schlaf-Defizit wurde mit
dem Korrelationskoeffizienten nach Spearman verifiziert.

Als Signifikanzschwelle wurde p < 0,05 festgelegt.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software SPSS+, Version
10.0.
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3. Ergebnisse

3.1. Einfluss eines Krampfanfalls bedingt durch
Pentetrazol auf den Schlafrhythmus von Ratten

Zur Untersuchung, ob ein einmaliger tonisch-klonischer Krampfanfall zu
Veranderungen im Schlafmuster von Ratten fihrt, wurde den Tieren nach
Aufzeichnung der Baseline einmalig eine konvulsiv wirksame Dosis Pentetrazol
injiziert. Nach 24 Stunden erfolgte die erneute Registrierung des EEG Uber 3
Tage. Es wurde keine signifikante Anderung des Schlafmusters im Wilcoxon-T-
Test und Mann-Witney-U-Test nachgewiesen (Abb.5, Abb.6).

15+
_'_ e —
. 107
X
7]
o
5-
C— Akut NaCl (n=8)
0- mm Akut PTZ (n=6)

VOR Krampfanfall NACH

Abb.5: Paradoxer Schlaf in Prozent, 8 h Aufzeichnungsdauer je Tag gemittelt
uber 3 Tage und SEM, vor und nach Injektion einer konvulsiven Dosis
PTZ mit nachfolgendem generalisiertem Krampfanfall (Akut PTZ,
n=6) im Vergleich mit Kontrollen, welche eine einmalige NaCl-
Injektion erhielten (Akut NaCl, n=8): Bei der Untersuchung zeigten

sich keine signifikanten Anderungen des PS.
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Abb.6:

— Akut NaCl (n=8)
mmm Akut PTZ (n=6)

VOR Krampfanfall NACH

Paradoxer Schlaf bezogen auf Gesamtschlaf in Prozent (PS/S%), 8 h
Aufzeichnungsdauer je Tag gemittelt Uber 3 Tage und SEM: Es zeigte
sich kein Unterschied zwischen Tieren mit einmaligem Krampfananfall
(Akut PTZ, n= 6) und Kontrollen (Akut NaCl, n=8).
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3.2. Auswirkung von Kindling mit Pentetrazol und
Behandlung mit Piracetam auf das Schlafmuster

Das Kindling der Tiere (PTZ) hatte eine Reduktion des PS im Vergleich zu den
Kontrollen (NaCl) und den mit Piracetam behandelten Kontrollen (Pir-NaCl) zur
Folge. Dieses Defizit an PS konnte durch die Behandlung der gekindelten Tiere
mit Piracetam (Pir-PTZ) nicht aufgehoben werden. Wahrend vor der
Behandlung keine relevanten Unterschiede in der Dauer des PS feststellbar
waren (F; 40=1,834; p=0,158), zeigte sich nach Kindling und Behandlung eine
Reduktion des PS bei den Gruppen PTZ und Pir-PTZ im Vergleich (F5 40=8,543;
p<0,001) zur NaCl-Gruppe und Pir-NaCl-Gruppe. Post hoc konnte mit dem
Bonferroni-Test eine signifikante Reduktion des PS der PTZ-Gruppe im
Vergleich zur NaCl-Gruppe (p=0,001) und Pir-NaCl-Gruppe (p=0,017) sowie
zwischen der Gruppe Pir-PTZ und der NaCl-Gruppe (p=0,006) und den Tieren
der Gruppe Pir-NaCl (p=0,042) nachgewiesen werden (Abb.7).

Die Reduktion des PS bei den gekindelten Tieren ist hauptsachlich durch eine
Verringerung der durchschnittlichen Episodendauer des PS bedingt. Die
Episodendauer des PS ist im Vergleich zu allen anderen Gruppen nur bei der
PTZ-Gruppe nach Kindling und Behandlung signifikant erniedrigt (F; 40=4,48;
p=0,009). Post hoc besteht ein signifikanter Unterschied zwischen der PTZ-
Gruppe und behandelten Kontrollen (p=0,034) und nicht behandelten
Kontrollen (p=0,015). Vor Kindling und Behandlung waren keine Unterschiede
nachweisbar (F; 4=1,408; p=0,256). Die Reduktion der Episodendauer des PS
ist bei der Gruppe Pir-PTZ nicht signifikant (Abb.8).

Die Episodenanzahl des PS ist bei den beiden gekindelten Gruppen PTZ und
Pir-PTZ nur in Tendenz reduziert (F;, 40=2,441; p=0,08), (Abb.9).

Ahnlich den Resultaten fiir PS sind die Ergebnisse beim PS bezogen auf den
Gesamtschlaf (PS/S). Es zeigt sich auch hier ein Unterschied zwischen den
Gruppen nach Kindling und Behandlung (F; 40=10,073; p< 0,001), wobei
zuvor kein Unterschied nachweisbar war (Fs; 40=2,412; p= 0,082). Post hoc
ergab sich eine signifikante Reduktion von PS/S der PTZ-Gruppe im Vergleich
zu den Kontrollen nach Kindling und Behandlung (p=0,001) sowie in Tendenz
im Vergleich zur Pir-NaCl-Gruppe (p= 0,082). Die Pir-PTZ-Gruppe zeigt eine
Reduktion des PS/S im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0,001) und zur Gruppe
Pir-NaCl (p=0,042), (Abb.10).
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Der Parameter SWS wies weder vor (Fs; 40=0,555; p=0,648) noch nach
Behandlung und Kindling (F;, 4,=1,404; p=0,257) der Tiere Unterschiede
zwischen den Gruppen auf (Abb.11).

Beim Parameter W war ebenfalls kein signifikanter Unterschied vor
(F3, 40 =0,111; p=0,953) und nach Kindling/Behandlung (F;, 4=2,367; p=0,087)
feststellbar (Abb.12).
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Abb.8:
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IZ‘IV T +, #, %, ++ p<0,05

—— NaCl (n=20)
- PTZ (n=8)
™ Pir-NaCl (n=6)
|| | & || _— & Pir-PTZ (n=7)

VOR  Kindling/  NACH
Behandlung
Kindling und Behandlung mit Piracetam, Anteil PS in Prozent bezogen
auf 8 h Aufzeichnunsdauer gemittelt Uber 3 Tage und SEM: Eine
signifikante Reduktion des PS ist nach Kindling und Behandlung bei
den Gruppen PTZ (#, + p<0,05) und Pir-PTZ (++, * p<0,05) im

Vergleich zu den Gruppen NaCl und Pir-NaCl nachweisbar.

