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l. EINLEITUNG

Epilepsien stellen eine der haufigsten neurologischen Erkrankungen bei Tier und
Mensch dar (KNOWLES 1998; CHANG u. LOWENSTEIN 2003). Nicht nur die
wiederholt auftretenden Krampfanféalle erschweren das Leben der Patienten
mafgeblich, sondern auch die damit verbundenen psychiatrischen Komorbiditaten
und kognitiven Defizite (FISHER et al. 2005). Die Behandlung von Epilepsien
erfordert meist eine lebenslange Therapie mit antiepileptischen Medikamenten.
Dabei wird bei ungefdhr einem Drittel aller Erkrankten eine therapieresistente
Form der Epilepsie diagnostiziert (HITIRIS et al. 2007). Die Erforschung neuer
Strategien zur Behandlung von Epilepsien ist daher unverzichtbar. Ein neuer
Ansatz zur Prévention der Epilepsieerkrankungen besteht darin, die Entstehung
der Epilepsie (Epileptogenese) bei Risikopatienten zu verhindern (PITKANEN et
al. 2007). Es konnte bereits belegt werden, dass entzundliche Vorgange durch die
Aktivierung mikroglialer Zellen mafgeblich an der Epileptogenese beteiligt sind
(ZIMMER et al. 1997; PLATA-SALAMAN et al. 2000; RAVIZZA et al. 2005).
Ein interessanter Ansatzpunkt aktueller Studien stellt der Peroxisom-Proliferator-
aktivierte Rezeptor gamma (PPARY) dar (LANDRETH et al. 2008; CARTA u.
PISANU 2013). Dieser Rezeptor wird unter anderem auch in mikroglialen Zellen
exprimiert. Seine Aktivierung unterdriickt die Expression proinflammatorischer
Zytokine und vermittelt dadurch eine entziindungshemmende Wirkung (JONES et
al. 2002; MORAES et al. 2006). Eine antiinflammatorische Wirkung des PPARy-
Agonisten Rosiglitazon wurde bereits in mehreren Studien neurologischer
Erkrankungen nachgewiesen (KIAEI et al. 2005; LANDRETH et al. 2008;
CARTA u. PISANU 2013). Des Weiteren konnten bereits antiinflammatorische
sowie neuroprotektive Effekte von Rosiglitazon in Studien chemisch induzierter
Epilepsiemodelle festgestellt werden (YU et al. 2008; CHUANG et al. 2012;
HONG et al. 2012; HONG et al. 2013). Im Rahmen dieses Dissertationsvorhabens
soll die Wirkung von Rosiglitazon auf die Epileptogenese untersucht werden.
Zudem sollte die Wirksamkeit von Rosiglitazon in einer nicht antikonvulsiven
Dosierung auf ein subtherapeutisch dosiertes Standardantiepileptikum evaluiert
werden. Die Untersuchungen erfolgen dabei mit Hilfe zweier -elektrisch-

induzierter Epilepsiemodelle.
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1. LITERATURUBERSICHT
1. Epilepsie
1.1. Definition und Bedeutung

Epilepsien zdhlen zu den am meisten verbreiteten neurologischen Erkrankungen
in der Veterindrmedizin. Neben Katzen erkranken vor allem Hunde an Epilepsie
(PODELL et al. 1995; KNOWLES 1998). Beim Araberfohlen wurde die juvenile
Epilepsie mit genetischer Atiologie beschrieben (ALEMAN et al. 2006). Auch in
der Humanmedizin gehdren Epilepsieerkrankungen zu den haufigsten
neurologischen Erkrankungen. Weltweit sind etwa 70 Millionen Menschen
betroffen. Dies entspricht einer Pravalenz von 1-2% (BROWNE u. HOLMES
2001; NGUGI et al. 2010). Die betroffenen Patienten weisen eine hohe Mortalitét
auf. Zudem fihren Epilepsieerkrankungen in der Humanmedizin héufig zu
Berufsunfahigkeit (CHANG u. LOWENSTEIN 2003; DIOP et al. 2003).
Epilepsien werden als Storung des Gehirns definiert. Diese ist durch eine
andauernde Pradisposition gekennzeichnet epileptische Anfalle zu entwickeln.
Zudem stehen Epilepsieerkrankungen in Verbindung mit neurobiologischen,
kognitiven, psychologischen und sozialen Konsequenzen (FISHER et al. 2005).
Ein epileptischer Anfall entstent durch abnormale exzessive oder synchrone
neuronale Entladungen des Gehirns (FISHER et al. 2005). Das epileptische
Gehirn ist durch eine Vielzahl von Verdnderungen gepréagt. Von diesen
Alternationen sind beispielsweise lonenkanéle, Synapsen, Gliazellen oder
inflammatorische Vorgange betroffen (JACOBS et al. 2009). Bislang ist es nicht
gelungen, die zelluldaren und molekularen Mechanismen, welche zur

Epilepsieentstehung beitragen, vollstandig aufzuklaren.

1.2. Klassifizierung

Fir eine erfolgreiche Therapie der Epilepsieerkrankungen ist die Klassifizierung
der Epilepsie unumgénglich (BROWNE u. HOLMES 2001). Die Internationale
Liga gegen Epilepsie (International League against Epilepsy, ILAE) gibt das
Konzept zur Einteilung der Epilepsien vor. Im Jahr 2010 wurde von der ILAE ein
Leitfaden fir eine revidierte Klassifizierung veroffentlicht (BERG et al. 2010).
Derzeit werden die exakte Definition der Epilepsieerkrankungen und die daraus
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resultierende Eingruppierung allerdings noch einmal von der ILAE Uberarbeitet.
Nachfolgend wird die Klassifizierung der ILAE gemal der Verdffentlichung von
2010 beschrieben.

Im Hinblick auf das Anfallsmuster werden fokale, generalisierte und
unklassifizierbare Anfélle unterschieden (BERG et al. 2010). Fokale Anfalle
haben ihren Ursprung in einer umschriebenen Gehirnregion. Diese Region kann
sich weiter ausweiten. Dabei entwickelt sich ein bilaterales konvulsives
Anfallsgeschehen, der Anfall generalisiert sekundéar und geht somit mit einem
eingeschrankten Bewusstsein einher. Ein einfacher fokaler Anfall dagegen weist
keine Bewusstseinseinschrankungen auf (FISHER et al. 2005). Ein generalisierter
Anfall tritt in einem bilateral verteilten Netzwerk auf und breitet sich dort sehr
schnell aus (BERG et al. 2010). Von einem Status epilepticus (SE) wird
gesprochen, wenn die Anfallsaktivitat langer als flinf Minuten andauert oder
mindestens zwei Anfélle aufeinander folgen. Dabei erfolgt keine vollstandige
Erholung des Bewusstseins (LOWENSTEIN et al. 1999; FISHER et al. 2005). Im
Hinblick auf generalisierte Anfédlle werden myoklonische (unwillkirliche
Muskelzuckungen), klonische (Ruderkrampfe), tonische (Streckkrampfe), tonisch-
klonische, atonische (erschlaffende Muskulatur) Anfélle und Absencen
(Bewusstseinsminderung mit nachfolgender Amnesie) differenziert (BERG et al.

2010). Es existiert keine weitergehende Klassifizierung fiir fokale Anfalle.

Epilepsieerkrankungen kénnen auch anhand der Atiologie kategorisiert werden.
Hierbei wird zwischen genetischen, strukturellen/metabolischen  sowie
unbekannten Ursachen unterschieden. Bei einem Drittel aller Epilepsien ist die
Ursache unbekannt. Zu unbekannten Epilepsien z&hlen beispielsweise epileptische
Spasmen (BERG et al. 2010). Bei Epilepsieerkrankungen mit struktureller bzw.
metabolischer Ursache liegt eine separate Erkrankung vor, welche in keinem
direkten Zusammenhang mit der Epilepsie steht. Strukturelle Ursachen beinhalten
erworbene Erkrankungen wie Schlaganfélle, Traumen und Infektionen (BERG et
al. 2010). Haufig sind unter anderem Gehirntumore, zerebrovaskulére
Krankheiten, perinatale Insulte, Fieberkrampfe und SE Ausléser der
Epilepsieerkrankungen  (ANNEGERS et al. 1996). Zwischen den
epilepsieauslosenden Insulten und der ersten Symptomatik liegt eine variable
Latenzzeit. Diese Zeitspanne wird als Epileptogenese bezeichnet und kann beim

Menschen nach einem Unfall bis zu mehreren Jahren andauern (PITKANEN et al.
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2007; KHARATISHVILI u. PITKANEN 2010).

s A
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Andere

Abb. 1 Klassifizierung epileptischer Anfélle anhand der Anfallsmuster
nach BERG et al. (2010)

Temporallappenepilepsie

Fokale Epilepsien werden abhangig von der betroffenen Gehirnregion in
Temporal-, Frontal-, Parietal- und Okzipitallappenepilepsie unterteilt (DREIFUSS
1994). Die beim Erwachsenen am Weitesten verbreitete Form stellt die
Temporallappenepilepsie (TLE) dar (HAUSER et al. 1993; ENGEL 2001). Diese
Epilepsieform ist charakterisiert durch die fortschreitende Entwicklung spontaner
Anfélle, deren Ursprung sich im Temporallappen befindet (ENGEL 1996). Dort
entwickeln sich diese Anfalle im Hippocampus, der Amygdala und den
umgebenden  kortikalen  Arealen  (TUUNANEN et al. 1997).

Charakteristischerweise treten bei der TLE insbesondere einfache oder komplexe
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fokale Anféalle auf, die sekundar generalisieren konnen (CHANG u.
LOWENSTEIN 2003). Vor allem bei Erwachsenen, die an TLE erkrankt sind,
stellt die hippocampale Sklerose eine der haufigsten histopathologischen Befunde
dar (CAVANAGH u. MEYER 1956; BLUMCKE et al. 2002; BLUMCKE et al.
2012). Insbesondere die Regionen des Ammonshorn (Cornu ammonis, CA) im
Hippocampus sowie der Hilus des Gyrus dentatus (GD) sind davon betroffen,
wobei Neuronenverluste von typischerweise tber 50 Prozent auftreten (ENGEL
1996; FISHER et al. 1998). Es besteht bisher noch keine Gewissheit dariiber, ob
die hippocampale Sklerose eine Ursache oder eine Konsequenz der TLE darstellt
(FISHER et al. 1998; JEFFERYS 1999; MASUKAWA et al. 1999). Auch andere
Bereiche wie der Thalamus, die Amygdala sowie entorhinale, perirhinale und
parahippocampale Bereiche kénnen eine massive Neurodegeneration aufweisen
(PITKANEN et al. 1998; YILMAZER-HANKE et al. 2000; JUTILA et al. 2002).

1.3. Bedeutung psychiatrischer Komorbiditaten und kognitiver Defizite
bei Epilepsieerkrankungen
In der Veterinarmedizin konnten bereits beim Hund epilepsieassoziierte
Verhaltensdnderungen nachgewiesen (SHIHAB et al. 2011). Beim Menschen
stehen kognitive Defizite wie Wahrnehmungsstorungen,
Aufmerksamkeitsstorungen, Gedéchtnisprobleme oder auch Sprachstérungen
haufig im Zusammenhang mit epileptischen Anféllen (FISHER et al. 2005).
Zudem kommen oft epilepsieassoziierte Verhaltensstérungen vor. Diese
Storungen bzw. Defizite kdnnen sich mit der Zeit verschlimmern und potenziell in
Verbindung mit jeder Epilepsieform auftreten (BERG et al. 2010). Ursache der
kognitiven Stérungen ist haufig der neuronale Zelltod, welcher durch die Anfalle
verursacht wird. Der neuronale Zellverlust steht dabei proportional im Verhaltnis
zu den kognitiven Defiziten (KOTLOSKI et al. 2002). Des Weiteren leiden vor
allem TLE-Patienten hdufig an psychosozialen Stérungen wie Depression,
sozialer Angst, Isolationsgefiihlen und Beziehungsproblemen (MOORE u.
BAKER 2002; OYEGBILE et al. 2004). Epidemiologische Studien konnten
nachweisen, dass Depression eine hadufige Begleiterkrankung der Epilepsie
darstellt (O'DONOGHUE et al. 1999; TELLEZ-ZENTENO et al. 2007). Zudem
weisen Menschen, die an Depressionen erkrankt sind, ein hoheres Risiko auf,
epileptische Anfélle zu entwickeln (FORSGREN u. NYSTROM 1990;
HESDORFFER et al. 2006; HESDORFFER et al. 2007). Auch bei
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Epilepsiemodellen an Nagetieren wurde festgestellt, dass
Verhaltensverdnderungen wie Angstverhalten oder Depressionen mit der
Epilepsie assoziiert sind (MAZARATI et al. 2007; MAZARATI et al. 2008;
MAZARATI et al. 2009). Durch die epilepsieassoziierten psychiatrischen
Komorbiditdten sowie die kognitiven Defizite wird die Lebensqualitat der
Patienten zusétzlich massiv beeintrachtigt (LEHRNER et al. 1999; JOHNSON et
al. 2004). In der Humanmedizin sind Epilepsiepatienten zudem von einem
erhdhten Risiko betroffen, Suizid zu begehen (HECIMOVIC et al. 2011). Im
Zusammenhang mit Epilepsieerkrankungen wird zudem oft von kognitiven
Defiziten, insbesondere mentaler Schwéache, Gedé&chtnisverlust sowie
Aufmerksamkeitsdefiziten berichtet (VAN RIJCKEVORSEL 2006). Vor allem
bei TLE-Patienten stellen Lern- und Geddchtnisprobleme eine héufige
Begleiterscheinung dar (BERGIN et al. 2000). Verschiedene Faktoren wie zum
Beispiel das Alter, in dem der erste Anfall aufgetreten ist (LESPINET et al. 2002),
die Krampfschwere, die Frequenz der Anfélle, der Anfallstyp (PULLIAINEN et
al. 2000; HENKIN et al. 2005) sowie das Therapiemanagement beeinflussen diese
kognitiven  Schwachen maRgeblich  (LORING u. MEADOR 2001).
Angststorungen, die in Verbindung mit Epilepsieerkrankungen auftreten, wurden
im Vergleich zu epilepsieassoziierten Depressionen weitaus weniger erforscht,
obwohl die Prdvalenz diesbeziiglich vergleichbar ist (CURRIE et al. 1971;
HAMID et al. 2011; MULA 2013). Bei einem fokalem Anfallsmuster besteht ein
héheres Risiko an Angststérungen zu leiden als bei generalisierten Anfallen
(HERMANN et al. 1982; SMITH et al. 1991). Veranderungen des Gleichgewichts
von Neurotransmittern wie beispielsweise Norepinephrin, Dopamin und Serotonin
sowie von neuroendokrinen Substanzen wie y-Aminobuttersdure (GABA),
adrenocorticotrophe Hormone und Neuropeptid Y spielen eine besondere Rolle in
der Pathogenese von epilepsieassoziierten Angststorungen (DEPAULIS et al.
1997). Aber auch psychosoziale Faktoren konnen das Angstverhalten von
Epilepsiepatienten maligeblich beeinflussen. Insbesondere die epilepsiebedingten
Einschrankungen im alltdglichen Leben konnen zu einem niedrigen
Selbstwertgefiihl, Stigmatisierung und sozialer Ablehnung flihren. Dies kann die
Entstehung von Angststérungen beglnstigen (MATTSON 1991).
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1.4, Therapie

In der Veterindrmedizin wird derzeit als Mittel der Wahl zur Langzeittherapie der
Epilepsieerkrankungen bei Hunden und Katzen Phenobarbital und Imepitoin
verwendet. Sollte Phenobarbital keine effektive Wirkung zeigen, kann zusatzlich
Kaliumbromid verabreicht werden (KNOWLES 1998; LOSCHER 2003;
LOSCHER et al. 2004; POTSCHKA et al. 2009). Zur Behandlung des SE wird
Diazepam verwendet. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit sowie dem Potential der
hepatischen Enzyminduktion ist Diazepam fiir eine langfristige Therapie
ungeeignet (PODELL 1998). Falls mit Hilfe dieser antiepileptischen
Medikamente (antiepileptic drugs, AEDs) die Epilepsieerkrankung nicht
therapierbar ist, konnen bei Kleintieren zusétzlich z.B. Felbamat, Zonisamid,
Gabapentin oder Levetiracetam verabreicht werden (POTSCHKA et al. 2009).
Sowohl in der Veterinér- als auch der Humanmedizin stellt die Pharmakoresistenz
bei Epilepsien ein erhebliches Problem dar. Ungefdhr ein Drittel der
Epilepsiepatienten sind davon betroffen (SCHWARTZ-PORSCHE u. JURGENS
1991; HITIRIS et al. 2007). Wé&hrend manche Patienten schon zu Beginn der
ersten Therapieversuche Pharmakoresistenz aufweisen, kénnen andere diese erst
mit der Zeit entwickeln (SCHMIDT u. LOSCHER 2005). Von
pharmakoresistenten  Epilepsien spricht man, wenn zwei angewendete
Therapiepldne mit AEDs nicht zur Anfallsfreiheit fihren (KWAN u. BRODIE
2006). Die AEDs konnen dabei entweder als Monotherapie oder in Kombination
verabreicht werden (KWAN u. BRODIE 2006; MOHANRAJ u. BRODIE 2006).
Die genaue Pathogenese der Pharmakoresistenz ist bislang noch unklar. Neben
den Verdnderungen von Zielstrukturen der AEDs wird zudem eine
Uberexpression von Effluxtransportern an der Blut-Hirn-Schranke diskutiert
(LOSCHER u. POTSCHKA 2002; REMY et al. 2003; POTSCHKA 2010). Bei
Vorliegen einer pharmakoresistenten Epilepsieform stellt die chirurgische
Resektion entsprechender Gehirnareale eine weitere Mdoglichkeit zur
Anfallskontrolle dar (GILLIAM u. ALBERTSON 2011). In der Veterindrmedizin
findet die Epilepsiechirurgie bisher jedoch keine Anwendung. Als neuer
Therapieansatz fur Risikopatienten werden derzeit erkrankungsmodifizierende
Strategien diskutiert, wobei insbesondere antiinflammatorische Mechanismen im
Vordergrund stehen (RAVIZZA et al. 2011; VEZZANI et al. 2013).
Weiterfuhrend konnten dadurch epilepsieassoziierte Komorbiditaten verhindert
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oder abgemildert werden (LOSCHER u. BRANDT 2010).

1.5. Tiermodelle

Fur die experimentelle Epilepsieforschung und praklinische Entwicklung neuer
pharmakologischer Strategien und Therapien sind Tiermodelle unerlasslich
(LOSCHER 2011). Generell unterscheidet man zwischen akuten und chronischen
Epilepsiemodellen. Zu den akuten Modellen, sogenannten Anfallsmodellen,
werden  beispielsweise der  Maximale-Elektroschock-Test  sowie  der
Pentylentetrazoltest gezéhlt. Diese wurden vor allem zur Untersuchung neuer
potentieller antiepileptischer Medikamente verwendet (BIALER u. WHITE
2010). Zur Untersuchung der Epilepsieentstehung sowie deren Beeinflussung
dienen chronische Tiermodelle (LOSCHER 2011). Zur Untersuchung der
Epileptogenese ~ wurden  verschiedene  Tiermodelle  symptomatischer
(struktureller/metabolischer) Epilepsien entwickelt. Dazu gehdren neben dem
Kindling-Modell und dem Post-Status-Epilepticus-Modell der
Temporallappenepilepsie (TLE), auch Schadel-Hirn-Trauma- und Schlaganfall-
Modelle sowie Fieberkrampf-Modelle (WALKER et al. 2002; STABLES et al.
2003; PITKANEN et al. 2007). Des Weiteren gibt es auch chronische Tiermodelle
genetischer Epilepsie. Dieser genetische Hintergrund kann bei transgenen oder
knock-out Tieren induziert oder durch spontane Mutationen hervorgerufen werden
(LOSCHER 2002).
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» Untersuchung der Wirksamkeit
Akute von Antikonvulsiva
Epilepsiemodelle * 2.B. Maximaler-Elektroschock-Test
* z.B. Pentylentetrazoltest

Chronische

Epilepsiemodelle ‘)[ Struktweﬂﬂe/metab@ﬂﬁsche]
(Generierung eines Modelle
prokonvulsiven

Netzwerkes) * Elektrische Induktion

e 7.B. SE-BLA-Modell
* Chemische Induktion

e z.B. Pilocarpin

* z.B.Kainat

> Genetische Modelle ]

* Spontane Mutationen
* Induzierte Mutationen

Abb. 2 Ubersicht tiber die verschiedenen Epilepsiemodelle nach
LOSCHER (2002)

Da in diesem Dissertationsvorhaben das Post-SE-Modell und das Amygdala-
Kindling-Modell angewendet wurden, sollen diese im Folgenden genauer erlautert

werden.
Post-SE-Modell

Bei diesem chronischen Epilepsiemodell wird ein sich selbst-erhaltender Status
epilepticus (SSSE) entweder durch chemische Konvulsiva (Kainat oder
Pilocarpin) (HONCHAR et al. 1983; BEN-ARI 1985) oder durch elektrische
Stimulation des Hippocampus oder der Amygdala hervorgerufen. Mit Hilfe dieses
Tiermodells kann man entweder die Wirksamkeit von Substanzen zur Beendigung
eines SE testen oder eine chronische Epilepsie mit wiederkehrenden spontanen
Anféllen auslésen (LOSCHER 2002). Im Rahmen des vorliegenden Projektes
wurde die basolaterale Amygdala elektrisch stimuliert und somit das SE-BLA-

Modell generiert.

Ein SE ist durch eine andauernde Anfallsaktivitdt mit anhaltenden oder sich
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wiederholenden Anféllen charakterisiert (FISHER et al. 2005). Bei dem Post-SE-
Modell wird den Versuchstieren eine Elektrode in den basolateralen Kern der
Amygdala implantiert. Durch eine elektrische Stimulation wird dann ein SSSE

induziert. Dabei sind drei verschiedene Arten von SSSE zu beobachten:

1.) anhaltende fokale Anfallsaktivitat, 2.) fokale Anfalle, die wiederholt von

einzelnen generalisierten Anféllen unterbrochen werden, 3.) anhaltende

generalisierte Anfallsaktivitat (BRANDT et al. 2003). Durch die Applikation von
Diazepam wird der SSSE friihzeitig beendet. Ob die Tiere nachfolgend spontane
Anfélle entwickeln, hangt vom Typ des SSSE ab. Untersuchungen haben gezeigt,
dass drei Wochen im Anschluss an einen generalisierten SSSE mit einer Dauer
von vier Stunden tber 90 % der Ratten spontane Anfélle aufweisen (BRANDT et
al. 2003).

Amygdala-Kindling-Modell

Bei diesem Tiermodell werden durch eine wiederholte kurze elektrische
Stimulation limbischer Gehirnregionen wie der Amygdala oder dem
Hippocampus Anfélle ausgeldst. Dieses Tiermodell wird typischerweise als TLE-
Modell genutzt. Die Tiere entwickeln dabei, wie auch bei der TLE (blich, fokale
Anfille, die sekundar generalisieren (LOSCHER 2002). Dadurch verlangert sich
im Verlauf des Kindling-Prozesses sowohl die elektrographische als auch die zu
beobachtende Krampfaktivitdt zunehmend. Beim Kindling-Modell fihrt die
wiederholte elektrische Stimulation des Gehirns zu einer durchgehenden
Abnahme der Krampfschwelle sowie der Entwicklung generalisierter Anfélle mit
zunehmender Anfallsdauer (GODDARD et al. 1969). Falls die Stimulationen tber
einen langeren Zeitraum durchgefiihrt werden, kdnnen bei den gekindelten Tieren
spontane Anfalle auftreten (SAYIN et al. 2003). Um das Kindling-Modell zu
generieren wird eine bipolare Elektrode stereotaktisch in den Tractus perforans,
die Amygdala oder den Bulbus olfaktorius implantiert (CAVAZQOS et al. 2004).
Nach einer Rekonvaleszenzzeit beginnt das Kindling. Sobald die Tiere finf
generalisierte Anfalle gezeigt haben, gelten sie als vollgekindelt und kénnen fiir
Substanzversuche verwendet werden (GILBERT et al. 1984).
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2. Mikroglia

2.1. EinfUhrung

Mikrogliazellen zahlen zu den Zellen der Neuroglia. Diese werden auch
Mesoglia- oder Hortega-Zellen genannt. Unter Neuroglia versteht man das
Bindegewebe des Nervensystems, welches als Stiitzgerust oder auch isolierende
Hulle der Nervenfasern dient. Die Neuroglia erfullt zudem wichtige Aufgaben bei
pathologischen Verdnderungen im Nervengewebe. Dazu zéhlen beispielsweise
Phagozytose, Regeneration und Narbenbildung (SINOWATZ u. HEES 2006).

2.2. Herkunft der Mikroglia

Frihere Studien konnten bereits nachweisen, dass die Mikrogliazellen von
Vorlauferzellen mit mesodermaler oder mesenchymaler Herkunft abstammen und
aus der Peripherie in das Gehirn einwandern (CHAN et al. 2007). Bei Nagern
wurde festgestellt, dass diese Zellen ihren Ursprung im Knochenmark haben und
uber den Blutkreislauf als Monozyten an Tag 10 post natum in das Gehirn
einwandern (BROCKHAUS et al. 1993; HAAS et al. 1996). Friihere Studien
zeigten, dass auch beim adulten Menschen ein Austausch an Mikroglia durch
einwandernde Monozyten stattfindet (HICKEY 1991). Mittlerweile konnte jedoch
belegt werden, dass dieser Austausch beim gesunden Gehirn vernachlassigbar ist
(AJAMI et al. 2007; MILDNER et al. 2007). In einem gesunden intakten Gehirn
existiert somit eine feste Population an Mikrogliazellen (MILDNER et al. 2007).
Kommt es jedoch zu einer Zerstérung der Blut-Hirn-Schranke, gelangt ein Teil
der im Blut vorhandenen Monozyten in das Gehirn. Dort transformieren sich diese
Zellen zu Mikrogliazellen (CHAN et al. 2007).

