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I. EINLEITUNG

Epilepsien gehoren sowohl in der Tiermedizin als auch in der Humanmedizin zu den haufigs-
ten chronischen Krankheiten. Sie stellen nach Durchblutungsstérungen des Gehirns die hiu-
figste neurologische Erkrankung dar (SCHNEBLE 2003; FISCHER et al. 2013). Mehr als 50
Millionen Menschen weltweit leiden an Epilepsien (SHORVON 1990; BRODIE et al. 1997).
Die Mehrheit der an Epilepsien erkrankten Menschen kann mit Antiepileptika (AE) erfolg-
reich therapiert werden. Trotz der Fortschritte in der Entwicklung neuer AE wird jedoch bei
bis zu 30 % der Patienten, was mehr als 20 Millionen Menschen entspricht und zwei Millio-
nen Kinder mit einschlieBt, durch eine medikamentengestiitzte Therapie keine addquate An-
fallskontrolle erreicht (KWAN u. BRODIE 2000; LOSCHER u. POTSCHKA 2005b;
GUERRINI 2006). Dieses Phanomen wird als Pharmakoresistenz bezeichnet.

Grundsétzlich ist davon auszugehen, dass die Pharmakoresistenz ein komplexes und multifak-
torielles Geschehen darstellt, das noch nicht vollstindig verstanden ist. Zur Entstehung einer
pharmakoresistenten Epilepsie werden mehrere Hypothesen diskutiert. Neben der Target- und
der Intrinsic-severity-Hypothese wird unter anderem auch eine vermehrte Expression von
Adenosintriphosphat (ATP)-binding cassette (ABC)-Transportern an der Blut-Hirn-Schranke
(BHS) postuliert (Transporter-Hypothese). Eine Uberexpression kénnte einen Einfluss auf die
Wirksamkeit von AE haben (POTSCHKA 2010b). Der exakte Mechanismus einer Uberex-
pression der Transporter ist allerdings noch nicht vollstindig geklart. Es gibt Hinweise auf
eine vermehrte Expression einiger ABC-Transporter infolge einer Applikation von AE. Bis-
lang lieferten verschiedene Studien widerspriichliche Daten, die keinen eindeutigen Zusam-
menhang zwischen der Verabreichung von AE und einer limitierten Gehirngidngigkeit der AE
erkennen lassen (WEN et al. 2008; WANG et al. 2010; ALMS et al. 2014). In dieser Arbeit
soll daher an isolierten Gehirnkapillaren von Schweinen untersucht werden, ob die AE Phe-
nobarbital (PB), Carbamazepin (CBZ) und Topiramat (TPM) in therapeutisch relevanten
Konzentrationen im Gehirn Einfluss auf die Expression und auf die Transportaktivitdt der
ABC-Transporter P-Glykoprotein (Pgp), breast cancer resistance protein (BCRP) und mul-
tidrug resistance-associated protein 2 (MRP2) haben. Aus klinischer Sicht ist die Kldrung der
Frage, ob AE durch Induktion von ABC-Transportern ihre eigene Konzentration und damit
die Wirksamkeit reduzieren, von besonderem Interesse, da dies die Entstehung einer pharma-
koresistenten Epilepsie begiinstigen konnte. Somit soll diese Studie eine klinische Relevanz
des Einflusses von AE in therapeutisch relevanten Konzentrationen auf Pgp, BCRP und
MRP2 iiberpriifen. Ferner soll sie einen Beitrag zum besseren Verstindnis iiber die Pharma-

kokinetik von AE sowie anderen ZNS-Therapeutika liefern.
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Verglichen mit der pharmakologischen Strategie, Anfille zu supprimieren, wére es von gro-
Berem klinischen Nutzen, in den Prozess der Epilepsieentstehung (Epileptogenese) priaventiv
eingreifen zu konnen. In diesem Zusammenhang ist die Identifikation geeigneter Biomarker
zur Vorhersage einer Epilepsieentstehung besonders bedeutsam (ENGEL et al. 2013). Vo-
raussetzung dafiir sind umfassende Kenntnisse der pathophysiologischen Mechanismen wéh-
rend der Epileptogenese (HOLTKAMP u. MEIERKORD 2007). Es existieren Hinweise da-
rauf, dass eine geschiddigte BHS sowie angiogenetische Prozesse mit der Epileptogenese in
Verbindung stehen (SEIFFERT et al. 2004; HELLSTEN et al. 2005; RIGAU et al. 2007,
VAN VLIET et al. 2007a). Zudem konnte bisher festgestellt werden, dass eine anhaltende
Anfallsaktivitdt eine vermehrte ABC-Transporter-Expression verursacht und somit zur Ent-
stehung einer pharmakoresistenten Epilepsie beitragen konnte (VAN VLIET et al. 2005;
HOFFMANN et al. 2006). Deshalb wurde im Rahmen einer differentiellen Proteomstudie
untersucht, welche pathways und Proteine der BHS in Zusammenhang mit der Epileptogenese
stehen konnten. Grundlage dafiir war ein Kooperationsprojekt unserer Arbeitsgruppe mit dem
Institut fiir Tierphysiologie der Tierdrztlichen Fakultdt der Ludwig-Maximilians-Universitit
Miinchen (LMU) und der Research Unit Protein Science des Helmholtz-Zentrums Miinchen.
In diesem Rahmen wurde das Proteom des Hippocampus (HC) und des parahippocampalen
Cortex (PHC) analysiert. Im Rahmen meiner Dissertation erfolgten die Identifikation BHS-
assoziierter pathways und Proteine wahrend der Epileptogenese und ein sich anschlieBender
immunhistochemischer Expressionsnachweis eines ausgewidhlten Proteins. Ziel dieser Studie
ist es, einen Beitrag zum besseren Verstdndnis molekularer und zelluldrer Verdnderungen an
der BHS wiéhrend der Epileptogenese zu leisten. Zudem konnte die vorliegende Studie eine
Basis fiir die Identifikation von Biomarkern oder Zielmolekiilen bilden, um die Vorhersage

einer Epilepsieentstehung und die Entwicklung antiepileptogener Therapien zu ermoglichen.
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I1. LITERATURUBERSICHT
1. Epilepsie

1.1. Definition

Der Vorlduferausdruck ,,epilepsis® fithrt uns in die Antike und geht zuriick auf den griechi-
schen Arzt Hippokrates. Das Wort ,,Epilepsie* stammt von dem griechischen Wort ,,epilam-
banein®, was so viel wie ,,packen® oder ,,jemanden heftig ergreifen* bedeutet. Der franzosi-
sche Arzt A. Par¢ soll diesen Begriff zum ersten Mal verwendet haben.
Bereits 1770 versuchte Tissot eine passende Definition flir den Krankheitskomplex der Epi-
lepsie zu finden. Er beschrieb die ,fallende Sucht* (Epilepsie) als eine ,,convulsivische
Krankheit, bei deren jedesmahligem Auftreten man auf der Stelle die Empfindung und das
Bewultseyn verlieret, und wobei sich zugleich mehr oder weniger gewaltsame zuckende Be-
wegungen an mehreren oder wenigern Theilen des Korpers einfinden* (KRAMER 2012).
Die International League Against Epilepsy (ILAE) und das International Bureau for Epilepsy
(IBE) einigten sich 2005 auf eine einheitliche Definition fiir die Begriffe ,,Epileptischer An-
fall* und ,,Epilepsie. Demnach ist ein epileptischer Anfall definiert als ein voriibergehendes
Auftreten von krankhaften Befunden und/oder Symptomen aufgrund einer pathologisch ex-
zessiven oder synchronen neuronalen Aktivitit im Gehirn. Die Epilepsie wurde 2005 definiert
als eine Stérung des Gehirns, die durch eine dauerhafte Neigung zur Entwicklung epilepti-
scher Anfille sowie durch die neurobiologischen, kognitiven, psychologischen und sozialen
Konsequenzen dieses Zustands gekennzeichnet ist. Diese Definition setzt dauerhafte Verdnde-
rungen im Gehirn voraus, die die Wahrscheinlichkeit weiterer Anfille erhoht. Daher erfolgt
die Diagnose Epilepsie infolge eines epileptischen Anfalls, in deren Konsequenz es in Ver-
bindung mit einer dauerhaften Stérung des Gehirns zu weiteren Anfillen kommen kann
(FISHER et al. 2005). Diese Definition von 2005 fiir den Begriff der Epilepsie erschien aller-
dings zu begrifflich und theoretisch und lieferte fiir den konkreten Einzelfall keine hinrei-
chenden Kriterien zur Diagnose einer Epilepsieerkrankung. Daher entschied sich die ILAE,
eine fiir die Praxis besser anwendbare Definition der Epilepsie zu erarbeiten.
Demnach wird eine Epilepsieerkrankung in Betracht gezogen, wenn einer der folgenden
Punkte zutrifft:
—  Das Auftreten von mindestens zwei nicht provozierten Anfédllen im Abstand von mehr
als 24 Stunden,

- ein nicht provozierter Anfall mit einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 60 %, weitere
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Anfille innerhalb der nichsten zehn Jahre zu entwickeln (entsprechend dem Risiko
nach zwei nicht provozierten Anfillen),

—  die Diagnose eines Epilepsiesyndroms (FISHER et al. 2014).

1.2. Klassifizierung

Die alte Klassifikation fiir epileptische Anfélle (1981) und Epilepsie bzw. Epilepsiesyndrome
(1989) beruhte auf Konzepten, die vor allem aus der Zeit vor Einfilhrung moderner Bildge-
bungsverfahren, Gentechnologie und molekularbiologischer Ansétze stammen. Sie basierte
iiberwiegend auf klinischen Beobachtungen und Expertenmeinungen. Aus diesem Grund
iiberarbeitete die ILAE die Einteilung von Epilepsien und definierte die alte Klassifikation
und deren Konzepte neu (BERG et al. 2010).

Die friihere Einteilung von epileptischen Anfillen in ,,generalisiert und ,,fokal* wurde von
der ILAE iiberarbeitet. Demnach wird unterschieden in Anfille, die ,,in einem bilateral ver-
teilten Netzwerk auftreten und sich dort rasch ausbreiten (generalisiert) oder aber in einem auf
eine GroBhemisphire beschrinkten Netzwerk auftreten und dabei eng umschrieben oder wei-
ter ausgebreitet sein konnen (fokal)* (BERG et al. 2010).

Auch die atiologische Einteilung von Epilepsie in ,,idiopathisch®, ,,symptomatisch® und
»kryptogen wurde modifiziert und unterscheidet jetzt zwischen ,,genetisch®, ,strukturell-
metabolisch und ,,unbekannt®.

Die Epilepsieformen werden eingeteilt in elektroklinische Syndrome, nicht-syndromatische
Epilepsien mit strukturell-metabolischen Ursachen und Epilepsien unbekannter Ursache. In-
nerhalb dieser Gruppen kann wiederum eine flexible, weitere Unterteilung erfolgen (BERG u.
SCHEFFER 2011).

Abbildung 1 zeigt die aktuelle Einteilung epileptischer Anfille.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Klassifikation der Epilepsie. Modifiziert nach Berg et al.
(BERG et al. 2010). Abbildung mit freundlicher Genehmigung von John Wiley and Sons.

1.3. Epileptogenese

Der Begriff der Epileptogenese wird definiert als Prozess der Epilepsieentstehung. Ein initia-
ler Insult kann beispielsweise verursacht werden durch ein Schidel-Hirn-Trauma, einen
Schlaganfall, eine Infektion oder lidnger anhaltende epileptische Anfille (PITKANEN u.
LUKASIUK 2009). Dies 16st eine Kaskade molekularer und zelluldrer Veranderungen sowie
Modifizierungen des neuronalen Netzes aus, die schlielich zur Entstehung spontaner Anfille
fiihren konnen. Der Begriff der Epileptogenese verweist auf den Zeitraum zwischen gehirn-
schidigendem Insult und dem Auftreten erster spontaner Anfille (PITKANEN u.
LUKASIUK 2009; RAKHADE u. JENSEN 2009). Allerdings gibt es Hinweise darauf, dass
die molekularen und zelluldren epileptogenen Verdanderungen nach dem Auftreten des ersten
spontanen Anfalls noch fortschreiten. Somit wire der Prozess der Epileptogenese mit dem
Auftreten des ersten Anfalls noch nicht abgeschlossen (PITKANEN u. SUTULA 2002;
PITKANEN u. LUKASIUK 2009; PITKANEN 2010).

Entsprechend der stattfindenden Verdnderung im Gehirn lisst sich die Epileptogenese in un-
terschiedliche Phasen unterteilen. In der friihen Post-Insult-Phase, die wenige Minuten bis
Tage nach dem initialen Insult eintritt, finden durch Depolarisation der Membran, durch post-

translationale Modifikationen sowie durch Aktivierung sog. immediate early genes Verinde-
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rungen in der Kinetik der Membrankanéle statt (MCNAMARA et al. 2006; CORNEJO et al.
2007; JENSEN 2009). Nach Stunden bis Tagen schlieit sich an die Post-Insult-Phase die La-
tenzphase an, in der es unter anderem zum neuronalen Zelltod, zu einem inflammatorischen
Geschehen und zur verdnderten transkriptionalen Regulationen von Genen (z. B. Wachstums-
faktoren codierende Gene) kommt (VEZZANI u. GRANATA 2005; SCHARFMAN 2007).
Chronische Verdnderungen sind charakterisiert durch Modifikationen morphologischer Art
wie die Gliose, die Neurogenese oder das sog. mossy fiber sprouting (DUDEK u. SUTULA
2007; RAKHADE u. JENSEN 2009).

Der aktuelle Wissensstand iiber den Prozess der Epileptogenese profitierte maBgeblich von
der Durchfiihrung tierexperimenteller Studien. Chronische Tiermodelle, in denen beispiels-
weise ein elektrischer initialer Insult gesetzt wird [Status epilepticus (SE)-basolaterale
Amygdala (BLA)-Modell] und es nach einer Latenzphase zum Auftreten spontaner Anfalle
kommit, spielen dabei eine wesentliche Rolle. Diese Tiermodelle induzieren typische moleku-
lare und zelluldre Verdnderungen im Gehirn des Tieres, die denen dhneln, die im Gehirnge-
webe von Patienten mit einer Temporallappenepilepsie (TLE) vorkommen (PITKANEN u.
LUKASIUK 2009).
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2. Blut-Hirn-Schranke

Alle Organismen mit einem voll entwickelten Zentralnervensystem (ZNS) besitzen eine BHS.
Sie stellt eine physiologische Barriere zwischen Blutkreislauf und ZNS dar. Zum einen
schiitzt sie das Gehirn vor schiadlichen endogenen und exogenen Substanzen, zum anderen ist
sie auch eine Barriere fliir Medikamente, die zu therapeutischen Zwecken ins Gehirn gelangen
sollen.

Die BHS wird von kapilldren Endothelzellen gebildet, die durch sog. Tight Junctions verbun-
den sind. Diese Tight Junctions tragen in relevanter Weise zur Schutzfunktion bei. Sie verrin-
gern das Ubertreten von polaren Substanzen vom Blutplasma in die extrazellulire Fliissigkeit
des Gehirns durch parazelluldre Diffusion (WOLBURG et al. 2009). Tight-Junction-Proteine
werden unter anderen aus den zytoplasmatischen Proteinen tight junction protein ZO-1,-2 und
-3 (TJP1, 2 und 3 auch ZO1, ZO2 und ZO3 genannt) gebildet, die mit Transmembranprotei-
nen wie Occludin, den Claudinen, den junctional associated molecules (JAMs) und dem en-
dothelial cell adhesion molecule (ESAM) verbunden sind und so eine transmembrane Barrie-
re ausbilden (STEVENSON et al. 1986; GUMBINER et al. 1991; BALDA et al. 1993). Die
kapillaren Endothelzellen sind von einer Basallamina umgeben, iiber die sie mit den Perizy-
ten, Astrozyten und Neuronen in Kontakt stehen (PARDRIDGE 2005). Astrozyten sind Glia-
zellen des ZNS mit wichtigen strukturellen und funktionellen Aufgaben (HASELOFF et al.
2005). Sie verbessern beispielsweise die Expression von Glukose-Transportern, steigern den
transendothelialen Widerstand, erh6hen die Anzahl, die Lange und die Komplexitit der Tight
Junctions und erhdhen die Barriere-assoziierten Marker-Enzym-Aktivititen wie die der y-
Glutamyl Transpeptidase und der alkalischen Phosphatase (JANZER u. RAFF 1987,
HASELOFF et al. 2005). Perizyten gehoren zu den Bindegewebszellen und liegen der Au-
enwand von Kapillaren an. Sie spielen eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der
BHS. Zu den Funktionen der Perizyten gehoren beispielsweise die Formation und Aufrecht-
erhaltung der Tight Junctions, die Differenzierung der BHS, die Produktion von immunregu-
latorischen Zytokinen wie [Interleukin-1§ (IL-1B), Interleukin-6 (IL-6) und granulocyte
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), die Regulation der Leukozyten-
Transmigration, die Antigenprisentation und die T-Zell-Aktivierung. Aullerdem sind sie an
angiogenetischen Prozessen im Gehirn durch Sekretion von Angiopoietin-1 beteiligt. Sie kon-
trollieren zudem die zerebrovaskuldre Autoregulation und die Verteilung des Blutflusses (LAI
u. KUO 2005).

Der strukturelle Aufbau der BHS ist in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Struktureller Aufbau der BHS. Modifiziert nach Loscher und Potschka (LOSCHER u.
POTSCHKA 2005c). Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.

Die BHS kann auf verschiedenen Wegen iiberwunden werden, bei denen verschiedene Stoffe
vom Blut in das Gehirn iibertreten konnen. Eine Vielzahl lipidloslicher Molekiile kann passiv
durch die BHS diffundieren (LIU et al. 2004b). Polare, fiir die Versorgung des Gehirnpa-
renchyms notwendige Néhrstoffe wie Glukose und Aminosduren konnen diese Barriere durch
spezifische solute carrier (SLC)-Transportsysteme iiberwinden. Einige Proteine, wie Insulin
und Transferrin, gelangen durch spezifische rezeptorvermittelte Endozytose und Transzytose
ins Gehirn. Albumin und andere native Plasmaproteine kdnnen nur schlecht transportiert wer-
den, weshalb sie unter physiologischen Bedingungen nicht im Gehirn zu finden sind. Eine
Kationisierung dieser Proteine kann allerdings die Aufnahme durch absorptiv-vermittelte En-
dozytose und Transzytose erhohen (ABBOTT et al. 2006).

Demgegeniiber konnen Transportsysteme wie die sog. ABC-Transporter geloste endogene
Substanzen sowie Wirkstoffe in die entgegengesetzte Richtung, also vom Gehirnparenchym
oder dem Kapillarendothel ins Blut transportieren (BEGLEY 2004). Die wichtigsten ABC-
Transporter sind Pgp, die Transporter der MRP-Familie und BCRP (ABBOTT et al. 2010).
Die Funktion der BHS ergibt sich aus dem Zusammenspiel einer physikalischen Barriere
(Tight Junctions), einer Transportbarriere (spezifische Transportmechanismen) und einer me-
tabolischen Barriere (metabolische Enzymmolekiile), die im Hinblick auf die Physiologie und
Pathologie moduliert und reguliert werden kann. Eine Aufgabe der BHS besteht in der Regu-
lierung der Tonenkonzentration von K*, Ca"", Mg, dem pH und der Neurotransmitterkon-
zentration. AuBerdem stellen spezifische Transportsysteme an der BHS durch den Transport
notwendiger 16slicher Néhrstoffe und Metaboliten die Versorgung des Gehirnparenchyms
sicher (ABBOTT 2005). Dartiber hinaus schiitzt sie das Gehirn auch vor Makromolekiilen,
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wie z. B. Albumin, Pro-Thrombin und Plasminogen, dessen Ubertritt ins Gehirngewebe An-
falle, Gliaaktivierung, Gliazellteilung, Zelltod und Narbenbildung zur Folge haben konnte
(GINGRICH u. TRAYNELIS 2000). Zudem schirmt die BHS mithilfe von ABC-
Transportern das Gehirn von im Blut zirkulierenden ,,Nervengiften ab, die sowohl endogene
Metaboliten, Proteine oder Xenobiotika als auch exogene Schadstoffe aus der Umwelt sein
konnen. Viele dieser Schadstoffe werden mithilfe von ABC-Transportern aktiv aus dem Ge-
hirn zuriick ins Blut befordert, sodass keine schidlichen Konzentrationen im Gehirn erreicht

werden konnen. (ABBOTT 2005).



II. Literaturiibersicht 21

3. ABC-Transporter

Die Pharmakotherapie von ZNS-Erkrankungen wird in groBem Malle von der BHS beein-
flusst. Dort spielen vor allem ATP-getriebene Efflux-Transporter eine grofle Rolle, die die
Gehirngdngigkeit vieler Medikamente limitieren (OTT et al. 2009). Die meisten dieser Trans-
porter gehoren zu der Superfamilie der ABC-Transporter (LOSCHER u. POTSCHKA
2005b). Sie umfassen eine Anzahl von 48 Vertretern, die basierend auf ihren strukturellen
Eigenschaften in sieben Sub-Familien eingeteilt werden (DEAN et al. 2001b).

Die ABC-Transporter unterscheiden sich in ihrer modularen Architektur. Sie bestehen aus
mindestens einer sich im Zytoplasma lokalisierten hydrophilen Nukleotidbindungsdoméne
(NBD) und einer hydrophoben Transmembrandoméne (TMD). Abhéingig von ihrer Struktur
und ihrer Anordnung der Nukleotidbindungsdoménen und der Transmembrandomine lassen
sich die ABC-Transporter in Voll-Transporter, Halb-Transporter und Nicht-Transporter ein-
teilen (MO et al. 2012).

Unter physiologischen Bedingungen sind ABC-Transporter der BHS zur Gehirnparenchym
gerichteten (abluminalen) und zum Blut gerichteten (luminalen) Seite von Endothelzellen der
Gehirnkapillaren sowie in geringem Maf3 an den parenchymalen und perivaskuldren Astrozy-

ten lokalisiert (LOSCHER u. POTSCHKA 2005a).

abluminal

OO0 C

Endothelzelle der Blut-Hirn-Schranke

@@

luminal

Tight Junction

Abbildung 3: Lokalisation ausgewidhlter ABC-Transporter an kapilldiren Gehirnendothelzellen. Multidrug
resistance-associated protein 1 (MRP1), multidrug resistance-associated protein 3 (MRP3), multidrug
resistance-associated protein 5 (MRPS) und multidrug resistance-associated protein 6 (MRP6) sind an der
abluminalen Seite des kapilldren Gehirnendothels exprimiert. Nur die sich an der luminalen Seite befindli-
chen Transporter P-Glykoprotein (PGP), multidrug resistance-associated protein 2 (MRP2), multidrug
resistance-associated protein 4 (MRP4) und breast cancer resistance protein (BCRP) haben eine relevante
Schutzfunktion gegeniiber Xenobiotika. Modifiziert nach Loscher und Potschka (LOSCHER u.
POTSCHKA 2005a). Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Springer.
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ABC-Transporter werden des Weiteren im Darm, der Leber und der Niere exprimiert, wo sie
eine wichtige Aufgabe im Medikamentenmetabolismus, insbesondere in der Medikamenten-
aufnahme, -verteilung und —ausscheidung, erfiillen (SCHINKEL u. JONKER 2003).

Frither wurde die Meinung vertreten, dass Membrantransporter an der BHS lediglich fiir den
Transport endogener Substanzen ins Gehirn bzw. aus dem Gehirn heraus zustindig seien und
der Transport durch die BHS von den physiochemischen Charakteristika, wie Lipophilie, Mo-
lekulargewicht und Ionenladung abhéngig sei. Heute weil3 man aber, dass diese Transportsys-
teme auch die Aufnahme einer Vielzahl therapeutischer Stoffe, wie Zytostatika, AE und HIV
(Humane Immundefizienz-Virus)-Proteaseinhibitoren, in das Gehirn limitieren (GOLDEN u.
POLLACK 2003; LOSCHER u. POTSCHKA 2005a). Dabei spielen vor allem Pgp, MRP 2
und BCRP eine wichtige Rolle in Bezug auf die selektive Durchlissigkeit der BHS (SUN et
al. 2003).

3.1. P-Glykoprotein

Der ABC-Transporter Pgp wurde vor 30 Jahren in humanen, multiresistenten Tumorzellen
entdeckt (JULIANO u. LING 1976). Es existieren zwei Typen von humanem Pgp (Typ 1 und
Typ 2), die jeweils von zwei verschiedenen Genen codiert werden [multidrug resistance pro-
tein 1 (MDR1), multidrug resistance protein 2 (MDR2)]. Bei der Maus hingegen gibt es le-
diglich einen, von zwei Genen codierten Typ [multidrug resistance protein 1 a (MDRI1A),
multidrug resistance protein 1 b (MDRI1B)] (DEMEULE et al. 2002). Die Molekularmasse
von Pgp liegt bei 170 kDa (SUN et al. 2003). Der strukturelle Aufbau von Pgp besteht aus
zwei TMD mit jeweils sechs transmembranen Segmenten und zwei NBD.

Ein strukturelles und topologisches Modell von Pgp ist in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4: Strukturelles und topographisches Modell des ABC-Transporters P-Glykoprotein (Pgp). Pgp
besteht aus zwei Nukleotidbindungsdoménen (NBD) und zwei Transmembrandoméinen (TMD) mit jeweils
sechs transmembranen Segmenten. Modifiziert nach Dalvi et al. (DALVI et al. 2014). Abbildung mit
freundlicher Genehmigung von InTech.

Als erster ABC-Transporter wurde Pgp 1989 in humanen Endothelzellen der BHS nachge-
wiesen (CORDON-CARDO et al. 1989). Dort erfolgt die Expression von Pgp sowohl an der
luminalen Seite der kapillairen Endothelzellen (SCHINKEL 1999) als auch an den Endfiil3-
chen der perivaskuliren Astrozyten (DEMEULE et al. 2002; LOSCHER u. POTSCHKA 2005c¢).
Neben der Lokalisation in Endothelzellen der BHS wird Pgp zudem in der Leber, der Niere,
der Nebenniere, der Plazenta, dem Diinn- und Dickdarm, sowie in kapilldren Endothelzellen
des Hodens exprimiert (FOJO et al. 1987; THIEBAUT et al. 1987; SUGAWARA et al. 1988).
Pgp besitzt ein sehr breites Substratspektrum (z. B. Zytostatika, Kortikoide, AE, Antibiotika,
Anthelminthika, Antidepressiva, Histamine) und stellt das grote Hindernis fiir die Gehirn-
gangigkeit dieser therapeutischen Medikamente dar. Deshalb wird Pgp als molekulare Basis
fiir das vorklinische und klinische Versagen einiger Medikamente angesehen (LOSCHER u.
POTSCHKA 2005b; MILLER et al. 2008). In einer tierexperimentellen Studie an Méausen
konnte gezeigt werden, dass die Gehirngidngigkeit vieler Medikamente bei Pgp-knock-out-
Maiusen, verglichen mit Kontrollen von Wildtyp-Méusen, um ein zehn- bis 100-faches erhoht
ist (SCHINKEL et al. 1994).

Die besondere Bedeutung von Pgp in Bezug auf die Schutzfunktion und die Gehirngingigkeit
einiger Medikamente wird bei einigen Hunderassen, wie z. B. dem Australien Shepard, deut-
lich. Infolge eines MDR 1-Gendefektes kann es bei diesen Hunderassen zu einer mangelnden
Expression des Pgp-Transporters kommen. Dies kann bei Einnahme von gewissen Medika-
menten (z. B. Ivermectin) zu einer Neurotoxizitit fiihren (MEALEY et al. 2001; NELSON et
al. 2003).
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3.2 Breast cancer resistance protein

BCRP wurde 1998 das erste Mal in chemotherapieresistenten Brusttumorzellen nachgewiesen
(DOYLE et al. 1998). Es gibt allerdings keinen Hinweis darauf, dass das Auftreten von BCRP
spezifisch fiir Brusttumorzellen ist oder dass BCRP eine besonders wichtige Rolle in chemo-
therapieresistenten Brusttumorzellen spielt. BCRP wird zur C-Subfamilie der ABC-
Transporter gezdhlt. Mindestens fiinf Vertreter der ATP-binding cassette sub-family G
(ABCG)-Familie (ABCG1, ABCG2, ABCG4, ABCG5 und ABCGS) konnten bislang beim
Menschen nachgewiesen werden. Allerdings hat nur ABCG2 einen Einfluss auf den Transport
von Substanzen zwischen Blut und Gehirn an der BHS (NICOLAZZO u. KATNENI 2009).
BCRP wird von dem ABCG2-Gen codiert, setzt sich aus 665 Aminosduren zusammen und
weist eine molekulare Masse von 72 kDa auf (DOYLE et al. 1998; KAGE et al. 2002;
LITMAN et al. 2002).

BCRP unterscheidet sich in seiner Struktur von anderen ABC-Transportern. Es besteht ledig-
lich aus einer NBD und einer TMD (siehe Abbildung 5). BCRP zihlt daher zu den Halbtrans-
portern (DEAN et al. 2001b). Halbtransporter miissen im Gegensatz zu Volltransportern (z. B.
Pgp und MRPs) Homodimere oder Heterodimere bilden, um ihre Funktion als Transporter

erfiillen zu konnen (BHATIA et al. 2005; MCDEVITT et al. 2006).
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Abbildung 5: Strukturelles und topographisches Modell des ABC-Transporters breast cancer resistance
protein (BCRP). BCRP besteht aus einer Nukleotidbindungsdomine (NBD) und einer Transmembranbin-
dungsdomine (TMD), die sechs transmembrane Segmente aufweist. Modifiziert nach Dalvi et al. (DALVI
et al. 2014). Abbildung mit freundlicher Genehmigung von InTech.

BCRP befindet sich bei Méusen, Schweinen und beim Menschen hauptséchlich an der lumi-
nalen Seite von Kapillarendothelzellen (COORAY et al. 2002; EISENBLATTER et al. 2003;
CISTERNINO et al. 2004). Es wird anndhernd in den gleichen Organen exprimiert wie Pgp.

Basierend auf Messenger-ribonucleic-acid-(mRNA)-Analysen konnte allerdings nachgewie-
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sen werden, dass BCRP an der BHS stirker exprimiert ist als multidrug resistance-associated
protein 1 (MRP1) oder Pgp (EISENBLATTER et al. 2003). Dies weist darauf hin, dass auch
BCRP Gewebe vor potentiell schiadlichen Xenobiotika schiitzt (SCHINKEL u. JONKER
2003). Zudem konnte eine kompensatorische Expression des BCRP bei MDR1A-knock-out-
Mausen festgestellt werden. Sie zeigten bei Fehlen von Pgp eine im Vergleich zu Wildtypen
dreifach vermehrte BCRP-Expression (CISTERNINO et al. 2004).

BCRP weist eine dhnliche Substratspezifitdt wie andere ABC-Transporter auf (z. B. Zytosta-
tika, HIV-Proteaseinhibitoren), ist aber in der Lage, hydrophile konjugierte organische Anio-
nen, besonders sulfatierte Konjugate mit hoher Affinitdt, zu transportieren (KODAIRA et al.
2010).

3.3. Multidrug resistance-associated protein 2

Die MRP-Familie [4TP-binding cassette sub-family C, (ABCC)] umfasst eine Gruppe von 12
Transportern, von denen 1992 der Vertreter MRP1 erstmals in Tumorzellen entdeckt wurde.
Eine Funktion als ABC-Transporter in der Absorption, Verteilung und Eliminierung von Me-
taboliten und verschiedener Wirkstoffen wird lediglich neun der 12 MRPs zugesprochen
(DALVI et al. 2014). MRP2 wird von dem ABCC2-Gen codiert. Es besteht aus 1545 Amino-
sduren und weist ein Molekulargewicht von 190 kDa auf. Die Aminosduresequenzen zwi-
schen den verschiedenen Mitgliedern der MRP-Familie unterscheiden sich teilweise erheb-
lich. Vergleicht man die homologen Aminosiduresequenzen der unterschiedlichen MRP-
Mitglieder mit MRP1, so ergibt sich eine Ubereinstimmung, die im Bereich von 33 % fiir
multidrug resistance-associated protein 8§ (MRPS) bis 58 % flur multidrug resistance-
associated protein 3 (MRP3) liegt (KEPPLER 2011).

Auch im strukturellen Autbau unterscheiden sich MRPs voneinander. Sie konnen grundsitz-
lich in zwei verschiedene Struktur-Modelle eingeteilt werden. MRP1, MRP2 und MRP3 be-
stehen aus drei TMD, von denen jeweils zwei aus sechs transmembranen Segmenten und eine
aus flinf transmembranen Segmenten aufgebaut sind (Abbildung 6). Multidrug resistance-
associated protein 4 (MRP4) und multidrug resistance-associated protein 5 (MRP5) bestehen
hingegen nur aus zwei TMD mit jeweils sechs transmembranen Segmenten. Gleich sind den

beiden unterschiedlichen Strukturen zwei NBD (LOSCHER u. POTSCHKA 2005¢).
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Abbildung 6: Strukturelles und topographisches Modell der ABC-Transporter multidrug resistance-
associated protein 1 (MRP1), multidrug resistance-associated protein 2 (MRP2) und multidrug resistance-
associated protein 3 (MRP3). MRP1, MRP2 und MRP3 bestehen aus zwei Nukleotidbindungsdoméinen
(NBD) und drei Transmembrandominen (TMD), von denen zwei aus sechs transmembranen Segmenten
und eine aus fiinf transmembranen Segmenten aufgebaut sind. Modifiziert nach Dalvi et al. (DALVI et al.
2014). Abbildung mit freundlicher Genehmigung von InTech.

Vertreter der MRP-Familie fungieren als organische Anionen-Transporter. Sie sind aber auch
in der Lage, neutrale organische Medikamente zu transportieren (BORST et al. 2000). Die
meisten MRP-Transporter sind an der basolateralen Seite der Kapillargefd3e der BHS lokali-
siert. Nur einige wenige MRP-Transporter, wie MRP2 und MRP4, befinden sich luminal und
sind daher in der Beschriankung der Gehirngéngigkeit von MRP-Substraten (z. B. AE, Zytos-
tatika, HIV-Proteaseinhibitoren) involviert (LOSCHER u. POTSCHKA 2005a; LOSCHER u.
POTSCHKA 2005b).
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4. Pharmakoresistente Epilepsie

Epilepsien zéhlen bei Hunden und Katzen zu den hiufigsten chronischen neurologischen Er-
krankungen (CHANDLER 2006; SMITH BAILEY u. DEWEY 2009). 20-40 % der Tiere
konnen mit AE nicht zufriedenstellend therapiert werden (LOSCHER 2003). Viele der veteri-
nidrmedizinischen Patienten, die an einer pharmakoresistenten Epilepsie leiden, werden eutha-
nasiert (LOSCHER 2003; POTSCHKA et al. 2015). Auch in der Humanmedizin stellt die
Epilepsie eine ernst zu nehmende neurologische Erkrankung dar, bei der 30 % der 50 Millio-
nen an Epilepsie erkrankten Menschen pharmakoresistent sind (KWAN u. BRODIE 2000).
Die TLE mit komplex fokalen Anfillen stellt mit 70-80 %, den groBten Anteil pharmakoresis-
tenter Epilepsien dar (LEPPIK 1992). Plotzliche und frithzeitige Todesfille, Verletzungen,
psychosoziale Storungen sowie eine verminderte Lebensqualitit sind nur einige der daraus
resultierenden Konsequenzen fiir diese Patienten (LAWN et al. 2004; MOHANRAJ et al.
2006; MCCAGH et al. 2009).

Unter den Begriff der Pharmakoresistenz versteht man das Versagen von zwei, mit angemes-
sen ausgewéhlten AE in Mono- oder Kombinationstherapie durchgefiihrten Behandlungsver-
suchen, um eine anhaltende Anfallsfreiheit zu erzielen (KWAN et al. 2010). Die International
Veterinary Epilepsy Task Force (IVETF) schligt vor, diese fiir die Humanmedizin empfohle-
ne Definition der Pharmakoresistenz auch in der Veterinirmedizin anzuwenden. Dabei ist zu
beriicksichtigen, dass selbst eine Verbesserung einer therapeutischen Behandlung von veteri-
ndrmedizinischen Patienten mit pharmakoresistenter Epilepsie einen Therapieerfolg darstellt,
der einen Einfluss auf die Entscheidung fiir oder gegen eine Euthanasie haben konnte
(POTSCHKA et al. 2015).

Eine erfolgreiche medikamentdse Therapie ist von mehreren Faktoren, wie dem Typ, der Ati-
ologie und der Dauer der Epilepsie, der Anzahl an zuvor erfolglosen Behandlungsversuchen,
dem Grad der mentalen Entwicklungsstorung sowie vielen anderen Einflussfaktoren, abhén-
gig (REGESTA u. TANGANELLI 1999; KWAN u. BRODIE 2002; SCHMIDT u.
LOSCHER 2005). Ein Hinweis auf eine schwer therapierbare Epilepsie ist die initiale An-
fallsfrequenz (SCHMIDT u. LOSCHER 2005). Das erfolglose Ansprechen einer initialen
medikamentdsen Behandlung mit AE scheint allerdings der stirkste prognostische Indikator
einer pharmakoresistenten Epilepsie zu sein (KWAN u. BRODIE 2000). Eine pharmakoresis-
tente Epilepsie ist bei vielen betroffenen Patienten schon vor Beginn der ersten medikamentd-
sen Behandlung vorhanden. Allerdings kann sich auch bei zunichst gut therapierbaren Epi-

lepsiepatienten eine Pharmakoresistenz erst wihrend der Behandlung mit AE manifestieren
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(SCHMIDT u. LOSCHER 2005). Eine chirurgische Entfernung des epileptischen Gewebes in
Kombination mit einer lebenslangen Pharmakotherapie ist bei Patienten mit pharmakoresis-
tenter Epilepsie oft die letzte Mdglichkeit, eine anhaltende Anfallsfreiheit zu erreichen
(LOSCHER u. SCHMIDT 2002). Voraussetzung ist dabei eine umfassende prichirurgische
Evaluierung mit exakter Identifizierung und Lokalisation des epileptischen Fokus
(FOLDVARY et al. 2001). Weitere alternative humanmedizinische Behandlungsmdéglichkei-
ten bei pharmakoresistenten Epilepsien stellen die Vagusnerv-Stimulation (LOSCHER u.
SCHMIDT 2002), die Tiefenhirnstimulation thalamischer Kerngebiete (AKAMATSU u.
TSUIJI 2011), die transcranielle Magnetstimulation (KWAN u. BRODIE 2006) und die keto-
gene Diit dar (ITO u. OGUNI 2011).

Die Schwierigkeit der Uberwindung einer Pharmakoresistenz resultiert aus der Tatsache, dass
den Mechanismen der Pharmakoresistenz ein variables und multifaktorielles Geschehen zu-
grunde liegt. Dabei sind sowohl genetische, krankheitsbedingte als auch pharmakotherapiebe-
dingte Faktoren beteiligt (REGESTA u. TANGANELLI 1999; KWAN u. BRODIE 2002;
LOSCHER u. POTSCHKA 2002).

Es werden vorwiegend drei verschiedene zellulire Mechanismen diskutiert, die zu einer
Pharmakoresistenz fiihren konnen: Die Target-Hypothese, die Transporter-Hypothese und die

Intrinsic-severity-Hypothese.

