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Epilepsien zahlen zu den haufigsten chronischen neurologischen Erkrankungen des
zentralen Nervensystems (ZNS) bei Hund, Katze und Mensch. Die Pravalenz wird
bei Hund und Katze mit ca. 0,5-5% angegeben. In der Humanmedizin liegt die Prava-
lenz bei rund 1-2%, sodass weltweit ca. 50 Millionen Menschen und in Deutschland
etwa 800.000 Menschen von dieser Erkrankung betroffen sind. Epilepsien sind durch
spontan auftretende, rekurrierende epileptische Anfalle zentralen Ursprungs gekenn-
zeichnet. Sie beruhen auf multiplen &tiologischen und pathophysiologischen Fakt-
oren, die u.a. durch symptomatische Ursachen wie Schadel-Hirn-Traumen, Encepha-
litiden oder Schlaganfalle hervorgerufen werden kénnen. Bedingt durch diesen initial-
en Insult kommt es Uber vorwiegend unbekannte Mechanismen zur Implementierung
eines neuronalen Netzwerkes, welches die Entwicklung von Epilepsien beglnstigt
(proepileptogenes Netzwerk). Dieser Prozess wird auch als Epileptogenese bezeich-
net. Dabei werden verschiedenste neuropathologische Veranderungen sichtbar. So
kénnen neben einer axonalen Reorganisation, morphologische Veranderungen der
neuronalen Dendriten auftreten und es kann zur Ausbildung von hyperexzitablen Sy-
napsen kommen. Des Weiteren werden sowohl eine gestérte Neubildung von Neuro-
nen (Neurogenese), als auch ein Verlust von Nervenzellen (Neurodegeneration) be-
schrieben.

Die meist lebenslange Pharmakotherapie gilt neben der chirurgischen Resektion des
epileptischen Fokus im Gehirn als bedeutendste Méglichkeit zur Behandlung der Er-
krankung. Jedoch kénnen bei einem Drittel der Patienten keine zufriedenstellenden
antikonvulsiven Effekte erreicht werden, sodass sie als pharmakoresistent gelten.
Das dadurch unkontrollierbare Anfallsgeschehen flhrt zu weitreichenden Einschrank-
ungen im Leben der betroffenen Patienten. Zusatzlich kénnen epilepsieassoziierte
Komorbiditaten wie kognitive Defizite und psychiatrische Erkrankungen die Lebens-
qualitat erheblich senken. In der Veterindrmedizin resultiert die Pharmakoresistenz
und der damit verbundene mangelnde Therapieerfolg haufig in der Euthanasie der
Patienten.

Aus diesen Grinden ist eine prophylaktische Therapie von groBem Interesse. In die-
sem Zusammenhang soll das therapeutische Potential sogenannter mimetischer
Peptide untersucht werden. Dabei handelt es sich um spezifische Abschnitte komp-
lexer Proteinmolekile, deren Struktur auf die aktive Aminosaurensequenz verkirzt

wurde. So bleiben nur die gewinschten Eigenschaften des Proteins erhalten, wohin-
1
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gegen unerwlnschte Effekte ausgeschaltet werden kénnen. In den vergangenen
Jahren konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass das Glykoprotein und
Hormon Erythropoetin (EPO) neuroprotektive, neurotrophe und antiinflammatorische
Eigenschaften aufweist. Aufgrund seiner hdmatopoetischen Komponente und damit
verbundenen Nebenwirkungen ist die Langzeittherapie jedoch nur eingeschrankt
mdglich. Dadurch bedingt kam es zu groBen Bemihungen EPO-mimetische Peptide
zu synthetisieren. Erste Studien konnten zeigen, dass das mimetische Peptid Epotris
modulierende Effekte auf die neuronale Plastizitat, insbesondere auf die anfallsindu-
zierte gestdrte Neurogenese aufweist. Ein weiteres EPO-mimetisches Peptid ist das
Pyroglutamat-Helix B-Surface-Protein (pHBSP), das in einer vorangegangenen Stu-
die bereits neuroprotektives Potential, sowie einen positiven Einfluss auf kognitive
Fahigkeiten zeigte.

Dieses Dissertationsvorhaben soll dazu beitragen, die Mechanismen der Epileptoge-
nese besser zu verstehen. Des Weiteren sollen mdgliche praventive Strategien fir
die Modifikation von Epilepsien und deren Komorbiditdten durch das mimetische
Peptid pHBSP untersucht werden.
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2.1 Epilepsie

2.1.1 Definition und Bedeutung

Der Begriff Epilepsie stammt urspringlich aus dem Altgriechischen und bedeutet
,plotzlich heftig ergriffen, Gberwaltigt®. Definitionsgemal ordnet man unter dem Be-
griff Epilepsie repetitive, meist unprovozierte epileptische Anfalle ein, die plétzlich
auftreten und zeitlich begrenzt sind. Epilepsien zeigen kein einheitliches Krankheits-
bild, sondern weisen als Ausdruck einer zerebralen Stérung unterschiedlichster Ge-
nese zahlreiche Syndrome oder Krankheitskomplexe auf (FROSCHER 1994). Die
auftretenden Anfalle kénnen dabei als klinische Manifestation abnormaler, exzessiver
und synchroner Exzitationen neuronaler Populationen betrachtet werden (KWAN u.
BRODIE 2006). Epilepsie ist sowohl in der Veterinar- als auch in der Humanmedizin
eine der haufigsten neurologischen Krankheiten (CHANG u. LOWENSTEIN 2003;
CHANDLER 2006). Bei den Haustieren ist vor allem der Hund mit einer Pravalenz
von 0,5-5 % von der Epilepsieerkrankung betroffen (PODELL et al. 1995; KNOWLES
1998). So wird aufgrund gehauften Auftretens in einigen Rassen und Familien eine
genetische Komponente angenommen. Geschlechtsspezifische Haufigkeiten werden
hierbei nicht beschrieben (ZIMMERMANN et al. 2009). Seltener treten epileptische
Anfalle bei der Katze auf (SMITH BAILEY u. DEWEY 2009). Jedoch konnten hier bis-
lang keine Hinweise auf familiare Epilepsie gefunden werden (BARNES et al. 2004).
Beim &gyptischen Araberfohlen konnte eine juvenile idiopathische Epilepsie nachge-
wiesen werden, der vermutlich eine genetische Komponente zugrunde liegt
(ALEMAN et al. 2006).

In der Humanmedizin sind in den industrialisierten LaAndern Schatzungen zufolge ca.
1% der Bevdlkerung von Epilepsie betroffen (MARTINOVE), das entspricht ungefahr
40-70 Fallen pro 100.000 Einwohnern (SANDER u. SHORVON 1996). In Entwick-
lungslandern sind Pravalenz und Inzidenz erhéht (CARPIO u. HAUSER 2009). Ein
moglicher Grund dafir ist die schlechtere Geburtshilfe, die zu einem erhéhten Risiko
einer cerebralen Infektion oder einem Schéadeltrauma flihren kann (KWAN u.
BRODIE 2006). Somit leiden weltweit schatzungsweise ca. 50 Millionen Menschen
im Laufe ihres Lebens an Epilepsie (HENSHALL u. SIMON 2005). Es wird ange-
nommen, dass rund die Halfte der Betroffenen in Asien lebt (MAC et al. 2007). Das
hdchste Risiko an Epilepsie zu erkranken besteht innerhalb der ersten flnf Lebens-
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jahre, sowie ab einem Alter von 60 Jahren. Manner zeigen hierbei eine leicht héhere
Inzidenz (TALLIS et al. 1991; THEODORE et al. 2006).

Trotz einer Vielzahl an Antiepileptika (antiepileptic drug, AED) zeigen ein Drittel der
Patienten Resistenzen gegenlber den gangigen Wirkstoffen, sodass die epilept-
ischen Anfélle nicht unter Kontrolle gebracht werden kénnen (KWAN u. BRODIE
2000). Die der Pharmakoresistenz zugrunde liegenden biologischen Mechanismen
sind dabei weitestgehend unklar. So wird als Hypothese neben einer Veranderung
der Zielstrukturen der Antiepileptika auch eine Uberexpression an lokalen Efflux-
Transporten an der Blut-Hirn-Schranke diskutiert (LOSCHER u. POTSCHKA 2002;
REMY et al. 2003). Das am haufigsten eingesetzte Antiepileptikum in der Tiermedizin
ist Phenobarbital. Bei mangelnder Effizienz kann beim Hund zusatzlich Kaliumbromid
eingesetzt werden (KLUGER et al. 2009). Jedoch schrankt die schnelle Metabolis-
ierung beim Hund die praktikable Anwendung stark ein. Fir Katzen fehlen fir viele
Substanzen pharmakokinetische Daten. Bei einigen Humanpatienten mit Resistenz-
en kann alternativ zu den Antiepileptika durch chirurgische Resektion der entsprech-
enden Areale eine Anfallsfreiheit erreicht werden (GILLIAM u. ALBERTSON 2011). In
der Tiermedizin ist die chirurgische Intervention noch selten, wird aber mit besserem
Verstandnis der Anfallsentstehung und -lokalisation, sowie dem Fortschritt in der
intrakranialen Bildgebung und der elektrophysiologischen Kontrolle eventuell an Be-
deutung gewinnen (BAGLEY et al. 1996).

Epileptische Anfélle (Anfall kann einmalig auftreten, provoziert) und Epilepsien (Auf-
treten mindestens zweier spontaner, nicht provozierter epileptischer Anfalle) werden
international durch die Kommission der Internationalen Liga gegen Epilepsie (ILAE)
klassifiziert. Die Basis der Einteilung sind das Anfallsmuster, die Ursache, das Erst-
manifestationsalter, auslésende Faktoren und elektroenzephalographische (EEG-)
Aufzeichnungen (SCHMIDT 1992). Beim Anfallstyp wird zwischen fokalen Anfallen,
die in einer umschriebenen Gehirnregion beginnen und generalisierten Anfallen, die
beide Hemispharen umfassen, unterschieden. Des Weiteren treten auch unklassifi-
zierbare Anfélle auf. Bei fokalen Anféllen kommt es zur unwillkirlichen Bewegung
einzelner Muskelgruppen. Diese Anfallsart wird weiter unterteilt in einfach-fokal (kei-
ne Bewusstseinsbeeintrachtigung) und komplex-fokal (mit Bewusstseinsbeeintracht-
igung). Findet anschlieBend eine Ausbreitung der anfanglich fokalen Anfélle Gber das
gesamte Gehirn statt, so wird dies als sekundar generalisiert bezeichnet (FISHER et
al. 2005). Priméar generalisierte Anfélle hingegen breiten sich von Beginn an Uber

4
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beide Gehirnhemispharen hinweg aus. Sowohl priméar als auch sekundar generali-
sierte Anfalle werden aufgrund verschiedener motorischer Symptome in weitere
Klassen unterteilt. So treten tonische (Streckkrampfe), klonische (Ruderkrampf), to-
nisch-klonische, myoklonische Krampfe (Erschlaffung der Muskulatur) und Absencen
(Bewusstseinsminderung mit nachfolgender Amnesie) auf (Abb.1). Hunde und Katz-
en sind vor allem von generalisierten Anféllen mit tonisch-klonischen Krampfen be-
troffen (DEWEY et al. 2004). Eine weitere Erscheinung ist der Status epilepticus
(SE). Dieser wird charakterisiert durch eine lang anhaltende Anfallsaktivitat oder sich
haufig wiederholenden epileptischen Anfallen, zwischen welchen der Patient nicht
zur Erholung kommt (LOWENSTEIN et al. 1999).

Fokaler Anfall Unklassifizier-
barer
N Anfall
einfach komplex Generalisierter
fokal fokal Anfall
4 A
sekundar

generalisiert

v T~
tonisch- tonisch klonisch myo- Absence
klonisch klonisch

Abb.1: Bei der Anfallsart werden fokale, generalisierte und unklassifizierbare Anfalle unter-
schieden. Fokale Anfalle kbnnen sich ebenfalls zu generalisierten Anfallen entwickeln, wel-
che weiter unterteilt werden in tonisch-klonische, tonische, klonische und myoklonische
Krampfe sowie Absencen.

Abhéngig von der Atiologie werden Epilepsien zusétzlich als symptomatisch, idio-
pathisch oder kryptogen bezeichnet (FISHER et al. 2005). Bei symptomatischen Epi-
lepsien ist die Ursache der Erkrankung ein bekannter oder vermuteter initialer Insult.
Dies kann z. B. ein Schadel-Hirn-Trauma, ein Gehirntumor, eine Enzephalitis oder
eine zerebrovaskulare Schadigung sein. Es wird geschétzt, dass rund 20% aller Félle
von symptomatischen Epilepsien auf traumatische Gehirnverletzungen zurlickzufihr-

5
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en sind (HAUSER et al. 1996). Der primare Insult kann Uber noch weitgehend unbe-
kannte Mechanismen zur Entstehung eines epileptogenen Netzwerkes fuhren, wel-
ches die Manifestation der Epilepsieerkrankung begunstigt. Am haufigsten tritt die
symptomatische Epilepsieform bei erwachsenen Menschen auf. So zahlt die Epilep-
sieerkrankung zu einer der wenigen Gehirnerkrankungen, bei denen potentielle Pati-
enten identifiziert werden kénnen. Jedoch gibt es im Moment keine prophylaktische
Behandlung, um die Entwicklung der Epilepsie zu verhindern (DICHTER 2009Db, a).
Idiopathische Epilepsien sind dadurch klassifiziert, dass als Ursache eine genetische
Komponente vermutet wird. Sie kommt haufig bei Kindern und Jugendlichen, sowie
bei Hunden vor (THOMAS). Dies gilt im Besonderen fir reinrassige Hunde, bei den-
en epileptische Anfélle im Alter von einem bis finf Jahren beginnen. Sie weisen da-
bei haufig eine unauffallige interiktale neurologische Untersuchung, sowie eine initial
UbermaBig lange interiktale Phase (lber vier Wochen) auf (PODELL et al. 1995). Der
Begriff kryptogen wird bei Epilepsien unbekannter Genese verwendet. Die Ursache
der Epilepsieerkrankung sind hier mdglicherweise nicht weiter identifizierte organi-
sche Ursachen. In der Tiermedizin findet die in der Humanmedizin gebrauchliche
Klassifizierung der epileptischen Anfalle und Syndrome in zahlreiche Subtypen keine
Verwendung. Die Anfélle werden hier vor allem nach dem Anfallsmuster und der
Atiologie unterteilt (POTSCHKA et al. 2009). Die Generierung eines hyperexzitablen
epileptischen Netzwerkes (Epileptogenese) ist mit einer Vielzahl von plastischen
Veranderungen in verschiedenen Gehirnregionen verbunden. Dies konnte in ver-
schiedenen Studien sowohl in Tiermodellen, als auch in humanem epileptischen Ge-
webe demonstriert werden (PITKANEN u. SUTULA 2002). Kennzeichnend flr die
epileptischen Anfalle sind dabei eine Hyperexzitabilitdt der Neuronen und eine Hyp-
ersynchronizitat des neuronalen Netzwerkes (STAFSTROM 2006). Epilepsiepatien-
ten leiden an einer hohen Morbiditats- und Mortalitatsrate. So haben diese Patienten
ein 24x héheres Risiko plétzlich zu versterben als die tbrige Bevdlkerung. Des Weit-
eren kommt es zu weitreichenden Einschrankungen im Alltagsleben, beispielsweise
die Arbeit oder das Autofahren betreffend (HENSHALL u. SIMON 2005).
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Temporallappenepilepsie (TLE)

Abhangig von der betroffenen Lokalisation im Gehirn werden symptomatische fokale
Epilepsien in Temporallappen-, Frontal-, Parietal- und Occipitallappenepilepsien ein-
geteilt (DREIFUSS 1994). Dabei tritt die Temporallappenepilepsie am haufigsten auf
(LOSCHER 1999). Schatzungen zufolge haben 80% aller fokalen Anfalle ihren Ur-
sprung in diesem Areal (GLEISSNER et al. 2002). Die Temporallappenepilepsie ist
charakterisiert durch einfache oder komplexe partielle Anfalle, die vom medialen oder
lateralen Temporallappen ausgehen und in sekundéare generalisierte Anfélle Uberge-
hen kénnen (CHANG u. LOWENSTEIN 2003). Die genaue Lokalisation befindet sich
dabei in der hippocampalen Formation (ARONICA u. GORTER 2007), der Amygdala
oder in der corticalen Umgebung (TUUNANEN et al. 1997). Als Ursache flr die Tem-
porallappenepilepsie werden Tumore, vaskulare Schadigungen, corticale Dysplasien,
Traumen und Schlaganfalle diskutiert (PITKANEN et al. 2007; BERTRAM 2009). Die
Temporallappenepilepsie tritt im Schnitt 7,5 Jahre nach dem traumatischen Insult auf,
wobei es individuell zu groBen Abweichungen kommen kann (FRENCH et al. 1993).
Da der symptomatischen Epilepsie ein initialer Insult zu Grunde liegt, wird sie auch
als erworbene Epilepsie bezeichnet. Sie verlauft in drei Phasen: dem initialen Insult
(1) und der Latenzzeit in welcher epileptogene Prozesse stattfinden (2), die dann in
spontanen, sich wiederholenden Anfallen endet, der sogenannten chronischen epi-
leptischen Phase (3). Ein charakteristisches Merkmal, das bei zahlreichen Temporal-
lappenepilepsie-Patienten auftritt, ist die hippocampale Sklerose, die durch einen ex-
tensiven (>50%) neuronalen Zellverlust in der CAz- und CA¢-Region des Hippocamp-
us, sowie der Hilusregion des Gyrus dentatus gekennzeichnet ist (ENGEL 1996;
FISHER et al. 1998). Betroffen von der Neurodegeneration kénnen jedoch auch die
Amygdala, entorhinale, perihinale und parahippocampale Gebiete, sowie der Thala-
mus und Cerebellum sein (JUTILA et al. 2002). Der Neuronenverlust wird von einer
dichten Gliose begleitet, die zur Schrumpfung und Verhartung des betroffenen Ge-
webes fuhrt (CHANG u. LOWENSTEIN 2003). Des Weiteren kommt es zur Spros-
sung von Moosfasern, die ebenfalls zur Epileptogenese beitragen. Ob die hippo-
campale Sklerose die Ursache oder das Resultat der epileptischen Anfélle ist, bleibt
nicht eindeutig geklart (JEFFERYS 1999). Als Konsequenz aus den anfallsbedingten
morphologischen und funktionellen Modifikationen im Temporallappen, leiden betrof-

fene Patienten haufig an Verhaltensanderungen, Depressionen, Angststérungen und
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Einschrankungen im Lern- und Erinnerungsvermégen (MARCANGELO u. OVSIEW
2007).

2.1.2 Bedeutung psychiatrischer Komorbiditaten und kognitiver Defizite bei
Epilepsieerkrankungen

Bei Humanpatienten kénnen psychisch-kognitive Beeintrachtigungen als Begleiter-
scheinung von Epilepsien auftreten (CARRENO et al. 2008). Der Begriff Kognition
steht dabei in der modernen Psychologie fir den traditionellen Begriff der ,héheren
geistigen Funktion®. Als Kognition werden die Informationsverarbeitungsprozesse im
Gehirn bezeichnet, die dem komplexen adaptiven Verhalten eines Organismus zu-
grunde liegen. Dazu gehdrt u.a. die Konzeptbildung, die Wahrnehmung und Auf-
merksamkeit, die Gedachtnis- und Denksysteme, die soziale Intelligenz, sowie das
Abstraktions- und Entscheidungsvermégen (STEFAN u. PAULI 2008).

Die Pravalenz der psychiatrischen Komorbiditaten wird mit 20-40% angegeben, wo-
bei das Risiko bei Patienten mit nicht behandelbaren Anfallen steigt (DEVINSKY
2003). Epilepsieassoziierte Komorbiditaten kénnen sich in Form von Angst- und Pan-
ikstérungen, affektiven Stdérungen, Personlichkeitsstérungen, Psychosen und Dep-
ressionen (PAULI u. STEFAN 2009a), sowie Defiziten im Lern- und Erinnerungsver-
mdgen auBern. Des Weiteren wird auch ein erhdhtes aggressives Verhalten, sowie
ein mdglicher Alkohol- und Drogenmissbrauch diskutiert (ALPER et al. 2002;
DEVINSKY 2003). Spezifische Komorbiditaten, die vor allem in der Kindheit auftre-
ten, sind die Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatsstérung (ADHS), Autismus und
Entwicklungsstérungen (CORNAGGIA et al. 2006). Der neurobiologische Mechanis-
mus der Beziehung zwischen Epilepsie und der Psychopathologie ist weitgehend
ungeklart. Ungeklart ist auch, ob die psychischen Begleiterscheinungen direkt mit der
Anfallsaktivitat assoziiert oder mit dem postiktalen Status verbunden sind
(GROTICKE et al. 2007). Das Auftreten der psychopathologischen Phanomene ist
abhangig von verschiedenen Faktoren wie Alter, Geschlecht, pramorbider Persén-
lichkeitsstruktur, sowie von epilepsiebedingten Aspekten wie dem Anfallstyp und der
Chronizitat der Erkrankung (BEYENBURG u. SCHMIDT 2005). Des Weiteren kom-
men neurologische, pharmakologische oder psychosoziale Faktoren in Frage. So
wird aufgrund der Epilepsie das limbische System, welches fiir die Regulation des
affektiven, emotionalen und sozialen Handels verantwortlich ist durch lokale Lasi-
onen oder funktionelle Stérungen beeinflusst (PAULI u. STEFAN 2009b). Antiepilept-
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ogene Medikamente kdénnen psychiatrische Nebenwirkungen aufweisen, indem sie
entweder einen sedierenden Effekt oder einen aktivierenden Effekt zeigen (KETTER
et al. 1999; DEVINSKY 2003). Psychosoziale Faktoren resultieren aus der Unkontrol-
lierbarkeit der epileptischen Anfalle mit Verletzungsgefahr und Peinlichkeit, der Angst
vor sozialer Ablehnung, Stigmatisierung oder der Eingeschrénktheit im Alltagsleben.
Angehérige neigen oft zu ,Uberprotektion®, die die Selbstandigkeit und die damit ver-
bundene Erfahrung der Selbsteffizienz der betroffenen Patienten behindern
(VAZQUEZ u. DEVINSKY 2003; PAULI u. STEFAN 2009b). Des Weiteren wird vom
GeflOhl der lIsolierung und von Problemen in Beziehungen berichtet (MOORE u.
BAKER 2002).

In der Veterindrmedizin liegen bislang keine Daten Uber psychiatrische Komorbidit-
aten vor.

Epilepsieassoziierte psychische Stérungen werden je nach ihrem zeitlichen Auftreten
in Bezug zu den epileptischen Anfallen klassifiziert. So werden sie als préiktal, iktal,
postiktal oder interiktal bezeichnet (lktus=Anfall).

Nachfolgend werden die wichtigsten epilepsieassoziierten Krankheiten kurz be-
schrieben.

Depressionen

Eine der haufigsten auftretenden psychiatrischen Beeintrachtigungen bei Temporal-
lappenepilepsie sind Depressionen. So wird die Inzidenz einer Depressionsentwick-
lung bei Epilepsiepatienten mit 30% beschrieben (KANNER 2003b). Jedoch wird die-
se Komorbiditat in vielen Fallen nicht diagnostiziert. Sie bleibt daher oft unbehandelt
(KANNER 2003a). Ein mdglicher Grund dafir ist, dass die berichteten Symptome der
Patienten (Schlafstérungen, kognitive Defizite, Libidoverlust) als plausible Begleiter-
scheinung der Epilepsie oder als mdgliche Nebenwirkungen der Antiepileptika be-
trachtet werden (PAULI u. STEFAN 2009a). So werden GABA-erge Antiepileptika als
Risikofaktoren flr iatrogene Depressionen beschrieben (KANNER 2003a; PAULI u.
STEFAN 2009a, b). Vor allem bei Jugendlichen werden die Symptome oft als ,nor-
male” Reaktionen ihrer Altersgruppe abgetan (VERROTTI et al. 2008).

Depressives Verhalten kann vor, wahrend, nach und zwischen den Anféllen auftreten
(KANNER 2003b; BLUMER et al. 2004). Interiktale Depressionen treten bei rund
zwei Drittel der betroffenen Patienten auf. Insbesondere bei Patienten mit schweren
und/oder frequenten Anféllen (LAMBERT u. ROBERTSON 1999). Andere Autoren
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beschreiben hingegen, dass das Auftreten der Depression bei TLE-Patienten unab-
héngig von der Anfallsfrequenz ist (GILLIAM et al. 2007). Ob das Risiko eine epilep-
sieassoziierte Depression zu entwickeln geschlechtsabhangig ist, wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Mdglicherweise weisen Frauen ein héheres Risiko auf, da die
Pravalenz bereits in der nicht-epileptischen Gesamtpopulation héher ist (KIMISKIDIS
et al. 2007). Depressionen bestimmen wesentlich die Lebensqualitat der Betroffenen
und das AusmaB, in dem die epileptischen Anfélle subjektiv als behindernd betracht-
et werden (BOYLAN et al. 2004). Des Weiteren fiihren sie zu einer schlechteren Kon-
trollierbarkeit der Anfalle (CRAMER et al. 2003; THAPAR et al. 2005; HITIRIS et al.
2007).

Das gehaufte Vorkommen von Epilepsien und Depressionen wurde bereits von Hip-
pokrates beschrieben und es wird bis heute eine bidirektionale Verbindung diskutiert.
So kénnten Epilepsien Depressionen begtinstigen und umgekehrt (KANNER 2003a).
Die genauen Pathomechanismen sind noch weitestgehend ungeklart. Beiden Er-
krankungen liegen Stdérungen von verschiedenen Neurotransmittern, insbesondere
von Serotonin, Norepinephrin, Dopamin, Gamma-Aminobuttersaure (GABA) und Glu-
tamat zu Grunde. So kommt es u.a. zu Veranderungen der Serotonin-Synthese im
Hippocampus (NATSUME et al. 2003). Des Weiteren konnte in einer Positronen-
Emissions-Tomographen (PET)-Studie gezeigt werden, dass bei Epilepsiepatienten
mit depressiven Symptomen im Hippocampus reduzierte Bindungen von Serotonin
an seinem 5-HT;a Rezeptor vorliegen (TOCZEK et al. 2003). Diese Erscheinung
zeigt sich sowohl ipsilateral als auch kontralateral vom jeweiligen Anfallsfokus im
mesialen Temporallappen (SAVIC et al. 2004; GIOVACCHINI et al. 2005).

Daneben kommt es zu Veranderungen in der Amygdala. Sie scheint einen zwei-
phasigen Prozess zu unterlaufen. Wahrend der akuten depressiven Phase vergro-
Bert sie sich, wohingegen sie wahrend der chronischen Depression schrumpft. Ne-
ben dem Hippocampus und der Amygdala kénnen auch extralimbische Strukturen
von den Modifikationen betroffen sein (KONDZIELLA et al. 2007).