2.3. Funktion der Mikroglia

Die Mikroglia dient hauptsachlich der Phagozytose von Zelltrimmern. Des
Weiteren konnen diese Zellen Lipide, Eisen und Pigmente speichern
(SINOWATZ u. HEES 2006). Sie bilden somit im Gehirn die groRte Population
an Makrophagen. Die ,ruhende Mikroglia ist in der Lage kleinste
Veranderungen des umgebenden Gewebes wahrzunehmen und daraufhin schnell
zu reagieren, wodurch sie ,aktiviert“ wird. Diese Aktivierung geht mit einer
morphologischen Verdnderung einher. Die Mikroglia besitzt in ihrem ruhenden

Zustand eine verzweigte Form mit einem Kkleinen Zellkérper und feinen
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Zellfortsdtzen. Infolge der Aktivierung andert sich ihre Morphologie und sie
erhalt eine amoboide Form (KETTENMANN et al. 2011). Beeintrdchtigungen
oder Verlust der Homoostase des Gehirns infolge von Infektionen, Trauma,
Ischdmie, neurodegenerativen Erkrankungen oder veranderter neuronaler Aktivitét
konnen die Aktivierung der Mikroglia bewirken. Diese fiihrt nicht nur zu
Verénderungen der Morphologie sowie der Genexpression sondern auch zu
funktionellen Veranderungen (STREIT et al. 2005; BLOCK et al. 2007;
COLTON u. WILCOCK 2010; GRAEBER u. STREIT 2010). Hinsichtlich der
aktivierten Mikrogliazellen lassen sich zwei unterschiedliche phéanotypische
Formen differenzieren: die klassische und die alternative Aktivierungs-
/Deaktivierungsform (GORDON 2003; MOSSER 2003; MICHELUCCI et al.
2009). Diese zwei phanotypischen Funktionsformen stellen eine Vereinfachung
dar, da auch Zwischenformen vorkommen (LYNCH 2009). Bei der klassischen
Aktivierung dient die Mikroglia nach Kontakt mit fremdem Antigen als primare
Verteidigung, indem sie systemische Immunzellen rekrutiert. Die alternative
Aktivierungsform wirkt neuroprotektiv. Hierbei findet keine klassische
Immunantwort statt. Proinflammatorische Mediatoren werden reduziert und
antiinflammatorische Zytokine sowie neurotrophe und zytoaktive Faktoren
werden vermehrt produziert und freigesetzt. Diese dienen der Reparatur der
extrazellularen Matrix des Gehirns (EKDAHL 2012). Die ,,aktivierte* Mikroglia
kann demnach verschiedenste Molekiile wie freie Radikale, inflammatorische
Zytokine, Chemokine, Lipid-Mediatoren oder auch neurotrophe Faktoren
synthetisieren (KREUTZBERG 1996) und somit sowohl neurodegenerativ als
auch neuroregenerativ fungieren. Welche Funktion sie entwickeln, hangt von
mehreren Faktoren wie beispielsweise der Art der Belastung, dem Signal der
Zerstorung, der Dauer des Einflusses, der Mikroumgebung, der Interaktion mit
anderen Zelltypen und dem Alter des Organismus ab (WALTER u. NEUMANN
2009). Chronische Mikrogliaaktivierung kann zu einer mikroglialen
Uberaktivierung fiihren, der eine mikrogliale Degeneration folgt (LIU et al. 2001;
POLAZZI u. CONTESTABILE 2006). Diese kann wiederum neuronalen
Zellverlust induzieren, da nun die neuroprotektive Funktion der Mikroglia entfallt
(CZEH et al. 2011). Die Kklassische Mikrogliaaktivierung kann von
Lipopolysacchariden (Zellwandbestandteile gramnegativer Bakterien, LPS) sowie
dem proinflammatorischen Zytokin Interferon-y (IFN-y) initiiert werden. Diese
flhrt zur Expression von CD86 und CD16/32 und somit zur erhdhten Produktion



I1. Literaturlibersicht 13

von oxidativen Metaboliten (Stickstoffmonoxid und Superoxide) sowie Proteasen
und proinflammatorischen Zytokinen (CZEH et al. 2011). Der alternative Weg
hingegen wird durch Interleukin-4 (IL-4) und Interleukin-13 (IL-13) induziert.
Dies fiihrt zu einer Herunterregulation von Inflammationsmediatoren und tragt

somit zur Angiogenese sowie Gewebereparatur bei (CZEH et al. 2011).

4

‘N
Klassische Aktivierung Alternative Aktivierung

CD16/32

f CD86 CD206

Freisetzung von: Abwehr von Pathogenen Herunterregulation
*  Proinflammatorischen | | 14 Tumorzellen der Entziindungsmediatoren
Zytokinen
Proteasen schadi p
ickoxi chidigung gesunder
Stickoxiden N 8ung gd i Gewebereparatur und Angiogenese
Superoxiden euronen und Glia

Abb. 3 Schematische Darstellung der Aktivierung mikroglialer Zellen. Modifiziert nach
CZEH et al. (2011).

Fast alle Mikrogliazellen exprimieren Toll-like-Rezeptoren (TLR) (LEE u. LEE
2002). Diese transmembranédren Glykoproteine tragen dazu bei, das erworbene
Immunsystem zu aktivieren. Sobald TLRs in ihrem Umfeld pathogenassoziierte
molekulare Muster entdecken, die von Infektionserregern stammen, binden sie an
ihre jeweiligen Liganden und vermitteln Signale ins Zellinnere. Dies induziert die
Expression proinflammatorischer Gene (MEDZHITOV 2001).

2.4. Bedeutung in der Epileptogenese

In  bisherigen Studien konnte bereits nachgewiesen werden, dass den
Mikrogliazellen eine zentrale Rolle in den Pathomechanismen verschiedenster
neurologischer Erkrankungen zukommt (TEISMANN et al. 2003; JACK et al.
2005; WEINSTEIN et al. 2010). Akute epileptische Anfélle verursachen eine
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Aktivierung  glialer  Zellen sowie eine erhéhte  Expression  von
Transkriptionsfaktoren und Zytokinen. Dies fuhrt zur Aktivierung der
inflammatorischen Kaskade (ZIMMER et al. 1997; PLATA-SALAMAN et al.
2000). In vivo-Studien konnten zeigen, dass die Aktivierung der Mikroglia direkt
nach dem SE stattfindet und diese sich hauptsdachlich im Hippocampus
ansammeln (RAVIZZA et al. 2005). Die anfallsbedingte Aktivierung der
Mikrogliazellen und die Hochregulation proinflammatorischer Zytokine konnen

neuronale Erregbarkeit sowie neuronale Schaden (= Neurodegeneration)

verursachen. Dies kann wiederum zur Entstehung weiterer epileptischer Anfélle
beitragen (TANIWAKI et al. 1996; ZIMMER et al. 1997; RIZZI et al. 2003). Es
wird vermutet, dass das Zytokin Interleukin-1 beta (IL-1B) den NMDA (N-
Methyl-D-Aspartat)-Rezeptor beeinflusst und zu einem erhohten Calcium-
Einstrom in die Neurone fuhrt (FARIELLO et al. 1989; ALI u. SALTER 2001).
Des Weiteren verursacht die Zytokin-Aktivierung die Synthese der induzierbarern
Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) und der Cyclooxygenase. Die Aktivierung
dieser Enzyme fuhrt zu neuronalem Zelltod (ROMERO et al. 1996; ACARIN et
al. 2002). Neben dem SE induzieren auch andere Ereignisse wie Trauma,
Schlaganfall, virale Infektionen, oder Fieberanfalle eine rasche Aktivierung der
Mikroglia. Dies fuhrt wiederum zur Ausschuttung proinflammatorischer
Mediatoren (TEMKIN 2009; RAVIZZA et al. 2011).

Demzufolge kann davon ausgegangen werden, dass der Funktion der Mikroglia
im Rahmen der Epileptogenese eine bedeutende Rolle zukommt. Die
pharmakologische Modulation der Mikrogliafunktion zum neuroprotektiven,
antiinflammatorischen  Phanotyp schafft einen Ansatzpunkt fiir neue

Therapiemdglichkeiten.

3. Anfallsinduzierte neuronale Plastizitat

3.1 Einflhrung

Die neuronale Plastizitat ist essentiell flr eine regelgerechte Entwicklung und
Funktion des zentralen Nervensystems (ZNS) (GAGE 2002; MING u. SONG
2005). Dies trifft sowohl fir das juvenile als auch adulte Gehirn zu. Wéhrend der
Epilepsieentstehung kommt es zu verschiedensten Veranderungen auf zelluldrer
und molekularer Ebene. Dazu gehdrt neben der Neurogenese, dem neuronalen
Zelltod und der Gliose auch die dendritische und axonale Plastizitat (JUTILA et
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al. 2002). Der Hippocampus, der unter physiologischen Bedingungen eine
bedeutende Rolle bei Lern- und Gedachtnisvorgangen spielt, ist von
Epilepsieerkrankungen besonders betroffen (FANG et al. 2011; SODERLUND et
al. 2012). Die Kornerzellen des Gyrus dentatus stellen als glutamaterge
exzitatorische Neurone wichtige Regulatoren des exzitatorischen und
inhibitorischen Gleichgewichts im Gehirn dar. Sie bilden das Verbindungsstiick
zwischen dem entorhinalen Cortex und den hippocampalen Pyramidenzellen der
CAz- und CAs-Region und konnen somit den exzitatorischen Input, der den

Hippocampus erreicht, limitieren (HSU 2007).

3.2. Hippocampale Neurodegeneration

Diese Verdnderungen kdnnen in drei verschiedene Stadien unterteilt werden. Zu
Beginn steht die initiale Phase, welche durch den schnellen neuronalen Zelltod
durch Glutamat charakterisiert ist. Dieser Prozess nennt sich Exzitotoxizitat.
Vermehrt ausgeschiittetes Glutamat bewirkt einen erhdhten Einstrom von
Calciumionen in das Zellinnere der Neuronen (DUBINSKY 1993). Dies aktiviert
eine zytotoxische Kaskade (MANEYV et al. 1989). Im Rahmen der sekundéren
Phase folgen die Aktivierung apoptotischer Prozesse sowie die Aktivierung
proinflammatorischer Kaskaden und demzufolge die Produktion von Zytokinen
(HOLOPAINEN 2008). Des Weiteren werden in dieser Phase neurotrophische
Faktoren freigesetzt. Wahrend der dritten und langsten Phase kommt es zu
Veranderungen zelluldrer Verbindungen, synaptischer Reorganisation sowie
funktionellen Veranderungen sowohl im als auch auBerhalb des Hippocampus
(HOLOPAINEN 2008). Der Prozess der Reorganisation bewirkt zudem
Veranderungen hinsichtlich der Krampfschwellen. Dies wird insbesondere durch
die nicht provozierten, spontanen Anfalle deutlich. Diese flihren wiederum zu
Veranderungen auf zelluldrer und molekularer Ebene und bewirken somit
langfristige Lern- und Gedé&chtnisdefizite (HOLOPAINEN 2008). Insbesondere
der Hilus und die CA;-Region der Pyramidenzellschicht erscheinen von der
Neurodegeneration betroffen. Weniger beschédigt dagegen sind die CA,- und
CAs-Regionen (JUTILA et al. 2002). Gliazellen wandern zu den
neurodegenerativen Veranderungen. Diese proliferieren und hypertrophieren dort

(=Gliose). Diese Veranderungen fiihren zur Schrumpfung des Hippocampus

sowie einer Verfestigung des Gewebes (FALCONER u. TAYLOR 1968;
BERNASCONI et al. 2003).
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3.3. Neurogenese

Eine weitere neuropathologische Verénderung, welche im Zusammenhang mit
Epilepsieerkrankungen  auftritt, stellt die Neubildung von Neuronen
(= Neurogenese) dar (CRESPEL et al. 2005; SIEBZEHNRUBL u. BLUMCKE
2008; ENGEL et al. 2011). Die Neurogenese umfasst dabei die Proliferation,

Migration und Differenzierung von Neuroblasten sowie die synaptische
Integrierung neugebildeter Neurone (ANDRES-MACH et al. 2011). Der Prozess
der Neurogenese findet in der subgranulédren Zone (SGZ) des Gyrus dentatus
(GD) des Hippocampus und der subventrikuléren Zone (SVZ) des anteriolateralen
Seitenventrikes lebenslang statt (KAPLAN u. BELL 1984; GAGE 2002). Die
neuronalen Vorlauferzellen wandern nach der Proliferation in die darlber liegende
Kdrnerzellschicht, um dort zu Kdérnerzellen auszudifferenzieren (ALTMAN u.
DAS 1965; CAMERON et al. 1993; KUHN et al. 1996). Die Integrierung in das
neuronale Netzwerk des Hippocampus ist zum einen durch die Verbindung der
neugebildeten Neurone, Uber deren Dendriten zur Molekularschicht des GD
bedingt und zum anderen (ber die Verbindung zu den Pyramidenzellen des Hilus
und der CAsz-Region (HASTINGS u. GOULD 1999; MARKAKIS u. GAGE
1999; VAN PRAAG et al. 2002). Insbesondere hinsichtlich der Lern- und
Gedachtnisleistung ist die Neurogenese im Bereich des Hippocampus von groler
Bedeutung (SHORS et al. 2001). Unter pathologischen Umsténden ist eine
gesteigerte Neurogenese zu beobachten, welche durch epileptische Anfélle und
die damit assoziierten Veranderungen in der Mikroumgebung der SGZ bedingt ist
(BENGZON et al. 1997; HATTIANGADY u. SHETTY 2008; KOKAIA 2011).
Die dabei neugebildeten, ektopischen Kornerzellen kénnen abnorme spontane
Entladungen (burstings) aufweisen, wodurch sie prokonvulsiv wirken koénnten
(SCHARFMAN et al. 2000; ZHAN et al. 2010). Als weitere neuropathologische
Verénderung ist das Aussprielen von Axonen der Kornerzellen des GD
(=Moosfasern) zu beobachten (PARENT et al. 1997). Diese bilden mit den
Dendriten benachbarter Zellen des GD Synapsen, wodurch ein exzitatorischer
Kreislauf entsteht (OKAZAKI et al. 1995). Das Aussprielen der Moosfasern ist
mit dem Schweregrad der Epilepsie assoziiert. Dieser ist wiederum abhéngig von
der Anfallsfrequenz (SUTULA 2002; NADLER 2003).
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3.4. Neuronale Plastizitat und Mikroglia

Mikrogliazellen beeinflussen die synaptische Aktivitat durch die Ausschittung
verschiedener Zytokine (MORRIS et al. 2013). Man geht davon aus, dass die
ruhende Mikroglia die synaptischen Aktivitdat kontinuierlich  Uberwacht
(KHALAF u. TAEGTMEYER 2012). Verschiedene Studien konnten darstellen,
dass die von der Mikroglia produzierten Zytokine eine wichtige Rolle bei
anfallsassoziierten pathologischen Veranderungen im Hippocampus (neuronaler
Zelltod, Neurogenese, reaktive Gliose sowie das Ausspriefien der Moosfasern)
spielen (MCNAMARA 1994; PARENT u. LOWENSTEIN 1997; JANKOWSKY
u. PATTERSON 2001). Im Anschluss an einen Insult setzt die Mikroglia
verschiedene inflammatorische Zytokine frei. Dadurch kann sie zu diesen
Entziindungsvorgangen beitragen (BENVENISTE 1992; KREUTZBERG 1996).
Des Weiteren sind mikrogliale Zellen in der Lage Glutamat freizusetzen. Dieser
exzitatorischer Neurotransmitter kann zu exzitotoxischer Neuronendegeneration
sowie zum Zelltod glialer Zellen fihren (CZEH et al. 2011). Fir die Mikroglia
konnte jedoch zudem ein neuroprotektiver Effekt nachgewiesen werden, welcher
zur Neuroregeneration beitragt. Dieser wird durch die Sekretion von transforming
growth factor B, brain-derived neurotrophic factor (BDNF), Neurotrophin-3 und
dem nerve growth factor vermittelt (ELKABES et al. 1996; MIWA et al. 1997).

4, Priifung der Wirksamkeit des PPARy-Agonisten
Rosiglitazon
4.1. Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor gamma (PPARY)

Die Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPARS) gehdren neben
Steroid-, Thyroid- und Retinoidrezeptoren zur Superfamilie der nuklearen
Hormonrezeptoren (HENEKA u. LANDRETH 2007). Hierbei handelt es sich um
durch Liganden aktivierte Transkriptionsfaktoren. Dabei werden folgende drei
Isotypen differenziert: PPARa, PPARB/S und PPARy (DESVERGNE u. WAHLI
1999).

PPARy ist auch bekannt als NR1C3 (nuclear receptor subfamily 1, group C,
member 3). Dieser Rezeptor wird in verschiedenen Geweben, wie zum Beispiel
weilRen und braunen Adipozyten, Makrophagen, Skelettmuskelzellen, Leberzellen
und B-Zellen des Pankreas exprimiert (ESCHER et al. 2001; ROSEN et al. 2003;
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HEVENER et al. 2007). Dabei wird zwischen den Unterformen PPARy1 und
PPARY2 unterschieden. Diese differieren nur hinsichtlich ihres Aminosaureendes,
jedoch nicht hinsichtlich ihrer Funktion (MORAES et al. 2006). PPARyl1 ist
hauptsachlich in Fettgewebe, Kolon, Milz, Retina und hamatopoetischen Zellen
zu finden, wohingegen PPARYy2 vor allem in braunem und weillem Fettgewebe
vorhanden ist (TONTONOZ et al. 1994). Die PPAR-Isotypen werden von
unterschiedlichen Genen codiert. Trotzdem besitzen sie vergleichbare DNA- und
Liganden-bindende Domanen (MORAES et al. 2006).

Diese Rezeptoren, PPARs, bestehen aus insgesamt vier Doménen:

1.) Die N-terminale A/B-Domane ist an der Liganden-unabhéngigen

Transaktivierungsfunktion beteiligt.

2.) Die C-Domane bildet eine aus tber 70 Aminosduren bestehende DNA-
bindende Doméne (= DBD) (MANGELSDOREF et al. 1995) und besteht
aus zwei Zinkfingern, die liber eine a-helikale DNA-Struktur miteinander
verbunden sind (SCHWABE et al. 1993).

3.) Die D-Domaéne, die auch als hinge domain (= Gelenkdoméne) bezeichnet

wird, verbindet die DBD mit der Liganden-bindenden Doméne.

4.) Die E/F-Doméne, welche auch als C-terminale, Liganden-bindende
Doméne (=LBD) bezeichnet wird, besteht aus einer a-helikalen

Sandwich-Struktur mit einer zentral gelegenen hydrophoben Tasche
(MANGELSDOREF et al. 1995; BERNARDO u. MINGHETTI 2006).

N{ AB | c | D | EF |cC

Abb. 4 Aufbau des PPARy (modifiziert nach MORAES et al. (2006). Die N-terminale A/B-
Doméne ist an der Liganden-unabhangigen Transaktivierungsfunktion beteiligt. Die C-
Domane stellt die DNA-bindende Doméne (DBD) dar. Die D-Domane dient als
Verbindungsstiick der DBD und der E/F-Doméne. Diese wird auch Liganden-bindende
Domane genannt (LBD).

Im Rahmen der Transkription bilden die PPARs mit einem Retinoid-X-Rezeptor
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ein Heterodimer (KLIEWER et al. 1992). Die Aktivierung dieses Heterodimers
erfolgt durch PPAR- oder Retinoid-X-Agonisten (DAYNES u. JONES 2002).
Durch die Bindung dieser Agonisten wird das Heterodimer aktiviert und bindet an
sogenannte PPAR response elements (PPRESs), die in der Promotorregion des
Zielgens vorhanden sind (KLIEWER et al. 1992; FEIGE et al. 2005). Dadurch
wird die Expression von Genen initiiert (JONES et al. 2002). Die PPRESs bestehen
aus der Sequenz ,,AGGTCA“ (IJPENBERG et al. 1997). Der Retinoid-X-
Rezeptor bindet an die C-terminale Doméane des PPARs und die 3"-Seite des
PPREs. Der PPAR verbindet sich mit dem PPRE (ber dessen 5°-Seite
(JPENBERG et al. 1997; KERSTEN u. WAHLI 2000). Sind keine Liganden in
der Né&he, werden die PPARs durch Co-Repressor-Proteine besetzt. Diese
unterdrucken die Gentranskription und inaktivieren somit den Rezeptor. Durch die
Bindung eines Liganden wird das Co-Repressor-Protein abgespalten und durch
einen Co-Aktivator-Komplex ersetzt (JONES et al. 2002). Dieser Komplex
besteht aus dem PPAR-Liganden-Protein und dem Steroidrezeptor-Co-Aktivator-
1, welche im Zytoplasma lokalisiert sind und zum Zellkern transferieren (ZHU et
al. 1997).

PPARs beeinflussen sowohl den Fett-, Glukose- und Energiestoffwechsel als auch
die Differenzierung von Makrophagen und Adipozyten. Die Aktivierung des
PPARy, auf welche im Folgenden nédher eingegangen werden soll, fordert unter
anderem die Adipogenese und erhéht die Insulinaktivitdt (SPIEGELMAN 1998;
ROSEN et al. 1999; BERNARDO u. MINGHETT]I 2006). Die Aktivierung dieses
Rezeptors kann zudem eine entziindungshemmende Wirkung hervorrufen
(RICOTE et al. 1998). Durch die Unterdriickung der Signalwege verschiedener
Transkriptionsfaktoren wie NF-«xB (nuclear factor kappa B), AP-1 (activated
protein-1), STAT-1 (signal transducer and activator of transcription), N-FAT
(nuclear factor of activated T cell), Erg-1 (erythroblast transformation specific-
related gene), Jun und GATA-3 Dbesitzen PPARy-Agonisten eine
antiinflammatorische  Wirkung. Dadurch kommt es Dbeispielsweise zur
Unterdriickung der Expression von Adhdsionsmolekilen sowie der T- und B-Zell-
Proliferation und -Differenzierung. Des Weiteren kann die Chemotaxis
eosinophiler Granulozyten und die Monozyten- oder Makrophagenaktivitat
reduziert werden (MORAES et al. 2006). Das Eingreifen in die beschriebenen

Signalwege wird als Transrepression bezeichnet. Diese Transrepression ist DNA-
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unabhéngig. Der Rezeptor bindet dabei an Co-Aktivatoren, die an der Aktivierung
diverser proinflammatorischer Transkriptionsfaktoren beteiligt sind oder an die
Transkriptionsfaktoren selbst. Dies vermittelt seine entziindungshemmende
Wirkung (KODERA et al. 2000; LI et al. 2000; YANG et al. 2000).

PPARy in der Mikroglia

PPARy wird unter anderem im Gehirn exprimiert. Dabei stellen die Neuronen die
Mehrheit der Zellen, in denen der Rezeptor vorhanden ist, dar. In den Neuronen
des Hypothalamus haben PPARy-Rezeptoren beispielsweise die Aufgabe das
Energiegleichgewicht, autonome Funktionen und den Metabolismus von Glucose
zu kontrollieren (SARRUF et al. 2009). Des Weiteren sind PPARy-Rezeptoren in
den neuronalen Zellen des Hippocampus, einer wichtigen Region fir die Lern-
und Gedachtnisleistung, zu finden (INESTROSA et al. 2005). In den
Mikrogliazellen stellt PPARy die vorherrschende Isoform dar (JONES et al.
2002). In mehreren in vivo-Studien konnten bereits gezeigt werden, dass PPARy
eine wichtige Rolle bei der Aktivierung mikroglialer Zellen spielt (BERNARDO
et al. 2000; LUNA-MEDINA et al. 2005; BERNARDO u. MINGHETTI 2006;
XU u. DREW 2007). Die Beeinflussung des PPARy in Mikrogliazellen und die
dadurch vermittelte antiinflammatorische Wirkung wird momentan als wichtige
Strategie zur Behandlung verschiedenster neurodegenerativer Erkrankungen
diskutiert (CARTA u. PISANU 2013). Vielversprechende Forschungsergebnisse
fihrten zur Klinischen Prifung der PPARy-Agonisten Rosiglitazon und
Pioglitazon bei Patienten, die an Alzheimer erkrankt sind (WATSON et al. 2005;
HANYU et al. 2009; HARRINGTON et al. 2011). Jedoch wurde weder
Rosiglitazon noch Pioglitazon fir diese Indikation zugelassen (GOLD et al.
2010a; MILLER et al. 2011).

4.2. PPARy-Agonisten

PPARy-Agonisten lassen sich in natirliche und synthetische Liganden
differenzieren. Mittellange- sowie langkettige Fettsduren und Eikosanoide werden
zu den natirlichen Liganden gezahlt. Zu den synthetischen Liganden gehotren
sowohl Peroxisom-Proliferatoren und hypolipamische als auch
insulinsensitivierende Substanzen (WILLSON u. WAHLI 1997). Neben den
nichtsteroidalen  Antiphlogistika (NSAIDs) Ibuprofen, Fenoprofen und
Indomethacin z&hlen die Thiazolidindione zu den bekanntesten synthetischen



I1. Literaturlibersicht 21

Liganden (ESPOSITO et al. 2007; BERNARDO u. MINGHETTI 2008;
AJMONE-CAT et al. 2012).

Thiazolidindione (TZDs)

Die Substanzen dieser Stoffgruppe erhdhen die Insulinsensitivitat. Demzufolge
werden sie bereits zur Behandlung des Typ 2 Diabetes mellitus verwendet
(WILLSON et al. 2001). Des Weiteren fordern sie die Adipogenese und kénnen
die Proliferation von glatten Muskelzellen in Gefalwanden verhindern (WAKINO
et al. 2000). Zudem wurde bereits in mehreren Studien eine antinflammatorische
Wirkung der TZDs nachgewiesen (CELINSKI et al. 2012; CARTA u. PISANU
2013; JIN et al. 2013). TZDs liegen als Racemat vor. Lediglich das (S)-
Enantiomer ist in der Lage aktiv an PPARy zu binden. Folglich liegt die Hélfte
der Substanzen in einem inaktiven Zustand vor (PARKS et al. 1998). Zu den
TZDs gehoren beispielsweise Rosiglitazon, Pioglitazon und Troglitazon. Da im
Rahmen des vorliegenden Dissertationsvorhabens das TZD Rosiglitazon

verwendet wurde, wird dieses nachfolgend genauer beschrieben.

