Interaktion zwischen entorhinalem Kortex und
Hippokampus bei der Temporallappenepilepsie

HABILITATIONSSCHRIFT

zur Erlangung der Lehrbefihigung
fiir das Fach
PHYSIOLOGIE

vorgelegt dem Fakultiitsrat der Medizinischen Fakultit der Charité

der Humboldt-Universitit zu Berlin

von
Herrn Dr. med. Joachim Behr

geboren am 26. Juni 1965 in Kdln

Président: Prof. Dr. rer. nat. J. Mlynek

Prof. Dr. Joachim W. Dudenhausen

eingereicht am: 17. April 2002
Datum des o6ffentlich-wissenschaftlichen Vortrages: 28. Januar 2003
Gutachter: 1. Prof. Dr. Luhmann, Mainz

2. Prof. Dr. med. Witte, Jena



EIDESSTATTLICHE VERSICHERUNG

gemdal Habilitationsordnung der Charité

Hiermit erklére ich, daf3

1. keine staatsanwaltschaftlichen Ermittlungsverfahren gegen mich anhéngig sind,

2. weder frither noch gleichzeitig ein Habilitationsverfahren durchgefiihrt oder angemeldet
wurde bzw. welchen Ausgang ein durchgefiihrtes Habilitationsverfahren hatte;

3. die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfaflt, die beschriebenen
Ergebnisse selbst gewonnen wurden, sowie die verwendeten Hilfsmittel, die
Zusammenarbeit mit anderen Wissenschaftlerinnen oder Wissenschaftlern und
technischen Hilfskriaften und die Literatur vollstdndig angegeben sind,

4. der Bewerberin oder dem Bewerber die geltende Habilitationsordnung bekannt ist,

Datum Unterschrift



Erkliarung

Die vorliegende Habilitationsschrift wurde selbstindig und ohne fremde Hilfe verfalit. Neben
der von mir zitierten Literatur ist die vorliegende Schrift auf der Grundlage von neun
publizierten und zwei eingereichten Publikationen verfaflt. An diesen Publikationen waren
stets mehrere Autoren beteiligt. Der eigene Anteil war jeweils unterschiedlich gro3: Die im
Jahr 1996 publizierten Arbeiten wurden hinsichtlich der Konzeption in Kooperation mit den
Mitautoren verfat. Die Experimente wurden allerdings vollstindig von mir durchgefiihrt
(Behr et al., 1996a-c). Alle weiteren, von mir als Erstautor publizierten Arbeiten, wurden
vollstindig von mir konzipiert, abgefaf3t und bis auf wenige Experimente (maximal 10-20%
der Experimente) durchgefiihrt (Behr et al. 1998a,b; Behr et al. 2000a-c; Behr et al.2001;
Behr et al. 2002, eingereicht). In der von mir als Mitautor publizierten Arbeit war ich
wesentlich an der Konzeption der Arbeit beteiligt, der experimentelle Anteil betrug ca. 20%
(Gloveli et al., eingereicht). Mit allen von mir angegebenen Mitautoren fand stets eine rege

Diskussion statt, die wesentlich zu dem Gelingen der Arbeiten beigetragen hat.



Danksagung

Die Arbeit der zuriickliegenden Jahre im Institut fiir Physiologie der Charité, an der
University of California in Los Angeles und schlieBlich im Neurowissenschaftlichen
Forschungszentrum der Charité habe ich an keinem Tag als einen Beruf mit all seinen
iiblichen Abhéngigkeiten und Verpflichtungen empfunden. Vielmehr war es eine Zeit in der
ich das Privileg besall meinem Interesse und meiner Neugier an den Neurowissenschaften
ungezwungen nachgehen zu konnen. Diese Freude an der Arbeit beruht jedoch nicht alleine
auf dem Thema Neurowissenschaften. Ein wesentlicher Grund liegt in dem wissenschaftlich
ambitionierten und zugleich menschlichen Umfeld, in dem ich dieser Arbeit nachgehen
durfte. Mein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Uwe Heinemann, der dieses Umfeld
maBgeblich geprdgt hat. Mit seiner wissenschaftlichen Kompetenz und gleichzeitig zur
Selbstdndigkeit anleitenden Art schafft er ein kreatives Umfeld, das auf eine aullerordentlich
angenechme Weise motiviert und somit das Zustandekommen einer Arbeit wie der
vorliegenden erst ermoglicht. Dieser kompetente und gleichzeitig informelle Stil hat

nachhaltig viele seiner jetzigen und ehemaligen Mitarbeiter gepragt.