Abhéngig von diesem Krankheitsbild steigt die Suizidgefahr bei depressiven Epilep-
siepatienten im Allgemeinen um das funffache, bei Temporallappenepilepsie-
Patienten mit fokalen Anfallen sogar auf das 25-fache im Vergleich zur gesunden
Population (BARRACLOUGH 1987). Damit ist der Suizid eine der haufigsten Todes-
ursachen bei Epilepsiepatienten. Das hdchste Risiko der Suizidalitat besteht dabei
wahrend des ersten halben Jahres nach der Diagnosestellung (KANNER 2008). Die
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affektiven Stérungen werden durch eine operative Ausschaltung des epileptogenen
hippocampalen Fokus glnstig beeinflusst. So erholen sich betroffene Patienten un-
abhangig von der praoperativen Ausgangssituation haufig durch epilepsiechirurg-
ische Eingriffe (PAULI u. STEFAN 2009a).

Angststérungen

Die Pravalenz von Angststérungen bei Epilepsiepatienten wird mit 15-25% angege-
ben (HERMANN et al. 2000; SWINKELS et al. 2001; VAZQUEZ u. DEVINSKY 2003).
Angststérungen zeigen einen signifikant negativen Einfluss auf die Lebensqualitat
der Betroffenen und erhéhen das Risiko der Suizidalitdt (KANNER 2009). Generell
zahlt Angst als Warnung vor verschiedenen Gefahren zu den wichtigsten verhaltens-
regulierenden Mechanismen. Definitionsgeman spricht man von einer Angststérung,
wenn Angst in einer ungeféhrlichen Situation oder deren Antizipation auftritt (PAULI
u. STEFAN 2009b). So gelten anhaltende Sorgen Uber fur gewdhnlich nicht schwer-
wiegende Ereignisse, die nahezu taglich und Uber mehr als sechs Monate hinweg
auftreten, als klinische Kardinalsymptome (BEYENBURG u. SCHMIDT 2005). Be-
zieht sich hingegen Furcht oder Vermeidung auf spezifische Situationen oder Objek-
te, so spricht man von einer Phobie (PAULI u. STEFAN 2009b). Typische Phobien,
die bei Epilepsiepatienten auftreten, entstehen in Folge von Angst vor Anféllen oder
vor Unfallen auBer Hauses (BEYENBURG et al. 2005). Anfallsartig auftretende
Angstattacken mit psychischen und physischen Erscheinungen werden als Paniksto-
rungen bezeichnet (PAULI u. STEFAN 2009b). Nach heutiger neurobiologischer Vor-
stellung stellt die Amygdala eine wichtige zentrale anatomische Struktur flr die Ge-
nese von Angst und epileptischer Erregung dar (BEYENBURG u. SCHMIDT 2005).
Die Amygdala ist fiir die emotionale Verarbeitung von Informationen und deren Spei-
cherung zustandig und verantwortlich flr die Analyse des Geféahrdungspotentials,
das von extern auf das Individuum einwirkt. Sie kann durch epileptische Entladungen
im Temporallappen priméar oder sekundar aktiviert werden. Uber die Efferenzen der
Amygdala wird nun die kdrperliche Angstreaktion ausgelést. Als physische Symp-
tome werden Tachykardien, Luftnot, Schwindel, Schwitzen und Zittern beschrieben.
Weitere vegetative Erscheinungen sind Schlaf- und Konzentrationsstérungen, sowie
erhdhte Reizbarkeit (BEYENBURG u. SCHMIDT 2005).

Die Ursache dieser haufig vorkommenden Komorbiditat ist komplex und noch nicht
vollstandig geklart. Mdglicherweise liegen dieser Erscheinung neurobiologische bzw.
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psychologische Faktoren oder ein Zusammenspiel aus beidem zu Grunde (PAULI u.
STEFAN 2009b). Eine pathophysiologische Gemeinsamkeit zwischen Angst und Epi-
lepsie liegt in der Funktionsstérung von GABAa-Rezeptoren und anderen Neu-
rotransmittersystemen wie Serotonin, Dopamin und Noradrenalin (BEYENBURG et
al. 2001; CHARNEY 2003; LYDIARD 2003; WONG et al. 2003). Zuséatzlich wird von
vermindertem 5HTa-Rezeptorbindungspotential berichtet, wodurch weniger Seroto-
nin gebunden werden kann. Das zentrale 5HT-System fungiert als Inhibitor auf das
Verhalten und ist u.a. in der Angstregulation beteiligt (KANNER 2009). Des Weiteren
kénnen Angstsymptome als Nebenwirkungen der antiepileptogenen Therapie auftre-
ten. So wird in der P&diatrie beschrieben, dass das Risiko vor allem bei einer Poly-
therapie ansteigt (WILLIAMS et al. 2003). Generell gilt, dass GABA-erge Substanzen
anxiolytisch wirken, wohingegen glutaminergen Substanzen anxiogene Eigenschaf-
ten zugeschrieben werden (PAULI u. STEFAN 2009b).

Nach epilepsiechirurgischen Eingriffen wird bei postoperativ anfallsfreien Patienten
meist von einer Besserung der Angststérungen berichtet (BLADIN 1992).

Kognitive Defizite

Der Schweregrad der kognitiven Defizite ist abhangig von der Dauer der TLE,
(JOKEIT u. EBNER 1999) sowie der Gesamtanzahl an Anfallen (DODRILL 2002).
Die kognitiven Defizite gehen dabei von denselben primaren Strukturen im Temporal-
lappen aus, die die Anfélle initieren (MAMENISKIENE et al. 2006). So konnte ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Schweregrad des hippocampalen Neu-
ronenverlustes, vor allem im Bereich des Gyrus dentatus, und dem verminderten Er-
innerungsvermoégen gezeigt werden (PAULI et al. 2006). Generell berichten Betrof-
fene signifikant haufig von Lern- und Erinnerungsproblemen, welche einen negativen
Einfluss auf das alltagliche Leben nehmen. So ist die Fahigkeit verringert Neues zu
erlernen und es bestehen Schwierigkeiten klrzlich Erlerntes abzurufen. Das Lang-
zeitgedachtnis bleibt jedoch unbeeinflusst (SIMONS u. SPIERS 2003). Betroffene
beschreiben Defizite in der Schule, der Arbeitsstelle oder im sozialen Leben. Im Ver-
gleich einer Gruppe von Epilepsiepatienten mit einer gleichaltrigen gesunden Kon-
troligruppe wird deutlich, dass der Anteil Studierender mit TLE geringer und die Ar-
beitslosenquote im Gegensatz zu der Kontrollgruppe erhéht ist. Es wird diskutiert,
dass Patienten mit héherem Bildungsstand und damit héheren kognitiven Reserven
den neurobiologischen Insulten besser standhalten kénnen und einen héheren Wid-
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erstand gegen medikamentdse Nebenwirkungen zeigen (MAMENISKIENE et al.
2006; MARQUES et al. 2007).

Die verbale Erinnerungsfunktion ist verbunden mit der dominanten Hemisphére, wel-
che die Sprache kontrolliert. Patienten, bei denen die Epilepsie von diesem Fokus
ausgeht, zeigen daher haufig Schwierigkeiten bei Aufgaben, die das Erlernen und
Speichern von Woérterverzeichnissen verlangt (HELMSTAEDTER et al. 1997;
HERMANN et al. 1997; LEE et al. 2002a). Patienten, bei denen die Epilepsie von der
nicht-dominanten Hemisphare ausgeht, bekunden oftmals Defizite in der Erinnerung
der rdumlichen Wahrnehmung (GLEISSNER et al. 1998; ALESSIO et al. 2004). So
werden zum Teil Beeintrachtigungen in der raumlichen Erinnerung, dem Wiederer-
kennen von Gesichtern, sowie dem Bemerken von emotionalen Gesichtsausdriicken
deutlich (BREIER et al. 1996; MELETTI et al. 2003; MILNER 2003). Generell gilt,
dass wenn der laterale Temporallappen den Ausgangspunkt der Epilepsieerkrankung
darstellt, eher Defizite im Erlernen und Speichern von Informationen zu erwarten
sind. Ist hingegen die mesiale Region (besonders der Hippocampus) des Temporal-
lappens betroffen, so werden primar Beeintrachtigungen in der Festigung, der Auf-
rechterhaltung und der Erinnerung des kurzlich Erlernten festgestellt (CARRENO et
al. 2008).

Fir die bewusste Erinnerung spielt der Hippocampus, im Besonderen jedoch der Gy-
rus dentatus (Dentate Gyrus, GD), eine wichtige Rolle. So flieBen im Hippocampus
Informationen aus den verschiedenen sensorischen Systemen zusammen, die dort
generiert und schlussendlich im Cortex gespeichert werden. Der Gyrus dentatus bild-
et die Eintrittspforte in den Hippocampus. Eintreffende Informationen werden tber die
Kérnerzellen via Moosfasern auf die Pyramidenzellen der CAs-Region und von dort
via Schaffersche Kollaterale auf die Pyramidenzellen der CA;-Region weitergeleitet
(DUVERNOQY 2005)

Der Gyrus dentatus bildet eine Gehirnstruktur, in welcher zeitlebens eine Neuroge-
nese der Kdrnerzellen stattfindet (ALTMAN u. BAYER 1990; GOULD et al. 1999a;
VAN PRAAG et al. 2002). Diese Neuronenneubildung ist neben der synaptischen
Plastizitat verantwortlich fir die Gedachtniskonsolidierung, also der Uberfiihrung von
Informationen vom Kurzzeit- ins Langzeitgedachtnis. Bei epileptischen Patienten
fihrt sowohl der Neuronenverlust als auch dessen strukturelle Reorganisation zur
Beeinflussung der Informationsprozesse und determiniert damit auch das Lern- und

Erinnerungsvermdgen.
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Persénlichkeitsstérungen

Symptomatische fokale Epilepsien sind haufig mit Persdnlichkeitsstérungen assozi-
iert. Die Pravalenz wird in der Literatur mit 4-38% angegeben (SWINKELS et al.
2005). Als Personlichkeitsstérungen (PS) werden lang anhaltende, charakteristische
und stabile Verhaltensmuster bezeichnet, die als stark akzentuierte Auspragung be-
stimmter Persénlichkeitsmerkmale zu Leidenszustdnden oder Konflikten flihren
(PAULI u. STEFAN 2009b). Sie werden in sozial unflexiblen und wenig angepassten
Verhaltensmustern der betroffenen Patienten deutlich. Ein adaquates Stdérungsbe-
wusstsein fehlt den Patienten dabei. In der psychiatrischen Klassifikation werden drei
Gruppen von Persoénlichkeitsstérungen unterschieden (PAULI u. STEFAN 2009b).
Bei Epilepsien stellt die angstlich-vermeidende Persdnlichkeitsstérung die haufigste
PS-Diagnose dar (LOPEZ-RODRIGUEZ et al. 1999). Dazu gehéren vermeidend-
selbstunsichere, dependente und zwanghafte Persdnlichkeitsstérungen (PAULI u.
STEFAN 2009a). Die PS kénnen sich zum einen als psychosoziale Konsequenz
durch die Veranderungen mit dem Leben der Epilepsieerkrankung heraus entwickeln
(SWINKELS et al. 2005). Zum anderen kénnen PS als Folge von epilepsieassoziiert-
en Faktoren wie Gehirnlasionen, Anfallen oder durch Nebenwirkungen der antikon-
vulsiven Medikation auftreten (GILLIAM et al. 2004; HESSEN et al. 2007;
HELMSTAEDTER et al. 2008; WITT et al. 2008). So kann sich die Umstellung von
einer Polytherapie auf mdglichst wenige Medikamente unter Vermeidung von Barbi-
turaten, sedierenden und kognitiv beeinflussenden Substanzen glnstig auf Verhal-
tensstdérungen auswirken (SCHMITZ 2006). Um den negativen Einfluss der Persén-
lichkeitsstérungen und die daraus resultierenden Anfallsrezidive zu minimieren, sind
psychotherapeutische Interventionen ratsam. Bei schweren Persdnlichkeitsstérungen
werden vorgeschaltete psychotherapeutische MaBnahmen als sinnvoll erachtet, um
den Erfolg einer chirurgische Resektion des betroffenen Gewebes zu verbessern
(KOCH-STOECKER 2002). Im Vergleich zu anderen psychiatrischen Komorbiditaten

ist nur wenig Uber Persénlichkeitsstérungen bekannt.

Alkohol- und Drogenmissbrauch

Uber den Zusammenhang zwischen Epilepsiepatienten und komorbidem Alkohol-
und Drogenmissbrauch ist bisher wenig bekannt (DEVINSKY 2003). Wird Alkohol in
geringen Mengen konsumiert steigt das Risiko vermehrter Anfalle im Normalfall nicht
an. Jedoch kann eine Alkoholintoxikation zum frequenteren Auftreten der Anfalle flih-
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ren (GORDON u. DEVINSKY 2001). Des Weiteren wird diskutiert, dass eine Al-
koholintoxikation zu einem erhéhten Risiko fluhrt, am plétzlichen unerwarteten Tod
(sudden unexpected death in epilepsy, SUDEP) zu sterben (DEVINSKY 2003). Ge-
ringer bis maBiger Alkoholkonsum fihrt zu keinen signifikanten Verdnderungen des
Serumspiegel der AEDs (HOPPENER et al. 1983).

Uber den Einfluss von Marihuana auf Epilepsie gibt es verschiedene Angaben. Zum
einen werden antikonvulsive Eigenschaften beschrieben, zum anderen kann es zu
Wechselwirkungen mit den AEDs kommen, die in einem erhéhten Anfallsleiden res-
ultieren (DEVINSKY 2003). Auch dosisabhangig kann ein prokonvulsiver Effekt auf-
treten. Cannabinoid-Rezeptoren werden im Gehirnstamm, sowie in limbischen und
neocorticalen Regionen gefunden, die die Anfallsaktivitdt regulieren (ABOOD u.
MARTIN 1996). Die Mechanismen, Uber welche Marihuana und Cannabinoide die
Anfallsschwelle verandern, ist weitestgehend unklar (GORDON u. DEVINSKY 2001).
So kénnen die Cannabinoide den Level von katecholaminergen Neurotransmittern
wie Dopamin und Norepinephrin beeinflussen. Des Weiteren zeigen sie einen Effekt
auf thalamocorticale Projektionen, die wiederum die Anfallsschwelle durch steigende
Synchronizitat verandern kénnen (FEENEY 1978; PERTWEE 1988).

Kokain kann die Anfallsschwelle durch einen toxischen Effekt und durch Wechsel-
wirkungen mit den AEDs, sowie durch eine Stérung der Schlafmuster senken
(KOPPEL et al. 1996).

2.1.3 Chronische Tiermodelle

Fir die Erforschung von Epilepsien und Priafung neuer Therapieansatze sind geeig-
nete Modellsysteme essentiell. Da die Grundlagenforschung am Humanpatienten
aus ethischen Griinden nicht vertretbar ist, resultiert ein GroBteil des bisherigen Wis-
senstandes Uber Epilepsien aus Tiermodellen. Aufgrund der Komplexitat der Er-
krankung wurden zahlreiche Modelle etabliert, die bis heute angewendet werden.
Generell werden drei grundlegende Anspriiche an ein Tiermodell gestellt. Erstens
sollen die Symptome im Modell den klinischen Erscheinungen der Krankheit ahneln
und zweitens soll in beiden Fallen derselbe Pathomechanismus zu Grunde liegen.
Des Weiteren sollte das Tiermodell pradiktive Aussagen von Arzneimitteln in Hinblick
auf die klinische Wirksamkeit erlauben.

Bei Tiermodellen in der Epilepsieforschung werden zwei verschiedene Typen von

Modellen unterschieden (Abb. 2). So gibt es die ,akuten” Modelle, die sogenannten
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Anfallsmodelle, in welchen an gesunden Tieren akute epileptische Anfalle induziert
werden. Sie werden vor allem zur Untersuchung der Wirkung von Antikonvulsiva ein-
gesetzt. In ,chronischen“ Modellen wird hingegen die Entwicklung des prokonvulsi-
ven neuronalen Netzwerkes, die Epileptogenese, untersucht.

Die Mechanismen der Epilepsieentstehung lassen sich anhand verschiedener Model-
le untersuchen. Beispiele daflir sind genetisch veranderte Tiere mit spontanen Anfal-
len wie epileptische Hunde (LOSCHER 1997) und Tiere, welche durch chemische
oder elektrische Einflisse einen epileptogenen Prozess entwickeln [z.B. Kainsaure
(BEN-ARI et al. 1981) und Pilocarpin (HONCHAR et al. 1983) oder das Kindling-
Modell (GODDARD et al. 1969) und das SE-basolaterale Amygdala-Modell
(BRANDT et al. 2003a)]. Nach einer Latenzzeit treten bei diesen Tieren spontane
epileptische Anfalle auf. Ahnlich wie bei Epilepsiepatienten, bei welchen durch einen
initialen Insult (Tumor, Schéadelhirntrauma, Enzephalitis) die Krankheit ausgeldst
wird, scheint es in diesen Modellen zur Generierung eines epileptogenen Netzwerkes
zu kommen. Dadurch kann die klinische Realitat von Patienten mit symptomatisch
bedingter Epilepsie sehr gut dargestellt werden.

Des Weiteren besteht die Moglichkeit Anfélle chemisch oder elektrisch auszulésen,
wobei die Anfallsaktivitat nur wahrend der Induktion stattfindet.

Im Folgenden soll nun das elekirische SE-BLA-Modell genauer erlautert werden,

welches im Rahmen dieser Arbeit angewendet wurde.
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,Chronische” Modelle

B Genetisch ~<Akute“ Modelle
. veranderte =
Modelle zurdlé?tersuchung —> Tiere Anfallsmodelle

Epileptogenese

} T

Induzierte Anfélle Spontane Anfalle
(Anfalle nur durch (Epileptische Anfélle
Induktion) nach einer Latenzzeit)
Elektrische Chemische Elektrischer Chemischer
Auslésung, Auslésung, primarer primarer Insult,
z.B. BLA- z.B. Pilocarpin- Insult z.B. BLA- | z.B. Pilocarpin-
Dauerstimulation Modell Dauerstimulation Modell
oder Kindling

Abb. 2: Uberblick Gber die verschiedenen Modelle in der Epilepsieforschung. So kann zwi-
schen ,akuten“ und ,chronischen“ Modellen unterschieden werden. Bei den ,chronischen®
Modellen kénnen induzierte von spontanen Anfallen differenziert werden, die jeweils elekt-
risch oder chemisch ausgel6st werden kénnen.

SE-BLA-Modell

Das SE-BLA-Modell ist ein elektrisches Modell, in welchem die Tiere Uber ihre in die
BLA implantierte Elektrode Gber 25 min mit 700 pA dauerstimuliert werden (BRANDT
et al. 2003a). Infolgedessen wird ein sich selbst erhaltender SE (SSSE) induziert,
welcher in drei verschiedenen Arten auftreten kann. Dabei werden Tiere mit fokalen,
fokalen mit einzelnen generalisierten Anfallen oder mit generalisierten Anféllen be-
schrieben (siehe Kapitel 4.1.3). Die prozentuale Verteilung der verschiedenen SSSE-
Typen ist abhangig vom verwendeten Rattenstamm, Geschlecht und der jeweiligen
Lokalisation der Elektrode. Der Typ des SSSE ist entscheidend flir die prozentuale
Wahrscheinlichkeit eines spateren Auftretens von spontanen epileptischen Anfallen.
So entwickeln nur rund 33% der Ratten mit einem fokalen SSSE |angerfristig epil-
eptische Anfélle, wohingegen dies bei mehr als 90% der Ratten mit Typ Il oder Il der
Fall ist. Damit das Auftreten von Anfallen nach einer Latenzzeit wahrscheinlich ist,
muss der generalisierte SSSE mindestens 4 Stunden betragen, bevor die Krampfak-
tivitat mit Diazepam beendet wird.
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Neurodegenerative Prozesse treten bei Tieren mit SSSE-Typ | nur regional auf und
sind weniger ausgepragt als bei Tieren mit Typ Il oder IIl. Generell gilt, dass die Neu-
ropathologie der Tiere mit generalisierten Anfallen den Veranderungen von chemisch
induzierten Anféllen (z.B. Pilocarpin) ahnelt (BRANDT et al. 2003a).

2.2 Anfallsinduzierte neuronale Plastizitat

2.2.1 Einfuhrung

In den letzten Jahrzehnten konnte durch zahlreiche Arbeiten gezeigt werden, dass
entgegen anhaltenden wissenschaftlichen Annahmen Plastizitat auch im adulten Ge-
hirn stattfindet (GAGE 2002; MING u. SONG 2005; GOULD 2007). Damit konnte die
These der begrenzten Regenerationsfahigkeit des Gehirns widerlegt werden. So gilt
die neuronale Plastizitat als Voraussetzung fur die lebenslange Weiterentwicklung
und reibungslose Funktion des Gehirns. Physiologische Plastizitat beschreibt die
Veranderungen, die im Rahmen von Lernprozessen und Gedachtnisbildung auftret-
en. Sie umfasst z.B. die Modulation von synaptischen Ubertragungen (synaptische
Plastizitat) oder die Neubildung von Neuronen (strukturelle Plastizitat). Pathologische
Plastizitat wird zunehmend als Erklarung zur Entstehung von neurologischen Erkran-
kungen betrachtet. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl in verschiedenen Epilep-
siemodellen, als auch in resektiertem Gehirngewebe von Epilepsiepatienten eine Dif-
ferenzierung der neuronalen Plastizitat stattfindet. Somit kann geschlussfolgert wer-
den, dass epileptische Anfalle die Plastizitat im Gehirn verandern (SLOVITER 1999;
DALBY u. MODY 2001; DUDEK et al. 2002; PITKANEN 2002; PITKANEN u.
SUTULA 2002). Neben einer aberranten axonalen Reorganisation kbnnen morpho-
logische Veranderungen der neuronalen Dentriten und die Ausbildung von hyperex-
zitablen Synapsen festgestellt werden. Des Weiteren kommt es zu einer gestérten
Neubildung von Neuronen (Neurogenese) (PARENT et al. 1998; SCOTT et al. 1998).
Aufgrund verschiedener apoptotischer und nekrotischer Aktivitaiten kommt es jedoch
auch zu einer erheblichen neuronalen Schadigung mit einhergehendem Verlust von
Nervenzellen (Neurodegeneration) (SLOVITER et al. 1996; VELISEK u. MOSHE
2003).

Da sich das Gehirn nach einem Trauma versucht zu regenerieren, ist es wichtig zu
verstehen, welche der molekularen und zelluldren Veranderungen zu der Entwick-
lung der Epilepsie beitragen und welche in die Reparatur und Rekonvaleszenz des
betroffenen Gewebes involviert sind (DICHTER 2009a; JACOBS et al. 2009).
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2.2.2 Neurodegeneration

Eine der am besten beschriebenen Veranderungen wahrend der Epileptogenese ist
die Neurodegeneration. Sowohl in experimentellen Modellen, als auch in klinischen
Studien konnte gezeigt werden, dass anhaltende Anfélle oder ein Status epilepticus
(SE) zum neuronalen Zelltod im Gehirn fihren kénnen (HENSHALL u. SIMON 2005).
So flhren bereits drei generalisierte Anfalle beim Kindling-Modell zu einem Neuro-
nenverlust von rund 28% im Hilus-Areal. Die Schadigung steigt dabei progressiv mit
jedem weiteren Anfall an, den das Tier erfahrt (CAVAZOS u. SUTULA 1990;
CAVAZOS et al. 1994). Die Neurodegeneration tritt bei einer TLE vor allem im Hilus
und der Pyramidenzellschicht der CAs-Region im Hippocampus auf. Mit geringeren
Auswirkungen kommen auch Schadigungen in den CAsz- und CAx-
Pyramidenzellschichten, sowie den Kdrnerzellen vor. Des Weiteren wird Neurodege-
neration auch in der Amygdala, dem entorhinalen, perirhinalen und parahippocampa-
len Cortex beschrieben. Extratemporal werden Thalamus und Cerebellum als még-
liches Areal von Zellverlusten genannt (JUTILA et al. 2002).

Der Neuronenverlust tritt als Folge von nekrotischen, autophagocytischen und apop-
totischen Prozessen auf (YUAN et al. 2003; HENSHALL u. SIMON 2005). Bei der
Apoptose handelt es sich um den physiologischen Prozess des Zelltodes, der flr die
normale Entwicklung und Funktion eines multizelluldaren Organismus essentiell ist
(STRASSER et al. 2000). Reguliert wird dieser Mechanismus durch die Familie der
Caspasen und Bcl-2-Proteine. Die Apoptose kann Uber den extrinsischen oder den
intrinsischen Weg initiiert werden. Beim extrinsischen Weg kommt es Uber eine Lig-
andenbindung Uber an der Zelloberflache exprimierten spezifischen Rezeptoren (u.a.
die TNF-Rezeptorfamilie) zur Aktivierung einer Caspase-Kaskade. Diese setzt aus
den Mitochondrien Cytochrom C frei, welches wiederum zur Aktivierung weiterer
Caspasen fuhrt. Dadurch angeregte Proteasen fihren zum finalen Zelltod. Beim in-
trinsischen Weg werden durch z.B. DNA-Schadigung Proteinkinasen (u.a. das Tu-
morsuppressorprotein p53) freigesetzt, die durch Bcl-2-Proteine ebenfalls Cytochrom
C aus den Mitochondrien aktivieren. Der weitere Vorgang gleicht dem des extrins-
ischen Weges.

Der nekrotische Prozess wird durch die mitochondriale Dilatation eingeleitet, welcher
eine Dilatation des Cytoplasmas und der Organellen folgt. Die Ursache dafir liegt da-
rin begriindet, dass die Plasmamembran ihre selektive Wirkung gegeniber auBeren
Einflissen nicht mehr wahrnehmen kann und somit der osmotische Gradient fir die
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Mengenzunahme im Cytoplasma sorgt. Des Weiteren kommt es zur Fragmentierung
und Auflésung des Zellkerns. Die verstarkte Freisetzung von lysosomalen Enzymen
beschleunigt den vollstandigen Zelluntergang, der von einer signifikanten entziind-
lichen Reaktion begleitet wird.

Ein weiteres Modell zur Erklarung des neuronalen Zelltodes ist die exzitotoxische
Hypothese. Diese besagt, dass die epileptischen Anfalle eine exzessive prasynapti-
sche Glutamatfreisetzung initiieren, welche postsynaptische N-Methyl-D-Aspartat
(NMDA) Rezeptoren aktivieren. Diese I6sen wiederum einen rezeptorvermittelten in-
traneuronalen Calciuminflux aus. Der Calcium-Einstrom resultiert in einer Aktivierung
von Proteasen und freien Radikalen, die die Zellularmembran, strukturelle Proteine
und essentielle Enzyme zerstéren (Abb. 3) (FUJIKAWA 2005).

Prasynaptisches
Neuron

Glutamat

I::> Freisetzung von Proteasen
und freien Radikalen

Gliazelle
Zelltod

Postsynaptisches
Neuron

Abb 3: Darstellung eines prasynaptischen Neurons, das anfallsinduziert Glutamat freisetzt,
welches postsynaptisch zu einem verstarkten Calcium-Einstrom fihrt. Dadurch aktivierte
Proteasen und freie Radikale fihren zum Zelltod. Schema modifiziert nach (SYNTICHAKI u.
TAVERNARAKIS 2003; FUJIKAWA 2005).