4.3. Rosiglitazon

Der Wirkstoff Rosiglitazon wird als PPARy-Agonist zu der Stoffgruppe der
Thiazolidindione gezahlt (LEHMANN et al. 1995). Aufgrund der Fahigkeit die
Blutglukosekonzentration zu senken, wurde Rosiglitazon unter dem Namen
Avandia® (GlaxoSmithKline, Brentford, England) zur Behandlung des Typ 2
Diabetes mellitus eingesetzt (LEHMANN et al. 1995; WILLSON et al. 2001).
Das Medikament wurde 2010 wegen eines erhohten Herzinfarktrisikos vom Markt
genommen  (MARKS  2013).  PPARy-Agonisten  beeinflussen  den
Lipidstoffwechsel durch die Regulation der Transkription verschiedener Gene
(SARAFIDIS u. BAKRIS 2006; SARAFIDIS u. LASARIDIS 2006; SARAFIDIS
2008). Durch Rosiglitazon erhthen sich die Konzentration des Gesamtcholesterol
sowie des High-Density-Lipoprotein-Cholesterol (HDL-C). Des Weiteren konnte
nachgewiesen werden, dass Rosiglitazon die Partikelkonzentration des Low-
Densitiy-Lipoprotein-Cholesterols (LDL-C) steigert und dessen Partikelgrofie
reduziert (CHIQUETTE et al. 2004). Dies fuhrt zur Flussigkeitsretention und
erhoht somit das Risiko an einem Herzinfarkt zu erkranken (ZHANG et al. 2005;
2011). Die Metabolisierung von Rosiglitazon zu einem inaktiven Metaboliten
erfolgt hauptséchlich in der Leber Uber Cytochrom P450 (CYP) 2C8. Der (brige
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Anteil, ungefdhr ein Prozent, wird in unverdnderter Form (ber den Urin
ausgeschieden (SNYDER u. BERNS 2004; KRENTZ u. BAILEY 2005). Mit
Hilfe einer in vivo-Studie an Gerbils konnte bereits nachgewiesen werden, dass
Rosiglitazon die Blut-Hirn-Schranke passiert (SHEU et al. 2011).

Neben den Auswirkungen auf den Stoffwechsel konnten fir Rosiglitazon
zusatzlich entziindungshemmende Effekte im zentralen Nervensystem beobachtet
werden (BALDWIN et al. 1999; BERNARDO u. MINGHETTI 2006; HENEKA
u. LANDRETH 2007). PPARy-Agonisten gelten durch ihre antiinflammatorische
Wirkung als vielversprechende Therapiemdglichkeit bei einer Vielzahl von
neurologischen Erkrankungen. In einem zerebralen Ischdmie-Modell reduzierten
synthetische PPARy-Agonisten, wie beispielsweise Rosiglitazon, die Produktion
proinflammatorischer Zytokine. Dieser Effekt konnte durch PPARy-Antagonisten
aufgehoben werden (LUO et al. 2006; PEREIRA et al. 2006; TUREYEN et al.
2007). Bei einem Tiermodell der multiplen Sklerose reduzierte das TZD
Pioglitazon die Gliose sowie die Immunreaktion (KIAEI et al. 2005). Fir
verschiedene PPARy-Agonisten konnte in Parkinson-Modellen bereits ein
positiver Effekt nachgewiesen werden (CARTA u. PISANU 2013). Dabei konnte
insbesondere fur Rosiglitazon in einem progressiven Parkinson-Modell eine
antiinflammatorische sowie neuroprotektive Wirkung festgestellt werden
(CARTA et al. 2011). In einem chirurgischen Schadel-Hirn-Trauma-Modell
schwéchte Rosiglitazon die Entziindung ab (HYONG et al. 2008). Bei einem
embolischen Schlaganfallmodell reduzierte die Behandlung mit Rosiglitazon das
Infarktvolumen (ALLAHTAVAKOLI et al. 2007). Auch in Alzheimer-Modellen
wies Rosiglitazon neuroprotektive Effekte auf (LANDRETH et al. 2008;
ESCRIBANO et al. 2010). Aufgrund der klinischen Testphase sowie der
derzeitigen Sicherheitsdaten wurde jedoch Rosiglitazon nicht flr diese Indikation
zugelassen (GOLD et al. 2010b; MILLER et al. 2011). In einem akuten SE-
Modell konnte bereits dargestellt werden, dass Rosiglitazon einen
neuroprotektiven sowie antiinflammatorischen Effekt besitzt. Dieser wurde durch
die Unterdriickung der Produktion reaktiver Sauerstoffradikale und Lipidperoxide
sowie die Steigerung der antioxidativen Funktion der Superoxid-Dismutase und
Glutathion vermittelt (YU et al. 2008). Des Weiteren reduzierte Rosiglitazon
kognitive Defizite und verhinderte zudem die Astrozytenaktivierung sowie
oxidative Schaden infolge eines Pilocarpin-induzierten SE (HONG et al. 2012). In
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einer weiteren Studie konnte festgestellt werden, dass Rosiglitazon im Rahmen
eines Pilocarpin-Modells den neuronalen Zellverlust im Hippocampus verhindert
sowie die erhohte Expression inflammatorischer Transkriptionsfaktoren reduziert.
Auch wurde durch die Behandlung mit Rosiglitazon das Auftreten
wiederkehrender spontaner Anfalle unterdriickt (HONG et al. 2013). Im Rahmen
dieser Studien von Rosiglitazon an SE-Modellen wurde jedoch nicht die
Beeinflussung der Epileptogenese evaluiert. Der PPARy-Agonist wurde jeweils
vor SE verabreicht, so dass der Insult (hier der SE) bereits moduliert wurde.
Wahrend der nachfolgenden Latenzzeit bis zur Entwicklung spontaner Anfélle

(Epileptogenese) wurde Rosiglitazon jedoch nicht verabreicht.

Im Rahmen einer bislang unveroffentlichten Studie konnten wir nachweisen, dass
der PPARy-Rezeptor im Bereich des piriformen Cortex bei epileptischen Tieren,
verglichen mit der dazugehorigen Kontrollgruppe, vermehrt exprimiert wurde.

Beiden Tiergruppen wurde eine Vehikellosung appliziert.
5. Verhaltensuntersuchungen

5.1. Einfihrung

Psychiatrische  und  kognitive  Beeintrdchtigungen sind  hdufig  mit
Epilepsieerkrankungen assoziiert, wobei insbesondere pharmakoresistente
Epilepsiepatienten betroffen sind (TITLIC et al. 2009). Es konnte bereits
nachgewiesen werden, dass auch in Tiermodellen experimentell induzierter
Epilepsie Verhaltensstérungen sowie kognitive Defizite auftreten (BRANDT et al.
2006; SEEGER et al. 2011). Um diese Komorbiditaten im Tiermodell genauer zu
untersuchen, sind Verhaltensmodelle unumganglich. Bei der Interpretation der
Ergebnisse sollte jedoch beachtet werden, dass die gewonnenen Erkenntnisse aus
den Tiermodellen nicht immer mit dem menschlichen Verhaltensweisen
korrelieren (STAFSTROM 2006).

5.2. Verhaltensmodelle

5.2.1. Open Field
Calvin Hall, der Erfinder des Open Fields (OF), untersuchte mit Hilfe dieses
Verhaltenstest den Kotabsatz der Tiere und bestimmte dadurch den Grad des
angstassoziierten Verhaltens der Tiere (HALL 1934). Dieser Test hat sich durch
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die einfachen und schnellen Messungen klar definierter VVerhaltensweisen bewahrt
(WALSH u. CUMMINS 1976; PRUT u. BELZUNG 2003). Das OF kann
bezlglich der Form der Apparatur, der Beleuchtung und der Anreicherung von
Objekten variieren (PRUT u. BELZUNG 2003). Das zu untersuchende Tier wird
in das OF und somit in eine fremde Umgebung gesetzt, die von Wénden begrenzt
wird (WALSH u. CUMMINS 1976). Normalerweise suchen Nagetiere bevorzugt
den duReren Bereich des OF und damit die N&he zur Wand auf. Sie laufen an der
Begrenzung entlang, da sie diese mit ihren Vibrissen orten konnen

(= Thigmotaxis). Das Verhalten der Tiere im OF ist einerseits durch Angst vor der

unbekannten Umgebung und Fluchtbereitschaft andererseits jedoch auch durch
einen hohen Erkundungsdrang gepragt. Weisen die Tiere ein reduziertes
angstassoziiertes Verhalten auf, so verbringen sie mehr Zeit im inneren
Kompartiment der Apparatur (PRUT u. BELZUNG 2003). Neben dem
Angstverhalten sowie dem exploratorischen Verhalten wird auch die Aktivitét der
Tiere untersucht (WALSH u. CUMMINS 1976). In friheren Studien konnte
bereits gezeigt werden, dass Ratten bei denen ein elektrischer SE induziert wurde,
im Rahmen des Tests eine langere Strecke verglichen mit ihrer Kontrollgruppe
zurlcklegten. Dies lasst auf ein hyperaktives Verhalten schlielen, welches auch
bei Humanpatienten zu beobachten ist (KONESKI u. CASELLA 2010; SEEGER
et al. 2011).

5.2.2. Black White Box
Die Black White Box (BWB) wurde 1980 erstmals von Crawley und Goodwin
beschrieben. Die Testapparatur besteht aus einem weil3en und einem schwarzen
Kompartiment, die durch einen Durchgang miteinander in Verbindung stehen
(CRAWLEY u. GOODWIN 1980). Um das angstassoziierte Verhalten der Tiere
zu bestimmen, werden neben der Aufenthaltsdauer in den einzelnen
Kompartimenten auch die Aktivitat sowie die Korperhaltung der Tiere gemessen.
Im schwarzen Teil der BWB zeigen gesunde Nagetiere im Gegensatz zum weilien
Kompartiment verminderte Aktivitdt und richten sich seltener auf, um die
Umgebung zu erkunden (CRAWLEY 1981; BLUMSTEIN u. CRAWLEY 1983).
Vermindertes angstassoziiertes Verhalten fihrt zur vermehrten Erkundung und
folglich einer verlangerten Aufenthaltsdauer im weillen Kompartiment
(CHAOQULOFF et al. 1997).
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5.2.3. Elevated Plus Maze

Das Elevated Plus Maze (EPM) wurde von Handley und Mithani urspringlich zur
Untersuchung des angstassoziierten Verhaltens von Nagetieren verwendet
(HANDLEY u. MITHANI 1984). Das EPM besteht aus vier Armen, die jeweils
im rechten Winkel zueinander angeordnet sind und somit die Form eines Kreuzes
einnehmen. Zwei sich gegenuberliegende Arme sind von seitlichen
Begrenzungswénden umgeben. Die anderen beiden Arme besitzen Kkeine
Begrenzungswénde (HANDLEY u. MITHANI 1984). Handley und Mithani
untersuchten mit Hilfe des EPM die Wirkung anxiolytischer und anxiogener
Substanzen. Dabei wurde die Aufenthaltsdauer der Tiere auf den offenen Armen
gemessen (HANDLEY u. MCBLANE 1993). Auch hinsichtlich der BWB basiert
das Prinzip des Tests auf dem natiirlichen Verhalten von Nagetieren ungeschutzte
Bereiche zu meiden, um Fressfeinden zu entgehen (MONTGOMERY 1955).
Wahrend der Untersuchung werden verschiedene Verhaltensparameter wie
beispielsweise die Zeitdauer des Aufenthalts auf dem jeweiligen Arm sowie die
Anzahl der Wechsel zwischen den vier Armen aufgezeichnet (PELLOW et al.
1985). Es konnte bereits gezeigt werden, dass sich Ratten, bei denen ein
elektrischer SE ausgeldst wurde, vermehrt auf den ungeschitzten, offenen Armen
des EPM aufhalten (SEEGER et al. 2011).

5.2.4. Morris Water Maze
Das Morris Water Maze (MWM) wurde von Richard Morris entwickelt und dient
vor allem der Untersuchung des rdumlichen Lern- und Gedachtnisvermdgens bei
Nagetieren (MORRIS 1984). Bei diesem Test sollen die Tiere mit Hilfe von
Hinweisen aus der Umgebung (Cues) lernen eine verborgene Plattform in einem
wassergefullten Becken aufzusuchen (MORRIS 1984). Die Plattform wird fiir die
Tiere unsichtbar, indem man beispielsweise dem Wasser opake Mittel zusetzt
oder die Plattform dieselbe Farbe wie das Schwimmbecken aufweist (VORHEES
u. WILLIAMS 2006). Gesunde Tiere lernen im Verlauf des Experiments direkt
die Plattform aufzusuchen, indem sie sich an den angebrachten Signalen im Raum
orientieren. Tiere, deren Gehirn geschadigt ist (z.B. Lasionen im Hippocampus)
oder denen Medikamente verabreicht werden, konnen Defizite in ihrem
Lernverhalten aufweisen (MORRIS et al. 1982; SUTHERLAND et al. 1982,
SUTHERLAND et al. 1983). Diese Verhaltensuntersuchung eignet sich

insbesondere zur Evaluierung der Effekte des Alterns, experimentell zugefugter
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Lasionen sowie der Effekte von Wirkstoffen auf die rdumliche Lern- und
Gedachtnisleistung (MORRIS 1984).
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1. ZIELSETZUNG UND ARBEITSHYPOTHESEN

Ziel dieses Dissertationsvorhabens war es mit Hilfe zweier chronischer
Epilepsiemodelle den  PPARy-Agonisten  Rosiglitazon als  mogliche
Praventivmalnahme flr Risikopatienten der Epilepsie zu prufen. Dabei sollte der
Effekt von Rosiglitazon auf die Epileptogenese untersucht werden. Des Weiteren
sollte die Beeinflussung der epilepsieassoziierten Komorbiditdten, kognitiven
Defizite sowie die entzindungshemmende Wirkung von Rosiglitazon evaluiert
werden. In mehreren Studien verschiedener neurologischer Erkrankungen konnte
bereits eine entziindungshemmende Wirkung durch Rosiglitazon nachgewiesen
werden (BALDWIN et al. 1999; KIAEI et al. 2005, BERNARDO u.
MINGHETTI 2006; HENEKA u. LANDRETH 2007; LANDRETH et al. 2008;
CARTA u. PISANU 2013). Des Weiteren konnten schon in chemisch induzierten
Epilepsiemodellen antiinflammatorische sowie neuroprotektive Effekte durch
Rosiglitazon vermittelt werden (YU et al. 2008; CHUANG et al. 2012; HONG et
al. 2012; HONG et al. 2013). Die Beeinflussung von Rosiglitazon auf die

Epilepsieentstehung wurde allerdings bisher noch nicht untersucht.
Post-Status-Epilepticus-Modell

Durch dieses Modell entwickeln die Tiere nach einer gewissen Latenzzeit
spontane epileptische Anfélle. Die Substanz Rosiglitazon sollte daher auf einen
antiepileptogenen Effekt geprift werden. Um eine mdgliche metabolische
Wirkung der verwendeten Dosierung von Rosiglitazon zu (berprifen, wurde der
Blutglukosespiegel der Tiere vor und am Ende der Applikationsphase gemessen.
Des Weiteren wurde mit Hilfe verschiedener Verhaltensuntersuchungen
untersucht, ob Rosiglitazon einen Einfluss auf die Entwicklung
epilepsieassoziierter ~ kognitiver  Defizite  aufweist.  Zur  Evaluierung
antiinflammatorischer und neuroprotektiver Effekte durch die Behandlung mit

Rosiglitazon wurden zudem immunhistochemische Untersuchungen durchgefihrt.
Amygdala-Kindling-Modell

Anhand des Amygdala-Kindling-Modells sollte ein akuter Effekt von Rosiglitazon
auf Anfallsschwelle, Anfallsdauer und Krampfschwere ausgeschlossen werden.
Der Ausschluss einer akuten Wirkung von Rosiglitazon diente der Auswahl einer

nicht antikonvulsiven Dosierung fur das Massive Kindling. Dabei wurde der
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Einfluss von Rosiglitazon auf die Epileptogenese untersucht. Im Anschluss an das
Massive Kindling sollte die Wirksamkeit wvon Rosiglitazon auf ein

subtherapeutisch ~ dosiertes  Standardantiepileptikum  evaluiert  werden.



111. Material und Methoden 29

V. MATERIAL UND METHODEN

1. Priifung des PPARy-Agonisten Rosiglitazon im Post-
Status-Epilepticus-Modell der Temporallappenepilepsie

1.1. Versuchstiere

Unter dem  Titel “Charakterisierung der  epileptogenese-assoziierten
Mikrogliafunktion und deren pharmakologische Modulation” wurde das
Versuchsvorhaben von der Regierung von Oberbayern unter dem Aktenzeichen
55.2-1-54-2532-173 genehmigt. Fur die Untersuchung wurden weibliche Ratten
(Rattus norvegicus forma domestica) vom Stamm Sprague Dawley (Harlan
Winkelmann, Niederlande) verwendet. Bei ihrer Ankunft hatten die VVersuchstiere
ein Korpergewicht von 175-200 g. Die Tiere wurden einzeln in einem
klimatisierten und fur Labornager konzipierten Raum in Makrolonké&figen Typ Il
(EHRET Labor- und Pharmatechnik GmbH und Co.KG, Emmendingen) gehalten.
Diese Kéfige wurden mit Weichholzgranulat (Grade 5, Altromin GmbH, Lage)
eingestreut. Die Tiere erhielten eine Standarddiat (ssniff Spezialdidten GmbH,
Soest) sowie Leitungswasser ad libitum. Das Futter wurde nach Bedarf aufgefullt
und das Leitungswasser zweimal pro Woche erneuert. Eine griindliche Reinigung
und Desinfektion der Kafige sowie der Haltungsrdume und aller damit
verbundenen Gegenstdnden wurde einmal wdchentlich durchgefihrt. Um den
Stressfaktor zu minimieren, fand das Umsetzen der Ratten in einen frisch
hergerichteten K&fig mit einem Abstand von 1-2 Tagen vor den Experimenten
statt. Die Umgebungstemperatur im Tierhaus, in dem die Ratten gehalten wurden,
lag zwischen 22-24 °C und die relative Luftfeuchtigkeit zwischen 46-59 %. Der
Versuchsbeginn startete 25 Tage nach Ankunft der Tiere. Um die circadianen
Einflisse moglichst gering zu halten, begannen die Versuche immer zwischen
7.00 und 9.00 Uhr MEZ (STEWART et al. 2001).

1.2. Post-Status-Epilepticus-Modell

1.2.1. Implantation der Elektrode
Unter Verwendung eines Stereotakten (TSE Systems GmbH, Homburg) konnte
die genaue Positionierung der Ableitungs- und Stimulationselektrode (bipolare

Elektrode aus rostfreiem Stahl mit einer Ummantelung aus Teflon) gewéhrleistet
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werden. Die Ratten wurden mittels Chloralhydrat (360 mg/kg in 10 ml/kg
0,9%iger NaCl-Losung i.p.; Merck KGaA, Darmstadt) narkotisiert. Um die
Schmerzempfindung zu limitieren, wurde den Tieren mindestens 30 Minuten vor
der OP und 24 Stunden danach Meloxicam (Metacam®, Boehringer Ingelheim,
Ingelheim/Rhein; 1 mg/kg in 1 ml/kg Aqua ad injectabilia) subkutan (s.c.)
verabreicht. Nach dem Einspannen in den stereotaktischen Apparat wurde den
Ratten das Lokalanasthetikum Bupivacain 0,5% (Jenapharm® mibe GmbH,
Brehna) s.c. in den zu er6ffnenden Hautbereich injiziert. Zur Feststellung der
Narkosetiefe wurde regelmaRig der Zwischenzehenreflex Uberpruft. Fir die
exakte Implantation der Elektrode wurde der stereotaktische Atlas von PAXINOS
und WATSON (2005) herangezogen. In diesem Atlas wird die Lage der
Hirnstrukturen in  Bezug zu Bregma (rostraler Kreuzungspunkt der
Schédelknochennahte)  dargestellt.  Bregma und Lambda  (kaudaler
Kreuzungspunkt der Schadelknochennéhte) lagen wahrend der Implantation auf
gleicher Hohe. Dies wurde gewahrleistet, indem die Oberkieferhalterung des
stereotaktischen Apparates auf -3,9 mm ventral der Interaurallinie eingestellt
wurde (PAXINOS u. WATSON 2005).

Interaural Line

® Stimulations-undAbleitungsekektrode
O Fixationsschrauben
A Erdungsschraube

Abb. 5 Aufsicht auf den Rattenschédel mit Darstellung der Lokalisation der Stimulations-
und Ableitungselektrode, der Fixationsschraube und der Erdungsschraube. Modifiziert nach
PAXINOS u. WATSON (2005).

Die exakte Positionierung der Stimulations- und Ableitungselektrode erfolgte
durch die Koordinaten anterior posterior (ap) + 2,2; laterolateral (lat) + 4,7 und
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dorsoventral (dv) + 8,5 im Bezug zur Lage des Bregmas. (PAXINOS u.
WATSON 2005) Kranial und kaudal der Stimulations- und Ableitungselektrode
wurde jeweils eine Fixationsschraube aus rostfreiem Edelstahl (Schrauben-
Preisinger GmbH, Minchen) angebracht. Gegenuber der Elektrode wurde eine
Erdungsschraube aus rostfreiem Edelstahl (Schrauben-Preisinger GmbH,
Minchen) in die Schédeldecke positioniert. Letztere wurde mit einer Teflon-
ummantelnden Erdungselektrode verbunden. Zur Stabilisierung der Elektrode und
den Schrauben am Schédel diente kaltpolymerisierender Kunststoff (Paladur®,
Heraeus Kulzer GmbH, Hanau). Um eventuell entstehende Wundinfektionen zu
vermeiden, bestand die Schicht des Kunststoffes, die direkt mit dem
Schadelknochen in Kontakt gekommen ist, aus einer 2,1%igen Gentamicinsulfat-
Mischung (Gentamicinsulfat, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe). Des
Weiteren wurde den Ratten Uber insgesamt acht Tage zweimal téglich
Marbofloxacin (Marbocyl®, Vétoquinol GmbH, Ravensburg) s.c. injiziert. Nach
dem operativen Eingriff wurden die Wundrédnder um das Implantat durch
Einzelhefte adaptiert. Zwischen der Operation und der BLA-Dauerstimulation

erfolgte eine Rekonvaleszenzphase von sechs Wochen.

1.2.2. BLA-Dauerstimulation
Vor der 25-miniltigen Stimulation der basolateralen Amygdala wurde zur
Kontrolle bei jedem Tier das Elektroenzephalogramm (EEG) basal abgeleitet.
Dafur wurde der Steckeraufsatz auf dem Kopf der Ratte tber ein zweiadriges
abgeschirmtes Kabel mit einer Aufzeichnungseinheit verbunden. Im Anschluss
folgte die Dauerstimulation Uber die implantierte Stimulations- und
Ableitungselektrode, um einen sich selbst-erhaltenden SE (SSSE) zu induzieren.
Die Tiere wurden dafiir mit der Stimulationsapparatur (Accupulser Modell A310C
und Stimulus Isolator Modell A310C, World Precision Instruments, Berlin)
verbunden. AnschlieBend wurden die Ratten uUber einen Zeitraum von 25 Minuten,
einer Stromstarke von 700 pA und einer Frequenz von 50 Hz mit Reizstrom
elektrisch stimuliert. Pro Sekunde wurden bipolare Einzelimpulse (100 ms Dauer
mit 1 ms dauernden, alterierend positiv-negativ geladenen Rechteckimpulsen)
erzeugt. Nach der Dauerstimulation erfolgte wiederum die Ableitung des EEGs,
um sicherzustellen, dass das Tier im SSSE ist. Nachfolgend wurde das Kabel vom
Steckeraufsatz entfernt und die Ratten einzeln fiir 3 h 35 min in ein Glasaquarium

gesetzt. Wéhrend der insgesamt vier Stunden wurde die Anfallsaktivitat und —
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schwere, sowie der SE-Typ erfasst, analysiert und protokolliert (Tab. 1). Nach der
vierstiindigen Beobachtungszeit wurde der SSSE mit einer intraperitonealen (i.p.)
Diazepam-Injektion (10 mg/kg i.p.; Diazepam-ratiopharm®, ratiopharm GmbH,
Ulm) unterbrochen und per EEG Uberprift, ob noch elektrographische
Anfallsaktivitdt im Gehirn vorhanden war. Bei Bedarf wurde bis zur
Anfallsunterbrechung Diazepam in gleicher Dosierung nachdosiert. Eine
Zeitdauer des SSSE von vier Stunden ist erforderlich, um nachfolgend die
Entwicklung spontaner epileptischer Anfélle zu gewahrleisten (BRANDT et al.
2003). Um einer Dehydratation vorzubeugen wurde den Ratten bis zum zweiten
Tag post SE Ringer-Lactat-Lésung (5 ml s.c. und 2,5 ml i.p.; Delta Select GmbH,
Dreieich) appliziert. Die Kontrolltiere wurden analog zu den stimulierten Tieren
in die Beobachtungské&fige gesetzt. Auch ihnen wurde sowohl Diazepam als auch

Ringer-Lactat-Losung injiziert.

1.2.3. Anfallsparameter

Die Anfallsstadien wahrend der Beobachtungszeit der BLA-Dauerstimulation
wurden anhand der Tabelle 1 nach BARAN et al. (1995) eingeteilt und
protokolliert (BARAN et al. 1995). Auf Grundlage der Zuordnung der
verschiedenen Anfallsstadien erfolgte die Zuordnung der Tiere zu den
verschiedenen SSSE-Typen. Bei den Tieren, bei denen wahrend der Stimulation
ein SSSE ausgel6st wurde, wurden drei verschiedene Typen von SSSE
unterschieden (BRANDT et al. 2003):

SSSE-Typ I: Anhaltende fokale Anfélle (Krampfstadium I- I11)

SSSE-Typ Il: Fokale Anfélle, die wiederholt von generalisierten Anféllen

unterbrochen werden

SSSE-Typ 1lI: Anhaltende generalisierte Anfélle (Krampfstadium 1V-V)
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Krampfstadien

Charakteristika

Stadium | Immobilitat,  schwacher  Fazialklonus
(Schliel3en eines oder beider Augen, Zittern
der Tasthaare, stereotypes Schniffeln )

Stadium |1 Kopfnicken, schwere Fazialklonien | Fokale
(klonische Kaubewegungen) Anfallsaktivitat

Stadium 111 Unilateraler VVorderextremitéatenklonus

Stadium IV Aufrichten &  bilateraler  rudernder
Vorderextremitatenklonus

Stadium V Aufrichten mit anschlieBendem Verlust der
Stellreflexe nach hinten oder zur Seite | Generalisierte
uberfallen, generalisierte klonische | Anfallsaktivitat
Krampfe

Stadium VI Stadium V mit plotzlichem Rennen

(running) und Springen (bouncing)

Tab. 1 Einteilung der Krampfstadien (BARAN et al. 1995)

1.3. PPARy-Agonist Rosiglitazon
Der PPARy-Agonist Rosiglitazon wurde von der Cayman Chemical Company,

USA hergestellt. Die Lagerung erfolgte bei -20°C. Die Substanz lag als

Kaliumsalz in einer Gber 98%igen Reinheit vor. Das Bindungsverhaltnis zwischen

Rosiglitazon (C1gH19N303S; Molekulargewicht: 357,43 g/mol) und Kalium betrug

1:1.