So auch seinen ehemaligen post-doc Prof. Istvan Mody, dem ich dafiir danken mochte, da3
ich tiber ein Jahr in seinem Labor an der UCLA unabhéngig forschen konnte. Des weiteren
mochte ich Prof. Heitmann, K8In, und Prof. Elger, Bonn, danken: Uber die klinisch orientierte
Arbeit mit kortikalen Syndromen und Erkrankungen wie der Aphasie und der Epilepsie wurde
im Rahmen meiner Promotionsarbeit sowie meiner ersten klinischen Tétigkeit mein Interesse
an den zelluliren Grundlagen kortikaler Erkrankungen wesentlich gebahnt. Erst die
theoretische Einbindung der auf zellulirer Ebene erhobenen Daten in komplexe hohere

Systeme macht zelluldre Elektrophysiologie zu einem Erlebnis.

Die vorliegende Habilitationsschrift ist selbstverstidndlich nicht das Werk eines Einzelautors,
sondern vielmehr das Produkt einer mehrjdhrigen wissenschaftlichen Arbeit in einer Gruppe
von Kollegen und Freunden. An dieser Stelle mochte ich insbesondere Dr. Tengis Gloveli,
Dr. Dietmar Schmitz, PD Dr. Andreas Draguhn, Dr. Christine Gebhardt, Dr. Siegrun Gabriel
und Dr. Rolf Klee fiir die Zusammenarbeit, Anregungen und Hilfestellungen herzlich danken.
Vielféltige Unterstilitzung in technischen Problemen erfuhr ich von Dr. Hans-Jiirgen Gabriel
und Dr. Herbert Siegmund. Ohne sie hétten unsere MeBpldtze an so manchen Tagen
stillgestanden. Bei Astrid Diierkop mochte ich mich fiir ihre auBlerordentlich engagierte Hilfe

in der Literaturrecherche und Dokumentation bedanken. In der Prédparation unserer

4



Epilepsiemodelle haben wir sehr viel Unterstiitzung von Dr. Katrin Schulze erhalten, vielen
Dank. Dr. Thomas Nicolas Lehmann mochte ich schlieBlich fiir die Bereitstellung des von
ihm resezierten humanen epileptischen Gewebes herzlich danken. Der Vergleich der Befunde
des Tiermodells mit denen des humanen Gewebes hat uns die Tiir zu einer neuen Form der

Epilepsieforschung gedffnet.

Des weiteren mochte ich ausdriicklich den Mitgliedern meiner eigenen Arbeitsgruppe fiir
ihren nicht selbstverstdndlichen Einsatz und Riickhalt danken. Insbesondere in den Zeiten, in
denen ich in der Klinik gearbeitet habe, habe ich ihre Selbstindigkeit, Kreativitdt und eigenen
wissenschaftliche Beitrdge zu schétzen gelernt: Dies sind Christian Wozny, Jorg Solger,
Anatol Kivi, Dr. Andreas Knopp, Susanne Walden und Nadine Buck. Ich hoffe, da3 es
aufgrund der zeitweisen Doppelbelastung und der vielfdltigen organisatorischen und
administrativen Aufgaben der wissenschaftliche Austausch und die Betreuung nicht allzusehr

gelitten haben.

AbschlieBend mochte ich meiner Familie, Katja, Linus und Clara sowie meinen Eltern dafiir
danken, mir stets das Gefiihl gegeben zu haben, dal} es bei aller Freude an der Arbeit noch

etwas Wichtigeres gibt. Danke.



INHALTSVERZEICHNIS

1.

3.

4.

Zusammenfassung

1.1.
1.2.

Interaktion zwischen entorhinalem Kortex und Hippokampus

Die Rolle des Subikulums in der Temporallappenepilepsie

Einleitung

2.1.
2.2.
2.3.
24.
2.5.
2.6.
2.7.
2.8.
2.9.
2.10.

Die Temporallappenepilepsie

Die hippokampale Formation

Der entorhinale Kortex

Die Area dentata

Das Subikulum

Pathophysiologie der Epilepsien

Kindling: Ein in vivo Modell der Temporallappenepilepsie
In vitro Epilepsiemodelle

Fragestellungen

Methoden

2.10.1. Hirnschnittprdparation und elektrophysiologische Ableittechniken
2.10.2. Pharmaka

2.10.3. Invitro Epilepsiemodelle
2.10.4. Kindling-Modell

Eigene Arbeiten

3.1.