Der selektive Neuronenverlust im Gyrus dentatus und der hippocampalen Pyram-
idenzellschicht wird haufig bei chirurgisch resektiertem Gewebe von TLE-Patienten
beschrieben und als hippocampale Sklerose bezeichnet. Die zugrunde gegangenen
Neuronen werden durch eine dichte Gliose ersetzt, die zur Schrumpfung und Ver-

hartung des betroffenen Gewebes fihrt (CHANG u. LOWENSTEIN 2003).
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2.2.3 Hippocampale Neurogenese

Wie bereits erwahnt, konnte in den letzten Jahren das Dogma der eingeschrankten
Regenerationsfahigkeit des Gehirns entkraftet werden. So konnten in adulten Mam-
malia wie Ratte, Maus, Meerschweinchen, aber auch bei Primaten und dem Men-
schen eine kontinuierliche und lebenslange Proliferation und Neubildung von Neuro-
nen (=Neurogenese) im Gyrus dentatus gezeigt werden (ALTMAN u. DAS 1967;
CAMERON et al. 1993; KEMPERMANN et al. 1997; ERIKSSON et al. 1998; GOULD
et al. 1999b). Die Neurogenese beginnt mit der Proliferation neuraler Stammzellen,
gefolgt von derer Reifung, der Migration und endet mit der Ausdifferenzierung der
verschiedenen Zelltypen. Ein hohes neurogenes Potential wird definierten Gehirnre-
gionen wie der subventrikularen Zone (SVZ) der anterolateralen Ventrikel (Neuroge-
nese des olfaktorischen Systems) und der subgranularen Zone (SGZ) des Gyrus
Dentatus (GD) des Hippocampus (hippocampale Neurogenese) zugeschrieben
(KEMPERMANN u. GAGE 2000). In weiteren Gehirnregionen wie z.B. dem Cortex
findet die Neuronenneubildung mit niedrigerer Turnover-Rate statt (GOULD et al.
1999c; BERNIER et al. 2002). Unter physiologischen Bedingungen ftritt eine gestei-
gerte Neurogenese als Resultat von z.B. Lern- und Erinnerungsvorgangen auf. Pa-
thologisch wird die erhdhte Neubildungsrate u.a. durch Verédnderungen in der Mikro-
umgebung der SGZ (HATTIANGADY et al. 2004) oder durch epileptische Anfélle
hervorgerufen (BENGZON et al. 1997; PARENT et al. 1997; SCOTT et al. 1998).

Neurogenese im epileptischen Gehirn

Status epilepticus flhrt zu gesteigerten Neurogenese in der SGZ im adulten Gyrus
dentatus. So steigt die Anzahl neugebildeter Neurone um das Mehrfache in den ers-
ten Wochen nach dem Insult an (PARENT et al. 1997; NAKAGAWA et al. 2000).
Diese Ergebnisse flihrten zu der Annahme, dass die insultgenerierten neugebildeten
Neurone die verletzten und gestorbenen Neurone ersetzen sollen (EKDAHL et al.
2003). Jedoch Uberleben nur wenige der neu proliferierten Zellen, was den mdogli-
chen Einfluss der Neurogenese auf die funktionale Rekonvaleszenz der zerstérten
Region minimiert (EKDAHL et al. 2001). Ein méglicher Grund des Rlickgangs kénnte
in apoptotischen Vorgangen liegen, die durch insultinduzierte neuropathologische
Veranderungen in der Gewebeumgebung impliziert werden. Auch das Auftreten
spontaner epileptischer Anfélle wird als Ursache diskutiert (EKDAHL et al. 2003). Um
die anfallsinduzierten Veranderungen im epileptischen Gehirn zu untersuchen, werd-
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en vor allem das Pilocarpin- und Kainsaure-Modell gewéahlt (CAVALHEIRO et al.
1996). So konnte gezeigt werden, dass SE-induziert eine Transformation von
Stammzellen zu aktivierten neuronalen Vorlauferzellen, sowie eine erhéhte Prolifera-
tion von bestehenden Vorlauferzellen stattfindet. Die Vorlduferzellen werden durch
intrinsische und extrinsische Wege aktiviert und durch verschiedene Wachstumsfak-
toren (u.a. epidermal growth factor, EGF; insulin-like growth factor-1, IGF-1, vascular
endothelial growth factor, VEGF) und Neurotrophine differenziert (CHENG et al.
2001; LICHTENWALNER et al. 2001; JIN et al. 2002; J. LEE et al. 2002b;
YOSHIMURA et al. 2003). Ein weiterer Stimulator der Neurogenese ist der Neu-
rotransmitter Serotonin (GOULD 1999). Wahrscheinlich werden die mitogenen Fakt-
oren dabei von untergehenden Neuronen, deafferenten Kdrnerzellen und reaktiven
Gliazellen freigesetzt, die im Hippocampus nach Anfallen oder exzitotoxischen Ein-
flissen heraufreguliert werden (LOWENSTEIN et al. 1993; SHETTY et al. 2003). Die
heterogene Population an neuronalen Vorlauferzellen im Hippocampus kann anhand
spezifischer Marker in Typ1-3 klassifiziert werden. Die Aktivierung und Proliferation
der Vorlauferzellen findet in verschiedenen Arealen der CA;- und CA3-Region statt.
Hingegen wird die Reifung der jungen Neuronen nur im Gyrus dentatus gesehen
(INDULEKHA et al. 2010).

Die neu generierten Zellen migrieren unter kontinuierlicher Weiterentwicklung aus der
subgranularen Zone in die Kérnerzellschicht und reifen dort zu funktionellen Kérner-
zellen. Wahrend der Migration und Entwicklung bilden die Kdérnerzellen transiente
Basaldendriten aus. Bei Nagern kénnen die basalen Dendriten anfallsinduziert per-
sistieren und in den Hilus ziehen (SPIGELMAN et al. 1998; BUCKMASTER u.
DUDEK 1999; RIBAK et al. 2000; WENZEL et al. 2001). Sie bilden zusammen mit
Moosfasern asymmetrische exzitatorische synaptische Kontakie aus (RIBAK et al.
2000; WENZEL et al. 2001). Diese koénnen sich zu potentiellen exzitatorischen Ver-
bindungen zwischen den Kérnerzellen entwickeln (PEKCEC u. POTSCHKA 2007). In
einer Studie konnte gezeigt werden, dass nicht nur anhaltende Anfallsaktivitat wah-
rend eines SE, sondern bereits einzelne wiederkehrende Anfélle zu persistierenden
Basaldendriten fihren kénnen (PEKCEC et al. 2007). Im Gegensatz zu Nagern weis-
en Menschen und adulte Primaten regelmaBig Basaldendriten auf (SERESS u.
MRZLJAK 1987).

Verschiedene Untersuchungen konnten zeigen, dass es nach einem durch Pilocarp-
in- oder Kainsaure induzierten SE zur Ausbildung von ektopischen Kérnerzellen im
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Hilus und der Molekularschicht kommt. Diese atypisch integrierten und hyperexzi-
tablen Zellen tragen mdglicherweise zur Entwicklung und Generierung von spont-
anen Anféallen bei (SCHARFMAN et al. 2000; DASHTIPOUR et al. 2001; JUNG et al.
2004). So konnte im Nagermodell gezeigt werden, dass nach einem SE verabreichte
antimitotische Substanzen die hilaren ektopischen Kdérnerzellen eliminieren kénnen.
Dadurch wiederum reduzierte sich die Anfallsfrequenz (JUNG et al. 2004). Patienten
mit praoperativ chronischer Epilepsie und einer Langzeittherapie mit Antiepileptika
zeigen eine verminderte Anzahl ektopischer Zellen. Vermutlich werden diese durch
die hohe Anzahl schwerer Anfalle zerstért (MOHAPEL et al. 2004).

Eine weitere Beobachtung in der Epileptogenese-assoziierten zellularen Plastizitat
stellt die Kérnerzell-Dispersion (granule cell dispersion, GCD) dar. Charakteristisch
daflr ist die irregulare Verbreiterung der Kdérnerzellschicht. Klinisch wird von einer
Korrelation zwischen dem Auftreten der GCD und dem Einsetzen der Anfalle in den
ersten vier Lebensjahren berichtet (HOUSER 1990; LURTON et al. 1998). Eine be-
sonders hohe Assoziation besteht nach dem Auftreten von komplizierten oder ver-
langerten febrilen Konvulsionen (LURTON et al. 1998). In Tiermodellen konnte be-
obachtet werden, dass die GCD mit einer initial schweren Periode des SE assoziiert
ist (SUZUKI et al. 1995; BOUILLERET et al. 1999). Sowohl Anfallsaktivitaten bei epi-
leptischen Patienten als auch tierexperimentell induzierte Anfélle fiihren zur vermind-
erten Reelin-Expression. Dieses Protein wird von Cajal-Retzius Zellen im Neocortex
und in der Molekularschicht des GD gebildet und verhindert die Migration von Kérn-
erzellen in die normalerweise zellarme Molekularschicht. In wieweit die GCD die An-
fallsentwicklung beeinflusst ist im Moment noch unklar (HAAS u. FROTSCHER
2010).

Die am besten beschriebene morphologische Veranderung ist die Aussprossung von
Moosfasern (mossy fiber sprouting, MFS) aus den Kérnerzellen des Gyrus dentatus
(PARENT u. LOWENSTEIN 1997). Die anfallsinduzierte Aussprossung wurde sowohl
in zahlreichen chronischen Epilepsiemodellen, als auch in humanem Gewebe be-
obachtet (SUTULA et al. 1989; FRANCK et al. 1995; HOLMES et al. 1998; VAIDYA
et al. 1999). Das Auftreten von MFS korreliert mit der Frequenz der wiederkehrenden
Anfalle und dem Schweregrad der TLE. So kann das Erscheinen der MFS im chron-
ischen Tiermodell als wichtiger Index fir den Schweregrad der TLE betrachtet wer-
den (SUTULA 2002; NADLER 2003). Bei den Moosfasern handelt es sich um Axone

aus Kornerzellen, die normalerweise zu den Pyramidenzellen in der CAs-Region zie-
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hen. Aufgrund epileptischer Anfélle und der damit verbundenen massiven Neurode-
generation in der CAs- und der Hilus-Region, verlieren die Axone ihr Target. Sie bild-
en nun atypische synaptische Verbindungen mit den Dendriten benachbarter Kérner-
zellen und verursachen dadurch abnormale hyperexzitable Verschaltungen
(SCHARFMAN et al. 2000; WILLIAMS et al. 2002). Verstarkend kommt hinzu, dass
die atypischen Kdérnerzellen die Fahigkeit verloren haben, auf hypersynchrone Aktivi-
taten aus dem entorhinalen Cortex hemmend zu wirken (ENGEL 2001).

Als weitere Modifikation wird in der Literatur die SE-induzierte signifikant ansteigende
Aktivierung von Astrozyten und Mikroglia im Hilus beschrieben (JORGENSEN et al.
1993; SHAPIRO et al. 2008b). So bedingt die Schadigung oder der Untergang von
Neuronen die Aktivierung der Gliazellen. Dieser Prozess wird auch als reaktive Gli-
ose bezeichnet und ist eine prominente morphologische Eigenschaft der TLE
(GARZILLO u. MELLO 2002). Die verastelten Mikroglia kénnen ihre Form insultbe-
dingt in reaktive oder amdboide Formen verandern und verschiedene Rezeptortypen,
sowie zahlreiche sekretorische Produkte heraufregulieren. Diese tragen zum Schutz
des traumatisierten Gehirnes bei (STREIT et al. 1999; LIU u. HONG 2003). Vermut-
lich spielen die Mikroglia zusatzlich eine wichtige Rolle in der atypischen hippocamp-
alen Neurogenese. So zeigen sie mdglicherweise einen Einfluss auf die aberrante
Migration der neugebildeten Neurone (YANG et al. 2010). Des Weiteren flhren sie
maéglicherweise durch eine Disruption der physiologischen puffernden Gliaaktivitat zu
einer neuronalen Hyperexzitabilitdt. Dies ist durch einen extrazelluldren ansteigend-
en Kalium- und Glutamatspiegel bedingt, der die Aktivitdt der Neuronen steigert
(CHANG u. LOWENSTEIN 2003).

Zusatzlich zu den zellularen Veranderungen werden auch auf Molekularebene Modi-
fikationen festgestellt. So kommt es u.a. zu Veranderungen von Gamma-Amino-
Buttersdure (GABA)-Rezeptoren auf hippocampalen Kérnerzellen (CHANG u.
LOWENSTEIN 2003). GABA ist der wichtigste hemmende Neurotransmitter im Saug-
ergehirn und im humanen Cortex (ROTHMAN et al. 1993; RICHERSON u. WU
2004). Es wird angenommen, dass das GABA-erge System eine entscheidende Rol-
le in der Entstehung und Ausbreitung der epileptischen Aktivitdt einnimmt
(MELDRUM 1989). So konnte im Pilocarpin-Modell gezeigt werden, dass durch die
verdnderte Expression der GABA-Rezeptor Untereinheiten eine erhéhte Sensitivitat
gegenulber Zink vorliegt, welches reichlich in den Moosfaserendigungen vorkommt
(BROOKS-KAYAL et al. 1998). Das freigesetzte Zink fhrt nun in der chronischen
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Krankheitsphase zu einem Kollaps der GABA-mediierten Hemmung der Kdérnerzellen
(BUHL et al. 1996) und kann somit zu einer Hyperexzitabilitdt der Neuronen beitrag-
en. Die Tatsache, dass bei Epilepsiepatienten eine verminderte GABA-Inhibition vor-
liegt, fihrt zu der Annahme, dass ansteigende GABA-Level im Gehirn in einer bes-
seren Anfallskontrolle resultieren (KUZNIECKY et al. 2002; SIMISTER et al. 2003).

Funktionelle Konsequenzen der epilepsieassoziierten Modulation der Neurogenese
Im Gehirn epileptischer Tiere findet die hippocampale Neurogenese in modifizierter
komplexer Form statt (KEMPERMANN 2006; PARENT u. MURPHY 2008). HATTI-
ANGADY et al (2004) demonstrierten, dass die Neurogenese im Gyrus dentatus initi-
al nach dem SE ansteigt und in den folgenden Monaten wéahrend der chronischen
Phase und dem wiederholten Auftreten von Anféllen absinkt. Die Entwicklung, Migra-
tion und Integration der neugebildeten Neurone wird dabei durch die Anfélle beein-
flusst (SCHARFMAN u. GRAY 2007; SHAPIRO et al. 2008a). Welche funktionellen
Konsequenzen aus diesen Veranderungen entstehen, bleibt im Moment kontrovers
diskutiert. Es wird beschrieben, dass die Inkorporation einer kleinen Gruppe stark
miteinander gekoppelter Kérnerzellen die Netzwerkaktivitat bedeutend erhéhen kann
(MORGAN u. SOLTESZ 2008). So weisen die neugebildeten Neurone eine héhere
Exzitabilitat, sowie eine verringerte Hemmung durch GABA auf (WANG et al. 2000;
GE et al. 2006). Moéglicherweise tragen die neugebildeten Zellen damit zu den Anfal-
len bei (WOJTOWICZ 2008).

Treten epileptische Anfalle in friiher Kindheit auf, in welcher die Neurogenese alters-
bedingt vermehrt stattfindet, fihren die Verschaltungen der hippocampalen Kreis-
laufe zu permanenten Veranderungen mit unvorhersehbaren Auswirkungen
(WOJTOWICZ 2008). So kdénnen die neurogenesebedingten Stérungen zu weitreich-
enden Konsequenzen fihren, wenn die neuronale Population aktiv in Lern- und Erin-
nerungsvorgange involviert ist (WOJTOWICZ 2008). Die Integration der hohen An-
zahl neugebildeter Neurone fuhrt mdglicherweise zu Veranderungen der hippocamp-
alen neuronalen Verschaltungen, die in die Verarbeitung von Informationsprozessen
involviert sind. Daraus resultiert eine Interferenz mit dem normalen Lern- und Erin-
nerungsvermégen (PEKCEC et al. 2008). Auch die veranderten synaptischen Ver-
bindungen im Gyrus dentatus beeinflussen die Erinnerungsleistung (MATHERN et al.

2002). Des Weiteren fuhren die Veranderungen in der Produktion und/oder Integrati-
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on der neugebildeten Zellen zu Modifikationen von kognitiven Funktionen und Stim-
mungen bei chronischer Epilepsie.

2.3 Antiepileptogene und krankheitsmodifizierende Strategien

2.3.1 Einfuhrung

FUr die gezielte Modulation epileptogener Prozesse und der Entwicklung neuer the-
rapeutischer Strategien bedarf es einem verbesserten Verstandnis der atiopatholog-
ischen Veranderungen. Bislang ist bekannt, dass zur Generierung des proepilepto-
genen, neuronalen Netzwerks verschiedene Modifikationen auf neuronaler Ebene
beitragen (Kap. 2.2.1). Therapeutische Strategien, die diesen Veranderungen entge-
gen wirken, stellen ein bedeutsames Gebiet in der Epilepsieforschung dar. Ein mégli-
ches Potential bietet dabei das neuronale Zelladhasionsmolekil (neural cell adhesion
molecule, NCAM) und seine polysialylierte Form (PSA-NCAM). So konnte u.a. ge-
zeigt werden, dass das PSA-NCAM-System in einem Post-Status-Epilepticus-Model
zellulare Veranderungen abschwéachen und kognitive Defizite im Sinne einer erkran-
kungsmodifizierenden Wirkung reduzieren konnte (PEKCEC et al. 2007).

Neben der atypischen Neurogenese tragen auch neurodegenerative Prozesse zur
neuronalen Plastizitat bei. Sie sind zuséatzlich an der Entstehung epilepsieassoziierter
psychischer Stérungen und kognitiver Defizite beteiligt. Auf Grund dessen stellt die
Protektion neuronaler Zellen eine hoffnungsvolle Strategie zur Modulation der epil-
eptogenen Vorgange, sowie zur Behandlung epilepsieassoziierter Komorbiditaten
dar. Somit hat die Untersuchung therapeutisch eingesetzter Antiepileptika auf ihr
neuroprotektives Potential in den letzten Jahren an groBer Bedeutung gewonnen
(HALONEN et al. 2001; PITKANEN 2002; STEPIEN et al. 2005). Des Weiteren werd-
den die neuroprotektiven Fahigkeiten alternativer Behandlungsméglichkeiten unter-
sucht. Dazu z&hlen Antioxidantien (GUPTA et al. 2002; WANG et al. 2004a; SHIN et
al. 2007), eine Hormontherapie mit Progesteron (HOFFMAN et al. 2003) oder Ost-
rogenen (VELISKOVA et al. 2000), eine ketogene Diat (NOH et al. 2006) oder die
Behandlung mit neurotrophen Faktoren (SIMONATO et al. 2006). Zwar konnten mit
diesen unterschiedlichen Therapieanséatzen partielle Effekte erzielt werden, weitreich-
ende Erfolge blieben bisher jedoch aus. Auf der Suche nach weiteren potentiellen
Behandlungsstrategien rickten die neuroprotektiven Komponenten des Hormons
und Glykoproteins Erythropoetin (EPO) in den Vordergrund (DAME et al. 2001;
UZUM et al. 2006; SHANG et al. 2007; JUN et al. 2009). Neben den protektiven Eig-
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enschaften konnten auch positive Effekte auf kognitive Fahigkeiten gezeigt werden
(SIREN u. EHRENREICH 2001). Besonders groBe Hoffnungen liegen aktuell auf den
EPO-Derivaten. Ein Beispiel dafur ist das Epotris, welches aus der C-Helix des EPO-
Molekiils stammt (PANKRATOVA et al. 2010) oder das Pyroglutamat-Helix B-
Surface-Peptid (pHBSP) aus der B-Helix des Erythropoetins (BRINES et al. 2008).

2.3.2 Erythropoetin

Das Hormon Erythropoetin (EPO) ist ein 165 Aminosauren (30 kDa) langes Glyko-
protein, das zur Zytokin Typ | Superfamilie gehort. Es besteht aus vier Helices (A-D),
die eine globulare kompakte Struktur bilden (PANKRATOVA et al. 2010). Urspring-
lich wurde davon ausgegangen, dass EPO ausschlieBlich zur Regulation der Hama-
topoese dient. Seine Eigenschaft die Apoptose von erythroiden Vorlauferzellen zu
inhibitieren fahrt zur Reifung der Erythrozyten (RABIE u. MARTI 2008). Des Weiteren
stimuliert EPO die erythroiden Progenitorzellen zur Proliferation und Differenzierung
an. Hypoxiebedingt wird die Genexpression von EPO in den interstitiellen
Fibroblasten der adulten Nieren (beim Fetus in den Hepatozyten) initiiert, welches in
einem negativen feedback System die Hamatopoese im Knochenmark stimuliert
(MARTI 2004; RABIE u. MARTI 2008).

In den letzten Jahren wurden jedoch EPO und sein homodimerer Rezeptor (EPO-R)
in Geweben gefunden, die nicht in die Hamatopoese involviert sind. Dazu gehdren
das Gehirn, der Reproduktionstrakt, die Lungen, die Milz und das Herz (FANDREY u.
BUNN 1993; MARTI et al. 1996; MASUDA et al. 2000; KOBAYASHI et al. 2002). Im
Gehirn wird EPO durch Hypoxie vor allem in den Astrozyten und den Neuronen indu-
ziert. EPO-R konnte in Priméarkulturen auf Astrozyten, Neuronen, Mikroglia und Oli-
godendrozyten nachgewiesen werden (NAGAI et al. 2001; GENC et al. 2006). Des
Weiteren wurden sowohl EPO als auch EPO-R im cerebrovaskularen Endothelium
beschrieben (MARTI 2004). Durch die EPO-R auf der apikalen Zelloberflache der
Gehirnendothelzellen kann systemisch appliziertes rekombinantes humanes EPO
(rHUEPO) die Blut-Hirn-Schranke via Transcytose passieren (BRINES et al. 2000).
Von anderen Autoren wird alternativ ein extrazellularer Weg beschrieben (BANKS et
al. 2004). Jedoch muss beachtet werden, dass nur rund 1% der intravends appliziert-
en EPO-Dosis tatsachlich das Gehirn erreicht (SIREN et al. 2009).

In vitro und in Tiermodellen konnten neben der hdmatopoetischen Komponente auch

neurotrophische und neuroprotektive Effekte durch EPO gezeigt werden. Die protek-
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tive Wirkung wird zum einen direkt durch die Hemmung der Apoptose und zum and-
eren indirekt durch die Modulation von inflammatorischen Prozessen und der Anre-
gung zur Neurogenese und Angiogenese vermittelt (VILLA et al. 2003; WANG et al.
2004b). Vermutlich werden die gewebeprotektiven Effekte Uber einen heterodimeren
Rezeptor Ubertragen, der aus einem EPO-R und einem CD131-Rezeptor (beta-
common-receptor, BcR) besteht (BRINES et al. 2008). TLE-Studien mit Nagern konn-
ten zeigen, dass rHUEPO signifikante Effekte in der Antagonisierung der Entwicklung
des SE aufweist (BRINES et al. 2000; UZUM et al. 2006). Des Weiteren konnte EPO
die Kognition sowohl in erkrankten, als auch in gesunden Humanpatienten verbes-
sern (BRINES et al. 2008).

Die Beschreibung von zahlreichen Nebenwirkungen wie erhdhter Blutdruck, Thromb-
ose, Tumorexpansion und Mortalitdt fihrten in den letzten Jahren zur Entwicklung
von neuroprotektiven EPO-Derivaten, welchen die hamatopoetische Komponente
fehlt (LEIST et al. 2004).

2.3.3 Erythropoetin-mimetische Peptide

Peptide stellen eine Sequenz aus Aminosauren dar, die wie eine Perlenkette anein-
ander aufgereiht sind. Diese sogenannte Primarstruktur, sowie die dreidimensionale
raumliche Anordnung der Ketten (Sekundar- und Tertiarstruktur) bestimmen die
Funktion des Peptides. Beim Design mimetischer Peptide wird in der Regel nicht die
gesamte Aminosaurensequenz kopiert, sondern nur ein kleines aktives Fragment
heraus gegriffen. Somit erdffnen mimetische Peptide die Fahigkeit gewlnschte Eff-
ekte aufzuweisen, wohingegen unerwilnschte Eigenschaften gezielt ausgeschaltet
werden kdnnen.

BRINES et al. beschrieben 2008 erstmalig das EPO-mimetische Peptid Helix B-
Surface-Peptid (HBSP). Es handelt sich dabei um ein elf Aminoséuren langes Peptid,
welches aus der B-Helix des EPO-Proteins erstellt wurde. Da sich die N-terminalen
Glutaminreste des HBSP (besonders bei Raumtemperatur und unter azidischen Be-
dingungen) spontan in irreversible Pyroglutamat-Formationen zyklisieren kdénnen,
wird diese Form pHBSP genannt. pHBSP weist weder in vivo noch in vitro hamato-
poetische Eigenschaften auf, demonstriert jedoch ein hohes gewebeprotektives Po-
tential. So konnte im Schlaganfallmodell durch Applikation von pHBSP eine signifi-
kante Reduktion des Infarktvolumens, sowie eine Verbesserung der neurologischen

Funktionen gezeigt werden. Auch in einem Nierenischdmiemodell konnten renoprot-
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ektive Effekte nachgewiesen werden. Des Weiteren konnte in einem Lerntest mit ge-
sunden Nagern dargelegt werden, dass sich das Erinnerungsvermdgen durch die
Applikation von pHBSP verbessert. Vermutlich intensiviert das pHBSP die Konsoli-
dierungsphase wahrend der Erinnerungsakquirierung.

Gegenwartig ist noch unklar, ob das pHBSP mit dem EPO-R/CD131-Rezeptor inter-
agiert oder ob seine biologischen Effekte Uber andere Mechanismen vermittelt werd-
en (BRINES et al. 2008).

24 Verhaltensuntersuchungen

2.41 Einfuhrung

Um die Mechanismen psychiatrischer Erkrankungen zu untersuchen oder neue Sub-
stanzen in diesem Bereich zu testen, sind entsprechende Tiermodelle momentan un-
abdingbar. So gelten experimentelle Modelle von Gehirnerkrankungen in der bio-
medizinischen Forschung als unumgénglich (MALLERET et al. 1999;
KLEMENHAGEN et al. 2006; WANG et al. 2007). Jedoch ist zu beachten, dass
Tiermodelle die Situation bei Humanpatienten nicht exakt darstellen kénnen. Es gibt
kein Modell, welches isomorph ist mit der fraglichen Symptomologie (GREEN 1983).
Des Weiteren werden trotz wachsender Hilfe durch prazise Verhaltensmesswerk-
zeuge selbst in den haufig angewendeten Tests nicht alle Handlungsweisen der Tie-
re befriedigend verstanden (RAMOS 2008).

Im Folgenden sollen nun einige der popularen Modelle genauer beschrieben werden.