4.1. Target-Hypothese

AE vermitteln ithre Wirkung tliber Zielstrukturen im Gehirn wie spannungsabhédngige Ionen-
kanile, Transporter und metabolische Enzyme der Neurotransmitter. Die Target-Hypothese
behauptet als Grund fiir ein reduziertes therapeutisches Ansprechen von Antiepileptika eine
Verinderung dieser zelluliren Zielstrukturen (ROGAWSKI u. LOSCHER 2004; REMY u.
BECK 2006). Die Target-Hypothese wird liberwiegend auf Versuche mit CBZ und dessen
Wirkung auf spannungsgesteuerte Natriumkandle an hippocampalen Neuronen gestiitzt
(VREUGDENHIL et al. 1998; REMY et al. 2003). 1998 wurde erstmals eine verringerte mo-
dulatorische Wirkung spannungsgesteuerter Natriumkanéle durch CBZ bei Patienten mit the-
rapieresistenter Epilepsie nachgewiesen (VREUGDENHIL et al. 1998). In weiteren Studien
konnte unter anderem gezeigt werden, dass die Natriumkanéle in Zellen des Gyrus dentatus
im resezierten HC von Patienten mit CBZ-resistenter TLE nicht mehr durch CBZ blockiert
werden konnten (REMY et al. 2003). Fiir Lamotrigin (LTG), das ein vergleichbares pharma-
kologisches Wirkspektrum wie CBZ aufweist, konnte dies allerdings nicht bestitigt werden

(REMY et al. 2003). Zudem konnte festgestellt werden, dass Polymorphismen des Sodium
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channel type 2 subunit alpha (SCN2A)-Gens, das die a,-Untereinheit neuronaler Natriumka-
néle codiert, mit einer Resistenz gegeniiber AE in Verbindung stehen (KWAN et al. 2008).
Neben den Beobachtungen zu méglichen Verdnderungen spannungsgesteuerter Natriumkané-
le wurde dariiber hinaus bei Patienten mit pharmakoresistenter TLE eine verdnderte Expressi-
on der Subtypen des y-Aminobuttersdurerezeptors des Typs A (GABA-Rezeptor) beobachtet
(LOUP et al. 2009).

Diese Hypothese wird allerdings kontrovers diskutiert, da viele Epilepsiepatienten eine Phar-
makoresistenz gegeniiber mehreren AE mit unterschiedlichen Wirkmechanismen aufweisen,

von denen auflerdem manche noch immer nicht vollstindig geklart sind (KWAN et al. 2011).

4.2. Transporter-Hypothese

ABC-Transporter haben einen groBen Einfluss auf die Pharmakokinetik von Wirkstoffen.
Dabei werden insbesondere die Wirkstoffaufnahme, -verteilung und -ausscheidung beein-
flusst. Aus diesem Grund spielen sie fiir die Wirksamkeit vieler klinisch verwendeter Wirk-
stoffe eine entscheidende Rolle (SCHINKEL u. JONKER 2003). Einige Transportsysteme
konnen in ihrer Funktion zu einer Resistenz einer Vielzahl von Wirkstoffen beitragen (sog.
Multidrug-Resistenz), wodurch sie zu einem therapeutischen Versagen bei Tumoren, Infekti-
onskrankheiten und Gehirnkrankheiten wie z. B. der Epilepsie fiihren (LOSCHER 2005).

Die Transporter-Hypothese geht davon aus, dass eine vermehrte Expression der Transportsys-
teme zu einem Ausschleusen der AE vom intrazelluldren Raum zuriick ins kapillire Lumen
fiihrt. Ein therapeutischer Erfolg bleibt infolge einer unzureichenden Wirkstoffkonzentratio-
nen der AE im Gehirn aus (LOSCHER u. POTSCHKA 2005¢c; POTSCHKA 2010b).

Die Transporter Pgp, BCRP und MRP2 sind aufgrund ihrer Lokalisation an der BHS in die
verringerte Gehirngingigkeit vieler Wirkstoffe involviert (LOSCHER u. POTSCHKA
2005a). Tishler et al. konnte 1995 durch den Nachweis einer vermehrten Expression von
MDRI bei Patienten mit pharmakoresistenter Epilepsie mittels PCR den Grundstein zur For-
mulierung der Transporter-Hypothese legen. Dies lieferte einen neuen Ansatz zur Erklarung
der Pharmakoresistenz (TISHLER et al. 1995; LOSCHER u. LANGER 2010), der in den da-
rauffolgenden Jahren anhand weiterer Studien bestitigt werden konnte (LAZAROWSKI et al.
2004; KUBOTA et al. 2006; AK et al. 2007).

Bei Patienten mit pharmakoresistenter Epilepsie kommt es an kapilliren Endothelzellen im
epileptischen Gewebe zu einer vermehrten Expression von Pgp (TISHLER et al. 1995;
DOMBROWSKI et al. 2001; SISODIYA et al. 2002; ARONICA et al. 2004; LAZAROWSKI
et al. 2004; KUBOTA et al. 2006; AK et al. 2007). Diese Uberexpression i1st mit hoher Wahr-
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scheinlichkeit auf den epileptischen Fokus im Gehirn beschrénkt, da sie im gesunden anlie-
genden Gewebe nicht nachweisbar ist (SISODIYA et al. 2002; LOSCHER u. POTSCHKA
2005a). Auch im Gehirngewebe epileptischer Hunde konnten in Endothelzellen erhéhte Ex-
pressionsraten des Transporters Pgp festgestellt werden (PEKCEC et al. 2009b). Neben Pgp
sind auch einige Transporter der MRP-Familie wie MRP1, MRP2, MRP5 und MRP6 im epi-
leptischen Gehirn vermehrt exprimiert (DOMBROWSKI et al. 2001; ARONICA et al. 2005;
KUBOTA et al. 2006). Die vermehrte Expression dieser Transportsysteme konnte nicht nur in
kapillaren Endothelzellen, sondern auch in Astrozyten und in dysplastischen Neuronen nach-
gewiesen werden (SISODIYA et al. 1999; SISODIYA et al. 2002; ARONICA et al. 2003;
ARONICA et al. 2004; LAZAROWSKI et al. 2004). Fiir den Transporter BCRP konnte keine
Uberexpression im epileptischen Gehirngewebe von Patienten mit pharmakoresistenter Epi-
lepsie festgestellt werden (ARONICA et al. 2005). Die Transporter-Hypothese basiert ferner
auf zwei durch weitere Erkenntnisse gestiitzte Annahmen: Zum einen konnte festgestellt wer-
den, dass die Modulation der Transporter in Tiermodellen die Aufnahme der AE in das Ge-
hirn verbessert (VAN VLIET et al. 2006). Zum anderen konnte in Tiermodellen pharmakore-
sistenter Epilepsien die Pravention einer anfallsinduzierten erhohten Transporter-Expression
auch die Wirksamkeit von AE verbessern (SCHLICHTIGER et al. 2010).

Der exakte Mechanismus, der bei Epilepsiepatienten zu einer erhdhten Expression der ABC-
Transporter in Gehirnkapillaren fiihrt, ist allerdings noch nicht vollstindig geklirt. Die Uber-
expression ist moglicherweise bedingt durch die Auswirkungen der Erkrankung Epilepsie,
durch unkontrollierte Anfille, durch die Folge einer chronischen Therapie mit AE oder durch
eine Kombination der genannten Faktoren (LOSCHER u. POTSCHKA 2005a; POTSCHKA
2010b).

Ein wichtiger Faktor, der eine Uberexpression von ABC-Transportern im epileptischen Ge-
hirn bedingt, scheint die Anfallsaktivitit zu sein. In einigen tierexperimentellen Studien an
Nagern konnte gezeigt werden, dass die Anfallsaktivitit eine vermehrte Expression von Pgp
zur Folge hat (RIZZI et al. 2002; SEEGERS et al. 2002a, c; VAN VLIET et al. 2004; VOLK
et al. 2005; LIU et al. 2007b). Weitere In-vivo-Studien weisen darauf hin, dass die Anfallsak-
tivitit zudem BCRP, MRP1 und MRP2 hochreguliert (VAN VLIET et al. 2005;
HOFFMANN et al. 2006).

Ein zugrundeliegender Mechanismus einer anfallsinduzierten Uberexpression der Transporter
ist die Arachidonsdurekaskade (BAUER et al. 2008b; PEKCEC et al. 2009a; LUNA-
MUNGUIA et al. 2015). Wiahrend eines epileptischen Anfalls werden hohe Mengen des Neu-
rotransmitters Glutamat ausgeschiittet, der, durch den N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-
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Rezeptor vermittelt, die Arachidonséurekaskade aktiviert. Nach Bindung von Glutamat an den
NMDA-Rezeptor kommt es zu einem vermehrten Ca®-Einstrom. Dadurch wird die Phos-
pholipase A; aktiviert, die Arachidonsdure aus der Zellmembran freisetzt. Dies fiihrt zu einer
vermehrten Bildung von Prostaglandin H, durch das Enzym Zyklooxygenase-2 (COX-2). Das
Enzym Prostaglandin-E-Synthase katalysiert die Bildung von Prostaglandin E,. Durch den
Prostaglandin-E1-Rezeptor aktiviert Prostaglandin E, weitere Signalfaktoren, worauthin die
Transkription der ABC-Transporter Pgp und MRP2 induziert wird (BAUER et al. 2008b;
PEKCEC et al. 2009a; LUNA-MUNGUIA et al. 2015).

AuBerdem beeinflussen sowohl bei der Epilepsie als auch bei anderen ZNS-Erkrankungen,
wie z. B. Alzheimer, Multiple Sklerose, Parkinson oder Gehirntumoren, inflammatorische
Prozesse die Expression von ABC-Transportern (MILLER et al. 2008; HARTZ u. BAUER
2010). Im Fokus der Studien stehen der Transporter Pgp, die proinflammatorischen Zytokine
tumor necrosis factor alpha (TNFa), IL-18, IL-6, Interferon-y (IFNy) und das Peptidhormon
Endothelin. Die Ergebnisse von In-vitro-Studien lieferten anfangs widerspriichliche Aussagen
beziiglich der Transportaktivitidt und der Expression von Pgp nach Exposition mit TNFa, IL-
18, IL-6, Interleukin-2 (IL-2) und IFNy (TAN et al. 2002; THERON et al. 2003;
FERNANDEZ et al. 2004; SEELBACH et al. 2007). Eine mogliche Erkldrung dafiir ist, dass
eine durch Zytokine veridnderte Pgp-Expression und Pgp-Transportaktivitdt von der Zeit, der
Dosis und der Lokalisation abhédngig sind. Es konnte festgestellt werden, dass die Trans-
portaktivitdt von Pgp nach einer kurzen Expositionszeit von TNFa verringert, jedoch nach
einer langen Expositionszeit von TNFa gesteigert werden kann (HARTZ et al. 2004, 2006;
BAUER et al. 2007; YU et al. 2008; PAN et al. 2010).

Oxidativer Stress ist ein weiterer Faktor, der Auswirkungen auf die Regulation der Transpor-
ter hat und oft mit Entziindungsreaktionen des Gehirns in Verbindung gebracht wird. Erste
Beweise dafiir erbrachten Felix et al. (2002), indem sie nach Exposition mit Wasserstoffper-
oxid auf primére Gehirnendothelzellen von Ratten eine erhohte Transportaktivitdt und eine
vermehrte Expression von Pgp, nicht aber von MRP1, beobachteten (FELIX u. BARRAND
2002). Eine Regulation der Proteinexpression von Pgp durch oxidativen Stress konnte anhand
einer nachfolgenden Studie an primiren Gehirnendothelzellen von Ratten durch Exposition
mit Kinasen, die am Wasserstoffperoxid-aktivierenden-Signalweg mitwirken, bestétigt wer-
den (NWAOZUZU et al. 2003). Zudem wurde festgestellt, dass Umweltgiftstoffe wie Diesel-
ruB} die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies und proinflammatorischer Zytokine begiinsti-
gen. An isolierten Gehirnkapillaren von Ratten konnte sowohl die Proteinexpression als auch

die funktionale Aktivitidt von Pgp durch Exposition mit Dieselru3 erhoht werden (HARTZ et
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al. 2008). Eine In-vitro- sowie eine In-vivo-Studie erbrachten zudem den Nachweis einer
vermehrten Expression und einer erhohten Transportfunktion von Pgp an der BHS infolge
chronisch oxidativen Stresses durch Glutathion (HONG et al. 2006; WU et al. 2009).

Ein weiterer kontrovers diskutierter, aber aus therapeutischer Sicht bedeutsamer Faktor, der
einen Einfluss auf eine vermehrte Expression von ABC-Transportern an der BHS haben
konnte, ist deren Induktion durch AE selbst. In In-vivo-Studien konnte an Nagern gezeigt
werden, dass eine ein- bis zweiwOchige Verabreichung von CBZ, Phenytoin (PHT) und PB
keinen induzierenden Effekt auf den Transporter Pgp hatte (RIZZI et al. 2002; SEEGERS et
al. 2002b). Eine dreiwdchige Applikation dieser AE fiihrte jedoch zu einer Uberexpression
von Pgp in Gehirnkapillaren von Ratten (WEN et al. 2008). Zudem wurde in einer In-vitro-
Studie an isolierten Gehirnkapillaren von Ratten und Méusen nachgewiesen, dass PB in einer
Konzentration von 1 mM einen signifikanten Anstieg der Transportaktivitdt sowie der Protei-
nexpression von Pgp, MRP2 und BCRP innerhalb von einer bis vier Stunden zur Folge hatte
(WANG et al. 2010). Unter Verwendung von endothelialen kapilldren Zelllinien konnte keine
vermehrte Transportaktivitdt von Pgp durch eine Exposition mit PB, TPM, PHT, Tiagabin
(TGB) und Levetiracetam (LEV) im Rahmen ihrer therapeutisch wirksamen Plasmakonzent-
ration festgestellt werden. Lediglich CBZ erhohte die Pgp-Transportaktivitit (ALMS et al.
2014).

Basierend auf der Transporter-Hypothese konnte eine vermehrte Expression von ABC-
Transportern an der BHS, abhéngig von den Substrateigenschaften der AE, in einer reduzier-
ten Gehirngéngigkeit dieser AE resultieren. Dies konnte zur Ausbildung einer Pharmakoresis-
tenz beitragen (SISODIYA 2003; LOSCHER u. POTSCHKA 2005b). Im Fokus der Entwick-
lung neuartiger Medikamente stehen demnach unter anderem Substanzen, die nicht als Sub-
strate von ABC-Transportern fungieren und die zur Modulation der Transportaktivitdt fahig

sind (LOSCHER u. POTSCHKA 2005a).

4.3. Intrinsic-severity-Hypothese

Laut epidemiologischer Daten duf3ert sich der Schweregrad von Epilepsien in der unterschied-
lichen Anfallsfrequenz zu Beginn einer Epilepsieerkrankung. Eine hohe Anfallsfrequenz be-
einflusst das individuelle Ansprechen eines Patienten auf eine medikamentdse Behandlung
negativ.

Aufgrund dieser Beobachtungen lieferten Rogawski und Johnson 2008 mit der Intrinsic-
severity-Hypothese eine weitere Erklarung zur Entstehung der Pharmakoresistenz und stellten

sowohl die Target-Hypothese als auch die Transporter-Hypothese in Frage.
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Sie gehen davon aus, dass molekulare und pathophysiologische Verdnderungen eine Ver-
schlechterung der Epilepsieerkrankung zur Folge haben und die Wahrscheinlichkeit eines

Therapieerfolges negativ beeinflussen (ROGAWSKI u. JOHNSON 2008).

4.4. Strategien zur Uberwindung der Pharmakoresistenz

Experten diskutieren unterschiedliche Ansitze zur Uberwindung einer ABC-Transporter-
bedingten pharmakoresistenten Epilepsie.

Im Falle einer bereits vorhandenen Pharmakoresistenz konnte durch Modulation der ABC-
Transporter die Funktion der Transportsysteme deaktiviert werden. Darunter wird in diesem
Zusammenhang eine direkte Hemmung durch kompetitive Substanzen sowie eine funktionelle
oder transkriptionelle Hemmung des Transporters Pgp verstanden. Da Pgp einen entscheiden-
den Einfluss auf den Auswiértstransport von AE an der BHS hat, steht dieser Transporter im
Fokus der Forschung. Die Modulation von Pgp fiihrt zu einer verringerten Pgp-
Transporterfunktion und erhoht dadurch die Gehirnpermeabilitit von Pgp-Substraten
(BAUER et al. 2005). Die Einteilung der Pgp-Modulatoren erfolgt nach Selektivitdt. Bisher
ergeben sich daraus drei Generationen von Pgp-Modulatoren. Zu den Modulatoren der ersten
Generation zéhlen Substanzen wie beispielsweise Verapamil, Chinidin und Cylosporin A.
Aufgrund ihrer relativ geringen Affinitdt zu Pgp miissen sie in einer hohen Dosierung verab-
reicht werden. Dies fiihrt im Korper zu einem inakzeptablen toxischen Effekt (FERRY et al.
1996; KRISHNA u. MAYER 2000; THOMAS u. COLEY 2003). Die Modulatoren der zwei-
ten Generation stellen Strukturanaloga dieser Substanzen dar (POTSCHKA 2010c). Aller-
dings inhibieren diese Substanzen zusétzlich Zytochrom-P450-Enzyme, was zu einer erhdhten
systemischen Exposition vieler zytotoxischer Substanzen fiihrt (FISCHER et al. 1998;
WANDEL et al. 1999). Zu den Modulatoren der dritten Generation zdhlen Tariquidar, Lani-
quidar, Zosuquidar und Elacridar. Sie haben eine hohere Selektivitit und eine bessere Wirk-
samkeit (BATES et al. 2002; THOMAS u. COLEY 2003). Tariquidar und Elacridar modulie-
ren zudem den ABC-Transporter BCRP (PICK et al. 2008; KUHNLE et al. 2009). Bei der
Auswabhl ist zu beriicksichtigen, dass Pgp eine Funktion bei der Verteilung endogener Sub-
stanzen und beim Schutz des Korpers vor schiddlichen Xenobiotika hat. Deshalb sollte der
Gebrauch von Modulatoren der dritten Generation vorsichtig und in kurzen Behandlungsin-
tervallen eingesetzt werden (POTSCHKA u. LUNA-MUNGUIA 2014).

Neben der Moglichkeit der direkten Transporter-Modulation kann auch eine indirekte Modu-
lation der Transporter erfolgen, indem auf Transporter-kontrollierende Signalkaskaden ein-

gewirkt wird. Eine dieser Signalkaskaden ist die Arachidonsidurekaskade. Ein moglicher An-
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griffspunkt der Arachidonsdurekaskade ist die Hemmung von COX-2. Es konnte in unserer
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass eine anfallsbedingte Hochregulierung von Pgp durch die
Verabreichung des COX-2-Hemmers Celecoxib und des spezifischen Prostaglandin-E1-
Rezeptor-Hemmers SC-51089 verhindert werden kann (PEKCEC et al. 2009a; ZIBELL et al.
2009). AuBlerdem konnte eine bestehende Pharmakoresistenz gegeniiber PB nach sechstagiger
Vorbehandlung mit Celecoxib iiberwunden werden (SCHLICHTIGER et al. 2010). Im Ge-
gensatz zu einer effektiven Hemmung der anfallsbedingten Uberexpression von Pgp durch
Celecoxib haben Zyklooxygenase-1 (COX-1)-Hemmer keinen Einfluss auf die Proteinexpres-
sion (POTSCHKA u. LUNA-MUNGUIA 2014).

Neben der Moglichkeit, in den Ablauf der Arachidonsdurekaskade durch Hemmung von
COX-2 einzugreifen, kann durch Modulation des NMDA-Rezeptors mit dem Rezeptorblocker
MK-801 die Induktion der Arachidonsidurekaskade von Vornherein verhindert werden
(BAUER et al. 2008b).

Eine weitere therapeutische Strategie zur Uberwindung der Pharmakoresistenz ist die ,,Verpa-
ckung* der ABC-Transporter-Substrate in Nanopartikel (KREUTER 2001). Der Vorteil liegt
in der Erhaltung der protektiven Funktion der Transportsysteme. Bislang sind zur Uberprii-
fung dieser Strategie nur wenige Studien durchgefiihrt worden. Lediglich fiir das AE Valproat
(VPA) konnte festgestellt werden, dass sich die Pharmakokinetik durch dessen Verkapselung
nicht verdandert (DARIUS et al. 2000; POTSCHKA 2010c).
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S. Antiepileptika

Die klassische Therapie von Epilepsien besteht nach wie vor in einer Unterdriickung epilepti-
scher Anfélle durch eine Pharmakotherapie. Sie erfolgt symptomatisch durch eine kontinuier-
liche Applikation mit AE (LOSCHER et al. 2006). Seit die antikonvulsiven Eigenschaften
von Bromiden und PB entdeckt wurden, konnten bis heute mehr als 20 AE zugelassen werden
(LOSCHER u. SCHMIDT 2011).

Allerdings konnen die verfiigbaren AE bei 20-40 % der an Epilepsie erkrankten Hunde
(SCHWARTZ-PORSCHE et al. 1985; LOSCHER 2003; POTSCHKA et al. 2015) und bei
mehr als 30 % der humanmedizinischen Patienten (KWAN u. BRODIE 2000) das Auftreten
von Anfillen nicht verhindern. Aufgrund der sowohl in der Tier- als auch in der Humanmedi-
zin hohen Zahl an Patienten mit pharmakoresistenter Epilepsie besteht ein erheblicher Bedarf
an neuen Wirkstoffen, die klinische Vorteile gegeniiber den bisherigen Wirkstoffen besitzen
(POTSCHKA et al. 2013).

Im Vergleich zu der groBen Auswahl zugelassener AE in der Humanmedizin ist die Anzahl
der in der Tiermedizin verfiigbaren AE sehr viel kleiner. Fiir eine effektive Behandlung von
Epilepsien ist ein kontinuierlich aufrechtzuerhaltender therapeutischer Plasmaspiegel von
entscheidender Bedeutung. Deshalb ist beim Hund die rasche Metabolisierung vieler human-
medizinischer AE sowie deren Nebenwirkungen der Grund fiir die limitierte Auswahl eines
geeigneten therapeutisch wirksamen Medikaments. Bei der Katze hingegen fehlen pharmako-
kinetische Daten der verschiedenen AE sowie die klinische Erfahrung bei der Anwendung
(LOSCHER et al. 2006; ALTHAUS u. FREY 2007). PB und Kaliumbromid stellen die beiden
gebriuchlichsten AE in der Tiermedizin dar, wobei Kaliumbromid meist als Zusatz zu einer
Monotherapie mit PB eingesetzt wird (BAGLEY 2005). Imepitoin ist ein neues, von der Eu-
ropdischen Union zur Behandlung der caninen idiopathischen Epilepsie zugelassenes AE
(RUNDFELDT et al. 2014; RUNDFELDT u. LOSCHER 2014).

Obwohl AE klinisch primér fiir die Behandlung von Epilepsien verwendet werden, finden sie
in der Humanmedizin auch Anwendung in der Behandlung von Migréne, neuropathischen
Schmerzen, bipolaren affektiven Stérungen, Tremor, Myotonie, Dystonie, Angstzustéinden,
Schizophrenie, Restless-Legs-Syndrom, sozialer Phobie, posttraumatischen Belastungsstorun-
gen sowie Alkoholabhingigkeit und -entzug (ROGAWSKI u. LOSCHER 2004).

In der vorliegenden Studie wird der Einfluss der AE PB, CBZ und TPM auf die Regulation

von ABC-Transportern gepriift. Die verwendeten AE werden im Folgenden ndher betrachtet.
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5.1. Phenobarbital

Das in der Veterindrmedizin gebrauchlichste AE ist 5-Ethyl-5-phenyl-barbitursdure (Pheno-
barbital, PB). Es zéhlt zu der Gruppe der Barbiturate und wurde erstmals im Jahr 1912 von
dem deutschen Chemiker Emil Fischer synthetisiert. Die anfallssuppressive Wirkung von PB
wurde von dem deutschen Neurologen und Psychiater A. Hauptmann im selben Jahr entdeckt
(HAUPTMANN 1912; KRAMER 2012). In Entwicklungslindern ist PB bis heute das am
meisten eingesetzte AE und auch in Industrieldndern wird es nach wie vor zur Behandlung
von Epilepsien eingesetzt. PB ist zur Monotherapie und Zusatzbehandlung von Epilepsien mit
fokalen und generalisierten Anféllen zugelassen. Es wird von der Weltgesundheitsorganisati-
on als erste Wahl zur Behandlung von partiellen und generalisierten tonisch-klonischen An-
fallen in Entwicklungsldndern empfohlen (KWAN u. BRODIE 2004). In der Veterindrmedi-
zin ist PB bei Hunden und Katzen zur Behandlung von fokalen und generalisierten Anféllen
unter dem Warenzeichen Phenoleptil und Luminal vet. in Form von Tabletten zugelassen
(LOSCHER et al. 2006).

PB wirkt vorwiegend iiber die Verstirkung der durch den y-Aminobuttersdure (GABA)-
Rezeptor -vermittelten postsynaptischen Chloridstrdme. Dies fiihrt zu einer verlidngerten Off-
nung des GABA-Rezeptor-assoziierten Chloridkanals. Somit vermittelt PB eine Verstiarkung
der hemmenden Neurotransmitterfunktion. Aulerdem wirkt es {iber die Abschwéchung pri-
synaptischer calciumabhingiger Potentiale und postsynaptischer kaliumabhangiger Potentiale
durch Antagonisierung von Aminomethylphosphonsdure (AMPA)-Rezeptoren. AMPA-
Rezeptoren stellen als Kationenkanile eine Untergruppe der Glutamatrezeptoren dar

(LOSCHER et al. 2006).

5.2. Carbamazepin

SH-Dibenz(b, f)azepin-5-carboxamid (Carbamazepin, CBZ) wurde 1957 synthetisiert. Als AE
wurde CBZ zum ersten Mal 1960 eingesetzt (MULLER 1963; HAGEN u. RIGHTER 1964;
JONGMANS 1964; DREYER 1965; KRAMER 2012).

CBZ wird als Mittel der ersten Wahl zur Behandlung fokaler und sekundir generalisierter
tonisch-klonischer Anfille verwendet. Es besitzt neben einer antiepileptogenen auch eine an-
tipsychotische Wirkung und ist in der Humanmedizin auch zur Behandlung von Trigeminus-
neuralgien zugelassen. In der Veterindrmedizin spielt CBZ als AE aufgrund seiner kurzen
Halbwertszeit beim Hund und der fehlenden klinischen Erfahrung bei der Katze keine Rolle
(LOSCHER et al. 2006).

Die Wirkung erfolgt in erster Linie iiber die Blockade spannungsabhéngiger Natriumkanile,
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deren Inaktivierung nach der Depolarisation verldngert wird. Neben der postsynaptischen
Wirkung konnte auch eine prasynaptische Wirkung auf Natriumkanile nachgewiesen werden,
die zu einer Reduktion der synaptischen Ubertragung fiihrt. Dadurch kommt es zu einer Ver-
minderung des spannungsabhidngigen Calciumflusses und somit zur Inhibition der postsynap-

tischen Ubertragung (FROSCHER et al. 2004; SCHMIDT u. ELGER 2004; KRAMER 2012).

5.3. Topiramat

2,3:4,5-di-O-isopropyliden-B-D-fructo-pyranose-sulfamat (Topiramat, TPM) leitet sich von
dem Monosaccharid D-Fruktose (2,3:4,5-Bis-0-(1-methylethyliden)-d-fructopyranosyl-
sulfamat) ab (BAUER u. SCHWALEN 2000). Es ist in Deutschland seit 1998 als Zusatz-
medikament zur Behandlung von pharmakoresistenten fokalen und sekundér generalisierten
Anfillen zugelassen. Dariiber hinaus wird es beispielsweise auch in der Behandlung von
Cluster-Kopfschmerzen eingesetzt (MAY et al. 2005) und konnte zudem eine vielverspre-
chende Therapieoption bei Alkoholabhingigkeit darstellen (ARBAIZAR et al. 2010). In der
Veterindrmedizin ist TPM fiir die Therapie epileptischer Hunde wegen seiner kurzen Halb-
wertzeit weniger geeignet. Allerdings kann TPM in einer therapeutischen Dosis von 5-
10 mg/kg alle 8-12 Stunden in einer Kombinationstherapie beim Hund mit pharmakoresisten-
ter Epilepsie eingesetzt werden (VOLK u. LODERSTEDT 2011). Klinische Erfahrungen zur
Behandlung epileptischer Katzen mit TPM liegen nicht vor (LOSCHER et al. 2006).

Der Wirkmechanismus beruht auf der Modulation spannungsabhéngiger Natrium- und Calci-
umkandle. Zudem ist eine Verstirkung der GABA-vermittelten, hemmenden Neurotransmis-
sion und der Hemmung der exzitatorischen Neurotransmission durch die Blockierung der
Subtypen von Glutamatrezeptoren (AMPA- und Kainat-Rezeptor) beschrieben (BAUER u.
SCHWALEN 2000; ROGAWSKI u. LOSCHER 2004; KRAMER 2012; FISCHER et al.
2013).
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6. Proteomik

Der Begriff ,,Proteom* definiert die Zusammensetzung der Gesamtheit aller Proteine, die von
dem Genom codiert werden (WILKINS et al. 1996). Die Proteomik beschiftigt sich mit der
Funktion aller exprimierten Proteine (TYERS u. MANN 2003). Entscheidend ist dabei die
Identifizierung der Proteine einer biologischen Probe unter vorgegebenen Bedingungen zum
Zeitpunkt der Untersuchung (ALZATE 2010). Die Proteomik befasst sich nicht nur mit Prote-
inen irgendeiner bestimmten Zelle, sondern auch mit dem Vorkommen aller Proteinisoformen
und —modifikationen, der Interaktion zwischen ihnen, der strukturellen Beschreibung der Pro-
teine sowie mit fast allen postgenomischen Prozessen. Sowohl durch translationale Modifika-
tionen, wie Acetylierung, Phosphorylierung, Ubiquinierung und Glykosylierung, als auch
durch alternatives Spleilen ergeben sich viele verschiedene, in mehreren chemischen Formen
vorkommende Proteine (TYERS u. MANN 2003). Man geht davon aus, dass dadurch 20.000—
25.000 Gene einer typischen Sdugerzelle 1.000.000 verschiedene reife Proteine codieren
(INTERNATIONAL HUMAN GENOME SEQUENCING 2004). AuBerdem konnen die
Struktur und die Funktion der Proteine durch Umweltfaktoren, wie z.B. der Temperatur, der
Ionenstérke und des pH-Werts, moduliert werden (CREIGHTON 1993).

Eine Fehlregulierung der Proteinexpression kann zu pathologischen Zustdnden wie Tumoren,
neurodegenerativen Erkrankungen und metabolischen Storungen fithren. Deshalb ist fiir das
physiologische und pathologische Verstindnis der molekularen zelluldren Prozesse die Identi-
fikation, Quantifizierung und Charakterisierung der Proteine einer Zelle von grundlegender
Bedeutung (SCHMIDT et al. 2014). Das Ziel der Proteomik besteht in der Erforschung des
komplexen Zusammenspiels biologischer Vorginge und der pathologischen Abweichung bei
Krankheiten, basierend auf den von Zellen erzeugten Proteinen (THIEMAN et al. 2007). Die
Proteomik beruht auf biochemischen und biophysiologischen Prinzipien, setzt bei der Analyse
der erhobenen Daten aber auch Kenntnisse im Bereich der Bioinformatik voraus (ROCHA u.

CAVALHEIRO 2014).

6.1. Neuroproteomik

Die Neuroproteomik ist ein Teilgebiet der Proteomik. Im Gegensatz zur Proteomik, die sich
mit Fragestellungen des Gesamtorganismus beschéftigt, setzt sich die Neuroproteomik ledig-
lich mit dem Proteom von ZNS-spezifischem Gewebe oder einzelnen kultivierten oder isolier-
ten Zellen des Gehirns auseinander (ALZATE 2010). Die Neuroproteomik bietet die Mog-

lichkeit, die Erforschung und die Entwicklung wichtiger Biomarker sowie das Verstdndnis
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tiber pathophysiologische Mechanismen neurodegenerativer Erkrankungen voranzutreiben.
Im Bereich der Epilepsieforschung wird die Neuroproteomik unter anderem dazu genutzt,
neue Therapiestrukturen zu identifizieren, die dazu beitragen Therapiestrategien zu entwi-
ckeln, die epileptische Anfille unterdriicken oder praventiv in den epileptogenen Prozess ein-
greifen konnen. So ist es mithilfe proteomischer Techniken inzwischen mdglich, differentiell
exprimierte Proteine aus Gehirngewebe oder zerebrospinaler Fliissigkeit zu identifizieren und

im Hinblick auf Proteinmodifikationen zu untersuchen (ROCHA u. CAVALHEIRO 2014).
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7. Angiogenese im Gehirn

In den letzten Jahren konnte der Beweis erbracht werden, dass eine Dysfunktion der BHS in
der Pathophysiologie zahlreicher ZNS-Erkrankungen eine wichtige Rolle spielt und zur Epi-
leptogenese beitragen kann (ABBOTT et al. 2010; MARCHI u. LERNER-NATOLI 2013).
Zudem konnte sowohl klinisch als auch experimentell ein direkter Zusammenhang zwischen
einer dysfunktionalen BHS und epileptischen Anfillen gezeigt werden (TOMKINS et al.
2011; LIBRIZZI et al. 2012).

Die Zellen der BHS reagieren dabei auf verschiedene pathologische und rheologische Signale,
die zur Stimulation der Angiogenese und zur vaskuldren Remodellierung fithren (ABBOTT et
al. 2010). Die vermehrte Vaskularisierung geht einher mit dem Verlust sowie dem Ubertritt
von Tight-Junction-Proteinen [z. B. TIP1, TIP2, junctional adhesion molecule C (JAM3)]
und Serumproteinen in das Gehirnparenchym. Dies fiihrt zu einer erhohten Permeabilitit der
BHS (VAN VLIET et al. 2007a). Dadurch entsteht ein Circulus vitiosus: Eine Dysfunktion
der BHS kann zu vermehrten epileptischen Anféllen fithren, was wiederum durch eine andau-
ernde Anfallsaktivitdt den Schaden an der BHS vergroflert und in weiteren epileptischen An-

fallen resultieren kann (MARCHI u. LERNER-NATOLI 2013).

weitere epileptische |:> Dysfunktion der
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Abbildung 7: Circulus vitiosus: Eine Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke (BHS) fiihrt zur Freisetzung von
vascular endothelial growth factor (VEGF) und proinflammatorischen Zytokinen durch Neuronen und
Mikroglia. VEGF vermittelt seine Wirkung tiber den Rezeptor vascular endothelial growth factor receptor
2 (VEGFR2) an Endothelzellen der BHS. Dies fordert die Angiogenese und erhdht dadurch die Permeabili-
tdt der BHS, was in weiteren epileptischen Anféllen resultieren kann (MARCHI u. LERNER-NATOLI
2013). TNF-o = Tumornekrosefaktor a, IL-1b = Interleukin-1.
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Morphologische Verdnderungen im epileptischen Fokus konnten auf das Auftreten angioge-
netischer Prozesse hinweisen. In Patienten mit TLE konnten in hohem Mafle der Wachstums-
faktor vascular endothelial growth factor (VEGF) in Neuronen und Astrozyten und die Uber-
expression des Tyrosinkinaserezeptors vascular endothelial growth factor receptor 2
(VEGFR-2) in Endothelzellen der BHS nachgewiesen werden (RIGAU et al. 2007). VEGF
wird bei Entziindungen und Hypoxie durch Transkriptionsfaktoren wie dem activator protein
1 (AP-1), dem hypoxia-inducible factor 1 o (HIF1A), dem signal transducer and activator of
transcription 3 (STAT3) und dem Sp! transcription factor (Sp-1) reguliert. Diese Transkrip-
tionsfaktoren wie auch VEGFR-2 werden bei epileptischen Anfillen freigesetzt. Die darauf
folgende Induktion der VEGFR-2-Signalkaskade kontrolliert die vaskuldre Permeabilitét und
das endotheliale Zellwachstum. VEGFR-2 aktiviert inositol trisphosphate 3 (IP3), endothelial
nitric oxide synthase (eNOS) und phospholipase C (PLC), die die Proteolyse der vaskuldren
Basalmembran durch matrix metalloproteinase-2 (MMP-2), matrix metalloproteinase-9
(MMP-9), Heparinasen und Plasminogen induziert. PLC und p42/44 mitogen-activated pro-
tein kinase (P42/44-MAP-Kinase) fordern die Proliferation und Migration der Endothelialzel-
len. Die Aktivierung von proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src (SRC), phosphoinositi-
de 3-kinase (PI3K) und p38 mitogen-activated protein kinase (p38-MAP-Kinase) flihrt zu
einer Beschddigung von interendothelialen Junctions und der Migration von Endothelzellen
(MORIN-BRUREAU et al. 2012; MARCHI u. LERNER-NATOLI 2013).

Der beschriebene proangiogenetische Signalweg von VEGF ist in Abbildung 8 dargestellt.



III. Literaturiibersicht 42

Epileptische Anfille

Inflammation,
Hypoxie

VEGF
Transkriptionsfaktoren:
AP-1, Hif o, Sp-1, STAT3 > | _VEGFR2, VEGF

PLC, P42/44-MAP P3 eNOS PLC SRC, PI3K,

Kinase p38MAP

durch Metalloproteinasen,
@ Kollagenasen Heparinasen, @ @
Plasminogen
Endothelzellproliferation, Proteolyse der Abbau der Tight

-migration Basalmembran Junctions

Abbildung 8: Proangiogenetischer Signalweg von VEGF (vascular endothelial growth factor). Hypoxische
oder entziindliche Zustinde regulieren durch Transkriptionsfaktoren (AP-1, HIF1A, Sp-1 und STATS3)
VEGF. Pathologische Bedingungen wie epileptische Anfille fiihren zu einer Aktivierung von VEGFR2
(vascular endothelial growth factor receptor 2) sowie der genannten Transkriptionsfaktoren. VEGFR2
induziert iiber verschiedene Signalwege die Endothelzellproliferation, die Proteolyse der vaskuldren Ba-
salmembran sowie den Abbau der Tight-Junction-Proteine (MARCHI u. LERNER-NATOLI 2013). AP-1
= activator protein 1, HIF1A = hypoxia-inducible factor 1 a, Sp-1 = Spl transcription factor, STAT3 =
signal transducer and activator of transcription 3, PLC = Phospholipase, P42/44-MAP Kinase = p42/44
mitogen-activated protein kinase, IP3 = inositol trisphosphate 3, eNOS = endothelial nitric oxide synthase,
PLC = phospholipase C, SRC = proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src, PI3K = phosphoinositide 3-
kinase, p38-MAP-Kinase = p38 mitogen-activated protein kinase.

Andere angiogenetische Faktoren konnen die Effekte von VEGF modifizieren. Angiopoetine
und ihr Tyrosinrezeptor Tie2 kontrollieren die vaskuldre Permeabilitdt. Angiopoetin 1, das
von Perizyten freigesetzt wird, wirkt als Tie2-Agonist. Es vermittelt tiber den PI3-K/protein
kinase B (AKT)-Signalweg den Zellschutz und die Zellreifung. Das von endothelialen Wei-
bel-Palade-Korperchen freigesetzte Angiopoetin 2 ist ein Tie2-Antagonist (MARCHI u.
LERNER-NATOLI 2013). Es wirkt, indem es den Effekt von VEGF verstarkt. Wéahrend epi-
leptischer Anfille hat die Uberproduktion von VEGF in Neuronen und Gliazellen einen
schiadlichen Effekt auf die Permeabilitdt der BHS. Zudem kann aber auch eine positive Wir-
kung auf das Uberleben von Neuronen ausgeiibt werden (HOLMES et al. 2007).