Interaktion zwischen entorhinalem Kortex und Hippokampus

3.1.1.  Ausbreitungsverhalten epileptiformer Aktivitdt

3.1.2.

3.1.3.  Die Rolle der Kainat-Rezeptoren in der Area dentata

3.2

Die Rolle des Subikulums in der Temporallappenepilepsie

3.2.1.  Das Subikulum im Epilepsiemodell

3.2.2.  Die temporoammonische Projektion des EC zum Subikulum

3.2.3.  Pharmakologische Untersuchungen

Diskussion und Ausblick

4.1.
4.2.
4.3.

Interaktion zwischen entorhinalem Kortex und Hippokampus
Die Rolle des Subikulums in der Temporallappenepilepsie

Die Wirkung von Dopamin im Subikulum

6

10

10
11
14
15
16
17
18
19
20
21
21
21
22
22
23

23
23

Die Rolle des NMDA-Rezeptors in der Fortleitung epileptiformer Aktivitdt 24

26
28
29
30
31
33

33
35
37



5. Literaturverzeichnis 39
6. Eigene Veroffentlichungen im Original 57

6.1. Behr et al., Neurosci. Lett. 216: 41-44, 1996. (Ref. 1)

6.2 Behr et al., J. Neurophysiol. 79: 1726-1732, 1998. (Ref. 2)

6.3. Behr et al., J. Neurophysiol., 85(5): 2195-202, 2001. (Ref. 3)

6.4. Behr et al., Eur. J. Neurosci., eingereicht. (Ref. 4)

6.5. Behr et al., Neurosci. Lett. 220: 41-44, 1996. (Ref. 5)

6.6. Behr et al., Neurosci. Lett. 205: 25-28, 1996. (Ref. 6)

6.7. Behr et al., Brain Res., 867:259-64, 2000. (Ref. 7)

6.8. Behr et al., Eur. J. Neurosci. 10: 1011-1018, 1998. (Ref. 8)

6.9. Gloveli et al., J. Neurophysiol., eingereicht. (Ref. 9)

6.10. Behr et al., J. Neurophysiol., 84(1):112-119, 2000. (Ref. 10)

6.11. Behr et al., Brain Res., 861:160-164, 2000. (Ref. 11)



1. Zusammenfassung

1.1. Interaktion zwischen entorhinalem Kortex und Hippokampus

Lernen und Gedéchtnis sind auf das engste mit dem Hippokampus und dem entorhinalen
Kortex (EC) verbunden. Allerdings sind diese Hirnstrukturen auch an einer der haufigsten und
medikamentos oftmals nur schwer therapierbaren fokalen Epilepsien beteiligt: der mesialen

Temporallappenepilepsie (TLE).

Der EC scheint eine wesentliche Bedeutung in der Generierung extrahippokampaler
Temporallappenanfille zu besitzen. Unsere bisherigen Untersuchungen zur Interaktion
zwischen dem EC und dem Hippokampus haben gezeigt, dal unter physiologischen
Bedingungen die Area dentata eine Filterfunktion iibernimmt und die Ubertragung
epileptiformer Aktivitit vom EC zum Hippokampus unterbindet. Im chronisch epileptischen
Tier (Kindling-Modell) kommt es allerdings zu einer Authebung dieser Filterfunktion und

somit zu einer ungehinderten Ausbreitung epileptiformer Aktivitét in den Hippokampus.

Da der glutamaterge NMDA-Rezeptor eine zentrale Rolle in der Induktion
nutzungsabhingiger Plastizitit spielt, ist er von wesentlicher Bedeutung in der
Epileptogenese. Untersuchungen an Kornerzellen der Area dentata zeigten wenige Stunden
nach dem letzten epileptischen Anfall eine Zunahme der iiber NMDA-Rezeptoren
vermittelten Strome. Diese fithrte zu einer Faszilitierung hochfrequenter reizevozierter
Potentiale. Dieser Befund zeigt, da3 im epileptischen Gewebe hochfrequente Entladungen die
Area dentata liberwinden konnen und in den Hippokampus weitergeleitet werden. Vier
Wochen nach dem letzten Anfallsereignis waren die beschriebenen Verdnderungen allerdings
nicht mehr nachweisbar. Diese kurzzeitig verdnderte synaptische Transmission der NMDA-
Rezeptorkandle scheint demzufolge eher fiir die Epileptogenese als fiir die Ictogenese

verantwortlich zu sein.