2.4.2 Verhaltensmodelle

Open Field

Das Open Field (Offenfeld, OF) gehért zu den altesten und am haufigsten angewend-
eten Verhaltenstests. Es wurde 1934 zum ersten Mal von HALL (HALL 1934) zur ob-
jektiven Messung der Emotionalitat von Ratten beschrieben. Dabei kann sowohl das
exploratorische Verhalten, als auch die Qualitat und Quantitat von Aktivitat unter-
sucht werden (WALSH u. CUMMINS 1976). Grundlage dieses Tests ist die verhalt-
ensbiologische Beobachtung, dass Nager das Betreten unbekannter und hell er-
leuchteter Flachen vermeiden. Werden sie einer solchen Situation ausgesetzt, be-
wegt sich ihre Aktivitdt im Spannungsfeld von Angstlichkeit, Fluchtbereitschaft und
Erkundungsdrang. Es gibt verschiedene Versionen des OF. So gibt es Variationen in
der Form (rund, quadratisch oder rechteckig, jeweils mit einer Wand umgeben), in
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der Beleuchtung (Beleuchtung von oben oder unten, Rotlicht oder handelslbliche
Gluhbirnen) und der Prasenz von Objekten in der Arena (PRUT u. BELZUNG 2003).
Das Prinzip beruht darauf, dass das Tier mit einer ihm unbekannten Umgebung kon-
frontiert wird. Das Tier wird in die Mitte oder an den Rand der Arena eingesetzt und
das Verhalten fUr eine bestimmte Zeit erfasst (,Range” zwischen 2 bis 20 min).

In der neutralen Umgebung kénnen nun verschiedene Parameter wie die horizontale
Lokomotion (Anzahl der Kreuzungen von markierten Linien in der Arena), vertikale
Aktivitat (Aufrichtefrequenz), Putzverhalten oder Defékation und Urinieren beobachtet
werden (IGARASHI u. TAKESHITA 1995; PRUT u. BELZUNG 2003). In dieser Situ-
ation bevorzugen Nager spontan die peripheren Areale und bewegen sich in der Na-
he der umgebenden Wéande. Dieses Verhalten wird Thigmotaxis genannt (=Abtasten
der Umgebung durch die Vibrissen). Verbringen die Tiere mehr Zeit im Zentrum der
Apparatur, zeigen die Tiere erhdhte Lokomotion mit vertikaler Exploration, sowie eine
kirzere Latenzzeit bis zum ersten Betreten der zentralen Areale, wird dies als Indi-
kator flr anxiolytisches Verhalten betrachtet (PRUT u. BELZUNG 2003).

Neben dem anxiolytischen und anxiogenen Verhalten kénnen im OF auch sedative,
toxische und stimulierende Effekte von verschiedenen Substanzen getestet werden
(WALSH u. CUMMINS 1976). Dazu werden neben Nagern auch andere Spezies wie
Kalber, Schweine, Lammer und Honigbienen eingesetzt (PRUT u. BELZUNG 2003).

Elevated Plus Maze

Das Elevated-Plus-Maze (EPM) ist eines der popularsten Tiermodelle um angst-
assoziiertes Verhalten zu evaluieren (PELLOW et al. 1985). Es handelt sich um ein-
en einfachen und effizienten Versuch, der kein Training bendtigt, da er auf dem
spontanen Verhalten der Tiere basiert (SALUM et al. 2000). Der Test beruht auf den
Beobachtungen von MONTGOMERY (MONTGOMERY 1955), der 1955 die Bezieh-
ung zwischen Angst und Explorationsverhalten bei Ratten beschrieb. Die Pramisse
daftr war, dass eine neue Umgebung sowohl Angst als auch Neugierde in Ratten
hervorruft, was eine typische Herangehensweise an den Konflikt verursacht. So steht
das Tier in diesem Modell zwischen der Entscheidung an einem sicheren Ort (den
geschlossenen Armen) zu bleiben oder der Motivation nachzugehen, die neue Um-
gebung zu explorieren (SALUM et al. 2000).

Das EPM ist eine erhéhte plusférmige Apparatur, welche aus zwei offenen und zwei

geschlossenen Armen besteht, die Uber ein zentrales Areal miteinander verbunden
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sind (TEJADA et al. 2009). Das Versuchstier wird in das Zentrum gesetzt und fur finf
Minuten beobachtet. Diese Zeit wird nach Montgomery gewahlt, da innerhalb dieser
Periode das Vermeidungsverhalten besonders ausgepragt ist (PELLOW et al. 1985).
Ein gesunder Nager verbringt mehr Zeit in den geschlossenen Armen und wenn er
sich bewegt, so werden mehr Eintritte in die geschlossenen Arme, als in die offenen
Arme deutlich. Auf den offenen Armen zeigen die Tiere mehr angstassoziiertes Ver-
halten wie Frieren, Demobilisation, Defakation, sowie einen erhdéhten Plasma-
Kortikosteroid-Spiegel (PELLOW et al. 1985). Als Ursache fiir die Aversion gegen die
offenen Bereiche wird ein Angstgefihl der Nager diskutiert. Zusatzlich spielen das
Novum der Umgebung und die H6he der Apparatur eine Rolle (PELLOW et al. 1985;
FALTER et al. 1992; TREIT et al. 1993; FERNANDES u. FILE 1996). Ein weiterer
Punkt kénnte die fehlende Mdglichkeit zur Thigmotaxis sein (TREIT et al. 1993).
Durch anxiolytische Substanzen (z.B. Diazepam) steigt der prozentuale Anteil der auf
den offenen Armen verbrachten Zeit, wohingegen er bei anxiogenen Substanzen
(z.B. Pentylenetetrazol) in Relation sinkt (PELLOW et al. 1985).

Obwonhl die Resultate des EPM innerhalb eines Instituts oft stabil sind, kdnnen sie
zwischen verschiedenen Laboratorien sehr unterschiedlich und widersprtchlich sein
(HOGG 1996).

Black-and-White-Box

Das Prinzip der Black-and-White-Box (BWB) basiert auf dem spontanen Explorat-
ionsverhalten der Tiere, welches durch milde Stressfaktoren (neue Umgebung, Licht)
hervorgerufen wird (SANCHEZ 1997). Der Test wurde erstmals von CRAWLEY und
GOODWIN (CRAWLEY u. GOODWIN 1980) beschrieben und wird seitdem in viel-
faltigen Variationen zur Validierung von angstassoziiertem Verhalten eingesetzt.
Beobachtungen haben gezeigt, dass Nager eine natirliche Neigung haben neue
Umgebungen zu erkunden. Offene Areale scheinen jedoch eine Aversion in den Tie-
ren auszulésen, die die Exploration einschranken (CHRISTMAS u. MAXWELL 1970;
OLIVERIO et al. 1973). Des Weiteren zeigen die Tiere vermehrt aversives Verhalten
beim Betreten von hell erleuchteten Flachen (SHIMADA et al. 1995).

Die BWB besteht aus einer rechteckigen Box, von welcher ein Drittel schwarz ge-
strichen ist und schwach beleuchtet wird. Dieses schmale und dunkle Areal bietet
den Tieren ein Geflhl von Sicherheit. Zwei Drittel der Box sind weiB und werden mit

einer starkeren Lichtintensitat bestrahlt. Dieses Kompartiment entspricht einer freien,
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grellen Flache. Das Tier wird in die weiBe Box mit dem Kopf in Richtung Durchgang
zum schwarzen Kompartiment gesetzt (SANCHEZ 1997). Der Test dauert finf Min-
uten. In dieser Zeit werden folgende Parameter gemessen: Anzahl des Aufrichtens,
Anzahl der Ubertritte zwischen dem weiBen und dem schwarzen Kompartiment und
die Aufenthaltszeit im weiBen Areal. Anxiolytische Substanzen wie Benzodiazepine
(z.B. Diazepam) fuhren zu einem Anstieg der Aufenthaltsdauer im hellen Bereich,
sowie einer signifikant erh6hten Lokomotion (COSTALL et al. 1989; SHIMADA et al.
1995). Dies scheint ein Indikator flr ein erhéhtes exploratorisches Verhalten zu sein,
welches durch die aversive Umgebung unterdriickt worden war (COSTALL et al.
1989).

Zahlreiche Verdffentlichungen dokumentieren, dass die Ergebnisse der BWB oft nicht
eindeutig sind (SANCHEZ 1997).

Morris-Water-Maze

Das Water Maze (Morris-Water-Maze, MWM) wurde von Richard MORRIS ausgear-
beitet, nachdem einige Kontroversen aufgekommen waren, ob sich das raumliche
Lernen fundamental von anderen assoziativen Lernweisen unterscheidet (MORRIS
1984).

Das MWM testet das rdumliche Lernvermdgen und die rdumliche Erinnerung. Die
Aufgabe flr die Nager besteht dabei darin, dass sie mit Hilfe externer Hinweise lern-
en sollen in einem Schwimmbecken eine verborgene Plattform zu lokalisieren
(VORHEES u. WILLIAMS 2006). Die ldee Wasser als Motivation zum Lernen einzu-
setzen, wird seit Jahrzehnten angewandt und macht die Deprivation von Nahrung
oder einen elektrischen Schock Uberflissig (MORRIS 1984).

Das MWM wird in unterschiedlichen GréBen verwendet, wobei der Durchmesser zwi-
schen einem und mehr als zwei Metern variieren kann (D'HOOGE u. DE DEYN
2001). Es wird beschrieben, dass fur den Versuch mit Albinoratten schwarz ge-
strichene Becken eingesetzt werden (VORHEES u. WILLIAMS 2006). Das Becken ist
ca. halbhoch mit Wasser geflillt, welches eine optimale Temperatur bei 19-22°C hat
(VORHEES u. WILLIAMS 2006). Die Plattform kann viereckig oder rund sein, ist im
Normalfall 10-11cm? groB und wird typischerweise 1-2 cm unterhalb der Wasserober-
flache angebracht. Sie besteht meist aus Acryl oder PVC und sollte entweder durch-
sichtig sein oder dieselbe Farbe wie das Becken aufweisen. Alternativ kann das
Wasser eingefarbt werden, sodass die Plattform fur die Tiere nicht sichtbar ist
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(VORHEES u. WILLIAMS 2006). Das Becken wird in vier gedachte Quadranten ein-
geteilt und die Plattform in einem festgelegten Quadranten positioniert.

Um das MWM herum sollten groBzigig die sogenannten externen Hinweise ange-
bracht werden. Diese visuellen Merkmale sollen die Tiere in ihrer rumlichen Orient-
ierung unterstiitzen und kdénnen z.B. in Form farbiger Gebilde platziert werden (FAES
et al. 2010). Wichtig dabei ist, dass ihre Positionen wahrend der Testphase nicht ver-
andert werden (VORHEES u. WILLIAMS 2006).

Das Raumlicht sollte in der gesamten Zeit indirekt leuchten.

Fir den Experimentator kommen wahrend des Tests drei mdgliche Aufenthaltsorte in
Frage: (a) er verlasst den Raum, (b) er positioniert sich so, dass die Tiere ihn nicht
sehen oder (c) er bleibt an einem konstanten Ort und wird so zu einem weiteren dist-
alen Hinweis (VORHEES u. WILLIAMS 2006).

Zu Beginn des Versuchs wird das Tier mit Blickrichtung zur Beckenwand in den ge-
wilnschten Quadranten gesetzt. Es hat nun eine Minute Zeit die Plattform zu finden.
Zu Beginn schwimmen die Ratten randomisierte oder unsystematische Wege durch
den Pool, lernen in der Regel jedoch rasch (unabhangig vom jeweiligen Startpunkt)
die direkte Strecke zu der Plattform zu finden. Die initiale Abnahme der Latenzzeit ist
dabei von zwei Faktoren abhangig: (1.) die Ratten lernen von den Beckenwéanden
wegzuschwimmen und erhdéhen dadurch die Wahrscheinlichkeit durch Zufall auf die
Plattform zu treffen und (2.) die Tiere lernen die Lokalisation der Plattform aufzufin-
den (MORRIS 1984). Gelingt dies nicht innerhalb der vorgegebenen Zeit, so wird das
Tier fur einige Sekunden auf die Plattform gesetzt. Generell werden drei verschied-
ene Strategien zum Auffinden der Plattform deutlich: (a) das Tier wendet eine gelern-
te Abfolge an Bewegungen an (praxis strategy), (b) es orientiert sich an proximalen
Hinweisen (taxis strategy) oder (c) es navigiert sich anhand distaler Hinweise (map-
ping or spatial strategy) (D'HOOGE u. DE DEYN 2001).

Der Vorgang wird mehrmals wiederholt, wobei der Startpunkt je ein anderer Quad-
rant ist. Ziel dabei ist eine Vermeidung der Rechts-Links Navigation der Tiere zur
Plattform. Ublicherweise werden vier Durchgénge durchgefiihrt (VORHEES u.
WILLIAMS 2006). Die Zeitspanne, Uber welche die Lernphase wiederholt wird, ist
abhangig vom Verlauf der Lernkurve, betragt meist aber 5-6 Tage. Als Parameter fir
das Lern- und Erinnerungsvermdgen gilt die Latenzzeit und die Strecke bis zum Auf-
finden der Plattform (FAES et al. 2010). Im Anschluss an den letzten Durchgang folgt
die Spatial Probe. Die Plattform wird dafiir entfernt und die Tiere getestet, ob sie sich
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an die ehemalige Position erinnern kénnen. Indikationen flr das Erinnerungs-
vermogen sind u.a. die Anzahl der Kreuzungen der friheren Lokalisation der Platt-
form, sowie die Zeit und die zurlickgelegte Strecke im Plattform-Quadranten im Ver-
gleich zu den Ubrigen Quadranten (VORHEES u. WILLIAMS 2006).
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Zum aktuellen Zeitpunkt stellt die medikamentése Behandlung bei Epilepsieerkrank-
ungen die wichtigste Therapieform in der Veterinar- und Humanmedizin dar. Bei viel-
en Patienten kann dadurch jedoch keine zufriedenstellende Kontrolle der Anfélle er-
reicht werden. So sprechen rund ein Drittel der Patienten nicht auf die géngigen An-
tiepileptika an. Beim Hund kommt erschwerend hinzu, dass aufgrund der hohen Me-
tabolisierungsrate kurze Applikationsintervalle notwendig sind. Weiterhin leiden Epi-
lepsiepatienten haufig an den Nebenwirkungen der antikonvulsiven Praparate. Neb-
en den Anféllen kbnnen multiple epilepsieassoziierte Komorbiditaten auftreten. Das
Krankheitsgeschehen kann somit zu schwerwiegenden Konsequenzen fihren, die in
weitreichenden Einschrankungen im Leben der Betroffenen resultieren. In der Vet-
erindrmedizin flhrt ein mangelhafter Therapieerfolg in vielen Féllen sogar zur Eut-
hanasie der Patienten. Wiinschenswert wéare daher eine prophylaktische Therapie,
die die Entwicklung der Epilepsie und die damit assoziierten Komorbiditaten verhind-
ert. Jedoch erschwert das mangelnde Wissen Uber die Prozesse, die der Epilepsie-
entstehung zugrunde liegen, die Entwicklung neuer Strategien. Das Erlangen von
genaueren Kenntnissen Uber die Mechanismen der Epileptogenese und damit ver-
bundenen psychiatrischen Erkrankungen ist daher ein wesentlicher Bestandteil fir
die zukunftige Entwicklung von praventiven oder kurativen Therapieansatzen. In dem
geplanten Dissertationsvorhaben soll sowohl die experimentelle Prifung mdglicher
neuer Strategien zur Prophylaxe, als auch zur Therapie von Epilepsien und anfallsin-
duzierten Komorbiditaten erfolgen.

In den letzten Jahren wurden in Zusammenhang mit dem epileptogenen Prozess
zahlreiche Veranderungen der neuronalen Plastizitat diskutiert. Von zentraler Be-
deutung ist dabei neben der gestdrten Neurogenese auch der Untergang von Neuro-
nen. Diesen anfallsinduzierten Modifikationen wird eine wesentliche Beteiligung an
der Entstehung eines epileptogenen, prokonvulsiven Netzwerkes zugesprochen, das
schlieBlich in der Manifestation einer Epilepsie resultiert. Somit kénnte sich eine Ver-
hinderung oder Abschwachung dieser Plastizitadtsverdnderungen hemmend auf die
Epileptogenese auswirken. Oberstes Ziel ist damit eine Prophylaxe der Krankheit.
Mindestens sollte jedoch eine Reduzierung des Schweregrads der Anfalle und/oder
eine Verringerung von pharmakoresistenten Patienten erreicht werden. Des Weiteren
sollten Modifikationen der epilepsieassoziierten Komorbiditdten mdglich sein. Aktuel-
le Ergebnisse weisen darauf hin, dass EPO-mimetische Peptide ein dement-
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sprechendes prophylaktisches Potential aufweisen. Daraus ergeben sich folgende im
Rahmen dieser Arbeit zu kldrenden Fragestellungen:

% Wie wirkt sich die Behandlung mit dem EPO-mimetischen Peptid pHBSP in
einem etablierten SE-Modell auf die Art, Schwere und Dauer des SE bzw. die

Mortalitat als Folge des SE aus?

« Zu welchen Veranderungen der epilepsieassoziierten Komorbiditaten fihrt die
Applikation von pHBSP?

% Inwieweit kommt es zu Verdnderungen der anfallsinduzierten neuronalen
Plastizitat (insbesondere was die gestérte Neubildung von Neuronen und den
Verlust von Neuronen aufgrund apoptotischer und nekrotischer Prozesse be-
trifft)?
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Effekte auf die Epilepsieentwicklung und epilepsieassoziierte Verhaltensstérungen
durch das Erythropoetin-mimetische Peptid pHBSP und Erythropoetin

4.1 Versuchstiere

Der Versuch erfolgte mit Genehmigung der Regierung von Oberbayern unter dem
Titel ,Entwicklung praventiver MaBnahmen zur Reduktion epilepsieassoziierter Ko-
morbiditaten* unter dem Aktenzeichen 55.2-1-54-2531-40.07. FlUr die Analyse der
Effekte auf die Epilepsieentwicklung durch das EPO-mimetische Peptid pHBSP und
Erythropoetin (EPO), sowie deren Auswirkungen auf epilepsieassoziierte Verhaltens-
stérungen wurden weibliche Sprague-Dawley Ratten (Harlan Winkelmann, Borchen)
verwendet. Diese hatten bei ihrer Ankunft ein Kérpergewicht von 200-224 g. Die Tie-
re wurden einzeln in Makrolon Typ lll K&figen gehalten, welche mit Weichholzgran-
ulat (WH-Grade 5, Altromin, Lage) eingestreut waren. Die Nahrung der Ratten be-
stand aus Standardnagerdiat (R/M-Haltung, 10 mm, Sniff, Soest) und Leitungswas-
ser, welches beides ad libitum angeboten wurde. Das Futter wurde je nach Bedarf
aufgefullt und das Wasser ein Mal in der Woche erneuert. Ein Mal wéchentlich wurd-
en die Tiere in frische Kafige umgesetzt, wobei darauf geachtet wurde, dass das
Umsetzen 1- 2 Tage vor den Experimenten stattfand. So wurde der Stressfaktor flr
die Tiere unmitteloar vor den Versuchen minimiert. Die Umgebungstemperatur im
Tierhaus lag zwischen 20-22°C und die Luftfeuchtigkeit bei 37-40 %. Der 12 Stunden
Hell-Dunkel-Zyklus begann um 7:00 MEZ mit der Helligkeitsphase und wechselte um
19:00 MEZ in die Dunkelphase. Um den Ratten eine Akklimatisierung zu ermdg-
lichen, begannen die Operationen zur Implantation der Elektrode friihestens 12 Tage
nach ihrer Ankunft. Vor den jeweiligen Experimenten wurden die Tiere an mindestens
finf Tagen an den Umgang mit dem betreuenden Personal und an die Versuchsbe-
dingungen gewodhnt. Mit den Versuchen wurde jeweils zwischen 7:00 und 9:00 MEZ

begonnen, um circadiane Einflisse moéglichst gering zu halten.

4.2 Post-Status-Epilepticus-Modell

Implantation der Elektrode

Fir die Operation wurden die Ratten mittels Chloralhydrat (360 mg/kg in 10 mi/kg 0,9

%ige NaCl-Lésung, i.p.) narkotisiert. Zur Lokalan&sthesie wurde Bupivacain, Jena-

pharm® 0,5% (Mibe GmbH, Brehna) s.c in das zu eréffnende Areal appliziert. Zur
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Uberpriifung der Narkosetiefe wurde der Zwischenzehenreflex durchgefiihrt. Bei
Ausbleiben einer Abwehrreaktion konnte mit der OP begonnen werden. Um die exak-
te Positionierung der Ableitungs- und Stimulationselektrode (bipolare Elektrode aus
rostfreiem Stahl mit einer Ummantelung aus Teflon) zu gewéahrleisten, wurden die
Ratten in einen Stereotakten (TSE Systems GmbH, Bad Homburg) eingespannt. Der
stereotaktische Atlas von PAXINOS und WATSON (2005) diente nachfolgend als
Orientierungshilfe zur prézisen Implantation der Elektrode. In dem Atlas werden die
Hirnstrukturen in Relation zu Bregma (rostraler Kreuzungspunkt der Schadel-
knochennédhte) aufgezeigt (Abb. 4). Damit die exakte Orientierung anhand der Ko-
ordinaten stattfinden kann, missen zu Beginn Bregma und Lambda (kaudaler Kreuz-
ungspunkt der Schadelknochennahte) auf derselben Héhe liegen. Dies geschieht
dadurch, dass im Falle des Sprague-Dawley Stammes die Oberkieferhalterung auf -
3,9 mm ventral der Interaurallinie eingestellt wird.

.‘__f- &,

Interaural Line

A Stimulations- und Ableitelektrode
O Erdungsschraube
D Fixationsschrauben

Abb. 4: Sicht auf den Rattenschadel mit Lokalisation der Stimulations- und Ableitelektrode,
Erdungsschraube und Fixationsschrauben. Modifiziert nach (PAXINOS u. WATSON 2005).
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Die Implantation erfolgte nach vorangegangenen Lokalisationsversuchen in die baso-
laterale Amygdala der rechten Hemisphéare an die in der folgenden Tabelle darge-
stellten Positionen:

anterior-
lateral _ dorso-ventral
posterior
BLA +2,2 +4,7 +8,5

Tab. 1: Koordinaten in mm in Relation zu Bregma als Position fir die Implantation der Elekt-
rode in die rechte basolaterale Amygdala

Gegenuber der Tiefenelekirode wurde an einer in der Schédeldecke befestigten
Schraube eine Teflon-ummantelte Erdungselektrode angebracht. Des Weiteren wur-
den zwei Fixationsschrauben am Schadelknochen befestigt, die als Haltefunktion fir
den kaltpolymerisierenden Kunststoff Paladur® (Fa. Heraeus, Hanau) fungieren soll-
ten. Das Paladur® diente der dauerhaften Fixierung der Elektroden. Die Paladur®-
Schicht, die direkt an der Schadeldecke anlag, wurde mit 2,1% Gentamicinsulfat
(Sigma Aldrich, Miinchen) vermischt. Dies trug zu der prophylaktischen Wundvor-
sorge bei. Zusatzlich erhielten die Tiere eine antibiotische Medikation. Beginnend am
Tag vor der Operation wurde den Ratten zwei Mal taglich Marbofloxacin (Marbocyl®,
Vétoquinol, Ravensburg) Uber einen Gesamtzeitraum von acht Tagen hinweg verab-
reicht. Nach der Implantation erfolgte eine Rekonvaleszenzphase von sechs Wo-
chen.

SE-BLA-Modell

Nach Ablauf der sechs Wochen wurde mit der elektrischen Stimulation der baso-
lateralen Amygdala zur Induzierung eines sich selbsterhaltenden Status Epilepticus
(SSSE) begonnen. Vor Stimulationsbeginn wurden die Tiere gewogen und Uber ihren
Steckeraufsatz an ein zweiadriges abgeschirmtes Kabel angeschlossen, welches mit
der Aufzeichnungseinheit verbunden war. So konnte unmittelbar vor der Stimulation
ein so genanntes Ruhe- oder auch Basal-Elektroenzephalogramm (EEG) aufge-
zeichnet werden. Dies diente als Kontrolle, um im weiteren Versuchsverlauf eventuell
auftretende individuelle Normabweichungen auszuschlieBen. Im Anschluss wurden

die Tiere Uber dasselbe Kabel mit der Stimulatoreinheit (Accupulser Modell A310C
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und Stimulus Isolator A365, World Precision Instruments, Berlin) verbunden. Die dar-
auf folgende 25 Minuten anhaltende Dauerstimulation der basolateralen Amygdala
wurde durch einen Reizstrom erzeugt und umfasste bipolare Einzelpulse von je 1
Sekunde Dauer mit einer Frequenz von 50 Hz bei einer Stromstérke von 700 pA.
Wahrend der Stimulation wurden die Tiere kontinuierlich beobachtet und die Krampf-
aktivitat nach Tabelle 2 bewertet. Nach Ablauf der 25 Minuten wurde der Reizstrom
zum Tier abgebrochen, das Kabel entfernt und die Ratten zur Beobachtung in ein
Glas-Terrarium gesetzt. Hier wurden die Tiere nun bis zur 240. Minute post stimulati-
onem kontinuierlich observiert und das Auftreten und die Schwere der Anfélle, sowie
der Typ des SSSE analysiert und dokumentiert. AnschlieBend wurde der Status epi-
lepticus (SE) mit 10—-25 mg/kg Diazepam abgebrochen. Bei anhaltender motorischer
Aktivitat wurde die Injektion in gleicher Dosierung bis zur kompletten Suppression der
Anfélle wiederholt. Eine SSSE Dauer von vier Stunden wurde in der Vergangenheit
als adaquate Zeitspanne ermittelt, um das Auftreten der spontanen epileptischen An-
falle zu gewahrleisten (BRANDT et al. 2003a). Nach der Komplettunterdriickung mo-
torischer Anfallsaktivitat wurde bei den Tieren erneut ein EEG abgeleitet, um jegliche
weitere Krampfaktivitat ausschlieBen zu kdénnen. Bis zur vollstandig wiederherge-
stellten Mobilisation wurden die Ratten auf ein Warmekissen gelegt. Zur Vorbeugung
einer Dehydratation wurde den Tieren einmalig eine NaCl-Injektion (3ml/Tier i.p.,
10ml/Tier s.c.) verabreicht. Infolge des SSSE geschwachte Tiere wurden bis zur
selbstandigen Nahrungsaufnahme, in der Regel wenige Tage post stimulationem, mit
Babybrei gefttert.