-

r#T+_I_
§ _X% + # p<0,05

C—INaCl  (n=20)
— PTZ (n=8)
™ Pir-NaCl (n=6)
|| L & || L & Pir-PTZ (n=7)

VOR Kindling/  NACH
Behandlung

Kindling und Behandlung mit Piracetam, durchschnittliche
Episodendauer von PS in Minuten, Mittelwerte lber 3 Tage je 8 h
Aufzeichnungsdauer und SEM: Eine Reduktion der Episodendauer ist
nach Kindling und Behandlung bei der PTZ-Gruppe im Vergleich zu
den Gruppen NaCl und Pir-NaCL nachweisbar (#, + p<0,05).
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Abb.10:

C——1 NaCl (n=20)
_— PTZ (n=8)
™ Pir-NaCl (n=6)
|| L & || L & Pir-PTZ (n=7)

VOR Kindling/ NACH
Behandlung

Kindling und Behandlung mit Piracetam, Anzahl der PS-Episoden
Mittelwerte Uber 3 Tage je 8 h Aufzeichnungsdauer und SEM: Es
besteht keine signifikante Reduktion nach Kindling bei den
gekindelten Tieren (PTZ wund Pir-PTZ) im Vergleich zu den
Kontrollgruppen NaCl und Pir-NaCl.

+
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T —"'—] T +, #,*  p<0,05
\ N
C—INaCl  (n=20)
= PTZ  (n=8)

™ Pir-NaCl (n=6)
o — & - - & =<3 Pir-PTZ (n=7)

VOR Kindling/  NACH
Behandlung

Kindling und Behandlung mit Piracetam, Gesamtdauer von PS bezogen
auf die Gesamtschlafdauer in Prozent, Mittelwerte lber 3 Tage je 8 h
Aufzeichnungsdauer und SEM: Es ist eine Reduktion bei gekindelten
und mit Piracetam behandelten gekindelten Tieren im Vergleich zur
Gruppe NaCl nachweisbar (+, # p< 0,05). Die mit Piracetam
behandelten und gekindelten Tiere (Pir-PTZ) haben signifikant
weniger PS/S im Vergleich zur Gruppe Pir-NaCl (* p<0,05).
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Abb.11:

Abb.12:

C— NaCl (n=20)
—— PTZ (n=8)
™ Pir-NaCl (n=6)
|| || & || || & Pir-PTZ (n=7)

VOR Kindling/ NACH
Behandlung

Anteil SWS in Prozent, Mittelwerte Uber 3 Tage je 8 h und SEM:
Weder vor noch nach Kinding und Behandlung mit Piracetam wurden
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen

festgestellt.

1 NaCl (n=20)
— PTZ (n=8)
™ Pir-NaCl (n=6)
|| _— & || || & Pir-PTZ (n=7)

VOR Kindling/  NACH
Behandlung

Kindling und Behandlung mit Piracetam, durchschnittlicher Anteil der
Wachphasen in Prozent, Mittelwerte Uber 3 Tage je 8 h
Aufzeichnungsdauer und SEM: Es wurden keine signifikanten
Unterschiede nachgewiesen.
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3.4. Auswirkung von Kindling mit Pentetrazol und
Behandlung mit MK-801 auf das Schlafmuster

Wie schon oben beschrieben hat das PTZ-Kindling eine deutliche Reduktion des
PS zur Folge. Vor Kindling/Behandlung waren kein Unterschiede hinsichtlich des
PS zwischen den Gruppen nachweisbar (F; 39=0,954; p=0,425). Nach Kindling
und Behandlung wiesen die Tiere der Gruppe PTZ einen reduzierten Anteil von
PS im Vergleich zur Gruppe NaCl auf (F;, 39=5,312; p=0,004; post hoc mittels
Bonferroni p=0,002), (Abb.13). Die Tiere der Gruppe MK-801-PTZ und MK-801-
NaCL zeigten keine Beeinflussung des PS im Vergleich zur Kontrollgruppe NaCl
nach Kindling und Behandlung.

Die PS-Episodendauer war dem entsprechend nur bei der PTZ-Gruppe
signifikant nach Kindling und Behandlung verkirzt (F; 39=4,244; p=0,011).
Post hoc war im Bonferroni-Test ein signifikanter Unterschied zwischen der
PTZ-Gruppe und den Gruppen NaCl (p=0,019) und MK-801-PTZ (p=0,041)
feststellbar (Abb.14).

Die Anzahl der PS-Episoden (Abb.15) zeigte keine signifikanten Unterschiede
vor (Fs3, 39=0,621; p=0,606) und nach Kindling und Behandlung (F; 39=1,59;
p=0,209,).

Eine Reduktion des PS/S (Abb.16) war nur in der PTZ-Gruppe nach Kindling
und Behandlung zu beobachten (F; 39=4,853; p=0,006; p=0,003 post hoc,
Bonferroni-Test), wahrend vor Kindling und Behandlung keine Unterschiede
zwischen den Gruppen bestanden (F; 39=0,975; p=0,415), (Abb.16). Die
Gruppen MK-801-PTZ und MK-801-NaCl hatten kein PS/S-Defizit im Vergleich
zur NaCl-Gruppe.

Beim Parameter SWS waren keine Differenzen zwischen Gruppen vor (F;,
39=0,612; p=0,612) und nach Kindling und Behandlung (F; 39=0,520;
p=0,671) zu ermitteln (Abb.17).

Fiur den Parameter W ergaben sich ebenfalls keine Unterschiede zwischen den
Gruppen vor Kindling/Behandlung (F;, 39=0,559; p=0,645) und nach
Kindling/Behandlung (F;, 50=1,462; p=0,241), (Abb.18).
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Abb.13: Kindling und Behandlung mit MK-801, Anteil von PS in Prozent
gemittelt Giber 3 Aufzeichnungstage je 8 h und SEM: Eine signifikante
Reduktion von PS ist fir die Gruppe PTZ im Vergleich zur
Kontrollgruppe (NaCl) nachweisbar (* p<0,05).
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Abb.14: Kindling und Behandlung mit MK-801, Episodendauer von PS,
gemittelt Gber 3 Tage bei einer Aufzeichnungsdauer von je 8 h und
SEM: Eine signfikante Reduktion der Episodendauer der Gruppe PTZ
im Vergleich zur NaCl-Gruppe (# p<0,05) und zur MK-801-PTZ-
Gruppe (+ p<0,05) war nachzuweisen.
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VOR Kindling/ NACH
Behandlung

Kindling und Behandlung mit MK-801, Anzahl der PS-Episoden
gemittelt Uber 3 Aufzeichnungstage mit je 8 Stunden
Aufzeichnungsdauer und SEM: Es war kein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen feststellbar.
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VOR Kindling/  NACH
Behandlung

Kindling und Behandlung mit MK-801, Anteil PS/S in Prozent gemittelt
uber 3 Tage mit je 8 h Aufzeichnunsdauer und SEM: Der Parameter
war bei der PTZ-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (NaCl)
signifkant reduziert (* p<0,05).
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Abb.17: Kindling und Behandlung mit MK-801, Anteil SWS in Prozent gemittelt
uber 3 Tage mit je 8 h Aufzeichnungsdauer und SEM: Die
Untersuchungen ergaben keine signifikanten Unterschiede.
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Abb.18: Kindling und Behandlung mit MK-801, prozentualer Anteil der
Wachphasen, gemittelt Gber 3 Tage, 8 h MeBdauer pro Tag und SEM:
Es waren keine signifkanten Unterschiede festzustellen.
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3.5.