Abb. 6 Strukturformel des PPAR y-Agonisten Rosiglitazon
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1.4, Bestimmung des Blutglukosespiegels

Rosiglitazon wurde therapeutisch zur Behandlung des Typ 2 Diabetes mellitus
eingesetzt, um die Insulinsensitivitat der Patienten zu erhéhen (WILLSON et al.
2001). Um den Effekt von Rosiglitazon auf den Blutglukosespiegel der Ratten zu
untersuchen, wurde dieser vor Beginn und am Ende der Applikationsphase
gemessen. Als Messgerat wurde GlucoMen®Lx PLUS* (A. MENARINI
diagnostics, Firenze, ltalia) und die dazugehdrigen Teststreifen GlucoMen®Lx
sensor (A. MENARINI diagnostics, Firenze, Italia) benutzt. Das Blut zur
Messung des Blutglukosespiegels wurde an der Schwanzvene des jeweiligen

Tieres unter Isoflurannarkose (Isofluran CP®, cp-Pharma®, Burgdorf) entnommen.

1.5. Erfassung spontaner epileptischer Anfalle

Die Uberwachung der Tiere zur Erfassung spontaner Anfallsaktivitat begann in
der zehnten Woche post stimulationem. Die Aufzeichnung epileptischer Anfalle
erfolgte 24 Stunden pro Tag an 15 aufeinander folgenden Tagen mittels

Elektroenzephalogramm (EEG)-Ableitung und Video-Monitoring.

1.5.1. EEG-Aufzeichnungen

Anhand der EEG-Daten wurden der exakte Zeitpunkt und die Dauer der
Krampfaktivitdt gemessen. Die Signale von 20 Ratten wurden mit Hilfe von 20
Signalverstarkern (Animal Bio Amp, ADInstruments Ltd, Hastings, UK) und drei
Analog-Digitalwandlern (Power Lab/800s, ADInstruments Ltd, Hastings, UK)
synchron aufgezeichnet. Das EEG wurde mit einer Abtastrate von 200 Hz, mit
einem low pass filter von 0,1 Hz und einem high pass filter von 60 Hz erstellt. Zur
Filterung des Frequenzbereiches des Netzstroms von 50 Hz diente ein Notch-
Filter. Die Kabel, die zur Ableitung der EEG-Signale verwendet wurden, wurden
selbst angefertigt. Kommerziell waren keine passenden Kabel zu erwerben, die
den Tieren genug Bewegungsfreiraum boten und zudem eine stérungsfreie
Ableitung sicherstellten. Hierbei handelte es sich um zweiadrige, abgeschirmte
und ummantelte Kabel, die in einen Telefonverdreher einmontiert wurden. Um
das Grundrauschen zu minimieren, wurde die Kabelabschirmung mit Hilfe einer
Krokodilklemme am Verstarker fixiert. Die Auswertung der abgeleiteten EEGs
erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms LabChart7 (ADInstruments Ltd,
Hastings, UK).
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1.5.2. Video-Aufzeichnungen
Anhand der Video-Aufzeichnungen konnten die Anfalle in die verschiedenen
Anfallstypen eingeteilt werden und die Anfallsdauer sowie der genaue Zeitpunkt
des Anfalls Uberpruft werden (siehe 1V.1.2.3).

Wiéhrend der Erfassung spontaner Anfélle befanden sich die Tiere in Glasaquarien
(Flache: 33,5 cm x 79 cm; Hohe: 33,3 cm), die durch eine Trennwand zweigeteilt
wurden. Somit konnten jeweils zwei Tieren pro Aquarium Platz gewahrleistet
werden. Die Aufzeichnung erfolgte ber drei CCD-Schwarz-Weil3-Kameras
(Conrad Electronic GmbH, Hannover) und eine Farbkamera (Conrad Electronic
GmbH, Hannover). Alle Kameras enthielten interne Infrarot-Strahler sowie einen
Lichtsensor. Dies ermdglichte Aufnahmen wahrend der Dunkelphase. Die
Kameras waren mit einem Computer verbunden, der die Daten auf eine RAID
(Rebundant Array of Independent Discs) speicherte. Aufgrund technischer
Probleme musste ab der zweiten Woche des Monitorings auf eine externe
Festplatte (Conrad Electronics SE, Hirschau) gespeichert werden. Die gesamte

Zeitdauer der Erfassung spontaner Anfélle betrug 10 Tage und 5 Stunden.

1.6. Verhaltensuntersuchungen

Die Tiere wurden einen Tag vor dem Beginn der Verhaltensuntersuchungen
anhand des Irwin Score (Kapitel X.1) beurteilt, um Auffalligkeiten im Verhalten
der Tiere zu erfassen. Es konnten keine Verhaltensauffalligkeiten festgestellt

werden.

Die Verhaltensuntersuchungen fanden in einem eigens daflr vorgesehenen,
schallisolierten Raum statt. Die Tests wurden im mittleren Bereich des
Verhaltensraumes durchgefiihrt. Dieses Areal (291 cm x 294 cm) wurde von allen
vier Seiten durch bodenlange, schwarze, blickdichte Vorh&nge, die an einem
metallenen Gestell befestigt waren, begrenzt. Als Unterlage diente ein schwarzer
Teppich. Dadurch erschien die Umgebung gleichméRig schwarz. Wahrend des
Morris Water Maze (MWM) wurde der Teppich entfernt, um ihn weder durch die
groRe Testapparatur noch durch das verwendete Wasser zu beschédigen. Die
verschiedenen Apparaturen wurden direkt in die Mitte des von den Vorhéngen
abgegrenzten Bereiches gestellt. Direkt dartiber befand sich eine Kamera (CCTV
Camera, Modell-Nr. WV-BP330/OE, Panasonic System Solutiones Suzhou Co.
Ltd., Suzhou, China), die den ganzen Versuch aufzeichnete. Diese war mit einem
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Computer, der sich im Nebenraum befand, verbunden. Die Auswertung der Daten
erfolgt durch das Programm EthovisionXT 8.5 (Noldus, Wageningen,
Niederlande). Zur Einstellung der jeweiligen Lichtintensitat wurde ein Luxmeter
(Lightmeter MS-1300, Voltcraft®, Conrad Electronic SE, Hirschau) benutzt. Nach
jedem Durchgang wurde die jeweilige Apparatur von Fékalien gereinigt. Des
Weiteren wurden sie mit 0,1% iger Essigsaure gesdubert, um die Duftmarken des

vorherigen Tieres zu entfernen.

Die verschiedenen Verhaltensuntersuchungen wurden in der nachfolgenden

Reihenfolge durchgefiihrt.

1.6.1. Open Field
Das Open Field (OF) diente als Verhaltenstest zur Untersuchung der Lokomotion,
Exploration und des angstassoziierten Verhaltens. Das OF bestand aus einer
runden, schwarzen Kunststoffapparatur. Diese hatte einen Durchmesser von
115cm und war von einer 25cm hohen Wand umgeben. Da zwei identische
Versuchsapparaturen aufgebaut wurden, war es mdoglich immer zwei Tiere
gleichzeitig zu untersuchen. Die Lichtintensitat wurde durch die Verwendung von
zwei 80 Watt Lampen (Philips Lighting, Eindhoven, Niederlande) auf 10-20 Lux
eingestellt. Die Lampen wurden mittig tber dem OF angebracht. Jeder Durchgang
dauerte 15min. Zu Beginn des Tests wurde das jeweilige Tier einzeln mit
derselben Blickrichtung in das OF gesetzt. Das Computerprogramm unterteilte die
Arena in drei Segmente: einer &ulleren, einer mittleren und einer inneren Zone.
Dabei wurde darauf geachtet, dass die duf3ere und die innere Zone die gleiche
Grundflache besaBen. Waéhrend des WVersuchs wurde die zuriickgelegte
Wegstrecke, die Laufgeschwindigkeit, die rearings (= Aufrichten der Ratten um
mehr als 45°) sowie die jeweilige Aufenthaltsdauer in der &ufleren und inneren

Zone gemessen.

1.6.2. Black White Box
Die Black White Box (BWB) diente der Untersuchung des angstassoziierten
Verhaltens. Die Box bestand aus einem weifen, nach oben offenen Kompartiment

(Grundflache: 39cmx39cm) sowie einem schwarzen, geschlossenen
Kompartiment (Grundflache: 39 cm x 20 cm). Beide Halften waren durch einen

Durchgang von 10cmx10cm miteinander verbunden. Die Wandhohe der
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Apparatur betrug 39 cm. Die BWB befand sich auf einem 80 cm hohen Tisch. Um
die Lichtintensitdt von 50 Lux in dem weilen Kompartiment sicherzustellen,

wurden vier 60 Watt Lampen (240 Volt, Osram Concentra, Frankreich) direkt
Uber der Box ausgerichtet. Zu Beginn jedes Durchgangs wurden die Ratten
einzeln mit Blickrichtung zum Durchgang in das weille Kompartiment gesetzt.
Wahrend einer Zeitdauer von 5 min wurde die Aufenthaltsdauer im jeweiligen
Teil der BWB, die Latenzzeit bis zum ersten Ubertritt in das schwarze
Kompartiment sowie die Anzahl der Ubertritte zwischen beiden Bereichen der
BWB gemessen. Des Weiteren wurde die Anzahl der stretching postures (= mit
gestreckten Oberkdrper in den weien Teil hineinschauen, wahrend die
Hinterfiil3e im schwarzen Teil verbleiben) erfasst. Dies diente als Indikator fur die
Risikobereitschaft der Tiere in das weil’e Kompartiment zu wechseln.

1.6.3. Elevated Plus Maze
Auch das Elevated Plus Maze (EPM) diente zur Untersuchung des
angstassoziierten Verhaltens. Die Kunststoffapparatur bestand aus vier Armen, die
jeweils im rechten Winkel zueinander angeordnet waren und somit die Form eines
Kreuzes einnahmen. Zwei sich gegenuberliegende Arme waren durch 28,5 cm
hohe Begrenzungswande seitlich begrenzt. Die anderen zwei Arme hatten keine
Begrenzungswénde und waren somit seitlich offen. Die Flache jedes einzelnen

Armes betrug 50 cm x 14 cm und das Zentrum zwischen den einzelnen Armen

14 cm x 14 cm. Das EPM befand sich auf einem 82 cm hohen Gestell. Alle vier

60 Watt Lampen (240 Volt, Osram Concentra, Frankreich) wurden iber dem EPM

so ausgerichtet, dass die Lichtintensitat in den geschlossenen Armen 10 Lux und
auf den offenen Armen 20 Lux erreichte. Die kreuzférmige Flache des EPM
wurde anhand des Computerprogramms in das Zentrum und die jeweiligen Arme
unterteilt. Bei den offenen Armen wurde das &uRere Drittel zusatzlich in einen
Bereich unterteilt. Zu Beginn jedes Durchgangs wurden die Tiere jeweils einzeln
mit derselben Blickrichtung in das Zentrum gesetzt und anschlielend fur eine
Zeitdauer von 5min untersucht. Dabei wurde die Laufgeschwindigkeit, die
Aufenthaltsdauer in den einzelnen Bereichen, die zurlickgelegte Strecke, sowie
die Anzahl der head dips (= von den offenen Armen auf den FulRboden schauen)
und der stretching postures (= mit gestreckten Oberkdrper auf den offenen Arm

schauen, wéhrend die Hinterfil3e im geschlossenen Arm verbleiben) gemessen.
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Die head dips und die stretching postures dienten als Indikator der

Risikobereitschaft der Tiere.

1.6.4. Morris Water Maze
Bei diesem Lern- und Gedéachtnistest sollen die Ratten lernen eine sich unter der

Wasseroberflache befindlichen Plattform aufzufinden. Das Morris Water Maze

(MWM) bestand aus einem 60cm tiefen Kunststoffbecken mit einem

Durchmesser von 145cm. Der Wasserspiegel befand sich ca. 2 cm Uber der
Plattform (Flache: 10 cm x 15 cm, Hohe: 26 cm). Als Orientierungshilfe wurden
diverse Merkmale (Kreis, Dreieck, Quadrat) in sichtbarer Hohe auf den
umgebenden Vorhéngen angebracht. Die Flache des Wasserbeckens wurde in vier
Quadranten unterteilt. Die Wassertemperatur betrug wéhrend des Versuches 19

bis 22°C. Das Wasser wurde alle 2 Tage ausgetauscht. Die Lichtintensitat wurde

mit vier 60 Watt Lampen (240 Volt, Osram Concentra, Frankreich) und acht
Halogen-Kaltlichtreflektoren (50 Watt, 230 Volt, Karat, Kleve) auf 60 Lux

eingestellt. Der Versuchsablauf l&sst sich in drei Phasen unterteilen: 1.) die
Habituationsphase, 2.) die Akquisitionsphase (spatial learning) und 3.) der
Extinktionsdurchgang (spatial probe). Zu Beginn des Tests fand ein
Habituationsdurchgang (Tag 0) statt, um die Tiere an die Umgebung und das
Wasser zu gewohnen. Dabei wurde untersucht, ob Unterschiede beziiglich der
Schwimmgeschwindigkeit zwischen den verschiedenen Tiergruppen festzustellen
waren. An den nachfolgenden Tagen erfolgte die Akquisitionsphase (Tag 1-6) mit
jeweils vier Durchgéangen. Bei jedem Durchgang wurde der Quadrant des MWM,
in den die Ratten gesetzt wurden, gewechselt. Es wurde darauf geachtet, dass die
Tiere mit Blickrichtung zur Mitte des Beckens in das Wasser gesetzt wurden. Der
Versuchsdurchgang stoppte entweder nach Auffinden der Plattform oder nach
60 Sekunden bei Nichtauffinden. Jedes Tier, welches die Plattform nicht gefunden
hatte, wurde im Anschluss an den Durchgang fiir zehn Sekunden auf die Plattform
gesetzt. Danach wurden die Tiere mit einem Handtuch abgetrocknet und in einen
durch eine Rotlichtlampe (150 Watt, 240 Volt, Eurofarm GmbH, Bitzberg,
Schweiz) beheizten, grolien Makrolonkafig gesetzt. Im Anschluss an den letzten
Akquisitionsdurchgang fand die spatial probe statt. Hierzu wurde die Plattform
entfernt. Um das Erinnerungsvermdégen an den ehemaligen Standort der Plattform

zu untersuchen, wurden die Tiere fur eine Zeitdauer von 60 Sekunden fir
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wiederum vier Durchgange in das MWM gesetzt.

Wahrend der Habituationsphase wurden die zurilickgelegte Strecke (cm) und die
Durchschnittsgeschwindigkeit (cm/s) gemessen und ausgewertet. Wahrend dem
spatial learning und der spatial probe wurde die Latenzzeit bis zum Auffinden
der Plattform (s), die Dauer der Aufenthalte in den verschiedenen Quadranten (5),
die Durchschnittsgeschwindigkeit (cm/s) und speziell bei der spatial probe die

Kreuzungen der friheren Plattformposition gemessen.
1.7. Histologische Gewebeaufbereitung

1.7.1. Transkardiale Perfusion

Vor der transkardialen Perfusionsfixierung wurden die Ratten mit Pentobarbital
(500 mg/kg i.p.; Narcoren®, Merial GmbH, Hallbergmoos) euthanasiert.

Anschlielend wurde die Ratte in Riickenlage fixiert, Abdomen und Thorax
eroffnet und eine Knopfkanile in die linke Herzkammer positioniert. Um den
Abfluss des Blutes zu gewabhrleisten, wurde das rechte Herzohr erdffnet und dann
zuerst mit einer 0.01 M phosphatgepufferten 0,9%igen Kochsalzlésung (pH 7,6)
das Blut aus dem Blutkreislauf ausgesptilt. AnschlieBend wurde dann das Gewebe
20 min mit einer 4°C kalten Mischung aus 8%iger Paraformaldehydlésung und
0,2 M Phosphatpuffer (pH 7,4) fixiert. Nach der Perfusion wurde das Gehirn
entnommen und fir einen Tag in 4%iger Paraformaldehyd gelagert. AnschlieRend
wurden die Gehirne in einer Mischung aus 30%iger Saccharose-L6ésung und
0,1 M Phosphatpuffer mindestens drei Tage aufbewahrt, um den ndtigen

Gefrierschutz herzustellen.

1.7.2. Herstellung der Gefrierschnitte
Die Gefrierschnitte wurden nach Sattigung der perfusionsfixierten Gehirne mit
der Gefrierschutzlésung an einem Schlittenmikrotom (Modell 1205, Fa. Reichert-
Jung, Wetzlar) unter Hilfe einer Kiihlvorrichtung (Frigomobil, Fa. Reichert-Jung,
Wetzlar) angefertigt. Dazu wurde das Gehirn auf dem Blocktrédger unter
Verwendung von Einbettmedium fir Gefrierschnitte (Jung Tissue Freezing
Medium®, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch) aufgefroren und in
sechs Serien mit einer Dicke von 40 um bei einer Objekttemperatur von -30°C

geschnitten. Die frischen Gehirnschnitte wurden in 0,1 M Phosphatpuffer

zwischengelagert, bis sie anschlielend in das Gefriermedium Uberfihrt und fiir
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24 Stunden in einem -20°C Kuhlschrank zwischengelagert wurden. Danach

wurden sie bei -80°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

1.8. Immunhistochemische und histologische Farbemethoden

Die Anwendung immunhistochemischer und histologischer Féarbemethoden
erfolgte zur Veranschaulichung anfallsinduzierter Veradnderungen auf zelluldrer
und molekularer Ebene. Mit Ausnahme der Nissl-Farbung wurden alle
Farbemethoden im  free-floating-Verfahren  durchgefiihrt. Die exakten
Farbeprotokolle sind im Anhang (Kapitel X.3) aufgefiihrt. Eine Ubersicht tiber die
bei den immunhistochemischen Farbemethoden verwendeten Antikorper ist der
nachfolgenden Tabelle (Tab. 2) zu entnehmen.



111. Material und Methoden

41

Farbung Priméarer Hersteller Sekundéarer | Hersteller
Antikorper Antikorper
Interleukin-1 | Polyklonaler | Abcam, Polyklonaler | Dako,
beta Kaninchen- Cambridge, biotinylierter | Glostrup,
anti-1l-1 beta | UK Ziege-anti- Dénemark
Kaninchen
BrdU Monoklonaler | AbD Serotec, | Cy3- Jackson
Ratte-anti- Kidlington, konjugierter Immuno
BrdU UK Esel-anti- Research,
Ratte Westgrove,
USA
NeuN Monoklonaler | Merck Polyklonaler | Jackson
Maus-anti- Millipore, biotinylierter | Immuno
NeuN Billerica, Esel-anti- Research,
USA Maus Westgrove,
USA
ED1 Monoklonaler | AbD Serotec, | Polyklonaler | Dako,
Maus-anti- Kidlington, biotinylierter | Glostrup,
CD68 UK Kaninchen- Dé&nemark
anti-Maus

Tab. 2 Ubersicht tiber die verwendeten Antikérper

1.8.1. Nissl-Farbung
Die histologische Nissl-Farbung wurde an der ersten Serie der Gehirnschnitte

durchgefuhrt. Mit Hilfe dieser Féarbung lassen sich Neurone von Gliazellen

differenzieren. Durch den basischen Farbstoff Thionin werden insbesondere

Nissl-Schollen (Stapel endoplasmatischen Retikulums) angeféarbt. Diese Nissl-

Schollen sind vor allem im Zellkérper von Neuronen zu finden. Anhand der

Thionin-gefarbten Schnitte wurden nicht nur neurodegenerative Veranderungen

analysiert,

sondern auch die exakte Positionierung der Ableitungs-

und




111. Material und Methoden 42

Stimulationselektrode Uberprift. Die Gehirnschnitte wurden unter der
Verwendung von Chrom-Gelatine auf die Objekttrager aufgezogen und
anschlieBend luftgetrocknet. Zuerst erfolgte die Fixierung der Schnitte durch eine
absteigende Alkoholreihe. Im Anschluss wurden die Gehirnschnitte mit dem
Farbstoff Thionin geféarbt und der Uberschissige Farbstoff in einer aufsteigenden

Alkoholreihe abgewaschen.

1.8.2. Interleukin-1 beta
Das proinflammatorische Zytokin Interleukin-1 beta (IL-1B) wurde unter
Verwendung der zweiten Serie durch eine immunhistochemische Férbetechnik
nachgewiesen. Dieses Zytokin fungiert als wichtiger Entziindungsmediator. Die
hier verwendete Farbetechnik basiert auf der LSAB (Labelled Streptavidin-
Biotin)-Methode.  Dabei  bindet der biotinmarkierte (= biotinylierte)
Sekundarantikdrper an den unkonjugierten Primarantikorper. Streptavidin,
welches wiederum direkt an das Enzym Peroxidase gekoppelt ist, bindet an das
Biotin. Die Sichtbarmachung der Immunreaktion erfolgt dann durch die

Umsetzung eines Chromogensubstrates durch die Peroxidase.

Nach dem Waschen wurden die mit Paraformaldehyd fixierten Schnitte durch
Natriumcitrat bei 80°C hitzedemaskiert. Um die endogene Peroxidase zu
blockieren, erfolgte anschlieBend eine Behandlung des Gewebes mit einer
Wasserstoffperoxid (H,0,)-L6ésung. Durch die darauffolgende Inkubation mit der
Blocking-L6sung wurden unspezifische Bindungen des Primérantikdrpers
verhindert, indem die elektrostatischen Ladungen des Gewebes geséttigt wurden.
Direkt im Anschluss erfolgte die Behandlung mit dem unkonjugierten
Primérantikorper in einer Carrier-Losung. Am nédchsten Tag wurden die
Gehirnschnitte mit dem biotinylierten sekundaren Antikorper in einer Carrier-
Losung inkubiert. Nachfolgend wurde Streptavidin-Meerettichperoxidase
zugegeben, um an das Biotin des sekundaren Antikérpers zu binden. Die
Sichtbarmachung der Immunreaktion erfolgte im Anschluss durch die Zugabe von
3,3’-Diaminobenzidin (DAB Kit, Vector Laboratories, Burlingame, USA).

1.8.3. BrdU/NeuN
Zur Bestimmung SE-induzierter neuronaler Zellproliferation diente der
immunhistochemische ~ Nachweis der in  der DNA  eingebauten

Bromdesoxyuridinsédure (BrdU) sowie aller Nervenzellen. Das BrdU (5-Bromo-
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2’ —deoxy-Uridine, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) wurde den Tieren an Tag 5-9
nach dem SE appliziert. Dieser Proliferationsmarker baut sich in die DNA
neugebildeter ~ Zellen anstelle  von  Thymidin ein. Durch  den
immunhistochemischen Nachweis des Neuronen-spezifischen Proteins NeuN
wurden alle  vorhandenen Nervenzellen markiert. Die BrdU/NeuN-
doppelmarkierten Zellen zeigen die Neurone auf, die zum Zeitpunkt der BrdU-
Applikation neugebildet wurden.

Nach dem Waschen wurden die Gehirnschnitte der dritten Serie bei 65°C zweli
Stunden in einer Formamid/SSC-Mischung denaturiert. Ebenfalls zur
Denaturierung wurden die Schnitte danach sowohl mit Salzsaure als auch
Borsdure behandelt. Die Hitzedenaturierung und S&urebehandlung ist notwendig,
damit der BrdU-Antikérper an das BrdU binden kann. Um unspezifische
Bindungen des PrimérantikOrpers zu verhindern, erfolgte auch bei dieser
Féarbemethode die Inkubation mit einer Blocking-Losung. Die Schnitte wurden
dann mit den beiden primaren Antikdrpern in einer Carrier-Losung Uber Nacht
behandelt. Am darauffolgenden Tag erfolgte die Inkubation der Gehirnschnitte
mit einem Farbstoff-markierten sekundéren Antikorper und einem biotinylierten
sekundaren Antikorper in einer Carrier-Lésung. Der Farbstoff-markierte
Antkorper bindet an den BrdU-Antikorper, wohingegen der biotinylierte
Antikorper an den NeuN-Antikérper bindet. Die NeuN-Immunreaktion wurde

durch die Zugabe des Farbstoff-gekoppelten Streptavidin sichtbar gemacht.

1.8.4. ED1
Zur Quantifizierung der Mikrogliaaktivierung wurde der Marker ED1 (AbD
Serotec, Kidlington, UK) verwendet. Nach dem Waschen der Gehirnschnitte der
vierten Serie erfolgte die Demaskierung mit Hilfe von Natriumcitrat (pH-Wert 9)
bei 80°C. Im Anschluss daran folgte die Blockierung der endogenen Peroxidase
mittels einer Wasserstoffperoxidlésung. Nach der Inkubation mit der Blocking-
Ldsung wurden die Gehirnschnitte fiir circa 12 Stunden in das primére Antiserum
verbracht. Am darauffolgenden Tag erfolgte die Behandlung der Schnitte mit dem
biotinmarkierten sekundéaren Antikérper. Vor der Sichtbarmachung der
Immunreaktion mit Hilfe von 3,3°-Diaminobenzidin wurden die Schnitte mit der

Streptavidin-Meerettichperoxidase inkubiert.
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1.9. Auswertung und Statistik

Die Auswertungen der immunhistochemischen und histologischen Farbungen
erfolgten verblindet. Die Schnittebenen wurden auf der Grundlage von PAXINOS
u. WATSON (2005) definiert.

Analyse der Neurodegeneration und Mikrogliaaktivierung

Die Analyse der Neurodegeneration erfolgte anhand Nissl-gefarbter
Gehirnschnitte mit Hilfe eines Score-Systems. Dabei wurden sowohl die CA;-,
CA;-, CAsz,- und CAgsys-Region des Ammonshorn (Cornu ammonis, CA) sowie
der parietale Cortex und der piriforme Cortex ausgewertet.

Score-Wert | Definition

0 Keine erkenntlichen L&sionen
1 <20% Neurodegeneration

2 20-50% Neurodegeneration

3 >50% Neurodegeneration

Tab. 3 Score-System zur Beurteilung des Schwergrades der Neurodegeneration anhand der
Nissl-Farbung (modifiziert nach BRANDT et al. (2003)).

Auch zur Analyse der aktivierten Mikroglia wurden die EDI1-markierten
Gehirnschnitte mit Hilfe eines Score-Systems ausgewertet. Hierbei wurden Score-
Werte von 0 bis 3 verwendet. Es wurden der piriforme Cortex, CA;-, CAz-, CAgze-
und CAasc4-Region, der Gyrus dentatus sowie der Hilus untersucht.

Quantifizierung BrdU/NeuN-positiver Zellen

Mit Hilfe des konfokalen Mikroskops (LSM 510, Carl Zeiss GmbH, Gottingen)
erfolgte die Auswertung der BrdU-markierten sowie der BrdU/NeuN-
doppelmarkierten Zellen bei 40-facher VergroRerung. Der Gyrus dentatus wurde
bei jedem Tier anhand von sechs Gehirnschnitten untersucht.