Die Bedeutung der Kainat-Rezeptoren im chronisch epileptischen Gewebe ist aufgrund der
bis vor wenigen Jahren fehlenden selektiven Agonisten und Antagonisten kaum untersucht
worden. Wir haben gezeigt, dal in der Area dentata des chronisch epileptischen Tieres
(Kindling-Modell) die Aktivierung von prasynaptischen Kainat-Rezeptoren inhibitorischer
Interneurone sowohl die spontane als auch die reizevozierte GABA-Freisetzung reduziert.
Uber diesen Mechanismus scheint der wihrend eines epileptischen Anfalls vermehrt
freigesetzte exzitatorische Neurotransmitter Glutamat die GABAerge Inhibition zu

vermindern und somit die Erregbarkeit der Area dentata zu steigern.
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1.2. Die Rolle des Subikulums in der Temporallappenepilepsie

Eine wesentliche Aufgabe des Subikulums ist es, hippokampale Informationen zu verarbeiten
und in verschiedene kortikale und subkortikale Hirnregionen weiterzuleiten. Zudem scheint es
von besonderer Bedeutung fiir die Generierung und Ausbreitung hippokampaler Anfille zu
sein. Gestiitzt wird diese Annahme durch folgende Befunde: Zunichst besitzt das Subikulum
Netzwerkeigenschaften, die es ithm im in vitro Epilepsiemodell ermdglichen, spontane
epileptiforme Aktivitidt zu generieren. Dariiber hinaus verfiigt es iiber einen hohen Anteil
sogenannter ,,burst-spiking* Zellen. Deren intrinsische Eigenschaften tragen erheblich zu dem
epileptogenen Verhalten des Subikulums bei. Weiterhin erhalten subikuldre Pyramidenzellen
exzitatorische Eingénge sowohl aus der Area CAl als auch aus dem EC, welche bereits bei
Ruhemembranpotential aktivierbare NMDA-Rezeptorstrome zeigen. SchlieBlich zeigen burst-
spiking Zellen im Vergleich zu regular-spiking Zellen eine ausgeprigte liber NMDA-

Rezeptoren vermittelte synaptische Plastizitit (Langzeit-Potenzierung; LTP).

Untersuchungen am chronisch epileptischen Tier (Kindling-Modell) ergaben einen
unverdndert hohen Anteil an burst-spiking Zellen im Subikulum. Wenige Stunden nach dem
letzten epileptischen Anfall fillt bei diesen Neuronen eine fehlende, durch Aktionspotentiale
induzierte Nachhyperpolarisation auf. Diese supprimierte intrinsische Hemmung ist jedoch 28
Tage nach dem letzten epileptischen Anfall nicht mehr nachzuweisen und spielt demzufolge

insbesondere in der Genese, weniger im chronischen Verlauf der Erkrankung eine Rolle.

Neben den exzitatorischen und inhibitorischen Neurotransmittern Glutamat und GABA
bestimmen auch korpereigene Amine wie Serotonin und Dopamin {iber subkortikale
Afferenzen das funktionelle Gleichgewicht aus Erregung und Hemmung wesentlich mit. Da
die TLE nicht selten mit neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen einhergeht, die
mit in das Dopamin- und Serotoninsystem eingreifenden Pharmaka therapiert werden, haben
wir uns in einigen Arbeiten mit deren modulatorischen Wirkungen auf die

Membraneigenschaften und die synaptische Transmission befaf3t.

Die Wirkungen von Dopamin auf die Neurotransmission sind vielfdltig, abhéngig von den
beteiligten Rezeptoren in der entsprechenden Hirnregion. Das Subikulum, das eine
ausgepriagte mesenzephale, dopaminerge Projektion vom ventralen Tegmentum erhilt,
expremiert sowohl D1- als auch D2-Rezeptoren. Wir konnten zeigen, dal Dopamin primér
die glutamaterge synaptische Transmission iiber einen prasynaptisch lokalisierten D1-
Dopaminrezeptor unterdriickt und sekundér iiber die verminderte Erregung inhibitorischer
Interneurone die polysynaptische GABAerge Hemmung reduziert.
9