Eine Vielzahl von Proteinen konnte identifiziert werden, die den VEGF-Signalweg in unter-
schiedlichen Geweben im Korper regulieren. Dazu zdhlen unter anderem die Proteine growth
factor receptor-bound protein 2 (GRB2), adapter molecule crk (CRK), annexin A1 (ANXA1),
annexin A2 (ANXA?2), cell division cycle protein 42 (CDC42) und ras-related protein Rab-54
(RAB5A) (SORIANO et al. 2004; STOLETOV et al. 2004; JOPLING et al. 2009b; ZHAO et
al. 2010; PIN et al. 2012; JIN et al. 2013a). Verschiedene Proteine wie talin-1 (TLN1), in-
tegrin alpha-1 (ITGA1), cell surface glycoprotein MUCI8 (MCAM) und lipid phosphate
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phosphohydrolase 3 (PPAP2B) sind in die Zelladhdsion sowie in die Zell-Zell-Interaktionen

wiahrend der Angiogenese involviert (WARY u. HUMTSOE 2005; AVRAAMIDES et al.
2008; CRITCHLEY 2009; MONKLEY et al. 2011; WANG u. YAN 2013).

Fiir das vorliegende Projekt von besonderem Interesse sind Proteine, die durch den Einfluss

angiogenetischer Prozesse wihrend der Epileptogenese die Integritdt der BHS beeinflussen.
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I11. ARBEITSHYPOTHESEN UND ZIELSETZUNG

1. Regulation von ABC-Transportern durch Antiepileptika

Etwa ein Drittel der veterindr- und humanmedizinischen Epilepsiepatienten leiden an thera-
peutisch nicht kontrollierbaren epileptischen Anféllen und leiden daher an einer pharmakore-
sistenten Epilepsie (KWAN u. BRODIE 2000; LOSCHER 2003; HARTZ u. BAUER 2010).
Die Pharmakoresistenz stellt ein groBBes Problem in der medikamentdsen Behandlung von
Epilepsien dar. Die pharmakoresistente Epilepsie ist als ein multifaktorielles, komplexes Ge-
schehen anzusehen, dessen zugrundeliegende Mechanismen nicht vollstdndig geklart sind. Im
Laufe der letzten Jahre haben sich verschiedene Hypothesen zur Erkldrung einer pharmakore-
sistenten Epilepsie herausgebildet (POTSCHKA 2010c). Im Fokus der Forschung steht neben
der Intrinsic-severity- und der Target-Hypothese die Transporter-Hypothese. Die Transporter-
Hypothese geht davon aus, dass eine Uberexpression von ABC-Transportern einer therapeu-
tisch wirksamen Konzentration von AE im Gehirn durch einen verstiarkten Auswértstransport
entgegenwirkt (POTSCHKA 2010b). Es gibt Hinweise, dass die Verabreichung von AE die
Expression von ABC-Transportern induziert. Jedoch lieferten verschiedene Studien diesbe-
ziiglich unterschiedliche Ergebnisse, sodass eine Applikation von AE nicht eindeutig mit ei-
ner reduzierten Gehirngéngigkeit der AE in Verbindung gebracht werden kann (WEN et al.
2008; WANG et al. 2010; ALMS et al. 2014). Die Erforschung dieser Hypothese ist aus klini-
scher Sicht besonders relevant, da eine therapeutische Behandlung mit AE selbst, moglicher-
weise aufgrund einer limitierten Gehirngéngigkeit der AE, zur Entstehung einer pharmakore-
sistenten Epilepsie beitragen konnte. Wang et al. konnten 2010 anhand einer Ex-vivo-Studie
an Ratten- und Méusekapillaren den Nachweis erbringen, dass durch eine Inkubation mit PB
sowohl eine vermehrte Expression als auch eine gesteigerte Funktion der Transporter Pgp,
BCRP und MRP2 induziert wird (WANG et al. 2010). Allerdings wurden diese Untersuchun-
gen unter Verwendung einer Konzentration weit iiber der therapeutisch anwendbaren Kon-
zentration von PB durchgefiihrt. Die Effekte therapeutischer Konzentrationen von AE auf die
Expression und die Transportaktivitdt von ABC-Transportern anhand von Ex-vivo-Versuchen

wurden in bisherigen Studien noch nicht untersucht.
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In diesem Zusammenhang widmete sich ein Teil meiner Arbeit der Analyse therapeutischer
Plasmakonzentrationen von PB, CBZ und TPM auf die Transportaktivitit und die Proteinex-
pression von Pgp, BCRP und MRP 2 an isolierten Schweinekapillaren mit folgenden Kern-
fragen:

— Wie wirkt sich eine Exposition von endothelialen porcinen Gehirnkapillaren mit den
AE PB (170 uM), CBZ (50 uM) und TPM (60 uM) auf die Transportaktivitit der
ABC-Transporter Pgp, MRP2 und BCRP iiber die Zeit aus?

—  Wie wirkt sich eine Inkubation von endothelialen porcinen Gehirnkapillaren mit den
AE PB (170 uM), CBZ (50 uM) und TPM (60 uM) auf die Proteinexpression der
Transporter Pgp, BCRP und MRP2 aus?

Diese Studie soll eine klinische Relevanz des Einflusses von AE in therapeutisch relevanten
Konzentrationen auf Pgp, BCRP und MRP2 iiberpriifen. Auflerdem soll sie zu einem besseren

Verstindnis liber die Pharmakokinetik von AE und anderen ZNS-Therapeutika beitragen.
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2. Proteomanalysen Blut-Hirn-Schranken-assoziierter Proteine wih-

rend der Epileptogenese

Aus pharmakologischer Sicht hat, neben der Entwicklung antiepileptogener Strategien, die
Identifikation geeigneter Biomarker eine besondere klinische Relevanz (HOLTKAMP u.
MEIERKORD 2007; ENGEL et al. 2013). Mithilfe von Biomarkern konnten Patienten identi-
fiziert werden, die nach einem Insult eine Epilepsie entwickeln konnten (ENGEL et al. 2013).
Die Epileptogenese zeichnet sich durch unterschiedliche pathogene Prozesse aus, die als eine
Quelle fiir potentielle Biomarker angesehen werden (LUKASIUK u. BECKER 2014). Die
zugrundeliegenden pathophysiologischen Mechanismen der Epileptogenese sind allerdings
noch weitgehend unbekannt (HOLTKAMP u. MEIERKORD 2007). Einige tierexperimentelle
und klinische Studien weisen darauf hin, dass epileptische Anfélle in Zusammenhang mit an-
giogenetischen Prozessen sowie einer erhdhten Permeabilitit der BHS stehen, die die Entste-
hung einer Epilepsie fordern konnen (JANIGRO 1999; SEIFFERT et al. 2004; HELLSTEN et
al. 2005; PAVLOVSKY et al. 2005; OBY u. JANIGRO 2006; IVENS et al. 2007; MARCHI
et al. 2007; RIGAU et al. 2007; TOMKINS et al. 2007; VAN VLIET et al. 2007a; TOMKINS
et al. 2008). Des Weiteren konnte in In-vivo-Studien festgestellt werden, dass es infolge von
epileptischen Anféllen zu einer vermehrten Expression verschiedener ABC-Transporter an der
BHS kommt (RIZZI et al. 2002; ZHU u. LIU 2004; VAN VLIET et al. 2005; HOFFMANN et
al. 2006; BANKSTAHL et al. 2008). Eine Uberexpression von ABC-Transportern ist klinisch
sehr bedeutsam, da sie moglicherweise zu einer Resistenzentwicklung gegeniiber AE beitra-
gen konnte (POTSCHKA 2010b).

Der zweite Teil dieser Arbeit umfasst die Identifizierung von Proteinen, die wihrend der Epi-
leptogenese in zelluliren und molekularen Verdnderungen an der BHS involviert sind. Im
Rahmen eines vorangegangenen Kooperationsprojektes mit dem Institut fiir Tierphysiologie
der Tierérztlichen Fakultdt der LMU und der Research Unit Protein Science des Helmholtz-
Zentrums Miinchen wurde das Proteom des HC und des PHC in einem Tiermodell der Epilep-
togenese massenspektrometrisch untersucht. Fiir das Versuchsvorhaben wurde das elektrische
Post-SE-Modell an Ratten verwendet. AnschlieBend erfolgte im Rahmen dieser Studie eine
Analyse der Proteindaten beider Gewebe, woraufhin der Nachweis der immunhistochemi-

schen Expression eines regulierten Proteins erfolgte.
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Folgende Fragestellungen sollen durch diese Studie beantwortet werden:

- Konnen spezifische regulierte pathways identifiziert werden, die im
Zusammenhang mit Angiogenese- und ABC-Transporter-assoziierten Verdnderungen
an der BHS wihrend der Epileptogenese stehen?

— Konnen spezifische Angiogenese-assoziierte-, ABC-Transporter- sowie Tight
Junction-Proteine wihrend der Epileptogenese identifiziert werden?

Diese Studie soll einen Beitrag zum besseren Verstindnis molekularer und zelluldrer Mecha-

nismen wihrend der Epileptogenese leisten und dariiber hinaus Hinweise fiir die Identifikati-

on von Biomarkern und pharmakologischen Zielstrukturen liefern.
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IV. MATERIAL UND METHODEN

1. Regulation von ABC-Transportern durch Antiepileptika

1.1. Kapillarisolation

Durch die Isolation von Gehirnkapillaren konnen morphologisch und metabolisch intakte Ge-
hirnkapillaren gewonnen werden, um Ex-vivo-Studien zur Untersuchung der Transportvor-
ginge an der BHS durchzufiihren.

Die Kapillaren wurden aus Gehirnhélften von Schweinen gewonnen. Die Gehirne wurden am
Tag des Experiments am Miinchner Schlachthof (Miinchner Schlachthof Betriebs GmbH,
Miinchen, Deutschland) frisch geschlachteten, ménnlichen und weiblichen, ca. sechs Monate
alten Schweinen entnommen. Die Schweinegehirne wurden gekiihlt transportiert und vor der
weiteren Verarbeitung fiir ca. flinf Minuten mit kaltem Leitungswasser gewaschen. Anschlie-
Bend wurden sie in eine gekiihlte Losung [103 mM NaCl (Natriumchlorid), 4,7 mM KCI (Ka-
liumchlorid), 1,2 mM KH,PO, (Kaliumdihydrogenphosphat), 10 mM HEPES [(2-(4-(2-
Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfon-sdure), 1,2mM MgSO,s (Magnesiumsulfat),
2,5 mM CaCl, (Calciumchlorid), pH 7,4; entspricht der Isolationslosung] iiberfiihrt. Die Me-
ningen wurden von den Gehirnen entfernt. Nachdem die Gehirne mit einem Skalpell grob
zerkleinert wurden, erfolgte mithilfe eines Glashomogenisators (Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland) durch zehnmaliges Auf- und Abbewegen eines Pistills (Fisher Scientific,
Schwerte, Deutschland) die Homogenisierung des Gehirngewebes, wobei Kapillarfragmente
entstanden. Um die Homogenisierung zu erleichtern, wurde 30%iges Dextran hinzugegeben.
AnschlieBend erfolgte eine Dichtezentrifugation (12 Minuten, 8500 g, 4 °C; Sorvall RC 6+
Zentrifuge, Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland). Die Kapillarpellets wurden anschlie-
Bend mit einer Losung [Isolationslosung, 10 mM Glukose, 25 mM NaHCO3 (Natriumhydro-
gencarbonat) und 1 mM Natriumpyruvat, 5 % bovines Serumalbumin (BSA), pH 7,4] resus-
pendiert und zur Reinigung durch ein Nylonnetz (Hartenstein, Wiirzburg Deutschland) mit
einer Maschenweite von 210 um gefiltert. Fiir eine erneute Reinigung wurde das Kapillarge-
misch in eine mit Glasperlen gefiillte Sdule iiberfiihrt. Die an den Glasperlen haftenden Kapil-
laren wurden mit 500 ml BSA-versetzter Isolationslosung gewaschen. Anschlieend wurden
die Glasperlen vorsichtig aus der Sdule entnommen und in einen mit Isolationslosung gefiill-
ten Behilter iiberfiihrt, wodurch sich die Kapillaren durch vorsichtiges Schiitteln des Behalt-
nisses von den Glasperlen 16sen konnten. Danach wurde das Kapillargemisch durch ein Ny-

lonnetz mit einer Maschenweite von 150 um gefiltert und erneut gereinigt (Hartenstein,
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Wiirzburg Deutschland). Daraufhin erfolgte eine erneute Zentrifugation (12 Minuten, 6500 g,
4 °C; Sorvall RC 6+ Zentrifuge, Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland), woraufhin das
Kapillarpellet in Inkubationslosung (Isolationslosung mit 10 mM Glukose; entspricht Kapil-
larsuspension) gelost wurde. Die Kapillarsuspension wurde darauthin fiir die Analyse der
Proteinexpression mittels Western Blot oder zur Untersuchung der Transportvorgidnge an Ka-
pillarfragmenten der BHS mittels Transport-Assay verwendet.

Das Schema zum Prozess der Isolation von Kapillaren ist in Abbildung 9 dargestellt.
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Porcine Gehirnhélften

Entfernen der Meningen

Homogenisierung mit 30%igen Dextran

Zentrifugation (8500 g, 12 min, 4 °C)

Uberstand, Myelin Pellet

Filtration durch ein Nylonnetz (210 um)

Reinigung tiber eine mit Glasperlen gefiillte Saule

Filtration durch ein Nylonnetz (150 pm)

Zentrifugation (6500 g, 12 min, 4 °C)

Gereinigtes Kapillarpellet

Western Blot Transport-Assay

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Prozesses einer Isolation von Kapillaren.

1.2. Transport-Assay

Die Transportaktivitdt der Transporter Pgp, BCRP und MRP2 wurde an Gehirnkapillaren von

Schweinen mittels Transport-Assay in jeweils drei Versuchen pro Versuchsansatz (n = 3)

nachgewiesen. Dafiir wurden zunédchst 150 pl der Kapillarsuspension (Kapillarpellet mit In-

kubationslosung) in die Kammer einer p-Slide-Wellplatte (Ibidi, Martinsried, Deutschland)

tiberfiihrt. Um die Transportaktivitdt ermitteln zu konnen, wurde die Kapillarsuspension jeden

Ansatzes fiir eine Stunde mit dem spezifischen Fluoreszenzsubstrat der Transporter inkubiert

[NBD-CSA (2 uM) fiir Pgp, BODIPY-Prazosin (1,5 uM) fiir BCRP und Texas Red (2 uM)

fiir MRP2)].
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Fiir den Versuch erfolgte eine Inkubation der Kapillarsuspension mit PB (170 uM), CBZ
(50 uM) oder TPM (60 uM) fiir jeweils eine Stunde, drei und fiinf Stunden. Zur Ermittlung
der Transportaktivitiat wurde die Kapillarsuspension mit dem spezifischen Fluoreszenzsubstrat
inkubiert (Abbildung 10). CBZ wurde in 50 %igem Ethanol und TPM in 100 % DMSO (Di-
methylsulfoxid) gelost (Losungsmittel entspricht 1:100 in der Kapillarsuspension). PB konnte
in der Inkubationsldsung gelost werden, mit der das Kapillarpellet resuspendiert wurde (sieche

Kapillarisolation).

A

Inkubation mit
PB, CBZ oder TPM

Inkubation mit den
spezifischen
Fluoreszenzsubstraten

Inkubation mit PB, CBZ oder TPM

Inkubation mit den
spezifischen
Fluoreszenzsubstraten

Inkubation mit PB, CBZ oder TPM

Inkubation mit den
spezifischen
Fluoreszenzsubstraten

Mikroskop

| | | |
l | | | in Stunden
0 2 4 5

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs fiir den Antiepileptika-Ansatz. Inkubation
mit Phenobarbital (PB), Carbamazepin (CBZ) oder Topiramat (TPM) fiir eine Stunde (A), drei Stunden (B)
und fiinf Stunden (C) und mit dem spezifischen Fluoreszenzsubstrat fiir eine Stunde [NBD-CSA (2 uM) fiir
Pgp, BODIPY-Prazosin (1,5 uM) fiir BCRP und Texas Red (2 uM) fiir MRP2].
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In dem Kontroll-Ansatz wurde die Kapillarsuspension mit dem spezifischen Fluoreszenzsub-
strat der Transporter fiir eine Stunde inkubiert sowie mit den Losungsmitteln von CBZ oder
TPM fiir eine, drei und fiinf Stunden versetzt (100 % DMSO fiir TPM, 50 %iger Ethanol fiir
CBZ; Konzentration des Losungsmittels in der Kapillarsuspension: 1:100; Abbildung 11). Da
PB in der Inkubationslosung gelost werden konnte, war fiir diesen Kontroll-Ansatz eine Inku-
bation mit dem Losungsmittel (Inkubationslosung) nicht notwendig. Dies gilt auch fiir den
Modulator-Ansatz (Abbildung 12). Es erfolgte lediglich eine Inkubation mit dem spezifischen

Fluoreszenzsubstrat der Transporter.

A Inkubation mit dem

Losungsmittel von
CBZ oder TPM

Inkubation mit den
spezifischen
Fluoreszenzsubstraten

Inkubation mit dem Losungsmittel von CBZ oder TPM

Inkubation mit den
spezifischen
Fluoreszenzsubstraten

Inkubation mit dem Lésungsmittel von CBZ oder TPM

Inkubation mit den
spezifischen
Fluoreszenzsubstraten

Mikroskop
| | | S

in Stunden

0 2 4 5

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs fiir den Kontroll-Ansatz. Inkubation mit dem
Losungsmittel von Carbamazepin (CBZ) oder Topiramat (TPM) fiir eine Stunde (A), drei Stunden (B) und
fiinf Stunden (C) sowie mit dem spezifischen Fluoreszenzsubstrat fiir eine Stunde [NBD-CSA (2 uM) fiir
Pgp, BODIPY-Prazosin (1,5 uM) fiir BCRP und Texas Red (2 uM) fiir MRP2].
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Um die spezifische Substratakkumulation ermitteln zu kdnnen (siehe unten), erfolgte auller-
dem eine Inkubation der Kapillarsuspension mit einem Transporter-spezifischen Modulator.
Dazu wurde die Kapillarsuspension fiir 90 Minuten (30 Minuten vor Inkubation mit dem spe-
zifischen Fluoreszenzsubstrat) mit dem Transporter-spezifischen Modulator inkubiert [PSC-
833 (Valspodar; 5 uM) fiir Pgp, FTC (Fumitremorgin C; 5 uM) fiir BCRP und MK-571
(20 uM) fiir MRP2]. Auflerdem wurde die Kapillarsuspension mit den Losungsmitteln von
CBZ oder TPM versetzt (100 % DMSO fiir TPM, 50 %iges Ethanol fiir CBZ; Konzentration
des Losungsmittels in der Kapillarsuspension: 1:100; Losungsmittel fiir PB: Inkubationslo-

sung, deshalb ist eine Inkubation mit dem Losungsmittel nicht notwendig; Abbildung 12).

A Inkubation mit dem
Losungsmittel von
CBZ oder TPM

Inkubation mit den
spezifischen Modulatoren

Inkubation mit den
spezifischen
Fluoreszenzsubstraten

B

Inkubation mit dem Losungsmittel von CBZ oder TPM

Inkubation mit den

spezifischen Modulatoren
Inkubation mit den
spezifischen
Fluoreszenzsubstraten

C

Inkubation mit dem Losungsmittel von CBZ oder TPM

Inkubation mit den
spezifischen Modulatoren

Inkubation mit den
spezifischen
Fluoreszenzsubstraten

Mikroskop
\%

| | | | |
| | l l l in Stunden
0 2 3,5 4 5

Abbildung 12: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs fiir den Modulator-Ansatz. Inkubation mit
dem Losungsmittel von Carbamazepin (CBZ) oder Topiramat (TPM) fiir eine Stunde (A), drei Stunden (B)
und fiinf Stunden (C) sowie mit dem spezifischen Fluoreszenzsubstrat fiir eine Stunde [NBD-CSA (2 uM)
fiir Pgp, BODIPY -Prazosin (1,5 uM) fiir BCRP und Texas Red (2 uM) fiir MRP2)]. AuBlerdem wurde die
Kapillarsuspension fiir 1,5 Stunden mit dem Transporter-spezifischen Modulator inkubiert [PSC-833
(5 uM) fiir Pgp, FTC (5 uM) fiir BCRP und MK-571 (20 uM) fiir MRP2].
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In Tabelle 1 sind die Transporter-spezifischen Fluoreszenzfarbstoffe und spezifischen Modu-

latoren aufgefiihrt.
Roland Wenger, Tebu-bio GmbH,
Pgp NBD-CSA (2 uM) Heidelberg, PSC-833 (5 uM) Offenbach,
Deutschland Deutschland
Invitrogen, Sigma-Aldrich
BODIPY -Prazosin Darmstadt, Chemie GmbH,
AL (1,5 uM) Deutschland I i) Schnelldorf,
Deutschland
Sigma-Aldrich Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Chemie GmbH,
MRP2 Texas Red (2 uM) St MK-571 (20 uM) Sl
Deutschland Deutschland

Tabelle 1: Auflistung der spezifischen Fluoreszenzsubstrate und Modulatoren der ABC-Transporter Pgp,
BCRP und MRP2.

In Abbildung 13 ist beispielhaft die luminale Texas-Red-Akkumulation in porcinen Gehirn-
kapillaren unter Kontrollbedingungen, nach einer dreistiindigen Inkubation mit PB sowie

nach Inkubation mit dem Modulator MK-571 dargestellt.

A

Abbildung 13: Luminale Substratakkumulation von 2 uM Texas-Red in isolierten porcinen Gehirnkapilla-
ren unter Kontrollbedingungen (A), nach einer dreistiindigen Exposition mit 170 uM Phenobarbital (B) und
nach Inkubation mit dem Modulator MK-571(20 pM, C). MaBstabbalken 10 pm.
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Nach den Inkubationszeiten wurden Bilder von zehn bis 15 Kapillarfragmenten pro Ansatz
mit einem 40 x 1.2 Wasser-Immersionsobjektiv am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop
(Zeiss 510, Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland) angefertigt. AnschlieBend wurden die Bil-
der durch Messung der luminalen Fluoreszenzintensitit mit der Software Image J 1.4.3.67
(Launacher Symmetry Software NIH, Bethesda, USA) ausgewertet. Die Auswertung jedes
Ansatzes erfolgte anhand zehn verschiedener Kapillarfragmenten. Pro Kapillarfragment wur-

den jeweils drei verschiedene Stellen analysiert (Abbildung 14).

Abbildung 14: Messung der luminalen Texas-Red-Akkumulation mit der Software /mage J 1.4.3.67. Die
Messung erfolgte an drei unterschiedlichen Stellen des Kapillarfragmentes. Pro Ansatz (Kontroll-, Modula-
tor-, Antiepileptikum-Ansatz) wurden zehn Kapillarfragmente ausgewertet.

Die Fluoreszenzakkumulation der Transport-Assay-Versuche wurde in den Ergebnissen der
vorliegenden Studien als ,,spezifische luminale Fluoreszenzakkumulation® angegeben. Durch
die Hemmung des Transports von Pgp, BCRP und MRP2 mit spezifischen Modulatoren der
Transporter konnte die luminale Akkumulation, die durch unspezifischen Transport (z. B.
Diffusion) verursacht wurde, nachgewiesen werden. Die spezifische luminale Akkumulation
wurde durch Subtraktion der luminalen Substratakkumulation des Modulator-Ansatzes von
der luminalen Substratakkumulation des Ansatzes der Kontrolle und des AE ermittelt (Bsp.

siche Abbildung 15).
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Abbildung 15: Luminale (A) bzw. spezifische luminale Texas Red Akkumulation (B) nach dreistiindiger
Inkubation mit 170 pM Phenobarbital (PB). Durch Subtraktion der luminalen Substratakkumulation des
Modulator-Ansatzes (MK-571) konnte die spezifische luminale Substratakkumulation des Kontroll- und
des Antiepileptikum (PB)-Ansatzes ermittelt werden.

1.3. Western Blot

Der Western Blot ist ein Verfahren zur Ubertragung von Proteinen auf eine Trigermembran
[Polyvinylidenfluorid (PVDF) oder Nitrocellulose] durch Elektrophorese mit dem Ziel des
Proteinnachweises. Dabei wird zundchst das Proteingemisch mittels Gelelektrophorese nach
threr Grofe und Ladung aufgetrennt, worauthin durch ein Blotting-Verfahren der Transfer
dieser Proteine auf eine Tragermembran erfolgt. Die Detektion der Proteine erfolgt mithilfe
spezifischer Antikorper.

Der Nachweis der Proteinexpression der Transporter Pgp und BCRP wurde mittels Western
Blot durchgefiihrt. Nach der Kapillarisolation erfolgte eine dreistlindige Inkubation der Kapil-
larsuspension mit PB (170 uM), CBZ (50 uM) und TPM (60 uM). Fiir den Nachweis einer
potentiell verdnderten Proteinexpression durch Inkubation mit den AE wurde fiir den Ver-
gleich ein Kontrollansatz benétigt, der lediglich mit dem jeweiligen Losungsmittel des AE
(100 % DMSO fiir TPM, 50 %iges Ethanol fiir CBZ; Konzentration des Losungsmittels in der
Kapillarsuspension: 1:100; Losungsmittel fiir PB: Inkubationslosung, deshalb ist eine Inkuba-
tion mit dem Losungsmittel nicht notwendig) versetzt wurde.

Die Membranfraktionen der Schweinekapillaren wurden nach der Methode von Mahringer et
al. (MAHRINGER u. FRICKER 2010) extrahiert. Zunéchst erfolgte eine zehnminiitige Zent-
rifugation bei 1160 g und Raumtemperatur (Mikro 200, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,
Deutschland). Daraufhin wurde das Pellet mit CellLytic™ und einem Protease-Inhibitor in
einer Verdiinnung von 25:1 resuspendiert, um die Lyse der Zellen zu initiieren. Zur Be-
schleunigung der Zelllysis erfolgte die Homogenisierung des Kapillargemisches mittels Mini-
Homogenisator (VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland). Um deoxyribonucleic

acid (DNA) und andere Zellorganellen zu entfernen, wurde das Kapillar-Lysat darauthin fiir
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30 Minuten bei 10.000 g und einer Temperatur von 4°C zentrifugiert (Sorvall RC M150 GX,
Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland). Zur Fraktionierung der Membranproteine erfolgte
anschlieBend eine erneute Zentrifugation des Uberstandes fiir 60 Minuten mit einer Beschleu-
nigung von 100.000 g bei 4 °C (Sorvall RC M150 GX, ThermoScientific, Osterode, Deutsch-
land). Das gewonnene Pellet wurde nach der Zentrifugation erneut mit CellLytic™ und dem
Protease-Inhibitor Complete in einer Verdiinnung von 25:1 resuspendiert und homogenisiert.
AnschlieBBend erfolgte eine Proteinbestimmung nach Lowry mittels Spectrophotometer (Ge-
nesys 10 S UV-Vis, Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland), worauthin die Proteinproben
mit Probenpuffer (200 mM Tris, 10 % SDS, 200 mM DTT, 0,2 % Bromphenolblau, 20 %
Glycerol, 25 % B-Mercaptoethanol, pH 6,8) versetzt und fiir fiinf Minuten bei 95 °C denatu-
riert wurden.

Fiir die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine wurden 10-20 pl der Proteinproben in
einer Konzentration von 20 pg/ml in die Geltaschen pipettiert und zur Ermittlung der Grof3e
des Proteins jeweils eine Geltasche mit Marker (Protein Marker V prestained, peqlab, Erlan-
gen, Deutschland) aufgefiillt. Nachdem die Elektrophoresekammer mit dem Laufpuffer
[25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % Sodium dodecyl sulfate (SDS)] gefiillt wurde, erfolgte
die Auftrennung der Proteine entsprechend ihrer Grofe und Ladung fiir zunichst 20 Minuten
bei 100 V und danach fiir 40 Minuten bei 200 V.

AnschlieBend wurden die Proteine fiir 60 Minuten bei 80 V unter Verwendung eines Blotting-
Puffers (25 mM Tris, 96 mM Glycin) auf eine PVDF-Membran (peqlab, Erlangen Deutsch-
land) tibertragen. Die PVDF-Membran wurde vor dem Proteintransfer zur Aktivierung fiir
fiinf Minuten in Methanol gelegt.

Um unspezifische Bindungen der Antikérper zu verhindern, wurde die PVDF-Membran mit

einer Blocking-Ldsung versetzt (siche Tabelle 2).
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B-Aktin

Pgp

BCRP

Roti-Block

5 % Milchpulver in
TBS/T

Roti-Block

Tabelle 2: Verwendete Blocking-Losungen.

lh

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe,
Deutschland

Im Anschluss erfolgte die Detektion der Proteine mithilfe eines spezifischen priméren Anti-

korpers (siehe Tabelle 2) {iber Nacht bei 4 °C. Die Membranen wurden daraufthin dreimal fiir

jeweils finf Minuten mit TBS/T (25 mM Tris, 190 mM NacCl, 0,1 % Tween 20, pH 7,7) ge-

waschen. B-Aktin diente als Ladekontrolle.

Sigma-Aldrich
Chemie GmbH,
Schnelldorf,
Deutschland

Anti-B-Aktin ,
(monoklonal) 3-Aktin Maus
BXP-53

(monoklonal) BCRP Ratte
C219

(monoklonal) Pgp Maus

Tabelle 3: Verwendete Primérantikorper.

1:2500

1:500

1:100

12-24 h

12-24 h

12-24 h

Enzo Life
Sciences GmbH,
Lorrach,
Deutschland

Enzo Life
Sciences GmbH,
Lorrach,
Deutschland

Am darauffolgenden Tag erfolgte der Nachweis des gebundenen Antikorpers durch eine ein-

stiindige Inkubation mit einem gegen das FC-Fragment des primdren Antikorpers gerichteten

sekunddren Antikorper (siche Tabelle 4).
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Primérer Antikorper Dianova,
HRP Ziege anti-Maus aus der Maus 1:10 000 1h Hamburg,

(Anti-B-Aktin) Deutschland

Primérer Antikorper LDAETIONE
HRP Ziege anti-Maus P 1:1000 1h Hamburg,

aus der Maus (C 219)

Deutschland

Primérer Antikdrper LDAETIONE,

HRP Esel anti-Ratte P 1:10 000 1h Hamburg,

aus der Ratte (BXP-53) Deutschland

Tabelle 4: Verwendete Sekundérantikorper.

Durch Reaktion des kovalent an den sekundiren Antikorper gebundenen Enzyms Meerrettich-
Peroxidase (HRP) mit seinem Substrat Luminol konnte der Antikorperkomplex schlieBlich
detektiert werden. Nachdem die Membranen erneut dreimal fiir fiinf Minuten gewaschen
wurden, erfolgte zur Abbildung der Proteine eine Inkubation mit einer Enhanced-
Chemiluminescence (ECL)-Losung [2 ml Tris 1M (pH 8,5), 89 ul p-Cumarséure, 200 pl Lu-
minol, 18 ml Aqua dest.] fiir zwei Minuten bei Raumtemperatur. HRP katalysiert die Oxidati-
on von Luminol in ein Reagens, das bei seinem Zerfall Licht emittiert. Die Menge und Loka-
lisation des von HRP katalysierten Lichts korreliert direkt mit der Menge und Lokalisation
des Proteins auf der Membran. Die Emission des von HRP katalysierten Lichts wurde mithilfe
einer Kamera vom Typ Chemilumineszenz Fusion Advanced FX7 Kamera (peqlab, Erlangen,
Deutschland) ermittelt und mit dem Programm Fusion Advanced Software (peqlab, Erlangen,
Deutschland) ausgewertet. Jeweils drei Membranen von drei unterschiedlichen Kapillarisola-

tionen standen zur Auswertung (n = 3).

1.4. Statistik

Alle statistischen Auswertungen wurden mit der Software Graph Pad Prism 5.0 (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, USA) durchgefiihrt. Die Darstellung der in der Arbeit erhobenen Da-
ten sind als Mittelwert + Standardfehler (= standard error of the mean, SEM) der Mittelwerte
angegeben. Eine statistische Signifikanz war bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit fiir den Feh-
ler 1. Art von p < 0,05 gegeben. Fiir die statistische Auswertung wurde der Student’s t-Test
durchgefiihrt.
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2. Proteomanalysen Blut-Hirn-Schranken-assoziierter Proteine wih-

rend der Epileptogenese

Im Rahmen vorangegangener Dissertationsarbeiten von Andreas Walker, Maruja Lucia Ret-
tenbeck und unter Mitwirkung von Joanna Goc wurden am Institut fiir Pharmakologie, Toxi-
kologie und Pharmazie der Tierdrztlichen Fakultit der LMU in Kooperation mit der von Frau
Dr. Deeg geleiteten Arbeitsgruppe des Instituts fiir Tierphysiologie der Tierédrztlichen Fakultit
der LMU und mit der von Frau Dr. Hauck geleiteten Arbeitsgruppe der Research Unit Protein
Science des Helmholtz-Zentrums Miinchen das Proteom des HC und des PHC von Ratten
wihrend der Epileptogenese untersucht. Der Tierversuch wurde von der Regierung von
Oberbayern unter dem Aktenzeichen Gz. 55.2-1-54-2532-94-11 genehmigt. Im Folgenden
werden das Versuchsdesign und die Durchfiihrung der differentiellen Proteomstudie sowie im
Rahmen der Datenanalyse die Durchfithrung der Pathway-Enrichment-Analyse nur kurz er-
lautert. In der Dissertation von Andreas Walker werden alle genannten Aspekte umfassend
beschrieben (WALKER 2016). Die Datenanalyse zur Identifizierung BHS-assoziierter Protei-
ne wihrend der Epileptogenese sowie die immunhistochemische Nachweismethode im Fol-

genden ausfiihrlich dargestellt.

2.1. Versuchsdesign

In einem chronischen Epilepsiemodell, dem sog. SE-BLA-Modell, wurde bei weiblichen
Sprangue Dawley Ratten ein epileptogener Insult gesetzt, um den Prozess der Epileptogenese
auszuldsen. Wihrend der Epileptogenese wurden zu verschiedenen Zeitpunkten proteomische
Analysen mittels einer Liquid-Chromatographie-Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS)
durchgefiihrt. In dem SE-BLA-Modell wird durch eine elektrische Stimulation ein initialer
Insult gesetzt, der nach einer Latenzzeit zur Ausldsung spontaner epileptischer Anfille fiihrt
(BRANDT et al. 2003). Dazu wurde eine Elektrode in die rechte BLA der Ratten implantiert.
Nach einer Regenerationszeit von sechs Wochen wurde durch Dauerstimulation der BLA ein
sich selbsterhaltender Status epilepticus induziert, der nach vier Stunden mittels Diazepam
beendet wurde. Ein Teil der Ratten erhielt eine Scheinstimulation (Kontroll- oder Sham-
Tiere). Im Anschluss an die Dauerstimulation wurden SE- und Sham-Tiere nach drei unter-
schiedlichen Zeitpunkten (zwei Tage, zehn Tage und acht Wochen) euthanasiert. Die Zeit-
punkte spiegeln die friihe Post-Insult-Phase und die Latenzphase der Epileptogenese sowie
den Zeitpunkt der Epilepsie-Manifestation mit spontan wiederkehrenden Anféllen (chronische

Phase) wider. Die Tiergruppe in der chronischen Phase wurde ca. sechs Wochen nach SE fiir
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19 Tage Video- und Elektroenzephalografie (EEG)-iiberwacht. Dies diente zur Identifizierung
jener Tiere, die spontan auftretende Anfdlle zeigten. Nur Tiere mit spontan wiederkehrenden
Anfillen wurden fiir die weiteren Analysen verwendet. Zur Durchfiihrung der differentiellen
Proteomstudie wurden den Tieren nach der Euthanasie das Gewebe des HC und des PHC ent-
nommen. Das Gehirngewebe wurde im Institut fiir Tierphysiologie der Ludwig-Maximilians-
Universitét fiir die Proteomanalysen aufbereitet.

Fir die immunhistochemische Validierung der Proteomdaten erfolgte anschlieBend an die
Euthanasie die Perfusion einer Subgruppe von Tieren zu den drei Zeitpunkten. Die perfusi-
onsfixierten Gehirne wurden fiir Free-Floating-Firbungen verwendet. Das Gewebe der ver-
bleibenden Tiere wurde in Paraffin eingebettet. Dies diente der Konservierung des Gewebes

fiir immunhistochemische Farbungen in folgenden Studien.

2 Tage 10 Tage 37 Tage 8 Wochen
nach Status nach Status nach Status nach Status
Induktion €Pilepticus epilepticus /) epilelzpticus epilepticus
eines Status| 7/ | . .
epilepticus 19-tdgige Video- und

EEG-Uberwachung

Post-Insult Latenzphase Chronische Phase
Phase

Euthanasie der Euthanasie der Euthanasie der
1. Tiergruppe 2. Tiergruppe 3.Tiergruppe

Entnahme von Hippocampus und parahippocampalem
Cortex fiir die differentielle Proteomanalyse und die
Immunhistochemie

Abbildung 16: Versuchsdesign. Modifiziert nach Walker (WALKER 2016).

2.2. Durchfithrung der differentiellen Proteomanalyse

2.2.1. Gewebeaufbereitung und massenspektrometrische Analyse

Fiir die differentielle Proteomanalyse am Institut fiir Pharmakologie, Toxikologie und Phar-
mazie der Tierdrztlichen Fakultdt wurden die Ratten zwei Tage, zehn Tage und acht Wochen
nach SE euthanasiert und anschliefend der HC und der PHC entnommen. Die Aufbereitung
des Gewebes fiir die massenspektrometrische Analyse erfolgte im Institut fiir Tierphysiologie
der Tierdrztlichen Fakultit. Das Gewebe wurde homogenisiert, die Proteine extrahiert und

eine Proteinbestimmung mit der Bradford-Methode durchgefiihrt (BRADFORD 1976). Da-
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rauthin wurden die Proben fiir die massenspektrometrische Analyse mithilfe eines FASP (fil-
ter aided sample preparation)-Verdaus aufbereitet (WISNIEWSKI et al. 2009). Im Anschluss
erfolgte nach HAUCK et al. (2010) die massenspektrometrische Analyse in der Arbeitsgruppe
um Stefanie Hauck am Research Unit Protein Science des Helmholtz-Zentrums mittels LC-
MS/MS. Die durch die massenspektrometrische Analyse gewonnenen Peptide wurden im
Folgenden mit der Software Progenesis (Version 2,5, Nonliner Dynamics Limited, Newcastle
upon Tyne, UK) markierungsfrei quantifiziert (HAUCK et al. 2010; HAUCK et al. 2012) und
in der Datenbank Ensembl (Version 69, 32971 Sequenzen) identifiziert. Aullerdem erfolgte
die Berechnung des relativen Verhiltnisses der durchschnittlichen Abundanzen der SE- und
Kontrolltiere fiir jedes Protein (fold change) mittels Division der Mittelwerte der Abundanzen
der SE-Tiere durch den Mittelwert der Abundanzen der Kontrolltiere. Als differentiell expri-
miert wurden Proteine bezeichnet, die einen fold change > 1,5 und einen p-Wert < 0,05 auf-

wiesen sowie durch mindestens zwei Peptide quantifiziert wurden.