Bestimmung der Menge von Interleukin-1 beta (IL-1f) sowie der Anzahl

thioningefarbter Neurone mit Hilfe der ,, optical fractionator “-Methode

Die Quantifizierung der Menge des inflammatorischen Zytokines IL-1f sowie der

Thionin-gefarbten Neurone wurden mit Hilfe einer stereologischen Z&hlmethode,
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der sogenannten optical fractionator-Methode durchgefiihrt (WEST et al. 1991).
Das hierfur verwendete System bestand aus einem Mikroskop (Leica DM LB-
Mikroskop, Leica, Bensheim), einer Plan-Neoflunar Linse (Leica, Bensheim),
einer digitalen Farbkamera (single chip charge coupled device, CCD, CX9000,
Microbrightfield  Europe, Magdeburg), einem  Computer und der
computergestutzten Bildanalysesoftware Stereolnvestigator6.0 (Microbrightfield
Europe, Magdeburg). Bei dieser Methode kann die Z&hlung unbeeinflusst von
Form, GroRe und Orientierung des Zytokins oder der Zellen im dreidimensionalen
Raum (optical disector) erfolgen. Es konnte somit nicht nur die absolute Anzahl
an freigesetzten Zytokinen oder Neuronen ausgewertet werden, sondern auch die
relative Anzahl bezogen auf das Volumen des zu untersuchenden Gewebes. Pro
Tier wurde anhand von sechs Gehirnschnitten beidseits der Bereich des Hilus
ausgezahlt. In jedem auszuzahlenden Bereich wurden zehn sogenannte optical

disectors ausgewertet.

a (frame)
/ pd

1€
|

Abb. 7 Darstellung des optical disectors. Der Bereich a (frame) (60 x 60 um) stellt die
Oberflache des dreidimensionalen Raumes dar. Zellen, die in diesem Bereich liegen, werden
gewertet. So wird Zelle 1 nicht gewertet, da sie die exlusion line berthrt. Zelle 2 liegt
vollstdndig im frame und wird gezéhlt. Zelle 3 liegt zwar nicht vollstandig im Kubus, da sie
jedoch keine exclusion line berthrt, wird sie gezahlt (modifiziert nach KEUKER et al.
(2001)).

Hohe

Statistik

Fur die statistischen Analysen wurde das Computerprogramm GraphPad Prism 5
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA) fur Windows verwendet. Die Daten
wurden als Mittelwert £ SEM (standard error of the mean, Mittelwertsfehler,

Standardfehler) angezeigt. Als Signifikanzwert (p-Wert) wurde p<0,05 festgelegt.
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Die Analyse erfolgte bei normalverteilten Daten unter Verwendung der 1-way
ANOVA. Zur Analyse von zwei zu vergleichender Stichproben parametrischer
Daten wurde der ungepaarte Student’s t-test verwendet. Nichtparametrische Daten
zweier Stichproben wurden durch den Student’s t-test auf Signifikanz geprift. Bei
mehr als zwei Stichproben wurde zuvor mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests
getestet. Die statistischen Analysen der Nissl-Farbung wurden einseitig
ausgefihrt. Die anderen Daten wurden zweiseitig getestet.

1.10. Versuchsdesign

Nach der Implantation einer teflonisolierten bipolaren Edelstahlelektrode in die
rechte basolaterale Amygdala erfolgte die Aufteilung der 60 Ratten in vier
Gruppen. Zwei der Gruppen bestanden aus elektrodenimplantierten
Kontrolltieren, bei denen kein SE ausgel6st wurde. Einer Gruppe wurde die
Vehikellésung und der anderen Rosiglitazon (3 mg/kg in 3 ml Aqua ad inj.) i.p.
appliziert. Die beiden Ubrigen Gruppen bestanden aus elektrodenimplantierten
Tieren, bei denen ein SE ausgel6st wurde. Wiederum einer Gruppe wurde die
Vehikellésung und der anderen Gruppe Rosiglitazon (3 mg/kg in 3 ml Aqua ad
inj.) i.p. verabreicht. Als Vehikellosung wurde Aqua ad inj. (AlleMan Pharma
GmbH, Rimbach) verwendet. Aufgrund von Verlusten des Implantats vor dem SE
mussten 18 Ratten vom weiteren Studienverlauf ausgeschlossen werden. Ein Tier

verstarb vor dem SE.

Im Anschluss an die Implantation der Elektrode erfolgte eine sechswochige
Rekonvaleszenzphase. Nach diesen sechs Wochen erfolgte die elektrische
Stimulation der basolateralen Amygdala. Dabei wurde ein sich selbst-erhaltender
Status epilepticus (SSSE) ausgeldst, der nach vier Stunden durch die Applikation
von Diazepam (10 mg/kg i.p.; Diazepam-ratiopharm®, ratiopharm GmbH, Ulm)
unterbrochen wurde. Tiere, die einen SSSE-Typ O oder | hatten, wurden von
weiteren Versuchen ausgeschlossen. Finf Tiere starben durch oder in Folge des
SSSE. Direkt nach der Diazepam-Gabe wurde auch erstmals die Vehikellésung
bzw. Rosiglitazon i.p. appliziert. Diese Behandlung wurde von nun an weiteren 27
Tagen einmal taglich i.p. fortgesetzt. An den Tagen 5-9 der Applikationsphase
wurde den Tieren Bromdesoxyuridinsaure (5-Bromo-2"—deoxy-Uridine, Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA) zweimal taglich i.p. injiziert.

Neun Wochen nach der Dauerstimulation erfolgte ein zweiwdchiges Monitoring
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der Ratten. Dies diente der Analyse spontaner epileptischer Anfélle mit Hilfe von
Kameras und Elektroenzephalographen (EEG). Zwei Tiere wurden wahrend der
Video- und EEG-Uberwachung aufgrund von schlechtem Allgemeinbefinden von

weiteren Versuchen ausgeschlossen.

Direkt im Anschluss an die Uberwachung wurden bei den Ratten verschiedene
Verhaltensuntersuchungen (Morris Water Maze, Black White Box, Elevated Plus
Maze und Open Field) durchgefuhrt. Wahrend der Verhaltenstests verloren zwei
Tiere ihr  Implantat und wurden aufgrund dessen von den

Verhaltensuntersuchungen und weiterfiihrenden Untersuchungen ausgeschlossen.

Nach diesen Tests erfolgte die Tétung und Perfusionsfixierung der Tiere.
Nachfolgend wurden die fixierten Gehirne entnommen, von ihnen Gehirnschnitte
angefertigt und anschlielend immunhistochemisch untersucht. Aufgrund der
geringen Tierzahl der Kontrollgruppen wurden bei drei weiteren Sham-Tieren
einer zweiten Charge die Versuche durchgefihrt. Es wurden folgende Féarbungen
durchgefuhrt: 1.) Nissl-Féarbung, 2.) IL-1p, 3.) BrdU/NeuN, 4.) ED1. Die mit IL-
1B gefarbten Schnitte wurden von Tanja Ongerth ausgewertet. Die
Quantifizierung BrdU-markierter und die BrdU/NeuN-doppeltmarkierter Zellen

fuhrte von Andreas Blaschke durch.
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Applikation Rosiglitazon
+ Vehikellsg. 28 Tage ab

Status epilepticus
1x tgl. i.p.

Rekonvaleszenz
6 Wochen

I ] I
BrdU-Applikation Tag 5-9
nach Status epilepticus

Implantation Dauerstimulation Uberwachung Verhaltens- Perfusion & Immun-
der Elektrode (2 Wochen) untersuchungen histologische
(2 Wochen) Untersuchungen

Abb.8 Versuchsdesign und zeitlicher Verlauf des Post-Status epilepticus-Modells

Gruppe 1 | Sham / Vehikel (n=15)

Gruppe 2 | Sham / Rosiglitazon (n=14)

Gruppe 3 | SE / Vehikellésung (n=17)

Gruppe 4 | SE / Rosiglitazon (n=17)

Tab. 4 Einteilung der Gruppen

2. Priifung des PPARy-Agonisten Rosiglitazon im
Amygdala-Kindling-Modell der Temporallappenepilepsie

2.1. Versuchstiere
Diese Studie wurde von der Regierung Oberbayern genehmigt (Aktenzeichen:
55.2-1-54-2532-173). Als Versuchstiere wurden 42 mannliche HsdWin:NMRI

Mause (Harlan Winkelmann, Niederlande) mit einem Anfangsgewicht von 31-

35¢g verwendet. Die Tierhaltung erfolgte analog zur der bereits beschriebenen
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Haltung in Kapitel 1V.1.1. unter Verwendung von Makrolonkafigen Typ 2. Nach
einer 11-t4gigen Eingewodhnungszeit wurde mit den Versuchen begonnen. Um
sicherzugehen, dass die circadianen Einflisse moglichst gering sind, erfolgte der
Versuchsbeginn immer zwischen 7.00 und 9.00 Uhr MEZ (STEWART et al.
2001). Der Versuchsablauf fand in zwei Chargen mit einem zeitlichen Abstand

von zwei Wochen statt.
2.2. Amygdala-Kindling-Modell

2.2.1. Implantation der Elektrode

Die Implantation der Ableitungs- und Stimulationselektrode erfolgte analog zu
dem Kapitel 1V.1.2.1. mit folgenden Unterschieden: Die Oberkieferhalterung
wurde auf 0,0 mm der Intraaurallinie eingestellt und die Koordinaten betrugen
anterior posterior (ap) + 1,0; lateral (lat) + 3,2 und dorsoventral (dv) + 5,3. Diese
wurden zum Bregma addiert, um dort die Elektrode zu platzieren. Meloxicam
wurde mit einer Dosierung von 1mg/kg (Metacam®, Boehringer Ingelheim,
Ingelheim/Rhein; 1:50 Verdinnung mit Aqua ad inj.) s.c. verabreicht. Zur
Narkose wurde Chloralhydrat (400 mg/kg in 10 ml/kg 0,9%iger NaCl-Losung;
Merck, Darmstadt) i.p. appliziert. Das Lokalandsthetikum Bupivacain 0,5%
(Jenapharm®, mibe GmbH, Brehna) wurde s.c. in den zu eréffnenden Hautbereich
injiziert. Des Weiteren wurde den Tieren keine Antibiose verabreicht, da sich der
Operationsbereich ~ bei  Mé&usen sehr selten entzindet. Auch der
kaltpolymerisierende Kunststoff (Paladur®, Heraeus Kulzer GmbH, Hanau),
welcher der Stabilisierung dient, wurde nicht mit einem Antibiotikum gemischt.

2.2.2. Kindling
Nach einer zweiwdchigen Rekonvaleszenzphase begann das Kindling der Méuse.
Die Tiere wurden dazu Uber den Steckeraufsatz ihrer Ableitungs- und
Stimulationselektrode mit einem dreipoligen, abgeschirmten, ummantelten Kabel
verbunden. Dieses war wiederum an eine Stimulatoreinheit (Stimulator 1 Type
215E/1, Hugo Sachs Elektronik, March, Germany) angeschlossen. Die
zwischengeschaltete Switchbox ermdglichte eine kontinuierliche Ableitung des
EEGs. Die Aufzeichnung des EEGs konnte mit Hilfe des Computers und der
Software LabChart7 (ADInstruments Ltd, Hastings, UK) sichergestellt werden.

Der Stimulationsstrom bestand aus monophasischen Rechteckimpulsen mit einer
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Dauer von einer Millisekunde und einer Frequenz von 50Hz fir eine

Gesamtdauer von einer Sekunde. Die Mduse wurden zur Stimulation in einen
Glaskasten gesetzt. Ein dahinter befindlicher Spiegel erleichterte die Beobachtung
des Krampfanfalls. Die Klassifizierung der Krampfsschwere (seizure severity, SS)
erfolgte nach der Tabelle 1. Die Krampfdauer (seizure duration, SD) jedes

einzelnen Tieres wurde aufgezeichnet. Hierbei wurde zwischen der Dauer der

motorischen  Aktivitit (=SD1) und der gesamten Zeitdauer, vom

Stimulationsbeginn inklusive der postiktalen Phase (=SD2) unterschieden.

Anhand der digitalen EEGs der Mause wurde die Nachentladungsdauer (after
discharge duration, ADD) erfasst. Unter der Nachentladungsdauer versteht man
die Zeit, in der nach dem Stimulationsbeginn im EEG Spikes mit einer Frequenz
von mindestens 1 Hz und einer Amplitude mit mindestens doppelter Hohe der
Grundlinie zu erkennen sind. Die ADD1 (= Dauer der auftretenden Spikes) und
die ADD2 (= ADD1 inklusive Spikes mit einem im Vergleich zu den Spikes in
ADD1 verdndertem Muster) wurden protokolliert. Hierbei  wurden
Unterbrechungen im Spike-Muster von bis zu drei Sekunden vernachl&ssigt. Ein
Krampfanfall, der nur im EEG zu erkennen war, wurde als Krampfstadium ,,0*
bezeichnet, da ein Nachentladungsmuster auch ohne motorische Aktivitat
einhergehen kann (SATO et al. 1990). Implantierte Kontrolltiere wurden nicht
stimuliert, jedoch analog zu den anderen Tieren mit dem Kabel verbunden und in

den Glaskasten gesetzt.
Bestimmung der initialen Nachentladungsschwelle

Zu Beginn des Kindling-Prozesses wurde die initiale Nachentladungsschwelle

(after discharge threshold, ADT) fur jedes Tier individuell bestimmt. Zu Beginn
erfolgte die Stimulation mit einer Reizstromstarke von 8pA. Die
Stimulationsstédrke wurde nachfolgend im Abstand von je einer Minute um je
20 Prozent bis maximal 1000 pA stufenweise erhoht. Bei  Auslésung

elektrographischer Anfallsaktivitat wurde gestoppt. Die Stimulationen wurden mit
einer Dauer von jeweils einer Sekunde durchgefihrt. Anschliefend wurde die
Krampfschwere, die SD1, SD2, ADD1 und ADD2 protokolliert.

Aufkindeln

Im Anschluss an die Bestimmung der initialen ADT wurden die Tiere einmal
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taglich an Wochentagen mit einer Reizstromstarke von 700 pA stimuliert. Dies
wurde solange fortgesetzt bis zehn hintereinander folgende generalisierte Anfélle

(= vollgekindelt) zu verzeichnen waren.
Schwellenbestimmung der vollgekindelten Mause

Nachdem die Maduse vollgekindelt waren, wurde im Abstand von ein bis zwei

Tagen flunf bis sechs Mal die Nachentladungsschwelle bestimmt. Nur Tiere mit
einer  stabilen (= maximal zwei Reizstromstarken ~ Abweichung)

Nachentladungsschwelle wurden im Substanzversuch verwendet.

2.2.3. Substanzversuch
Wahrend des Substanzversuches wurden verschiedene Dosierungen von
Rosiglitazon (1 mg/kg, 3 mg/kg, 9 mg/kg gelost in jeweils 10 ml/kg Aqua ad inj.
I.p.) getestet. Vor jedem Substanztest wurde Vehikellésung (Aqua ad inj.)
verabreicht und im Anschluss die Anfallsschwelle bestimmt. Zwischen den
Vehikel- und den darauffolgenden Substanztests wurde jeweils eine Pause mit

einer Zeitdauer von zwei Tagen eingehalten. Bei den Substanzversuchen startete
die Schwellenbestimmung mit einer Reizstromstarke von 8 JA. Bei der

Vehikelkontrollschwelle wurde fiunf Stufen unter der stabilen Anfallsschwelle
begonnen. Die Reizstromstarke wurde nachfolgend im Abstand von einer Minute
jeweils um 20 Prozent bis maximal 1000 pA erhéht. Neben der ADT und den
verschiedenen Anfallsparametern wurde auch die GST (generalized seizure
threshold) bestimmt. Zu Beginn des Substanzversuches wurden dreizehn Tiere zur
Testung der Dosierungen geprift. Diese Méuse waren in zwei Chargen aufgeteilt.
Tiere, die nicht im Substanzversuch getestet wurden, wurden an den
Versuchstagen mit der Vehikellosung injiziert und tberschwellig bei 700 pA
stimuliert. Die Kontrolltiere wurden ebenfalls mit der Vehikelldsung behandelt, in

die Glasterrarien gesetzt aber nicht stimuliert.

2.2.4. Massive Kindling

Die Einteilung der Tiere fur das Massive Kindling erfolgte in drei Tiergruppen:
Kindling/Vehikellosung  (n=14), Kindling/Rosiglitazon ~ (n=11)  und
Sham/Vehikellosung (n=10). Tiere der Gruppe Kindling/Vehikellsg. wurden

zuvor nicht im Substanzversuch geprift. Vor Beginn des Versuches wurde die

Anfallschwelle der Tiere bestimmt. Drei Tage spater startete das Massive
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Kindling mit einer Dauer von neun Tagen. Den Mausen wurde je nach
Gruppeneinteilung Rosiglitazon (9 mg/kg i.p.) oder Vehikell6sung appliziert. Eine
Stunde nach Injektion fand die erste Stimulation der Tiere statt. Dabei wurden die
SS, SD1, ADD1 sowie ADD2 protokolliert und analysiert. Es folgten weitere vier
Stimulationen jeweils im Abstand von einer Stunde. Die Reizstromstarke wahrend
des Massive Kindlings betrug 700 pA. An Tag 10 wurde die Anfallsschwelle der
Tiere unter Vehikelldsung oder Rosiglitazon (9 mg/kg i.p., Vorbehandlungszeit: 1
Stunde) untersucht. Zwei Tage spater (Tag 11) wurde jedem Tier die
Vehikellésung des Standardantiepileptikums Phenobarbital (NaCl, 10 ml/kg i.p.,
Vorbehandlungszeit: 30 min) appliziert und nachfolgend die
Schwellenbestimmung durchgefiihrt. Am darauffolgenden Tag (Tag 12) wurde
allen Tieren Phenobarbital (6 mg/kg in 10 ml/kg NaCl i.p.; Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim) injiziert, nach 30 Minuten die Anfallsschwelle

bestimmt.

2.3. Transkardiale Perfusion und Herzblutentnahme

Im Anschluss an die Schwellenbestimmtung unter Phenobarbital wurden die Tiere
mit Pentobarbital (600 mg/kg; Narcoren®, Merial GmbH, Hallbergmoos)
euthanasiert, das Blut entnommen und anschlielend perfundiert. Die Perfusion
der Mé&use wurde entsprechend Kapitel 1VV.1.7.1 durchgefihrt. Bei Bedarf wurde
den Tieren wiederholt Pentobarbital injiziert. Die Fixierung des Gewebes erfolgte
durch Spulung mit 8%iger Paraformaldehydlésung und 0,2 M Phosphatpuffer
(pH 7,4) Uber zehn Minuten. Das enthommene Blut der Méause wurde in EDTA-
Rohrchen (Sarstedt AG & Co., Numbrecht) aufgefangen und anschlieffend 30 min
bei 4°C zentrifugiert (Centrifuge 5804R, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,
Hamburg, Deutschland). Das Plasma wurde anschlieRend abpipettiert und in
Tubes (Multi®-SafeSeal®Tubes, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
uberfihrt und bei -20°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren. Hierbei
konnten weitere Analysen durchgefiihrt werden, um einen maoglichen Einfluss von

Rosiglitazon auf die Metabolisierung auszuschlieRen.

2.4. Statistik
Zur statistischen Auswertung wurde das Computerprogramm GraphPad Prism 5
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA) fir Windows verwendet. Die

Angaben der Daten erfolgte als Mittelwert + SEM (standard error of the mean,
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Mittelwertsfehler, Standardfehler). Der Signifikanzniveau (p-Wert) wurde auf
p<0,05 festgelegt. Alle statistischen Analysen wurden zweiseitig ausgefuhrt. Bei
verbundenen Einzeldaten wurde bei normalverteilten Stichproben der gepaarte
Student’s t-test angewendet. Die Auswertung verbundener Daten erfolgte anhand
des Wilcoxon-Tests. Nichtverbundende, normalverteilte Daten wurden mit Hilfe
des ungepaarten Student’s t-test analysiert. Der Mann-Whitney-U-Test wurde zur

Auswertung nichtverbundener Stichproben ohne Normalverteilung verwendet.

2.5. Versuchsdesign

Nach der Implantation der teflonisolierten bipolaren Elektrode in die rechte
basolaterale Amygdala wurden 12 der 42 Mé&use als Kontrolltiere eingeteilt. Die
elektrodenimplantierten Kontrolltiere wurden nicht stimuliert. Im Anschluss an
eine Rekonvaleszenzphase von zwei Wochen wurde das Amygdala-Kindling-
Modell generiert. Dabei wurde zuerst die initiale Nachentladungsschwelle (ADT)
bestimmt. Im Anschluss daran fand das ,, Aufkindeln statt. Hierzu wurden die
Tiere einmal tdglich an Wochentagen mit einer Reizstromstarke von 700 pA
stimuliert bis diese zehn generalisierte Krampfanfélle gezeigt hatten. Danach
erfolgte die Bestimmung der ADT und GST. Diese wurde finf bis sechs Mal
gemessen, bis sie einen stabilen Wert erreicht hatten. Ein Tier musste aufgrund
von technischen Problemen und drei Tiere aufgrund von schlechtem
Allgemeinbefinden von weiteren Versuchen ausgeschlossen werden. Nachdem die
Anfallsschwellen der Tiere stabile Werte erreicht haben, wurde Rosiglitazon
(I mg/kg, 3mg/kg, 9mg/kg gelost in jeweils 10ml/kg Aqua ad inj. i.p.;
Vorbehandlungszeit: 1 Stunde) im Hinblick auf den Effekt der verschiedenen
Anfallsparameter (SS, SD1, SD2, ADD1 und ADD?2) untersucht. Ein Tier verstarb
wéhrend dieser Phase des Dissertationsvorhabens. Um die Auswaschung der
Substanz aus dem Organismus zu garantieren, erfolgte anschlieBend eine Wash
out-Phase von mindestens fiinf Wochen. Im Anschluss daran erfolgte das Massive
Kindling. Hierzu wurden die Maé&use an neun hintereinander folgenden
Wochentagen funfmal taglich im Abstand von je einer Stunde stimuliert. Jeweils
vor der ersten, taglichen Stimulation wurde den Tieren Rosiglitazon (9 mg/kg in
10 ml/kg Aqua ad inj. i.p.) oder Vehikellésung (Aqua ad inj., 10 ml/kg i.p.) mit
einer VVorbehandlungszeit von einer Stunde verabreicht. Die Tiere der Gruppe, der
die Vehikellosung verabreicht wurde, wurden zuvor nicht im Substanzversuch

getestet. Am zehnten Tag erfolgte dann die Bestimmung der ADT nach
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Applikation der Substanz bzw. der Vehikellésung. Zwei Tage danach wurde eine
Bestimmung der ADT und GST nach der Gabe von Vehikellosung (NaCl;
10 ml/kg i.p.) durchgefihrt. Am néchsten Tag wurde nach Applikation von
Phenobarbital (6 mg/kg in 10 ml/kg NaCl i.p.) wiederum die ADT und GST
bestimmt. Direkt im Anschluss fand die Totung und Perfusionsfixierung der Tiere
statt. Des Weiteren wurde Blut entnommen und aufbereitet. Die
perfusionsfixierten Gehirne wurden anschliefend entnommen und aufbewahrt.
Ein Tier aus der Gruppe Kindling/Vehikellsg. verstarb zwei Tage vor der NaCl-
Schwellenbestimmung. Ein Tier aus der Kontrollgruppe und eines aus der
Kindling/Vehikellsg.-Gruppe mussten aufgrund von technischen Problemen aus

den Versuchen genommen werden.

Rekonvaleszenz ’ Aufkindeln ‘ ’ Substanzversuche ‘ ’ Wash-out ‘ ’ Massive Kindling ‘
2 Wochen

Pl !

Implantation Initiale ADT Post ADT Perfusion
der Elektrode

Abb.9 Versuchsdesign und zeitlicher Verlauf des Amygdala-Kindling-Modells



V. Ergebnisse 55

V. ERGEBNISSE

1. Priifung des PPARy-Agonisten Rosiglitazon im Post-
Status-Epilepticus-Modell der Temporallappenepilepsie

1.1. Elektrisches SE-Modell

Nach der Elektrodenimplantation (Kap. 1V.1.2.1.) wurde bei 29 Ratten durch die
Dauerstimulation der basolateralen Amygdala (Kap. 1V.1.2.2.) ein sich selbst
erhaltender Status epilepticus (SSSE) induziert. Dieser SSSE wurde nach einer
Zeitdauer von 4 Stunden durch Diazepam beendet. Bei neun Tieren wurde

wiederholt Diazepam appliziert, um den SSSE sicher zu beenden. Von den
insgesamt 29 Tieren verstarben 13,8% (n=4) post stimulationem. 10,3% zeigten
keine Anfallsaktivitat. Kein Tier (n=0) entwickelte einen ausschlieBlich fokalen

SSSE (SE-Typ 1). Fokale Anfélle, die wiederholt von generalisierten

krampfhaften Anfallen unterbrochen wurden (SE-Typ II), manifestierten sich bei

3,5% (n=1) und einen generalisierten Anfallstyp (SE-Typ Ill) zeigten 86,2%

(n=25). Die genauen Ergebnisse sind der Tabelle 5 zu entnehmen.
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SE-BLA-Modell
SE/Vehikellsg. | SE/Rosiglitazon Insgesamt

Anzahl der Tiere pro|np=15 n=14 n=29 (100%)
Gruppe
Anfallstyp | Kein  Anfall | n=1 n=2 n=3 (10,3%)
des SSSE | (Typ 0)

Fokaler Anfall | n=0 n=0 n=0 (0%)

(Typ I)

Fokaler Anfall, | n=0 n=1 n=1 (3,5%)

wiederholt von

generalisierten

Anféllen

unterbrochen

(Typ 1)

Generalisierter | n=14 n=11 n= 25 (86,2%)

Anfall  (Typ

1)
Exitus post stimulationem n=2 n=2 n=4 (13,8%)

Tab. 5 Ubersicht tiber die Tierzahlen in Bezug zum SE-Typ

1.2. Beeinflussung des Blutglukosespiegels

Rosiglitazon besitzt die Fahigkeit die Insulinsensitivitdt zu erhéhen und wurde
aufgrund dessen zur Behandlung des Typ 2 Diabetes mellitus beim Menschen
eingesetzt (WILLSON et al. 2001). Daher wurde der Blutglukosespiegel der
Ratten vor der Verabreichung von Rosiglitazon bzw. der Vehikellésung und nach
drei Wochen taglicher Applikation gemessen und verglichen (Kapitel 1V.1.4).
Zwischen der Rosiglitazon- und Vehikellosung-behandelten Tiergruppe konnte
sowohl vor als auch am Ende der Applikationsphase kein signifikanter

Unterschied festgestellt werden.
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1.3. Erfassung spontaner epileptischer Anfalle

Die meisten Tiere entwickelten einige Wochen nach dem SSSE spontane
epileptische Anfélle. Um auf einen mdglichen antiepileptogenen Effekt von
Rosiglitazon zu prifen, wurden die Ratten zehn Wochen nach der
Dauerstimulation per Video und EEG Uberwacht. Die Anfalle wurden bezlglich

der Anfallshaufigkeit, kumulativen sowie mittleren Anfallsdauer ausgewertet.