4.3 Anfallsparameter

Die Bewertung der Anfallsaktivitat geht auf eine von RACINE (RACINE 1975) entwi-
ckelte Einteilung zurlick, die von BARAN (BARAN et al. 1995) modifiziert wurde. Sie
dient als Grundlage flr die im Rahmen der elektrischen Simulation auftretenden epi-
leptischen Anfalle und der Klassifizierung der SSSE-Typen. Die Einteilung der Anfélle
erfolgt nach ihrer Dauer und ihrem Schweregrad.
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Krampfschwere Anfallscharakteristika

Immobilitdt, schwacher Fazialklonus (SchlieBen des

Stadium | o )
ipsilateralen Auges, stereotypes Schniiffeln)
- . Fokale Anfallsaktivitat

) schwerer Fazialklonus (klonische Kaubewegungen,

Stadium I .
Kopfnicken)

Stadium 11l unilateraler Vorderextremitétenklonus

) bilateraler Vorderextremitatenklonus, Aufrichten des
Stadium IV

Rumpfes

Stadium V bilateraler Vorderextremitatenklonus mit Verlust des Generalisierte Anfall-

Stellreflexe (nach hinten fallen) saktivitat

) Stadium V mit explosionsartig einsetzendem Ren-
Stadium VI . ) _
nen und Springen (running and bouncing)

Tab. 2: Skala der Krampfschwere und deren Anfallscharakteristika (BARAN et al. 1995)

Im elektrischen Epilepsiemodell kénnen drei SSSE-Typen unterschieden werden
(BRANDT et al. 2003a). Ein fokaler SSSE ist charakterisiert durch das Auftreten von
Anféllen der Stadien I-ll, unterbrochen von einzelnen und unregelméaBigen Anfallen

des Typs lll. Bei einem fokalen SSSE mit einzelnen generalisierten Anfallen treten

zusatzlich gesonderte Anfalle der Stadien IV und V auf. Ein generalisierter SSSE ist

gekennzeichnet durch das kontinuierliche Auftreten generalisierter Anfalle und ver-

einzelter Erscheinung des Stadium VI.

4.4 Erythropoetin und das Erythropoetin-mimetische Peptid pHBSP

Das Erythropoetin (Erypo®) wurde von der Firma Janssen-Cilag (Neuss) produziert
und in einer Apotheke als handelstbliches Praparat gekauft. Das mimetische Peptid
pHBSP und das dazu gehdérige ,scrambled Peptid“ wurde nach Auftrag von der Firma
GL Biochem Ltd., Shanghai synthetisiert und als unverpacktes, frei vorliegendes
Peptid hergestellt. Sowohl pHBSP als auch das ,scrambled Peptid“ weisen ein relati-
ves Molekulargewicht von 1257.35 auf und bestehen aus einer Sequenz von 11

Aminosauren (siehe Tabelle).

41



4 MATERIAL UND METHODEN

Peptid Sequenz Molekulformel
PYR-Glu-Gin-Leu-Glu-Arg-Ala-Leu-Asn-
pHBSP
Ser-Ser-OH
Cs1HgaN16021
scrambled PYR-Ser-Glu-Ser-GiIn-Asn-Leu-Leu-Glu-
pHBSP Arg-Ala-OH

Tab. 3: Ubersicht (iber Sequenz und Molekiilformel der Peptide

4.5 Erfassung spontaner Anfalle bei Ratten

Ab der 10. Woche post stimulationem wurde mit der Erfassung der spontanen Anfélle
bei den epileptischen Tiere begonnen. Die Aufzeichnung erfolgte in der 10. und 12.
Woche Uber 24 Stunden/Tag an je sieben Tagen mittels EEG-Ableitung und zusatz-
lichem Videomonitoring. Einzelne Tiere, die ihren Steckeraufsatz im Verlauf des
chronischen Versuchs verloren hatten oder Tiere bei denen es im Verlauf der EEG-
Ableitungsphase zu Kabeldefekten kam, wurden ausschlieBlich videotberwacht. Des
Weiteren wurden die Anfélle, die wahrend des Handlings auftraten, charakterisiert

und dokumentiert.

EEG-Aufzeichnung
Das EEG diente zur Bestimmung des genauen Anfallszeitpunkts. Eine Einheit zur
dauerhaften Ableitung des EEG bestand aus acht Ein-Kanal-Verstarkern (BioAmps,
ADInstruments LTD., Hastings, UK), einem Analog-Digitalwandler (PowerLab/800s,
ADInstruments Ltd., Hastings, UK) und einem Personal Computer mit der Software
Chart 5 fir Windows. Da die Aufzeichnungseinheit zwei Mal vorhanden war konnten
16 Ratten gleichzeitig Gberwacht werden.
Durch den Verstarker wurde das EEG-Signal um das 100-fache verstarkt. Die Auf-
zeichnung fand mit einer Abtastrate von 200 Hz statt. SAmtliche Frequenzen Uber 60
Hz wurden mit einem ,low pass filter“, Frequenzen unter 0,1 Hz von einem ,high pass
filter* eliminiert. Zur Filterung des 50 Hz Frequenzbereichs (Frequenz des Netz-
stroms) wurde ein Notch-Filter verwendet. Die Kabel, die zur Ableitung verwendet
wurden, stammten aus eigener Anfertigung, da kommerziell keine entsprechenden
Produkte erworben werden konnten. Dabei wurde besonders darauf geachtet eine
stérungsfreie Aufnahme zu ermdglichen und den Tieren einen maximalen Be-
wegungsfreiraum zu geben. Um dies zu erreichen wurden abgeschirmte, zweiadrige,
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ummantelte Kabel eingesetzt, die mit einem Telefonverdreher verbunden waren. Die
Kabelabschirmung wurde mit Hilfe einer Krokodilklemme am Verstarker befestigt, um
das Grundrauschen mdglichst niedrig zu halten.

Die abgeleiteten EEGs wurden spéater mit Hilfe des Computerprogramms Chart 5 be-

trachtet und analysiert.

Video-Aufzeichnung

Da das Risiko besteht, dass die Ratten ihren Steckeraufsatz verlieren, ist es vor al-
lem im chronischen Modell notwendig die EEG-Ableitungen durch Videomonitoring
zu erganzen. Eventuell ausfallende EEG-Signale kénnen so mittels Videoaufnahmen
kompensiert werden. Des Weiteren kann nur auf diese Weise eine exakte Klassifiz-
ierung der Anfallstypen erfolgen. Im vorliegenden Versuch wurden anfangs vier CCD-
Schwarz-WeiB-Kameras (Conrad Electronic GmbH, Hannover) eingesetzt, von den-
en jedoch eine im Versuchsverlauf durch eine Farbkamera (Conrad Electronic
GmbH, Minchen) ersetzt wurde. Nachts erfolgte die Aufnahme mittels Infrarot-
Technologie. Die Kameras waren mit einem Computer verbunden, der das Daten-
material auf einer RAID (Redundant Array of Independent Discs) speicherte. Diese
organisiert mehrere Festplatten eines Computers zu einem logischen Laufwerk. Da-
durch werden gréBere Ausfallzeiten bei einem Festplattenausfall verhindert und die
Speicherung des enormen Datenaufkommens ermdéglicht.

Jede Kamera filmte vier Tiere, die sich in umfunktionierten, allseits transparenten
Glas-Aquarien (60x40x40 cm) befanden. Spéater wurden die in der VideoUber-
wachung ermittelten Anfélle ausgewertet und klassifiziert. Dabei wurden die Krampf-

schwere, -dauer und der Zeitpunkt des Krampfes notiert.

4.6 Verhaltensmodelle

Samtliche Verhaltensuntersuchungen wurden in einem eigens dafir eingerichteten
schallisolierten Labor durchgefiihrt. Der Computer zur Auswertung der Versuche war
in einem separaten Nebenraum untergebracht. Die Aufzeichnung der Versuche er-
folgte durch eine mit dem Computer verbundene Kamera (Panasonic CCTV, Japan).
Diese war an einem Gestell mittig Gber den Versuchsapparaturen angebracht (in ei-
ner Héhe von 2,45 m). Des Weiteren waren an dem rechteckigen Gestell an jeder
der vier Seiten (H6he 2,40 m, Seitenlange je 3 m) bodenlange schwarze Vorhédnge

befestigt, die die Umgebung um die Versuchsapparaturen gleichmaBig erscheinen
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lieBen. FOr die computergestitzte Datenerhebung wurde das NoldusXT-Programm

(Noldus Ethovision, Niederlande) gewéahlt. Um den Einfluss externer akustischer Rei-

ze wahrend der Versuche zu minimieren, wurde mit Hilfe eines MP3-Players (Axxion
AMP210, Munsbach) ein konstantes weiBes Rauschen (,White Noise“, 60 dB) er-
zeugt. AuBer beim MWM hielten sich wahrend der Versuche keine Personen im La-

bor auf. Vor den Tests wurde mit allen Tieren einheitlich umgegangen, um stressbe-

dingte Einflisse gleich zu halten. Nach jedem Versuch wurden die Apparaturen von

Fakalien befreit und mit 0,1% Essigsaure gereinigt.

Im Folgenden sollen nun die im Rahmen dieser Arbeit etablierten Verhaltens-

untersuchungen, sowie die dazu gehdérigen Parameter naher erlautert werden.

Etablierung der Verhaltensmodelle

Parameter Probleme & Losungen
Methode | Anzahl White
Lichtstarke ] Dauer
Lampen noise
UngleichmaBige Aus-
4 100-200Ix | 60db | 10 min | leuchtung, Schattenwurf
OF im OF, Unscharfe
) Tisch, weitere Lampen
8 70 Ix 60db | 10 min
angebracht
Lichtreflektion, ungleich-
150 Ix offen/ . maBiger Schattenwurf in
12 60db | 5min
53 Ix geschl. den geschl. Armen, zu
aversiv
EPM 70 Ix offen/
8 60db | 5min Zu aversiv
20 Ix geschl.
20 Ix offen/
4 60db | 5min Ix-Zahl gesenkt
10 Ix geschl.
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250 Ix WB/ . Reflektion, ungleichmaBi-
12 60db | 5min .
100 Ix BB ger Schattenwurf in BB
177 Ix WB/ . Unschéarfe, Tisch verwen-
8 60db | 5min
90 Ix BB det

Klemmlampen verwendet,

80 Ix WB/ . Detektion s/w kaum mdg-

5 60db | 5min
BWB 70 Ix BB lich (Tier wird nicht von
Software erkannt)

20 Ix WB/ . Detektion s/w kaum mdg-
7 60db | 5min

15 Ix BB lich

15 Ix WB/ . Detektion s/w kaum mdg-
8 60db | 5min

10 Ix BB lich

50 Ix WB/ ohne Tisch, Deck-
8 60db | 5min

40 Ix BB enlampen

Reflektion am Abfluss,

12 300 Ix 60db | 1 min ungleichmaBige Aus-
MWM
leuchtung
11 65 Ix 60db | 1 min Abfluss abgeklebt

Tab. 4: Ubersicht (iber die etablierten Verhaltensmodelle mit der jeweils getesteten unter-
schiedlichen Anzahl an Lampen, der Luxzahl, sowie aufgetretenen Problemen und Lésungen

Far die Etablierung der in dieser Arbeit angewandten Verhaltensmodelle wurden be-
ruhend auf verschiedenen Literaturangaben unterschiedliche Einstellungen der Pa-
rameter getestet. So wurde zu Beginn fiir das jeweilige Verhaltensparadigma die
Lux-Zahl eingestellt. Dies geschah mit Hilfe unterschiedlicher Lampenanzahl, sowie
der Dimmbarkeit der auf unterschiedlichen H6hen angebrachten Lichtquellen. Ein
dabei haufig auftretendes Problem war, dass Schatten in den Verhaltens-
apparaturen erschienen, die zum einen die Tiere beeinflussen kénnten und zum and-
eren zu Irritationen der Kamera fihrten. Des Weiteren kam es zum Auftreten von Re-
flektionen des Lichts auf dem PVC-Material des OF, des EPM und der BWB, sowie
auf dem metallenen Abfluss des MWM-Beckens. Die Lichtverhaltnisse mussten da-

hingehend optimiert werden, dass die Kamera die Tiere ohne Unterbrechung ein-
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wandfrei detektieren konnte. Zu beachten war jedoch, dass das Licht nicht zu hell
war und so aversiv auf die Tiere wirken kénnte. Auf der anderen Seite sollte es auch
nicht zu dunkel sein, um den Tieren kein zu groBes Sicherheitsgefihl zu vermitteln.
War das Kamerabild trotz Zoom zu unscharf, bestand die Mdglichkeit die Apparatur
auf einen Tisch zu stellen und somit die Strecke zwischen Kamera und aufzunehm-
endem Objekt zu verringern.

Im MWM wurde der reflektierende Abfluss mit Klebeband abgeklebt. Zusatzlich zu
den technischen Veranderungen konnten im NoldusXT-Programm Einstellungen wie
Kontrast und Helligkeit manuell korrigiert werden.

Nachdem die Parameter eingestellt waren, erfolgte ein Etablierungsdurchgang mit
einer Diazepam- (DZP) bzw. einer Pentylenetetrazol-behandelten (PTZ) Tiergruppe,
sowie einer NaCl-behandelten (1ml/kg) Kontrollgruppe. Verschiedene Daten aus der
Literatur zeigen, dass die hier angewendeten Dosen DZP (0,1 mg/kg i.p.) und PTZ
(10 mg/kg i.p.) anxiolytische und anxiogene Effekte aufweisen. Dadurch sollte ge-
zeigt werden, dass die etablierten Parameter tatsachlich die in der Literatur be

schriebenen Verhaltensmuster bei den Tieren hervorrufen.

Open Field

Wir verwendeten ein rundes schwarzes 26 cm hohes Open Field mit einem Durch-
messer von 85 cm. Die indirekte Beleuchtung wurde durch vier Lampen erzeugt, die
seitlich und Uber dem OF angebracht waren. Im Zentrum der Arena kam es so zu ei-
ner Lichtintensitat von 70 Ix und an den Seiten von 60 Ix.

Vor den Versuchen wurden die Tiere in ihrem Heimkafig eine Minute im Versuchs-
raum platziert, um sich akklimatisieren zu kénnen. AnschlieBend wurden die Tiere
einzeln in das OF gesetzt. Hierbei wurde strikt darauf geachtet, dass das Einsetzen
bei jedem Tier mit derselben Blickrichtung geschah. In der Folge wurden die Tiere fir
10 Minuten beobachtet. Die entscheidenden Parameter die protokolliert wurden, war-
en die gelaufene Gesamtstrecke, die mittlere Laufgeschwindigkeit, die Aufenthalts-
dauer in den verschiedenen Zonen, sowie die Anzahl und die Dauer des Putzens
und Aufrichtens.

Elevated-Plus-Maze
Das Elevated-Plus-Maze (EPM, erhdhtes plusférmiges Labyrinth) war aus schwarz-
em PVC gefertigt, 83 cm hoch und bestand aus zwei offenen und zwei geschlos-
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senen Armen, die in Form eines ,Pluszeichens® angeordnet waren. Alle vier Arme
wiesen MaBe von 116x16 cm auf. Die sich gegentber liegenden geschlossenen Ar-
me waren zusétzlich von einer 32 cm hohen Seitenwand umgeben. Das Zentrum hat-
te eine GrdoBe von 14x14 cm. Durch indirekt angebrachte Lampen wurde in den ge-
schlossenen Armen eine Lichtintensitat von 10 Ix und in den offenen Armen eine
Lichtstarke von 20 Ix erreicht.

Zu Beginn des Versuchs wurde jede Ratte so in den Kreuzungsbereich der Arme ge-
setzt, dass ihre Blickrichtung stets in denselben offenen Arm ging. Der eigentliche
Verhaltenstestdurchlauf dauerte finf Minuten. Im Anschluss wurde jedes Tier zurtick
in seinen Heimatkafig gesetzt. Die Parameter, die im Rahmen der EPM-Versuche
von Bedeutung sind, betreffen die gelaufene Gesamtstrecke, die mittlere Laufge-
schwindigkeit, die Aufenthaltsdauer in den geschlossenen und in den offenen Armen,
die Zahl der Wechsel in die offenen Arme, sowie die Anzahl und die Dauer der head-

dips (herunterschauen von den offenen Armen).

Black-and-White-Box

Die Black-and-White-Box (BWB, Hell-Dunkel-Kammer) bestand aus einem schwarz-
en 40x21 cm und einem weiBen 40x40 cm Kompartiment, die Uber einen Durchgang
von 10x10 cm miteinander verbunden waren. Sowohl die Oberseite der Box, als auch
die des Durchganges war offen. Durch indirektes Licht wurden in der schwarzen
Kammer 40 Ix und in der weiBen Kammer 50 Ix erreicht. Zu Testbeginn wurden die
Tiere in die weiBe Box gesetzt, wobei darauf geachtet wurde, dass der Kopf des Tier-
es auf die Wand in der gegenilberliegenden schwarzen Halfte gerichtet war. In den
folgenden fiinf Minuten wurden nun die Latenzzeit bis zum Ubertritt in die schwarze
Kammer, die Aufenthaltsdauer in den beiden Kompartimenten, sowie die Anzahl der
Ubertritte in die weiBe Kammer gemessen.

Morris-Water-Maze

Das Becken fur den MWM-Versuch hatte einen Durchmesser von 1,45 m und eine
Hoéhe von 60 cm. Die Wasser hatte eine Temperatur zwischen 19-21°C und wurde
bis zu einer H6he von 25 cm in das Becken eingefillt. Nach jedem Tier wurden die
Fakalien aus dem Wasser entfernt. Zudem wurde bei einem starken Verschmutz-
ungsgrad das Wasser komplett ausgetauscht. Die Beleuchtungsstarke tber dem Be-
cken betrug 60 Ix.
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Als externe Hinweise dienten ein gestreiftes Rechteck (29x29 cm), ein Kreis (Durch-
messer 27 cm) und ein Dreieck (21x40 cm) aus weiBem Papier, die an je einer Seite
der schwarzen Stoffwande befestigt waren. Die vierte Seite blieb ohne Hinweis.

Das Becken wurde in vier Quadranten eingeteilt, die an der auBeren Bassinwand
durch Kleber markiert waren. Der Standort der Plattform (H6he 23 cm) im Becken
wurde ebenfalls markiert.

Der Versuch begann am Tag 0 mit dem Habituationsdurchgang. Dabei wurden die
Tiere der Reihe nach durch alle Quadranten, beginnend im ersten Quadranten, ins
Wasser gelassen. Einsetzpunkt war stets der gedachte Mittelpunkt des jeweiligen
Quadranten, wobei der Kopf des Tieres in Richtung Beckenwand zeigte. Jeder der
vier Durchgange dauerte 60 Sekunden. Die Habituationsdurchgange wurden ohne
die Plattform durchgeflihrt, sodass diese erste Phase ausschlieBlich der Akklimatis-
ierung und dem ersten Kennenlernen der Tiere mit dem Versuchsablauf diente. Von
Tag 1 an begann die Akquisitationsphase, die insgesamt sechs Tage andauerte. Der
Ablauf blieb stets gleich und es war nun Aufgabe der Tiere, die Plattform binnen 60
Sekunden zu finden. Gelang dies einem Tier nicht innerhalb des vorgegebenen Zeit-
raumes, so wurde es nach Ablauf der Zeit fir 10 Sekunden auf die Plattform gesetzt.
Als Parameter zur Bewertung des Verhaltens im MWM wurden die Schwimmstrecke,
die mittlere Schwimmgeschwindigkeit, die Latenzzeit bis zum Erreichen der Plattform
und die Aufenthaltsdauer in den verschiedenen Quadranten gemessen. Direkt am
Anschluss an den letzten Akquisitationsdurchgang fand die Spatial Probe (Extinkti-
onsdurchgang) statt. Hierzu wurde die Plattform wieder entfernt, ansonsten blieb der
Ablauf der Selbe. Als Parameter dienten nun neben der Geschwindigkeit, der Strecke
und dem Aufenthalt in den Quadranten, die Latenzzeit bis zum Erreichen der ehe-
maligen Position der Plattform, die Aufenthaltsdauer dort, sowie die Anzahl der Kreu-
zungen.

Nach jedem Durchgang wurden die Ratten mit dem Handtuch abgetrocknet und unt-
er eine Warmelampe (Kerbl, Typ S-29-04, Rotlichtbirne 150 Watt) gesetzt.

4.7 Histologische Gewebeaufbereitung

Perfusion

Zur Gewinnung des Gehirngewebes wurde die Methode der transkardialen Perfus-
ionsfixierung angewendet. Das Prinzip hierbei ist die natirlichen GeféaBe des Korpers
als Leitungssystem zu gebrauchen, um eine rasche Verteilung des Formalins in alle
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Gewebe zu ermdglichen. Daflir wurden die Tiere mit 500 mg/kg Chloralhydrat i.p.
narkotisiert. AnschlieBend wurde vom linken Herzventrikel aus eine Knopfkanule in
die Aorta geschoben und das rechte Herzohr aufgeschnitten, um so einen Abfluss flr
das Blut und die Perfusionsldosung zu schaffen. Zur Ausspilung der Blutbahnen wur-
de eine 0,01M phosphatgepufferte Kochsalzlésung (pH-Wert 7,6) verwendet, bevor
das eigentliche Fixans eingesetzt wurde. Dabei handelte es sich um ein 1:1 Gemisch
aus 8%igem Paraformaldehyd in 0,2M Phosphatpuffer (pH-Wert 7,6) mit einer Temp-
eratur von 4°C. Nachdem das Tier 15-20 Minuten mit dem Fixans durchgespdlt wur-
de fand die Entnahme des Gehirns statt. Es wurde fir weitere 24 Stunden in 4%igem
Paraformaldehyd aufbewahrt bevor es in eine 30%ige Saccharose-Lésung in 0,1M
Phosphatpuffer Uberflihrt wurde. In dieser Lésung verblieben die Gehirne flr mindes-

tens drei Tage, um einen ausreichenden Gefrierschutz zu gewahrleisten.

Herstellung der Gefrierschnitte

Die Gehirnschnitte wurden an einem Kryostaten (Frigocut 2800, Reichert Jung,
Wetzlar) angefertigt. Dazu wurden die perfusionsfixierten Gehirne aufgefroren, 40 um
dick geschnitten und in 0,1M Phosphatpuffer aufgefangen. Es wurden sechs Serien
angefertigt, sodass die Schnitte innerhalb einer Serie einen Abstand von 240 um hat-
ten. AnschlieBend wurden die Schnitte in Gefriermedium Uberflhrt und 24 Stunden
bei -20°C gelagert, bevor sie bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren
wurden. Die Objekt- und Messertemperatur lag wahrend dem Schneiden bei etwa -
18°C. Das zu schneidende Areal befand sich zwischen ca. —0,6 mm bis 6 mm relativ

zu Bregma.

4.8 Immunhistochemische Farbemethoden

Die immunhistochemischen Farbungen dienen dazu verschiedene anfallsinduzierte
Veranderungen auf neuronaler Ebene darzustellen. Dazu gehdren neuroprotektive,
neurodegenerative und neuroinflammatorische Prozesse, die in unterschiedlichen

Gehirnregionen betrachtet wurden.
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Nissl-Farbung

Zusatzlich zu den immunhistochemischen Farbungen wurde eine Gehirnserie jeden
Tieres mit der Nissl-Methode gefarbt. Dazu wurde der Farbstoff Thionin verwendet.
Dieser eignet sich besonders zur Darstellung der Somata von Neuronen, da er selek-
tiv die Nisslschollen (Stapel endoplasmatischen Retikulums) farbt. Im Vergleich zu
Neuronen besitzen Gliazellen keine Nisslschollen, sodass eine klare Differenzierung

der beiden Zelltypen stattfinden kann.

Immunhistochemische Nachweismethoden

Standardprotokoll DCX und ED1

Samtliche immunhistochemische Farbungen wurden nach dem folgendem Standard-
protokoll im ,free-floating Verfahren“ durchgefiihrt. Zu Beginn wurden die Schnitte in
0,05M Tris-gepufferter Natriumchloridldsung gewaschen (TBS; pH-Wert 7,6). Da es
durch die Fixierung mit Paraformaldehyd zur Bildung von vernetzenden Aldehyd- o-
der Paraformgruppen und damit zur schlechteren Anfarbung der Antigene kommen
kann, fand im nachsten Schritt eine Antigen-Demaskierung statt. Dazu wurden die
Schnitte fiir 30 min bei 80°C in Natrium-Citratpuffer (ph-Wert 9) verbracht. Nach er-
neutem Waschen mit TBS wurde dann mittels 0,5 %igem H»0. die endogene Peroxi-
daseaktivitat zerstdrt. Die anschlieBend folgende 60-minttige Inkubation der Schnitte
in einer Blocklésung (TBS, bovines Albuminserum, 20% Triton X-100, Serum der
Tierart aus der der sekundare Antikérper stammt) diente der Verhinderung unspezif-
ischer Reaktionen der Antikdrper. Direkt nach diesem Blocking-Schritt wurden die
Schnitte fir 12 Stunden bei 4°C in das primare Antiserum verbracht. Am darauf folg-
enden Tag erfolgte ein weiteres Mal eine sorgfaltige Spulung mit TBS bevor die 60-
mindtige Inkubation mit dem biotinmarkierten sekundaren Antikérper stattfand. Un-
gebundene sekundéare Antikérper wurden anschlieBend durch wiederholtes Waschen
mit TBS entfernt. AbschlieBend erfolgte eine 60-minltige Behandlung mit Streptavi-
din-Meerettich-Peroxidase, die die Inkubation abschloss. Ein erneutes Spllen mit
TBS entfernte die Uberschiissige Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase. Die Sichtbar-
machung der Antikdrperkonjugate erfolgte mittels einer schwermetallverstarkten 3,3’-
Diaminobenzidinreaktion. Dazu wurden die Schnitte flir 15 min in eine Diaminobenzi-
din-Reaktionslésung (4 ml Tris-Nickel + 1 mg DAB + 1 ul H2O, pro Gehirn) gegeben
und im Anschluss mehrmalig mit TBS gewaschen. Nun konnten die Schnitte in an-

terior-posteriorer Reihenfolge auf entfettete Objekttrdger aufgezogen, getrocknet,
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dehydriert und mit Entellan (Merck, Darmstadt) eingedeckt werden. Die im Rahmen
dieser Arbeit verwendeten primdren und sekundaren Antikérper sind in Tabelle 5
dargestellt.

Standardprotokoll BrdU/NeuN

Bei der BrdU/NeuN Farbung wurden die Schnitte nach dem ersten Waschgang bei
65°C fur zwei Stunden in eine Formamid/SSC L&sung verbracht. Nach dem Abkuhl-
en auf Raumtemperatur wurden sie einmalig mit SSC gewaschen, bevor sich bei
37°C eine Behandlung fir 30 min in 2N HCI anschloss. Nachfolgend wurden die
Schnitte in 0,1M Borsaure (pH 8,5) verbracht und im Anschluss daran wiederum mit
TBS gewaschen. Die weiteren Schritte erfolgten nun mit Ausnahme der Diaminoben-
zidin-Reaktionslésung wie oben beschrieben. Es wurde darauf geachtet, dass alle
Vorgéange nach der Anwendung des sekundaren Antikérpers im Dunkeln stattfanden,
sodass die fluoreszierenden Farbstoffe nicht ausbleichten.

priméare An- Her- Konzentra- | sekundarer Konzentra-
. ] . Hersteller ]
tikorper steller tion Antikorper tion
polyklonaler
Monoklonaler o
. AbD biotinylierter
Maus-anti-CD 1:300 _ Dako 1:500
Serotec Hase-anti-
68
Maus
polyklonaler
Polyklonaler T Jackson
. . Santa biotinylierter-
Ziege-anti- 1:300 _ Immuno 1:500
. Cruz Esel-anti-
Doublecortin . Research
Ziege
Monoklonaler Cy3-
Ratte-anti AbD konjugierter
_ Jackson
BrdU, Sero- 1:30 Esel-anti- 1:1000
. o Immuno
monoklonaler |tec, Mil- 1:500 Ratte, biotin- 1:500
. _ _ Research
Maus-anti- lipore ylierter Esel-
NeuN anti-Maus

Tab. 5: Ubersicht iber die bei den immunhistochemischen Untersuchungen verwendeten

primaren und sekundéaren Antikérper
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4.9 Auswertung und Statistik

Auswertungen

Die immunhistochemischen Auswertungen wurden verblindet durchgefthrt. Die fir
die Auswertung der Gehirnregionen herangezogenen Schnittebenen waren nach
(PAXINOS u. WATSON 2005) definiert.