2.3. Datenanalysen zur Identifizierung Blut-Hirn-Schranken-assoziierter

Proteine im Verlauf der Epileptogenese

Die Identifikation der Proteine und pathways, die in Zusammenhang mit Verdnderungen oder
Modifikationen der BHS wihrend der Epileptogenese stehen, erfolgte mithilfe einer Pathway-
Enrichment-Analyse durch Andreas Walker sowie mittels einer Hypothesen-gestiitzte Re-
cherche, einer Schlagwortsuche in den Proteinlisten und mithilfe eines Review-Artikels
(HASELOFF et al. 2015). Es wird darauf hingewiesen, dass bestimmte Proteine, die nicht nur
in BHS-assoziierten Prozessen, sondern auch in inflammatorischen Vorgéngen der Epilepto-
genese involviert sind, bereits in der Dissertation von Andreas Walker aufgefiihrt und in ei-

nem anderen Kontext diskutiert wurden.

2.3.1.  Pathway-Enrichment-Analyse

Differentielle Proteomstudien liefern eine Vielzahl differentiell modifizierter Proteine oder
Abundanzen eines bestimmten Phinotyps (sog. ,,high-throughput®). Basierend auf dem der-
zeitigen Wissensstand iiber die Beziehungen zwischen Proteinen einer lebenden Zelle lassen
sich durch funktionelle Analysen die experimentellen Daten interpretieren (BESSARABOVA
etal. 2012).

Anhand der differentiell exprimierten Proteine wurde eine Pathway-Enrichment-Analyse
durchgefiihrt, um signifikant verdnderte Signalwege identifizieren zu konnen, die unter ande-
rem auch auf BHS-assoziierte Verdnderungen wéhrend der Epileptogenese hinweisen. An-

hand dieser Signalwege konnten BHS-assoziierte Proteine identifiziert werden. Die Pathway-



IV. Material und Methoden 63

Enrichment-Analyse erfolgte mithilfe der webbasierten Programme Genomatix (Genomatix
Software GmbH, Miinchen, Deutschland) und ConsensusPathDB (Meta-Datenbank mit 6f-
fentlichem Interface). Von der Genomatix Software Suite wurde der Modul Literature & Pa-
thways der Genomatix Software Suite verwendet. Sowohl Genomatix als auch Consensus-
PathDB nutzen flir die Analyse der pathways frei zugingliche Online-Datenbanken (z. B.
Reactome, NetPath, CellMap, Wikipathways, Ncl-nature). Genomatix verfiigt zusétzlich tiber
die Moglichkeit einer literaturbezogenen Pathway-Suche, wobei ein proprietidrer Suchalgo-
rithmus eingesetzt wird. Fiir die Analyse wurden die Daten aller zu untersuchenden differen-
tiell exprimierten Proteine in die beiden Programme geladen und vor dem Hintergrund aller in
der Studie identifizierten Proteine des jeweiligen Zeitpunktes und Gewebes analysiert. Als
signifikant verdnderte Signalwege wurden jene mit einem p-Wert < 0,05 angesehen. Dabei

wurden nur Signalwege betrachtet, die mindestens zwei regulierte Proteine beinhalteten.

2.3.2.  Weiterfiihrende Recherche

Um eine moglichst vollstdndige Liste der BHS-assoziierten Proteine zu erhalten, erfolgten
zusdtzlich zu der Pathway-Enrichment-Analyse eine Hypothesen-gestiitzte Recherche und
eine Schlagwortsuche in den Proteinlisten. Die Recherche von relevanten Tight-Junction-
Proteinen erfolgte anhand eines Review-Artikels (HASELOFF et al. 2015). Die dabei ermit-
telten Proteine wurden mit den Expressionsdaten der Proteine unserer Proteomstudie abgegli-
chen. Falls Proteine zu mindestens einem Zeitpunkt im HC oder im PHC differentiell expri-
miert waren, wurden sie flir weitere Analysen beriicksichtigt.

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass das Protein nucleolin (NCL) eine wichtige
angiogenetische Funktion besitzt (CHRISTIAN et al. 2003; HUANG et al. 2006;
DESTOUCHES et al. 2008; DING et al. 2012; KOUTSIOUMPA et al. 2012; XU et al. 2012).
In Hinblick auf die Epilepsieforschung ist NCL ein unerforschtes Protein. Deshalb stellt das
differentiell exprimierte Protein NCL fiir unsere Studie ein interessantes Protein zur Erfor-
schung BHS-assoziierter Proteine wihrend der Epileptogenese sowie zu Beginn der klinisch
manifestierten Epilepsie dar.

AuBerdem wurden zur Identifizierung weiterer ABC-Transporter-Proteine die Proteinlisten

der differentiell exprimierten Proteine nach dem Suchbegriff ,,abc durchsucht.

2.3.3. Proteinexpressionsanalysen

Die graphische Darstellung der individuellen Expressionsdaten der Proteine, die durch die
Pathway-Enrichment-Analyse und die Literaturrecherche identifiziert wurden, erfolgte mithil-
fe von Heatmaps. Durch die Anwendung von Heatmaps konnen komplexe Datensitze in Mat-

rizen darstellt werden. Im biologischen Kontext besteht eine solche Matrix aus Spalten, die
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Daten einer einzelnen Probe enthalten, sowie Reihen, die einem spezifischen Merkmal ent-
sprechen. Die als Heatmaps dargestellte Matrix wird so angeordnet, dass Spalten und Reihen
mit dhnlichem Profil gruppiert (geclustert) werden. Im vorliegenden Projekt wurden die indi-
viduellen fold changes der SE- und Kontrolltiere (in Spalten angeordnet) entsprechend der
ausgewdhlten Proteine (in Reihen angeordnet) gruppiert und graphisch dargestellt. Auerdem
erfolgt eine farbliche Zuordnung jedes Datenwerts der Matrix, wodurch ein grafisches Muster
entsteht (KEY 2012). Das gewéhlte Farbschema Rot/Blau gibt die Regulierung der Proteine
an. Rot weist auf eine Herunterregulierung und Blau auf eine Heraufregulierung der Proteine
hin. AuBBerdem wurden die tierindividuellen fold changes abgebildet.

Die Erstellung der Heatmaps erfolgte mithilfe der Programmiersprache und -umgebung R, die
als Open-Source-Software frei im Internet verfiigbar ist. R wird fiir graphische Darstellungen
sowie statistische Berechnungen verwendet. Das R-Zusatzpaket ,,gplots® (https://cran.r-
project.org/web/packages/gplots/index.html) wurde dabei als funktionelle Erweiterung fiir die

Erstellung der Heatmaps verwendet.

2.4. Immunhistochemie

Die immunhistochemische Farbung diente zur Validierung der Proteomdaten, aber auch zur
Bestimmung der anatomischen und zelluldren Verteilung im HC und im PHC des differentiell
exprimierten Proteins NCL. Fiir den Nachweis von NCL stand noch kein etabliertes Féarbepro-
tokoll zur Verfligung. Im Rahmen dieser Dissertation wurde die immunhistochemische Fér-

bung von NCL etabliert.

24.1. Immunhistochemische Firbemethoden

Die Immunhistochemie ist eine auf Antigen-Antikorper-Erkennung basierende Methode zur
Visualisierung spezifischer Antigene in Geweben und Zellen.

Der Nachweis der Antigene erfolgt mit spezifischen Antikdrpern. Die Antikorper werden da-
rauthin histochemisch sichtbar gemacht. Unterschieden werden dabei eine direkte und eine
indirekte Methode. Bei der direkten Immunhistochemie sind fluoreszierende Partikel (Immu-
nofluoreszenz) oder Enzyme (alkalische Phosphatase, Meerrettich-Peroxidase) fiir die Farbre-
aktion direkt an die spezifischen Antikorper gebunden, wohingegen bei der indirekten Im-
munhistochemie die Erkennung der priméren, an das Antigen gebundenen Antikdrper durch
markierte sekundédre Antikorper erfolgt. Die dabei verwendeten Antikdrper werden eingeteilt
in monoklonale und polyklonale Antikorper. Monoklonale Antikdrper stammen aus der Zell-
linie eines einzigen B-Lymphozyten und richten sich folglich gegen ein einzelnes Epitop ei-

nes Proteins. Polyklonale Antikorper hingegen werden von verschiedenen B-Lymphozyten
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produziert und sind gegen viele verschiedene Epitope eines Proteins gerichtet. Der Vorteil
monoklonaler Antikérper besteht in der hoheren Spezifitiat, wohingegen eine Bindung des
Antikorpers an sein spezifisches Antigen bei Maskierung oder Zerstérung des Epitops nicht

mehr moglich ist.

2.4.2. Gewebeaufbereitung

Im Rahmen des Dissertationsprojekts von Andreas Walker wurde das Gehirngewebe der Rat-
ten in Paraffin eingebettet (WALKER 2016). Das Schneiden des paraffinfixierten Gewebes
erfolgte mithilfe eines Rotationsmikrotoms (1165/Rotocut, Reichert-Jung, NuBlloch, Deutsch-
land). Die Schnittdicke betrug zwei um. Die Schnitte wurden in einem 40 °C warmen Was-
serbad (Typ 24900, Medax Nagel GmbH & Co. KG, Neumiinster, Deutschland) auf einen
beschichteten Objekttrager (Superfrost Plus, Gerhard Menzel B.V. & Co. KG, Braunschweig,
Deutschland) aufgezogen und 24 Stunden bei 38 °C getrocknet.

2.4.3. Etablierung des immunhistochemischen Nachweises von nucleolin

Die Etablierung des immunhistochemischen Nachweises von NCL erfolgte auf der Grundlage
eines modifizierten Standardprotokolls fiir paraffinierte Gehirnschnitte im Cover-Plate-
Verfahren. Dafiir wurde die indirekte immunhistochemische Methode angewendet. Das Stan-
dardprotokoll beschreibt die {ibereinstimmenden Schritte aller verwendeten Firbeprotokolle,
auf das im Folgenden néher eingegangen wird. Anpassungen bzw. Verdnderungen jedes Pro-
tokolls konnen in Tabelle 6 nachvollzogen werden.

Zunichst erfolgte die Entparaffinierung und Rehydrierung der paraffinierten Gehirnschnitte
durch zweimalige Behandlung mit Xylol fiir drei Minuten, eine einmalige dreiminiitige Be-
handlung in einem Gemisch aus 100%igem Ethanol und Xylol (1:1), eine zweimalige Be-
handlung mit 100%igem Ethanol fiir drei Minuten, woraufhin eine jeweils dreiminiitige Be-
handlung in einer absteigenden Ethanol-Reihe (95 %, 70 %, 50 %) der Schnitte folgte. An-
schlieBend wurden die Schnitte in Leitungswasser flir max. fiinf Minuten sowie in destillier-
tem Wasser gewaschen. Daraufhin erfolgte eine Demaskierung des Antigens, um die Reakti-
vitidt von formalinfixiertem, paraffiniertem Gewebe zu verbessern bzw. wieder herstellen zu
konnen. Bei der Demaskierung werden Epitope freigelegt, die bei dem Fixierungsvorgang
durch Quervernetzungen der Proteine blockiert wurden (SHI et al. 1991; SHI et al. 2011).
Danach wurden die Objekttriager in eine Cover-Plate-Apparatur (Shandon Sequenza, Thermo
Electron Corporation, Dreieich, Deutschland) gespannt. AnschlieBend wurden die Schnitte
zweimalig in 0,05 M Tris-gepufferten NaCl-Losung (pH 7,6) gewaschen, woraufhin diese in
destilliertem Wasser abgespiilt wurden. Zur Inaktivierung der endogenen Peroxidase erfolgte

eine Behandlung mit einer Wasserstoffperoxid (H,O,)-Losung. Nach dreimaligem Waschen
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mit 0,05 M Tris-Pufferlosung wurden die Schnitte mit einer Blocking-Losung inkubiert, um
unspezifische Bindungen des primiren Antikorpers zu verhindern. Im Anschluss daran erfolg-
te liber Nacht die Inkubation mit dem primaren Antikorper (anti-nucleolin) bei 4 °C (Tabelle
5). Am nidchsten Tag wurden die Schnitte nach dreimaligem Waschen mit der Tris-
Pufferlosung mit dem biotinylierten sekunddren Antikorper in der verwendeten Blocking-
Losung (biotinylierte Ziege anti-Kaninchen 1:500; Tabelle 5) inkubiert und anschlieBend zur
Entfernung der noch ungebundenen Antikorper erneut dreimal mit der Tris-Pufferlésung ge-
waschen. Im Anschluss erfolgte eine 30-miniitige Behandlung mit einem Streptavidin-HRP-
Komplex (Streptavidin/HRP 1:1400, 0,05 M TBS), worauthin das iiberschiissige Streptavi-
din/HRP durch dreimalige Spiilung mit der Tris-Pufferlosung entfernt wurde. Nachdem die
Schnitte mit destilliertem Wasser gespiilt wurden, erfolgte zur Visualisierung der Antikorper-
konjugate eine Behandlung mit einer DAB-Reaktionslosung und erneuter Spiilung mit destil-
liertem Wasser. AnschlieBend wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Ethanolreihe sowie
in Xylol fiir jeweils fiinf Minuten dehydriert. Hierfiir erfolgte eine einmalige Behandlung mit
70%igem und 96%igem Ethanol, worauthin eine jeweils zweimalige Behandlung mit
100%igem Ethanol sowie Xylol folgte. Darauthin wurden die Schnitte mit Entellan einge-
deckt.

AnschlieBend an die immunhistochemische Farbung wurden mit der Bildanalysesoftware KS
400 (Carl Zeiss, Microimaging GmbH, Gottingen, Deutschland) Bilder vom HC und vom
PHC an einem Lichtmikroskop (Olympus BH-2, Japan), das an eine Kamera (Zeiss Axiocam

MRec, Carl Zeiss, Jena, Deutschland) angeschlossen war, angefertigt.

Primérer Antikdrper:

1. C23 (MS-3) Santa Cruz,

USA
nucleolin 12-24 h

2. EPR7952 (monoklonal) Abcam,
Cambridge,
England

Sekundérer Antikorper: Primérer Antikérper 30 min Dianova,

Ziege anti-Kaninchen bio- aus dem Kaninchen Hamburg,

tinyliert Deutschland

Tabelle 5: Verwendete Primér- und Sekundérantikorper.
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Peroxidase-

Konzen-

Demaskierung Blocking-Losung Priméirer AK . DAB
behandlung tration
20 min bei 720 W in der Mik- 3 % H,0, in Serum-freier Casein-Block Anti-NCL (polyklonal) C23 | 1:50 30 min in Diaminobenzidin-
rowelle in 10 mM NaCitrat 0,05 M TBS fiir (0,25 % Casein, 0,05 M TBS) | (MS-3; Santa Cruz USA) in | 1:250 Reaktionslosung (DAB, Tris-
pH 6 kochen 10 min serumfreiem Casein-Block 1:500 NaCl, 30 % H,0,)/
mit 0,1 % Tween 20 30 s in Himalaun
20 min bei 720 W in der Mik- 3 % H,0, in Serum-freier Casein-Block Anti-NCL (polyklonal) C23 | 1:50 30 min in Diaminobenzidin-
rowelle in 10 mM NaCitrat 0,05 M TBS fiir (0,25 % Casein, 0,05 M TBS) | (MS-3; Santa Cruz USA) in Reaktionslosung (DAB, Tris-
pH 6 kochen 15 min serumfreiem Casein-Block NaCl, 30 % H,0,)/
mit 0,1 % Tween 20 5 min in Hdmalaun
20 min bei 720 W in der Mik- 3 % H,0, in Serum-freier Casein-Block Anti-NCL (polyklonal) C23 | 1:50 30 min in Diaminobenzidin-
rowelle in 10 mM NaCitrat 0,05 M TBS fiir (0,25 % Casein, 0,05 M TBS) | (MS-3; Santa Cruz USA) in Reaktionslosung (DAB, Tris-
pH 6 kochen 15 min serumfreiem Casein-Block NaCl, 30 % H,0,)/
mit 0,1 % Tween 20 5 min Hdmalaun
20 min bei 720 W in der Mik- 3% H,0, in Serum-freier Casein-Block Anti-NCL (polyklonal) C23 | 1:50 30 min in Diaminobenzidin-
rowelle in 10 mM NaCitrat 0,05 M TBS fiir (0,25 % Casein, 0,05 M TBS) | (MS-3; Santa Cruz USA) in Reaktionslosung (DAB, Tris-
pH 6 kochen 15 min serumfreiem Casein-Block NacCl, 30 % H,0,)/
mit 0,1 % Tween 20 1 min Hamalaun
20 min bei 720 W in der Mik- 3 % H,0, in Serum-Block [9,5 ml Carrier Anti-NCL (polyklonal) C23 | 1:50 30 min in Diaminobenzidin-
rowelle in 10 mM NaCitrat 0,05 M TBS fiir (Ziege), 0,5 ml Ziegenserum, | (MS-3, Santa Cruz USA) in Reaktionslosung (DAB, Tris-
pH 6 kochen 15 min 200 mg BSA] serumfreiem Casein-Block NaCl, 30 % H,0,)/
mit 0,1 % Tween 20 1 min Hamalaun
Tris-EDTA-Puffer (10 mM 3 % H,0, in Serum-Block [9,5 ml Carrier Anti-NCL (polyklonal) C23 | 1:50 30 min in Diaminobenzidin-
Tris, ImM EDTA, 0,05 % 0,05 M TBS fiir (Ziege), 0,5 ml Ziegenserum, (MS-3; Santa Cruz USA) in Reaktionslosung (DAB, Tris-
Tween 20, pH 9) in der Mikro- 15 min 200 mg BSA] und Serum- serumfreiem Casein-Block NacCl, 30 % H,0,)/
welle bei 720 Watt freier Casein-Block mit 0,1 % Tween 20 1 min Hamalaun
fiir 20 min kochen (0,25 % Casein, 0,05 M TBS)
10 min in Eisessig/Ethanol 1+2 | 3 % H,0, in Serum-Block [9,5 ml Carrier Anti-NCL (polyklonal) C23 | 1:50 30 min in Diaminobenzidin-
bei -20°C 0,05 M TBS fiir (Ziege), 0,5 ml Ziegenserum, | (MS-3; Santa Cruz USA) in Reaktionslosung (DAB, Tris-
15 min 200 mg BSA] und Serum- serumfreiem Casein-Block NacCl, 30 % H,0,)/
freier Casein-Block mit 0,1 % Tween 20 1 min Hamalaun
(0,25 % Casein, 0,05 M TBS)
15 min in Trypsinlosung (8 g 3 % H,0, in Serum-Block [9,5 ml Carrier Anti-NCL (polyklonal) C23 | 1:50 30 min in Diaminobenzidin-
NaCl; 0,2 gKClL; 0,2 g 0,05 M TBS fiir (Ziege), 0,5 ml Ziegenserum, (MS-3; Santa Cruz USA) in | 1:50 Reaktionslosung (DAB, Tris-
KH2PO4; 1,15 g Na2HPO4; 15 min 200 mg BSA] und Serum- serumfreiem Casein-Block NaCl, 30 % H,0,)/
1,25 g EDTA; 1,25 g Trypsin; freier Casein-Block mit 0,1 % Tween 20 1 min Hadmalaun
Aqua dest. ad 1 I; pH 7.4 (0,25 % Casein, 0,05 M TBS)
bei 37°C)
20 min bei 720 W in der Mik- 3 % H,0, in Serum-freier Casein-Block Anti-NCL (polyklonal) C23 | 1:50 30 min in Diaminobenzidin-

rowelle in 10 mM NaCitrat
pH 6 kochen

0,05 M TBS fiir
15 min

(0,25 % Casein, 0,05 M TBS)

(MS-3; Santa Cruz USA) in
serumfreiem Casein-Block
mit 0,1 % Tween 20

Reaktionslosung (DAB, Tris-
NaCl, 30 % H,0,)/
1 min Hamalaun
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20 min bei 720 W in der Mik- 3 % H,0, in Serum-freier Casein-Block Anti-NCL (monoklonal) in 1:100 15 min in Diaminobenzidin-
rowelle in 10 mM NaCitrat 0,05 M TBS fiir (0,25 % Casein, 0,05 M TBS) | serumfreiem Casein-Block 1:250 Reaktionslosung (DAB, Tris-
pH 6 kochen 15 min mit 0,1 % Tween 20: 1:500 NaCl, 30 % H,0,)/
EPR7952; Abcam (UK) 1 min Hdmalaun
20 min bei 720 W in der Mik- 3 % H,0, in Serum-freier Casein-Block Anti-NCL (monoklonal) in 1:500 9 min in Diaminobenzidin-
rowelle in 10 mM NaCitrat 0,05 M TBS fiir (0,25 % Casein, 0,05 M TBS) | serumfreiem Casein-Block 1:1000 Reaktionsldosung mit Nickel
pH 6 kochen 15 min mit 0,1 % Tween 20: 1:2000 (DAB, Tris-Nickel, 30 % H,0,)
EPR7952; Abcam (UK)
20 min bei 720 W in der Mik- 3 % H,0, in Serum-freier Casein-Block Anti-NCL (monoklonal) in 1:2000 9 min in Diaminobenzidin-
rowelle in 10 mM NaCitrat 0,05 M TBS fiir (0,25 % Casein, 0,05 M TBS) | serumfreiem Casein-Block 1:5000 Reaktionsldsung mit Nickel
pH 6 kochen 15 min mit 0,1 % Tween 20: (DAB, Tris-Nickel, 30 % H,0,)
EPR7952; Abcam (UK)
20 min bei 720 W in der Mik- | 3 % H,0; in Serum-freier Casein-Block Anti-NCL (monoklonal) in | 1:2000 9 min in Diaminobenzidin-
rowelle in 10 mM NacCitrat 0,05 M TBS fiir (0,25 % Casein, serumfreiem Casein-Block Reaktionslosung mit Nickel
pH 6 kochen 15 min 0,05 M TBS) mit 0,1 % Tween 20: (DAB, Tris-Nickel,
EPR7952; Abcam (UK) 30 % H,0,)

Tabelle 6: Farbeprotokolle: Etablierung des immunhistochemischen Nachweises von nucleolin. Es sind die Schritte des Féarbeprotokolls aufgefiihrt, die sich vonei-
nander unterscheiden. Die Entparaffinierung, die Streptavidin/HRP-Behandlung, die Inkubationszeit des primdren Antikdrpers, der verwendete sekundire Antikorper
sowie dessen Konzentration und Inkubationszeit, die Rehydrierung und alle Wachschritte wurden nicht verdndert und sind dem Text zu entnehmen. Das Féarbeproto-
koll mit dem besten Resultat ist in der Tabelle hervorgehoben.
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V. ERGEBNISSE

1. Effekte der Antiepileptika auf die Transporter-Funktion und die -

Expression im zeitlichen Verlauf

1.1. Auswirkungen auf die Transportaktivitit

Die Transportaktivitit von Pgp, BCRP und MRP2 wurde nach ein-, drei-, und fiinfstiindiger
Inkubation isolierter porciner Gehirnkapillaren mit PB (170 uM), CBZ (50 uM) und TPM
(60 uM) in therapeutisch relevanten Konzentrationen mittels Transport-Assay ermittelt (n =
3). Nach Zugabe der spezifischen fluoreszierenden Substrate [NBD-CSA (2 uM) fiir Pgp,
BODIPY-Prazosin (1,5 uM) fiir BCRP und Texas Red (2 uM) fiir MRP2] wurden Bilder am
konfokalen Mikroskop angefertigt. Anhand dieser Bilder erfolgte die Messung der luminalen
Substratakkumulation durch die Software Image J. Die durch die AE bedingten Effekte wur-
den im Vergleich zum Kontrollansatz erhoben. Die spezifische luminale Substratkonzentrati-
on wurde durch Zugabe der spezitfischen Modulatoren [PSC-833 (5 uM) fiir Pgp, FTC (5 uM)
fir BCRP und MK-571 (20 uM) fiir MRP2] in einem weiteren Ansatz ermittelt. Dadurch
konnte auf die spezifische Transportaktivitit der ABC-Transporter Pgp, BCRP und MRP2

geschlossen werden.
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1.1.1. P-Glykoprotein

Phenobarbital

In Abbildung 17 sind beispielhaft frisch isolierte porcine Gehirnkapillaren mit luminaler
NBD-CSA-Akkumulation unter Kontrollbedingungen (A) und nach dreistiindiger Exposition
mit 170 uM PB dargestellt (B). Eine einstiindige Inkubation isolierter porciner Gehirnkapilla-
ren mit PB zeigte keine signifikanten Verdanderungen der spezifischen luminalen NBD-CSA-
Akkumulation. Die Exposition mit PB fiihrte nach drei und fiinf Stunden zu einer signifikant
erhohten spezifischen luminalen NBD-CSA—Akkumulation um 28 % bzw. 14 % (Abbildung
18).

Abbildung 17: Luminale Substratakkumulation von 2 uM NBD-CSA in isolierten porcinen Gehirnkapilla-
ren unter Kontrollbedingungen (A) und nach Exposition mit 170 uM Phenobarbital (B). Maf3stab = 10 pm.
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Abbildung 18 Zeitverlauf der spezifischen luminalen NBD-CSA-Akkumulation in porcinen Gehirnkapilla-
ren nach Inkubation mit 170 uM Phenobarbital und 5 uM PSC-833 (n = 3). Die Exposition mit Phenobar-
bital fitlhrte nach einer Stunde zu keiner signifikanten Verdnderung der spezifischen luminalen NBD-CSA-
Akkumulation. Nach drei- und flinfstiindiger Inkubation mit Phenobarbital konnte eine signifikant erhdhte
spezifische luminale NBD-CSA-Akkumulation gemessen werden. * = im Vergleich zur Kontrolle signifi-
kant, p < 0,05; Mittelwerte + SEM.
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Carbamazepin

Abbildung 19 zeigt beispielhaft die luminale NBD-CSA (2 uM)-Akkumulation in isolierten
porcinen Gehirnkapillaren unter Kontrollbedingungen (A) und nach dreistiindiger Exposition
mit 50 uM CBZ (B). Eine Exposition isolierter porciner Gehirnkapillaren mit CBZ fiir eine
Stunde zeigte keine signifikante Verdnderung der spezifischen luminalen Substratakkumulati-
on. Die Inkubation der Gehirnkapillaren mit CBZ fiihrte nach drei und flinf Stunden zu einer
signifikant erhohten spezifischen luminalen Substratakkumulation um 19 % bzw. 11 % (Ab-

bildung 20).

Abbildung 19: Luminale Substratakkumulation von 2 uM NBD-CSA in isolierten porcinen Gehirnkapilla-
ren unter Kontrollbedingungen (A) und nach dreistiindiger Inkubation mit 50 uM Carbamazepin (B). MaB3-
stab =10 pum.
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Abbildung 20: Zeitverlauf der spezifischen luminalen NBD-CSA-Akkumulation in porcinen Gehirnkapilla-
ren nach Inkubation mit 50 uM Carbamazepin und mit 5 uM PSC-833 (n = 3). Die Exposition mit
Carbamazepin fiihrte nach einer Stunde zu keiner signifikanten Verdnderung der spezifischen luminalen
NBD-CSA-Akkumulation. Nach einer drei- und fiinfstiindigen Inkubation konnte eine signifikant erhohte
spezifische luminale Substratakkumulation von NBD-CSA nachgewiesen werden. * = im Vergleich zur
Kontrolle signifikant, p < 0,05; Mittelwerte £ SEM.
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Topiramat

In Abbildung 21 sind beispielhaft frisch isolierte porcine Gehirnkapillaren mit luminaler
NBD-CSA (2 uM)-Akkumulation unter Kontrollbedingungen (A) sowie nach dreistiindiger
Exposition mit 60 uM TPM dargestellt (B). Die Auswertung ergab, dass eine Inkubation iso-
lierter porciner Gehirnkapillaren bereits nach einer Stunde eine signifikante Reduktion der
spezifischen luminalen Substratakkumulation um 16 % erfolgte. Die Exposition mit TPM
fiihrte nach drei und fiinf Stunden zu keiner signifikanten Verédnderung der spezifischen lumi-

nalen Substratakkumulation (Abbildung 22).

A

Abbildung 21: Luminale Substratakkumulation von 2 uM NBD-CSA in isolierten porcinen Gehirnkapilla-
ren unter Kontrollbedingungen (A) und nach dreistiindiger Inkubation mit 60 uM Topiramat (B). MalBstab
=10 pm.
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Abbildung 22: Zeitverlauf der spezifischen luminalen NBD-CSA-Akkumulation in porcinen Gehirnkapilla-
ren nach Inkubation mit 60 pM Topiramat und mit 5 uM PSC-833 (n = 3). Nach einer einstiindigen Inkuba-
tion von Topiramat konnte eine signifikante Erniedrigung der spezifischen luminalen NBD-CSA-
Akkumulation festgestellt werden. Eine Exposition mit Topiramat fiir drei und fiinf Stunden hatte keinen
Einfluss auf die spezifische luminale Substratakkumulation. * = im Vergleich zur Kontrolle signifikant, p <
0,05; Mittelwerte = SEM.
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1.1.2.  Breast cancer resistance protein

Phenobarbital

Die luminale BODIPY-Prazosin-Akkumulation (1,5 uM) in porcinen Gehirnkapillaren nach
dreistiindiger Exposition mit 170 uM PB im Vergleich zur Kontrolle zeigt die Abbildung 23.
Die Exposition isolierter porciner Gehirnkapillaren mit 170 uM PB fiihrte weder nach einer
Stunde noch nach drei Stunden zu einer signifikanten Verénderungen der spezifischen lumi-
nalen BODIPY-Prazosin-Akkumulation. Nach fiinf Stunden zeigte sich eine signifikante Re-
duktion der spezifischen luminalen Substratakkumulation um 16 % (Abbildung 24).

A

Abbildung 23: Luminale Substratakkumulation von 1,5 pM BODIPY-Prazosin in isolierten porcinen Ge-
hirnkapillaren unter Kontrollbedingungen (A) und nach dreistiindiger Inkubation mit 170 uM Phenobar-
bital (B). Malistab =10 pm.
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Abbildung 24: Zeitverlauf der spezifischen luminalen BODIPY-Prazosin-Akkumulation in porcinen Ge-
hirnkapillaren nach Inkubation mit 170 uM Phenobarbital und mit 5 uM FTC (n = 3). Eine ein- und drei-
stiindige Exposition mit Phenobarbital fiihrte zu keiner signifikanten Veranderung der spezifischen lumina-
len Substratakkumulation, wohingegen es nach fiinf Stunden zu einer signifikant erniedrigten spezifischen
luminalen Substratakkumulation kam. * = im Vergleich zur Kontrolle signifikant, p < 0,05; Mittelwerte +
SEM.
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Carbamazepin

Abbildung 25 zeigt die BODIPY-Prazosin-Akkumulation (1,5 pM) im Lumen porciner Ge-
hirnkapillaren unter Kontrollbedingungen sowie nach dreistiindiger Inkubation mit 50 uM
CBZ. Die Inkubation isolierter porciner Gehirnkapillaren mit 50 uM CBZ fiihrte zu keinem
Zeitpunkt der Messung zu einer signifikanten Verdnderung der spezifischen luminalen

BODIPY-Prazosin-Akkumulation (Abbildung 26).

Abbildung 25: Luminale Substratakkumulation von 1,5 pM BODIPY-Prazosin in frisch isolierten porcinen
Gehirnkapillaren unter Kontrollbedingungen (A) und nach dreistiindiger Inkubation mit 50 pM Carbama-
zepin (B). Mal3stab = 10 um.
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Abbildung 26: Zeitverlauf der spezifischen luminalen BODIPY-Prazosin -Akkumulation in porcinen Ge-
hirnkapillaren nach Inkubation mit 50 uM Carbamazepin und mit 5 pM FTC (n = 3). Es konnte zu keinem
Zeitpunkt eine signifikante Verdnderung der spezifischen Substratakkumulation im Lumen der Kapillaren
nach einer Inkubation mit Carbamazepin festgestellt werden. * = im Vergleich zur Kontrolle signifikant, p
< 0,05; Mittelwerte £ SEM.
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Topiramat

Die luminale Substratakkumulation von 1,5 uM BODIPY -Prazosin in porcinen Gehirnkapil-
laren ist nach dreistiindiger Exposition mit 60 uM TPM im Vergleich zur Kontrolle in Abbil-
dung 27 dargestellt. Eine einstiindige Inkubation isolierter Gehirnkapillaren von Schweinen
mit TPM hatte keinen Einfluss auf die spezifische luminale Substratanreicherung. Nach Ex-
position mit 60 uM TPM konnte nach drei und fiinf Stunden eine signifikant erniedrigte spe-
zifische luminale Substratakkumulation von BODIPY-Prazosin um 17 % bzw. 22 % gemes-

sen werden. (Abbildung 28).

Abbildung 27: Luminale Substratakkumulation von 1,5 pM BODIPY-Prazosin in isolierten porcinen Ge-
hirnkapillaren unter Kontrollbedingungen (A) und nach dreistiindiger Inkubation mit 60 uM Topiramat (B).
Malstab = 10 pm.
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Abbildung 28: Zeitverlauf der spezifischen luminalen BODIPY -Prazosin-Akkumulation in porcinen Ge-
hirnkapillaren nach Inkubation mit 60 uM Topiramat und mit 5 uM FTC (n = 3). Eine einstiindige Inkuba-
tion mit Topiramat fiihrte zu keiner signifikanten Verdnderung der spezifischen BODIPY-Prazosin—
Akkumulation im Lumen der Kapillaren. Allerdings konnte nach drei und fiinf Stunden eine signifikante
Erniedrigung der spezifischen luminalen Substratakkumulation festgestellt werden. * = im Vergleich zur
Kontrolle signifikant, p < 0,05; Mittelwerte £ SEM.
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1.1.3.  Multidrug resistance-associated protein 2

Phenobarbital

In Abbildung 29 ist die Texas Red-Akkumulation (2 uM) in isolierten porcinen Gehirnkapil-
laren unter Kontrollbedingungen (A) und nach dreistiindiger Exposition mit 170 uM PB ab-
gebildet (B). Eine Inkubation isolierter Gehirnkapillaren mit 170 uM PB fiihrte zu allen drei
Zeitpunkten zu einer signifikanten Erhohung der spezifischen luminalen Texas Red-
Akkumulation in porcinen Gehirnkapillaren (nach einer Stunde um 46 %, nach drei Stunden

um 30 %, nach fiinf Stunden um 27 %; Abbildung 30).

A

Abbildung 29: Luminale Substratakkumulation von 2 uM Texas Red in isolierten porcinen Gehirnkapilla-
ren unter Kontrollbedingungen (A) und nach dreistiindiger Inkubation mit 170 uM Phenobarbital (B). Mal3-
stab =10 um.
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Abbildung 30: Zeitverlauf der spezifischen luminalen Texas Red-Akkumulation in porcinen Gehirnkapilla-
ren nach Inkubation mit 170 uM Phenobarbital und mit 20 pM MK-571 (n = 3). Es konnte zu allen drei
Zeitpunkten eine signifikante Erhéhung der spezifischen luminalen Substratakkumulation nach Exposition
mit Phenobarbital festgestellt werden. * = im Vergleich zur Kontrolle signifikant, p < 0,05; Mittelwerte +
SEM.
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Carbamazepin

In Abbildung 31 ist die Texas Red-Akkumulation (2 pM) in isolierten porcinen Gehirnkapil-
laren unter Kontrollbedingungen (A) und nach dreistiindiger Exposition mit 50 uM CBZ ab-
gebildet (B). Nach Exposition isolierter Gehirnkapillaren von Schweinen mit 50 uM CBZ
konnte nach einer Stunde, nach drei und nach fiinf Stunden eine signifikante Erh6hung der
spezifischen Texas Red-Akkumulation im Kapillarlumen um 14 %, 9 %, bzw. 23 % festge-
stellt werden (Abbildung 32).

A

Abbildung 31: Luminale Substratakkumulation von 2 uM Texas Red in isolierten porcinen Gehirnkapilla-
ren unter Kontrollbedingungen (A) und nach dreistiindiger Inkubation mit 50 pM Carbamazepin (B). Mal3-
stab =10 pum.
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Abbildung 32: Zeitverlauf der spezifischen luminalen Texas Red-Akkumulation in porcinen Gehirnkapilla-
ren nach Inkubation mit 50 uM Carbamazepin und mit 20 uM MK-571 (n = 3). Eine Exposition der Ge-
hirnkapillaren mit Carbamazepin fiihrte zu einer signifikanten Erh6hung der spezifischen luminalen Sub-
stratakkumulation zu allen drei Zeitpunkten der Messung. * = im Vergleich zur Kontrolle signifikant, p <
0,05; Mittelwerte = SEM.



V. Ergebnisse 78

Topiramat

Die luminale Substratakkumulation von Texas Red (2 uM) in porcinen Gehirnkapillaren nach
dreistiindiger Exposition mit 60 uM TPM im Vergleich zur Kontrolle ist in Abbildung 33
dargestellt. Eine Inkubation isolierter porciner Gehirnkapillaren mit 60 uM TPM fiihrte nach
einer Stunde zu einer signifikanten Erhohung der spezifischen luminalen Texas Red-
Akkumulation in porcinen Gehirnkapillaren um 10 %. Nach einer drei- und fiinfstiindigen
Exposition konnte eine signifikante Reduktion um 12 % bzw. 13 % festgestellt werden (Ab-

bildung 34).

Abbildung 33: Luminale Substratakkumulation von 2 uM Texas Red in isolierten porcinen Gehirnkapilla-
ren unter Kontrollbedingungen (A) und nach Exposition der Gehirnkapillaren mit 60 uM Topiramat (B)
nach drei Stunden. Maf3stab = 10 um.
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Abbildung 34: Zeitverlauf der spezifischen luminalen Texas Red-Akkumulation in porcinen Gehirnkapilla-
ren nach Inkubation mit 60 pM Topiramat und mit 20 uM MK-571 (n = 3). Eine Inkubation mit Topiramat
fiihrte nach einer Stunde zu einer signifikanten Erhdhung, nach drei und fiinf Stunden zu einer signifikan-
ten Reduktion der spezifischen luminalen Substratakkumulation in porcinen Gehirnkapillaren. * = im Ver-
gleich zur Kontrolle signifikant, p < 0,05; Mittelwerte £ SEM.
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1.2. Auswirkungen auf die Proteinexpression

Der Nachweis der Proteinexpression von Pgp, BCRP und MRP2 nach dreistiindiger Inkubati-
on isolierter porciner Gehirnkapillaren mit PB (170 uM), CBZ (50 uM) und TPM (60 uM)
erfolgte mittels Western Blot.