Krampfintensitat in Abhangigkeit von der
Substanzkombination

Die gekindelten Tiere (PTZ) haben wahrend der letzen 4 Injektionen

Anfallsintensitaten von uber 4 erreicht. Die Behandlung der gekindelten Tiere

mit Piracetam zeigte keine relevante Wirkung auf die Anfallsintensitat
(F1,13=1,790; p=0,204), (Abb.19).

Die mit MK-801 behandelten Tiere zeigten signifikant niedrigere Krampfstufen
als die gekindelten Tiere ohne Behandlung (F;, 12=5,200; p=0,042), (Abb.20).

Anfallsintensitat

/

/
/J( ——PTZ  (n=8)
—+— Pir-PTZ (n=7)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Injektionen

Abb.19: Anfallsintensitaten der Gruppen PTZ und Pir-PTZ wahrend Kindling

und Behandlung, Mittelwerte * SEM: Die Behandlung mit Piracetam
hatte keinen Einfluss auf die Anfallsintensitat.
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Abb.20: Anfallsintensitaten der Gruppen PTZ und MK-801-PTZ wahrend
Kindling und Behandlung, Mittelwerte * SEM: Die Behandlung der
gekindelten Tiere mit MK-801 vermochte die Starke der Anfdlle
signifikant zu senken (# p<0,05).
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3.6. Abhangigkeit zwischen Anfallsintensitat und
Reduktion des paradoxen Schlafes bei
gekindelten Tieren

Bei den Gruppen, welche eine signifikante PS-Anderung im Vergleich zur
Kontrollgruppe nach Kindling aufwiesen, wurde die Korrelation von Anderung
des PS vor wund nach Kindling/Behandlung mit den erreichten
Anfallsintensitaten wahrend Kindling und Behandlung untersucht.

Bei den mit PTZ gekindelten, nicht behandelten Tieren ist eine direkte
Korrelation zwischen erreichter Anfallsintensitat (Durchschnittliche
Anfallsintensitat nach den letzten 3 Injektionen) und PS-Defizit (PS % vor
Kindling — PS % nach Kindling) mittels Korrelationskoeffizienten nach
Spearman nachweisbar (rs=0,747, p=0,017, Abb.21). Diese Korrelation war bei
der Gruppe Pir-PTZ (Abb.22), welche nach Kindling ebenfalls ein signifikantes
PS-Defizit im Vergleich zu den Kontrollgruppen aufweist, aufgehoben
(rs=0,067, p=0,485, Korrelationskoeffizient nach Spearman).

L X4

Anderung PS PTZ %
L 24

-1- r,=0,747

I I I
3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
Anfallsinte nsitat bei Kindling

Abb.21: Anderung von PS (Differenz von PS% vor Kindling und PS% nach
Kindling) bei der mit PTZ gekindelten Gruppe in Abhdngigkeit der
beim Kindling erreichten Anfallsintensitat  (Durchschnittliche
Anfallsintensitat nach den letzten 3 Injektionen, n=8): Es zeigt sich

eine signifikante Korrelation nach Spearman (rs=0,747, p<0,05).
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Abb.22: Anderung von PS (Differenz  von PS prd- und post-
Kindling/Behandlung der Gruppe Pir-PTZ in Prozent in Abhdngigkeit
der Anfallsintesitat (Mittelwert der Anfallsintensitat nach den letzten 3

Injektionen, n=7). Es ist keine Korrelation festzustellen (rs=0,067,).
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4. Diskussion

Epilepsien bewirken nicht nur aufgrund der unvorhersehbaren Anfélle, sondern
auch durch die Beeintrachtigung psychischer und kognitiver Funktionen eine
Minderung der Lebensqualitdt von betroffenen Patienten (Campos-Castello und
Campos-Soler 2004; Devinsky 2004). Ein nicht zu unterschatzender Faktor ist
die gegenseitige Beeinflussung von Epilepsie und Schlaf. Da der Schiaf
nachgewiesenermaBen einen determinierenden Einfluss auf Lernen und
Gedachtnis hat, ist ein enger Zusammenhang zwischen diesen drei
Phanomenen zu erwarten. Insbesondere beim elektrischen Kindling als Modell
fir komplex-partielle Epilepsien konnte einerseits eine Beeintrachtigung von
Lernen und Gedachtnis, und andererseits eine signifikante Beeinflussung des
Schlafrhythmus nachgewiesen (Hiyoshi und Wada 1990; Stone und Gold 1988)
und somit eine Analogie zu humanen Epilepsien hergestellt werden. Beim PTZ-
Kindling als Modell fir generalisierte Epilepsien sind ebenfalls differenzierte
Untersuchungen der Beeinflussung der Kognition erfolgt (Becker et al. 1992).
Eine Charakterisierung der durch das PTZ-Kindling hervorgerufenen
Schlafveranderungen liegt bisher nicht vor. Die Aufgabe dieser Arbeit bestand
in der Untersuchung der Einflisse des PTZ-Kindlings auf den Schlafrhythmus
von Ratten und die Untersuchung des Einflusses von Substanzen, welche einen
nachgewiesenen Effekt auf das durch PTZ-Kindling induzierte Lerndefizit
haben.