Insgesamt konnten 20 Tiere Uberwacht werden (SE/Vehikellésung: n=11;

SE/Rosiglitazon: n=8). Es konnten keine Unterschiede zwischen den beiden

Gruppen beziiglich der Anfallsfrequenz, kumulativen und mittleren Anfallsdauer

festgestellt werden.

1.4, Verhaltensuntersuchungen

Im Anschluss an das Video- und EEG-Monitoring folgten die
Verhaltensuntersuchungen. Um Verhaltensauffélligkeiten der Tiere zu erfassen,
wurden sie zuvor anhand des Irwin-Score.Sytem untersucht (Kapitel X.1). Es

wurde kein Tier von den Verhaltensuntersuchungen ausgeschlossen. In den

nachfolgenden Tests wurden die Gruppen Sham/Vehikelldsung (n=7),

Sham/Rosiglitazon (n=7), SE/Vehikellosung (n=11), SE/Rosiglitazon (n=8)

miteinander verglichen.

1.4.1. Open Field
Der Test Open Field dient der Beurteilung von Lokomotion und wurde fur die
Erfassung angstassoziierter Verhaltensweisen etabliert (HALL 1934; WALSH u.
CUMMINS 1976; CRABBE 1986; LANDGRAF u. WIGGER 2002) (Kapitel
11.5.2.1). Die vier verschiedenen Gruppen wurden hinsichtlich der zurlickgelegten
Strecke, der Durchschnittsgeschwindigkeit, der rearings und der Aufenthaltsdauer
in der inneren und der &ueren Zone untersucht. Dabei konnte kein signifikanter

Unterschied zwischen den Tiergruppen festgestellt werden.

1.4.2. Black White Box
Die Black White Box wird zur Erfassung von angstassoziierten Verhaltensweisen
verwendet (COSTALL et al. 1989) (Kapitel 11.5.2.2). Zwischen den Tiergruppen
konnte hinsichtlich der Aufenthaltsdauer in dem weillen oder schwarzen
Kompartiment kein signifikanter Unterschied verzeichnet werden. Auch die

Latenzzeit bis zum Eintritt in den schwarzen Teil der Box sowie die Anzahl der
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Ubertritte zwischen beiden Kompartimenten und die Anzahl der stretching

postures wiesen keinen signifikanten Unterschied auf.

1.4.3. Elevated Plus Maze
Das Elevated Plus Maze dient der Untersuchung angstassoziierter
Verhaltensweisen bei Nagern (HANDLEY u. MITHANI 1984) (Kapitel 11.5.2.3).
Dabei wurden die Aufenthaltsdauer und die Haufigkeit des Aufenthalts auf den
offenen sowie den geschlossenen Armen als auch dem Zentrum des EPM
analysiert. Bei den offenen Armen wurde dabei zwischen dem &ufReren und dem
inneren Anteil des Arms unterschieden. Des Weiteren wurden die zuriickgelegte
Strecke und die Haufigkeit der head dips sowie der stretching postures untersucht.
Es konnte keine Signifikanz zwischen den Tiergruppen hinsichtlich der

untersuchten Parameter festgestellt werden.

1.4.4. Morris Water Maze

Das Morris Water Maze (MWM) stellt einen Lern- und Gedéchtnistest bezlglich
der raumlichen Orientierung bei Nagetieren dar (MORRIS 1984) (Kapitel
11.5.2.4). Wahrend des Habituationsdurchganges konnte hinsichtlich der
zuriuckgelegten Strecke sowie der Durchschnittsgeschwindigkeit ein signifikanter
Unterschied zwischen den Rosiglitazon-behandelten Kontrolltiere im Vergleich
zu den mit Vehikellésung behandelten Kontrolltieren festgestellt werden (Abb.
10).
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Abb. 10 Effekte von Rosiglitazon im Habituationsdurchgang des Verhaltenstests MWM.
A) Zuruckgelegte Strecke, B) Mittlere Geschwindigkeit (Mittelwert + SEM). Die
zurickgelegte Schwimmstrecke und die mittlere Geschwindigkeit waren bei der
Rosiglitazon-behandelten Kontrollgruppe signifikant erhéht im Vergleich zur Vehikel-

behandelten Kontrollgruppe. (Sham/Vehikellsg.: n=7, SE/Vehikellsg.: n=9,
Sham/Rosiglitazon: n=7, SE/Rosiglitazon: n= 8).
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Nach der Habituation folgte die sechstdgige Akquisitionsphase. An den Tagen 1,
4, 5 und 6 erreichten Vehikel-behandelten Kontrolltiere signifikant schneller die
Plattform im Vergleich zu den Vehikel-behandelten SE-Tieren. An Tag 5 fanden
benétigen die Rosiglitazon-behandelten SE-Tiere signifikant mehr Zeit zum
Auffinden der Plattform verglichen mit den dazugehorigen Kontrolltieren.
Bezlglich der Latenzzeit konnte an Tag 2 keine Signifikanz zwischen den
Tiergruppen festgestellt werden. Am dritten Tag erreichten die SE/Rosiglitazon-
Tiere die Plattform signifikant schneller als die SE/Vehikel-Tiere (Abb. 11, Abb.
12).
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Abb. 11 Effekte von Rosiglitazon wahrend der Akquisitionsphase des MWM. Die Dauer bis
zum Auffinden der Plattform (Mittelwert + SEM). An den Tagen 1 (A), 4 (D), 5 (E) und 6 (F)
erreichten die Vehikel-behandelte Kontrolltiere signifikant schneller die Plattform
verglichen mit den dazugehdrigen SE-Tiere. An Tag 5 (E) erreichten die Rosiglitazon-
behandelten Kontrolltiere signifikant schneller die Plattform verglichen mit den
SE/Rosiglitazon-Tiere. An Tag 2 (B) konnte keine Signifikanz zwischen den Tiergruppen
festgestellt werden. An Tag 3 (C) benétigten die SE/Rosiglitazon-Tiere signifikant weniger
Zeit als die SE/Vehikel-Tiere um die Plattform zu erreichen. (Sham/Vehikellsg.: n=7,
SE/Vehikellsg.: n=9, Sham/Rosiglitazon: n=7, SE/Rosiglitazon: n=38).
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Abb. 12 Effekte von Rosiglitazon wahrend der Akquisitionsphase des MWM. Lernkurve fir
das mehrtégige Training im MWM bezlglich der Latenzzeit bis zum ersten Auffinden der
Plattform (Mittelwert £ SEM). * = signifikant zu Sham/Vehikellsg., # = signifikant zu
SE/Rosiglitazon, + = signifikant zu SE/Vehikellsg. (Sham/Vehikellsg.: n=7, SE/Vehikellsg.:
n=9, Sham/Rosiglitazon: n=7, SE/Rosiglitazon: n=8).

Wahrend der spatial probe war die Latenzzeit bis zum Erreichen der friiheren
Plattformposition bei den Kontrolltieren signifikant niedriger im Vergleich zu den
dazugehorigen SE-Tieren. Des Weiteren erreichten die Rosiglitazon-behandelten
Kontrolltiere diesen Bereich signifikant schneller als die Kontrolltiere, denen die
Vehikellosung verabreicht wurde. Die mit Rosiglitazon behandelten SE-Tiere
wiesen eine signifikant hohere Durchschnittsgeschwindigkeit auf im Vergleich zu
den Vehikel-behandelten SE-Tieren. Die Rosiglitazon-behandelten Kontrolltiere
kreuzten signifikant haufiger den Bereich der friiheren Plattform als die Vehikel-
behandelten Kontrolltiere und die mit Rosiglitazon behandelten SE-Tiere.
Hinsichtlich der Aufenthaltsdauer in dem Quadrant, in dem zuvor die Plattform

war, konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (Abb. 13).
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Abb. 13 Effekte von Rosiglitazon wahrend der spatial probe des MWM. A) Latenzzeit bis
zum ersten Auffinden der friheren Plattformposition, B) Anzahl der Kreuzungen Uber
ehemalige Plattformposition, C) Durchschnittsgeschwindigkeit (Mittelwert £+ SEM). Die
Kontrolltiere erreichten signifikant schneller die ehemalige Plattformposition im Vergleich
zu den dazugehorigen SE-Tieren. Die Rosiglitazon-behandelten Kontrolltiere bendtigten
signifikant weniger Zeit um diesen Bereich zu erreichen verglichen mit den Vehikel-
behandelten Kontrolltieren. Die Rosiglitazon-behandelten Kontrolltiere kreuzten signifikant
haufiger den Bereich der friheren Plattform als die Vehikel-behandelten Kontrolltiere und
die mit Rosiglitazon behandelten SE-Tiere. Die Rosiglitazon-behandelten SE-Tiere wiesen
eine signifikant héhere Durchschnittsgeschwindigkeit auf als die Vehikel-behandelten SE-
Tiere. (Sham/Vehikellsg.: n=7, SE/Vehikellsg.: n=9, Sham/Rosiglitazon: n=7,

SE/Rosiglitazon: n=8).

1.5. Immunhistochemische Analysen

1.5.1. Nissl-Farbung
Mit Hilfe der Nissl-Farbung und des Score-Systems konnte der Grad der
Neurodegeneration im Bereich des parietalen und piriformen Cortex, der CA;-,
CA,-, CA3,- und CAsc4-Region ermittelt und analysiert werden (Kapitel 1V.1.8.1
und 1V.1.9). In allen untersuchten Bereichen war das Ausmall der
Neurodegeneration der SE-Gruppen zu ihrer jeweiligen Kontrollgruppe
signifikant erhoht (Abb. 14).
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Abb. 14 Effekte von Rosiglitazon auf die Neurodegeneration. Neurodegenerative
Veranderungen im parietalen Cortex (A), in der CA;- (B), CA,- (C), CAs,- (D) und CAzg,-
Region (E) sowie im piriformen Cortex (F) (Mittelwert + SEM). In allen untersuchten
Bereichen waren die neurodegenerativen Veranderungen bei den SE-Gruppen im Vergleich
zur jeweiligen Kontrollgruppe signifikant erhéht. (Sham/Vehikellsg.: n=7, SE/Vehikellsg.:

n= 8, Sham/Rosiglitazon: n= 7, SE/Rosiglitazon: n=8).
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. o /

Abb. 15 Nissl-Farbung zur Bestimmung des Grades der Neurodegeneration. Ausmaf der
Neurodegeneration im Bereich des Hippocampus bei einem mit Vehikellsg. behandelten
Sham-Tier (A) und einem mit Vehikellsg. behandelten SE-Tier (B). Malistabbalken =
100 pm.

Mit Hilfe einer stereologischen Zahimethode wurden die Thionin-gefarbten Zellen
im Hilus erfasst und anschlieBend ausgewertet (Kap.lVV.1.9). Bei den
Rosiglitazon-behandelten SE-Tieren befanden sich sowohl absolut als auch relativ
signifikant weniger Thionin-positive Zellen im Hilus im Vergleich zu ihrer
Kontrollgruppe. Bezliglich der relativen Anzahl wurden bei den Vehikel-
behandelten Kontrolltieren verglichen mit der dazugehtrigen SE-Gruppe
signifikant mehr Thionin-markierte Zellen festgestellt (Abb. 16). Aufgrund von
Rissen im Gewebe konnte je ein Tier der Gruppe Sham/Rosiglitazon,

SE/Rosiglitazon und SE/Vehikellésung nicht ausgewertet werden.
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Abb. 16 Effekte von Rosiglitazon auf die Anzahl Thionin-positiver Zellen im Hilus
(Mittelwert £ SEM). A) Absolute Anzahl, B) Relative Anzahl. Die Rosiglitazon-behandelten
SE-Tiere hatten absolut und relativ signifikant weniger Thionin-positive Zellen im Hilus im
Vergleich zur dazugehérigen Kontrollgruppe. Die Vehikel-behandelten SE-Tiere wiesen im
Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe eine signifikant geringere relative Anzahl Thionin-
markierter Zellen auf. (Sham/Vehikellsg.: n=7, SE/Vehikellsg.: n=7, Sham/Rosiglitazon:

n= 6, SE/Rosiglitazon: n=7).
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1.5.2. Interleukin-1 beta

Die Quantifizierung von Interleukin-1 beta (IL-1p) im Hilus erfolgte mit Hilfe der
stereologischen Zahlmethode ,,optical fractionator* (Kapitel 1V.1.9). IL-1p ist als
inflammatorisches Zytokin ein wichtiger Marker zur Bestimmung des Ausmalies
von Entzlindungsreaktionen. Die Rosiglitazon-behandelten SE-Tiere wiesen
sowohl bei der absoluten als auch bei der relativen Zahl IL-1 immunreaktiver
Zellen einen signifikant erhdhten Wert im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe auf.
Bei der relativen Zahl wurde bei den Vehikel-behandelten SE-Tieren ein
signifikant hoéherer Wert an IL-1B verglichen mit der dazugehdrigen
Kontrollgruppe festgestellt. Zwei Tiere der Gruppe SE/Vehikel konnten aufgrund
von Rissen im Gewebe nicht ausgewertet werden. (Abb. 17).
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Abb. 17 Effekte von Rosiglitazon auf die Expression des inflammatorischen Zytokins IL-1p.
A) absolute Zahl IL-1p immunreaktiver Zellen im Hilus, B) relative Zahl IL-1p
immunreaktiver Zellen im Hilus (Mittelwert + SEM). Die absolute Zahl IL-1p
immunreaktiver Zellen war bei der Rosiglitazon-behandelten SE-Gruppe im Vergleich zur
dazugehdrigen Kontrollgruppe signifikant erhéht. Bei beiden SE-Gruppen war im Vergleich
zur jeweiligen Kontrollgruppe die relative Zahl IL-1p immunreaktiver Zellen signifikant
erhdht.  (Sham/Vehikellsg.: n=7, SE/Vehikellsg.: n=6, Sham/Rosiglitazon: n=7,
SE/Rosiglitazon: n=8).

1.5.3. BrdU/NeuN
Zur  Analyse neugebildeter  Neuronen wurde den  Tieren  der
Zellproliferationsmarker BrdU nach dem SE injiziert (Kap. 1V.1.8.3). Die mit
Rosiglitazon behandelten epileptischen Tiere wiesen im Vergleich zu ihrer
Kontrollgruppe signifikant mehr BrdU-positive sowie BrdU/NeuN-positive Zellen
auf (Abb. 18).
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Abb. 18 Effekte von Rosiglitazon auf die Anzahl BrdU-markierter und BrdU/NeuN-
doppelmarkierter Zellen im Gyrus dentatus. A) Anzahl BrdU-positiver Zellen, B) Anzahl
BrdU/NeuN-positiver Zellen (Mittelwert + SEM). Die Rosiglitazon-behandelten SE-Tiere
wiesen im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe signifikant mehr BrdU-positive sowie
BrdU/NeuN-positive  Zellen auf (Sham/Vehikellsg.: n=7, SE/Vehikellsg.: n=6,
Sham/Rosiglitazon: n=7, SE/Rosiglitazon: n=8).
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Abb. 19 Ausschnitt des Gyrus dentatus.

15.4. ED1

Die Erfassung des Ausmalies der Mikrogliaaktivierung erfolgte mittels eines
Score-Systems (Kapitel 1V.1.9). Im Gyrus dentatus, der CA;- und CA,-Region
sowie im piriformen Cortex konnte bei den SE-Gruppen im Vergleich zu ihren
Kontrollgruppen signifikant mehr aktivierte Mikroglia dargestellt werden. Im
Hilus als auch in der CAs.4-Region wiesen nur die Vehikel-behandelten SE-Tiere
eine signifikante Erhdhung im Vergleich zu den dazugehdrigen Kontrolltieren auf
(Abb. 20).
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Abb. 20 Effekte von Rosiglitazon auf die Aktivierung der Mikroglia. Mikrogliaaktivierung
im Bereich des Hilus (A), Gyrus dentatus (B), der CA;- (C), CA,- (D), CAz4-Region (E) sowie
des piriformen Cortex (F) (Mittelwert + SEM). Im Gyrus dentatus, der CA;- und CA,-Region
als auch im piriformen Cortex war bei den SE-Gruppen im Vergleich zur jeweiligen
Kontrollgruppe die aktivierte Mikroglia signifikant erhéht. Im Hilus und in der CAzys-
Region wiesen die Vehikel-behandelten SE-Tiere eine signifikant erhéhte Anzahl

mikroglialer Zellen verglichen mit ihren Kontrolltieren auf. (Sham/Vehikellsg.: n=7,
SE/Vehikellsg.: n=8, Sham/Rosiglitazon: n=7, SE/Rosiglitazon: n= 8).

2. Priafung des PPARy-Agonisten Rosiglitazon im
Amygdala-Kindling-Modell der Temporallappenepilepsie

2.1 Wirksamkeit verschiedener Dosierungen von Rosiglitazon
Wahrend des Substanzversuches (Kapitel 1V.2.2.3) wurden drei verschiedene
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Dosierungen (1 mg/kg, 3 mg/kg, 9 mg/kg) von Rosiglitazon getestet. Diese
wurden jeweils mit einer zuvor durchgefuhrten Vehikelkontrollschwelle

verglichen. Konnte bei der Schwellenuntersuchung kein Anfall ausgeldst werden,
wurde zur Analyse der ADT eine Reizstromstarke von 1000 pA verwendet.

Hinsichtlich der Krampfschwere (SS), der Anfallsdauer (SD1 und SD2) als auch
der Nachentladungsdauer (ADD1 und ADD2) konnte Kkein signifikanter
Unterschied zwischen den Daten der Behandlungsversuche und den Daten der
zuvor durchgefuhrten Vehikelkontrollversuchen festgestellt werden. Mehrere
Tiere zeigten im Verlauf des Versuches auch nach langerer Pause keine

Anfallsaktivitdt mehr. Daher konnten nur acht Tiere ausgewertet werden.

2.2. Effekt von Rosiglitazon auf die  Wirksamkeit  des
Standardantiepileptikums Phenobarbital

Bezliglich der folgenden Ergebnisse wurden die Daten der Tiere ausgewertet, die
zu Beginn des Massive Kindlings drei aufeinanderfolgende generalisierte Anfalle
aufwiesen. Im Verlaufe des Massive Kindling wurde die Anfallsschwere (seizure
severity, SS), die mittlere SS, die Anzahl der generalisierten Anfélle sowie die
kumulative Dauer der motorischen Krampfanfalle der Rosiglitazon-behandelten
Tiergruppe im Vergleich zur Vehikelkontrollgruppe analysiert. Die kumulative
Dauer der motorischen Krampfanfélle war bei den Rosiglitazon-behandelten
Tieren signifikant erniedrigt. Bei den restlichen untersuchten Parametern konnte
keine Signifikanz festgestellt werden (Abb. 21).
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Abb. 21 Effekte von Rosiglitazon auf die kumulative Dauer der motorischen Anfélle
wéhrend des Massive Kindling (Mittelwert + SEM). Die Rosiglitazon-behandelten Tiere
hatten eine signifikant geringere kumulative Gesamtdauer motorischer Anfalle im Vergleich
zu der Vehikel-behandelten Kontrollgruppe. (Kindling/Rosiglitazon: n=8;
Kindling/Vehikellsg.: n=5).
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Vor Beginn und nach dem Massive Kindling wurde die Anfallsschwelle beider
Tiergruppen bestimmt. Es wurden die Anfallsparameter GST, ADT, SD1, SD2,
ADD1 und ADD2 analysiert. Konnte wahrend der Schwellenbestimmung kein
Anfall ausgeltst werden, so wurde zur Berechnung der mittleren ADT und GST
die maximale Reizstromstarke (1000 pA) verwendet. Die ADT und GST waren
bei der Vehikelkontrollgruppe nach dem Massive Kindling signifikant erhoht. Bei
der Rosiglitazon-behandelten Gruppe konnte eine signifikant erhthte ADT nach
dem Massive Kindling festgestellt werden. Bei den restlichen Anfallsparametern
bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den Tiergruppen (Abb. 22).
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Abb. 22 Effekte von Rosiglitazon auf die Anfallsschwelle vor und nach dem Massive
Kindling: GST (A), ADT (B) (Mittelwert £ SEM). (Kindling/Rosiglitazon: n=8§;
Kindling/Vehikellsg.: n=5).

Nach Ablauf des Massive Kindling wurde die Anfallsschwelle bei beiden
Tiergruppen unter Verabreichung der Vehikellésung von Phenobarbital (NaCl)
bestimmt. Einen Tag spater erfolgte dann die Schwellenbestimmung nachdem
Phenobarbital appliziert wurde. Jede Tiergruppe wurde hinsichtlich der
Anfallsparameter (ADT, GST, SD1, SD2, ADD1, ADD2) sowie dem
Schwellenanstieg (ADT, GST) unter Phenobarbital im Vergleich zur
dazugehorigen  Vehikelkontrollschwelle analysiert. Konnte wahrend der

Schwellenbestimmung kein Anfall ausgelost werden, so wurde auch hier zur
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Berechnung der mittleren ADT und GST eine maximale Reizstromstéarke
(1000 pA) verwendet. Hinsichtlich der erwdhnten Anfallsparameter sowie dem

Schwellenanstieg konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
Tiergruppen festgestellt werden.
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VI.  DISKUSSION

Epilepsien gehdren sowohl bei Hund und Katze als auch beim Menschen zu den
haufigsten neurologischen Erkrankungen (KNOWLES 1998; CHANG u.
LOWENSTEIN 2003; NGUGI et al. 2010). Die mit der Epilepsieerkrankung
assoziierten psychiatrischen Komorbiditaten belasten zusétzlich zu den
epileptischen Anféllen das alltdgliche Leben der Patienten (LEHRNER et al.
1999; JOHNSON et al. 2004; FISHER et al. 2005; SHIHAB et al. 2011).
Hinsichtlich der Behandlung von Epilepsieerkrankungen stellt zudem die
Problematik der Pharmakoresistenz ein groRes Hindernis dar. Circa ein Drittel der
Epilepsiepatienten sind von dieser Komplikation betroffen (HITIRIS et al. 2007).
Es ist demnach von herausragender Bedeutung nach neuen Therapiemdglichkeiten
zu forschen. Bei symptomatischen Epilepsien stellt die Beeinflussung des
Prozesses der Epilepsieentstehung (Epileptogenese), der in Folge eines intitalien
Insultes auftritt, einen wichtigen Ansatz dar (PITKANEN et al. 2007).
Inflammatorischen Vorgangen wird im Rahmen der Epileptogenese eine
bedeutende Funktion zugeschrieben (VEZZANI et al. 2013). Im Vordergrund
steht hierbei vor allem die Population der Mikrogliazellen, die in Folge ihrer
Aktivierung eine Reihe inflammatorischer Mediatoren freisetzt (ZIMMER et al.
1997; PLATA-SALAMAN et al. 2000; RAVIZZA et al. 2005). Neben dieser
Beteiligung an inflammatorischen Prozessen konnen aktivierte Mikrogliazellen
jedoch auch neuroprotektiv wirken (GORDON 2003; MOSSER 2003;
MICHELUCCI et al. 2009). Die pharmakologische Beeinflussung der
Mikrogliafunktion zum regenerativen Phanotyp und der dadurch vermittelte
positive Effekt konnte bereits in verschiedenen Studien neurologischer
Erkrankungen nachgewiesen werden (KIAEI et al. 2005; LANDRETH et al.
2008; CARTA u. PISANU 2013). Dabei konnte gezeigt werden, dass
insbesondere PPARy-Agonisten einen ,,Shift* hin zu einem neuroprotektiven und
antiinflammatorischen Phanotyp von Mikrogliazellen begunstigen. Dieser Effekt
ist auf die  Unterdrickung  der  Expression  inflammatorischer
Transkriptionsfaktoren zuriickzufihren (MORAES et al. 2006). Die Aktivierung
von PPARy wird derzeit als Ansatzpunkt zur Therapie verschiedenster
neurologischer Erkrankungen diskutiert (CARTA u. PISANU 2013). In diesem

Dissertationsvorhaben wurde der Effekt des PPARy-Agonisten Rosiglitazon in
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zwei chronischen Epilepsiemodellen untersucht. Rosiglitazon wurde bereits unter
dem Namen Avandia® von der Firma GlaxoSmithKline zur Behandlung des Typ 2
Diabetes mellitus eingesetzt. Rosiglitazon beeinflusst den Glukosestoffwechsel
durch die Erhéhung der Insulinsensitivitat (WILLSON et al. 2001). Aufgrund von
spezifischen Nebenwirkungen bei Diabetes mellitus-Patienten musste dieses

Préparat jedoch wieder vom Markt genommen werden (MARKS 2013).

1. Post-Status-Epilepticus-Modell

Die Mehrheit der Tiere entwickelt im Anschluss an einen sich selbst-erhaltenden
Status epilepticus mit einer zeitlichen Dauer von vier Stunden chronische Anfélle.
Die anhaltende Anfallsaktivitat flihrte durch die damit verbundenen
neuroplastischen Verénderungen zu neurodegenerativen Prozessen (BRANDT et
al. 2003). Im Rahmen dieser Studie hatte die Behandlung der Ratten mit
Rosiglitazon im Anschluss an einen induzierten Status epilepticus keinen Effekt
auf die Anfallsfrequenz, die Anfallsdauer und die mittlere Anfallsdauer sich
manifestierender spontaner epileptische Anfélle (Kap. V.1.3). Diese Ergebnisse
stehen im Gegensatz zu einer friheren Studie von HONG et al. (2013). Hier
konnte die Behandlung mit Rosiglitazon im chemischen SE-Modell das Auftreten
spontaner Anfalle vermindern. Allerdings wurde in dieser Studie Rosiglitazon
prophylaktisch, d.h. vor dem Status epilepticus verabreicht. Dies widerspricht
jedoch der klinischen Situation von Epilepsiepatienten. In der klinischen Praxis ist
in den meisten Fallen eine Behandlung erst nach Eintreten eines initialen Insultes
mdoglich. Es ist also davon auszugehen, dass in dieser Studie die Behandlung mit
Rosiglitazon in erster Linie Uber eine Beeinflussung des nachfolgenden
ausgelosten SE und weniger Uber einen modifizierenden Effekt auf die
Epileptogenese das Auftreten der spontanen Anfélle beeinflusst hat. Des Weiteren
wurde in der besagten Arbeit von Hong et al. (2013) mit der Auswertung der
Manifestation spontaner Anfalle bereits zwei Wochen nach Status epilepticus
begonnen (HONG et al. 2013). Jedoch entwickeln die meisten Tiere erst drei bis
vier Wochen nach dem Status epilepticus spontane Anfélle. Des Weiteren steigert

sich die Anfallsfrequenz bei einigen Tieren progressiv (BRANDT et al. 2003).