1.2.1. P-Glykoprotein
Eine dreistiindige Exposition isolierter porciner Gehirnkapillaren mit PB und TPM fiihrte zu
keiner signifikanten Verdanderung der Proteinexpression von Pgp. Nach einer Inkubation mit

CBZ konnte eine signifikante Erniedrigung der Proteinexpression von Pgp festgestellt werden
(Abbildung 35).
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Abbildung 35: Proteinexpression des Transporters Pgp und der Ladekontrolle 3-Aktin in porcinen Gehirn-
kapillaren (n = 3). Eine dreistiindige Exposition mit 170 uM Phenobarbital (PB) und 60 uM Topiramat
(TPM) fiihrte zu keiner signifikanten Verdnderung der Pgp-Proteinexpression. Nach einer dreistiindigen
Inkubation mit 50 uM Carbamazepin (CBZ) konnte eine signifikante Erniedrigung der Pgp-
Proteinexpression festgestellt werden. * = im Vergleich zur Kontrolle signifikant, p < 0,05.
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1.2.2.  Breast cancer resistance protein
Eine dreistiindige Exposition isolierter porciner Gehirnkapillaren mit PB, CBZ und TPM
fiihrte zu keiner signifikanten Verdnderung der BCRP-Proteinexpression (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Proteinexpression des Transporters Pgp und der Ladekontrolle B-Aktin in porcinen Gehirn-
kapillaren (n = 3). Eine dreistiindige Inkubation isolierter porciner Gehirnkapillaren mit 170 uM Phenobar-
bital (PB), 50 uM Carbamazepin (CBZ) und 60 uM Topiramat (TPM) fiihrte zu keiner signifikanten Ver-
anderung der BCRP-Proteinexpression. * = im Vergleich zur Kontrolle signifikant (p < 0,05).
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2. Proteomanalysen Blut-Hirn-Schranken-assoziierter Proteine wih-

rend der Epileptogenese

2.1. Blut-Hirn-Schranken-assoziierte pathways

Im Rahmen der Dissertation von Andreas Walker wurde zur Identifizierung biologischer Sig-
nalwege hinsichtlich ihrer relativen Reprasentanz eine Pathway-Enrichment-Analyse anhand
der web-basierten Programme Genomatix und ConsensusPathDB durchgefiihrt. Die Pathway-
Enrichment-Analyse erfolgte anhand aller identifizierten Proteine des entsprechenden Zeit-
punktes und Gewebes. Als signifikant reguliert betrachtet wurden pathways, die mindestens
zwei regulierte Proteine beinhalteten sowie ein Signifikanzniveau von kleiner als 0,05 aufwie-
sen.

Ein wichtiger Bestandteil einer funktionell aktiven BHS sind ABC-Transporter. Neben ihrer
physiologischen Funktion, den Kdrper vor schddlichen Substanzen zu schiitzen, sind sie zu-
dem involviert in der Pathologie von ZNS-Erkrankungen wie der Epilepsie (LOSCHER u.
POTSCHKA 2005c). Es konnte zudem festgestellt werden, dass eine anhaltende Anfallsakti-
vitit eine vermehrte Expression einiger ABC-Transporter verursacht (VAN VLIET et al.
2005; HOFFMANN et al. 2006). Deshalb wurde in dieser Studie der Fokus auf die Regulation
ABC-Transporter-assoziierter pathways wahrend der Epileptogenese gelegt.

Neben den ABC-Transporter-assoziierten pathways sind zudem pathways der Gruppe
»Wachstumsfaktoren-assoziierte Signalwege™ in biologischen Prozessen der BHS wihrend
der Epileptogenese involviert. Ein typisches Merkmal einer TLE sowie eines zerebralen Insul-
tes ist eine geschadigte BHS, in dessen Folge es zur Expression angiogenetischer Faktoren,
Proliferation endothelialer Zellen sowie zur Angiogenese kommt (MORGAN et al. 2007;
RIGAU et al. 2007; CHOPP et al. 2008). Einige Regulatoren der Angiogenese sind Wachs-
tumsfaktoren (OTROCK et al. 2007), weshalb in die Proteomanalyse Wachstumsfaktoren-
assoziierte Signalwege miteinbezogen wurden.

Es wird erneut darauf hingewiesen, dass bestimmte Proteine, die nicht nur in BHS-
assoziierten Prozessen, sondern auch in inflammatorischen Vorgingen der Epileptogenese
involviert sind, bereits in der Dissertation von Andreas Walker aufgefiihrt und in einem ande-

ren Kontext diskutiert wurden.
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2.1.1. Wachstumsfaktoren-assoziierte pathways

In der frithen Post-Insult-Phase konnten im HC kein und im PHC sieben regulierte pathways
dargestellt werden. Die Latenzphase umfasste im HC einen und im PHC 12 regulierte Wachs-
tumsfaktoren-assoziierte pathways. Im HC konnten in der chronischen Phase zwei regulierte
pathways nachgewiesen werden.

Im HC wurden sowohl in der Latenz- (Paxillin, p = 0.048) als auch in der chronischen Phase
(Paxillin, p = 0.008; Caveolin 1, p = 0.019) regulierte Signalwege nachgewiesen, die an der
Regulation des Wachstumsfaktors VEGF beteiligt sind (TAHIR et al. 2009; YANG et al.
2015).

In der Post-Insult-Phase sowie in der Latenzphase zeigte sich im PHC eine signifikante Regu-
lierung von pathways, die mit der Regulierung Wachstumsfaktoren-assoziierter Signalwege
wie Paxillin (Post-Insult-Phase: p = 0,010), Caveolin 1 (Post-Insult-Phase: p = 0,017 bzw.
Latenzphase: p = 0,039), Nitric oxide stimulates guanylate cyclase (Post-Insult-Phase: p =
0,015) sowie Vasoactive intestinal peptide (Latenzphase: p = 0,033) in Verbindung stehen
(XU et al. 2002; COLLADO et al. 2004; TAHIR et al. 2009; YANG et al. 2015). Des Weite-
ren konnten in der Post-Insult-Phase regulierte pathways von Wachstumsfaktoren wie epi-
dermal growth factor receptor (EGFR) interacts with phospholipase C-gamma (p = 0,047)
und EGFRI (p = 0,050) als auch in der Latenzphase EGFRI (p = 0,001 bzw. p = 0,028), epi-
dermal growth factor (EGF)-EGFR Signaling Pathway (p = 0,017) und VEGFR3 signaling in
lymphatic endothelium (p = 0,007 bzw. p = 0,040) identifiziert werden. In der chronischen
Phase wurde im PHC kein signifikantes Enrichment Wachstumsfaktoren-assoziierter pa-
thways nachgewiesen.

Die regulierten Wachstumsfaktoren-assoziierte Signalwege im HC und PHC mit den dazuge-

horigen Proteinen sind in Tabelle 7 dargestellt.



V. Ergebnisse

Tabelle 7: Regulierte Wachstumsfaktoren-assoziierte pathways

p-Wert pathway Quelle Proteine
Hippocampus
10 Tage nach SE
0.048 Paxillin Genomatix KNGI1, PLCGI1, GNB2LI1, FLNA, ITGB2, PTK2B, TLN1, VCL
8 Wochen nach SE
0.008 Paxillin Genomatix ITGB1, MARCKSLI1
0.019 Caveolin 1 Genomatix ITGB1, ANXA2

parahippocampaler Cortex

2 Tage nach SE

0.010 Paxillin Genomatix CDC42, CTTN, FLNA, ITGB2, ITGB1, PTK2B, MCAM, GNB2L1

0.015 Nitric oxide stimulates guanylate cyclase Reactome ITPR1; PRKG2; GUCY1B3

0.017 Caveolin 1 Genomatix PRKCA, FLNA, ITGB1, PRKCE, SCP2, TOLLIP, ANXA2, TXNRDI,
ALB

0.021 Signaling by ERBB2 Reactome PRKCA; RPS27A; PRKCE; CAMK4; CDC37; STUBI1; PRKARIB;
YWHAB; ITPR1

0.047 EGFR interacts with phospholipase C-gamma  Reactome PRKCA; ITPR1; PRKCE; CAMK4; PRKARIB

0.047 PLCG] events in ERBB2 signaling Reactome PRKCA; ITPR1; PRKCE; CAMK4; PRKARI1B

0.050 EGFRI1 NetPath MVP; ITGB1; ACTN1; ANXA2; ANXA4; TOLLIP; SLC38A2; PRKCA;

ALB; RPL30;RASAL; MINK1; PTK2B; CTTN; TAGLN2; VIM; YWHAZ;
PTPN6; SH3GL3; CDC42
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Tabelle 7: Regulierte Wachstumsfaktoren-assoziierte pathways

p-Wert pathway Quelle Proteine

parahippocampaler Cortex
10 Tage nach SE

0.001 EGFRI1 NetPath ANXAI; ACP1; HRAS; RPLPO; PTK2B; DNMI; ADAM17; CRK; STIPI;
TLN1; ADRBKI; SH3GL3; SH3GL2; YWHAZ; PEBPI; STAM; CALMI;
HNRNPR; MYH9; RASAI; GSN; SH3KBP1; MVP; ANXA2; RABS5A;
ANXA4; MINK1; PRKCA; SFPQ; ITGB1;PTPN6; ACTN1; TOLLIP; ABII;
ALB; MYO6; RPL30; VIM; DDX6; TOMIL2; PTRF; WBP2; ASAPI;

CDC42

0.007 VEGFR3 signaling in lymphatic endothelium NCl-nature CRK, ITGB1, ITGAI1, PRRT2, ITGAS5, GRB2

0.017 EGF-EGEFR Signaling Pathway Wikipathways PEBP1; STMNI1; PRKCA; HRAS; ABIl; SH3KBP1; RAB5A; PTK2B;
CDC42; SYNJ1; RASATL; CRK; DNMI1; STAM; ASAPI1; SH3GL3; SH3GL2

0.028 EGFRI1 Genomatix CRK, ITGBI1, SLK, CDC42, MARCKSLI, FLNA, ITGB2, PTK2B, TLNI,
MCAM, PPAP2B

0.030 EGFR interacts with phospholipase C-gamma CellMap PRKCA, CRK, ASAP1, DNMI, RASA1, SH3GL2, RAB5A, SNCA, SH3GL3,
SH3KBP1, CDC42, PTK2B, ABI1, PTPN6, GRB2, HRAS, YWHAB

0.032 Internalization of ErbB1 NCl-nature SYNIJ1, DNM1, SH3GL2, RAB5SA, SH3KBP1, CDC42, GRB2, HRAS

0.033 Vasoactive intestinal peptide Genomatix ISYNAI1, STMNI1, KCNMA1, ENO2, CALB1

0.039 Caveolin 1 Genomatix PRKCA, DNM2, ITGBI1, PRKCE, ROCK2, ANXA2, PTRF, ITGAI1, ALB,
FLNA, SCP2, TOLLIP, TXNRD1

0.040 VEGFR3 signaling in lymphatic endothelium PID ITGBI1; ITGA1; ITGAS; CRK

0.044 PLCGI1 events in ERBB2 signaling Reactome CALM1; PRKCA; PRKCE; CAMK4; PRKAR2A; PRKARIB; ITPRI;
ADRBK1

0.044 EGFR interacts with phospholipase C-gamma Reactome CALMI1; PRKCA; PRKCE; CAMK4; PRKAR2A; PRKARIB; ITPRI;
ADRBK1

0.044 Signaling by EGFRVIII in Cancer Reactome ITPR1; CALM1; PRKCA; SH3KBP1; HRAS; RPS27A; PRKCE; CAMK4;

Signaling by EGFR in Cancer CDC37; PRKAR2A; CDC42; PRKARIB; ADAMI17, YWHAB; STAM;
Signaling by Ligand-Responsive EGFR Vari- ADRBK1; SH3GL2

ants in Cancer

Tabelle 7: Regulierte Wachstumsfaktoren-assoziierte pathways im Hippocampus [zehn Tage nach Status epilepticus (SE)] und parahippocampalen Cortex (zwei, zehn
Tage und acht Wochen nach SE). Die Pathway-Analyse erfolgte anhand der bioinformatischen Tools Gernomatix und ConsensusPathDB. Der Schwellenwert fiir die
Pathway-Analyse lag bei einem p-Wert von p < 0,05 und bei einer Schnittmenge von mindestens zwei regulierten Proteinen.
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2.1.2. ABC-Transporter-assoziierte pathways

Sowohl in der Post-Insult- als auch in der chronischen Phase konnten im HC keine regulierten
ABC-Transporter-assoziierten pathways nachgewiesen werden. Im HC konnte in der Latenz-
phase ein regulierter ABC-Transporter-assoziierter pathway dargestellt werden.

Im PHC konnten in der Post-Insult-Phase und in der Latenzphase jeweils ein sowie in der
chronische Phase zwei regulierte pathways dargestellt werden.

Zu allen drei Zeitpunkten im PHC und im HC in der Latenzphase konnten regulierte Signal-
wege nachgewiesen werden, die in den zelluldren Transportprozessen von Cholesterol invol-
viert sind (DEAN et al. 2001a). Dazu zdhlen pathways wie ATP binding cassette, sub family A
[Post-Insult-Phase: p = 0,001 (PHC) bzw. Latenzphase: 0,010 (PHC)] und ATP binding cas-
sette, sub family G [Latenzphase: p = 0,016 (HC) bzw. chronische Phase: 0,013 (PHC)]. Der
pathway ATP binding cassette, sub family G ist zudem involviert in die Absorption von Wirk-
stoffen und Xenobiotika im Diinndarm und in deren Elimination in der Leber und Niere
(MALIEPAARD et al. 2001). AuBlerdem kann er einen Einfluss auf den Transport von Sub-
stanzen zwischen Blut und Gehirn an der BHS haben (NICOLAZZO u. KATNENI 2009). In
der chronischen Phase zeigte sich im PHC eine Regulation des pathways ATP binding casset-
te, sub family C (p = 0,001). Er ist beteiligt an der Absorption, Verteilung und Eliminierung
von Metaboliten und Wirkstoffen sowie an der Regulierung des Eisentransports. Des Weite-
ren ist er involviert in Prozesse der Signaltransduktion (DEAN et al. 2001a; DALVI et al.
2014).

Die regulierten ABC-Transporter-assoziierten pathways im HC und im PHC mit den dazuge-

horigen Proteinen werden in Tabelle 8 gezeigt.
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Tabelle 8: Regulierte ABC-Transporter-assoziierte pathways

p-Wert pathway Quelle Proteine

Hippocampus
10 Tage nach SE

0.016 ATP binding cassette, sub family G (white) Genomatix ATIC, APOE, ABCA1

parahippocampaler Cortex
2 Tage nach SE

0.001 ATP binding cassette, sub family A (ABC1) Genomatix PRKCA, CDC42, PLTP, CAMK4, APOE, SCP2

10 Tage nach SE

0.010 ATP binding cassette, sub family A (ABC1) Genomatix PRKCA, PLTP, APOE, CDC42, CAMK4, SCP2, MIF

8 Wochen nach SE

0.001 ATP binding cassette, sub family C (CFTR/MRP) Genomatix RDX, EZR, GSTAI1, SLC16A1, GCLC

0.013 ATP binding cassette, sub family G (WHITE) Genomatix ATIC, APOE, GSTP1

Tabelle 8: Regulierte ABC-Transporter assoziierte pathways im Hippocampus [zehn Tage nach Status epilepticus(SE)] und parahippocampalen Cortex (zwei, zehn
Tage und acht Wochen nach SE). Die Pathway-Analyse erfolgte anhand der bioinformatischen Tools Gernomatix und ConsensusPathDB. Im Hippocampus konnten
zwei Tage und acht Wochen nach SE keine regulierten ABC-Transporter-assoziierten pathways nachgewiesen werden. Der Schwellenwert fiir die Pathway-Analyse
lag bei einem p-Wert von p < 0,05 und bei einer Schnittmenge von mindestens zwei regulierten Proteinen.
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2.2 Selektion und individuelle Expression Blut-Hirn-Schranken-assoziierter

Proteine

Mithilfe der Pathway-Enrichment-Analyse konnten BHS-assoziierte Proteine identifiziert
werden. Ergénzend zur Pathway-Enrichment-Analyse wurden zur Identifizierung weiterer
BHS-assoziierter Proteine eine Hypothesen-gestiitzte Recherche und eine Schlagwortsuche in
den Proteinlisten durchgefiihrt. AuBerdem wurden die Proteinlisten auf der Grundlage eines
Review-Artikels nach Tight Junction-assoziierten Proteinen durchsucht (HASELOFF et al.
2015).

2.2.1. Wachstumsfaktoren-assoziierte Proteine

Die Gruppe der Wachstumsfaktoren-assoziierten pathways enthielt 19 Proteine, die aufgrund
ihrer relevanten Funktion in der Angiogenese néher betrachtet wurden.

Mithilfe einer Hypothesen-gestiitzte Analyse konnte das differentiell exprimierte Protein NCL
zugehorig zu den Wachstumsfaktoren-assoziierten Proteine identifiziert werden (DING et al.
2012). NCL wirkt durch die Beeinflussung von Wachstumsfaktoren an der Regulation der
Angiogenese mit (KOUTSIOUMPA et al. 2012). NCL zeigte eine vermehrte Expression so-
wohl im HC und im PHC in der Post-Insult- als auch in der Latenzphase (Tabelle 9, Tabelle
10, Abbildung 37 A-D).

Das Protein myosin-9 (MYHY) ist involviert in die Reorganisation des Zytoskeletts und spielt
eine essentielle Rolle in der Vermittlung der angiogenetischen Funktion von NCL (HUANG
et al. 2006). Es konnte eine Heraufregulierung von MYH9 im HC und im PHC wéhrend der
Latenzphase festgestellt werden (Tabelle 9, Tabelle 10, Abbildung 37 C, D).

ANXAT1 und ANXAZ2 sind Proteine, die calciumabhédngig an Phospholipide in der Zellmemb-
ran binden kénnen. Die Funktionen von ANXA1 und ANXA?2 bestehen unter anderem in der
Reparatur und Fusion von Membranen sowie im Vesikel-Trafficking (MCNEIL et al. 2006).
ANXA? zeigte in beiden Geweben zu allen Zeitpunkten eine deutliche Heraufregulierung
(Tabelle 9, Tabelle 10, Abbildung 37 A-F), wohingegen ANXA1 nur in der Latenzphase im
HC und im PHC vermehrt exprimiert war (Tabelle 9, Tabelle 10, Abbildung 37 C, D).

Die Proteine MCAM und PPAP2B sind an der Zelladhdsion sowie an Zell-Zell-Interaktionen
beteiligt. MCAM zeigte im PHC eine Heraufregulierung zwei und zehn Tage nach SE
(Tabelle 10, Abbildung 37 B, D), wihrend PPAP2B nur in der Latenzphase vermehrt expri-
miert war (Tabelle 10, Abbildung 37 D).

Der Laminin- und Kollagenrezeptor ITGA1 spielt eine Rolle in Anlagerungssprozessen in

neuronalen und hdmatopoetischen Zellen (DOUVILLE et al. 1992). Das Protein TLN1 ver-
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kniipft durch Bindung von Integrinen die Plasmamembran mit wichtigen zytoskelettalen
Strukturen (CRITCHLEY 2009). Wihrend fiir ITGA1 im PHC in der Latenzphase eine Her-
aufregulation nachgewiesen werden konnte (Tabelle 10, Abbildung 37 D), war eine vermehrte
Expression fiir TLN1 im HC in der Post-Insult- und der Latenzphase sowie im PHC ebenfalls
zehn Tage nach SE als auch in der chronischen Phase festzustellen (Tabelle 9, Tabelle 10,
Abbildung 37 A, C, D, F).

Die Proteine ras GTP (Guanosintriphosphat) ase-activating protein I (RASA1), GTPase
HRas (HRAS), CDC42 und RAB5SA gehoren zur Gruppe der GTPasen. Sie sind durch die
Hydrolyse von GTP zu Guanosindiphosphat (GDP) an der Regulation verschiedener Zell-
funktionen beteiligt (SCHEFFZEK u. AHMADIAN 2005). Das Protein guanylate cyclase 1,
soluble, beta 3 (GUCY1B3) katalysiert die Umwandlung von GTP zu cGMP. Fiir CDC42
konnten die zwei verschiedenen Transkripte CDC42-201 (Ensembl-IDs: ENSR-
NOTO00000018118) und CDC42-202 (Ensembl-IDs: ENSRNOT00000029025) identifiziert
werden. Wéhrend der Post-Insult- und der Latenzphase konnte im PHC fiir beide Transkripte
eine Herunterregulierung festgestellt werden (Tabelle 10, Abbildung 37 B, D). Das Transkript
CDC(C42-202 zeigte zudem eine signifikant erhohte Expression im HC zwei Tage nach SE
(Tabelle 9, Abbildung 37 A).

Die GTPase RASA1 war im HC und im PHC wéhrend der Post-Insult-Phase und auch im
PHC in der Latenzphase herunterreguliert (Tabelle 9, Tabelle 10, Abbildung 37 A, B, D). Im
PHC zeigten die kleinen GTPasen RABSA und HRAS zehn Tage nach SE (Tabelle 10, Ab-
bildung 37 D) sowie GUCY1B3 in der Post-Insult-Phase eine Herunterregulierung (Tabelle
10, Abbildung 37 B).

Fiir den Calcium-aktivierten Kalium-lonenkanal calcium-activated potassium channel subunit
alpha-1 (KCNMA1) sowie fiir das an diversen zelluldren Vorgingen beteiligte Protein disin-
tegrin and metalloproteinase domain-containing protein 17 (ADAM17) (GOOZ 2010) konnte
im PHC ein signifikant verringerter Expressionslevel zehn Tage nach SE nachgewiesen wer-
den (Tabelle 10, Abbildung 37 D). KCNMAI stellt ein wichtiges Kontrollelement zellulirer
Erregungszustinde dar (SALKOFF et al. 2006).

Die Adaptorproteine CRK und GRB nehmen eine wichtige Rolle in der Zellmigration durch
Signaltransduktion von Zelloberflichenrezeptoren wie VEGF ein (TARI u. LOPEZ-
BERESTEIN 2001; STOLETOV et al. 2004; BRAIMAN u. ISAKOV 2015). Es konnte im
PHC eine signifikante Reduktion fiir beide Proteine wihrend der Latenzphase festgestellt
werden (Tabelle 10, Abbildung 37 D).

Im PHC lieB3 sich fiir die Proteine probable ATP-dependent RNA helicase DDX6 (DDX6) und
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beta-adrenergic receptor kinase 1 (ADRBK1) in der Latenzphase eine Uberexpression fest-
stellen (Tabelle 10, Abbildung 37 D). DDX6 ist involviert in die Regulation, die Weiterverar-
beitung, die Speicherung und den Abbau von mRNA (SCHELLER et al. 2007). ADRBK1 ist
an der Regulation zahlreicher zelluldrer Phanomene durch die Phosphorylierung unterschied-
licher Substrate involviert (RIBAS et al. 2007).

Der in der Biogenese von Caveolae beteiligte Faktor RNA polymerase I and transkript release
factor (PTRF), zeigt in beiden Geweben eine Heraufregulation zehn Tage nach SE sowie in
der chronischen Phase im PHC (Tabelle 9, Tabelle 10, Abbildung 37 C, D, F).

Tabelle 9 und Tabelle 10 zeigen die Wachstumsfaktoren-assoziierten Proteine im HC sowie
im PHC mit ihren entsprechenden p-Werten, ihrem fold change und der Art ihrer Identifizie-
rung.

Die graphische Darstellung der tierindividuellen Expression der ausgewéhlten Wachstumstak-
toren-assoziierten Proteine ist fiir beide Gewebe zu allen Zeitpunkten in Abbildung 37 darge-

stellt.
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Tabelle 9: Regulierte Wachstumsfaktoren-assoziierte Proteine im Hippocampus

Gen- Protein p-Wert maxfold Identifiziert durch
bezeichnung change
2 Tage nach SE
Rasal* Ras GTPase-activating protein 1 0.002 -3.5 Pathway-Analyse
Hras GTPase HRas 0.003 1.3 Pathway-Analyse
Cdc42-202* Cell division cycle protein 42 0.004 1.8 Pathway-Analyse
Nel* Nucleolin 0.007 2.0 Hypothesen-gestiitzte
Recherche
Anxa2* Annexin A2 0.011 2.1 Pathway-Analyse
TIn1* Talin-1 0.028 1.7 Pathway-Analyse
Adrbk1 Beta-adrenergic receptor kinase 1 0.040 -1.2 Pathway-Analyse
Ptrf Polymerase I and transcript release 0.059 1.4 Pathway-Analyse
factor
Anxal Annexin Al 0.083 1.8 Pathway-Analyse
Ppap2b Lipid phosphate phosphohydrolase 3  0.089 -1.2 Pathway-Analyse
Myh9 Myosin-9 0.113 1.2 Pathway-Analyse
Mcam Cell surface glycoprotein MUC18 0.124 2.0 Pathway-Analyse
Adaml17 Disintegrin and metalloproteinase 0.238 2.8 Pathway-Analyse
domain-containing protein 17
Cdc42-201 Cell division cycle protein 42 0.245 1.6 Pathway-Analyse
Itgal Integrin alpha-1 0.357 1.4 Pathway-Analyse
Crk Adapter molecule crk 0.369 1.3 Pathway-Analyse
Grb2 Growth factor receptor-bound pro- 0.465 1.3 Pathway-Analyse
tein 2
Rab5a Ras-related protein Rab-5A 0.739 1.1 Pathway-Analyse
10 Tage nach SE
TIn1* Talin-1 0.007 3.2 Pathway-Analyse
Anxal* Annexin Al 0.009 4.0 Pathway-Analyse
Anxa2* Annexin A2 0.009 3.7 Pathway-Analyse
Myh9* Myosin-9 0.010 1.6 Pathway-Analyse
Nel* Nucleolin 0.016 2.0 Hypothesen-gestiitzte
Recherche
Ptrf* Polymerase I and transcript release 0.031 1.9 Pathway-Analyse
factor
Hras GTPase HRas 0.039 -1.3 Pathway-Analyse
Rab5a Ras-related protein Rab-5A 0.057 1.3 Pathway-Analyse
Adaml17 Disintegrin and metalloproteinase 0.085 8.6 Pathway-Analyse
domain-containing protein 17
Mcam Cell surface glycoprotein MUC18 0.225 2.0 Pathway-Analyse
Adrbk1 Beta-adrenergic receptor kinase 1 0.319 -1.1 Pathway-Analyse
Cdc42-202 Cell division cycle protein 42 0.445 1.2 Pathway-Analyse
Ppap2b Lipid phosphate phosphohydrolase 3 0.453 1.2 Pathway-Analyse
Itgal Integrin alpha-1 0.634 1.2 Pathway-Analyse
Crk Adapter molecule crk 0.751 1.1 Pathway-Analyse
Rasal Ras GTPase-activating protein 1 0.823 1.0 Pathway-Analyse
Grb2 Growth factor receptor-bound pro- 0.884 -1.1 Pathway-Analyse
tein 2
Cdc42-201 Cell division cycle protein 42 0.984 1.1 Pathway-Analyse
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Fortsetzung Tabelle 9: Regulierte Wachstumsfaktoren-assoziierte Proteine im Hippocampus

Gen- Protein p-Wert maxfold Identifiziert durch
bezeichnung change

8 Wochen nach SE

Anxa2* Annexin A2 0.046 2.4 Pathway -Analyse

Cdc42-202 Cell division cycle protein 42 0.116 1.1 Pathway -Analyse

Ptrf Polymerase I and transcript release 0.163 1.8 Pathway -Analyse
factor

Grb2 Growth factor receptor-bound pro- 0.243 1.0 Pathway -Analyse
tein 2

Adrbk1 Beta-adrenergic receptor kinase 1 0.306 1.1 Pathway -Analyse

Ddx6 Probable = ATP-dependent RNA 0.337 1.2 Pathway -Analyse
helicase DDX6

Rab5a Ras-related protein Rab-5A 0.341 -1.1 Pathway -Analyse

Ppap2b Lipid phosphate phosphohydrolase 3 0.348 1.1 Pathway -Analyse

Anxal Annexin Al 0.391 3.0 Pathway -Analyse

Nel Nucleolin 0.427 -1.3 Hypothesen-gestiitzte

Recherche

Hras GTPase HRas 0.475 -1.0 Pathway -Analyse

TInl Talin-1 0.499 1.4 Pathway -Analyse

Myh9 Myosin-9 0.581 1.3 Pathway -Analyse

Crk Adapter molecule crk 0.733 -1.1 Pathway -Analyse

Cdc42-201 Cell division cycle protein 42 0.870 -1.0 Pathway -Analyse

Tabelle 9: Regulierte Wachstumsfaktoren-assoziierte Proteine im Hippocampus zwei Tage, zehn Tage und
acht Wochen nach Status epilepticus (SE). Die Proteine wurden durch die Pathway-Analyse oder eine Hy-
pothesen-gestiitzte Recherche identifiziert. * = differentiell exprimiert.
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Tabelle 10: Regulierte Wachstumsfaktoren-assoziierte Proteine im parahippocampalen Cortex

Gen- Protein p-Wert  max fold Identifiziert
bezeichnung change durch
2 Tage nach SE
Gucylb3* Guanylate cyclase soluble subunit beta-1 1.02E-06 -1.7 Pathway-Analyse
Anxa2* Annexin A2 1.12E-06 3.0 Pathway-Analyse
Mcam* Cell surface glycoprotein MUC18 0.001 2.0 Pathway-Analyse
Adrbk1 Beta-adrenergic receptor kinase 1 0.002 -1.2 Pathway-Analyse
Rab5a Ras-related protein Rab-5A 0.003 -1.4 Pathway-Analyse
Cdc42-201* Cell division cycle protein 42 0.003 -1.7 Pathway-Analyse
Rasal* Ras GTPase-activating protein 1 0.007 -2.1 Pathway-Analyse
Ncl* Nucleolin 0.016 2.0 Hypothesen-
gestiitzte Recherche
Cdc42-202* Cell division cycle protein 42 0.019 -1.5 Pathway-Analyse
Hras GTPase HRas 0.060 -1.2 Pathway-Analyse
Myh9 Myosin-9 0.063 1.4 Pathway-Analyse
Anxal Annexin Al 0.065 1.5 Pathway-Analyse
Itgal Integrin alpha-1 0.089 1.3 Pathway-Analyse
Kenmal Calcium-activated potassium channel 0.103 -1.3 Pathway-Analyse
subunit alpha-1
Tinl Talin-1 0.127 1.5 Pathway-Analyse
Crk Adapter molecule crk 0.136 -1.4 Pathway-Analyse
Ppap2b Lipid phosphate phosphohydrolase 3 0.191 1.2 Pathway-Analyse
Ddx6 Probable ATP-dependent RNA helicase 0.256 1.3 Pathway-Analyse
DDX6
Adaml17 Disintegrin and metalloproteinase do- 0.340 -1.4 Pathway-Analyse
main-containing protein 17
Grb2 Growth factor receptor-bound protein 2~ 0.474 -1.2 Pathway-Analyse
Ptrf Polymerase I and transcript release fac- 0.709 1.1 Pathway-Analyse
tor
10 Tage nach SE
Ptrf* Polymerase I and transcript release fac-  2.74E-05 2.7 Pathway-Analyse
tor
Anxa2* Annexin A2 4.32E-05 4.4 Pathway-Analyse
Myh9* Myosin-9 1.72E-04 2.0 Pathway-Analyse
Tlnl* Talin-1 3.36E-04 2.5 Pathway-Analyse
Anxal* Annexin Al 4.98E-04 4.6 Pathway-Analyse
Grb2* Growth factor receptor-bound protein 2 0.001 -1.8 Pathway-Analyse
Rasal* Ras GTPase-activating protein 1 0.004 -2.5 Pathway-Analyse
Crk* Adapter molecule crk 0.004 -2.1 Pathway-Analyse
Rab5a* Ras-related protein Rab-5A 0.006 -1.5 Pathway-Analyse
Adrbk1* Beta-adrenergic receptor kinase 1 0.008 1.5 Pathway-Analyse
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Fortsetzung Tabelle 10: Regulierte Wachstumsfaktoren-assoziierte Proteine im

parahippocampalen Cortex

Gen- Protein p-Wert  max fold Identifiziert
bezeichnung change durch
10 Tage nach SE
Cdc42-201%* Cell division cycle protein 42 0.008 -1.9 Pathway-Analyse
Hras* GTPase HRas 0.010 -1.6 Pathway-Analyse
Cdc42-202%* Cell division cycle protein 42 0.014 -1.7 Pathway-Analyse
Adaml17* Disintegrin and metalloproteinase do- 0.018 -3.3 Pathway-Analyse
main-containing protein 17
Kcenmal* Calcium-activated potassium channel 0.020 -1.5 Pathway-Analyse
subunit alpha-1
Ppap2b* Lipid phosphate phosphohydrolase 3 0.021 1.6 Pathway-Analyse
Ddx6* Probable ATP-dependent RNA helicase 0.027 1.5 Pathway-Analyse
DDX6
Itgal* Integrin alpha-1 0.032 1.7 Pathway-Analyse
Ncl* Nucleolin 0.033 2.0 Hypothesen-
gestiitzte Recherche
Mcam* Cell surface glycoprotein MUC18 0.037 1.6 Pathway-Analyse
Gucylb3 Guanylate cyclase soluble subunit beta-1 0.053 -1.4 Pathway-Analyse

8 Wochen nach SE

Ptrf* Polymerase I and transcript release factor 7.75E-05 3.0 Pathway-Analyse
Anxa2* Annexin A2 7.96E-05 3.4 Pathway-Analyse
Rab5a Ras-related protein Rab-5A 0.007 1.3 Pathway-Analyse
Tlnl* Talin-1 0.010 1.9 Pathway-Analyse
Grb2 Growth factor receptor-bound protein 2 0.063 -1.6 Pathway-Analyse
Ppap2b Lipid phosphate phosphohydrolase 3 0.076 1.3 Pathway-Analyse
Anxal Annexin Al 0.082 1.7 Pathway-Analyse
Gucylb3 Guanylate cyclase soluble subunit beta-1 ~ 0.119 1.4 Pathway-Analyse
Cdc42-202 Cell division cycle protein 42 0.223 1.1 Pathway-Analyse
Rasal Ras GTPase-activating protein 1 0.234 1.2 Pathway-Analyse
Hras GTPase HRas 0.304 -1.1 Pathway-Analyse
Ncl Nucleolin 0.319 1.3 Hypothesen-
gestiitzte Recherche
Kenmal Calcium-activated potassium channel 0.415 1.1 Pathway-Analyse
subunit alpha-1
Cdc42-201 Cell division cycle protein 42 0.522 -1.1 Pathway-Analyse
Adrbk1 Beta-adrenergic receptor kinase 1 0.596 1.1 Pathway-Analyse
Ddx6 Probable ATP-dependent RNA helicase 0.668 1.1 Pathway-Analyse
DDX6

Crk Adapter molecule crk 0.866 -1.0 Pathway-Analyse
Myh9 Myosin-9 0.896 1.0 Pathway-Analyse

Tabelle 10: Regulierte Wachstumsfaktoren-assoziierte Proteine im parahippocampalen Cortex zwei Tage,
zehn Tage und acht Wochen nach Status epilepticus (SE). Die Proteine wurden durch die Pathway-Analyse
oder eine Hypothesen-gestiitzte Recherche identifiziert. * = differentiell exprimiert.
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Abbildung 37: Expressionsanalyse regulierter Wachstumsfaktoren-assoziierter Proteine im Hippocampus
(A, C, E) und parahippocampalen Cortex (B, D, F) zwei Tage (A, B), zehn Tage (C, D) und acht Wochen
(E, F) nach Status epilepticus (SE). Die Spalten und Zeilen der Heatmaps zeigen die differentiellen Protei-
nexpressionsdaten der Kontroll- und SE-Tiere zu den entsprechenden Pathway-Proteinen. Der Farbverlauf
gibt die individuellen fold changes entsprechend der Zellenwerte wieder (rot = herunterreguliert; blau =
heraufreguliert; weill = nicht reguliert). Die Anfertigung der Heatmaps erfolgte mittels R. * = differentiell
exprimiert.



V. Ergebnisse 95

2.2.2. ABC-Transporter-assoziierte Proteine

Aus den pathways der Gruppe ,,ABC-Transporter-assoziierte pathways* konnten die Proteine
radixin (RDX) und ezrin (EZR) identifiziert werden, die unter anderem an der Regulation als
auch an der Verankerung verschiedener ABC-Transporter in der Zellmembran beteiligt sind
(YANG et al. 2007; NAKANO et al. 2013; YANO et al. 2013a). Das Zytoskelett-Protein
RDX zeigte eine Heraufregulierung im HC in der Latenzphase und im PHC in der chroni-
schen Phase (Tabelle 11, Tabelle 12, Abbildung 38 C, F). EZR, ein weiteres Zytoskelettpro-
tein, war im PHC zu allen drei Zeitpunkten vermehrt exprimiert (Tabelle 12, Abbildung 38 B,
D, F). Der ABC-Transporter ATP-binding cassette sub-family A member 1 (ABCA1) nimmt
als Cholesterin-Efflux-Transporter eine Funktion im Lipidtransport und —stoffwechsel ein
(DEAN et al. 2001a). Das Transporterprotein ABCA1 war im HC zehn Tage nach SE herauf-
reguliert (Tabelle 11, Abbildung 38 C).

Um weitere regulierte ABC-Transporter nachweisen zu konnen, wurden die differentiell ex-
primierten Proteine jedes Zeitpunktes und Gewebes mit dem Suchbegriff ,,abc* durchsucht.
Dadurch konnten zusétzlich zum ABC-Transporter ABCA1 die Transporter ATP-binding cas-
sette sub-family B member 1A (ABCB1A), ATP-binding cassette sub-family B member 7
(ABCB7) und ATP-binding cassette sub-family D member 3 (ABCD?3) als differentiell expri-
mierte Proteine identifiziert werden. ABCB1A codiert neben ATP-binding cassette sub-family
B member 1B (ABCB1B) den Efflux-Transporter Pgp der Maus und der Ratte. Der Transpor-
ter kontrolliert die BHS-Permeabilitét einer Vielzahl hydrophober, amphipathischer Medika-
mente (SCHINKEL 1999). Wir konnten im PHC wihrend der Latenzphase eine signifikant
erhohte Expression von ABCB1A nachweisen (Tabelle 12, Abbildung 38 D).

Der Transporter ABCB7 spielt eine Rolle in der Eisen-Homdostase in Mitochondrien
(TAKETANI et al. 2003). Eine Heraufregulierung dieses Proteins ist in der chronischen Phase
im PHC feststellbar (Tabelle 12, Abbildung 38 F).

Das Membranprotein ABCD3 ist am peroxisomalen Transport langkettiger Fettséduren invol-
viert (CONTRERAS et al. 1996). Es zeigt im HC eine erhohte Expression in der Latenzphase
(Tabelle 11, Abbildung 38 D).