In den hier dargestellten Untersuchungen konnte erstmals eine Beeinflussung
des Schlafrhythmus von Ratten durch das PTZ-Kindling nachgewiesen werden.
Das PTZ-Kindling hat eine signifikante Reduktion des paradoxen Schlafes im
Vergleich zu nicht gekindelten Tieren zur Folge (Abb.5, Abb.13). Wahrend eine
Behandlung mit MK-801 das durch das Kindling bedingte PS-Defizit aufhebt
(Abb.13, Abb.16), kann eine Vorbehandlung mit Piracetam die Ausbildung des
PS-Defizits nicht verhindern (Abb.7, Abb.10). Diese Ergebnisse demonstrieren
erstmalig, dass das PTZ-Kindling als tierexperimentelles Modell fir
generalisierte Epilepsien auch spezifische Veranderungen des Schlafrhythmus
von Ratten verursacht, und somit einen weiteren entscheidenden Aspekt

humaner Epilepsien widerspiegelt.
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Bereits vor Jahren wurden Analogien des PTZ-Kindlings zu generalisierten
Epilepsien festgestellt (McNamara 1986; Schmutz 1987). So konnte
wesentlichen Faktoren, welche die humane Epileptogenese beeinflussen, auch
eine entscheidende Rolle bei der Ausbildung des PTZ-Kindlings zugeordnet
werden. Ein wichtiger Aspekt bei der Epileptogenese ist die Stérung des
Gleichgewichtes zwischen exzitatorischen und inhibitorischen
Neurotransmittersystemen (Corda et a/. 1991; McNamara 1986). Fir das PTZ-
Kindling konnte zum einen eine erhéhte Glutamatbindung, bedingt durch eine
erhdhte Glutamatrezeptorendichte bei gleicher Affinitat im Hippocampus
(Schroder et al. 1993), und zum anderen eine verminderte Inhibition durch
GABA, Uberwiegend durch eine Senkung der Aktivitat des GABA-gesteuerten
Chloridkanals verursacht, nachgewiesen werden (Corda et a/. 1991). Die Folgen
einer verstdrkten Glutamataktivitit sind u.a. eine Offnung der NMDA-
Rezeptoren fur Calciumionen, so dass es zu einem gesteigerten Einstrom von
Calciumionen in das Neuron kommt (Meldrum 2000; Zivin und Choi 1991).
Calciumstréome in die Zelle l6sen verschiedene weitere Mechanismen aus, die
durch second messenger Systeme die Freisetzung von Neurotransmittern in
den synaptischen Spalt oder neuroregulatorische Vorgange bis hin zu
Veranderungen der Proteinbiosynthese  verursachen (Hassan H. 1998).
Weiterhin spielt Calcium eine zentrale Rolle bei der Depolarisation des Neurons
und ist somit ein wesentlicher Faktor fir die gesteigerte Erregbarkeit von
Neuronen (Speckmann E.J. 1986; Speckmann et a/. 1990). So konnte bei
Ratten mit pharmakologisch induzierter oder spontaner Epilepsie ein erhéhter
basaler Calciumeinstrom gemessen werden (Amano et a/. 2001; Raza et al.
2001). Durch die gesteigerten intrazellularen Calciumkonzentrationen im
Rahmen UbermaBiger glutamatbedingter exzitatorischer Aktivitat kommt es zur
Calciumuberladung der Zelle, was zur Aktivierung von Enzymsystemen wie
Proteasen, Lipasen und NO-Synthetasen fiihrt und Uber die Zerstérung von
Proteinen und DNA sowie Bildung freier Sauerstoffradikale letztendlich die
Zerstoérung der Zelle verursachen kann (Lipton und Rosenberg 1994).

Bei humanen Epilepsien konnten vielfaltige Untersuchungen einen gesteigerten
Neuronenverlust besonders im Bereich hippocampaler Strukturen zeigen
(Bertram et al. 1990; DeGiorgio et al. 1992; Mathern et a/. 1994; Meldrum

1991). Fur das PTZ-Kindling konnte ebenfalls ein neuronaler Zellverlust in
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mehreren Hippocampusregionen (CA1, CA3, Area dentata und Hilus)
nachgewiesen werden. (Pohle et a/. 1997). Auch beim elektrischen Kindling
sind neuronale Zellverluste im Bereich des Hippocampus beschrieben (Cavazos
et al. 1994; Sloviter 1999; Sutula et a/. 1988). AuBerdem ist beim elektrischen
Kindling die Neuorganisation neuronaler Verbindungen im Hippocampus
(Sprouting von Moosfasern), welche zum Beispiel auch bei der
Temporallapenepilepsie vorkommt, nachgewiesen worden (Bertram et a/. 1990;
Cavazos et al. 1994; Sutula et a/. 1988). Ein Sprouting der Moosfasern ist
bisher beim PTZ-Kindling nur bei prolongiertem Kindling nachweisbar, wobei
durch 10-15 PTZ-Injektionen tonisch-klonische Anfalle provoziert worden waren
(Golarai et al. 1992). Insgesamt lasst sich jedoch postulieren, dass die
neurodegenerativen Prozesse humaner Epilepsien ebenso wie die kognitiven

Defizite im tierexperimentellen Modell des Kindlings reflektiert werden.

Neben den schon beschriebenen kognitiven Defiziten sind an Epilepsie
erkrankte Patienten auch mit Schlafstérungen und teilweise extremer
Tagesmudigkeit konfrontiert (Hoeppner et al. 1984). Um die Folgen der bei
Epilepsien beschriebenen Schlafstérungen abzuschatzen, stellt sich zunachst
die Frage nach der Funktion des Schlafes. Diese Frage ist trotz intensivster und
schon langjahrig betriebener Forschung nicht geklart. Es existieren
verschiedenste, zum Teil kontrovers diskutierte Hypothesen, welche Funktionen
dem Schlaf zukommen. Beispielsweise wurden Thesen Uber Energiesparen
(Berger und Phillips 1995), Temperaturregulation oder Entgiftung des Gehirns
(Inoue et al. 1995; McGinty und Szymusiak 1990) und andere entwickelt. Seit
bereits Uber 200 Jahren wird jedoch schon dariber spekuliert, das Schlafen
und Traumen einen wesentlichen Einfluss auf die Gedachtnisbildung haben
kénnten (Hartley 1791). Jedoch noch nicht eindeutig geklart ist, ob Schlaf und
insbesondere paradoxer Schlaf fir die Gedachtnisbildung notwendig sind.
Siegel (2001) postuliert beispielsweise, dass Schlaf an sich zwar einer der
wesentlichen Faktoren bei der Konsolidierung von Erinnerungen ist, jedoch
weder SWS noch PS die notwendige Hauptrolle bei Lernen und Gedéachtnis
zukommt. So kritisierte Siegel die Methoden der bisherigen Forschung auf dem
Gebiet (z. B. Schlaf- und vor allem REM-Schlaf-Deprivation oder gemessene
REM-Schlaf-Steigerungen nach Trainingsperioden bei Lernexperimenten). Die