2. Einleitung

2.1. Die Temporallappenepilepsie

Die Epilepsien gehdren mit einer Prdvalenz von 0,5 bis 1% nach den zerebrovaskuldren
Erkrankungen zu den hiufigsten neurologischen Erkrankungen (Annegers, 1997; Hauser,
1997; Olafsson und Hauser, 1999). Sie stellen eine heterogene Gruppe von Erkrankungen
unterschiedlicher Atiologie dar, deren gemeinsames Merkmal wiederholte, nicht provozierte
epileptische Anfille sind. Der epileptische Anfall ist die klinische Manifestation einer
pathologisch synchronisierten, exzessiven Entladung von Nervenzellen. Die Semiologie eines
epileptischen Anfalls wird durch die gestorte Funktion der beteiligten neuronalen
Zellverbiande bestimmt. Die Ursachen der paroxysmal auftretenden, exzessiven neuronalen
Entladungen sind vielféltig: In Abhéngigkeit vom Epilepsietyp treten Verdnderungen sowohl
auf Einzelzellebene als auch auf Netzwerkebene auf. Wéhrend auf zelluldrer Ebene
Verdnderungen der Membraneigenschaften sowie der synaptischen Neurotransmission
auftreten, wird im neuronalen Zellverband die Bildung pathologischer aberranter
Konnektivitidten beobachtet. Zudem scheinen gliale Zellen durch eine verdnderte Kontrolle
des extrazelluldren ionalen Mileaus an der Iktogenese beteiligt zu sein. GemiR der
internationalen Klassifikation epileptischer Anfdlle werden diese hinsichtlich ihrer
Pathogenese sowie klinischen und elektroenzephalographischen Befunden in fokale und
primir generalisierte Anfélle unterschieden. Die Temporallappenepilepsie (TLE) ist mit 60-
70% die hdufigste Form der fokalen Epilepsien und reprédsentiert mit ca. 40% die hdufigste
Epilepsie des Erwachsenenalters (Engel, Jr., 2001). Zwischen 80-90% der TLE haben im
mesialen Anteil, d.h. in der Amygdala und der hippokampalen Formation ihren Ursprung. Das
pathologisch-anatomische Substrat der mesialen TLE ist der selektive Zelluntergang in der
hippokampalen Formation. Die pathogenetische Bedeutung dieser als Ammonshornsklerose
bezeichneten morphologischen Verdnderung ist allerdings unklar. Wéhrend zwei Drittel aller
Patienten mit TLE gut bis befriedigend medikamentds behandelt werden konnen, zeigt sich
bei ca. einem Drittel der Patienten eine Pharmakoresistenz (Wieser et al., 1993; Engel, Jr.,
1996, 1997). Wenngleich diese Patienten derzeit mit teilweise sehr gutem Erfolg
epilepsiechirurgisch behandelt werden koénnen, konzentriert sich die experimentelle
Epilepsieforschung insbesondere auf diese Epilepsieform, um die Grundlagen fiir alternative

Behandlungsstrategien zu schaffen.
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2.2, Die hippokampale Formation

Neuroanatomisch wird die mesiale TLE der Amygdala, der hippokampalen Formation sowie
dem entorhinalen Kortex (EC) zugeordnet. Eine wesentliche Rolle in der Pathogenese der
mesialen TLE spielt eine pathologisch verdnderte Neurotransmission innerhalb der
hippokampalen Formation. Die hippokampale Formation wird in vier gréfere Regionen
unterteilt: die Area dentata, die Area CA3, die Area CA1 sowie das Subikulum (Amaral und
Witter, 1989; Amaral und Witter, 1995). Jede dieser Regionen ist durch ihre spezifischen
synaptischen Ein- und Ausgénge sowie durch die intrinsischen Eigenschaften ihrer Neurone
charakterisiert. Ein wesentliches Merkmal der hippokampalen Formation ist die im Vergleich
zum Neokortex einfache synaptische Verschaltung (Abb. 1): Die Kornerzellen der Area
dentata projizieren iiber die Moosfasern auf Area CA3 Pyramidenzellen, Axonverzweigungen
dieser Zellen gehen iiber die Schaffer Kollateralen synaptische Verbindungen mit den
Pyramidenzellen der Area CA1 Region ein, welche ihrerseits ihre Axone in das Subikulum
senden. Das Subikulum schlieBlich projiziert hippokampale Information zu verschiedenen
kortikalen und subkortikalen Hirnarealen (Andersen et al., 1971). Neben dieser
trisynaptischen hippokampalen Schleife existieren weitere Verbindungen von den
Pyramidenzellen der Area CA3 zum kontralateralen Hippokampus (Ishizuka et al., 1990),
innerhalb der Area dentata (Ribak et al., 1985) sowie ein regionales Netz von inhibitorischen

Interneuronen (Seress und Ribak, 1983).