Die anfallsinduzierte Ausschittung proinflammatorischer Zytokine bewirkten
epilepsieassoziierte pathologische Verédnderungen im Gehirn (VEZZANI et al.

2008). Diese Veranderungen umfassen beispielsweise neuronalen Zelltod,
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Neurogenese, reaktive Gliose und das Aussprossen von Moosfasern
(MCNAMARA 1994; PARENT u. LOWENSTEIN 1997; JANKOWSKY u.
PATTERSON 2001). Nachfolgend konnen diese epilepsiebedingten
Schédigungen zu Verhaltensdnderungen sowie kognitiven Defiziten fuhren
(KOTLOSKI et al. 2002; MAZARATI et al. 2007; DUMAN 2009). Der Effekt
von Rosiglitazon auf die Entwicklung psychiatrischer Komorbiditaten wurde mit
Hilfe verschiedenster Verhaltensuntersuchungen analysiert. Die Beeinflussung
angstassoziierter Verhaltensweisen der Tiere wurde anhand der Verhaltenstests
Black White Box und Elevated Plus Maze untersucht. Das lokomotorische
Verhalten der Tiere wurde mit Hilfe des Open Fields evaluiert (Kap.IV.1.6).
Dabei konnte in keinem der aufgefihrten Untersuchungen ein Effekt der
Behandlung festgestellt werden (Kap.V.1.4). Die Evaluierung des Lern- und
Gedachtnisvermdgens der Tiere wurde an Hand von Verhaltensuntersuchungen
im  Morris Water Maze durchgefuhrt (Kap.lV.1.6.4). Wahrend der
Akaquisitionsphase wurde das Lernvermégen der Tiere untersucht. Hingegen
wurde im Rahmen der spatial probe (Extinktionsphase) durch die Analyse der
Suchstrategien die raumliche Gedachtnisleistung der Ratten evaluiert
(BRANDEIS et al. 1989; D'HOOGE u. DE DEYN 2001). In friheren Studien
konnte bereits nachgewiesen werden, dass epileptische Tiere hinsichtlich ihrer
Lern- und Gedéachtnisleistung Defizite aufweisen (BRANDT et al. 2006;
SEEGER et al. 2011). Dies konnte im Rahmen der vorliegenden Dissertation
bestatigt werden (Abb. 11, Abb. 12). Der Effekt von Rosiglitazon auf das Lern-
und  Gedachtnisvermégen  wurde bereits in  mehreren  Tiermodellen
unterschiedlicher Erkrankungen anhand des Morris Water Maze-Test evaluiert.
Dabei konnte die Behandlung mit Rosiglitazon positive Wirkungen erzielen
(SAIN et al. 2011; SAYAN-OZACMAK et al. 2011; WANG et al. 2012). Im
Rahmen einer Diabetes mellitus-Studie konnten auch beim Menschen bereits
positive Effekte von Rosiglitazon auf die Lern- und Gedéchtnisleistung
nachgewiesen werden (ABBATECOLA et al. 2010). Eine Kklinische Studie
bezlglich der Alzheimer-Erkrankung konnte jedoch keine verbesserte kognitive
Leistung infolge der Therapie mit Rosiglitazon nachweisen (GOLD et al. 2010b).
Im Rahmen dieses Dissertationsvorhabens wurde wahrend der Habituationsphase
eine Hyperlokomotion der Rosiglitazon-behandelten Kontrolltiere im Vergleich
zu den Vehikel-behandelten Kontrolltieren festgestellt (Kap. V.1.4.4, Abb. 10).

Diese Hyperlokomotion kann ursachlich fur Abweichungen nachfolgender
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Ergebnisse des Morris Water Maze sein. Eine gesteigerte Aktivitat konnte durch
die Rosiglitazon-Behandlung in den anderen Verhaltensuntersuchungen, wéhrend
denen sich die Tiere jedoch nicht schwimmend fortbewegen, nicht bestatigt
werden. Wahrend der Akquisitionsphase konnte an Tag 3 bei den epileptischen
Tieren ein positiver Effekt von Rosiglitazon auf das Lernvermdgen nachgewiesen
werden. Im Hinblick auf die Lernkurve der Tiere bestand zwischen den Vehikel-
behandelten Tiergruppen héufiger ein signifikanter Unterschied (Tag 1, 4, 5 und
6) im Vergleich zu den Rosiglitazon-behandelten Tiergruppen (Tag 5). Diese
Ergebnisse geben einen weiteren Hinweis darauf, dass die Behandlung mit
Rosiglitazon die Lernleistung der Tiere langfristig beeinflussen kann (Abb. 11,
Abb. 12). Es konnte jedoch kein Effekt der Rosiglitazon-Behandlung bei den
epileptischen Tieren auf die rdumliche Gedachtnisleistung im Rahmen der spatial
probe festgestellt werden. Die Rosiglitazon-behandelten Kontrolltiere konnten
wahrend der spatial probe signifikant schneller die Position der friiheren
Plattform auffinden und kreuzten haufiger diesen Bereich verglichen mit den
Vehikel-behandelten Kontrolltieren. Diese Ergebnisse weisen daraufhin, dass der
PPARy-Agonist Rosiglitazon in der Lage ist, dass rdumliche Gedachtnisvermdgen
bei gesunden Ratten zu steigern. Wéhrend der spatial probe war die
Durchschnittsgeschwindigkeit der Rosiglitazon-behandelten Status epilepticus-
Tiere im Vergleich mit den Vehikel-behandelten epileptischen Tieren erhoht. Dies
kann zu Abweichungen der Ergebnisse im Hinblick auf die Gedéachtnisleistung
der Tiere flhren (Abb. 13). Eine Studie, in welcher Rosiglitazon in einem akuten
Status-Epilepticus-Modell eingesetzt wurde, konnte bereits eine positive
Beeinflussung der Rosiglitazon-Behandlung auf das rdumliche Lernvermdgen
feststellen. Allerdings wurden die Rosiglitazon-Applikationen im Rahmen dieser
Studie auch wahrend der Untersuchungen im Morris Water Maze fortgesetzt. Des
Weiteren wurde mit der Behandlung vor dem Status epilepticus begonnen, was
wiederum eine Modulation des Insults als Folge haben kann (HONG et al. 2012).
Die Ergebnisse dieses Dissertationsvorhabens geben Hinweise auf eine positive
Beeinflussung durch Rosiglitazon auf das Lernvermdgen von Status epilepticus-
Tiere. Die gesteigerte Gedachtnisleistung der Rosiglitazon-behandelten
Kontrolltiere zeigen, dass Rosiglitazon mdglicherweise zukiinftig zur Steigerung
des Geddachtnisses bei gesunden Tieren oder Menschen eingesetzt werden kann.
Um herauszufinden, ob Rosiglitazon auch die Geddchtnisleistung anderer

Tierarten zu steigern vermag, bedarf es in Zukunft weiterer Untersuchungen.
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Epileptische Anfélle fuhren auf zellularer Ebene zu einem massiven Verlust
neuronaler Zellen im Hippocampus sowie im piriformen Cortex (JUTILA et al.
2002; LICKO et al. 2013; RUSSMANN et al. 2013). Analog dazu konnte in der
vorliegenden Studie eine neuronale Degeneration in der CA;-, CA,-, CAs,- und
CAsg4-Region sowie im piriformen Cortex mit Hilfe eines Score-Systems
bestatigt werden. Auch im parietalen Cortex wurde ein neuronaler Zellverlust bei
den epileptischen Tieren festgestellt (Abb. 14). Des Weiteren wurde der neuronale
Zellverlust im Hilus anhand der stereologischen Zellz&hlung evaluiert. Auch in
dieser Gehirnregion kam es zu einem epilepsieassoziierten Verlust neuronaler
Zellen. Eine Behandlung mit dem PPARy-Agonisten konnte diese
anfallsinduzierte Degeneration neuronaler Zellen nicht verhindern (Kap.V.1.5.1,
Abb. 16). Dieses Ergebnis steht im Kontrast zu einer friiheren Studie von SUN et
al. (2008). Hier flhrte in einem chemisch-induzierten Status-Epilepticus-Modell
die Behandlung mit Rosiglitazon zu einer verminderten Neurodegeneration im
Bereich der hippocampalen CA;-Region (SUN et al. 2008). Dieser Effekt konnte
zudem durch eine weitere Studie derselben Arbeitsgruppe bestatigt werden (YU et
al. 2008). Es ist jedoch mdglich, dass die verminderte Neurodegeneration in den
Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe auf die akute Behandlung mit dem PPARy-
Agonist vor dem initialen Insult (hier Status epilepticus) zurtickzufiihren ist.

Proepileptogene Insulte wie beispielsweise Traumen, Schlaganfalle, Fieberanfalle,
virale Infektionen oder auch ein Status epilepticus fiihren zur Aktivierung der
Mikroglia (STREIT et al. 2005). Diese klassische Aktivierung steht meist in
Verbindung mit der Ausschittung proinflammatorischer Zytokine (TEMKIN
2009; RAVIZZA et al. 2011). Die anfallsbedingte Aktivierung der Mikroglia und
die damit verbundene Hochregulation proinflammatorischer Zytokine kénnen die
neuronale Erregbarkeit steigern und zu einem neuronalen Zellverlust fiihren. Es
wird diskutiert, dass die Konsequenzen neuroinflammatorischer Prozesse
nachfolgend zur Anfallsgenerierung (Iktogenese) beitragen (TANIWAKI et al.
1996; ZIMMER et al. 1997; RIZZI et al. 2003). Neben diesem klassischen Weg
gibt es auch eine alternative Aktivierungsform der Mikroglia. Diese wirkt
neuroprotektiv und dient der Gewebereparatur (CZEH et al. 2011). In diesem
Dissertationsvorhaben  sollte die  pharmakologische  Beeinflussung  der
Mikrogliafunktion mit Begunstigung eines regenerativen Phénotyps durch

Rosiglitazon untersucht werden. Es wurde geprift, ob Rosiglitazon die
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Mikrogliafunktion langfristig modulieren kann, um eine neuroprotektive und
antiinflammatorische Wirkungsweise zu vermitteln. PPARy spielt eine wichtige
Rolle bei der Aktivierung mikroglialer Zellen (BERNARDO et al. 2000; LUNA-
MEDINA et al. 2005; BERNARDO u. MINGHETTI 2006, 2008). PPARy-
Agonisten koénnen durch die Unterdriickung der Expression inflammatorischer
Transkriptionsfaktoren  neuroprotektiv.  und  antiinflammatorisch ~ wirken
(MORAES et al. 2006). Im Rahmen dieser Studie konnte der statusinduzierte
Effekt auf die Aktivierung der Mikroglia nachgewiesen werden (Abb. 20). Im
Bereich des Hilus und der CAsq4-Region des Hippocampus reduzierte die
Rosiglitazon-Behandlung den Grad der Aktivierung mikroglialer Zellen bei den
epileptischen Tieren (Abb. 20). Dies weist darauf hin, dass die Behandlung mit
Rosiglitazon in der vorliegenden Studie einen Effekt auf die Mikrogliaaktivierung
besitzt. Diese Wirkung steht im Einklang mit einer friheren Studie von CARTA
et al. (2011). Diese Arbeitsgruppe konnte im Parkinson-Modell eine Reduktion
der Aktivierung mikroglialer Zellen durch Rosiglitazon nachweisen (CARTA et
al. 2011). Auch in einem Schlaganfallmodell reduzierte Rosiglitazon die
Aktivierung der Mikroglia (LEE et al. 2011). Die Resultate weisen daraufhin, dass
die Behandlung mit Rosiglitazon langfristig zu einem verminderten Grad der
Mikrogliaaktivierung bei epileptischen Tieren fiihrt. Um jedoch zu prifen, ob
Rosiglitazon den Phénotyp aktivierter mikroglialer Zellen beeinflussen kann und
so einen antiinflammatorischen Effekt vermittelt, wurde im Rahmen der
vorliegenden Dissertation das von Gliazellen freigesetzte inflammatorische
Zytokin IL-1B quantifiziert (Kap. 1V.1.8.2). In friheren Studien konnte bereits
nachgewiesen werden, dass Rosiglitazon die Konzentration von IL-1f nach
Rickenmarksschadigung verringert (L1 et al. 2013). Im Rahmen des vorliegenden
Projekts konnte die Behandlung mit Rosiglitazon die Expression von IL-1f jedoch
dauerhaft nicht reduzieren (Kap.V.1.5.2, Abb. 17). Dabei sollte allerdings erwahnt
werden, dass zwischen Absetzen der Substanz und der Probengewinnung ein
Zeitraum von Uber drei Monaten lag. Um einen akuten Effekt von Rosiglitazon
wéhrend oder kurz nach der Behandlungsphase auf die Funktionsform der
aktivierten Mikroglia und die damit verbundene Freisetzung inflammatorischer

Zytokine zu untersuchen, sind weitere Untersuchungen nétig.

Im Rahmen eines Status epilepticus kommt es zu einer gestorten neuronalen

Plastizitat in Form einer gesteigerten Neubildung von Neuronen (Neurogenese)
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(KOKAIA 2011). Dies konnte bereits im Rahmen friherer Veroffentlichungen
aus unserer Arbeitsgruppe bestatigt werden (SEEGER et al. 2011; LICKO et al.
2013; RUSSMANN et al. 2013). Die Hypothese der vorliegenden Arbeit war es
den PPARy-Agonisten Rosiglitazon auf eine mogliche epileptogenese-
modifizierende Wirkung zu prifen. Dabei sollte unter anderem gepruft werden, ob
die Mikroglia durch Rosiglitazon dahingehend beeinflusst werden kann, dass
diese zur neuroprotektiven Aktivierungsform moduliert wird. Dies flhrt zur
Gewebereparatur des Gehirns und somit auch zur Regeneration von Neuronen
(KREUTZBERG 1996; CZEH et al. 2011). In einer anderen Studie bewirkte
Rosiglitazon durch die Modulation des neurotrophischen Faktors BNDF (brain-
derived neurotrophic factor) eine vermehrte Zellproliferation sowie eine erhéhte
Differenzierung neuronaler Vorlauferzellen (Neuroblasten) (YOO et al. 2013).
Anhand BrdU/NeuN-gefarbter Gehirnschnitte wurde die Neurogenese im Bereich
des Gyrus dentatus untersucht. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass die
Behandlung mit Rosiglitazon zu einer gesteigerten akuten neuronalen
Zellproliferation zwischen dem funften und neunten Tag nach Induktion des
Status epilepticus fuhrte (Abb. 18). Durch epileptische Anfalle ist haufig eine
gesteigerte  Neurogenese zu beobachten (BENGZON et al. 1997,
HATTIANGADY u. SHETTY 2008; KOKAIA 2011). Es gibt Hinweise, dass
diese neugebildeten neuronalen Zellen unter Umstdnden auch prokonvulsiv
wirken (SCHARFMAN et al. 2000; ZHAN et al. 2010). Es wird diskutiert, dass
diese  prokonvulsiv.  wirkende  Neurogenese durch eine fehlerhafte
Netzwerkintegration der neugebildeten Neurone in Verbindung mit kognitiven
Defiziten steht (PARENT u. LOWENSTEIN 2002; JESSBERGER et al. 2007).
Es konnte bereits in verschiedenen Studien dargestellt werden, dass diverse
antiepileptische Pharmaka eine gesteigerte Neurogenese hervorrufen koénnen
(HAO et al. 2004; LAENG et al. 2004; SHANKARAN et al. 2006). Die in diesem
Dissertationsvorhaben gesammelten Resultate auf eine positive Beeinflussung
durch Rosiglitazon auf das Lernvermdgen im Morris Water Maze koénnten im

Zusammenhang mit der durch Rosiglitazon gesteigerten Neurogenese zu stehen.

Rosiglitazon ist in der Lage den Blutglukosespiegel zu senken, indem es die
Glukoseproduktion in der Leber verringert und die Insulinsensitivtat steigert
(WILLSON et al. 2000; WILLSON et al. 2001). Im Rahmen dieses

Dissertationsvorhabens wurde Rosiglitazon auf einen mdéglichen metabolischen
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Effekt bei Ratten, die nicht an Diabetes mellitus Typ 2 erkrankt sind, untersucht.
Die Messung des Blutglukosespiegels der Ratten wurde sowohl vor als auch am
Ende der Behandlungsphase durchgefiihrt (Kap. 1V.1.4). Die Behandlung mit
Rosiglitazon beeinflusste die Blutglukosewerte der Tiere nicht (Kap. V.1.2).

2. Amygdala-Kindling-Modell

Die wiederholten Stimulationen, welche wahrend des Amygdala-Kindling-
Modells induziert wurden, fiihren zur Entstehung eines hyperexzitablen
Netzwerkes sowie zu zelluldaren Verdnderungen. Diese Verdnderungen treten in
vergleichbarer Weise auch bei Patienten mit Temporallappenepilepsie auf und
steigern nachfolgend progressiv die Anfallsschwere und —dauer (LOSCHER
2002). Mit Hilfe des Amygdala-Kindling-Modells sollten im Rahmen des
vorliegenden Dissertationsvorhabens erkrankungsmodifizierende Effekte des
PPARy-Agonisten Rosiglitazon evaluiert werden. Des Weiteren diente das
Amygdala-Kindling-Modell dazu, die Auswirkungen einer Rosiglitazon-
Vorbehandlung auf die Sensitivitdt von Phenobarbital zu untersuchen. In einer
Pilotstudie wurden akute Effekte durch die Prufung verschiedener Dosierungen
ausgeschlossen (Kap.1V.2.2.3 und Kap.V.2.1). Da mit keiner Dosierung ein akuter
antikonvulsiver Effekt auftrat, wurde die hdchste Dosierung fur den Hauptversuch

verwendet.

Im Anschluss an diese Substanzversuche folgte das Massive-Kindling, welches
eine Temporallappenepilepsie mit hoher Anfallsdichte imitiert (PEKCEC et al.
2009). Im vorliegenden Dissertationsvorhaben wurde mit Hilfe des Massive
Kindling der PPARy-Agonist Rosiglitazon auf erkrankungsmodifizierende Effekte
geprift. Die Behandlung mit Rosiglitazon flihrte wahrend des Massive Kindling
zu einer reduzierten kumulativen Anfallsdauer (Abb. 21). Hinsichtlich der
weiteren Anfallsparameter (seizure severity, mittlere seizure severity, Anzahl der
generalisierten Anfalle) konnte jedoch kein Effekt des Rosiglitazon nachgewiesen
werden. Somit besal3 Rosiglitazon keinen erkrankungsmodifizierenden Effekt.
Dies bestétigte sich durch eine fehlende Wirkung der Substanz auf
Anfallsschwelle der Tiere, die im Anschluss an das Massive Kindling bestimmt
wurde (Kap. 1V.2.2.4).
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Im Anschluss an das Massive Kindling wurden die Auswirkungen einer
Rosiglitazon-Vorbehandlung auf die Sensitivitdt von Phenobarbital untersucht.
Das Standardantiepileptikum Phenobarbital wurde dabei subtherapeutisch dosiert
(Kap.IVv.2.2.4). Durch die Rosiglitazon-Behandlung sollte die Sensitivitét
gegeniiber Phenobarbital erhéht werden. Im Rahmen des vorliegenden Projektes
konnte jedoch kein Effekt der Vorbehandlung mit dem PPARy-Agonisten
Rosiglitazon auf die Wirksamkeit von Phenobarbital nachgewiesen werden
(Kap.V.2.2). Im Rahmen einer friiheren Studie konnte nachgewiesen werden, dass
die Behandlung mit einem EP1-Rezeptor-Agonisten die Sensitivitdt von
Phenobarbital steigert (PEKCEC et al. 2009). Das Ergebnis dieser Studie zeigt,
dass das Amygdala-Kindling-Modell sehr gut geeignet ist, um die Wirksamkeit
von Substanzen auf die Pharmakosensitivitdt von Phenobarbital zu erfassen.
Obwohl der EP1-Rezeptor-Agonist auch antiinflammatorisch wirkt, kénnte ein
mdoglicher Grund fur die unterschiedlichen Ergebnisse dieser Dissertation und der
Studie von PEKCEC et al. (2009) die verschiedene Wirkungsweise der
verwendeten Substanzen darstellen. Der EP1-Rezeptor-Antagonist hemmt die
anfallsinduzierte Hochregulierung des Efflux-Transporters P-Glykoprotein an der
Blut-Hirn-Schranke. Dies fuhrt nachfolgend zu einer erhohten Wirksamkeit
antiepileptischer Medikamente (PEKCEC et al. 2009). Ein mdéglicher Einfluss von
Rosiglitazon auf das P-Glykoprotein ist jedoch nicht auszuschlieRen.

Zusammenfassend weisen die erhobenen Daten darauf hin, dass die Behandlung
mit Rosiglitazon im Substanzversuch erwartungsgemaR keinen akuten Effekt
aufwies. Des Weiteren konnte im Rahmen des Massive Kindling kein
erkrankungsmodifizierender Effekt von Rosiglitazon nachgewiesen werden. Auch
die Sensitivitdt des Standardantiepileptikum Phenobarbital konnte durch den

PPARy-Agonisten nicht beeinflusst werden.

In friheren Studien konnte nachgewiesen werden, dass der Prozess des Kindlings
bei vollgekindelten Tieren zur Ausbildung eines hyperexzitatorischen Netzwerkes
im Gehirn sowie zu zahlreichen zellulédren und molekularen Veranderungen fiihrt
(LOSCHER 2002; PEKCEC et al. 2009; ZELLINGER et al. 2014). Um mdgliche
akute zellulare und molekulare Effekte von Rosiglitazon im Amygdala-Kindling-
Modell ~ zu  Gberprifen, sind  weiterfihrende  immunhistochemische

Untersuchungen sind nétig.
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3. Schlussfolgerung

Die Ergebnisse dieses Dissertationsvorhabens zeigen, dass der PPARy-Agonist
Rosiglitazon dauerhafte Effekte auf zellularer Ebene zu vermitteln vermag.
Weitere Untersuchungen werden jedoch ndétig sein, um die akute
antiinflammatorische sowie neuroprotektive Wirksamkeit von Rosiglitazon auf
molekularer und zelluldrer Ebene detailliert zu priifen und die zugrundeliegenden
Mechanismen zu klaren. Auch auf die Lernleistung epileptischer Tiere scheint
Rosiglitazon bei dieser Studie einen positiven Einfluss vermittelt zu haben. Des
Weiteren konnte Rosiglitazon die Gedéachtnisleistung von gesunden Kontrolltieren
verbessern. Daher konnte der PPARy-Agonist in Zukunft moglicherweise zur
verbesserten Gedachtnisleistung beim gesunden Menschen und auch bei anderen
neurodegenerativen Erkrankungen beitragen. Um diese Ergebnisse weiter zu
bekraftigen, sind weiterfihrende Lern- und Gedéachtnisuntersuchungen an
verschiedenen Spezies notig.



VI. Zusammenfassung 81

VIlI. ZUSAMMENFASSUNG

Katharina Boes

Untersuchung erkrankungsmodifizierender und antiepileptogener Effekte

eines PPARy-Agonisten in chronischen Epilepsiemodellen

Epilepsieerkankungen werden bei Hund und Katze sowie beim Menschen haufig
diagnostiziert. Mogliche Therapiemanahmen beschranken sich leider bisher auf
eine symptomatische Behandlung in Form der Anfallskontrolle. Hierfur ist oft
eine lebenslange Medikation mit antiepileptischen Pharmaka unumganglich. Bei
circa einem Drittel der Patienten fuhrt jedoch auch die medikamentdse
Behandlung zu keiner Besserung. Die Epilepsie dieser Patienten wird als
pharmakoresistent eingestuft. Des Weiteren kann die Lebensqualitat der Patienten
durch die mit der Epilepsieerkrankung assoziierten psychiatrischen
Komorbiditaten stark eingeschrénkt sein. Die Entstehung symptomatischer
Epilepsien ist auf einen initialen Insult wie beispielsweise Schéadelhirntraumen
oder Infektionen zurlickzufuhren. Wunschenswert ware daher die Entwicklung
praventiver MaRnahmen, die den Prozess der Epilepsieentstehung
(Epileptogenese) als Folge initialer Insulte dahingehend beeinflussen kénnen, dass
dieser abgemildert oder bestenfalls verhindert wird. Neuroinflammatorische
Prozesse und die damit assoziierte Aktivierung der Mikrogliazellpopulation
scheinen mitverantwortlich fir die Entstehung von Epilepsien zu sein. Es konnte
bereits nachgewiesen werden, dass durch die Aktivierung des von Mikrogliazellen
exprimierten Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptor gamma (PPARY) eine
antiinflammatorische Wirkungsweise vermittelt wird. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Wirkung des PPARy-Agonisten Rosiglitazon auf die Epileptogenese
anhand von zwei chronischen Epilepsiemodellen, dem Post-Status-Epilepticus-
Modell und dem Amygdala-Kindling-Modell, untersucht. Des Weiteren wurden
Effekte von Rosiglitazon auf epilepsieassoziierte Verhaltensdnderungen,
kognitive Defizite sowie Verdnderungen auf zelluldrer und molekularer Ebene

evaluiert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass der PPARy-Agonist
Rosiglitazon im Post-Status-Epilepticus-Modell im Bereich des Hilus und der

Cornu ammonis-Region 3c/4 des Hippocampus die Aktivierung mikroglialer
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Zellen langfristig zu reduzieren vermag. Der Aktivierung mikroglialer Zellen wird
im Rahmen der Epilepsieentstehung eine wichtige Bedeutung zugeschrieben. Auf
Grund dessen ist anzunehmen, dass eine Therapie mit Rosiglitazon auch
Auswirkungen auf die Manifestation einer Epilepsieerkrankung besitzt. Des
Weiteren wurden in dem vorliegenden Dissertationsvorhaben Effekte einer
Rosiglitazon-Behandlung auf das Auftreten spontaner epileptischer Anfélle
untersucht. Es zeigte sich jedoch, dass eine Behandlung mit dem PPARy-
Agonisten im chronischen Epilepsiemodell keinen Effekt auf die Manifestation
chronisch auftretender Anfalle und somit in dieser Studie keinen
antiepileptogenen Effekt besal. Des Weiteren wurde im Rahmen dieser Arbeit
Rosiglitazon auf eine langanhaltende antiinflammatorische Wirkung untersucht,
indem die Expression des Zytokins Interleukin-1 beta evaluiert wurde. Eine
transiente Behandlung mit Rosiglitazon konnte die Expression dieses
inflammatorischen Zytokins jedoch nicht dauerhaft vermindern. In Bezug auf die
statusassoziierte neuronale Plastizitat bewirkte die Behandlung mit Rosiglitazon
eine  vermehrte  Neuronenneubildung (Neurogenese) im Bereich des
hippocampalen Gyrus dentatus. Der statusinduzierte neuronale Zellverlust konnte
durch die Behandlung mit dem PPARy-Agonisten Rosiglitazon langfristig jedoch
nicht vermindert werden. Im Rahmen der Erfassung des rdumlichen Lern- und
Gedachtnisvermdgens durch die Verhaltensuntersuchungen im Morris Water
Maze (Wasserlabyrinth) konnte Rosiglitazon die Lernleistung epileptischer Tiere
positiv. beeinflussen.  Zudem  wurde ein  verbessertes  raumliches
Gedachtnisvermdgen Rosiglitazon-behandelter gesunder Kontrolltiere
nachgewiesen. Angstassoziierte Verhaltensweisen wurden durch die Behandlung

mit Rosiglitazon nicht beeinflusst.