vielfach beschriebenen Lerndefizite nach PSD flihrt er auf gesteigerten Stress
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und Angst =zurlck, welche bekanntlich die Gedachtnisbildung negativ
beeinflussen. AuBerdem gibt es in bisherigen Untersuchungen an Menschen
keine Hinweise flir massive Lerndefizite nach medikamentds induziertem oder
durch neuronale Lasionen verursachtem REM-Schlaf-Defizit (Siegel 2001;
Vertes 2004; Vertes und Eastman 2000). Seit Gber 30 Jahren wurden jedoch
auch vielfiltige Studien und Ubersichtsarbeiten zu diesem Thema publiziert,
welche eine entscheidende Rolle von Schlaf und insbesondere PS untermauern.
So gibt es Untersuchungen, die belegen, dass Lerndefizite nach PSD nur
auftreten, wenn neue Verhaltensstrategien in der Lernaufgabe involviert sind
(Greenberg und Pearlman 1974; Hennevin und Leconte 1977). Weiterhin treten
Lerndefizite nur auf, wenn die Schlafdeprivation in bestimmten sensiblen
Zeitfenstern, so genannten REM-Schlaf-Fenstern, erfolgte (Smith 1985). Ein
anderer Aspekt ist die Veranderung der Schlafstruktur mit gesteigertem REM-
Schlaf, welche nach positiv absolvierten Lernexperimenten sowohl beim
Menschen als auch beim Tier zu finden ist (Buchegger und Meier-Koll 1988; De
Koninck et al. 1989; De Koninck und Prevost 1991; Hennevin et a/. 1995;
Lucero 1970; Mandai et al. 1989). Die Schlafarchitektur anderte sich nicht nach
Bewdltigung von Pseudolernexperimenten oder bei Nichtbewadltigung der
Lernaufgabe (Hennevin et a/. 1971; Hennevin et al. 1995; Leconte and
Hennevin 1971; Smith et a/. 1980). Louie und Wilson konnten eine
Reaktivierung neuronaler Erregungsmuster welche zuvor wahrend 10 Sekunden
bis Minuten dauernder Verhaltensaufgaben in charakteristischer Form und Zeit
abgeleitet worden waren, wahrend des PS nachweisen. Weiterhin konnte
wahrend des nachfolgenden PS eine Wiederholung verhaltensabhangiger
Modulationen des subcortikalen Theta-Rhythmus nachgewiesen werden,
welcher fir die Induktion von Langzeitpotenzierung (LTP) relevant ist (Louie
und Wilson 2001). In weiteren Arbeiten wurden @hnliche Reaktivierungen auch
im SWS  gefunden (Wilson und McNaughton 1994). Mittels
Positronenemissionstomographie (PET) konnte auch beim Menschen eine
verstarkte Aktivierung bestimmter Hirnareale wahrend des Schlafes in
Abhangigkeit von vorher durchgefiihrten Trainingsaufgaben gefunden werden
(Maquet et a/. 2000).

Auch auf Neurotransmitterebene gibt es Hinweise fur die Beeinflussung von
Lernen durch Schlaf. So ist ein wesentlicher seit langem bekannter Promotor
des PS das Acetylcholin (ACh). Dabei scheint ACh oder Carbachol nur in
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bestimmten Arealen wie z. B. in spezifischen pontinen Regionen zur Induktion
von PS zu fuhren (Bourgin et a/. 1995; Datta et a/. 1993; Yamuy et a/. 1998).
Scopolamin  blockiert dagegen die REM-Schlaf-Induktion. Cholinerge
Mechanismen spielen auch eine bedeutende Rolle bei der kortikalen Plastizitat
(Bakin and Weinberger 1996; Delacour et al/. 1990; Juliano et al. 1991).
Wahrend der PS-Periode ist zudem eine erhdhte ACh-Freisetzung in
verschieden Arealen wie Cortex, Striatum, dorsalem Tegmentum und
caudomedialer Medulla zu finden (Garcia-Garcia und Drucker-Colin 1999). Die
bisher dargestellten Ergebnisse kénnen zwar sicherstellen, dass Schlaf und
insbesondere PS bestimmte Formen des Lernens positiv beeinflussen, jedoch
ist bisher nicht geklart, ob Schlaf fir Lernen und Gedachtnis eine notwendige
Vorraussetzung ist, und ob die Hauptfunktion des Schlafes die Verarbeitung

von im Wachzustand aufgenommenen Informationen ist.

Veranderungen, welche durch das PTZ-Kindling hervorgerufen werden, konnten
nicht durch Provokation eines einzelnen generalisierten Krampfanfalls mittels
PTZ ausgeldst werden. Dies gilt sowohl flir die nach PTZ-Kindling beschriebene
Form von Langzeitpotenzierung (Ruethrich et a/. 1996) als auch fir die durch
Schrbéder et al. 1993 nachgewiesene nach Kindling erhéhte Glutamatbindung
(Schroder et al. 1993) sowie fir die beschriebenen Lerndefizite und
gesteigerte Krampfbereitschaft (Becker et a/. 1992). In den Untersuchungen
hinsichtlich der Beziehung von elektrisch provozierten Anfdllen und Schlaf
wurden unterschiedliche Ergebnisse verodffentlicht. So konnten Stone und Gold
bei Ratten eine voribergehende Verringerung der Anzahl und der Dauer von
SWS-Episoden nach einem Krampfanfall Stadium 5 nach Racine finden. Der PS
wurde nicht beeinflusst (Stone und Gold 1988). Raol und Meti konnten jedoch
nach dem ersten voll ausgepragtem Anfall eine Steigerung von PS und tiefem
SWS sowie eine Verminderung von leichtem SWS und Wachsein bei Ratten
nachweisen, welches als Reboundphdnomen bei durch den Krampfanfall
gestorter Schlafarchitektur interpretiert wurde (Raol und Meti 1998). Bei
beiden Untersuchungen waren die Veranderungen transient.

Die Aufzeichnung des Schlafmusters von Ratten 24 Stunden nach einem durch
Verabreichung einer konvulsiven Dosis PTZ akut ausgelésten Krampfanfall
zeigte in unseren Untersuchungen keine Veranderungen des Schlafprofils und
insbesondere keine Beeinflussung des PS (Abb.5, Abb.6). Hiermit ist keine
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manifeste Beeinflussung des Schlafprofils von Ratten nach einem
generalisierten tonisch-klonischem Krampfanfall nachweisbar. Einschrankend
muss festgestellt werden, dass transiente Verdnderungen des Schlafmusters,
welche madglicherweise in den ersten 24 Stunden nach akutem Krampfanfall
auftreten, hier nicht erfasst wurden, und somit nicht ausgeschlossen werden
kénnen. Aus diesem Grunde sind diese Ergebnisse nicht direkt mit den
Ergebnissen von Stone und Gold (1988) und Raul und Meti (1998) vergleichbar.
Hierzu sind noch weiterflihrende Untersuchungen erforderlich. Ziel unserer
Untersuchungen war jedoch, den Vergleich zwischen akut nach einem
Krampfanfall auftretenden und den durch das PTZ-Kindling bedingten
manifesten Stérungen des Schlafprofils in der Periode, in der ein Lerndefizit

festgestellt wurde, herzustellen.