Bestimmung der Anzahl der BrdU/NeuN doppelmarkierten fluoreszierenden Zellen
Das Fluoreszenzsignal der doppelmarkierten Zellen wurde mit einem konfokalen Mik-
roskop (LSM 510, Zeiss GmbH, Jena) bestimmt. Daflir wurden von jedem Tier pro
Gehirnhélfte jeweils die Schnittebenen -2,1 mm, -3,8 mm und -4,8 mm relativ zu
Bregma ausgewertet. Die Zellen wurden in einer VergréBerung x24 in der gesamten
Kdrnerzellschicht des Gyrus dentatus gezahlt. Separat dazu wurden die doppelmark-
ierten Zellen im Hilus der hippocampalen Formation gezahlt. Dies erfolgte nach dem-
selben Prinzip und mit denselben Schnitten. Der Hilus war dabei definiert als das
Areal zwischen der inneren Grenze der Kdrnerzellschicht und zwei Linien, die das
distale Ende der Kérnerzellschicht und das proximale Ende der CAs.-Region verbind-
en (GORTER et al. 2001).

Bestimmung der Anzahl neuronaler Vorlduferzellen und persistierender basaler
Dendriten mit der ,,optical fractionator” Methode

Die Quantifizierung DCX-positiver neuronaler Vorlauferzellen und persistierender ba-
saler Dendriten erfolgte mit Hilfe der computergestlitzen Bildanalysesoftware Stereo-
Investigator 6.0 (Microbrightfield Europe, Magdeburg). Das daflr bendétigte System
bestand aus einem Leica DMLB-Mikroskop (Leica, Bensheim) mit einer Plan-
Neofluar Linse (Leica, Bensheim), einer digitalen Farbkamera (single chip charge
coupled device, CCD, CX9000, Microbrightfield Europe, Magdeburg) und einem AMD
Athlon™Computer mit einem 64-er Rechenprozessor. Die Zahlung der Zellen erfolgte
dabei stereologisch mit der sogenannten ,optical fractionator Methode (WEST et al.
1991). Mit Hilfe der Stereologie kdnnen numerische Daten Uber dreidimensionale ge-
ometrische Eigenschaften ermittelt werden. Dies erfolgt Uber das Volumen, das
Oberflachenareal, die Anzahl der Zellen und der Lange von zweidimensionalen ge-
schnittenen Ebenen (STERIO 1984; GUNDERSEN et al. 1988). So ist diese Zahl-
methode dazu geeignet, die absolute Zahl an neuronalen Vorlduferzellen oder per-
sistierenden basalen Dendriten in verschiedenen Gehirnbereichen abzuschatzen.
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Das Ergebnis ist dabei unbeeinflusst von der GehirngréBe, Gehirnform und Orient-
ierung oder einer eventuell auftretenden Schrumpfung oder Schwellung des Geweb-
es. Bei der ,optical fractionator* Methode werden aus der Gesamtheit der Zellen Pro-
ben genommen und deren Zellzahl dann exemplarisch gezéahlt. Das gezahlte Ergeb-
nis wird dann auf das gesamte Areal hochgerechnet. Die Besonderheit dabei ist,
dass die zu zahlende dreidimensionale Probe eine Aussage Uber die Zellzahl pro Vo-
lumeneinheit erlaubt.

Als ,optical disector® wird die nach festgelegten Regeln quantifizierte dreidimension-
ale Probe bezeichnet (Abb. 5). Die Auszahlung der Zellzahl erfolgt dabei nach dem
optimierten und effizienten ,optical fractionator® Zéahlschema der Ratte (WEST et al.
1991). So wurden pro Tier und Gehirnseite je sechs Schnitte ausgewertet. Damit
wurde bei der Quantifizierung der Zellzahl ein mdglichst groBes Areal des relevanten
Gehirngebietes miteinbezogen.

‘ a (frame)

_
Hohe (ﬁ) m<

! N

s

Abb. 5: Schematische Abbildung eines ,optical disectors®. Die dicken schwarzen Linien (=
.exclusion lines), die die Flache a (frame) begrenzen, schlieBen ein Zahlen von Zellen bei
Berlihrung aus. Zelle 1 wird damit nicht gezahlt, da sie von einer ,exclusion line* durchschnit-
ten wird. Zelle 2 liegt ausschlieBlich im Kubus und wird gezahlt. Zelle 3 liegt nicht vollstédndig
im ,Frame*, wird jedoch gezahlt, da sie nicht von der ,exclusion line® berihrt wird. Modifiziert
nach (VOLLMANN-HONSDORF 2001).

Score-System der Neurodegeneration und Mikroglia im Hippocampus
Neurodegenerative Veranderungen und das Auftreten von Mikroglia im Bereich des
Cornu Ammonis (CA, Ammonshorn) wurden mit Hilfe eines Score-Systems erfasst
(BRANDT et al. 2003b; BRANDT et al. 2006). Dabei wurden die CA1-, CAza- und die
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CAsc-Region, sowie der parietale und der piriforme Cortex jeweils getrennt vonein-
ander bewertet. Beim Scoren der Mikroglia wurde zusatzlich der Thalamus betrach-
tet. Das dabei verwendete Score-System ist in der folgenden Tabelle dargestellt
(Tab. 6).

Score-
Neurodegeneration Auftreten von Mikroglia
Level
) o . kein offensichliches Auftreten von Mikrog-
0 keine offensichtlichen Lasionen i
ia
schwaches Auftreten von Lasionen (<20% der ) . o
1 schwache Mikrogliaaktivierung
Neuronen)
Lasionen mit Einbezug von 20-50% der Neu- o . ) o
2 méBige Mikrogliaaktivierung
ronen
L&asionen mit Einbezug von >50% der Neuro- . ) o
3 hohe Mikrogliaaktivierung
nen

Tab. 6: Uberblick liber das Score-System, das fiir die Bewertung der Neurodegeneration und
dem Auftreten von Mikroglia in den CA-Regionen des Hippocampus eingesetzt wurde.

Statistik

Die statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm GraphPad Prism Version
5 fir Windows durchgefihrt. Die Angabe der Daten erfolgt als Mittelwert + SEM
(standard error of the mean, Mittelwertsfehler, Standardfehler) bzw. bei der Frequenz
der Anfélle als Median + SEM. Zunachst wurden die Daten mit dem Kolmogorov-
Smirnov Test auf das Vorliegen einer Normalverteilung nach GauB3 tberprift. Lagen
zwei Stichproben mit parametrischen unverbundenen Daten vor, so wurde der stu-
dent’s t-test angewendet. Beim Vorliegen von unparametrischen unverbundenen Da-
ten (z.B. Uber das Score-System ermittelte Daten) wurde der Mann-Whitney U-Test
durchgefihrt. Fir den Vergleich von zwei Stichproben wurde mit der einfaktoriellen
Varianzanalyse (one-way-ANOVA) gerechnet. Bei nicht parametrischen Daten wurde
die Kruskal-Wallis Varianzanalyse angewendet. Fir den Vergleich zweier relativer
Haufigkeiten (z.B. ob die Tiere in der Uberwachung Anfélle zeigten) wurde der Fi-
sher’s Exact Test durchgefihrt. Das Signifikanzniveau war auf p<0,05 festgelegt
worden. Prinzipiell wurden alle statistischen Berechnungen zweiseitig durchgefihrt.
Einseitig getestet wurde nur, wenn die Daten basierend auf Literaturangaben oder

eigener Daten nur in eine Richtung erwartet wurden.
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4.10 Versuchsdesign

Effekte durch das EPO-mimetische Peptid pHBSP und EPO im elektrischen SE-
Modell

Die Aufteilung der Tiere (n= 78) erfolgte in vier Gruppen. Es wurden je 20 Tiere in die
SE/pHBSP-, SE/“scrambled Peptid“- und die SE/EPO-Gruppe eingeteilt. Des Weit-
eren gab es eine Gruppe mit Kontrolltieren (13 Tiere). Funf Tiere verstarben vor Be-
ginn der Versuche. Die Kontrolltiere wurden analog den SE-Tieren incl. der Elektro-
denimplantation behandelt, sie wurden jedoch nicht dauerstimuliert. Dennoch wurde
ihnen identisch zu den SE-Tieren eine Diazepam-Injektion verabreicht. AnschlieBend
wurden sie nach demselben Applikationsschema wie die anderen Ratten behandelt.
Am Tag der 25-minltigen Dauerstimulation der basolateralen Amygdala (Tag 0) er-
folgte unmittelbar im Anschluss an die erste Diazepam-Applikation einmalig eine i.v.
Injektion der Substanzen. AnschlieBend erhielten die Tiere eine s.c. Applikation. An
Tag 1 und Tag 3 wurde jeweils eine weitere s.c. Injektion verabreicht. Von Tag 5 ab
erfolgte Uber einen Zeitraum von finf Tagen hinweg 2x téglich eine i.p. Applikation
des Proliferationsmarkers BrdU. Die Dosierungen der einzelnen Substanzen sind in
Tabelle 7 dargestellt. Nach einer Rekonvaleszenzphase von 10 Wochen begann die
Videouberwachung, unmittelbar gefolgt von den Verhaltenstests.

Substanz Dosierung i.v. Dosierung s.c. Dosierung i.p.
10 mg/kg in 3 ml/kg
pHBSP 1,5 nmol/kg
PBS
10 mg/kg in 3 ml/kg
“scrambled” pHBSP 1,5 nmol/kg
PBS
EPO 1,1 IE/kg 5000 IE/kg
50 mg/kg in 3
BrdU 99
ml/kg NaCl

Tab. 7: Ubersicht tiber die Substanzen und ihre Dosierung
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Applikation von EPO, pHBSP,

“scrambled Peptid” Tag 5-9
Tag0i.v,, s.c. BrdU
Tag 1 s.c. i.p.
| 6 Wo | Tag 3 s.c. | 10 Wo
| | |
Implantation BLA Video-
Elektrode || Stimulation iberwachung
Verhalten

Abb. 6: Ubersicht iiber das Versuchsdesign und den zeitlichen Verlauf

Effekte durch das EPO-mimetische Peptid pHBSP und EPQO auf epilepsieassoziierte

Stérungen

Um den Einfluss des mimetischen Peptids pHBSP auf epilepsieassoziierte Verhalt-

ensstérungen zu untersuchen, begannen eine Woche nach Ende der VideoUber-

wachung die Verhaltenstests. Der erste Versuch startete an Tag 1 mit dem OF, ge-

folgt vom EPM an Tag 2 und der BWB an Tag 3. Nach einer zweiwdchigen Pause

begann an Tag 18 der Test im MWM, der bis einschlieBlich Tag 24 andauerte.

Die Versuche fanden stets am Morgen statt. Im Anschluss an die Testphase wurden

die Tiere fur immunhistochemische Untersuchungen perfundiert.
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Tag 3 Tag 18-
BWB 24 MWM
1 Woche 2 Wochen
| | | | | |
| | | | | |
Videotber- Perfusion

wachung
10.+12. Woche

Abb. 7: Ubersicht tiber das Versuchsdesign und den zeitlichen Verlauf
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Effekte durch das Erythropoetin-mimetische Peptid pHBSP und Erythropoetin im
elektrischen SE-Modell

5.1 Elektrisches SE-Modell

Zur Beurteilung der Effekte von dem EPO-mimetischen Peptid pHBSP und Erythro-
poetin im elektrischen SE-Modell wurde bei 73 weiblichen Sprague-Dawley Ratten
eine Stimulations- bzw. Ableitungselektrode in die rechte BLA chronisch implantiert.
Nach einer Rekonvaleszenzzeit von sechs Wochen wurde bei 60 Tieren mittels einer
Dauerstimulation der rechten BLA ein sich selbst erhaltender SE (SSSE) induziert.
Die Dauerstimulation wurde entsprechend der Beschreibung in Kapitel 4.1.2 durch-
geflihrt und nach einem Zeitraum von vier Stunden mit Diazepam abgebrochen. Je
nach Bedarf wurde die Diazepamapplikation wiederholt, sodass der SSSE vollstéandig
beendet war. Alle Tiere hatten wahrend der Dauerstimulation einen SSSE ausgebild-
et. Dabei manifestierte sich der SSSE bei einem Tier aus der EPO-Gruppe als aus-
schlieBlich fokal (Typ I), sowie bei vier weiteren Tieren aus der EPO-Gruppe, zwei
Tieren aus der pHBSP-Gruppe und einem Tier aus der ,scrambled Peptid“-Gruppe
als fokaler SSSE mit generalisierten Anféllen (Typ Il). Alle anderen Ratten bildeten
einen generalisierten SE (Typ Ill) aus. Im Anschluss an die Diazepamapplikation,
sowie nach 24 und 72 Stunden post stimulationem wurde den Tieren das mimetische
Peptid pHBSP bzw. ein rekombinantes humanes Erythropoetin und als Kontrolle eine
.scrambled” Version des pHBSP einmalig i.v., sowie zusétzlich s.c. und an Tag 1 und
3 ausschlieBlich s.c. appliziert.

Von den pro Substanzgruppe 20 stimulierten Tieren verstarben wahrend der Stimul-
ation in der EPO-Gruppe und in der scrambled Peptid-Gruppe jeweils zwei Tiere und
in der pHBSP-Gruppe drei Tiere. In den ersten Tagen post stimulationem verstarben
aus der EPO-Gruppe vier weitere Tiere. In der pHBSP-Gruppe starben drei Tiere und
in der ,scrambled“-pHBSP-Gruppe schieden sechs weitere Tiere durch Exitus aus.

In Tabelle 8 sind die Ergebnisse in einer Ubersicht dargestellt.

58



5 ERGEBNISSE

SE-BLA-Modell
“scrambled”
EPO pHBSP
Anfallstyp des SSSE pHBSP
(n=20) (n=20)
(n=20)
fokaler SSSE (Typ I) n=1 n=0 n=0
fokaler SSSE mit generalisierten An-
fé"en n=4 n=2 n=1
(Typ 1)
generalisierter SSSE (Typ Ill) n=15 n=18 n=19
Exitus intra und post stimulationem/ n=6/ n=6/ n=8/
Verluste in % 30% 30% 40%

Tab. 8: Ubersicht liber die Anzahl der Ratten mit den jeweiligen SSSE-Typen und den Ver-
lusten durch Exitus

Uberwachung auf spontane epileptische Anfille

In Folge des induzierten SSSE entwickelte die Mehrheit der Ratten nach einer mehr-
wdchigen Latenzphase spontane epileptische Anfélle. Dies resultierte aus der Ent-
wicklung eines hyperexzitablen epileptischen Netzwerkes im Gehirn (Kap. 2.2). Um
den maoglichen Einfluss von EPO und pHBSP auf den Prozess der Epileptogenese
zu Uberprifen, wurden die Tiere zehn Wochen nach Beendigung der Dauerstimul-
ation systematisch auf Anfélle Gberwacht (Kap. 4.1.5). Die Erfassung der Anfélle er-
folgte per Video- und EEG-Uberwachung. In zwei Beobachtungsdurchgéngen wur-
den anfangs 14 und anschlieBend 16 Tiere Uberwacht. Des Weiteren wurden neun
Sham/“scrambled Peptid“ Tiere analog den SE-Tieren in ein Aquarium verbracht, je-
doch weder EEG- noch videoobserviert. In der folgenden Ubersicht (Tab. 9) sind nun
die Anzahl der Tiere pro Behandlungsgruppe sowie die Zahl der Tiere dargestellt, die

wahrend der Uberwachungsphase Anfille zeigten.
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Ubersicht Uberwachung
SE/”scrambled Sham/”scrambled
SE/EPO | SE/pHBSP ]
Peptid” Peptid”
Anzahl Tiere n=10 n=10 n=10 n=9
Anfélle vs.keine
5/5 6/4 6/4 0/9
Anfille

Tab. 9: Ubersicht tiber die Anzahl der Tiere pro Gruppe, sowie die Tiere, die wahrend der
Uberwachung Anfélle zeigten

Mit Hilfe der EEG- und Videoaufnahmen konnte die Frequenz und die Schwere der
einzelnen Anfélle geméaB Kapitel 4.1.3 ermittelt werden. Die Ergebnisse der general-
isierten Anfélle sind in der Tabelle 10 dargestellt.

Typ IV Typ V Typ VI
“scrambled” pHBSP-
3 13 1
Gruppe
EPO-Gruppe 6 62 8
pHBSP-Gruppe 4 96 8

Tab. 10: Ubersicht tiber die Frequenz und die Schwere der Anfélle wahrend der Uberwa-
chung

Bei der Erfassung der Anfallsfrequenz zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den verschiedenen Gruppen (Abb 8). Jedoch kam es sowohl in der
pHBSP- als auch in der EPO- behandelten Gruppe zum Auftreten zweier ,AusreiBer*.

Diese Tiere zeigten eine extrem hohe Anfallsfrequenz.
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Abb. 8: Frequenz der Anfalle wahrend der Uberwachungsphase in den einzelnen Tiergrup-
pen (Median = SEM). Dabei zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Tier-
gruppen (alle Gruppen n=10).

Ein Vergleich der Anfallsdauer zwischen den unterschiedlich behandelten Tiergrup-
pen ergab einen Unterschied zwischen den ,scrambled Peptid® und den pHBSP-
behandelten Tieren im Gegensatz zu der EPO-Gruppe. So wiesen die EPO-Tiere ei-
ne signifikant kiirzere Anfallszeit auf (Abb 9).
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Abb. 9: Dauer der spontanen epileptischen Anfalle wahrend der Uberwachungsphase (Mit-
telwert + SEM). Die EPO behandelten Tiere wiesen im Vergleich zur ,scrambled Peptid“- und
pHBSP behandelten Gruppe eine signifikant kiirzere Anfallsdauer auf (alle Gruppen n=10).

5.2 Verhaltensuntersuchungen

Im Anschluss an die Uberwachungsphase begannen die verhaltensphysiologischen
Untersuchungen (Kap. 2.4). Die Ergebnisse werden im Folgenden in der Reihenfolge

der angewandten Paradigmen aufgefthrt.

Open Field

Das Open Field (Offenfeld, OF) wird zur Beurteilung des Spontanverhaltens von Na-
gern eingesetzt (Kap. 2.4.2). Dabei zu bewertende Parameter sind das Bewegungs-
und Explorationsverhalten der Tiere. Da Nager die Nahe von Wéanden und Ecken be-
vorzugen (Thigmotaxis) und offene Flachen eher meiden, kébnnen entsprechend ver-
anderte Aufenthaltszeiten in den verschiedenen Bereichen des OF auf eine angstas-
soziierte Stérung hindeuten. Jedoch muss beachtet werden, dass auch gesunde Tie-
re die zentralen Bereiche aufsuchen. Sie stehen dabei im Konflikt vor der Aversion
der unbekannten Flache und der gleichzeitig vorhandenen Neugierde Neues zu er-
kunden. Zwischen den Tiergruppen traten Unterschiede in den Lokomotionsparame-
tern ,zurlick gelegte Strecke” und der ,mittleren Laufgeschwindigkeit” auf. So legte
die Kontrollgruppe im Vergleich zu den SE-Gruppen eine signifikant kiirzere Distanz
mit einer signifikant langsameren mittleren Geschwindigkeit zurlick. Des Weiteren
gab es innerhalb der SE-Gruppen signifikante Unterschiede, da die pHBSP-
behandelten Tiere bei beiden Lokomotionsparametern im Vergleich zu den ,scramb-
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led Peptid“- und EPO- behandelten Tieren signifikant héhere Werte aufwiesen (Abb.
10).
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Abb. 10: Ubersicht iber die zuriick gelegte Strecke und die mittlere Laufgeschwindigkeit im
OF (Mittelwert £ SEM): Bei beiden Lokomotionsparametern waren die Werte der SE/Tiere im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéht. Des Weiteren gab es signifikante Unter-
schiede zwischen der SE/pHBSP- sowie der SE/“scrambled Peptid“- und SE/EPO behandel-
ten Gruppe. So zeigte die SE/pHBSP-Gruppe signifikant héhere Werte als die beiden ande-
ren SE-Gruppen (Kontrollgruppe ,scrambled Peptid“ n=9, pro SE-Gruppe n=10).

Bei der Aufenthaltsdauer in den verschiedenen Bereichen des Offenfelds waren in
der mittleren und duBeren Peripherie keine Unterschiede zwischen den Tiergruppen
vorhanden. Die Aufenthaltsdauer im Zentrum des OF war bei der Kontrollgruppe im
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Vergleich zur SE/pHBSP Gruppe signifikant erhdht. Die Latenzzeit bis die Tiere das
Zentrum nach Verlassen erneut betraten zeigte keine Unterschiede auf. Ebenfalls
keine signifikanten Differenzen zwischen den Tiergruppen gab es bei der Frequenz
der Durchtritte durch das Zentrum. Auch die Frequenz und Dauer des spontanen
Putzverhaltens sowie der Explorationsparameter ,Aufrichten* zeigte keine signifikant-

en Abweichungen.

Elevated-Plus-Maze

Das Elevated-Plus-Matze (EPM) ist eines der popularsten Tiermodelle, um angstas-
soziiertes Verhalten von Nagern zu evaluieren (KORTE u. DE BOER 2003). Der ein-
fache und zugleich effiziente Versuch beruht auf dem Spontanverhalten der Tiere.
Grundlage daflr ist der Konflikt der Tiere zwischen der Entscheidung an einem sich-
eren Ort zu bleiben (den geschlossenen Armen) oder der Motivation nachzugehen
die neue Umgebung samt erhéhten offenen Armen zu explorieren (Kap. 2.4.2). Fir
die Analyse des angstassoziierten Verhaltens ist neben der Beurteilung der Loko-
motionsparameter die Aufenthaltsdauer in den Armen der Apparatur, sowie die An-
zahl der Eintritte in die offenen Arme zu betrachten. Des Weiteren sollte die Fre-
quenz und Dauer des Herabschauens von den offenen Armen (headdips) erfasst
werden. Bei den beiden Lokomotionsparametern ,zuriick gelegte Strecke” und ,mitt-
lere Laufgeschwindigkeit” zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Kon-
troligruppe und der SE/“scrambled Peptid“-, SE/pHBSP- bzw. der SE/EPO-Gruppe.
So legten die Tiere aus der Kontrollgruppe eine signifikant kirzere Distanz bei

gleichzeitig langsamerer mittlerer Laufgeschwindigkeit zuriick (Abb. 11).
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Abb. 11: Zurlck gelegte Strecke und mittlere Laufgeschwindigkeit im EPM (Mittelwert +
SEM). Die Kontrollgruppe legte im Vergleich zu den SE-Gruppen eine signifikant kiirzere
Distanz bei signifikant langsamerer Laufgeschwindigkeit zurlick (Kontrollgruppe ,,scrambled
Peptid“ n=9, SE-Gruppen jeweils n=10).

Die Aufenthaltsdauer auf den offenen Armen zeigte, dass sich die Kontrollgruppe
dort im Vergleich zu den drei SE-Gruppen signifikant kirzer aufhielt. Im Umkehr-
schluss wurde deutlich, dass die Kontrolltiere im Vergleich zur SE/“scrambled Pep-
tid“-, sowie der SE/EPO-Gruppe signifikant langer in den geschlossenen Armen ver-
blieben, wohingegen die pHBSP-Gruppe keine Differenzen aufwies (Abb. 12).
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Abb. 12: Aufenthaltsdauer in den geschlossenen Armen des EPM (Mittelwert + SEM). Die
Kontrolltiere sowie die pHBSP-Gruppe halten sich im Vergleich zur ,scrambled Peptid“- und
der EPO-Gruppe signifikant Ianger in den geschlossenen Armen auf. Innerhalb der SE-Tiere
zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen den EPO-Tieren zu den SE/“scrambled Pep-
tid“ und den SE/pHBSP Tieren (Kontrollgruppe ,scrambled Peptid“ n=9, pro SE-Gruppe
n=10).
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Bei der Haufigkeit der Eintritte in die offenen Arme zeigte sich, dass die drei SE-
Gruppen diese Areale im Vergleich zu den Kontrolltieren signifikant haufiger betraten.
Dieses Resultat ergab sich sowohl beim Betreten der zentrumsnahen, als auch der
peripheren Bereichen der offenen Arme (Abb. 13).
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Abb. 13: Frequenz der Eintritte in die offenen Arme (Mittelwert + SEM). Die drei SE-Gruppen
betreten im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant haufiger die offenen Arme (Kontrollgrup-
pe ,scrambled Peptid“ n=9, pro SE-Gruppe n=10).

Beim Explorationsparameter Hinabschauen von den Armen des Labyrinths (head-
dips) zeigten sich bei dem dafir aufgewendeten Zeitraum signifikante Unterschiede
zwischen der Kontrollgruppe und den EPO-behandelten Tieren. Bei der Anzahl der
headdips traten signifikante Unterschiede bei den Kontrolltieren im Vergleich zu der
SE/“scrambled Peptid“-, SE/pHBSP- und der SE/EPO behandelten Gruppe auf (Abb.
14).
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Abb. 14: Anzahl der headdips (Mittelwert + SEM). Die SE/“scrambled Peptid“-, SE/pHBSP-
und SE/EPO Gruppe zeigen eine signifikant héhere Frequenz an headdips im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Kontrollgruppe ,scrambled Peptid“ n=9, pro SE-Gruppe n=10).

Black-White-Box (BWB)

Dieser Test wurde erstmals von CRAWLEY und GOODWIN (1980) beschrieben und
wird seitdem in vielfaltigen Variationen zur Validierung von angstassoziiertem Verhal-
ten eingesetzt. Das Prinzip der BWB basiert auf dem spontanen Explorationsverhal-
ten der Tiere, welches durch milde Stressfaktoren hervorgerufen wird (SANCHEZ
1997).

Die Ratten wurden fir finf Minuten mittig in das weiBe Kompartiment eingesetzt
(Kap. 2.4.2). Dabei zeigte sich, dass die pHBSP behandelten Tiere im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine signifikant langere Latenzzeit aufwiesen, um erstmalig das

schwarze Kompartiment zu betreten (Abb 15).