Im Rahmen des Amygdala-Kindling-Modells konnten weder akute noch
erkrankungsmodifizierende Effekte von Rosiglitazon nachgewiesen werden. Des
Weiteren beeinflusste die Rosiglitazon-Vorbehandlung nicht die Sensitivitat

gegenuber dem Standardantiepileptikum Phenobarbital.

Zusammenfassend sprechen einige Ergebnisse des Post-Status-Epilepticus-
Modells fur eine erkrankungsmodifizierende Wirkung des PPARy-Agonisten
Rosiglitazon. Ein antiepileptogener Effekt durch Rosiglitazon konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden. Ausblickend ware es sinnvoll Rosiglitazon auf einen

akuten antiinflammatorischen und neuroprotektiven Effekt wéhrend oder kurz
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nach der Behandlung zu prufen. Dafir waren jedoch  weitere
immunhistochemische Untersuchungen notwendig. Die vorliegende Arbeit konnte
darstellen, dass die Behandlung mit Rosiglitazon zu einer verbesserten
Gedachtnisleistung bei gesunden Kontrolltieren fuhrt. Um dieses Ergebnis zu
bestatigen, waren weiterfihrende Lern- und Geddachtnisuntersuchungen bei

gesunden Kontrolltieren notig.
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VIIl. SUMMARY

Katharina Boes

Investigation of disease-modifying and antiepileptic effects by a PPARy-

agonist in chronic epilepsy models

Epileptic diseases are often diagnosed in dogs and cats as well as in humans.
Current antiepileptic therapy methods are unfortunately limited to the
symptomatic therapy of seizure control. Therefore, often the only treatment option
is lifelong medication with antiepileptic drugs. However, approximately one third
of all patients do not show improvement upon pharmaceutical therapy. Due to the
pharmacoresistance of their epilepsy, these patients’ quality of life may also
suffer. Disease-associated comorbidities can arise as a result of unresponsiveness
to antiepileptic drugs. The ideal treatment of epilepsy would thus be a
prophylactic therapy, which would attenuate or ultimately prevent disease
progression. Since the development of symptomatic epilepsy may be traced back
to an initial insult, e.g. a brain injury or infection, there is the opportunity to
modulate the process of epileptogenesis immediately following such an insult.
Neuroinflammatory processes and the associated activation of microglia have
been implicated in the origin of epilepsies. There are indications, that the
activation of the peroxisome-proliferator-receptor gamma (PPARYy), which is
expressed by microglia, contributes to an anti-inflammatory effect. In this study
the impact of the PPARy-agonist rosiglitazone on epileptogenesis was
investigated in two chronic epilepsy models, the post-status-epilepticus-model and
the amygdala-kindling-model. Furthermore, the effects of rosiglitazone on
epilepsy-associated changes in behavior and cognition as well as cellular and

molecular alterations in the epileptic network were evaluated.

The results of this study indicate that rosiglitazone was able to decrease long-term
activation of microglia in the hilus and the cornu ammonis-region 3c/4 of the
hippocampus in the post-status-epilepticus-model. With the knowledge that
activation of microglial cells is important for the epileptogenic process it was
supposed that rosiglitazone could influence the development of a hyperexcitable
epileptic network in the brain. Therefore, the effect of rosiglitazone on the

subsequent development of spontaneous seizures was also evaluated. There was
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no observable effect on chronic seizure generation, thus discouraging the
possibility of an antiepileptic impact via rosiglitazone treatment in this chronic
epilepsy model. The long-term anti-inflammatory effect of rosiglitazone was also
investigated through evaluation of the expression of an inflammatory marker
cytokine interleukin-1 beta (IL-1B). We found out that transient therapy with
rosiglitazone did not reduce IL-1p expression in comparison with non-treated
epileptic subjects. During the investigation of status-associated neuronal
plasticity, the treatment with rosiglitazone increased the generation of newborn
neurons (neurogenesis) in the area of the hippocampal dentate gyrus. A long-
lasting prevention of status-induced neuronal cell loss was not, however, evident.
Additionally, the Morris water maze behavioral test (water labyrinth) of spatial
learning and memory indicated that rosiglitazone had a positive impact on the
spatial learning of epileptic animals. Furthermore, improved spatial memory was
demonstrated in rosiglitazone-treated control animals. Rosiglitazone did not

influence the anxiety-associated behavior commonly seen in epileptic animals.

In the amygdala-kindling-model neither acute nor disease-modifying effects of
rosiglitazone could be found. Moreover, the pre-treatment with rosiglitazone
could not influence the sensitivity of the standard antiepileptic drug phenobarbital.

In conclusion, several results of the post-status-epilepticus-model indicate a
disease-modifying effect of the PPARy-agonist rosiglitazone. An antiepileptic
effect was not, however, proven. Furthermore, it would be useful to evaluate
rosiglitazone in epileptic animals during or shortly after treatment for acute anti-
inflammatory and neuroprotective effects. For this purpose, further
immunohistochemical investigations would be necessary. In terms of behavioral
modification, this study could demonstrate that treatment with rosiglitazone
improves spatial memory of healthy control animals. Further tests of learning and

memory on healthy animals would be necessary to confirm this result.
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X. ANHANG

1. Abbruchkriterien nach dem Irwin-Score-System
Kriterien Score-Wert Definition
Kdrperhaltung 0 Flach, auf der Seite oder auf dem

Bauch liegend, kein Muskeltonus

1 Teilweise erhaltener Muskeltonus,
gelegentlich Haltungskorrekturen

2 Normale Korperhaltung

3 Starre oder verkrampfte Haltung (z.B.
Ophistotonus)

4 Tiere zeigen keine Ruhelage, daher
nicht bewertbar

Hautdurchblutung 0 Schwanz und Pfoten blaulich verfarbt:

Zyanose

1 Fast weille Ohrmuscheln, Pfoten oder
Schwanze

2 Normale Hautdurchblutung

3 Pfoten dunkelrosa, Schwanz kraftig
hellrosa

4 Pfoten, Ohrmuscheln oder Schwanz rot

Atmung 0 Schnappatmung, akute Atemnot

1 Verminderte, unregelmaéBige,
angestrengte Atmung

2 Normale Atmung

3 Erhohte Atemfrequenz
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Wie 3, jedoch auch in Ruhephasen

Vokalisation Zeitweise spontan auftretendes leises
Piepsen
H&ufiger spontan auftretendes leises
Piepsen

Ptosis Augenlider geschlossen

Augenlider zur Halfte gedffnet

Augenlider normal gedffnet

Exophthalmus

Leichter Exophthalmus

Ausgepragter Exophthalmus

Piloerektion

Vorhanden

Schwanztonus

Nachschleifen des Schwanzes beim

Laufen

Normale Schwanzhaltung

Aufgestellter Schwanz (max. 90°-
Winkel)  wéhrend  Ruhe-  und
Aktivitatsperiode, teilweise

Schwanzschlagen

Uber den Korper aufgestellter
Schwanz (Straub-Phdnomen)

Lakrimation

Vorhanden

Stereotypien

Vorhanden

Lokomotorische
Aktivitat

Ausfall

Verminderte Bewegung, gelegentliches

putzen

Normaler Bewegungsablauf
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Vermehrte, kraftige, eckige

Bewegungen

Ruheloser Bewegungstyp

Neugierverhalten  (auf
Vorzeigen eines

Gegenstandes)

Keine Reaktion

Neugierverhalten  (auf
Vorzeigen eines

Gegenstandes)

Berlihrungsreaktion

Vermindertes Neugierverhalten

Neugierverhalten  (auf
Vorzeigen eines

Gegenstandes)
Berlhrungsreaktion
Berlhrungsreaktion

Ataxie

Normal, Interesse am dargebotenen

Gegenstand

Ruckartiges  Verfolgen, auch bei
mehrmaligem  Zuriickziehen  keine

Adaption

Angriffsverhalten

Ausfall, auch stirkere Reize bleiben

ohne Reaktion

Nach mehrfachem oder verstarktem
Reiz langsame, abgeschwaéchte

Reaktion (Ducken, Entweichen)

Berlhrungsreaktion
Ataxie
Ataxie

Korpertemperatur

Normale Reaktion auf leichte

Beriihrung

Ausweichen oder Ducken auf leichte

Beriihrung

Flichten  Uber groRere Distanz,
Angriffsverhalten, Vokalisation auf

leichte Berlihrung
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Koordinierungsstérungen beim Laufen

Ausfall der Bewegungskoordination

Ataxie
Korpertemperatur
Korpertemperatur

Reaktion auf Halten im
Genick

Temperatur um 2°C oder mehr

gegentber der Kontrolle vermindert

Temperatur normal

Korpertemperatur

Reaktion auf Halten im
Genick

Reaktion auf Halten im
Genick

Bauchdeckenspannung

Temperatur um 2°C oder mehr

gegentber der Kontrolle erhoht

Vollig schlapp

Geringer Tonus

Reaktion auf Halten im
Genick

Normaler Muskeltonus

Erhohter Tonus
Bauchdeckenspannung — _

Vollige Korperstarre
Bauchdeckenspannung i

Verringerter Muskeltonus
Faeces

Normal
Bauchdeckenspannung Erhohte Muskelspannung
Faeces Kein oder kaum Kot im Kafig
Faeces Kotbeschaffenheit und Menge normal

Schreckhaftigkeit  (auf
Schnippen  mit  den

Fingern)

Faeces

Schreckhaftigkeit  (auf

Kotmenge deutlich vermehrt

Fast flussiger Kot, Diarrhoe




IX. Anhang

150

Schnippen mit  den | 0
Fingern)

Ausfall

Schreckhaftigkeit  (auf
Schnippen  mit  den
Fingern)

Rektaltemperatur

Abgeschwaéchte, verzdgerte

Schreckreaktion

Schreckhaftigkeit ~ (auf | 2
Schnippen  mit  den

Normale Schreckreaktion

3 Flucht
Fingern)
4 Starkes Zusammenzucken, Zukneifen
Rektaltemperatur
der Augen, Anlegen der Ohren
Rektaltemperatur
1 Temperatur um 2°C oder mehr
gegeniber der Kontrolle vermindert
2 Temperatur normal
Rektaltemperatur 3 Temperatur um 2°C oder mehr

gegenuber der Kontrolle erhoht

Der Score-Wert 2 steht fir ein

unverandertes

Einstufungskriterium.

Schreckhaftigkeit und Rektaltemperatur wurden nur bei Abweichung der anderen

oben aufgefiihrten Kriterien untersucht.

2. Losungen
Blocking-Ldsung

* in 9 ml Carrier-Losung

= 1 ml Serum (Ziege, Kaninchen oder Esel)

= 200 mg bovines Serumalbumin
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Carrier-Losung

in 100 ml TBS
1,5 ml 20% iges Triton X100
1 g bovines Serumalbumin (BSA)

1 ml Serum (Ziege oder Esel)

Chrom-Gelatine-Ldsung

7 g Gelatine

11 Aqua dest. zugeben

auf 60°C erhitzen bis die Gelatine gelost ist

0,7 g Chrom(l11)-Kaliumsulfat-Dodecahydrat zugeben
zwei Spatelspitzen Thymol zugeben

ca. 3 Stunden bei 60°C auf den Magnetrihrer riihren lassen
auf Raumtemperatur abkiihlen lassen

auf 1 I mit Aqua dest. auffiillen

anschliefend zweimal filtrieren

DAB-Kit

5 ml Aqua dest.

2 Tropfen der Puffer-Stammlésung zugeben und mischen

4 Tropfen der DAB-Stammldsung zugeben und mischen

2 Tropfen der Wasserstoffperoxid-Ldsung hinzufligen und mischen

2 Tropfen der Nickel-Lésung zugeben und mischen

DAB-L0Osungen (pro free-floating-Serie)
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= 4 ml Tris-Nickel-Ldsung

* 1,1 mg 3,3’-Diaminobenzidine-Tetrahydrochlorid in 100 pl Aqua dest.
gelost

= 1 ul Hy0,35% frisch zugeben

Formamid/SSC
= 2 ml 100% Formamid

= 2ml4xSSC zugeben

Gefriermedium
= 42,8 g Glucose-Monohydrat
= 0,7 g Magnesiumchlorid-Hexahydrat
= in 250 ml 0,1 M Phosphatpuffer 16sen

= ad 500 ml 87% iges Glyzerin

Natrium-Citrat-Puffer (pH 9)
= 2,94 g Natriumcitrat-dihydrat
= in 1000 ml Aqua dest. l6sen
= mit 0,5 M NaOH pH-Wert auf 9 einstellen

» innerhalb einer Stunde immer wieder den pH-Wert kontrollieren und

nachjustieren

8% iges Paraformaldehyd
= 800 ml Aqua dest. auf 60 — 70°C erhitzen
= 80 g Paraformaldehyd zugeben

= Tropfenweise 6 N NaOH zugeben bis die Losung klar wird
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= abkihlen lassen
* mit Aqua dest. auf 1000 ml auffillen

= anschlielRend filtrieren

4% iges Paraformaldehyd
= 100 ml 8% iges Paraformaldehyd

= mit 100 ml 0,2 M Phosphatpuffer verdiinnen

0,4 M Phosphatpuffer (pH 7,6) (Stammldsung)
= 45,43 g/l Na;HPO, (wasserfrei)
= 12,48 g/l Na,HPO,4 x 2 H,O

* |n Aqua dest. 16sen und mit 1 M NaOH auf pH 7,4 einstellen

0,01 M phosphatgepufferte 0,9% ige Kochsalzlésung (pH 7,6)
= 100 ml 0,2 M Phosphatpuffer
= 18 g NaCl zugeben

» mit Aqua dest. auf 2 | auffullen

20 x SSC (Stammldsung)
» 175,32 g NaCL (3 M)
= 88,23 g Natriumcitrat-dihydrat (0,3M) zugeben

= 11 Aqua dest. hinzuftigen

Thionin-Farbeldsung fir die Nissl-Farbung

= 100 ml 1 M Essigsaure und 36 ml 1 M NaOH
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* mit Aqua dest. auf 1000 ml auffillen

= auf 60 - 70°C erhitzen

= 1,25 g Thionin zugeben

= 1 Stunde auf dem Magnetrihrer rihren lassen

= danach heiB filtrieren

0,05 M Tris-gepufferte Saline (TBS) (pH 7,6)
= 18 g NaCl
= 12,114 g Tris (0,05 M) zugeben
= mit Aqua dest. auf 2 | auffillen

=  pH-Wert mit 32% HCI auf 7,6 einstellen

Tris-Nickel-Lésung

= 500 ml TBS

= 3 g Ammoniumnickel(ll)-sulfat Hexahydrat darin l16sen

=  Mit NaOH den pH-Wert auf 7,6 einstellen

3. Protokolle der Farbungen
Nissl-Farbung

= 3 minin 100% Ethanol

= 3 min in 95% Ethanol

= 3 minin 70% Ethanol

= 3 min in 50% Ethanol

= 3 min in Agua dest.

= 20 sec in Thionin

= 3 min in 50% Ethanol
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3 min in 70% Ethanol

3 min in 95% Ethanol

3 min in 100% Ethanol

3 min in Terpineol/Rotisol-Mischung (1:1)
3 min in Rotisol

3 min in Rotisol

Eindecken mit Entellan

Interleukin-1 beta

Tag 1:

Tag 2:

3 x5 minin je 10 ml TBS waschen

30 min bei 80°C in je 4 ml Natriumcitrat (pH 9) in kleinen Glasern im
Wasserbad demaskieren

anschlieend 5 min bei Raumtemperatur abkiihlen lassen
3 x5 minin je 10 ml TBS waschen
60 min in je 10 ml Blocking-L6sung (Ziege) inkubieren

Uber Nacht in je 3 ml anti-Interleukin-1 beta 1:200 in Carrier-Losung
(Ziege) bei 4°C inkubieren

3x 10 minin je 10 ml TBS waschen

60 min in je 3 ml sekunddrem Antikoérper (biotinylierter Ziege-anti-

Kaninchen) 1:500 in Carrier-Losung (Ziege) inkubieren
3 x5 minin je 10 ml TBS waschen

60 min in je 3 ml Streptavidin/HRP 1:1400 in TBS

3 x5minin je 10 ml TBS waschen

30 sec in DAB-Kit (Vector Laboratories, Burlingame, USA) inkubieren
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3x5mininje5ml TBS waschen

Gehirnschnitte mit Chrom-Gelatine auf Objekttrager aufziehen
Uber Nacht die aufgezogenen Schnitte lufttrocknen lassen

1 min in Xylol

Mit Entellan eindecken

BrdU/NeuN

Tag 1:

Tag 2:

3 min in je 10 ml TBS waschen

2 h bei 65°C in Formamid/SSC-Mischung (2 ml 100% Formamid + 2 ml
4x SSC) denaturieren

Anschliefend 5 min bei Raumtemperatur abkihlen lassen
1 x 10 min in je 8 ml 2x SSC waschen

30 min bei 37°C in je 4 ml 2 M HCI denaturieren

2 x5 mininje 8 ml 0,1 M Borsaure (pH 8,5) denaturieren
3 x5 minin je 10 ml TBS waschen

60 min in je 3 ml Blocking-L6sung (Esel) inkubieren

Uber Nacht in anti-BrdU 1:30 und anti-NeuN 1:500 in je 1,5 ml Carrier-
Losung (Esel) bei 4°C inkubieren

3x 10 minin je 10 ml TBS waschen
Ab jetzt im Dunkeln arbeiten

60 min in sekunddrem Antikoérper Cy3-Esel-anti-Ratte (1:1000) und
biotinylierten Esel-anti.Maus (1:500) in je 2 ml Carrier-Losung (Esel)

inkubieren
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= 3x10mininje 10 ml TBS waschen

= 60 min in Streptavidin-Cy2 (1:2000) in je 3 ml TBS inkubieren
= 3x10mininje 10 ml TBS waschen

= Gehirnschnitte mit Chrom-Gelatine auf Objekttrager aufziehen
= Uber Nacht die aufgezogenen Schnitte lufttrocknen lassen

= 1 minin Xylol

= Mit Entellan eindecken

ED1
Tag 1:
= 3 x5minin je 10 ml TBS waschen

= 30 min bei 80°C in je 4 ml Natriumcitrat (pH 9) in kleinen Glasern im
Wasserbad demaskieren

= anschlieBend 5 min bei Raumtemperatur abkihlen lassen

= 3 x5minin je 10 ml TBS waschen

= 60 min in H,0,-L6sung (je 10 ml TBS + 150 pl H,O, 30%) inkubieren
= 3 x5minin je 10 ml TBS waschen

= 60 min in je 10 ml Blocking-L6sung (Kaninchen) inkubieren

= Uber Nacht in je 3 ml anti-ED 1 1:300 in Carrier-Losung (Kaninchen) bei
4°C inkubieren

Tag 2:
= 3x10minin je 10 ml TBS waschen

= 60 min in je 3 ml sekunddrem Antikorper (biotinylierter Kaninchen-anti-

Maus) 1:500 in Carrier-L6sung (Kaninchen) inkubieren
= 3 x5minin je 10 ml TBS waschen

= 30 sec in DAB-L6sung inkubieren
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= 3x5minin je5ml TBS waschen

= Gehirnschnitte mit Chrom-Gelatine auf Objekttrager aufziehen

= 1 minin Xylol

Mit Entellan eindecken

Uber Nacht die aufgezogenen Schnitte lufttrocknen lassen

4. Substanzen

Substanz Hersteller
Anti-BrdU ADbD Serotec, Kidlington, UK
Anti-ED 1 AbD Serotec, Kidlington, UK

Anti-Interleukin-1 beta

Abcam, Cambridge, UK

Anti-NeuN

Merck Millipore, Billerica, USA

Agqua ad injectabilia

B. Braun
Deutschland

Melsungen AG, Melsungen,

Borsaure

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Biotinylierte Esel-anti.Maus

Jackson Immuno Research, Westgrove, USA

Biotinylierter ~ Kaninchen-anti-

Dako, Glostrup, Danemark

Maus

Biotinylierter Ziege-anti- | Dako, Glostrup, Dédnemark

Kaninchen

Bupivacain 0,5% Jenapharm®, mibe  GmbH, Brehna,

Deutschland

Chloralhydrat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Chrom(I11)-Kaliumsulfat-
Dodecahydrat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Cy3-Esel-anti-Ratte

Jackson Immuno Research, Westgrove, USA
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3,3’-Diaminobenzidine-

Tetrahydrochlorid

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

DAB-Kit Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA
Diazepam (Diazepam- | ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland
ratiopharm®)

Einbettmedium fur | Leica  Microsystems  Nussloch  GmbH,

Gefrierschnitte  (Jung  Tissue

Freezing Medium®))

Nussloch, Deutschland

Entellan

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Essigséure

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Ethanol 99,9%

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Formamid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland
Gelatine Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Gentamicinsulfat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Glucose-Monohydrat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Glyzerin

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Isofluran (Isofluran CP®,)

cp-Pharma®, Burgdorf

Kaltpolymerisierender
Kunststoff (Paladur®)

Heraeus Kulzer GmbH, Hanau, Deustchland

Magnesiumchlorid-Hexahydrat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
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Marbofloxacin (Marbocyl®)

Vétoquinol GmbH, Ravensburg

Meloxicam (Metacam®)

Boehringer
Deutschland

Ingelheim,  Ingelheim/Rhein,

Natriumchlorid-Losung (isoton)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Natriumcitrat-dihydrat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Natronlauge

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Paraformaldehyd

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Pentobarbital (Narcoren®)

Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland

Ringer-Lactat-Losung

Delta Select GmbH, Dreieich, Deutschland

Rosiglitazon (Kaliumsalz)

Cayman Chemical Company, Michigan, USA

Rotisol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Salzséure Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Serum (Esel)

Jackson Immuno Research, Westgrove, USA

Serum (Kaninchen, Ziege)

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA

Serumalbumin, bovines

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland

Streptavidin/HRP

Jackson Immuno Research, Westgrove, USA

Streptavidin-Cy2

Jackson Immuno Research, Westgrove, USA

Terpineol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Thionin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
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Thymol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Triton X100 AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Wasserstoffperoxid 30%

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Xylol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
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5. Gerate

Gerat

Hersteller

Blutzuckermessgerat  (GlucoMen®Lx

PLUSH+)

A. MENARINI diagnostics, Firenze,

Italien

CCD-Schwarz-Weil3-Kameras

Conrad Electronic GmbH, Hannover,
Deutschland

Datenerfassungssysteme
Lab/800s)

(Power

ADlInstruments Ltd, Hastings, UK

Ethovision XT 8.5

Noldus, Wageningen , Niederlande

Farbkamera

Conrad Electronic GmbH, Hannover

Farbkamera,
charge coupled device, CCD, CX9000)

digitale (single chip

Microbrightfield Europe, Magdeburg,
Deutschland

Festplatte, externe

Conrad Electronics SE, Hirschau,

Deutschland

GraphPad Prism 5

GraphPad Software Inc., San Diego,
USA

Halogen-Kaltlichtreflektoren (50 Watt,
230 Volt)

Karat, Kleve, Deutschland

Kamera (CCTV Camera, Modell-Nr.
WV-BP330/0OE)

Panasonic System Solutiones Suzhou
Co. Ltd., Suzhou, China

Kihlvorrichtung (Frigomobil)

Fa. Reichert-Jung,
Deutschland

Wetzlar,

LabChart7

ADInstruments Ltd, Hastings, UK

Lampen (60 Watt, 240 Volt)

Osram Concentra, Frankreich

Lampen (80 Watt)

Philips Eindhoven,

Niederlande

Lighting,
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Luxmeter  (Lightmeter =~ MS-1300, | Conrad Electronic SE, Hirschau,
Voltcraft®) Deutschland

Makrolonkafige Typ I EHRET Labor- und Pharmatechnik

GmbH und Co.KG, Emmendingen,
Deutschland

Mikroskop (Leica DM LB-Mikroskop)

Leica, Bensheim, Deutschland

Mikroskop, konfokales (LSM 510)

Carl
Deutschland

Zeiss GmbH,  Gaéttingen,

Plan-Neoflunar Linse

Leica, Bensheim, Deutschland

Schlittenmikrotom (Modell 1205) Fa. Reichert-Jung, Wetzlar,
Deutschland
Schrauben aus rostfreiem Edelstahl Schrauben-Preisinger GmbH,

Minchen, Deutschland

Signalverstarker

Animal Bio Amp, ADInstruments Ltd,
Hastings, UK

Stereolnvestigator 6.0

Microbrightfield Europe, Magdeburg,
Deutschland

Stereotakt

TSE Systems GmbH,

Deutschland

Homburg,

Stimulationsapparatur
Modell A310C und Stimulus Isolator
Modell A310C)

(Accupulser

World Precision Instruments, Berlin,

Deutschland

Stimulatoreinheit (Stimulator |1 Type
215E/1)

Hugo Sachs Elektronik, March,

Deutschland

Teststreifen fir Blutzuckermessergerat

(GlucoMen®Lx sensor)

A. MENARINI diagnostics, Firenze,

Italien

Tubes (Mplti®-SafeSeal®Tubes)

Carl Roth GmbH & Co.

Karlsruhe, Deutschland

KG,
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Zentrifuge (Centrifuge 5804R)

Eppendorf-Netheler-Hinz
Hamburg, Deutschland

GmbH,
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