Tabelle 11 und Tabelle 12 zeigen die ABC-Transporter-assoziierten Proteine im HC sowie im
PHC mit ihren entsprechenden p-Werten, ihrem fold change und der Art ihrer Identifizierung.
Die graphische Darstellung der tierindividuellen Expression der ausgewdhlten ABC-
Transporter-assoziierten Proteine ist fiir beide Gewebe zu allen Zeitpunkten in Abbildung 38

dargestellt.
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Tabelle 11: Regulierte ABC-Transporter-assoziierte Proteine im Hippocampus

Gen- Protein p-Wert  max fold Identifiziert
bezeichnung change durch
2 Tage nach SE
Abcb7 ATP-binding cassette sub-family B 0.290 -1.1 Schlagwortsuche
member 7, mitochondrial in den Proteinlisten
Abcd3 ATP-binding cassette sub-family D 0.644 1.2 Hypothesen-gestiitzte
member 3 Recherche
Abcal ATP-binding cassette sub-family A 0.874 1.0 Schlagwortsuche
member 1 in den Proteinlisten
Abcbla Multidrug resistance protein la 0.898 1.0 Schlagwortsuche
in den Proteinlisten
Ezr Ezrin 0.926 1.1 Pathway-Analyse
Rdx Radixin 0.942 -1.1 Pathway-Analyse
10 Tage nach SE
Abcd3* ATP-binding cassette sub-family D 0.001 1.8 Schlagwortsuche
member 3 in den Proteinlisten
Abcal* ATP-binding cassette sub-family A 0.010 1.6 Pathway-Analyse
member 1
Rdx* Radixin 0.026 2.3 Pathway-Analyse
Abcbla Multidrug resistance protein la 0.076 1.7 Schlagwortsuche
in den Proteinlisten
Ezr Ezrin 0.304 1.4 Pathway-Analyse
Abcb7 ATP-binding cassette sub-family B 0.428 -1.1 Schlagwortsuche
member 7, mitochondrial in den Proteinlisten

8 Wochen nach SE

Rdx Radixin 0.143 1.3 Pathway-Analyse

Ezr Ezrin 0.395 1.4 Pathway-Analyse

Abcb7 ATP-binding cassette sub-family B 0.693 1.0 Schlagwortsuche
member 7, mitochondrial in den Proteinlisten

Tabelle 11: Regulierte ABC-Transporter-assoziierte Proteine im Hippocampus (HC) zwei Tage, zehn Tage
und acht Wochen nach Status epilepticus (SE). Die Identifizierung der Proteine erfolgte anhand einer Pa-
thway-Analyse sowie einer Schlagwortsuche in den Proteinlisten. * = differentiell exprimiert.
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Tabelle 12: Regulierte ABC-Transporter-assoziierte Proteine im parahippocampalen Cortex

Gen- Protein p-Wert  max fold Identifiziert
bezeichnung change durch

2 Tage nach SE

Ezr* Ezrin 0.011 2.0 Pathway-Analyse
Abcd3 ATP-binding cassette sub-family D 0.113 -1.1 Schlagwortsuche
member 3 in den Proteinlisten
Abcbla Multidrug resistance protein la 0.247 1.2 Schlagwortsuche
in den Proteinlisten
Rdx Radixin 0.441 1.2 Pathway-Analyse
Abcal ATP-binding cassette sub-family A 0.624 -1.0 Pathway-Analyse
member 1

10 Tage nach SE

Abcd3 ATP-binding cassette sub-family D  0.006 -1.2 Schlagwortsuche
member 3 in den Proteinlisten
Ezr* Ezrin 0.008 2.6 Pathway-Analyse
Abcbla* Multidrug resistance protein la 0.010 1.7 Schlagwortsuche
in den Proteinlisten
Rdx Radixin 0.064 1.7 Pathway-Analyse
Abcal ATP-binding cassette sub-family A 0.428 1.1 Pathway-Analyse
member 1
8 Wochen nach SE
Rdx* Radixin 1.029E- 2.0 Pathway-Analyse
06
Abcb7* ATP-binding cassette sub-family B 4.191E- 1.5 Schlagwortsuche
member 7, mitochondrial 05 in den Proteinlisten
Ezr* Ezrin 0.0031 1.5 Pathway-Analyse

Tabelle 12: Regulierte ABC-Transporter-assoziierte Proteine im parahippocampalen Cortex zwei Tage,
zehn Tage und acht Wochen nach Status epilepticus (SE). Die Proteine wurden durch die Pathway-Analyse
oder eine Schlagwortsuche in den Proteinlisten identifiziert. * = differentiell exprimiert.
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Abbildung 38: Expressionsanalyse regulierter ABC-Transporter-assoziierter Proteine im Hippocampus (A,
C, E) und parahippocampalen Cortex (B, D, F) zwei Tage (A, B), zehn Tage (C, D) und acht Wochen (E,
F) nach Status epilepticus (SE). Die Spalten und Zeilen der Heatmaps zeigen die differentiellen Proteinex-
pressionsdaten der Kontroll- und SE-Tiere zu den entsprechenden Pathway-Proteinen. Der Farbverlauf gibt
die individuellen fold changes entsprechend der Zellenwerte wieder (rot = herunterreguliert; blau = herauf-
reguliert, weil = nicht reguliert). Die Anfertigung der Heatmaps erfolgte mittels R. * = differentiell expri-
miert.



V. Ergebnisse 99

2.2.3. Tight Junction-assoziierte Proteine

Eine durch Angiogenese vermehrte Vaskularisierung geht einher mit dem Verlust von Tight-
Junction-Proteinen in das Gehirnparenchym, infolgedessen es zu einer erhohten Permeabilitit
der BHS kommt (VAN VLIET et al. 2007a). Im Rahmen dieses Projektes wurden Tight-
Junction-Proteine der differentiell exprimierten Proteine jedes Gewebes und Zeitpunktes ge-
sucht. Die Proteine claudin domain-containing protein 1 (CLDND1) und JAM3 zéhlen zu den
Tight Junction-assoziierten Transmembranproteinen. CLDND1 zeigt in der Latenzphase im
PHC eine Heraufregulierung (Tabelle 14, Abbildung 39 D).

Es konnte fiir JAM3 eine vermehrte Expression im HC zwei und zehn Tage nach SE sowie im
PHC acht Wochen nach SE nachgewiesen werden (Tabelle 13, Tabelle 14, Abbildung 39 A,
C, F). Das Adhisionsprotein ESAM gehort wie JAM3 zu der Immunoglobulin-Superfamilie
(MARTIN-PADURA et al. 1998; HIRATA et al. 2001). ESAM =zeigte in der Post-Insult-
Phase im HC eine vermehrte Expression (Tabelle 13, Abbildung 39 A).

Die Tight Junction-assoziierten Zytoplasmaproteine TJP1 und TJP2 zeigten acht Wochen
nach SE im PHC (Tabelle 14, Abbildung 39 F) eine Heraufregulierung. TJP2 war zudem zehn
Tage nach SE im HC vermehrt exprimiert (Tabelle 13, Abbildung 39 C).

Tabelle 13 und Tabelle 14 zeigen die Tight Junction-assoziierten Proteine im HC sowie im
PHC mit ihren entsprechenden p-Werten, ihrem fold change und der Art ihrer Identifizierung.
Die graphische Darstellung der tierindividuellen Expression der ausgewéhlten Tight Junction-

assoziierten Proteine ist fiir beide Gewebe zu allen Zeitpunkten in Abbildung 39 dargestellt.
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Tabelle 13: Regulierte Tight Junction-assoziierte Proteine im Hippocampus

Gen- Protein p-Wert max fold Identifiziert durch
bezeichnung change
2 Tage nach SE
Esam* Endothelial cell-selective adhesion 0.010 1.9 HASELOFF et al. 2015
molecule
Jam3* Junctional adhesion molecule C 0.010 1.8 HASELOFF et al. 2015
Tjp2 Tight junction protein ZO-2 0.421 1.2 HASELOFF et al. 2015
Tjpl Tight junction protein ZO-1 0.616 -1.1 HASELOFF et al. 2015
10 Tage nach SE
Tjpl Tight junction protein ZO-1 0.006 1.4 HASELOFF et al. 2015
Tjp2* Tight junction protein ZO-2 0.011 1.6 HASELOFF et al. 2015
Jam3* Junctional adhesion molecule C 0.043 1.6 HASELOFF et al. 2015
Esam Endothelial cell-selective adhesion 0.149 1.2 HASELOFF et al. 2015
molecule

8 Wochen nach SE

Tjpl Tight junction protein ZO-1 0.092 1.3 HASELOFF et al. 2015
Tjp2 Tight junction protein ZO-2 0.211 1.4 HASELOFF et al. 2015
Jam3 Junctional adhesion molecule C 0.769 1.0 HASELOFF et al. 2015

Tabelle 13: Regulierte Tight Junction-assoziierte Proteine im Hippocampus zwei Tage, zehn Tage und acht
Wochen nach Status epilepticus (SE). * = differentiell exprimiert.

Tabelle 14: Regulierte Tight Junction-assoziierte Proteine im parahippocampalen Cortex

Gen- Protein p-Wert max fold Identifiziert durch
bezeichnung change
2 Tage nach SE
Tijpl Tight junction protein ZO-1 0.065 1.3 HASELOFF et al. 2015
Cldnd1 Claudin domain-containing protein 1~ 0.421 1.1 HASELOFF et al. 2015
Esam Endothelial cell-selective adhesion 0.443 1.5 HASELOFF et al. 2015
molecule

10 Tage nach SE

Cldnd1* Claudin domain-containing protein 1 0.008 2.1 HASELOFF et al. 2015

Tjpl Tight junction protein ZO-1 0.060 1.3 HASELOFF et al. 2015

Esam Endothelial cell-selective adhesion 0.440 1.4 HASELOFF et al. 2015
molecule

8 Wochen nach SE

Jam3* Junctional adhesion molecule C 2.76E-04 2.1 HASELOFF et al. 2015
Tjpl* Tight junction protein ZO-1 8.08E-04 1.9 HASELOFF et al. 2015
Tjp2* Tight junction protein ZO-2 9.02E-04 2.2 HASELOFF et al. 2015

Tabelle 14: Regulierte Tight Junction-assoziierte Proteine im parahippocampalen Cortex zwei Tage, zehn
Tage und acht Wochen nach Status epilepticus (SE). * = differentiell exprimiert.
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Abbildung 39: Expressionsanalyse regulierter Tight Junction-assoziierter Proteine im Hippocampus (A, C,
E) und parahippocampalen Cortex (B, D, F) zwei Tage (A, B), zehn Tage (C, D) und acht Wochen (E, F)
nach Status epilepticus (SE). Die Spalten und Zeilen der Heatmaps zeigen die differentiellen Proteinex-
pressionsdaten der Kontroll- und SE-Tiere zu den entsprechenden Pathway-Proteinen. Der Farbverlauf gibt
die individuellen fold changes entsprechend der Zellenwerte wieder (rot = herunterreguliert; blau = herauf-
reguliert; weill = nicht reguliert). Die Anfertigung der Heatmaps erfolgte mittels R. * = differentiell expri-
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2.3. Immunhistochemische Validierung von nucleolin

Im Rahmen dieser Studie wurde die immunhistochemische Férbung von NCL an Paraffin-
schnitten von Kontroll- und SE-Tieren etabliert. So konnte exemplarisch die zelluldre und
anatomische Verteilung des differentiell exprimierten Proteins NCL im HC und im PHC zehn
Tage nach SE dargestellt werden. Um eine abschlieBende Validierung der Proteindaten durch-
filhren zu konnen, muss in der Zukunft die immunhistochemische Féarbung an weiteren Kon-
troll- und SE-Tieren zu allen Zeitpunkten erfolgen.

Die zellulire NCL-Expression weist auf eine erhohte Expression von NCL im HC und im
PHC zehn Tage nach SE hin (Abbildung 40 A-D). Dariiber hinaus zeigte sich qualitativ eine
vermehrte Expression von NCL in den GefdBBendothelzellen von SE-Tieren im Vergleich zu
den Kontrolltieren (Abbildung 40 E, F). Zudem konnte sowohl in Kontroll- als auch in SE-
Tieren eine nukledre Farbung von Neuronen festgestellt werden (Abbildung 40 A-F). Auch
Zellen mit gliadhnlicher Morphologie zeigten eine positive Reaktion des Zytoplasmas sowie
des Zellkerns (Abbildung 40 E).

Eine abschliefende Quantifizierung der Expression von NCL auf zelluldrer Ebene steht noch

aus.
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Abbildung 40: Immunhistochemische Farbung von nucleolin im Hippocampus (A, C, E) und im parahippo-
campalen Cortex (B, D, F) zehn Tage nach SE. Im Vergleich zu den Kontrolltieren zeigte sich im Hippo-
campus und im parahippocampalen Cortex der SE-Tiere (B, D) eine vermehrte Expression von nucleolin
(A, C). Qualitativ konnte eine vermehrte nukledre Farbung von GefaBBendothelzellen der SE-Tiere (F, rote
Pfeile) im Vergleich zu den Kontrolltieren (E, roter Pfeil) dargestellt werden. Aulerdem zeigten die Kerne
von Neuronen eine positive Immunreaktion (F, griiner Pfeil). Auch Zellen mit gliadhnlicher Morphologie
zeigten eine deutliche Farbung des Kerns sowie des Zytoplasmas (E, blauer Pfeil). MaBstab = 50 um (A-D)
und 10 pm (E,F).
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VI. DISKUSSION

1. Regulation von ABC-Transportern durch Antiepileptika

Epilepsien zdhlen sowohl bei Hunden und Katzen als auch beim Menschen zu den hdufigsten
chronisch neurologischen Erkrankungen (SANDER u. SHORVON 1996; SCHNEBLE 2003;
SMITH BAILEY u. DEWEY 2009; FISCHER et al. 2013). Trotz der Moglichkeit einer ada-
quaten antikonvulsiven Therapie mit einer Vielzahl von verschiedenen AE kann sowohl in der
Veterindr- als auch in der Humanmedizin bei iiber einem Drittel der Epilepsiepatienten keine
zufriedenstellende Anfallsfreiheit gewahrleistet werden (KWAN u. BRODIE 2000; KWAN u.
SANDER 2004; LOSCHER u. POTSCHKA 2005b; LOSCHER u. SCHMIDT 2011). Eine
vollstdndige Aufkldrung der Mechanismen der Resistenzentwicklung bei Epilepsiepatienten
war bislang allerdings noch nicht moglich. Es gibt mehrere Hypothesen zur Erkldrung des
Phanomens der Pharmakoresistenz. Die Transporter-Hypothese geht davon aus, dass eine
vermehrte Expression spezieller Transportsysteme (ABC-Transporter) an der BHS zu einer
eingeschriankten pharmakologischen Konzentration der AE im Gehirn fithrt (POTSCHKA
2010b). Die Ursachen der Uberexpression der ABC-Transporter an der BHS werden noch
diskutiert (LOSCHER u. POTSCHKA 2005a). Wie in einigen Ubersichtsarbeiten beschrie-
ben, hat vor allem die Anfallsaktivitit einen bedeutenden Einfluss auf eine vermehrte Expres-
sion der ABC-Transporter im epileptischen Gehirn (LOSCHER u. POTSCHKA 2005b;
REMY u. BECK 2006; POTSCHKA 2010a). Zudem wird auch eine Induktion der ABC-
Transporter-Expression durch eine Applikation von AE diskutiert (WEN et al. 2008; WANG
et al. 2010). Der Transporter-Hypothese kommt in der Praxis eine besondere Bedeutung zu,
da im Falle einer funktionellen Relevanz der ABC-Transporter eine therapeutische Behand-
lung mit AE zur Entwicklung einer pharmakoresistenten Epilepsie beitragen konnte. Im Rah-
men meiner Dissertation wurde die Regulation der ABC-Transporter Pgp, BCRP und MRP2
an isolierten Gehirnkapillaren von Schweinen unter Einfluss der AE PB, CBZ und TPM in
therapeutisch relevanten Konzentrationen gepriift. Zur Beurteilung der Regulation wurde die
Transportaktivitdt der drei Transporter mittels Transport-Assay sowie die Proteinexpression
von Pgp und BCRP mittels Western Blot untersucht. Diese Studie soll zum einen eine klini-
sche Relevanz des Einflusses von AE in therapeutisch wirksamen Plasmakonzentrationen auf
Pgp, BCRP und MRP2 {iiberpriifen und zum anderen zu einem besseren Verstindnis iiber die

Pharmakokinetik von AE und anderen ZNS-Therapeutika beitragen.
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Regulation der ABC-Transporter durch die AE PB, CBZ und TPM

PGP

Fiir den Transporter Pgp konnte festgestellt werden, dass die Exposition von isolierten porci-
nen Gehirnkapillaren mit PB und CBZ die Transportaktivitit von Pgp nach drei und flnf
Stunden signifikant erh6ht. Die Pgp-Expression war hingegen infolge einer dreistiindigen
Exposition mit PB nicht verdndert. Sie zeigte nach einer dreistiindigen Inkubation mit CBZ
eine signifikant verringerte Proteinexpression.

Eine mogliche Erkldrung der divergenten Transportaktivitit und —Proteinexpression von Pgp
nach dreistlindiger Exposition mit den AE ist der Mechanismus des intrazelluldren Protein-
Traffickings. Pgp befindet sich, neben seiner Lokalisation an der Plasmamembran, auch in
intrazelluldren Kompartimenten wie dem endoplasmatischen Retikulum, dem Golgi-Apparat,
den Endosomen sowie den Lysosomen. Die Zelle kann den Transporter Pgp aus intrazellula-
ren Reservoirs zur Zelloberfliche transportieren. Man geht davon aus, dass Pgp nicht perma-
nent neu synthetisiert, sondern in Vesikeln zwischengelagert wird. Von dort kann der Trans-
port von Pgp zur Plasmamembran erfolgen, wo es aktiv am Effluxtransport von Substanzen
beteiligt ist (FU u. ARIAS 2012; MCCAFFREY et al. 2012). Dies stellt einen effektiven Weg
dar, die Zelle vor potentiellen toxischen Stoffen zu schiitzen, da Pgp sehr schnell an seinen
Wirkungsort gelangt ohne neu synthetisiert werden zu miissen (MAITRA et al. 2001;
NOACK et al. 2014). Wenn Substanzen nur eine kurze Zeit verabreicht werden, kann sich
durch den Prozess des Traffickings der Efflux-Transport von Pgp verdndern, ohne einen Ein-
fluss auf die zelluldre Gesamtproteinexpression von Pgp zu haben. Die vorliegende Studie
konnte somit durch die schnelle Bereitstellung von Pgp auf einen kurzfristigen Anpassungs-
mechanismus hinweisen. Dies duflert sich in einer erhdhten Transportaktivitit von Pgp. In
diesem Kontext wire es durchaus interessant, den Effekt der AE PB und CBZ auf die Bereit-
stellung des funktionellen Pgp‘s an der Plasmamembran durch Pgp-Trafficking zu untersu-
chen. Es wird diskutiert, dass eine Intervention in die Bereitstellung funktionellen Pgp’s eine
Verbesserung der Wirkstoffaufnahme ins Gehirn zur Folge hitte (DAVIS et al. 2014). Einige
Vertreter der Familie der kleinen GTP-asen sind an der Regulation des Protein-Traffickings
involviert (NOVICK u. ZERIAL 1997; SOMSEL RODMAN u. WANDINGER-NESS 2000;
VAN DAM u. ROBINSON 2006). Es konnte bereits gezeigt werden, dass die kleinen GTP-
asen RABSA und ras-related protein Ral-A (RALA) das Pgp-Trafficking zwischen Plasma-
membran und intrazelluliren Kompartimenten regulieren konnen. Eine Ko-Transfektion von
HeLa-Zellen mit den beiden GTP-asen fiihrte zu einem Anstieg des intrazelluldren Pgp’s,

worauthin es zur intrazelluliren Anreicherung von Daunorubicin kam. Fu et al. (2007) schlos-
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sen aus diesen Beobachtungen, dass durch Kontrolle der Lokalisation von Pgp an der Plas-
mamembran eine Multidrug-Resistenz iiberwunden werden konnte (FU et al. 2007). Im Hin-
blick auf die Entwicklung therapeutischer Strategien zur Behandlung pharmakoresistenter
Epilepsien ist allerdings zu beriicksichtigen, dass RABSA und RALA vielseitige Funktionen
im Korper erfiillen, die dariiber hinaus andere zelluldre Vorgénge im Kdrper modulieren kon-
nen. Hinzu kommt, dass ein Eingriff in die Bereitstellung des funktionellen Pgp‘s an der
Plasmamembran die protektive Funktion des ABC-Transporters auBler Kraft setzen konnte.
Dadurch kann es z. B. zur Anreicherung schédlicher Substanzen im Gehirn kommen.

In der vorliegenden Studie konnte nach dreistiindiger Exposition mit CBZ eine verringerte
Proteinexpression festgestellt werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass der Ausldser einer
verringerten Proteinexpression eine intrazelluldre Proteindegradation im Proteosom sein
konnte (COOPER 2000). Ein weiterer Grund konnten posttranslationale Proteinmodifikatio-
nen sein, die zu einer Verdnderung von Proteinen fithren. Dadurch konnen posttranslationale
Proteinmodifikationen einen Einfluss auf die Proteinexpression haben. Auferdem muss be-
riicksichtigt werden, dass die Funktion von Pgp durch Phosphorylierung moduliert werden
kann sowie von der Membranfluiditdt abhidngt (BATES et al. 1992; SHAROM 2014). Die
zugrundeliegende Ursache sollte allerdings noch eingehender untersucht werden.

Eine Exposition von isolierten porcinen Gehirnkapillaren mit TPM fiihrte in unserer Studie zu
einer signifikant verringerten Transportaktivitit nach einer Stunde. Die verringerte Trans-
portaktivitit von Pgp nach einer Stunde konnte zudem ein Effekt des Protein-Traffickings
sein. Wie die schnelle Bereitstellung von Pgp an der Plasmamembran aus intrazelluldren
Vesikeln kann der Transporter auch wieder in die intrazelluliren Kompartimente umverteilt
werden. Dies hat einen reduzierten Efflux-Transport von Pgp zur Folge (NOACK et al. 2014).
Die verringerte Transportaktivitdt von Pgp nach einer Stunde scheint allerdings fiir die Beur-
teilung einer funktionellen Bedeutung der Pgp-Regulation eine untergeordnete Rolle zu spie-
len, da eine verringerte Transportaktivitit bereits nach drei und fiinf Stunden nicht mehr
nachweisbar ist.

Die vorliegende Studie untersuchte den unmittelbaren Effekt der AE auf die Regulation der
ABC-Transporter. Dariiber hinaus ist die Wirkung einer dauerhaften Applikation der AE PB,
CBZ und TPM auf die ABC-Transporter aus klinischer Sicht besonders interessant. In tierex-
perimentellen Studien an Ratten hatte eine Applikation von PB, CBZ und PHT f{iber ein bis
zwei Wochen keinen Einfluss auf die Pgp-Expression in Gehirnkapillaren (RIZZI et al. 2002;
SEEGERS et al. 2002b). Eine dreiwochige Verabreichung dieser AE fiihrte jedoch zu einer
erhohten Pgp-Transportaktivitidt sowie -Expression (WEN et al. 2008). Auch in vitro konnte
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an Rattenendothelzellen eine erhohte Transportaktivitidt und Proteinexpression von Pgp nach
einer 60-tdgigen Behandlung mit den AE PB, CBZ, PHT und VPA nachgewiesen werden.
Eine In-vitro-Studie an den zerebralen Rattenendothelzelllinien GPNT und RBE4 und der
immortalisierten mikrovaskuldren humanen zerebralen Endothelzelllinie hCMEC/D3 konnte
keine klinisch relevante Induktion von Pgp durch eine dreitidgige Exposition mit den AE PB,
CBZ, TPM, LEV, PHT und VPA feststellen. Nur CBZ zeigte in der hCMEC/D3- Zellenlinie
einen signifikanten Anstieg der Pgp-Transportaktivitit (ALMS et al. 2014). Demgegeniiber
hat eine Studie von Lomardo et al. (2008) eine erhdhte Expression von Pgp nach dreitagiger
Exposition mit PB und CBZ an immortalisierten kultivierten mikrovaskuldren Endothelzellli-
nien aus dem Rattengehirn festgestellt. Fiir TPM konnte dies jedoch nicht gezeigt werden
(LOMBARDO et al. 2008). Die verwendeten Konzentrationen von PB, CBZ und TPM waren
allerdings hoher als die in unserer Studie verwendeten therapeutischen Plasmakonzentratio-
nen. Dariliber hinaus kann keine Aussage iiber die Transportaktivitit von Pgp in der Studie
von Lombardo et al. (2008) getroffen werden, da die Proteinexpression nicht zwangslaufig
mit der Transportaktivitdt von Pgp korreliert. Alms et al. (2014) fiihrten die gegensétzlichen
Ergebnisse ihrer Studie und die einheitliche Erh6hung der Expression von Pgp in den Expe-
rimenten von Lombardo et al. (2008) auf das Losungsmittel DMSO zuriick. Sie konnten eine
erhohte Expression von Pgp durch eine lang andauernde Exposition mit dem Ldsungsmittel
DMSO feststellen. Eine kurzzeitige Exposition mit DMSO hatte allerdings keine Auswirkung
auf die Expression von Pgp (AMBROZIAK et al. 2010). Zusammen mit den Ergebnissen
bisheriger Studien weist die vorliegende Arbeit darauf hin, dass die erhohte Transportaktivitét
von Pgp an der BHS durch kurzzeitige Exposition mit PB und CBZ auf Trafficking-Vorgénge
zuriickzufiihren ist und sich der Expressionslevel von Pgp wahrscheinlich erst nach wochen-
langer Applikation der AE PB und CBZ éndert.

In diversen Studien lie} sich ein erhohter Expressionslevel von Pgp im Gehirn von Patienten
mit pharmakoresistenter Epilepsie nachweisen (TISHLER et al. 1995; DOMBROWSKI et al.
2001; SISODIYA et al. 2002; ARONICA et al. 2004; LAZAROWSKI et al. 2004; KUBOTA
et al. 2006; AK et al. 2007). Interessant in diesem Kontext ist, ob eine Uberexpression von
Pgp zur Entwicklung einer pharmakoresistenten Epilepsie beitragen kann. Entscheidend ist
deshalb die Frage nach der funktionellen Relevanz einer Uberexpression von Pgp an der BHS.
Dabei miissen mehrere Punkte beriicksichtigt werden. Ein wichtiger Aspekt zur Beurteilung
der funktionellen Relevanz ist, welche AE Substrate von Pgp darstellen (POTSCHKA 2010c).
Die Substrateigenschaften von AE werden kontrovers diskutiert, da die Ergebnisse verschie-

dener In-vivo- und In-vitro-Studien teilweise widerspriichliche Resultate lieferten. Fiir Pgp
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kann allerdings davon ausgegangen werden, dass eine Vielzahl von AE Substrate des Trans-
porters darstellen (POTSCHKA u. LOSCHER 2001; POTSCHKA et al. 2002; RIZZI et al.
2002; SILLS et al. 2002). Ein weiterer Punkt zur Beurteilung einer funktionellen Relevanz ist,
ob die Pgp-Proteinexpression mit der Gehirngéngigkeit und der Wirksamkeit von AE korre-
liert (POTSCHKA 2010c¢). Es konnte anhand von Nagermodellen festgestellt werden, dass
eine vermehrte Expression von Pgp die Gehirngéngigkeit von PB, CBZ und PHT limitiert
(RIZZI et al. 2002; VAN VLIET et al. 2007b; WEN et al. 2008). Anhand einer In-vitro-
Studie mit Gehirngewebe von Patienten mit pharmakoresistenter Epilepsie konnte eine ver-
ringerte BHS-Durchldssigkeit fiir das AE PHT festgestellt werden (CUCULLO et al. 2007).
In diesem Zusammenhang von Interesse ist, dass Patienten mit einer Oxcarbazepin-resistenten
Epilepsie eine negative Korrelation der mRNA-Expression von Pgp mit der Konzentration
eines Metaboliten von CBZ besteht (MARCHI et al. 2005). Fiir die Beurteilung einer funktio-
nellen Relevanz ist dariiber hinaus entscheidend, ob der Zustand einer bestehenden Pharma-
koresistenz durch eine Hemmung der Transporter-Funktion behoben werden kann. Durch
Verwendung des selektiven Pgp-Modulators Tariquidar konnte in tierexperimentellen Versu-
chen mit Nagern die Wirksamkeit der AE teilweise wieder hergestellt werden (CLINCKERS
et al. 2005; BRANDT et al. 2006; VAN VLIET et al. 2006).

Diese Beobachtungen weisen zusammen mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie darauf
hin, dass eine Verabreichung der AE PB und CBZ eine erhéhte Regulierung von Pgp verur-
sacht. Dies konnte zu einem therapeutischen Versagen und somit zur Entstehung einer phar-

makoresistenten Epilepsie beitragen.

BCRP

Der Transporter BCRP zeigte keine vermehrte Expression nach einer Exposition von isolier-
ten porcinen Gehirnkapillaren mit den AE PB, CBZ oder TPM. Die Inkubation mit CBZ hatte
zu keinem Zeitpunkt einen Einfluss auf die Regulation von BCRP. Die Exposition von isolier-
ten porcinen Gehirnkapillaren mit PB fiir fiinf Stunden sowie mit TPM fiir drei und flinf
Stunden zeigte eine reduzierte Transportaktivitit von BCRP. Es konnte bereits gezeigt wer-
den, dass die BCRP-Aktivitdt nach Inkubation mit Estradiol unmittelbar, jedoch die Protein-
expression erst nach sechs Stunden in vitro und nach 24 Stunden in vivo reduziert war
(HARTZ et al. 2010a; HARTZ et al. 2010b). Die verringerte Transportaktivitdt infolge einer
PB- und TPM-Verabreichung kénnte durch die Aufnahme des Transporters in intrazellulare
Vesikel bedingt sein. Mdglicherweise verdandert sich die Proteinexpression von BCRP nach

Exposition mit PB und TPM erst verspitet durch eine gesteigerte intrazelluldre Proteindegra-
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dation und/oder durch eine reduzierte De-novo-Synthese. Weitere Untersuchungen zur Be-
stimmung des Expressionslevels von BCRP nach fiinf- oder sechsstiindiger Exposition mit PB
und TPM konnten Aufschluss dariiber geben. In der Vergangenheit wurden Faktoren be-
schrieben, die eine unterschiedliche Regulation der Transporter BCRP und Pgp bewirken. In
eine Studie unserer Arbeitsgruppe an isolierten porcinen und humanen Gehirnkapillaren wur-
de kiirzlich festgestellt, dass die Bindung von Glutamat an den NMDA-Rezeptor den gleichen
Signalweg aktiviert, der den Transporter Pgp herauf-, aber BCRP herunterreguliert
(SALVAMOSER et al. 2015). Dariiber hinaus wurde das inflammatorische Zytokin TNFa als
ein Faktor beschrieben, der eine Heraufregulierung von Pgp induziert, aber keine Regulierung
fiir BCRP zur Folge hat (PODELL et al. 1995; VON WEDEL-PARLOW et al. 2009). Die
Transporter Pgp und BCRP weisen eine groBe Uberlappung ihres Substratspektrums auf. Au-
erdem ist die Proteinexpression von Pgp und BCRP an der BHS voneinander abhingig. Es
konnte festgestellt werden, dass das Fehlen von Pgp an der BHS eine vermehrte Proteinex-
pression von BCRP zur Folge hat (CISTERNINO et al. 2004; AGARWAL et al. 2011). Daher
sind die Regulationsmechanismen beider Transporter hinsichtlich ihres Zusammenspiels an
der BHS von besonderer Relevanz. Die vorliegende Studie konnte auf eine Interaktion der
beiden Transporter an der BHS sowie auf Kompensationsmechanismen des Transporters
BCRP aufgrund der erh6hten Transportaktivitit von Pgp hinweisen. Thre Regulation konnte
einen wesentlichen Einfluss auf die Wirksamkeit einer therapeutischen Behandlung verschie-
dener ZNS-Erkrankungen sowie auf die Exposition des Gehirns mit neurotoxischen Substan-
zen haben.

Der Transporter BCRP zeigt im humanen Gehirn im Vergleich zu Pgp deutlich héhere Ex-
pressionsraten (UCHIDA et al. 2011), weshalb die Frage, ob BCRP auch funktionell zur Ent-
wicklung einer pharmakoresistenten Epilepsie beitragen konnte, umso wichtiger erscheint.
Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass die meisten AE vermutlich keine Substrate von
BCRP darstellen (CERVENY et al. 2006; NAKANISHI et al. 2013; ROMERMANN et al.
2015). Allerdings konnte an MDCKII-Zelllinien festgestellt werden, dass das AE LTG von
humanem und murinem BCRP transportiert wird und somit ein Substrat von BCRP darstellt
(ROMERMANN et al. 2015). Der Transporter BCRP scheint daher, abgesehen von LTG,
keinen grofen Einfluss auf den Transport von AE zu nehmen. Die Regulation von BCRP
durch PB und TPM hat daher eine begrenzte Auswirkung auf das Ansprechen einer Therapie
mit AE. Dennoch ist die Regulation von BCRP grundsitzlich von Interesse, da eine perma-
nente Herunterregulierung von BCRP méglicherweise die Penetration verschiedener pharma-

kologischer Wirkstoffe und Xenobiotika begiinstigt und dadurch die Gefahr einer Neurotoxi-
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zitdt steigern konnte. Da einige Zytostatika Substrate von BCRP darstellen, kdnnte eine Her-
unterregulierung von BCRP auch die Effektivitit einer Tumortherapie verbessern (LOSCHER
u. POTSCHKA 2005¢c; SALVAMOSER et al. 2015).

Die vorliegende Studie gibt einen Einblick in die unmittelbare Regulation des ABC-
Transporters BCRP nach Exposition der AE PB, CBZ und TPM. Zusitzlich sollten die regu-
latorischen Auswirkungen von BCRP an der BHS nach einer Langzeit-Applikation von AE

Gegenstand kiinftiger In-vitro- und In-vivo-Studien sein.

MRP?2

Der ABC-Transporter MRP2 zeigte nach Inkubation von isolierten porcinen Gehirnkapillaren
mit PB und CBZ zu jedem Zeitpunkt eine signifikant erhdhte Transportaktivitdt. Eine Exposi-
tion mit TPM flihrte hingegen zu einer erhohten Transportaktivitdt nach einer Stunde sowie
zu einer verringerten Transportaktivitidt nach drei und fiinf Stunden. Dies deutet nach ein-,
drei und fiinfstiindiger Exposition mit allen drei AE auf zelluldre Anpassungsreaktionen be-
ziiglich der Bereitstellung von MRP2 an der Plasmamembran hin. Die Ergebnisse der Protei-
nexpression von MRP2 nach dreistiindiger Inkubation mit den AE liegen bislang noch nicht
vor. Falls beispielsweise im Rahmen unserer Studie eine vermehrte Expression von MRP2
nach dreistlindiger Inkubation mit PB und CBZ nachzuweisen ist, konnte dies auf eine Induk-
tion durch PB und CBZ hinweisen. Im Gegensatz dazu wiirde eine gleichbleibende Protein-
expression nach Exposition mit PB, CBZ und TPM auf intrazelluldre Trafficking-Prozesse
hinweisen. Eine In-vitro-Studie an GPNT- und RBE4-Zelllinien konnte eine erhdhte Protein-
expression von MRP2 durch eine dreitdgige Exposition mit PB, CBZ und PHT nachweisen.
TPM hingegen fiihrte zu keiner Induktion von MRP2 (LOMBARDO et al. 2008). Dies weist
darauf hin, dass PB und CBZ moglicherweise einen Einfluss auf die Expression von MRP2
haben. Allerdings miissen die Transportaktivitit und die Expression von Efflux-Transportern
nicht zwangsldufig miteinander korrelieren. Eine Beurteilung iiber einen potentiellen Beitrag
von MRP2 hinsichtlich einer verringerten Xenobiotika- oder Wirkstoffautnahme ist anhand
der Studie von Lombardo et al. (2008) nicht moglich. Unsere Studie weist zwar auf eine er-
hohte Transportaktivitdt nach unmittelbarer Exposition hin, kann aber keine Aussage {iber die
Transportaktivitdt nach drei Tagen treffen, da dies nicht untersucht wurde. Um die Ergebnisse
differenziert beurteilen zu konnen, miissten im Rahmen unserer Studie die noch ausstehenden
Ergebnisse der Proteinexpression von MRP2 miteinbezogen werden.

Der funktionelle Einfluss von MRP2 auf das Ansprechen einer medikamentellen Behandlung

ist von entscheidender Bedeutung. Der Transporter MRP2 scheint keinen groen Einfluss auf
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den Transport von AE zu nehmen (LUNA-TORTOS et al. 2009; LUNA-TORTOS et al.
2010). Die Regulation von MRP2 durch die AE PB, CBZ und TPM haben daher begrenzte
Auswirkungen auf das Ansprechen einer Therapie mit AE. Dennoch ist die Regulation von
MRP2 im Allgemeinen von Interesse. Eine dauerhafte Heraufregulierung von MRP2 durch
AE kénnte den Ubertritt einiger endogener und schiidlicher Stoffe sowie einiger zytostatischer
Wirkstoffe, die MRP2-Substrate darstellen (z. B. Doxorubicin, Cisplatin, Epirubicin und Eto-
poside), vom Blutkreislauf ins Gehirn erschweren (LOSCHER u. POTSCHKA 2005c;
LUNA-MUNGUIA et al. 2015). Meines Wissens sind die regulatorischen Auswirkungen von
MRP2 nach einer Langzeit-Applikation von AE noch nicht untersucht worden. Dies sollte in
kiinftigen In-vivo-Studien untersucht werden, da so eine Aussage liber eine potentielle Korre-
lation zwischen einer vermehrten Expression von MRP2 und einem therapeutischen Versagen

einiger Wirkstoffe getroffen werden kann.

Potentielle Regulation der ABC-Transporter iiber die Kernrezeptoren CAR/PXR
Verschiedene intrazelluldre Signalwege sind an der Regulation von ABC-Transportern betei-
ligt. Dabei kommt dem Mechanismus der Kernrezeptor-vermittelten ABC-Transporter-
Regulation eine groe Bedeutung zu (MILLER 2010). Kernrezeptoren sind durch ihren Ein-
fluss auf metabolisierende Enzyme und ABC-Transporter der Leber, Nieren und dem Darm
fiir die Kontrolle der Koérperabwehr, der Elimination verschiedener endogener und exogener
Stoffe und des exkretorischen Systems zustdndig (KLIEWER et al. 2002). Auch die Kernre-
zeptoren constitutive androstane receptor (CAR) und pregnane-X-receptor (PXR) sind an der
BHS von Miusen, Ratten, Schweinen und Menschen exprimiert (BAUER et al. 2004;
DAUCHY et al. 2008; OTT et al. 2009; NANNELLI et al. 2010).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Aktivierung der Kernrezeptoren CAR und PXR
durch Liganden wie Xenobiotika oder pharmakologische Wirkstoffe die Expression von
ABC-Transportern an der BHS reguliert (HARTZ u. BAUER 2010). Verschiedene Ex-vivo-
und In-vivo-Studien zeigten eine transkriptionale Heraufregulierung von Pgp, BCRP und
MRP2 an der BHS durch PXR-Liganden (BAUER et al. 2004; BAUER et al. 2006; BAUER
et al. 2008a). In einer Studie von Wang et al. (2010) fiihrte die Exposition mit PB, pregneno-
lone 16a-carbonitrile (PCN) und 1,4-Bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)]benzene (TCPOBOP)
sowohl in vivo als auch in vitro zu einer erhohten Expression und Transportaktivitit der
Transporter Pgp, BCRP und MRP2 (WANG et al. 2010). PB induzierte bereits nach einer
Stunde die Pgp- und nach zwei Stunden die MRP2- und BCRP-Transportaktivitit. Die fiir PB

verwendete Konzentration von 1 mM ist fast sechsmal so hoch wie die therapeutische Plas-
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makonzentration, die in der Humanmedizin verwendet wird. Dies konnte ein Grund fiir die

unterschiedlichen Ergebnisse sein.