Fir das PTZ-Kindling ist ebenso wie fir das Amygdala-Kindling und das
hippocampale Kindling die Induktion eines Lerndefizites nachgewiesen.
Interessanterweise verursachen verschiedene Formen des Kindlings auch
unterschiedliche Lerndefizite (Becker et al. 1992; Becker et al. 1997). Der
Erwerb der bedingten Reaktion in der Shuttlebox war bei den gekindelten
Tieren im Vergleich zu den Kontrollen gestért. Ebenso konnte ein Lerndefizit
bei der Habituation auf der Lochplatte nachgewiesen werden. Das Lerndefizit
zeigte eine Persistenz bis zu 6 Wochen nach Beendigung des Kindlings (Becker
et al. 1992). Nach Akutinjektionen von konvulsiven Dosen PTZ mit
entsprechenden tonisch-klonischen Anfdllen zeigte sich hingegen kein
Lerndefizit.

Bei den hier dargestellten Untersuchungen ist zum ersten Mal eine
Beeinflussung des Schlafprofils von Ratten nach chemischen Kindling mit PTZ
nachgewiesen worden. So zeigt sich nach PTZ-Kindling im Vergleich zu mit
NaCl-Injektionen behandelten Kontrollen eine signifikante Verminderung des PS
(Abb.7, Abb.13). Ebenso war eine Verminderung des PS bezogen auf den
Gesamtschlaf nachweisbar (Abb.10, Abb.16). Die anderen Schlafparameter
bzw. die Wachphase wurden nicht in der Gesamtdauer beeinflusst (Abb.11,
Abb.12, Abb.17, Abb.18). Die Reduktion des prozentualen PS-Anteils der
gekindelten Tiere ist Giberwiegend durch eine Reduktion der PS-Episodendauer
bedingt (Abb.8, Abb.14). Hieraus ergibt sich in ein weiterer Aspekt, der die
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klinische Relevanz des PTZ-Kindlings als Modell fiir generalisierte Epilepsien
unterstreicht.

Becker et al. haben in den Untersuchungen beziglich durch PTZ-Kindling
hervorgerufener Lernstdérungen eine eindeutige Abhangigkeit zwischen
Auspragung Kindling induzierter Anfdlle und nach dem Kindling auftretendem
Lerndefizit feststellen kdénnen. So zeigte sich nur bei Tieren mit
durchschnittlicher Anfallsintensitat Gber 3,5 wahrend der letzten 3 Injektionen
ein Lerndefizit in der Shuttlebox (Becker et a/. 1992). In den jetzigen
Untersuchungen war eine direkte Korrelation zwischen der Anderung des REM-
Schlaf-Defizits und der Krampfintensitat nach Racine bei den gekindelten und
nicht behandelten Tieren nachweisbar (Abb.21). Dies lasst eine enge
Beziehung zwischen PS-Defizit und durch Kindling bedingtem Lerndefizit
vermuten.

Die gewonnenen Erkenntnisse hinsichtlich PTZ-Kindling bedingter Reduktion
des PS, welche nach einmaligem durch PTZ generalisiertem Krampfanfall nicht
nachweisbar war und in Korrelation zur erworbenen Anfallsintensitat steht,
weisen auf einen engen Zusammenhang zwischen den durch Kindling
induzierten neuronalen Prozessen, kognitiven Veranderungen und den durch

Kindling bedingten Schlafveranderungen hin.

Um diesen Zusammenhang naher zu charakterisieren, wurden die Tiere jeweils
vor der PTZ-Injektion mit Substanzen behandelt, welche nachweislich einen
positiven Einfluss auf das Kindling bedingte Lerndefizit haben. Hier ergaben
sich interessanterweise kontroverse Ergebnisse.

Zuerst wurden die Tiere vor Kindling mit Piracetam behandelt. Piracetam
gehoért zur heterogenen Gruppe der Nootropika. Nootropika sind Substanzen
die insbesondere im Tierexperiment positive Effekte auf Lernen und Gedachtnis
haben. Die wesentlichen Wirkungen der Nootropika kénnen folgendermafBen

zusammengefasst werden:

- Forderung von Lernen und Verhinderung von Lernstérungen verschiedener

Ursachen.
- Férderung des Informationsflusses zwischen den Hemispharen.

- Erhoéhung der Widerstandsfahigkeit gegen diverse toxische Stimuli.
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- Keine relevante Beeinflussung verhaltensspezifischer, elektrophysiologischer
oder autonomer Funktionen sowie keine Toxizitat trotz Langzeitapplikation

Weiterhin beschleunigen Nootropika die Behebung von Stérungen des
Neurometabolismus und Dysfunktionen neuronaler Membranen nach cerebralen
Schadigungen und schitzen die Homdostase der Neurone gleichzeitig gegen
verschiedene physikalische und chemische Noxen wie zum Beispiel durch die
Bindung freier O,-Radikale. Der molekulare Mechanismus, der zu diesen
Wirkungen fihrt, ist bisher nicht geklart. Es wird unter anderem eine Wirkung
Uber eine gesteigerte Acetylcholin- und Dopaminausschittung angenommen
(Benesova 1994; Giurgea C. et a/. 1981; Nicholson 1990; Schmidt J. 1982). Die
positiven Einflisse der Nootropika im Tierexperiment lassen sich jedoch nicht
ohne weiteres auf die Behandlung beim Menschen Ubertragen. Hierflir gibt es
verschiedene Griinde wie das Existieren von Respondern und Nonrespondern,
eine glockenférmige Dosiswirkungskurve u.a. (Leonard 1992).

Wadhrend Piracetam das PTZ-Kindling induzierte Lerndefizit aufhebt und dem
neuronalen Zellabbau im Hippocampus trotz fehlender Unterdriickung der
durch Kindling induzierten Anfdlle verhindert, hat es keinerlei positiven Einfluss
auf das Kindling induzierte PS-Defizit (Abb.7, Abb.10). In unseren
Untersuchungen zeigte sich eine signifikante Absenkung der Gesamtdauer des
PS im Vergleich zu den Kontrollen und mit Piracetam behandelten Kontrollen
(Abb.7). Gleiches war flir PS bezogen auf Gesamt-Schlaf nachweisbar (Abb.10).
Die Dauer von Wachsein und SWS waren nicht verandert (Abb.11, Abb.12). Es
zeigte sich also eine differente Wirkung von Piracetam auf das durch Kindling
induzierte Lerndefizit einerseits, und das kindlinginduzierte PS-Defizit
andererseits, so dass die Frage offen bleibt, ob die Regulation von PS und
Lernen durch teilweise unterschiedliche Mechanismen beeinflusst werden.