T

N
(3]
1

*

n
T

—
T

—
T

T

Latency first entry [s]
T

o

T I
scr.peptide scr.peptide  pHBSP

-contr- SE

Abb. 15: Latenzzeit bis zum ersten Eintritt in die Black-Box (Mittelwert + SEM). Dabei zeigen
die pHBSP-behandelten Tiere eine signifikant langere Zeitdauer im Vergleich zur Kontroll-

gruppe auf (Kontrollgruppe ,scrambled Peptid“ n=9, SE-Gruppen jeweils n=10).
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Bei der Anzahl der Ubertritte in die weiBe Box traten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Tiergruppen auf. Im Vergleich mit der Kontrollgruppe konnten den Ge-
samtzeitraum des Aufenthalts in der weiBen Box betreffend, signifikante Differenzen

zu den drei SE-Gruppen gezeigt werden (Abb. 16).
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Abb. 16: Aufenthaltsdauer in der White-Box (Mittelwert £ SEM). Signifikante Unterschiede
treten zwischen der Kontrollgruppe und den SE-Gruppen auf (Kontrollgruppe ,scrambled
Peptid“ n=9, SE-Gruppen jeweils n=10).

Morris-Water-Maze (MWM)

Das MWM ist ein weit verbreiteter Verhaltenstest zur Erfassung des raumlichen Erin-
nerungs- und Lernvermdgens (NUNEZ 2008) (Kap. 2.4.2). Vor der Akquisition wurde
ein Habituationsdurchgang durchgefihrt, um die Tiere an die Versuchsbedingungen
zu gewdhnen. Danach begann die sechstagige Lernphase, in der die Latenzzeit ge-
messen wurde, die die Tiere bendtigten, um die Plattform aufzusuchen (Abb.17). Da-
bei wurden die Tiere an je vier verschiedenen Startpunkten in das Wasserbecken
eingesetzt. An Tag 1 zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen der Kontroll-
gruppe und den drei SE-Gruppen. An Tag 2 zeigten nur die SE/EPO- und die
SE/“scrambled Peptid“ Gruppen signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe. Am
dritten Tag bendétigten wieder alle drei SE-Gruppen im Vergleich zu der Sham-
Gruppe signifikant langer um die Plattform zu finden. An Tag 4 und 5 zeigten sich
signifikante Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe, sowie der SE/EPO- und der
SE/“scrambled Peptid“ Gruppe. Am letzten Tag der Lernphase waren die SE/EPO-
und die SE/pHBSP Gruppe signifikant langsamer im Vergleich zu der Sham-Gruppe.
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Abb. 17: Latenzzeit bis zum Auffinden der Plattform wahrend der Akquisitionsphase (Mittel-
wert + SEM). Dabei zeigten sich an Tag 1 signifikante Unterschiede zwischen der Kontroll-
gruppe und den drei SE-Gruppen, an Tag 2 zwischen der Kontrollgruppe und der
SE/“scrambled Peptid“ und SE/EPO Gruppe, an Tag 3 zwischen der Kontroll- und den SE-
Gruppen, an Tag 4 und 5 zwischen der Kontroll- und der SE/EPO- und SE/“scrambled Pep-
tid“ Gruppe und an Tag 6 zwischen der Kontroll- und der SE/EPO und der SE/pHBSP Grup-
pe (Kontrollgruppe ,scrambled Peptid“, SE/pHBSP n=9, SE/EPO und SE/“scrambled Peptid“-
n=10).

Im Anschluss an die sechstéagige Lernphase wurde die Spatial Probe angeschlossen,
in welcher die Plattform entfernt wurde und das Erinnerungsvermégen der Tiere an
die ehemalige Position getestet wurde. Dabei zeigten sich in der zurick gelegten
Strecke signifikante Unterschiede zwischen den Kontrolltieren und den
SE/“scrambled Peptid“ und SE/pHBSP Tieren (Abb.18). Bei der mittleren Schwimm-
geschwindigkeit wurden Differenzen zwischen der Kontrollgruppe und den signifikant
langsameren SE-Tieren deutlich. Des Weiteren gibt es einen signifikanten Unter-
schied zwischen der SE/pHBSP und der SE/EPO Gruppe (Abb.18).
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Abb.18: Zuriick gelegte Strecke und mittlere Schwimmgeschwindigkeit in der Spatial Probe
(Mittelwert £ SEM). Die SE/“scrambled Peptid“ und SE/pHBSP Tiere schwammen im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe eine signifikant kiirzere Strecke. Die Kontrollgruppe war im Ver-
gleich zu den SE-Gruppen signifikant schneller. Bei den SE-Tieren waren die pHBSP-Tiere
des Weiteren signifikant langsamer als die EPO-Tiere (Kontrollgruppe ,scrambled Peptid*,
SE/“scrambled Peptid“ und SE/pHBSP n=9, SE/EPO n=10).

Die Messung der Latenzzeit bis zum Auffinden der ehemaligen Plattformposition
zeigte, dass die SE/EPO Gruppe im Vergleich zu der Kontrollgruppe signifikant mehr
Zeit dafir benétigte (Abb. 19).
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Abb.19: Latenzzeit bis zum Auffinden der ehemaligen Plattformposition in der Spatial Probe
(Mittelwert £ SEM). Die SE/EPO Gruppe benétigte dafir im Vergleich zu der Kontrollgruppe
signifikant langer (Kontrollgruppe ,scrambled Peptid“, SE/“scrambled Peptid“ und SE/pHBSP
n=9, SE/EPO n=10).

Bei der Gesamtzeit, die die Tiere im ehemaligen Plattformquadranten verbrachten
zeigte sich, dass sich die SE/EPO Tiere dort im Vergleich zu der Kontrollgruppe sig-
nifikant kirzer aufhielten. Des Weiteren wurden signifikante Unterschiede zwischen
der SE/EPO- und der SE/pHBSP Gruppe deutlich (Abb. 20).
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Abb. 20: Dauer des Aufenthalts im ehemaligen Plattformquadranten in der Spatial Probe
(Mittelwert £+ SEM). Dabei zeigten die SE/EPO-Tiere im Vergleich zu der Kontrollgruppe ei-
nen signifikant kiirzeren Aufenthalt. Des Weiteren hielten sich die SE/EPO-Tiere dort im Ver-
gleich zu der SE/pHBSP-Gruppe signifikant kirzer auf (Kontrollgruppe ,scrambled Peptid®,
SE/“scrambled Peptid“ und SE/pHBSP n=9, SE/EPO n=10).
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Die Anzahl der Kreuzungen der ehemaligen Plattformposition in der Spatial Probe
zeigten, dass sich die SE/EPO-Tiere dabei signifikant von den Kontrolltieren unter-
schieden. So kreuzten die SE/EPO-Tiere seltener die vormalige Plattformposition
(Abb. 21).
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Abb. 21: Anzahl der Kreuzungen der ehemaligen Plattformposition (Mittelwert + SEM). Die
SE/EPO-Tiere kreuzten dabei im Vergleich zu der Kontrollgruppe signifikant seltener die
ehemalige Plattformposition (Kontrollgruppe ,scrambled Peptid“, SE/“scrambled Peptid“ und
SE/pHBSP n=9, SE/EPO n=10).

5.3 Histologische Untersuchungen

Zur Beurteilung des Einflusses des mimetischen Peptids pHBSP und von EPO auf
hippocampale Veranderungen wurden eine Thioninfarbung, sowie verschiedene im-
munhistochemische Farbungen durchgefiihrt. Zur Quantifizierung der Neurogenese
wurde die Thioninfarbung angewandt. So wurde in einem ersten Schritt das AusmaB
der Neurodegeneration in verschiedenen Bereichen des Cornu ammonis untersucht.
Dies geschah mit Hilfe eines Score-Systems, dessen Skala von 0 (keine Neurodege-
neration) bis 3 (starke Neurodegeneration) reichte (Kap. 4.1.9).

In der CAsa- und der CAs.-Region des Hippocampus, sowie im piriformen Cortex
konnte keine SE-assoziierte Neurodegeneration in der ,scrambled Peptid“-Gruppe
festgestellt werden, sodass hier keine weitere Analyse fortgefihrt wurde. In der CA+-
Region und im parietalen Cortex konnte vereinzelt eine schwache SE bedingte Neu-
rodegeneration der SE/“scrambled Peptid“-Tiere gezeigt werden. Ahnliche Resultate
wiesen die SE/EPO-Tiere auf, wohingegen bei der SE/pHBSP-Gruppe keine Schadi-

gung festgestellt werden konnte. Insgesamt traten aufgrund der hohen Varianzen je-
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doch keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den SE-
Tieren auf (Abb. 22).
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Abb. 22: Erfassung der Neurodegeneration mittels Score-System in der CA;-Region und
dem parietalen Cortex. Zwischen den Gruppen ist kein signifikanter Unterschied deutlich (al-
le Gruppen n=9).

Um die Anzahl der Vorlauferzellen beurteilen zu kénnen wurde eine Doublecortin-
Farbung (DCX) durchgefihrt. Beim Doublecortin handelt es sich um ein microtubulin-
assoziiertes Protein, welches transient von Vorlauferzellen des Hippocampus und
des olfaktorischen Systems exprimiert wird. Basierend auf dieser neuronalen, vorlau-
ferzellspezifischen Expression des Proteins eignet sich das DCX sehr gut als quanti-
tativer Marker zum Nachweis einer adulten Neurogenese (RAO u. SHETTY 2004).
Die DCX-positiven Zellen wurden stereologisch ausgezéahlt und die persistierenden
basalen Dendriten erfasst. 20 Wochen nach dem SE wiesen alle Gruppen eine hohe
Anzahl Doublecortin-markierter Zellen in der subgranuldren Zone und der Kérnerzell-
schicht auf. Weder der SE, noch die Behandlung mit pHBSP oder EPO zeigten einen
signifikanten Langzeiteffekt auf die Anzahl der Doublecortin-exprimierenden neuro-
nalen Vorlauferzellen (Abb. 23). Das Verhéltnis der Anzahl Doublecortin-positiver
Zellen mit basalen Dendriten/Anzahl der Doublecortin-positiven Zellen war bei den
pHBSP- und EPO behandelten SE-Tieren im Vergleich zu der Kontrollgruppe signifi-
kant erhdht. Des Weiteren wiesen die SE/EPO-Tiere im Vergleich zu den SE/pHBSP-
Tieren ein signifikant héheres Verhaltnis auf (Abb. 23).
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Abb. 23: Anzahl der DCX-positiven Zellen im Gyrus dentatus des Hippocampus und das
Verhaltnis der Anzahl DCX-positiver Zellen mit basalen Dendriten/ Anzahl der DCX-positiven
Zellen (Mittelwert + SEM). Bei der Gesamtzahl der DCX-positiven Zellen gab es keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen. Das Verhaltnis der Anzahl
DCX-positiver Zellen mit basalen Dendriten/ Anzahl der DCX-positiven Zellen zeigte einen
signifikanten Unterschied zwischen der SE/pHBSP-, SE/EPO- und der Kontrollgruppe, sowie
zwischen der SE/pHBSP- und der SE/EPO-Gruppe (Kontrollgruppe ,,scrambled Peptid“ n=9,
SE/“scrambled Peptid“ n=9, SE/pHBSP n=8, SE/EPO n=8).
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Die Anzahl der DCX-positiven Zellen mit basalen Dendriten war bei den SE/EPO-
Tieren (Abb. 24b) im Vergleich zu der Kontrollgruppe signifikant erhéht (Abb. 24a und
25).

Abb. 24 a und b: Vergleich der persistierenden basalen Dendriten (PBD) zwischen einem
Kontrolltier (oben) und einem EPO-behandelten epileptischen Tier (unten) im Gyrus denta-
tus. Bei dem SE-Tier wird eine massive Zunahme der in den Hilus ziehenden PBD deutlich.
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Abb. 25: Anzahl der hilaren basalen Dendriten pro mm?® (Mittelwert + SEM). Signifikante Un-
terschiede treten zwischen der SE/EPO-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe auf (Kon-
trollgruppe ,scrambled Peptid® n=9, SE/“scrambled“ pHBSP n=9, SE/pHBSP n=8, SE/EPO
n==8).

Zur Quantifizierung der statusinduzierten Zellproliferation wurde der immunhistolog-
ische Proliferationsmarker BrdU verwendet. Die BrdU-positiven Zellen wurden in der
Kdrnerzellschicht gezahlt und fir die Berechnung der Gesamtzahl mit den ektop-
ischen hilaren Zellen addiert und der Mittelwert gebildet. Dabei zeigte sich, dass SE-
induziert in allen Gruppen eine signifikant gesteigerte Zellproliferation stattgefunden
hatte. So stieg die Anzahl neugebildeter Zellen im Vergleich zu der Kontrollgruppe
um 277% in der SE/“scrambled-Peptid“-Gruppe, in der SE/pHBSP-Gruppe um 523%
und in der SE/EPO-Gruppe um 591%. Zwischen den SE Gruppen kam es zusatzlich
zu signifikanten Unterschieden zwischen der ,scrambled Peptid“- und der pHBSP-
bzw. der EPO-Gruppe (Abb. 26).
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Abb. 26: Anzahl der BrdU markierten Zellen in der Kérnerzellschicht und im Hilus (Mittelwert
+ SEM). SE-bedingt trat eine signifikant gesteigerte Zellproliferation in allen SE-Gruppen auf.
Des Weiteren war die Zellproliferation in der SE/pHBSP- und der SE/EPO-Gruppe im Ver-
gleich zu der SE/“scrambled Peptid“ Gruppe signifikant héher (Kontrollgruppe ,scrambled
Peptid“ n=9, SE/“scrambled Peptid“ n=7, SE/pHBSP n=9, SE/EPO n=10).

Um die Rate der neugebildeten Neurone zu untersuchen wurden die BrdU/NeuN
doppelmarkierten Zellen im Hippocampus analysiert. Unerwarteterweise flhrte der
SE in der ,scrambled Peptid“-behandelten Gruppe zu keinem Anstieg der doppel-
markierten Zellen. Hingegen war die Anzahl in der pHBSP-behandelten SE Gruppe
im Vergleich zu der Kontrollgruppe signifikant erhéht (Abb. 27).
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Abb. 27: Anzahl der BrdU/NeuN-doppelmarkierten Zellen im Hippocampus (Mittelwert +
SEM). Die SE/pHBSP-behandelte Gruppe wies im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
mehr doppelmarkierte Zellen auf (Kontrollgruppe ,scrambled Peptid“ n=9, SE/“scrambled
Peptid“ n=7, SE/pHBSP n=9, SE/EPO n=10).
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Anhaltende Anfallsaktivitat fihrt zu morphologischen und molekularen Veranderun-
gen in Mikrogliazellen. Méglicherweise tragen diese Modifikationen zu den langer-
fristigen schadlichen Konsequenzen des SE bei. Basierend auf den antiinflammatori-
schen Eigenschaften des EPO ist es daher von besonderem Interesse, den Einfluss
der Peptide auf die SE induzierten Veranderungen der Mikrogliapopulation zu eval-
uieren. FUr die Untersuchung der Mikrogliaaktivierung wurde eine ED1-Farbung an-
gewendet und anschlieBend verschiedene Gehirnbereiche beurteilt. Im parietalen
Cortex, dem Thalamus und den hippocampalen Subregionen (Cay, CAsa, CAsc) konn-
te keine SE-assoziierte signifikant erhéhte Aktivierung der Mikroglia gezeigt werden.
Im piriformen Cortex flhrte der SE hingegen in allen drei SE-Gruppen zu einer signi-
fikanten Erhéhung der Mikroglia (Abb. 28 + 29).

Abb. 28: Massive Mikrogliaaktivierung im piriformen Cortex bei einem epileptischen Tier.

78



5 ERGEBNISSE

1.5

1.0+

0.5

Score microglial
activation (piriform cortex)

0.0

T T
scr.peptide scr.peptide = pHBSP EPO

-contr- SE

Abb. 29: Scoreergebnisse der Mikrogliaaktivierung im piriformen Cortex. SE-bedingt war die
Mikrogliaaktivierung in den SE-Gruppen im Vergleich zu der Kontrollgruppe signifikant erhdht
(Kontrollgruppe ,scrambled Peptid“ =9, SE/“scrambled Peptid“ n=8, SE/pHBSP n=8, SE/EPO
n=10).
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6.1 Einleitung

Die genauen Mechanismen, die zur Entstehung einer symptomatischen Epilepsie
beitragen, sind bislang weitestgehend ungeklart. Somit gibt es bis heute keine konk-
reten Strategien flr eine prophylaktische Therapie der Erkrankung. In den letzten
Jahren wurde in zahlreichen Publikationen Gber einen Zusammenhang zwischen viel-
faltigen Veranderungen in der neuronalen Plastizitdt und dem Prozess der Epilepto-
genese berichtet. Dabei wurden vor allem eine gestdrte Neurogenese (PARENT et
al. 1998; SCOTT et al. 1998), sowie ein massiver Neuronenverlust diskutiert
(SLOVITER et al. 1996; VELISEK u. MOSHE 2003). Nach dem heutigen Wissens-
stand wird diesen anfallsinduzierten neuropathologischen Veranderungen eine we-
sentliche Beteiligung an der Entstehung eines prokonvulsiven, epileptogenen Netz-
werkes zugesprochen. Dieses resultiert schlussendlich in der Manifestation einer Epi-
lepsie. Eine Pravention der anfallsbedingten neuronalen Plastizitat kbnnte sich pos-
itiv auf den Prozess der Epileptogenese auswirken. Einen glnstigen Einfluss zeigt
dabei das Hormon und Glykoprotein Erythropoetin (EPO) (NADAM et al. 2007). Zu-
satzlich wurden in den letzten Jahren mimetische Peptide wie Epotris und pHBSP
aus diesem Makromolekil entwickelt, die ebenfalls die Neuroplastizitat beeinflussen
kénnen (BRINES et al. 2008; PANKRATOVA et al. 2010). Die mimetischen Peptide
weisen neuroprotektive Eigenschaften auf. Innen fehlt hingegen die hdmatopoetische
Komponente, die den therapeutischen Einsatz von EPO und dessen Derivaten (wie
asialo-EPQO) durch teils schwere Nebenwirkungen einschrankt. Vermutlich werden
die gewebeprotektiven Effekte lber einen Heterorezeptor (EPO-R und CD131) ver-
mittelt. Basierend auf dieser Annahme, sowie der entschlisselten EPO-Struktur,
entwickelten BRINES et al. (2008) die Hypothese, dass die protektiven Eigenschaft-
en von EPO in einer Region innerhalb der Helix B und der AB-Schleife liegen. Dem-
entsprechend wurde die Aminosaurensequenz des mimetischen Peptids pHBSP
konzipiert. Dessen potentiell gewebeschitzenden Komponenten wurden kirzlich er-
folgreich in einem Schlaganfallmodell, einem renalen Ischamiemodell, sowie Model-
len zu peripheren Nerventraumata bestéatigt. Aufgrund der vielversprechenden Er-
gebnisse kbénnte die Anwendung von mimetischen Peptiden ein neuartiger Ansatz
sein, anfallsinduzierte neuronale Veranderungen im epileptischen Gehirn zu modul-

ieren.
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6.2 Effekte des Erythropoetin-mimetischen Peptids pHBSP und von
Erythropoetin im chronischen Post-Status-Epilepticus-Modell

6.2.1 Effekte des Erythropoetin-mimetischen Peptids pHBSP und von
Erythropoetin im elektrischen SE-Modell

Als Folge der Dauerstimulation der basolateralen Amygdala (BLA) entwickelt die
Mehrheit der Tiere einen sich selbst erhaltenden Status epilepticus (SSSE). Wahrend
dieser anhaltenden Anfallsaktivitat finden zahlreiche neuroplastische Veranderungen
statt (BRANDT et al. 2003a), die in spontanen rekurrierenden Anféllen resultieren. In
einer Lithium-Pilocarpin-Studie konnte gezeigt werden, dass EPO den anfallsindu-
zierten Effekten teilweise entgegen wirken kann und somit méglicherweise die
Schwere der Erkrankung reduziert. So zeigten EPO behandelte Tiere im Vergleich zu
einer Vehikel behandelten Gruppe eine niedrigere Frequenz und Dauer der spont-
anen epileptischen Anfalle (CHU et al. 2008). In einer anderen Pilocarpin-Studie wur-
de neben einer verldngerten Latenzzeit ebenfalls eine Reduzierung der Anfall-
schwere beschrieben (NADAM et al. 2007). In unserer Studie beeinflussten weder
die pHBSP- noch die EPO-Applikation die Frequenz der Anfélle oder die Anzahl an
Tieren, die spontane epileptische Anfalle entwickelten. Im Vergleich zu den pHBSP
behandelten Tieren zeigten die EPO behandelten Tiere jedoch eine kiirzere Anfalls-
dauer auf, sodass von einer EPO bedingten leichten Abschwachung der SE-
induzierten Folgeerscheinungen ausgegangen werden kann. Somit konnten wir die
anfallsmodifizierenden Effekte von EPO nur teilweise bestatigen. Mdglicherweise
hédngen die Diskrepanzen mit den unterschiedlichen Studienprotokollen (Anfalls-
modell, Art der Behandlung, Zeitpunkt und Intensitat der Uberwachung) zusammen.
Die Daten der pHBSP behandelten Tiere weisen auf keinen antiepileptogenen Ein-
fluss des Peptids hin. Nachfolgend durchgeflihrte Verhaltenstests und immunhisto-
chemische Untersuchungen sollen darlegen, welche Effekte die pHBSP- bzw. EPO-
Behandlung auf anfallsinduzierte neuronale Veréanderungen hat.

6.2.2 Effekte des Erythropoetin-mimetischen Peptids pHBSP und von
Erythropoetin in verschiedenen Verhaltensparadigmen

In den verschiedenen Verhaltensparadigmen zeigten die SE-Tiere anfallsbedingt

Veranderungen im angstassoziierten Verhalten, sowie im Lern- und Erinnerungsver-

mogen. Die Lokomotionsparameter im Open Field und dem Elevated-Plus-Maze lie3-

en eine Hyperaktivitat der Tiere erkennen. Diese Erscheinung wird in der Literatur als
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verminderte angstliche Reaktion beschrieben (SZYNDLER et al. 2005). Mdglicher-
weise reflektiert das beobachtete Verhalten ein Aufmerksamkeitsdefizit- und Hyp-
eraktivitats-Syndrom, welches bei epileptischen Humanpatienten haufig beschrieben
wird (KONESKI u. CASELLA 2010). Im Kontrast dazu hielten sich die pHBSP-
behandelten Tiere im Open Field jedoch signifikant weniger im Zentrum auf, was als
Hinweis auf &ngstliches Verhalten gedeutet werden kann. Im Elevated-Plus-Maze
betraten die SE-Tiere signifikant haufiger die offenen Arme und die SE-,scrambled
Peptid“ und SE-EPO-Tiere hielten sich im Vergleich zu den Kontrolltieren signifikant
kirrzer in den geschlossenen Armen auf. Wahrend das pHBSP den letzteren SE-
induzierten Effekt leicht abschwéachte, wurden im Besonderen bei den beiden and-
eren SE-Gruppen die anfallbedingten Stérungen des Angstverhaltens deutlich. Ver-
mutlich ist die nicht konditionierte Aversion gegen Héhen und offene Flachen der
entscheidende Faktor fur das Verhalten im EPM (BARNETT 1975). Der Funktions-
stérung des Angstverhaltens liegen mdglicherweise anfallsbedingte L&sionen von
Gehirngebieten zugrunde, die eine Rolle in der Evaluierung von potentiell Furcht aus-
ldsenden Situationen spielen. Sie kdnnen sich in reduzierter Angstlichkeit und/oder
gesteigertem impulsiven Verhalten duBern (DETOUR et al. 2005). Jedoch kdnnte die
verhédltnismaBig lange Aufenthaltszeit aller SE-Gruppen auf den offenen Armen auch
dadurch bedingt sein, dass die Lichtstérke nicht intensiv genug war. Bedingt dadurch
wird der Aufenthalt nicht als aversiv empfunden, was im Fehlen des angstassozi-
ierten Verhaltens resultiert (CRAWLEY 2000). Die Anzahl der headdips vom Elevat-
ed-Plus-Maze war in allen SE-Gruppen im Vergleich zu der Kontrollgruppe signifikant
gesteigert. Dieser Parameter dient ebenfalls zum Erfassen der Hyperaktivitat und re-
flektiert die SE-bedingten Verhaltensanderungen. In der Black-and-White-Box hielten
sich die SE-Tiere signifikant langer im hellen Kompartiment auf, was auf eine gestei-
gerte Angstlichkeit in aversiver Umgebung hinweist. Alternativ kénnte auch hier eine
zu niedrige Luxzahl und die damit verbundene fehlende Aversion durch helles Licht
Ursache des Verhaltens sein. Die Tiere verweilen somit langer in der weiBen Box,
um ihrem Explorationsbedirfnis nachzugehen.

Zur Beurteilung der kognitiven Fahigkeiten der Tiere fihrten wir den Morris-Water-
Maze-Test durch. Er gilt als sensitives Modell rdumlichen Lern- und Orientierungs-
vermogens, sowie hippocampaler Integritdt (MORRIS et al. 1982). Wie kirzlich be-
schrieben zeigen epileptische Ratten in diesem Test Beeintrachtigungen im raum-
lichen Lern- und Erinnerungsvermdgen auf (BRANDT et al. 2006). In unserem Fall
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hatten vor allem die ,scrambled Peptid“- und EPO-behandelten Tiere Schwierigkeiten
die Plattform aufzusuchen. So zeigten diese Tiere mit Ausnahme der ,scrambled
Peptid“-behandelten Tiere an Tag 6 signifikante Unterschiede in der Dauer der La-
tenzzeit im Vergleich zur Kontrollgruppe. Des Weiteren kreuzten die EPO-
behandelten Tiere wahrend der Spatial Probe signifikant seltener die ehemalige
Plattformposition, sie wiesen eine langere Latenzzeit auf und verbrachten weniger
Zeit im entsprechenden Quadranten. Die Ergebnisse stehen damit in Kontrast zu der
Beschreibung in der Literatur, in welcher EPO-bedingte gesteigerte kognitive Fahig-
keiten bei Nagern und Humanpatienten geschildert werden (LU et al. 2005;
EHRENREICH et al. 2007b). Da das Lernvermdgen im MWM primé&r von einem in-
takten Hippocampus abhangt (STAFSTROM 2006) liegt der Verdacht einer schweren
Neurodegeneration nahe. Erstaunlicherweise konnten jedoch nur bei einzelnen Tie-
ren geringe neurodegenerative Prozesse festgestellt werden. Eine mdgliche Erklar-
ung fUr diese paradoxe Erscheinung ist, dass unsere Scoring-Methode subtile mor-
phologische Veranderungen, die funktionell bedeutend sind, nicht genlgend erfas-
sen kann. Eine andere Hypothese ist, dass epileptische Ratten Probleme haben die
Sachlage zu verstehen. So wird angenommen, dass die Tiere zum einem nicht fahig
sind die Position der Plattform zu erlernen und sie als Fluchtmdglichkeit vor dem
Wasser zu assoziieren und zum anderen deren Existenz nicht bewusst wahrnehmen.
Zusatzlich kdnnte das Vergessen des Erlernten eine Rolle spielen. Somit kann das
Ergebnis der MWM-Akquisitationsphase auf eine mangelnde Kontextverarbeitung
zurtckgefiihrt werden. Dieses Problem wird in der Literatur im Zusammenhang mit
abnormem Verhalten bei epileptischen Ratten beschrieben (BRANDT et al. 2006).
Des Weiteren kdnnen abnorme Netzwerkverbindungen, die durch die SE-induzierte
Neurogenese in der akuten Phase entstehen, zu Defiziten im Lern- und Erinnerungs-
vermogen beitragen (HELMSTAEDTER 2002; HELMSTAEDTER et al. 2003). In der
chronischen Phase flhrt hingegen eine Reduktion der Neurogenese zu Beeintracht-
igungen der kognitiven Fahigkeiten (HATTIANGADY et al. 2004). BRINES et al
(2008) beschrieben eine Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten bei pHBSP-
behandelten Ratten im Novel-Object-Recognition-Test. Da der Effekt nur eintrat,
wenn das pHBSP nach dem Training appliziert wurde, gehen die Autoren davon aus,
dass das Peptid die Konsolidierungsphase der Erinnerungsakquisitation intensiviert
(BRINES et al. 2008). In unserer Studie sollte die Frage geklart werden, welche
Langzeiteffekte pHBSP, das in der akuten Phase nach dem Gehirninsult verabreichte
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wurde, auf zellularer Ebene und damit auch auf kognitive Fahigkeiten zeigt. Im Mor-
ris-Water-Maze wurde bei den pHBSP-behandelten Tieren eine Abschwéchung der
epilepsieassoziierten Defizite im raumlichen Lernvermégen und der Kontextverarbei-
tung deutlich. Méglicherweise ist der gilnstige Effekt durch den Einfluss von pHBSP
in der frhen Phase nach dem SE auf die hippocampale Neurogenese bedingt. Aus-
geschlossen werden kann, dass die Leistung der Tiere aufgrund unterschiedlicher
Wassertemperatur variierte. So wurde wahrend der Versuche auf eine gleich bleib-
ende und nicht zu warme Wassertemperatur geachtet. Diese gilt als wichtiger motiv-
ationsmodulierender Parameter, da sich die Tiere bei warmem Wasser eher passiv
treiben lassen (WOLFER et al. 1998).