Translationale Aspekte

In der Beurteilung der Ergebnisse der Studie von Wang et al. (2010) und der zahlreichen In-
vivo-Studien an Nagern und In-vitro-Studien an Endothelzelllinien sowie an isolierten Ge-
hirnkapillaren von Nagern zur Kernrezeptor-vermittelten Regulation von Efflux-Transportern
miissen die Speziesunterschiede hinsichtlich der Kernrezeptoren CAR und PXR beriicksich-
tigt werden. Es konnte festgestellt werden, dass das Schwein in der Ubereinstimmung der
Aminosdure-Sequenzen der Kernrezeptoren CAR und PXR dem Menschen viel dhnlicher ist
als beispielsweise die Maus oder die Ratte. Der Kernrezeptor CAR von Schweinen (pgCAR)
ist in seiner Aminosiurestruktur mit einer Ubereinstimmung von 87 % dem humanen CAR
(hCAR) sehr #hnlich, wohingegen nur eine 73%ige Ubereinstimmung zum CAR von Miusen
(mCAR) besteht (DI MASI et al. 2009). Ahnliche Ergebnisse zeigten sich im Vergleich von
pgPXR, hPXR und mPXR. Es konnte eine 87%ige Sequenziibereinstimmung der Liganden-
bindungsdomine von pgPXR und hPXR festgestellt werden. Die Ahnlichkeiten der Ligan-
denbindungsdoméne beziiglich des mPXR zu hPXR ist wesentlich geringer (MOORE et al.
2002). Dies ist auch der Grund, weshalb humanspezifische CAR- und PXR-Liganden durch
Aktivierung von pgPXR und pgCAR zu einer erhohten ABC-Transporter-Expression und -
Transportaktivitit an Gehirnkapillaren von Schweinen fithren (LEMMEN et al. 2013a;
LEMMEN et al. 2013b).

Derzeit ist allerdings noch nicht bekannt, ob eine Kernrezeptor-vermittelte Transporterregu-
lierung eine Rolle an der BHS des Menschen spielt und ob ein Eingriff in diesen Signalweg
eine vielversprechende therapeutische Strategie darstellen konnte. Klinische Daten weisen
jedoch darauf hin, dass Kernrezeptoren an der Regulation von ABC-Transportern der Leber,
der Niere und des Darms involviert sind. Ob dies auch an der BHS des Menschen der Fall ist,
bleibt in kiinftigen Studien zu klaren (HARTZ u. BAUER 2010).

Ein weiterer Aspekt ist, dass frisch isolierte Gehirnkapillaren in ihrer Morphologie dem In-
vivo-Zustand sehr dhnlich sind. AuBBerdem bleiben durch die Methodik der Kapillarisolation
die Tight Junctions unverdndert (JOO 1985). Immortalisierte Zell-Linien wie RBE4-Zellen,
CR3 Zellen oder PBMEC/C1-2 weisen in der Regel eine hohere Permeabilitit als die BHS im
In-vivo-Zustand auf. AuBlerdem hdngt der Expressionslevel von Pgp von den Kulturbedin-
gungen ab und ist generell schwiécher als in frisch isolierten Gehirnkapillaren

(LECHARDEUR et al. 1995; BEGLEY 1996; TEIFEL u. FRIEDL 1996; GARBERG 1998).
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Daher ist die Verwendung von frisch isolierten Gehirnkapillaren fiir die Untersuchungen von
Transportvorgédngen der ABC-Transporter an der BHS besser geeignet als z. B. kultivierte
Zelllinien. Das verwendete BHS-Modell mit frisch isolierten porcinen Gehirnkapillaren spie-
gelt zwar die Situation bei humanen Epilepsiepatienten nicht wider, kommt dieser aber sehr

nahe.

Ausblick der Studie

1. Einige Studien konnten den CAR- und PXR-vermittelten Signalweg als zugrundeliegenden
Mechanismus fiir eine Regulierung der ABC-Transporter an der BHS identifizieren (BAUER
et al. 2006; BAUER et al. 2008a; LOMBARDO et al. 2008; WANG et al. 2010). Wang et al.
(2010) brachte die Heraufregulierung der Transporter Pgp, BCRP und MRP2 in Verbindung
mit einer Aktivierung des Kernrezeptors CAR durch das AE PB. Eine Vorbehandlung der
isolierten Gehirnkapillaren mit dem spezifischen CAR-Modulator Okadaic acid verhinderte
eine Induktion der Transportaktivitét aller drei Transporter durch PB (WANG et al. 2010). Im
Rahmen dieser Studie war keine erhdhte Proteinexpression von Pgp nachweisbar, weshalb die
erhohte Transportaktivitdt nicht auf eine Kernrezeptor-vermittelte Induktion, sondern eher auf
Trafficking-Prozesse zuriickzufiihren ist.

Sollte anhand kiinftiger Studien jedoch eine erhohte Proteinexpression von MRP2 festzustel-
len sein, wére z. B. durch Verwendung der Kernrezeptormodulatoren Okadaic acid fiir CAR
sowie Ketoconazol fiir PXR zu priifen, ob die Heraufregulierung von MRP2 durch die Akti-
vierung von CAR und/oder PXR verursacht wird.

2. Im Rahmen dieser Studie wurde zur Bestimmung der Transportaktivitdt mittels Transport-
Assay zusitzlich zu den AE das spezifische Fluoreszenzsubstrat der jeweiligen Transporter
(NBD-CSA fiir Pgp, BODIPY-Prazosin fiir BCRP und Texas Red fiir MRP2) gegeben. Es ist
zu berticksichtigen, dass sich zwei Transporter-Substrate im Sinne eines kompetitiven Anta-
gonismus gegenseitig beeinflussen kdnnen. Deshalb ist zur Beurteilung der Transportaktivitit
dieser Studie von entscheidender Bedeutung, ob die AE PB, CBZ und TPM Substrate der
Transporter Pgp, BCRP und MRP2 darstellen. Nach bisherigen Ergebnissen aus In-vitro-
Experimenten, die durch die Methodik des concentration equilibrium transport assays
(CETA's) erhoben wurden, konnte kein Transport der AE PB, CBZ und TPM durch MRP2
festgestellt werden (LUNA-TORTOS et al. 2009; LUNA-TORTOS et al. 2010). Dies wurde
fiir CBZ anhand weiterer Versuche mit Zelllinien bestétigt (BALTES et al. 2007; RADISCH
et al. 2014). Ahnlich verhilt es sich mit dem Transport dieser AE durch BCRP. Erst kiirzlich
konnten Romermann et al. (2015) einen Transport der AE PB, CBZ und TPM mittels CETA's
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durch den Transporter BCRP ausschlieBen. Sie bestitigten damit die durch den konventionel-
len bidirektionales Transport-Assay erhobenen Daten fiir PB und CBZ (CERVENY et al.
2006; ROMERMANN et al. 2015). PB konnte sowohl in In-vitro- als auch in In-vivo-
Versuchen als Substrat von Pgp identifiziert werden (POTSCHKA et al. 2002; WEISS et al.
2003; WEST u. MEALEY 2007; LUNA-TORTOS et al. 2008; YANG u. LIU 2008; ZHANG
et al. 2010). Fiir die AE CBZ und TPM als mogliche Substrate von Pgp gibt es widerspriichli-
che Aussagen. In keiner der In-vitro-Experimente mit Zelllinien konnte CBZ als Substrat
identifiziert werden (OWEN et al. 2001; MAHAR DOAN et al. 2002; WEISS et al. 2003;
MAINES et al. 2005; CROWE u. TEOH 2006; BALTES et al. 2007; WEST u. MEALEY
2007; LUNA-TORTOS et al. 2008; ZHANG et al. 2011). Allerdings wurde CBZ sowohl in
Studien mit Nagern als auch anhand einer Studie an chirurgisch entferntem Gewebe von Pati-
enten mit pharmakoresistenter Epilepsie als Substrat von Pgp nachgewiesen (POTSCHKA et
al. 2001; RIZZI et al. 2002; RAMBECK et al. 2006). Eine aktuellere In-vivo-Studie von 2013
mit Mausen konnte dies nicht bestitigen (NAKANISHI et al. 2013). Auch fiir das AE TPM
existieren widerspriichliche Daten aus tierexperimentellen Studien und Experimenten mit
Zelllinien (SILLS et al. 2002; CROWE u. TEOH 2006; WEST u. MEALEY 2007; LUNA-
TORTOS et al. 2008; NAKANISHI et al. 2013). Demnach kann keine eindeutige Aussage
iber die Substrateigenschaften von TPM und CBZ beziiglich des Transporters Pgp getroffen
werden.

Zusammenfassend ldsst sich hinsichtlich der Transportaktivitdtsversuche dieser Studie sagen,
dass moglicherweise der Transporter Pgp durch gleichzeitige Inkubation von PB mit dem
spezifischen Fluoreszenzsubstrat NBD-CSA und eventuell auch von CBZ bzw. TPM mit
NBD-CSA kompetitiv gehemmt wurde. Dies konnte sich in einer verringerten Transportakti-
vitdt von Pgp duBern. Allerdings war der Expressionslevel von Pgp nach Exposition mit den
AE nicht erhoht. Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass die Transportaktivitdtsversu-
che einen potentiell erh6hten Kernrezeptor-vermittelten Expressionslevel von Pgp nicht ver-
schleiern. Eine erhdhte Transportaktivitit von Pgp konnte im Rahmen dieser Studie nach In-
kubation der AE PB und CBZ auf verstédrkte Trafficking-Prozesse nach drei und fiinf Stunden
bzw. auf Trafficking-Vorgénge bereits nach einer Stunde hindeuten. Nach Exposition mit
TPM weist eine hohere Transportaktivitdt von Pgp nach drei und fiinf Stunden moglicher-
weise auf Trafficking-Prozesse sowie auf keine signifikante Verdnderung der Transportaktivi-
tit nach einer Stunde hin. Diese Vermutungen sind allerdings hochst spekulativ und sollten
durch Anpassung der Transportaktivititsversuche fiir Pgp mittels Transport-Assay tiberpriift

werden.
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2. Modulation Blut-Hirn-Schranken-assoziierter pathways und Prote-

ine wihrend der Epileptogenese

Im Vergleich zur pharmakologischen Strategie, epileptische Anfille zu unterdriicken, wire es
von groflerem klinischem Nutzen, in den Prozess der Epilepsieentstehung priaventiv einzu-
greifen. Die Identifikation geeigneter Biomarker sowie Zielstrukturen bilden die Basis fiir die
frilhzeitige Erkennung und Privention einer Epilepsieentstehung. Die dafiir notwendigen
Kenntnisse der zugrundeliegenden pathophysiologischen Mechanismen der Epileptogenese
sind allerdings noch weitgehend unbekannt (HOLTKAMP u. MEIERKORD 2007). Bisherige
Studien bringen unter anderem eine Stérung der BHS sowie eine vermehrte Angiogenese in
Verbindung mit epileptischen Anfédllen sowie der Entstehung von Epilepsien (SEIFFERT et
al. 2004; PAVLOVSKY et al. 2005; OBY u. JANIGRO 2006; IVENS et al. 2007; MARCHI
et al. 2007; RIGAU et al. 2007; TOMKINS et al. 2007; VAN VLIET et al. 2007a; TOMKINS
et al. 2008; DALVI et al. 2014). Ein Eingriff in angiogenetische Prozesse wihrend der Epi-
leptogenese konnte beispielsweise eine wirksame Moglichkeit sein, in die Entstehung einer
Epilepsie einzugreifen sowie die Anzahl epileptischer Anfille zu reduzieren (MORIN-
BRUREAU et al. 2011). Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden Studie Signal-
wege und Proteine der BHS untersucht, die in Zusammenhang mit der Epileptogenese stehen
konnten. Ziel ist es, potentielle Biomarker und Zielmolekiile zu identifizieren, die eine Vor-
hersage einer Epilepsieentstehung ermdglichen sowie die Entwicklung antiepileptogener The-
rapien vorantreiben konnten. Des Weiteren soll diese Studie zu einem besseren Verstindnis

der pathophysiologischen Mechanismen an der BHS wihrend der Epileptogenese beitragen.

Regulation Wachstumsfaktoren-assoziierter pathways

Typische Induktoren der Angiogenese sind Wachstumsfaktoren wie z. B. Vertreter der
VEGF- und der EGF-Familie (OTROCK et al. 2007). Bisherige Studien zur Erforschung an-
giogenetischer Prozesse im epileptogenen Gehirn bzw. wihrend der Epileptogenese beschaf-
tigten sich hauptsidchlich mit dem HC (RIGAU et al. 2007, NDODE-EKANE et al. 2010;
MORIN-BRUREAU et al. 2011). In einem Tiermodell der TLE konnte bereits ein Zusam-
menhang zwischen der Angiogenese und einer erhohten Permeabilitdt der BHS im HC wih-
rend der Epileptogenese festgestellt werden (RIGAU et al. 2007). In der vorliegenden Studie
konnte gezeigt werden, dass Wachstumsfaktoren-assoziierter pathways im HC und im PHC
vermehrt reguliert sind. Dabei sind im PHC vor allem in der Latenzphase mehr pathways re-

guliert als im HC. Im Rahmen der Dissertation von Andreas Walker konnte bereits festgestellt
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werden, dass im PHC zu jedem Zeitpunkt mehr differentiell exprimierte Proteine identifiziert
wurden als im HC (WALKER 2016). Dies konnte die Ursache fiir die groBere Anzahl der
Wachstumsfaktoren-assoziierten regulierten pathways im PHC sein.

An reseziertem epileptischen humanen Gewebe von TLE-Patienten sowie in einem Tiermo-
dell der TLE konnte gezeigt werden, dass angiogenetische Prozesse durch eine vermehrte
Regulation von VEGF in Neuronen und VEGFR-2 in Endothelzellen vermittelt werden
(RIGAU et al. 2007). In diesem Kontext war im PHC in der Latenzphase der pathway
VEGFR3 signaling in lymphatic endothelium reguliert. VEGFR3 wird vorwiegend in sich
entwickelten lymphatischen Geféflen exprimiert und erfiillt eine Funktion in der Lymphangi-
ogenese (KAIPAINEN et al. 1995). Es konnte zudem festgestellt werden, dass VEGFR3 in
hohem Malle in aussprossenden angiogenetischen Endothelzellen (sog. tip cells) exprimiert ist
und eine entscheidende Funktion in der Angiogenese einnimmt (TAMMELA et al. 2008).
Erst kiirzlich konnten Loaveau et al. (2015) feststellen, dass Lymphgefélle, anders als friiher
angenommen, auch im ZNS an der Dura mater zu finden sind (LOUVEAU et al. 2015). Die
vorliegende Studie konnte daher moglicherweise auf eine vermehrte Lymphangiogenese, aber
auch auf eine gesteigerte Angiogenese in der Latenzphase der Epileptogenese hinweisen. Die
VEGFR3-Signalkaskade konnte demnach ein wichtiges regulatorisches System in angiogene-
tischen Prozessen darstellen und mdglicherweise als neues Target in antiangiogenetischen
Therapien fungieren.

Dartiiber hinaus konnte eine Regulierung von pathways nachgewiesen werden, die regulierend
auf VEGF-induzierten Signalkaskaden einwirken. Der pathway Paxillin war im HC wéhrend
der Latenzphase reguliert. Auerdem wurde im HC in der chronischen Phase sowie im PHC
in der frithen Post-Insult-Phase eine Regulation der pathways Paxillin und Caveolin I nach-
gewiesen. Der pathway Caveolin 1 zeigte zudem eine Regulierung in der Latenzphase im
PHC. Paxillin zahlt zu den fokalen Adhésionsproteinen und ist essentiell fiir eine VEGF-A-
vermittelte Angiogenese in Endothelzellen (YANG et al. 2015). Meines Wissens ist diese
Studie die erste, die das Protein Paxillin mit der Entstehung von Epilepsien assoziiert. Das
Protein Caveolin 1 bildet das Geriist von Caveolae. Sie stellen kleine Invaginationen der
Plasmamembran dar und sind involviert in essentielle zelluldre Funktionen wie die Signal-
transduktion, den Lipidmetabolismus, die zellulire Kontrolle des Wachstums und der
Apoptose (PARTON 1996; COUET et al. 1997). Caveolin 1 interagiert mit verschiedenen
Signalmolekiilen und wirkt an der Regulierung der Signalmolekiile mit. Caveolin-1 stellt ei-
nen negativen Regulator der Signaltransduktion dar. Eine Herrunterregulierung von Caveloin-

I konnte wichtig fiir die Zellproliferation und die nachfolgende Angiogenese sein (SCHERER



VI. Diskussion 117

et al. 1995; LIU et al. 1999). Zudem wird vermutet, dass molekulare Verédnderungen einer
dysfunktionalen BHS infolge vermehrter Caveolae auftreten. Dies fiihrt zum Durchtritt von
Proteinen des Blutes in das Gehirn und zur Bildung von vaskuliren Odemen (NAG et al.
2007; NAG et al. 2009). Infolgedessen kann es zu einer verringerter Expression von Tight-
Junction-Proteinen kommen (YEUNG et al. 2008). Durch die Hemmung der Caveolin-1-
Signalkaskade konnte mdglicherweise eine erhohte Durchlédssigkeit der BHS verhindert wer-
den. Dartiber hinaus konnten der Paxillin- und der Caveolin I-Signalweg ein potentielles Tar-
get der Epileptogenese zur Unterdriickung der VEGF-vermittelten Angiogenese darstellen.
Allerdings sind zur Abkldrung ihrer Relevanz in der Epileptogenese noch weitere Studien
notwendig.

Neben VEGF-assoziierten Signalwegen konnten aullerdem im PHC regulierte EGF-
vermittelte pathways identifiziert werden. EGF ist beteiligt an der Regulation der Zellprolife-
ration und -differenzierung (HERBST 2004). Es konnte bereits festgestellt werden, dass epi-
leptische Anfille zu einer Vermehrung verschiedener Vertreter der EGF-Familie sowie deren
ERBB (bzw. EGFR)-Rezeptoren filhren (SCHARFMAN 2005). Die Regulierung der EGF-
assoziierten pathways deutet auf eine vermehrte Zellproliferation und -differenzierung in der
Post-Insult- sowie in der Latenzphase der Epileptogenese im PHC hin. Zudem ist EGF in an-
giogenetische Prozesse involviert und besitzt angiogenetische Eigenschaften (OTROCK et al.
2007). Deshalb konnte die vorliegende Studie zudem auf eine potentielle Beteiligung von
EGF in angiogenetische Prozesse im Verlauf der Epileptogenese hinweisen. Allerdings sollte
die Rolle des Faktors EGF hinsichtlich seiner angiogenetischen Funktion wihrend der Epilep-
togenese noch weiter untersucht werden.

Dariiber hinaus muss beziiglich antiangiogenetischer Strategien beriicksichtigt werden, dass
die schnelle Sekretion von Wachstumsfaktoren nach epileptischen Anféllen nicht nur eine
Wirkung auf die erhohte Permeabilitdt der BHS hat, sondern gleichzeitig einen schiitzenden
Mechanismus darstellt (MCCLOSKEY et al. 2005; LEE et al. 2006; HOLMES et al. 2007;
NICOLETTT et al. 2008; MARCHI u. LERNER-NATOLI 2013). Es konnte in vitro und in
vivo festgestellt werden, dass die Sekretion von VEGF eine antiepileptogene und eine neu-
roprotektive Wirkung hat (MCCLOSKEY et al. 2005). Einige VEGF-Signalwege sind an der
Funktion und am Uberleben von Neuronen beteiligt (MCCLOSKEY et al. 2005; LEE et al.
2006; HOLMES u. ZACHARY 2008; NICOLETTI et al. 2008). So aktiviert VEGF {iiber den
VEGFR2/AKT-Signalweg die eNO-Freisetzung, woraufthin die Vasodilatation durch Stimula-
tion der I6slichen Guanylatcyclase durch Stickstoffmonoxid (NO) gefordert wird (AHMAD et
al. 2006). Eine Hemmung des VEGFR2/AKT-Signalweges z. B. durch einen AKT-Inhibitor
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erhoht die Neurotoxizitit, da der VEGFR2/AKT-Signalweg zum Schutz der Neuronen bei-
tragt (MORIN-BRUREAU et al. 2012). In der vorliegenden Studie konnte im PHC in der
Post-Insult-Phase der regulierte pathway Nitric oxide stimulates guanylate cyclase identifi-
ziert werden. Das Enzym eNOS ist in Mikrogefden im epileptischen Fokus des Rattenge-
hirns vermehrt exprimiert (LERNER-NATOLI et al. 1994). Es konnte in einem Kainat-
induzierten SE-Modell gezeigt werden, dass eine Hemmung der NO-Synthese den neuronalen
Schaden drastisch erhoht (RONDOUIN et al. 1993). Unsere Studie konnte auf einen neu-
roprotektiven Mechanismus durch Anpassung des Blutflusses nach einem epileptischen Insult
hinweisen. Eine Stimulation des VEGFR2/AKT-Signalweges konnte moglicherweise nach
einem Insult durch Schutz der Neuronen préventiv in den Prozess der Epilepsieentstehung
eingreifen.

Das Protein vasoactive intestinal peptide (VIP) hat eine Funktion im kardiovaskuldren Sys-
tem. Im PHC wurde wihrend der Latenzphase der regulierte pathway vasoactive intestinal
peptide nachgewiesen. VIP wird unter anderem im peripheren und zentralen Nervensystem
exprimiert (MAGISTRETTI et al. 1988; NUSSDORFER u. MALENDOWICZ 1998; GOZES
et al. 1999). Dort fungiert es als nicht-adrenergischer und nicht-cholinergischer Neurotrans-
mitter bzw. Neuromodulator (FAHRENKRUG 1989). VIP stellt einen um 50 bis 100-fach
potenteren Vasodilatator als Acetylcholin dar. Im zentralen Nervensystem wirkt VIP z. B. an
der Regulation des Blutflusses, des Energiemetabolismus und der Enzymaktivititen mit
(MAGISTRETTI et al. 1988; NUSSDORFER u. MALENDOWICZ 1998; GOZES et al.
1999). Zudem konnte festgestellt werden, dass VIP die Expression von VEGF fordert und
somit ein proangiogenetisches Potential besitzt (COLLADO et al. 2004; VALDEHITA et al.
2007). AuBlerdem gibt es Hinweise darauf, dass VIP in die Epileptogenese involviert sein
konnte (ZOU u. RUAN 2000). Der regulierte pathway vasoactive intestinal peptide konnte
auf eine gesteigerte Regulation des kardiovaskuldren Systems in der Latenzphase hindeuten
und moglicherweise zur Forderung angiogenetischer Prozesse wihrend der Epileptogenese
beitragen. Es existieren bereits diagnostische Testsysteme, die den VIP-Gehalt im Blut nach-
weisen (VIP-Test). In kiinftigen Studien sollte die Rolle von VIP in der Epileptogenese niher
abgeklart werden, da VIP als Biomarker angiogenetischer Prozesse wéhrend der Epileptoge-
nese zum Einsatz kommen kdnnte.

Generell ist darauf hinzuweisen, dass die erwdhnten Wachstumsfaktoren selbst sowie Paxil-
lin, Caveolin-1 und VIP nicht identifiziert werden konnten. Dies konnte darauf zuriickzufiih-
ren sein, dass das Proteom der beiden Gewebe nur zu punktuellen Zeitpunkten untersucht

wurde und eine differentielle Expression der Proteine so nicht erfasst werden konnte. Aus
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diesem Grund sollten in zukiinftigen Studien weitere Zeitpunkte wihrend der Epileptogenese

analysiert werden, wodurch die genannten Proteine moglicherweise erfasst werden kdnnen.

Expressionsmuster differentiell exprimierter Wachstumsfaktoren-assoziierter Proteine
Die Pathway-Analyse ermoglichte die Identifikation Wachstumsfaktoren-assoziierter Protei-
ne, die in die Regulation von Wachstumsfaktoren, insbesondere von VEGF, involviert sind.
Frithere Studien beschéftigten sich hinsichtlich angiogenetischer Prozesse im epileptischen
Gehirn hauptsdchlich mit dem Wachstumsfaktor VEGF (RIGAU et al. 2007, MORIN-
BRUREAU et al. 2011; MORIN-BRUREAU et al. 2012; DALVI et al. 2014). Die vorliegen-
de Studie liefert nun Informationen iiber Proteine im Zeitverlauf der Epileptogenese, die einen
modulatorischen Einfluss auf VEGF haben konnten. Sie konnten moglicherweise als Biomar-
ker sowie als Zielstrukturen antiepileptogener Behandlungsstrategien dienen.

Uberaus interessant ist das Expressionsmuster der beiden Proteine NCL und Myh9. Das an
der Endotheloberfliache exprimierte NCL stellt einen spezifischen Marker fiir angiogenetische
Endothelzellen dar (CHRISTIAN et al. 2003). NCL zeigte eine Heraufregulierung wihrend
der Post-Insult-Phase und der Latenzphase sowohl im HC als auch im PHC. Wéhrend der
Angiogenese ist die Heraufregulierung von NCL an der Oberfliche von Endothelzellen not-
wendig, um NCL vom Nukleus zur Endothelmembran zu beférdern. Die Translokation von
NCL wird durch den Wachstumsfaktor VEGF stimuliert. Damit NCL seine angiogenetische
Funktion erfiillen kann, verankert MYH9 NCL im Zytoskelett der Endothelzellen (HUANG et
al. 2006). MYH9 war in beiden Geweben wéhrend der Latenzphase vermehrt exprimiert. Die
Heraufregulierung von NCL weist auf eine vermehrte Angiogenese in der Post-Insult- und der
Latenzphase im PHC und im HC hin. Die angiogenetische Funktion kann NCL moglicher-
weise aber erst durch eine vermehrte Expression von MYHY in der Latenzphase erfiillen.
Dartiiber hinaus kann NCL die Anzahl von Wachstumsfaktoren, die eine angiogenetische Ak-
tivitdt besitzen, erhohen (KOUTSIOUMPA et al. 2012). Moglicherweise fordert NCL angio-
genetische Prozesse bereits wihrend der Post-Insult-Phase der Epileptogenese. Eine Blockade
oder Herrunterregulation von NCL, das an der Oberfliche von Endothelzellen exprimiert ist,
hemmt die Migration von Endothelzellen und verhindert die kapilldre Tubulus-Formation
(HUANG et al. 2006). Moglicherweise konnte NCL nicht nur als angiogenetischer Biomarker
wiahrend der Epileptogenese fungieren, sondern auch durch den Einsatz von MYHO9- oder
NCL-Antikorpern eine antiangiogenetische Strategie wihrend der Epileptogenese verfolgt
werden. In weiteren tierexperimentellen Studien sollte getestet werden, ob der Einsatz solcher

Antikorper einen antiangiogenetischen und méglicherweise einen antiepileptogenen Effekt
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ausiiben.

Die Immunhistochemie stellte im PHC und im HC das differentielle Expressionsmuster von
NCL in der Latenzphase der Epileptogenese dar. Die immunhistochemische Férbung bestatigt
die Proteomdaten und weist eine vermehrte Expression von NCL im HC und im PHC wiéh-
rend der Latenzphase nach. Zudem konnte die zelluldre Verteilung von NCL nachgewiesen
werden. Es zeigte sich eine nukleare Farbung von Neuronen und Zellen mit gliadhnlicher
Morphologie. Dariiber hinaus wies auch das Zytoplasma der gliadhnlichen Zellen eine positi-
ve Immunreaktion auf. Eine Anfarbung des Kerns von Neuronen und Gliazellen wie Astrozy-
ten und Mikroglia konnte bereits in anderen Studien bestétigt werden (HUSSEMAN et al.
2000; XU et al. 2012). Zudem ldsst die immunhistochemische Farbung von NCL die Vermu-
tung zu, dass die Expression in Gefd3endothelzellen im HC und im PHC vermehrt ist. Dies
konnte auf eine gesteigerte Angiogenese wéhrend der Latenzphase der Epileptogenese hin-
weisen (CHRISTIAN et al. 2003; HUANG et al. 2006; DING et al. 2012). Diese Vermutung
muss quantitativ anhand weiterer immunhistochemischer Férbungen an einer ausreichend
groflen Tiergruppe wihrend der Epileptogenese abgeklart werden. Zusitzlich sollte iiber eine
immunhistochemischen Doppelmarkierung (GLUT-1-Transporter) mit entsprechenden
Markermolekiilen eine Expression von NCL in Gefdllendothelzellen bestétigt werden. Erst
dann kann eine abschlieBende Aussage getroffen werden.

ANXAT1 und ANXA?2 sind involviert in die VEGF-vermittelte Zellmigration (LING et al.
2004; COTE et al. 2010). Das Protein ANXAZ2 ist in beiden Geweben zu allen drei Zeitpunk-
ten reguliert. ANXA2 fungiert als Rezeptor, der Plasminogen in Plasmin umwandelt. Es
konnte festgestellt werden, dass ein Defizit an ANXA2 zu einem Verlust an Plasmin fiihrt.
Dies hemmt die Aktivierung der MMP-9 und der matrix metalloproteinase 13 (MMP-13) und
resultiert in einer gehemmten Zellmigration (LING et al. 2004). Die vermehrte Expression
von ANXA2 konnte auf eine erhohte Zellmigration wiahrend angiogenetischer Prozesse hin-
weisen. Da eine iibermdfige Produktion von Plasmin zu einem Abbau der extrazelluliren
Matrix und der Basalmembran von Blutgefiflen fiihrt, konnte die Heraufregulierung von
ANXAZ2 auch auf das Vorhandensein einer dysfunktionalen BHS zu allen drei Zeitpunkten
hindeuten (SHARMA u. SHARMA 2007). ANXAT1 ist ein Schliisselregulator in der physio-
logischen sowie pathologischen Angiogenese. In der Tumorforschung konnte gezeigt werden,
dass eine vermehrte Expression von ANXA1 die Rekrutierung und Stabilisierung neuer Gefa-
e fordert (Y1 u. SCHNITZER 2009). In der vorliegenden Studie zeigte ANXAT eine Herauf-
regulierung zehn Tage nach SE in beiden Geweben. Die gleichzeitige Heraufregulierung von

ANXAI und ANXA2 weist moglicherweise auf das Auftreten einer pathologischen Angioge-
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nese wihrend der Latenzphase der Epileptogenese hin. Auflerdem regulieren ANXAI1 und
ANXA2 durch Hemmung der Phospholipase A2 die Phospholipaseaktivitit A2 (LIU et al.
2007a). Dadurch vermitteln ANXA1 und ANXA2 einen hochpotenten antiinflammatorischen
Effekt (LIU et al. 2004a; LIU et al. 2007a). Annexine konnten durch Hemmung der Phos-
pholipase als endogene neuroprotektive Agenzien wirken. In diesem Kontext konnte festge-
stellt werden, dass im ZNS nach einem akuten Insult sowie bei chronischen Veranderungen
des ZNS die Expression von ANXA1, ANXA2 und annexin A4 (ANXA4) in reaktiven Astro-
zyten erhoht ist (EBERHARD et al. 1994). Aufgrund der vielfiltigen Funktionen von
ANXA1 und ANXA?2 miisste in kiinftigen Studien untersucht werden, ob wéhrend der Epilep-
togenese den Proteinen ANXA1 und ANXA?2 tatsdchlich eine proangiogenetische Funktion
zugesprochen werden kann.

Die proliferative Phase der Angiogenese ist unter anderem charakterisiert durch die Expressi-
on von Zelladhdsionsmolekiilen (BROOKS 1996). Die Adhésionsproteine MCAM und
PPAP2B sind an der Zelladhdsion sowie an Zell-Zell-Interaktionen wihrend der VEGF-
vermittelten Angiogenese beteiligt (WARY u. HUMTSOE 2005; WANG u. YAN 2013).
MCAM fungiert als endothelialer Biomarker wéhrend einer pathologischen Angiogenese.
AuBerdem stellt MCAM einen Ko-Rezeptor fiir VEGFR2 dar, wodurch der Krankheitsverlauf
durch eine gesteigerte Angiogenese progressiv voranschreitet (WANG et al. 2013; WANG u.
YAN 2013). Die Heraufregulierung von MCAM im PHC weist auf eine pathologische Angi-
ogenese in der Post-Insult- und der Latenzphase der Epileptogenese hin. Fiir PPAP2B konnte
im PHC ein erhohter Expressionslevel zehn Tage nach SE nachgewiesen werden. Eine Studie
zeigte eine Inhibition der FGF- und VEGF-induzierten kapilliren Morphogenese durch
Hemmung von PPAP2B mit einem polyklonalen anti-PPAP2B-Antikérper (WARY u.
HUMTSOE 2005). Beide Proteine stellen vielversprechende potentiell antiangiogenetische
Targets der Epileptogenese dar. Durch dessen Hemmung kdnnte méglicherweise in der frithen
Post-Insult- und der Latenzphase der Epileptogenese priaventiv eingegriffen werden. In kiinf-
tigen Studien konnte dies z. B. durch die Anwendung spezifischer monoklonaler Antikorper
getestet werden.

Des Weiteren konnten im Zusammenhang mit der Zelladhdsion eine Regulation der Proteine
ITGAT und TLN1 nachgewiesen werden. TLN1 verkniipft durch die Bindung von Integrinen
die Plasmamembran mit zytoskelettalen Strukturen bzw. der extrazelluliren Matrix
(CRITCHLEY 2009). In der vorliegenden Studie wurde TLN1 im HC in der Post-Insult- und
der Latenzphase sowie im PHC ebenfalls zehn Tage nach SE und in der chronischen Phase als

differentiell exprimiert identifiziert. ITGA1 zeigte zusammen mit TLN1 eine Heraufregulati-
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on im PHC wihrend der Latenzphase. Das Protein TLN1 sowie Integrine sind als spezielle
Signalmolekiile bei Zelladhdsionsprozessen wihrend der Angiogenese notwendig. Es konnte
gezeigt werden, dass das Fehlen von TLN1 in Endothelzellen durch eine Tamoxifen-
induzierte Inaktivierung des TLN1-Gens zu einem angiogenetischen Phénotyp fiihrt, der die
Bildung neuer Blutgefiale limitiert (MONKLEY et al. 2011). Tierexperimentell konnte durch
die Verwendung von ITGA1-knock-out-Méusen festgestellt werden, dass das Fehlen von IT-
GA1 zwar eine normale vaskuldre Entwicklung, aber eine reduzierte adulte Angiogenese zur
Folge hat (AVRAAMIDES et al. 2008). Die Uberexpression von TLN1 und ITGA1 wihrend
der Epileptogenese konnte auf die Zelladhdsion wihrend angiogenetischer Prozesse, insbe-
sondere in der Latenzphase, hindeuten. Vitorino et al. entdeckten 2015 den Mitogen-activated
Protein kinase kinase kinase kinase 4 (MAP4K4)-Moesin—Talin—f1-Integrin-Signalweg, der
ein vielversprechendes Target zur therapeutischen Unterdriickung einer pathologischen Angi-
ogenese darstellt. Die MAP4K4-abhingige Moesin-Aktivitdt scheint die Integrinfunktion
durch Zerstérung der Bindung von Talin an fI-Integrin zu hemmen. Damit stellten sie ein
neues antiangiogenetisches Konzept vor (SAHARINEN u. IVASKA 2015; VITORINO et al.
2015). In zukiinftigen Untersuchungen konnte z. B. durch Verwendung von MAP4K4-
Antagonisten getestet werden, ob der Eingriff in diesen Signalweg eine geeignete antiangio-
genetische Therapie wihrend der Epileptogenese, insbesondere in der Latenzphase, darstellt.

Die GTP-asen RASA1, HRAS, CDC42 und RABSA sowie der Kalium-Ionenkanal KCN-
MA1, die Metalloproteinase ADAM17 und die Guanylatcyclase GUCY 1B3 sind ebenfalls an
der Regulation der Angiogenese beteiligt, die vor allem durch VEGF vermittelt wird. In der
vorliegenden Studie zeigten alle Proteine eine verringerte Expression insbesondere im PHC
wihrend der Latenzphase der Epileptogenese. Die GTP-ase RASA1 fungiert als negativer
Regulator der Angiogenese (LAPINSKI et al. 2012). Es konnte festgestellt werden, dass eine
verringerte Expression von RASAL fiir die Angiogenese bendtigt wird (ANAND et al. 2010).
Die Herunterregulierung von RASA1 im HC und im PHC wéhrend der Post-Insult- und im
PHC wihrend der Latenzphase weist demnach moglicherweise auf eine gesteigerte Angioge-
nese durch RASAT hin. Die kleine GTP-ase CDC42 ist involviert in die VEGF2-vermittelte
Signaltransduktion zur Formation von Blutgefilen. Es konnte festgestellt werden, dass
CDC42 wihrend der Bildung neuer Blutgefdfle beteiligt ist sowohl an der Migration als auch
am Uberleben von Endothelzellen. Eine Inaktivierung von CDC42 fiihrt demnach zu einer
defekten Vaskulogenese in Endothelzellen (JIN et al. 2013b). Die beiden CDC42-Isoformen
CDC42-201 und CDC42-202 waren im PHC wéhrend der Post-Insult-Phase sowie der La-
tenzphase herunterreguliert, wohingegen CDC42-202 im HC wihrend der frithen Post-Insult-
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Phase heraufreguliert war. Das unterschiedliche Expressionsmuster der CDC42-Isoformen im
HC und im PHC weist moglicherweise auf eine unterschiedliche Funktion von CDC42 in
beiden Geweben hin. Die Herunterregulierung im PHC ist mdglicherweise ein Gegenregulati-
onsmechanismus des Korpers, der der Induktion von VEGF direkt nach einem epileptischen
Insult sowie in der Latenzphase entgegenwirkt. Die Heraufregulierung im HC kdnnte hinge-
gen den proangiogenetischen Signalweg von VEGF/VEGFR2 nach dem initialen Insult for-
dern. Aufgrund der entgegengesetzten Expression in beiden Geweben scheint CDC-42 als
mogliches Target antiangiogenetischer Strategien weniger geeignet zu sein.

RABSA reguliert das VEGFR2-Trafficking in frithen und spdten Endosomen. Daher konnte
eine  VEGFR2-vermittelte Regulation der endothelialen Funktion von der RABSA-
vermittelten GTP-Hydrolyse-Aktivitit abhingig sein, die fiir das endosomale Trafficking be-
notigt wird (JOPLING et al. 2009a). Im PHC konnte in der Latenzphase eine Herunterregulie-
rung der GTP-ase RAB5SA nachgewiesen werden. Dies weist moglicherweise auf eine gestor-
te Endozytose in Endothelzellen wihrend der Latenzphase der Epileptogenese hin, was in
kiinftigen Studien weiter abgeklart werden sollte.

Der VEGF-vermittelte Signalweg moduliert die Funktion von Endothelzellen iiber HRAS.
Die Aktivierung von HRAS an Endomembranen ist fiir einen VEGF-vermittelten Signalweg
zur Kontrolle der angiogenetischen Antwort via PI3K, AKT und eNOS Phosphorylierung
notwendig. Die Phosphorylierungsprozesse fithren zur Endothelzellmigration (HAEUSSLER
et al. 2013). HRAS, ADAM17 und KCNMA1 waren in unserer Studie im PHC zehn Tage
nach SE herunterreguliert. Wahrend der Angiogenese im Gehirn aktiviert VEGF durch Bin-
dung an VEGFR2 die Proteine IP3, eNOS und PLC, was zur Proteolyse der vaskuldren Ba-
salmembran durch Kollagenasen, Heparinasen, Plasminogen und die Metalloproteinasen
MMP2 und MMP9 fiihrt (MARCHI u. LERNER-NATOLI 2013). Zudem konnte festgestellt
werden, dass auch ADAMI17 die Metalloproteinase MMP2 aktiviert und so an der Bildung
neuer BlutgefiBe beteiligt ist (GOOZ et al. 2009). Inhibitoren der Expression und Funktion
von Metalloproteinasen hemmen die Angiogenese verschiedener In-vivo- und In-vitro-
Modelle. Diese Studien identifizierten unter anderem die Metalloproteinase ADAMI17 als
wichtigen angiogenetischen Faktor (RUNDHAUG 2005). Fiir den Calcium-aktivierenden
Kaliumkanal KCNMAT konnte eine Beteiligung an der VEGF-Sekretion und an der endothe-
lialen Zellproliferation festgestellt werden (NINGARAJ et al. 2009).