Die Reduktion von PS der Gruppe Pir-PTZ ist im Vergleich zu den
Kontrollgruppen in der Tendenz durch eine geringere PS-Episoden-Anzahl
bedingt, im Gegensatz zur gekindelten Gruppe, wo eine signifikante Reduktion
der PS-Episodendauer und in der Tendenz verringerte Anzahl an PS-Episoden
ursachlich sind (Abb.8, Abb.9). Weiterhin ist die beim Kindling ohne protektive
Behandlung mit Piracetam nachgewiesene Korrelation mit der Anfallsintensitat
bei den mit Piracetam behandelten und gekindelten Tieren aufgehoben
(Abb.21, Abb.22). Es stellt sich die Frage ob diese ,qualitativen™ Differenzen
des PS-Defizits zwischen den beiden Gruppen einen mdglichen Einflussfaktor
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hinsichtlich der Abweichungen zwischen Lern- und Schlafverhalten nach
Kindling und Behandlung mit Piracetam darstellen.

Weiterhin resultiert aus unseren Untersuchungen, dass Piracetam keinen Schlaf
modulierenden Einfluss auf nicht gekindelte Tiere auslibt, da die mit Piracetam
behandelten Kontrollen keine Veranderungen im Schlafmuster nach Behandlung
zeigten.

Die Beeinflussung des Lernverhaltens und des Schlafprofils nach PTZ-Kindling
sind offenbar durch eine multifaktorielle Abhangigkeit von Parametern
gekennzeichnet, die erst zum Teil erforscht sind, so dass die Erklarung der
Tatsache, warum bei aufgehobenem Lerndefizit nach Kindling und Behandlung
mit Piracetam das PS-Defizit bestehen bleibt, noch aussteht.

Als zweite Substanz zur Behandlung der Modellepilepsie  wurde
MK-801 verwendet. MK-801 ist ein nichtkompetitiver NMDA-Rezeptorantagonist.
NMDA-Rezeptoren gehdéren neben AMPA (oder Quisqualat)- und Kainat-
Rezeptoren zu den ionotropen Glutamatrezeptoren. Diese Rezeptoren spielen
eine entscheidende Rolle bei der Vermittlung der exzitatorischen Wirkung von
Glutamat im ZNS (Ungerer et al. 1991). NMDA-Rezeptoren sind ebenso wie
AMPA-, und Kainat-Rezeptoren auch in den Prozessen der Langzeitpotenzierung
(LTP), welche ein wesentlicher Faktor sowohl beim Lernen als auch bei der
Entwicklung des Kindlings ist, involviert. Wahrend NMDA-Rezeptoren eine
entscheidende Rolle bei der Induktion von LTP im Hippocampus zugesprochen
wird, sind Kainat- und AMPA-Rezeptoren fir Auspragung und Erhaltung der
LTP entscheidend (Rickard und Ng 1995; Ungerer et a/. 1991). Die Aktivitat der
NMDA-Rezeptoren ist vom Membranpotential des Neurons abhdngig. Die durch
massiven Calciumeinstrom vermittelte Wirkung der NMDA-Rezeptoren kann sich
nur bei starker Depolarisation der Zelle entfalten, wenn die Magnesiumionen,
die normalerweise den Kanal blockieren, freigesetzt werden (Meldrum 2000).
NMDA vermittelte Prozesse spielen eine wesentliche Rolle bei der Induktion der
LTP im Hippocampus, welcher bei hippocampusabhangigen Lernprozessen eine
entscheidende Rolle zukommt (Robinson 1993). Interessanterweise ist flir
NMDA-Rezeptorantagonisten ein lernbeeintrachtigender Effekt bei
Lernexperimenten mit gesunden Tieren nachgewiesen (Bolhuis und Reid 1992;
Cohn et al. 1992; Morris et al. 1986; Shapiro und O'Connor 1992). Jedoch
wurden bei der Vorbehandlung PTZ-gekindelter Tiere mit MK-801 eine
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antikonvulsive  Wirkung und eine Aufhebung des kindlinginduzierten
Lerndefizits gezeigt (Grecksch et al. 1994). Ebenso konnte durch die
Behandlung mit MK-801 die PTZ-Kindling-induzierte Erhdéhung der
Glutamatbindung unterdriickt werden (Schrdder, unverdffentlichte Ergebnisse).
Dies ist insbesondere interessant, da nachgewiesen ist, dass die erhdhte
Glutamatbindung nach PTZ-Kindling nicht durch eine erhéhte Affinitdt zu den
Rezeptoren, sondern durch eine erhdhte Glutamatrezeptordichte bedingt ist.
Wadhrend flir NMDA-Rezeptoren nur eine tendenziell erhdhte Dichte im
Hippocampus nach Kindling nachweisbar war, zeigten sowohl AMPA- und
Kainat-Rezeptoren als auch die metabotropen Glutamatrezeptoren eine
signifikant erhdhte Dichte im Hippocampus 24 Stunden nach der letzten
Kindlingstimulation (Schroeder et al/. 1998). Unsere Untersuchung des
Schlafmusters  PTZ-gekindelter Ratten mit prophylaktischen MK-801
Behandlungen zeigte eine komplette Verhinderung des Kindling induzierten
REM-Schlaf-Defizits (Abb.13, Abb.16). Die anderen Schlafphasen wurden nicht
beeinflusst (Abb.17, Abb.18). Die Behandlung der Kontrollen mit MK-801 hatte
ebenfalls keinen Effekt auf das Schlafmuster. Bei der Behandlung des PTZ-
Kindlings mit dem nichtkompetitiven NMDA-Rezeptorantagonisten MK-801 ldsst
sich somit eine positive Beeinflussung des durch Kindling induzierten
Lerndefizites sowie eine Aufhebung des PTZ-Kindling-induzierten PS-Defizits
konstatieren. Interessanterweise ist im Vergleich zur Behandlung der
gekindelten Tiere mit Piracetam eine Reduktion der Anfallsintensitat durch die
Vorbehandlung mit MK-801 zu erreichen (Abb.19, Abb.20). Diese
unterschiedlichen Wirkungen auf die kindlingbedingten Krampfanfalle kénnten
einen moglichen Einflussfaktor hinsichtlich unterschiedlicher Wirkungen der
Substanzen auf das durch PTZ-Kindling verursachte PS-Defizit darstellen.