6.2.3 Effekte des Erythropoetin-mimetischen Peptids pHBSP und von Erythro-
poetin auf histologischer Ebene
Zur Markierung des Nucleus mitotisch aktiver Zellen wurde den Tieren in der akuten
Phase nach der Dauerstimulation der Proliferationsmarker Bromdesoxyuridinsaure
(BrdU) appliziert. So konnte immunhistologisch analysiert werden, dass der SE-
bedingte Anstieg an BrdU markierten Zellen, unabhangig von der Behandlung, bei
allen SE-Gruppen im Gyrus dentatus stattfand. Bei der Analyse der BrdU/NeuN-
doppelmarkierten Zellen wurde jedoch deutlich, dass Unterschiede in der neuronalen
Differenzierung und/ oder der Uberlebensrate der Zellen auftraten. So begiinstigte
pHBSP in signifikanter Weise das Uberleben der neugebildeten Neurone. Vermutlich
geht dennoch zumindest ein Teil der Neurogenese-modulierenden Komponente
durch pHBSP auf die gesteigerte Zellproliferation zurlick. Interessanterweise zeigte
sich dieser Effekt, obwohl die BrdU-Applikation und -markierung erst nach der Injekt-
ion der zu testenden Substanzen stattgefunden hatte. Somit weisen die Daten auf
einen anhaltenden Einfluss durch pHBSP auf die Zellproliferation in den ersten Tag-
en nach dem SE hin. Im Vergleich der Wirkungsweise von pHBSP zu EPO kénnte
der Unterschied darin begriindet liegen, dass die beiden Substanzen mit unter-
schiedlicher Affinitdt an den EPOR/ BCR Heterorezeptor binden bzw. die Konzentra-
tionen an der Zielstruktur differieren. PARENT et al (2008) beschrieben kirzlich, dass
sich die Kérnerzellen im Gyrus dentatus nach einem elektrisch induzierten SE im
Gegensatz zu einem Kainsaure- oder Pilocarpin-induzierten SE oft normal entwickeln
(PARENT u. MURPHY 2008). Dies kénnte zur Erklarung der positiven Ergebnisse
der pHBSP-behandelten Tiere im Morris-Water-Maze beitragen. Andere Autoren be-
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schreiben, dass die neugebildeten Zellen méglicherweise die Entwicklung von spont-
anen Anféllen beeinflussen und zur Progression der Erkrankung beitragen
(SCHARFMAN et al. 2000). Diese Hypothese kann in der vorliegenden Studie nicht
bestatigt werden, da die pHBSP-behandelten Tiere im Vergleich zu den anderen
Gruppen keine gréBeren Veranderungen in der Epileptogenese zeigten.

Zur Analyse der Vorlauferzellen von Neuronen wurde die Doublecortin (DCX)-
Farbung angewendet. Durch die Markierung eines microtubulinassoziierten Phos-
phoproteins, welches transient von Vorlauferzellen des Hippocampus exprimiert wird,
konnte mit Hilfe der sterologischen Auswertetechnik die quantitative Veranderung
von Vorlauferzellen und hilaren basalen Dendriten bestimmt werden. Dabei wurde
deutlich, dass weder die pHBSP- noch die EPO-Behandlung einen Einfluss auf die
Anzahl der DCX-markierten Zellen zeigte. Somit werden in der chronischen Phase
keine Hinweise mehr auf einen substanzvermittelten Einfluss auf DCX-markierte Zel-
len deutlich. Frihere Daten beschreiben bereits eine unveranderte oder reduzierte
Neurogeneserate im chronischen epileptischen Gehirn. Vermutlich sinkt die Rate an
Vorlauferzellen aufgrund epileptogener Veranderungen und dem Auftreten spontaner
epileptischer Anfélle in beachtlichem AusmaB nach einigen Wochen ab. Die Ab-
schwéachung scheint dabei abhangig von der Frequenz der Anfalle und einer per-
sistierenden Inflammation zu sein (EKDAHL et al. 2003; HATTIANGADY et al. 2004;
HATTIANGADY u. SHETTY 2008, 2010). Dies konnte insofern bestéatigt werden, als
dass durch die unterschiedlichen Behandlungen der Tiergruppen keine Abschwach-
ung der Anfélle erreicht wurde und die dadurch bedingte hohe Frequenz vermutlich
einen Anstieg der Neuronenneubildung verhinderte. Die niedrigere Neurogeneserate
ist einer der Grinde, weshalb bei TLE-Patienten Einschrankungen im hippocamp-
usabhangigen Lern- und Erinnerungsvermdgen auftreten (HATTIANGADY et al.
2004). Méglicherweise tragt die verminderte Neubildung an Neuronenvorlauferzellen
zur Erklarung einiger Resultate in den durchgefiihrten Verhaltensuntersuchungen
bei.

Mit der DCX-Farbung konnte neben der Zahlung der Vorlauferzellen auch die Anzahl
an persistierenden basalen Dendriten (PBD) bestimmt werden. Im Normalfall bilden
sich die basalen Dendriten transient wahrend der Migration und Entwicklung von
Kérnerzellen aus (BUCKMASTER u. DUDEK 1999; SHAPIRO et al. 2008a). Bei epi-
leptischen Ratten kénnen die Dendriten im Hilus persistieren. Sie treten dann an bis
zu 30% der Koérnerzellen auf (ARISI u. GARCIA-CAIRASCO 2007). In der vorliegend-
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en Studie wiesen die EPO-behandelten Tiere eine signifikant erhéhte Zahl an hilaren
Dendriten auf. Es wird beschrieben, dass sie zum Teil synaptischen Input von ab-
beranten hilaren Moosfaserendigungen erhalten (ARISI u. GARCIA-CAIRASCO
2007) und somit méglicherweise zu einem hyperexzitablen Netzwerk beitragen kon-
nen. Diese Hypothese konnten wir nicht bestatigen, da die EPO-Tiere zwar einen
Anstieg an persistierenden basalen Dendritren aufwiesen, sie aber dennoch eine
signifikante Verklrzung der Anfallsdauer zeigten.

Nadam et al. (NADAM et al. 2007) beschrieben kirzlich im Pilocarpin-Modell einen
neuroprotektiven Effekt durch rekombinantes humanes EPO. So konnten nach einer
EPO-Applikation an Tag 0, 1 und 3 nach dem SE selbst fir empfindliche hippo-
campale Bereiche protektive Eigenschaften aufgezeigt werden. Basierend auf diesen
Erkenntnissen untersuchten wir das EPO-mimetische Peptid pHBSP auf ahnliche
Merkmale im SE-Modell. Unerwarteterweise konnten wir jedoch in keiner der unter-
suchten Gehirnregionen relevante neurodegenerative Prozesse feststellen. Selbst
die in einer vorhergehenden Studie (PEKCEC et al. 2008) als hoch sensibel einge-
stuften Areale wiesen kaum Neuronenverluste auf. Méglicherweise liegen diesem
Phanomen genetische Veranderungen des verwendeten Rattenstamms zu Grunde,
die in einer hdheren Resistenz gegen die SE-induzierte Neurodegeneration result-
ieren. Ahnliche Beobachtungen werden von einer anderen Arbeitsgruppe beschrie-
ben (LANGER et al. 2010), die ebenfalls von einer erhdhten Widerstandsfahigkeit
gegen SE-induzierte neurodegenerative Prozesse bei Sprague-Dawley Ratten be-
richten. Aufgrund dieser Vermutungen lassen sich in der vorliegenden Arbeit keine
Aussagen Uber mdgliche neuroprotektive Effekte von pHBSP treffen.

SE-bedingt werden inflammatorische Prozesse initiiert, die mit der Aktivierung von
Mikroglia verbunden sind. Es handelt sich dabei um einen komplexen Prozess im
epileptischen Gehirn, der mdéglicherweise mit dem persistierenden hyperexzitablen
Netzwerk im Hippocampus korreliert und zur Epileptogenese beitragt (AVIGNONE et
al. 2008; SHAPIRO et al. 2008b). So kénnen Mikroglia die Migration neuraler Vorlau-
ferzellen durch eine Vielzahl proinflammatorischer Mediatoren beeinflussen (AARUM
et al. 2003). Immunhistologisch durchgeflihrte Analysen des lysosomalen Proteins
ED1/CD 68, von dem bekannt ist, dass es durch Mikrogliaaktivierung herauf reguliert
wird, zeigten in unserer Studie keinen Einfluss durch pHBSP oder EPO. So konnten
in den Arealen CA;, CA3, und CA3. keine SE-bedingte Mikrogliaaktivierung beobacht-
et werden. Hingegen wiesen alle epileptischen Tiere im piriformen Cortex eine
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schwache, aber dennoch signifikante Erhéhung der Zellzahl auf. In der Literatur wird
von einer Assoziation zwischen neurodegenerativen Prozessen und dem massiven
Auftreten von Mikroglia berichtet (TOOYAMA et al. 2002). Somit hangt die niedrige
Mikrogliaktivierung maéglicherweise mit der schwachen Neurodegeneration zusam-
men. Jedoch wurde in zahlreichen Publikationen von antiinflammatorischen Effekten
durch EPO mit einer Reduktion von aktivierten Mikroglia und proinflammatorischen
Zytokinen berichtet (AGNELLO et al. 2002; EHRENREICH et al. 2007a; VELLY et al.
2010). Somit kénnte das schwache Auftreten der Mikroglia auch eine Folge der an-
tiiflammatorischen Eigenschaften von pHBSP und EPO sein. Da jedoch auch in der
.scrambled Peptid“-behandelten Gruppe nur eine geringe Mikrogliaaktivierung zu se-
hen war, wirde dies auf einen unspezifischen Effekt der ,scrambled” Version des
pHBSP hindeuten. In Anbetracht dessen, dass sich Entziindungsprozesse auf die
Zellneubildung auswirken, kénnte dies den Einfluss der Substanzen auf die hippo-
campale Zellproliferation bzw. bei pHBSP zusatzlich auf die Neuronenneubildungen
erklaren.

Zusammenfassend zeigen die erhobenen Daten einen modulierenden Effekt durch
das EPO-mimetische Peptid pHBSP auf SE-bedingte Veranderungen sowohl auf zel-
lularer Ebene, als auch auf Modifikationen im Verhalten und Kognition. Die Tatsache,
dass trotz des Einflusses von pHBSP auf die Neurogenese keine Effekte auf die Epi-
leptogenese deutlich werden, spricht eher gegen einen Beitrag durch abnorme Neu-
ronenneubildungen an der Epilepsieentstehung. Um das weitere therapeutische und
prophylaktische Potential von pHBSP jedoch besser validieren zu kénnen, missen
weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden. Dabei kénnen dann auch zusatzliche

Strategien zur Uberpriifung der potentiellen Indikationen entwickelt werden.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Natalie Seeger
Priifung des Erythropoetin-mimetischen Peptids pHBSP in einem chronischen
Post-Status-Epilepticus-Modell

Epilepsien z&hlen zu den haufigsten chronischen neurologischen Erkrankungen bei
Hund, Katze und Mensch. Einem GroBteil der Epilepsien liegen symptomatische Ur-
sachen wie Schéadel-Hirn-Traumata, Encephalitiden oder Gehirntumore zu Grunde.
Bedingt durch diesen Insult kommt es im Gehirn zu Veranderungen auf zellularer und
molekularer Ebene, die zur Generierung eines proepileptogenen Netzwerkes fihren
kénnen und in der Folge in der Manifestation einer Epilepsie resultieren. Aktuell stellt
die meist lebenslange Medikation mit antikonvulsiven Pharmaka die Therapie der
Wahl dar. Ziel ist dabei eine Anfallssuppression, wobei haufig nur eine Anfallsreduk-
tion erreicht wird. Trotz der zahlreichen Antiepileptika sprechen rund ein Drittel der
Veterinar- und Humanpatienten nicht auf die medikamentelle Therapie an. In ver-
schiedenen Studien der letzten Jahre konnte belegt werden, dass der Pharmako-
resistenz ein multifaktorieller Prozess zu Grunde liegt. Diese refraktare Form der Epi-
lepsie stellt ein gravierendes Problem dar, da die Patienten von einer hohen Morbidi-
tat und Mortalitat betroffen sind. Weiterhin kdnnen epilepsieassoziierte Komorbidita-
ten auftreten, die eine zusatzliche Beeintrachtigung in der Lebensqualitat bedeuten.
Bei therapieresistenten Veterinarpatienten folgt daher haufig die Euthanasie. Fir die
Zukunft ware somit eine prophylaktische und antiepileptogene Therapie, die die Ent-
stehung von Epilepsien verhindert, wiinschenswert. Zum aktuellen Zeitpunkt ist ein
konkreter Ansatz zur Entwicklung einer Prophylaxe limitiert, da die Mechanismen, die
der Epileptogenese zugrunde liegen, weitestgehend unbekannt sind. Jedoch gaben
in den letzten Jahren verschiedene Untersuchungen Hinweise darauf, dass Verand-
erungen der neuronalen Plastizitat, insbesondere massive Neuronenverluste und ei-
ne gestdrte Neuronenneubildung, eine zentrale Rolle in der Entstehung von Epilep-
sien darstellen kénnten. Die im Rahmen dieser Dissertation durchgefihrte Studie
sollte dazu beitragen die Mechanismen der Epileptogenese besser zu verstehen und
neue Ansatze in der antiepileptogenen bzw. erkrankungsmodifizierenden Therapie
durch das EPO-mimetische Peptid pHBSP zu untersuchen. Des Weiteren sollte der
mogliche Einfluss von pHBSP auf epilepsieassoziierte Komorbiditaten in verschied-
enen Verhaltensmodellen betrachtet werden. In vorhergehenden Forschungsarbeiten
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konnten die neuroprotektiven, neurotrophen und kognitionsférdernden Eigenschaften
von pHBSP bereits gezeigt werden. Somit standen im Rahmen dieser Arbeit vor al-
lem die Effekte auf anfallsinduzierte neuronale Veranderungen, sowie der potentielle
Einfluss auf SE-bedingte Verhaltensveranderungen im Mittelpunkt. In der vorliegend-
en Studie konnte gezeigt werden, dass durch die Applikation von pHBSP die epilep-
sieassoziierte Verhaltensstérung im Elevated-Plus-Maze leicht abgeschwéacht wurde.
Zusétzlich wurden im Morris-Water-Maze verminderte SE-bedingte Defizite im raum-
lichen Lernvermdgen und der Kontextverarbeitung deutlich. Auf zellularer Ebene be-
glnstigte pHBSP in signifikanter Weise das Uberleben neugebildeter Neurone.
Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass das Helix B-Peptid pHBSP effizient SE-
induzierte zellulare und kognitive Veranderungen modulieren kann. Die Tatsache,
dass pHBSP trotz gesteigerter hippocampaler Neurogenese die Epileptogenese nicht
beeinflusst, spricht eher gegen die Beteiligung einer aberranten Neuronenneubildung
Oan der Epilepsieentstehung. Der Einfluss von pHBSP auf die Neurodegeneration
konnte aufgrund eines vermuteten genetic drift im ausgewahlten Tiermodell und da-
mit einhergehender hoher Resistenz der Tiere bedauerlicherweise nicht weiter unter-
sucht werden. Um das neuroprotektive Potential von pHBSP, sowie den tatsach-
lichen Beitrag der Neurogenese an der Epilepsieentstehung evaluieren zu kénnen,
missen daher zusatzliche Untersuchungen durchgefiihrt werden. Des Weiteren
muss in der Zukunft geklart werden, ob pHBSP als neue Behandlungsstrategie ge-
eignet ist.
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Natalie Seeger
Effect of the Erythropoietin-derived peptide mimetic pHBSP in a chronic post-
status-epilepticus-model

Epilepsies are the most common chronic neurological diseases in dogs, cats and
humans. Epilepsy is often due to symptomatic reasons like head trauma, encephalitis
or brain tumours. On molecular and cellular levels these brain insults can result in al-
terations associated with a pro-epileptogenic network and manifestation of epilepsy.
In the majority of patients a lifelong therapy is necessary to reduce or prevent spon-
taneous seizures. Despite the availability of multiple antiepileptic drugs one third of
veterinary and human patients are resistant to current pharmacotherapies. During the
last years several studies rendered evidence that drug resistance is a multifactorial
problem. In view of the high morbidity and mortality rate, refractory epilepsy consti-
tutes a major clinical problem. Furthermore, many patients complain about disease-
associated co-morbidities which affect their quality of life. In veterinary patients lack
of therapeutic success often results in euthanasia.

For the future it would be desirable to develop a prophylactic and antiepileptogenic
strategy which prevents symptomatic epilepsies. However, a straight-forward devel-
opment of preventive concepts is currently limited by the incomplete understanding of
the mechanisms of epileptogenesis. Cellular alterations including neurodegeneration
and aberrant neurogenesis might play an important role in the development of epi-
lepsies. One aim of this doctoral thesis was to investigate the mechanisms contribut-
ing to the epileptogenic process and to examine the antiepileptogenic and disease-
modifying potential of the EPO-derived peptide mimetic pHBSP. In addition, the im-
pact of pHBSP on epilepsy-associated co-morbidities was analyzed in different be-
havioural paradigms. Recent investigations already demonstrated the neuroprotec-
tive and neurotrophic effects as well as improved cognitive abilities following pHBSP-
treatment. The present study focussed on the impact of pHBSP on seizure-induced
neuronal alterations and changes in behaviour. It was demonstrated that application
of the peptide mimetic pHBSP attenuates epilepsy-associated behavioural distur-
bances in the Elevated Plus Maze as well as SE-induced deficits in spatial learning
and context converting in Morris Water Maze paradigm. With regard to cellular altera-
tions, pHBSP significantly enhanced the survival of newborn neurons. In conclusion,
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the results demonstrate the efficacious modulation of SE-induced cellular alterations
and cognitive deficits by pHBSP. The fact that pHBSP did not influence epilepto-
genesis despite its impact on hippocampal neurogenesis argues against the hy-
pothesis of aberrant newborn neurons as a major contributor in the development of
epilepsy. Unfortunately, it was not possible to investigate the impact of pHBSP on
neurodegeneration as no robust neuronal cell loss was observed in the present ex-
periments. Future studies are necessary to determine the neuroprotective potential of
pHBSP and to evaluate the contribution of neurogenesis in the development of epi-
lepsy. In addition, the potential of pHBSP for disease-modification needs to be further
studied including efforts to optimize the treatment scheme.
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10.1 Gerate

Gerdéte fiir die Stimulation der BLA und die Uberwachung

Gerite

Hersteller

Stereotaktischer Apparat

TSE Systems GmbH, Bad Homburg

Dentalbohrer

Fa. Karl Fischer, Pforzheim

Stimulatoreinheit

World Precision Instruments, Berlin

Personal Computer

Diverse Bezugsquellen

Stimulations- und EEG-Kabel

Conrad Elektronik, Miinchen

EEG-Software

AD-Instruments, Spechbach

EEG-Ableitung

AD-Instruments, Spechbach

Beobachtungskafige

Domes Aquaristik, Mlnchen

Videokamera

Conrad Elektronik, Minchen und Hannover
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Geréte fir die Verhaltensuntersuchungen

Geriéte Typ-Bezeichnung Bezugsquelle
Videokamera CCTV schwarz/weiBB Kamera Panasonic, Japan
Verhaltenssoftware NoldusXT Programm Noldus Ethovision, Niederlande
MP3-Player Axxion AMP210 Axxion, Munsbach

Personal Computer

Panasonic CCTV

Panasonic, Japan

Sonstige Geréte

Gerate

Hersteller

Bildanalysesoftware:
KS 400 (Windows Release 3.0, Carl Zeiss Vision)
und AxioVision Release 4.6
Stereo Investigator

Leica DMLB Mikroskop

Konfokales Mikroskop LSM 510

BH2 Mikroskop

Farbkamera AxioCam

Carl Zeiss Microimiging GmbH, Géttingen

MicroBrightField Europe, Magdeburg

Leica, Bensheim

Zeiss GmbH, Jena

Olympus, Japan

Zeiss GmbH, Jena

Kryostat

Frigocut 2800, Reichert Jung, Wetzlar
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10.2 Lésungen und Substanzen

0,4 M Phosphatpuffer (Stammldsung)

in Aqua dest.

5,7% NasHPO,

1,2% NaH2PO4

mit 1 M NaOH auf pH 7,4 einstellen

0,01 M phospatgepufferte 0,9%ige Kochsalzlésung

0,2 Mol Phosphatpuffer + NaCl, mit Aqua dest. auffillen

4% Paraformaldehyd

8% Paraformaldehyd in Aqua dest. auf 60 — 70 °C erhitzen abkihlen lassen
mit 1 M NaOH Lésung klaren
filtrieren

mit 0,2 M Phosphatpuffer auf 4%ige Lésung verdiinnen

0,05 M Tris gepufferte Saline (TBS)

18g NaCl
12,19 Tris[hydroxymethyl]-aminomethan (50mM)
Ad 2l Aqua dest, pH 7,6

TRIS-Nickel-L6sung

in 0,05 M TBS
0,6% Ammonium-Nickelsulfat
mit 1 M NaOH auf pH 7,6 einstellen

DAB-L6ésung

1mg DAB (in 100ul Aqua dest. 16sen) + 4ml Tris/Ni-Losung + 1 pl H2O»
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Carrier-Lésung

e in100 ml TBS

e 1ml Serum

e 1g Rinderserumalbumin
e 1,5ml 20% Triton X100

Blocking-Lésung
e in 9 ml Carrier
e 1ml Serum

e 200mg Rinderserumalbumin

Gefriermedium

e 428 g Glukose

e 0,07 MgCl-Hexahydrat in 25 ml 0,1 M PBS Iésen
e ad 50 ml Glycerin

Thionin (Farbelésung)

e 100 ml 1M Essigséaure + 36 ml 1M NaOH
e auf 1L mit Aqua dest. auffillen

e auf 60— 70 °C erhitzen

e darin 1,25 g Thionin l6sen

e 1h auf dem MagnetrUhrer rihren

e anschlieBend heif filtrieren

Chrom-Gelantine-Lésung
e 0,7 g Gelantine + 0,07 g Chrom IlI

mit 100 ml Aqua dest. vermischen

langsam abkihlen lassen

e eine Messerspitze Tymol dazu geben

langsam auf 60 °C hochheizen, bis sich Gelantine geldst hat
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Natrium-Citrat
e 10 mM Tri-NaCitrat Dihydrat: 2,94g NaCitrat Dihydrat auf 1000ml Aqua dest., pH
9,0

SSC-Stammlésung x20
e 3 MNaCl (175,32¢g/) + 0,3M NaCitrat Dihydrat (88,23g/1)

Formamid/SSC
e 4xSSC: 20x SSC 1:5 verdinnt + 0,06M NaCitrat Dihydrat
e 2ml 100% Formamid + 2ml 4x SSC

Zuckerlosung
e 69 Zucker
e ad 20g 0,1mol Phosphatpuffer

Thionin-Farbung

e 3 minin 100% Alkohol

e 3 minin 95% Alkohol

e 3 minin 70% Alkohol

e 3 minin 100% Alkohol

e 3 minin Aqua dest.

e 20 sek in Thionin

e 3 minin 50% Alkohol

e 3 minin 70% Alkohol

e 3 minin 95% Alkohol

e 3 minin 100% Alkohol

e 3 min in Terpineol/Xylol-Ersatzmedium 1:1
e 3 min in Xylol-Ersatzmedium

e 3 min in frisches Xylol-Ersatzmedium

e mit Entellan eindecken
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Substanzen

Substanzen Bezugsquelle

Borsaure Roth, Karlsruhe
Bromdesoxyuridinsdure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Bupivacain Mibe GmbH, Brehna

Chloralhydrat E. Merck AG, Darmstadt

3,3 Diaminobenzidin (DAB)

Roth, Karlsruhe

Diazepam (Diazepam-ratiopharm®)

Heiland, Hamburg

Einbettmedium (Tissue Freezing)

Jung, Nussloch

Entellan-Eindeckmittel

E. Merck AG, Darmstadt

Essigsaure 99,8%

Roth, Karlsruhe

Erythropoetin (Erypo®)

Janssen-Cilag, Neuss

Ethacridinlactat (Rivanol®)

WDT, Garbsen

Ethanol 99,8%

Roth, Karlsruhe

Formaldehyd

Roth, Karlsruhe

Formamid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Gelatine, gepulvert

E. Merck AG, Darmstadt

Gentamycinsulfat

WDT, Garbsen

Kunststoff, Kaltpolymerisat (Paladur®)

Heraeus, Hanau

Marbocyl®

Vétoquinol, Ravensburg

Natrium-Chlorid-Lésung (isoton)

Braun, Tuttlingen

Natrium-Citratdihydrat

Roth, Karlsruhe

Objekttrager Elka

Hartenstein, Wlrzburg

pHBSP und scrambled pHBSP

GL Biochem Ltd., Shanghai

Rinderserumalbumin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Serum

AbS Serotec, Santa Cruz

Streptavidin-Meerettichperoxidase

Jackson Immuno Research

Streptavidin-Cy2

Jackson Immuno Research

Thionin (Acetate Salt)

Roth, Karlsruhe

Toluol

Roth, Karlsruhe

Trishydroxymethylaminomethan

Roth, Karlsruhe

Vitagel Augengel

Bausch und Lomb, Berlin

Triton X100

Applichem, Darmstadt

Wasserstoffperoxid

Roth, Karlsruhe

Xylol-Ersatz-Medium (Rotinol®)

Roth, Karlsruhe
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