Neben den bereits erwdhnten Proteinen ist in diesem Zusammenhang die Herunterregulierung
des Proteins GUCY 1B3 im PHC wiéhrend der Post-Insult-Phase der Epileptogenese interes-
sant. GUCY IB3 katalysiert die Umwandlung von GTP zu zyklischem Guanosinmonophos-
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phat (cGMP) und fungiert als Hauptrezeptor fiir NO (ZABEL et al. 1998). NO stellt einen
Induktor von VEGF dar. In Zelllinien von humanen Gliomen konnte eine Reduzierung von
cGMP sowie eine verringerte Expression von VEGF durch Transfektion der antisense-RNA
von GUCY 1B3 festgestellt werden. Dies hat eine Hemmung der angiogenetischen Aktivitat
zur Folge (SAINO et al. 2004). Moglicherweise konnte auch GUCY 1B3 wihrend der Epilep-
togenese eine Zielstruktur zur Kontrolle der Neovaskularisierung darstellen.

Die Herunterregulierung der Proteine HRAS, ADAM17, KCNMA1 sowie GUCY 1B3 konnte
auf eine zelleigene Schutzreaktion durch eine erhohte VEGF-vermittelte Angiogenese wéh-
rend der Post-Insult- bzw. der Latenzphase der Epileptogenese hindeuten.

Die Adapterproteine CRK und GRB sind an der Zellmigration durch Signaltransduktion von
Zelloberflachenrezeptoren wie VEGF beteiligt (TARI u. LOPEZ-BERESTEIN 2001;
STOLETOV et al. 2004; BRAIMAN u. ISAKOV 2015). CRK und GRB zeigen eine Herun-
terregulierung im HC und im PHC zehn Tage nach SE. Es wurde bereits nachgewiesen, dass
GRB2 eine zeitabhédngige Induktion im Gyrus dentatus vier und acht Stunden nach elektro-
konvulsiven Anfillen zeigt und den Basallevel wieder nach 24 Stunden erreicht. Dies ldsst auf
eine erhohte Regulation von Wachstumsfaktoren-abhdngigen Signalwegen nach elektrokon-
vulsiven Anfille schlieBen (NEWTON et al. 2004). Unsere Studie zeigt dariiber hinaus, dass
die Expression von GRB2 auf Kontrollniveau auch nach 48 Stunden anhélt und in der La-
tenzphase abfillt. Eine verringerte Expression von CRK und GRB2 kénnte auf Kompensati-
onsmechanismen in Reaktion auf eine vermehrte Wachstumstfaktoren-vermittelte Regulation
wihrend der Latenzphase hinweisen.

Die Proteine DDX6 und ADRBKI sind wihrend der Latenzphase der Epileptogenese herauf-
reguliert. Die RNA-Helicase DDX6 bindet spezifisch die mRNA 5’UTR (untranslated regi-
on) von VEGF und reguliert dadurch in vitro und in vivo die Translokation der VEGF-
mRNA. Die Abnahme von DDX6 wihrend hypoxischen In-vitro-Zustinden verbessert die
VEGF-Sekretion und dadurch die Angiogenese (DE VRIES et al. 2013). Rivas et al. konnten
2013 nachweisen, dass ADRBKI1 in der Regulation der Tumor-assoziierten Angiogenese in-
volviert ist. Eine Herunterregulierung von ADRBK1 verbessert in vitro die Migration von
Endothelzellen (RIVAS et al. 2013). Die signifikant verringerten Expressionslevel von
GRB2, CRK und die Heraufregulierung von DDX6 und ADRBK1 wéhrend der Latenzphase
der Epileptogenese im PHC konnten auf eine zelleigene Antwort hindeuten, die den Wachs-
tumsfaktoren-vermittelten Regulationsmechanismen entgegenwirkt.

AulBlerdem zeigte sich die Heraufregulierung des Proteins PTRF in beiden Geweben wéhrend

der Latenz- sowie im PHC in der chronischen Phase. Es konnte gezeigt werden, dass die Ex-
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pression von PTRF in Prostatatumorzellen essentielle Schritte der Angiogenese wie Endothel-
zellmigration, -proliferation und Geféf3formation hemmt. Die PTRF-Expression reduziert die
MMP9-Produktion, IL-6 sowie die Sekretion von Caveolae in Prostatatumorzellen (AUNG et
al. 2011; INDER et al. 2012; NASSAR et al. 2013; MOON et al. 2014). In kiinftigen Studien
sollte untersucht werden, ob eine Uberexpression von PTRF wihrend der Latenz- und der
chronische Phase einen antiangiogenetischen Effekt aufweist und ein interessantes Target

darstellen konnte.

Die funktionelle Datenanalyse der Wachstumsfaktoren-assoziierten Proteine sowie pathways
deuten vor allem darauf hin, dass die Angiogenese wihrend der Epileptogenese sowie in der
klinisch manifestierten Epilepsie einen komplexen und fein regulierten Prozess darstellt, der
auf der Balance pro- und antiangiogenetischer Regulationsmechanismen beruht. In diesem
Kontext kommt vor allem dem PHC wéhrend der Latenzphase der Epileptogenese eine be-
sondere Bedeutung zu.

In kiinftigen Studien sollte weiterhin abgeklart werden, ob durch Modulation erwéhnter pa-
thways bzw. Proteine, insbesondere wiahrend der Latenzphase der Epileptogenese, in die Pro-
gression einer Epilepsieerkrankung priaventiv eingegriffen werden kann.

Im Hinblick auf den Einsatz von Antikorpern als préventive Strategie ist zu beriicksichtigen,
dass die BHS fiir Antikorper weitgehend undurchlissig ist. Es existieren einige Konzepte zur
Uberwindung der BHS, deren praktische Anwendung zum Teil vielversprechende Ansitze
darstellen (TERASAKI et al. 1991; MOOS u. MORGAN 2001; RAPOPORT 2001; JAHNKE
et al. 2008; SZETO 2008). AuBerdem ist zu erwdhnen, dass nach einem Insult die BHS ge-
stort ist, wodurch sie durchldssiger fiir Substanzen im Blut sein konnte. Dies konnte auch fiir

den Einsatz von Antikérpern genutzt werden.

Regulation ABC-Transporter-assoziierter pathways und Proteine

ABC-Transporter sind ein wichtiger funktioneller Bestandteil der BHS. Falls sie an der lumi-
nalen Seite von Endothelzellen der BHS exprimiert sind, erfiillen sie durch den Auswarts-
transport potentiell neurotoxischer endogener oder xenobiotischer Molekiile eine neuroprotek-
tive Funktion (ABBOTT et al. 2010).

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde zehn Tage nach SE ein erhohter Expressionslevel
von ABCBI1A, das neben ABCBIB den Transporter Pgp bei der Maus und der Ratte codiert,
im PHC der Ratten nachgewiesen. Allerdings ist im Rahmen der vorliegenden Studie ledig-

lich ABCBIA von Interesse, da nur ABCBIA in Gehirnkapillaren von Méusen und Ratten
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lokalisiert ist und sich ABCB1B ausschlieBlich im Gehirnparenchym befindet (DEMEULE et
al. 2002). In einem SE-Kainat-Modell, in dem chemisch ein initialer Insult gesetzt wird,
konnte ein signifikanter Anstieg von Pgp im HC, nicht aber in parahippocampalen Strukturen
von Ratten festgestellt werden (SEEGERS et al. 2002¢). Rizzi et al. (2002) wiesen in einer In-
vivo-Studie an Miusen eine erhdhte mRNA-Expression von Pgp im HC nach drei und 24
Stunden sowie nach drei Monaten nach einem initialen Insult nach. 72 Stunden nach SE stell-
ten sie keine Verdanderung der mRNA Expression fest (RIZZI et al. 2002). Auch in der vorlie-
genden Studie konnte ABCB1A im HC wihrend der Post-Insult-Phase und der Latenzphase
sowie im PHC wihrend der friihen Post-Insult-Phase identifiziert werden. Das Protein war
aber nicht differentiell exprimiert. Die vorliegende Studie stirkt die Vermutung, dass die In-
duktion von Pgp transient erfolgt, weshalb eine erhdhte Expression sowie die Regulierung
ABCB-assoziierter pathways in der chronischen Phase nicht mehr nachweisbar ist (SEEGERS
et al. 2002¢c; POTSCHKA 2010c).

Neben Pgp sind auch einige MRP-Transporter sowie BCRP (ABCG2) am aktiven Efflux-
Transport an der BHS involviert (ABBOTT et al. 2010). In der vorliegenden Studie konnte im
PHC in der chronischen Phase der regulierte pathway ATP binding cassette, sub family C
identifiziert werden. Die Subfamilie C der ABC-Transporter reprisentiert die MRP-Familie.
Dariiber hinaus konnte eine Regulierung des pathways ATP binding cassette, sub family G im
HC in der Post-Insult-Phase und im PHC in der chronischen Phase nachgewiesen werden.
Von den fiinf Vertretern der ABCG-Familie zéhlt nur der Transporter BCRP, der von dem
Gen ABCG2 codiert wird, wie Pgp und MRP2 zu den sog. Multidrug-Transportern. In einer
In-vivo-Studie an Ratten konnte eine erhohte Expression der ABC-Transporter MRP1, MRP2
und BCRP direkt nach einem elektrisch gesetzten initialen Insult in limbischen Strukturen wie
dem HC und dem PHC und in chronisch epileptischen Tieren im piriformen, entorhinalen und
perirhinalen Cortex des PHC nachgewiesen werden (VAN VLIET et al. 2005). Eine weitere
tierexperimentelle Studie an Ratten bestitigte eine Uberexpression von MRP2 nach einem
Pilocarpin-induzierten SE (HOFFMANN et al. 2006). Der Grund, dass ein signifikanter Ex-
pressionslevel der Vertreter der ABCC- und ABCG-Transporter nicht identifiziert wurde,
konnte in der Untersuchung des Gewebes zu punktuellen Zeitpunkten begriindet sein.

Die Regulation der ABCC- und ABCG-Transporter assoziierten pathways sowie die differen-
tielle Expression von ABCBI1A ist aus klinischer Sicht besonders relevant. Aufgrund ihrer
Lokalisation an der BHS wird eine Uberexpression der ABC-Transporter Pgp, BCRP und
MRP2 mit einer verringerten Gehirngéngigkeit vieler Medikamente in Verbindung gebracht.

Dies kann zur Ausbildung einer Pharmakoresistenz beitragen (LOSCHER u. POTSCHKA
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2005b; LOSCHER u. POTSCHKA 2005a). So konnte eine Uberexpression von Pgp im Ge-
hirngewebe von Patienten mit pharmakoresistenter Epilepsie nachgewiesen werden
(TISHLER et al. 1995; SISODIYA et al. 1999; DOMBROWSKI et al. 2001; ARONICA et al.
2004; LAZAROWSKI et al. 2004; KUBOTA et al. 2006; AK et al. 2007). Neben Pgp wurde
auch eine vermehrte Expression von Vertretern der MRP-Familie im epileptischen Gehirn
festgestellt (DOMBROWSKI et al. 2001; KUBOTA et al. 2006). Dariiber hinaus konnte in
diversen experimentellen Studien eine Kausalitit zwischen einer vermehrten Expression von
Pgp und einer Pharmakoresistenz gegeniiber AE, die mit hoher Wahrscheinlichkeit Pgp-
Substrate darstellen, hergestellt werden (RIZZI et al. 2002; POTSCHKA et al. 2004;
MARCHI et al. 2005; VOLK u. LOSCHER 2005; BRANDT et al. 2006; VAN VLIET et al.
2006; CUCULLO et al. 2007; VAN VLIET et al. 2007b; WEN et al. 2008). Zwar wurde in
unserer Studie dieser Zusammenhang nicht untersucht, aber in Verbindung mit den bisherigen
Erkenntnissen stiitzt es die Hypothese einer anfallsbedingten Hochregulierung von ABC-
Transportern und einer damit assoziierten Transporter-bedingten Pharmakoresistenz gegen-
iiber AE.

Interessanterweise konnte in unserer Studie eine Uberexpression von Proteinen nachgewiesen
werden, die wichtige zytoskelettale Strukturen mit der Zellmembran verbinden (SATO et al.
1992). EZR und RDX gehdren mit Moesin zu den sog. ERM-Proteinen, die involviert sind in
der Integration verschiedener ABC-Transporter in die kanalikulire Membran (KAWASE et
al. 2014). In der vorliegenden Studie wurde eine vermehrte Expression von RDX im HC zehn
Tage nach SE und im PHC acht Wochen nach SE identifiziert. AuBBerdem war das Protein
EZR im PHC in der Post-Insult-, der Latenz- und der chronischen Phase differentiell expri-
miert. Unsere Ergebnisse stiitzen die Hypothese einer relevanten Funktion der Proteine EZR
und RDX an der apikalen Integration von MRP2 (KIKUCHI et al. 2002; YANG et al. 2007)
sowie von Pgp durch RDX (WANG et al. 2006; KANO et al. 2011; YANO et al. 2013b). Die
erhohte Expression von EZR und RDX konnte darauf hindeuten, dass EZR und RDX wichti-
ge Faktoren in der posttranskriptionalen Regulation von MRP2 und Pgp durch die Veranke-

rung in der Zellmembran wihrend der Epileptogenese darstellen.

Regulation der Expression von Tight-Junction-Proteinen

Die Endothelzellen der BHS sind im apikalen Bereich der Zellen iiber Tight Junctions mitei-
nander verbunden. Dies reduziert den parazelluldren Ubertritt polarer Substanzen vom Blut-
plasma in das Gehirn und stellt dadurch eine Schutzfunktion des Gehirns dar (ABBOTT et al.

2010). Zahlreiche Studien weisen auf eine erhohte BHS-Permeabilitit wéhrend epileptischer
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Anfille hin, die iiber mehrere Tage bis Wochen andauert (YAFFE et al. 1995; LANSBERG et
al. 1999; AMATO et al. 2001; HONG et al. 2004; PAVLOVSKY et al. 2005; TOMKINS et
al. 2008; ALVAREZ et al. 2010; IVENS et al. 2010). Eine Dysfunktion der BHS ist dabei
assoziiert mit einer verdnderten Expression von Tight-Junction-Proteinen (MORIN-
BRUREAU et al. 2011; KIM et al. 2012; DEVINSKY et al. 2013). In der vorliegenden Studie
zeigten die zytoplasmatischen Tight-Junction-Proteine TJP1 und TJP2 eine Heraufregulierung
wéhrend der chronischen Phase im PHC sowie des Proteins TJP2 wéhrend der Latenzphase
im HC. Zudem zeigten auch die transmembranédren Tight-Junction-Proteine JAM3, ESAM
und CLDNDI1 eine vermehrte Expression. JAM3 war wéhrend der Post-Insult-Phase und der
Latenzphase im HC und in der chronischen Phase im PHC vermehrt reguliert. ESAM zeigte
wéhrend der Post-Insult-Phase im HC und CLDNDI1 wéhrend der Latenzphase im PHC eine
Heraufregulation. Dies bestdtigt die Beobachtung einer dysfunktionalen BHS in der frithen
Phase der Epileptogenese (SEIFFERT et al. 2004; MARCHI et al. 2007; RIGAU et al. 2007).
Zudem weist dies auf eine dysfunktionale BHS wiahrend der Latenzphase sowie acht Wochen
nach SE hin. Die vermehrte Expression dieser Tight-Junction-Proteine deutet moglicherweise
auf Kompensationsmechanismen in Folge einer durch einen epileptischen Insult und durch
epileptische Anfille verursachten dysfunktionalen BHS hin.

Wie bereits erwihnt fiihrt die Uberproduktion von VEGF zu einer erhdhten Permeabilitit der
BHS. Nach epileptischen Anfillen kommt es {iber die VEGF/VEGFR2-Signalkaskade zu ei-
ner Degradation von Tight Junctions der BHS durch die Proteine SRC, PI3K und p38MAP
(MARCHI u. LERNER-NATOLI 2013). Es konnte bereits festgestellt werden, dass anti-
VEGFR-Antikorper den Abbau von Tight Junctions reduzieren (MORIN-BRUREAU et al.
2011). AuBBerdem kann die Degradation von Tight Junctions durch SRC-Inhibitoren verhin-
dert werden (MORIN-BRUREAU et al. 2011). In kiinftigen Studien sollten weitere antiangi-
ogenetische Strategien durch die selektive Hemmung des proangiogenetischen Signalweges,

der durch die Proteine SRC, PI3K und p38MAP vermittelt wird, gepriift werden.
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VII. ZUSAMMENFASSUNG

Epilepsien zéhlen bei Hund und Katze sowie beim Menschen zu den haufigsten chronischen
Erkrankungen des zentralen Nervensystems (ZNS). Etwa ein Drittel der veterindr- und hu-
manmedizinischen Epilepsiepatienten sprechen nicht zufriedenstellend auf eine antikonvulsi-
ve Therapie mit Antiepileptika (AE) an. Aus diesem Grund ist die Erforschung der zugrunde
liegenden Mechanismen, die zur Entwicklung einer pharmakoresistenten Epilepsie fiihren,
von besonderem Interesse. Es gibt Hinweise, dass AE die Expression von ATP-binding cas-
sette (ABC)-Transportern an der Blut-Hirn-Schranke (BHS) induzieren. Dadurch kénnte im
Gehirn die therapeutisch wirksame Konzentration von AE nicht mehr erreicht werden. Des-
halb wurde im Rahmen der vorliegenden Studie an isolierten Gehirnkapillaren von Schweinen
die Regulation von P-Glykoprotein (Pgp), breast cancer resistance protein (BCRP) und mul-
tidrug resistance-associated protein 2 (MRP2) durch eine ein-, drei- und fiinfstiindige Exposi-
tion mit Phenobarbital (PB), Carbamazepin (CBZ) und Topiramat (TPM) in therapeutisch
relevanten Konzentrationen untersucht.

Durch die Studie konnte gezeigt werden, dass eine drei- und eine flinfstiindige Exposition mit
PB und CBZ eine erhdhte Transportaktivitdt von Pgp zur Folge hatte. Eine Inkubation mit
beiden AE fiihrte zu einer erhohten Transportaktivitdit von MRP2 zu allen drei Zeitpunkten.
Die Transportaktivitit von MRP2 war nach einer drei- und flinfstiindigen Inkubation mit TPM
erniedrigt. Fiir BCRP konnte eine verringerte Transportaktivitidt nach Exposition mit PB nach
finf Stunden und mit TPM nach drei und fiinf Stunden festgestellt werden. Die Proteinex-
pression von Pgp war nach einer dreistiindigen Inkubation mit PB und TPM nicht veridndert,
es zeigte sich jedoch eine verringerte Proteinexpression nach einer dreistliindigen Exposition
mit CBZ. Nach Zugabe von PB, CBZ und TPM konnte keine Verdnderung der Proteinexpres-
sion von BCRP nachgewiesen werden.

In den Transport-Studien der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine Regulation von Pgp,
BCRP und MRP2 durch PB, CBZ und TPM in therapeutisch relevanten Konzentrationen an
isolierten porcinen Gehirnkapillaren nachgewiesen. Die Effekte der AE auf die Funktion von
Pgp, BCRP und MRP2 konnten Auswirkungen auf die Aufnahme dieser Medikamente in das
Gehirn haben und damit die Therapie von Epilepsien und anderen ZNS-Erkrankungen beein-
flussen. Die Regulation der Transporter durch die AE konnte zudem einen Einfluss auf die
protektive Funktion der BHS gegentiber toxischen Fremdstoffen haben.

In kiinftigen Studien sollte die Regulation von BCRP und MRP2 an der BHS nach einer

Langzeit-Applikation von AE untersucht werden.
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Die Identifizierung geeigneter Zielstrukturen und Biomarker sowie das Verstindnis der pa-
thophysiologische Prozesse wihrend der Epileptogenese stellen die Basis fiir die Entwicklung
praventiver Strategien in der Epilepsieforschung dar. Proteomische Studien kénnen dazu bei-
tragen, epileptogenese-assoziierten zelluliren und molekularen Verdnderungen sowie neue
Therapiestrukturen zu identifizieren. Anhand zahlreicher tierexperimenteller Studien konnte
ein direkter Zusammenhang zwischen einer Dysfunktion der BHS und der Epileptogenese
hergestellt werden. Ferner wurde festgestellt, dass eine anhaltende Anfallsaktivitit eine ver-
mehrte Expression von ABC-Transportern an der BHS verursacht. Deshalb wurde das Prote-
om des Hippocampus (HC) und des parahippocampalen Cortex (PHC) von Ratten auf BHS-
assoziierte Verdnderungen wihrend der Epileptogenese untersucht.

In der vorliegenden Studie konnte eine Regulierung Wachstumsfaktoren-assoziierter Proteine
und pathways, insbesondere im PHC wéhrend der Latenzphase, nachgewiesen werden. In
diesem Zusammenhang wurde das differentiell exprimierte Protein nucleolin identifiziert, das
als angiogenetischer Marker fungiert. Zur Validierung der Proteomdaten, aber auch zur Be-
stimmung der anatomischen und zelluldren Verteilung von nucleolin wurde eine immunhisto-
chemische Féarbung etabliert. Eine abschlieBende Quantifizierung der Expression von nucleo-
lin auf zelluldrer Ebene muss noch durchgefiihrt werden.

Dariiber hinaus zeigten sich vor allem im PHC eine Regulierung ABC-Transporter-
assoziierter Proteine und pathways sowie eine Heraufregulierung von ABCB1A wihrend der
Latenzphase. Zudem wurde eine vermehrte Expression Tight Junction-assoziierter Proteine
wihrend der drei Phasen festgestellt.

Die Ergebnisse dieser Studie weisen darauf hin, dass die Angiogenese auch wéhrend der Epi-
leptogenese einen komplexen und fein regulierten Prozess darstellt, der auf der Balance pro-
und antiangiogenetischer Regulationsmechanismen beruht. AuBlerdem liefert die Studie neue
Erkenntnisse liber molekulare angiogenese-assoziierte Verdnderungen wahrend der Epilepto-
genese. Sie deutet darliber hinaus auf eine Anfalls-assoziierte Regulation von ABC-
Transportern und auf eine Dysfunktion der BHS wéhrend der Epileptogenese hin.

Fiir die Zukunft bleibt zu untersuchen, ob die identifizierten Angiogenese- und Tight Junc-
tion-assoziierten Proteine geeignete Targets in der medikamentellen Behandlung und Priven-
tion von Epilepsien darstellen konnten. Die vorliegende Studie bietet eine Basis fiir weitere

Untersuchungen und Charakterisierungen geeigneter Biomarker und Zielstrukturen.
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VIII. SUMMARY

Epilepsies are one of the most common chronic neurologic disorders in dogs and cats as well
as in humans. However, about one third of veterinary and human patients with epilepsy re-
spond poorly to pharmacotherapy. For this reason, it is for particular interest to investigate the
underlying mechanisms of pharmacoresistant epilepsy. Evidence exists that AEDs themselves
induce the expression of ATP-binding-cassette (ABC) transporters at the BBB. Thus, thera-
peutic effective concentrations of the AEDs couldn’t be reached at their site of action. There-
fore, within the scope of this study we investigate the regulation of P-Glycoprotein (Pgp),
breast cancer resistance protein (BCRP) and multidrug resistance-associated protein 2
(MRP2) in isolated porcine brain capillaries after exposure to therapeutically relevant concen-
trations of phenobarbital (PB), carbamazepine (CBZ) and topiramate (TPM) for one, three
and five hours.

This study shows that exposing isolated porcine brain capillaries to PB and CBZ for three and
five hours significantly increased transport activity of Pgp. Incubation with PB and CBZ re-
sults in increased transport activity of MRP2 at all three time points. Transport activity of
MRP2 was decreased after incubation with TPM for three and five hours. PB exposure for
five hours and TPM exposure for three and five hours decreased transport activity of BCRP.
Protein expression of Pgp showed no difference after three hour incubation with PB or TPM.
However, exposure to CBZ for three hours demonstrated a decreased protein expression level
of Pgp. Incubation with PB, CBZ and TPM had no effect on protein expression levels of
BCRP.

For the first time, this study reveals the regulation of Pgp, BCRP and MRP2 in isolated por-
cine brain capillaries after the exposure to therapeutically relevant concentrations of PB, CBZ
and TPM. The effects of these AEDs on the function of Pgp, BCRP and MRP2 aftfect brain
drug delivery. This could influence the pharmacological therapy of epilepsies and other CNS
disorders. The regulation of the respective ABC transporters by AEDs could also have an im-
pact on the protective function of the BBB against toxic environmental compounds.

However, further studies are needed to examine the regulation of BCRP and MRP2 at the

BBB after long-term application of AEDs.

The identification of ideally suited target structures and biomarkers as well as the pathophysi-
ological understanding of epileptogenesis provide the basis for the development of approach-
es to prevent epilepsy. Proteomic profiling contributes to the identification of detailed cellular

and molecular alterations associated with epileptogenesis and new therapeutic targets. Vari-
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ous in vivo studies have demonstrated that BBB dysfunction is associated with epileptogene-
sis. Moreover, persistent seizure activity causes an overexpression of ABC transporters at the
BBB. Therefore, the proteome of hippocampal (HC) and parahippocampal cortex (PHC) tis-
sue of rats was analysed with regard to BBB alterations during epileptogenesis.

This study revealed a regulation of proteins and pathways associated with growth factors,
especially in the PHC during the latency phase. In this context, the differentially expressed
protein nucleolin was identified. Nucleolin is used as an angiogenetic marker. An immuno-
histochemical staining was established to validate the proteomic data and to determine the
anatomical and cellular distribution of nucleolin. A final quantification of the cellular expres-
sion of nucleolin has not yet been performed.

In addition, ABC transporter-associated proteins and pathways as well as ABCBIA were
uregulated in particular in the PHC during the latency phase. Furthermore, an increased ex-
pression of tight junction-associated proteins was demonstrated during all three phases.

The results of this study indicate that angiogenesis during epileptogenesis is a complex and
fine-tuned process based on the balance of pro- and antiangiogenic regulatory mechanisms. In
addition, the study allows new insights into molecular angiogenesis-associated alterations. It
also provides evidence of seizure-associated regulation of ABC transporters and of a dysfunc-
tional BBB during epileptogenesis.

Further research is needed in order to functionally characterize the identified proteins associ-
ated with angiogenesis or BBB dysfunction as therapeutic target for the medical treatment or
prevention of epileptogenesis. This analysis provides a basis for further investigations and

characterisations of suitable biomarkers and target structures.
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ANHANG

Substanzen

Substanzen

Hersteller

Ammonium-Nickelsulfat-Hexahydrat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

BODIPY -Prazosin (BP)

Invitrogen,

Darmstadt, Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

Calciumchlorid (CaCl,)

Honeywell Riedel-de Haén,

Seelze, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Carbamazepin (CBZ)
Schnelldorf, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Casein
Schnelldorf, Deutschland
CellLytic™ Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Mammalian Tissue Lysis/Extraction Reagent

Schnelldorf, Deutschland

Ethylendiamintetraacetat freier Protease-

Inhibitor Complete

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

p-Cumarséure

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

D-Glukose

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Dextran from Leuconostoc spp.

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

Diaminobenzidin (DAB)

Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Schnelldorf, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,

Dithiotreitol (DTT)
Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG,
Eisessig
Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA,
Entellan
Darmstadt, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG,
Ethanol
Karlsruhe, Deutschland
o AppliChem GmbH,
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA,

Folin-Ciocalteus Phenolreagenz
Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Fumitremorgin C (FTC
s ( ) Schnelldorf, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,

Glycerol
Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG,
Glycin
Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG,
Héamalaun
Karlsruhe, Deutschland
Biochrom AG,
HEPES
Berlin, Deutschland
Merck KGaA,
Kaliumchlorid (KCI)

Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO
ydrogenphosphat (KFLPO.) Schnelldorf, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,

Kupfer-II-sulfat x 5 H;O (CuSOy)
Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

Luminol

Merck KGaA,

Magnesiumsulfat (MgSQOy4)
Darmstadt, Deutschland
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Mercaptoethanol

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

3-[[3-[2-(7-chloroquinolin-2-yl)vinyl] phenyl] -

(2-dimethylcarbamoylethylsulfanyl)
methylsulfanyl] propionic acid (MK-571)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

Natriumcarbonat (Na,COs3)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Natriumcitrat Dihydrat

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

) Merck KGaA,
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOj3)
Darmstadt, Deutschland
) ) Merck KGaA,
Natriumhydroxid (NaOH)
Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA,

Natriumkaliumtatrat (Seignettesalz)

Darmstadt, Deutschland

Natriumpyruvat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

[N-°(4-nitrobenzofurazan-7-yl)-D-Lys"] -
cyclosporine A (NBD-CSA)

Roland Wenger,
Heidelberg, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Phenobarbital (PB)
Schnelldorf, Deutschland
Polyacrilamid 30 % Carl Roth GmbH & Co. KG,
(Rotiphorese® Gel 30) Karlsruhe, Deutschland

Poly-L-Lysine

Biochrom AG,
Berlin, Deutschland

Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat
(Tween®20)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Protein Marker V prestained

peqlab,
Erlangen, Deutschland

PSC-833

Tebu-bio GmbH,
Offenbach, Deutschland

Roti®-Block proteinfrei

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
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Salzsdure 32 % (HCI)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Serum (Ziege)

Vector Laboratories, inc.,
Burlingame, USA

Sodium dodecyl sulfate (SDS)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Streptavidin/Meerrettich-Peroxidase (HRP)

Dianova GmbH,
Hamburg, Deutschland

Texas Red (Sulforhodamine 101)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

Topiramat (TPM)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

TMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin,
1,2-Bis(dimethylamino)-ethan

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Tris-(hydroxymethyl)-
Aminomethan (C4sH;;NO3)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Triton X

AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Trypsin from bovine pankreas

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

Wasserstoffperoxid (H,O,)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Xylol

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
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Antikorper

Bezeichnung

Firma

Anti-B-Aktin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

Enzo Life Sciences GmbH,
BXP-53
Lorrach, Deutschland
Enzo Life Sciences GmbH,
C219
Lorrach, Deutschland
Santa Cruz,
C23 (MS-3)
USA
Abcam,
EPR7952

Cambridge, England

HRP Esel anti-Ratte

Dianova GmbH,
Hamburg, Deutschland

HRP Ziege anti-Maus

Dianova GmbH,
Hamburg, Deutschland

Ziege anti-Kanninchen biotinyliert

Dako Deutschland GmbH,
Hamburg, Deutschland
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3. Losungen und Puffer

3.1. Transport-Assay und Western Blot

Isolationsldsung

103 mM NacCl

4,7 mM KC1

1,2 mM KH,PO4

10 mM HEPES

1,2 mM MgSO4x 7 H,O
2,5 mM CaCl,x 2 H,O
pH 7,4

Isolationslosung mit BSA

Isolationslosung
25mM NaHCOs

10 mM Glukose

1 mM Natriumpyruvate
0,5 % BSA

pH 7,4

CTC-Reagenz

0,1 % CuSO4 x 5 H,O

0,2 % Na-K-tatrat (Seignettesalz)
10 % Na,CO;

Lowry-Reagenz A
2 ml CTC-Reagenz
2 ml 0,8 M NaOH
4 ml 5 % SDS

Lowry-Reagenz B

1 ml Folin Reagenz

5 ml Aqua dest.
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Probenpuffer 5-fach

200 mM Tris

10 % SDS

200 mM DTT

0,2 % Bromphenolblau
20 % Glycerol

25 % B-Mercaptoethanol
pH 6,8

Laufpuffer (10-fach)
25 mM Tris

192 mM Glycin

0,1 %SDS

Blotting-Buffer (10-fach)

25 mM Tris
96 mM Glycin

TBS/T

25 mM Tris

190 mM NacCl
0,1 % Tween 20
pH 7,7

Blocking-Losung
5 % Milchpulver
TBS/T

ECL-Reagenz
2 ml Tris 1 M (pH 8,5)

89 ul p-Cumarséure
200 pl Luminol
18 ml Aqua dest.
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8 % Trenngel (fur zwei Gele)

6,1 ml Aqua dest.

3,75 ml 1,5 M Tris (pH = 8,8)
100 pul 10 % SDS

4 ml PAA 30 %

15 ul TMED

75 ul 10 % APS

3.5 % Sammelgel (fiir zwei Gele)
7,1 ml Aqua dest.

1 ml 1,25 M Tris ( pH = 6,8)

100 ul 10 % SDS

1,7 ml 30 %PAA

20 pul TMED

100 ul 10 % APS

3.2. Immunhistochemie

Blocking-Ldsung

Carrier-Losung
5,95 % Serum (Ziege)
2,95 % BSA

Carrier-LOsung

0,05 M TBS

1 % Serum (Ziege)
1 % BSA
0,3 % Triton X

Casein-Block (serumftrei)
0,05 M TBS

0,25 % Casein

0,05 M Tris
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Diaminobenzidin (DAB)-Reaktionslosung

Tris-Nickel-Losung
0,025 % DAB x 4 HCL
0,006 % H,0O,

EDTA-Puffer
10 mM Tris

1 mM EDTA
0,5 % Tween 20
pHO

Natrium-Citrat-Puffer
10 mM NaCitrat dihydrat
pH 6,0

priméres AntikOrperserum

serumfreier Casein-Block
0,1 % Tween 20
anti-nucleolin 1:2000

Sekundires AntikOrperserum

serumfreier Casein-Block

biotinylierten Ziege anti-Kanninchen 1:500

Streptavidin/HRP-Komplex

1:1400 Streptavidin/ Meerrettich-Peroxidase

0,05 M TBS

TBS

0,05 M Tris
0,15 M NaCl
pH 7,6
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TBS/ Tween20 (Waschpuffer)
0,05 M Tris

0,15 M NaCl

0,05 % Tween 20

pH 7,6

Tris-EDTA-Puffer
10 mM Tris

1 mM EDTA

0,05 % Tween 20
pH 9

Tris-Nickel-Losung
0,05 M TBS
0,6 % Ammonium-Nickelsulfat

pH 7,6

Tris-Puffer

0,05 M Tris

0,15 M NaCl
0,05 % Tween 20
pH 7,6

Trypsinldsung
8 g NaCl

0,2 g KCl

0,2 g KH,PO,
1,15 g Na,HPO,
1,25 g EDTA
1,25 g Trypsin
Aqua dest. ad 11
pH 7,4
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Wasserstoffperoxidlosung
30 % H,0,
0,05 M TBS
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4. Geriite
Geriit Bezeichnung/ Hersteller
Besonderheit
Anschlussgerit der
Consort Power Supp- peqlab,
Gelelektrophorese
ly(E831) Erlangen, Deutschland
und des Blotters
Interne Werkstatt,
Blotter
Miinchen, Deutschland
Fusion peqlab,
Chemolumineszenz-Kamara
Advanced FX7 Erlangen, Deutschland
Digital Kamera des Hitachi Denshi,

Hitachi HV-C20A

Konfokalen Mikroskops Tokyo, Japan

Gelelektrophorese-kammer

fiir SDS-Gelelektrophorese

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Mini-Protean 11

Miinchen, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Gelgiel3stand fiir SDS-Gel

Miinchen, Deutschland

Fisher Scientific GmbH
Glashomogenisator 40 ml-Gefal3
Schwerte, Deutschland
Hartenstein,

Glasperlen 3 mm Durchmesser

Wiirzburg, Deutschland

Fisher Scientific GmbH
Glaspistill fiir 40 ml-Gefal

Schwerte, Deutschland
Glassidule TH. G

Kamera des Carl Zeiss,

Zeiss Axiocam MRc¢

Lichtmikroskops Jena, Deutschland
Carl Zeiss,
Konfokales Mikroskop LSM 510

Jena, Deutschland

Lichtmikroskop Olympus BH-2 Olympus, Japan
SEVERIN Elektrogerite
Mikrowelle Severin MW 7803 GmbH,
Sundern, Deutschland
o ‘ VWR International GmbH,
Minihomogenisator

Darmstadt, Deutschland
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. ‘ Hartenstein,
Nylonsieb 210 pm Maschenweite
Wiirzburg, Deutschland
Hartenstein,
Nylonsieb 150 um Maschenweite
Wiirzburg, Deutschland
Gerhard Menzel B.V. & Co.
Objekttrager Superfrost Plus KG, Braunschweig, Deutsch-
land
eqlab,
PVDF-Membran ped
Erlangen, Deutschland
Reichert-Jung,
Rotationsmikrotom 1165/Rotocut
NubBloch, Deutschland
IKA®-Werke GmbH & Co.
Riittler KG
Staufen, Deutschland
Genesys 10S UV-Vis ThermoScientific,
Spectrophotometer
Spektrometer Waltham, USA
Eppendorf,
Thermomixer 5436
Hamburg, Deutschland
LMS® VTX-3000L Hartenstein,
Vortexer
Mixer UZUSIO Wiirzburg, Deutschland
Medax Nagel GmbH & Co.
Wasserbad Typ 24900 KG,
Neumiinster, Deutschland
‘ N Thermo Scientific
Zentrifuge RC 6
Schwerte, Deutschland
Hettich-Zentrifuge,
Zentrifuge Mikro 200 )
Tuttingen, Deutschland
‘ Sorvall RC ThermoScientific
Zentrifuge
M150 GX Schwerte, Deutschland
‘ Thermo Fischer Scientific,
Zentrifugengefalle 50 ml, 250 ml

Rochester, USA
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S.

Software

Software

Hersteller/URL

Bildanalysesoftware KS 400

Carl Zeiss, Microimaging GmbH,
Gottlingen, Deutschland

ConsensusPathDB

http://consensuspathdb.org/

Excel 2010

Microsoft, Redmond, WA, USA

Graph Pad Prism 5.0

GraphPad Software, Inc.,
La Jolla, USA

Genomatix

Genomatix Software GmbH,

Miinchen, Deutschland

Image J 1.4.3.67

Launacher Symmetry Software,
NIH, Bethesda, USA

PowerPoint 2010

Microsoft, Redmond, WA, USA

Progenesis-Software

Version 2,5, Nonliner Dynamics Limited,

Newcastle upon Tyne, UK

Programmiersprache R

http://www.r-project.org/
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6. R-Skript

Programmcode fiir die graphische Darstellung der individuellen Expression der Proteine mit-

tels Heatmaps.

BEBBB BB BB R R HHHHHHHHAHRRHAHE R-Paket (@) #H######H#HH#HHHHHAHHHHHHAHHHHHHRHRHHH
Tibrary(gplots)
#EH SRR R R RS RHHHH R AAA#E Einlesen und Bearbeiten der Daten ###########H#HHHHHHHHIHY

data <- read.csv("Dateipfad.csv")

options(outbDec=",") #Dezimaltrennzeichen=",

#log2-Transformierung und Datenkonvertierung in ein Matrixformat
mat_data <- data.matrix(log2(data[,2:ncol(data)]))
rownames (mat_data) <- data[,1]

#Datenbearbeitung (Runden) fiir die nachfolgende zellenbeschriftung
mat <- data.matrix(data[,2:ncol(data)])
mat <- ifelse(mat>0.05, round(mat, digits=1), round(mat, digits=2))

#pefinierung der Farbskalierung fur die Heatmap
my_palette <- colorRampPalette(c("red", "white", "blue")) (n=299)

H#HHR AR ErstelTung der Heatmap #########HH#H#IH#HHIH#H1H1HH#

heatmap.2(mat_data, cellnote=mat, notecol="black", notecex=0.68, scale="none",
key = FALSE, density.info="none", trace="none", margins=c(10,9),
col=my_palette, dendrogram="none", cexCol=1.0, cexRow=1.0,

Colv=FALSE)
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