Eine komplette Aufklarung der Mechanismen, die ursachlich fir Kindling- bzw.
Epilepsie-bedingte Lerndefizite sind, steht derzeit noch aus. Die Ergebnisse
unserer Untersuchungen lassen jedoch enge Zusammenhdnge zwischen
kindlingbedingten Lern- und Schlafstérungen vermuten. So konnte analog zum
nachgewiesenen Defizit nach PTZ-Kindling in der shuttle box und bei der
Habituation auf der Lochplatte ein signifikantes REM-Schlafdefizit nach PTZ-
Kindling nachgewiesen werden, welches jedoch ebenso wie die durch PTZ-
Kindling  bedingten  Lernbeeintrachtigungen nach einem  einzelnem

generalisiertem Anfall nicht nachweisbar war. Die Auspragung des PS-Defizites
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ist ahnlich dem kognitiven Defizit von der durchschnittlichen erreichten
Anfallsintensitat abhangig. In vorangegangen Untersuchungen des PTZ-
Kindlings konnte festgestellt werden, dass die Ausbildung des kognitiven
Defizits nach PTZ-Kindling von qualitativen und quantitativen Aspekten der
progressiven Krampfentwicklung abhdngig ist, wobei beide Aspekte unabhangig
von einander beeinflusst werden kénnen (Becker 1999). Die Substanz
Piracetam, welche die Ausbildung des Lerndefizites durch PTZ-Kindling positiv
beeinflusst, jedoch nicht die Anfallsintensitat verringert, hatte jedoch keinen
Einfluss auf die Entwicklung des PS-Defizits nach PTZ-Kindling
(Pohle et al. 1997). Interessanterweise hatte die Substanz jedoch bei den
Kontrollen der PTZ-Kindling-Untersuchungen keinen lernverbessernden Effekt,
ebenso wie Piracetam bei wiederholter Injektion keinen Einfluss auf den
Schlafrhythmus der Kontrollen auslibte. Durch MK-801, welches die Ausbildung
des Lerndefizites nach PTZ-Kindling verhindert und die Anfalle unterdrickt
(Grecksch et al. 1994) und somit beide Aspekte der Krampfentwicklung
beeinflusst, konnte das kindlinginduzierte REM-Schlafdefizit im Gegensatz zu
Piracetam aufheben. Hieraus ldasst sich schlussfolgern, dass fir die
Beeinflussung des PS-Defizits nach PTZ-Kindling die Beeinflussung qualitativer
und quantitativer Aspekte der progressiven Krampfentwicklung nach PTZ-
Kindling notwendig sein kann. Zur Validierung dieser Hypothese waren weitere
Untersuchungen bezliglich des Schlafverhaltens von Ratten nach PTZ-Kindling
und Behandlung mit entsprechenden pharmakologischen Substanzen, die einen
Einfluss auf das kindlingbedingte kognitive Defizit und / oder die
kindlingbedingten Anfalle haben.

Da es nicht nur Ziel einer antiepileptischen Therapie sein kann, effizient
epileptische Anfdlle zu unterdriicken sondern auch eine Prophylaxe und
Behandlung von begleitenden Stérungen cerebraler Funktionen, die sich
beispielsweise in Stérungen von Schlafrhythmus, Verhalten und Kognition
betroffener Patienten &duBern, zur Erhaltung wund Verbesserung der
Lebensqualitdat notwendig erscheint, sind weiterfihrende Untersuchungen zur
Aufklarung der pathophysiologischen Mechanismen epileptischer Erkrankungen
unerlasslich.

Zieht man die mdglichen cerebralen Beeintrachtigungen an Epilepsie erkrankter
Menschen in Betracht, scheint eine rein antikonvulsive Therapie bei Weitem

nicht ausreichend. Entsprechend wird aktuell eine engmaschige
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neuropsychologische Mitbetreuung der Patienten empfohlen (Baker und
Goldstein 2004). Eine zukiinftige unterstiitzende pharmakologische Therapie
epilepsiebedingter cerebraler Dysfunktionen scheint eine ergdanzende
Mdglichkeit die Lebensqualitat betroffener Patienten positiv zu beeinflussen.

Zur Umsetzung entsprechender supportiver Therapien sind jedoch
weitergehende Untersuchungen grundlegender Mechanismen epileptischer
Erkrankungen und u.a. auch die genauere Charakterisierung kindlingbedingter
Stérungen des Schlafrhythmus sowie Untersuchungen des Einflusses weiterer
Substanzen auf entsprechende Stdrungen des Schlafrhythmus erforderlich.
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Zusammenfassung

Ziel der hier dargestellten Versuche war, durch die erstmalige Untersuchung
von Veranderungen des Schlafrhythmus von Ratten nach PTZ-Kindling, eine
genauere Charakterisierung dieses anerkannten Modells generalisierter
Epilepsien vorzunehmen.

Wahrend die einmalige Verabreichung einer konvulsiven Dosis PTZ keine
Stérung des Schlafmusters hervorrief, zeigten unsere Untersuchungen eine
Beeinflussung des Schlafrhythmus durch das PTZ-Kindling. Durch das PTZ-
Kindling wurde der Anteil des PS signifikant vermindert. Es war dabei eine
Korrelation zwischen der durch das Kindling verursachten durchschnittlichen
Anfallsintensitdat und der Verminderung des PS nach dem Kindling zu
beobachten. Hier zeigen sich Analogien zu anderen Modellepilepsien wie
beispielsweise dem elektrischen Kindling. Die direkte Korrelation der
Auspragung des Schlafdefizits zur kindlinginduzierten Anfallsintensitat, weist
Parallelen zu vorbeschriebenen Lerndefiziten, welche durch PTZ-Kindling
ausgelést wurden, auf. Hier zeigte sich erst ein Lerndefizit ab einer
durchschnittlichen Krampfstufe Gber 3,5 nach Racine. Zur genaueren
Untersuchung des kindlingbedingten PS-Defizits wurde eine Vorbehandlung
wahrend des Kindlings mit dem Nootropikum Piracetam und dem NMDA-
Antagonisten MK-801 vorgenommen. Die Vorbehandlung mit Piracetam hatte
keinen Einfluss auf die Ausbildung des PS-Defizits. Im Gegensatz dazu war
jedoch das kindlinginduzierte PS-Defizit durch Vorbehandlung mit MK-801
komplett aufzuheben. Eine antikonvulsive Wirkung war durch Piracetam
ebenfalls nicht zu erzielen. Die Substanz MK-801 hatte eine gute antikonvulsive
Wirkung und konnte die Anfallsintensitat signifikant senken. Aus den
Ergebnissen ldsst sich eine enge Beziehung zwischen den Phdanomenen
Lerndefizit und REM-Schlaf-Defizit nach PTZ-Kindling ableiten. Die differente
Wirkung der Substanz Piracetam auf Kognition und REM-Schlaf-Defizit nach
PTZ-Kindling impliziert jedoch eine multifaktorielle Beeinflussung beider
Phanomene. Es sind weitere Untersuchungen notwendig, um eine supportive
Pharmakotherapie zur Bekampfung von epilepsiebedingten kognitiven
Stoérungen klinisch zu etablieren.
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