Den wesentlichen kortikalen Eingang erhélt die hippokampale Formation {iber neuronale
Zellen der Schicht II des EC, welcher eine Schliisselposition zwischen kortikalen Strukturen
und der hippokampalen Formation einnimmt. Diese Zellen projizieren iiber den Tractus
perforans zu den Kornerzellen und den inhibitorischen Interneuronen der Area dentata. Der
entorhinale Eingang wird in zwei Anteile unterteilt: Ein Faserbiindel nimmt im medialen
Anteil des EC seinen Ausgang und projiziert in das mittlere Drittel des Stratum moleculare
(Dendritenschicht der Kdrnerzellen), ein weiteres Faserbiindel entspringt im lateralen Anteil
des EC und projiziert in das dullere Drittel des Stratum moleculare. Neben dieser Projektion
vom EC zum Hippokampus existiert ein weiterer entorhinaler Eingang, welcher
monosynaptische Kontakte mit Pyramidenzellen der Area CAl und des Subikulums sowie
regionalen Subpopulationen von inhibitorischen Interneuronen eingeht (Witter, 1993; Lacaille
und Schwartzkroin, 1988). Dieses, als temporoammonische Projektion bezeichnetes

Faserbiindel entspringt in der Schicht III des EC und stellt somit einen der trisynaptischen
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Schleife entgegengesetzten Eingang dar (Wyss, 1981; Tamamaki und Nojyo, 1995). Dessen
physiologische und pathophysiologische Bedeutung ist bislang unklar.

CA3

Abb. 1: Schematische Darstellung der wichtigsten Verbindungen im neuronalen

Schaltkreis der entorhinal-hippokampalen Formation.

Efferenzen aus der Schicht II des EC erregen einerseits die Kornerzellen der Area Dentata
(AD), andererseits projizieren Zellen der Schicht III in das Subikulum (SUB) und die Area
CAl, wo sie vorwiegend auf inhibitorische Interneurone verschaltet sind. Die
Projektionszellen der tiefen Schichten des EC (IV/ V) bilden eine zusitzliche Projektion zur
AD. Aus der AD wird die Erregung iiber die Moosfasern zu den Pyramidenzellen der Area
CA3 und von dort iiber die Schaffer Kollateralen zur Area CA1 geleitet. Die Pyramidenzellen
der Area CA1l projizieren iiber das Subikulum in die tiefen Schichten des EC, womit sich der
Schaltkreis schlieBt. Der EC steht iiber den perirhinalen Kortex (PRC) mit kortikalen

Neuronen in Verbindung.
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Neben diesen kortikalen Eingdngen erhdlt die hippokampale Formation verschiedenste
subkortikale Afferenzen: Von wesentlicher Bedeutung ist neben dem cholinergen septalen
Eingang (Wyss et al., 1979; Lewis und Shute, 1967) die monoaminerge Projektion des
Hirnstamms mit noradrenergen Fasern aus dem Locus coeruleus (Lindvall und Bjorklund,
1974), serotonergen Fasern aus dem Raphe Kern (Moore und Halaris, 1975) sowie
dopaminergen Fasern aus verschiedenen Hirnstammkernen (Descarries et al., 1987; Gasbarri
et al., 1994; Verney et al., 1985). Diese aminergen Projektionen haben einen bedeutenden
modulatorischen EinfluB3 auf die Neurotransmission hippokampaler Neurone und somit auch

auf die Iktogenese und das Ausbreitungsverhalten mesialer Temporallappenanfille.

Die wesentliche kortikale Efferenz der hippokampalen Formation geht von der Area CAl
sowie von dem Subikulum aus und projiziert in die tiefen Schichten des EC (Witter et al.,
1989). Uber die Verschaltung der tiefen Schichten des EC mit dessen oberflichlichen
Schichten (Amaral, 1993; Gloveli et al., 1999), welche ihrerseits {iber die Area dentata in den
Hippokampus projizieren, wird die entorhinal-hippokampale Schleife geschlossen. Dariiber
hinaus entsenden die Area CA1l und das Subikulum Fasern in verschiedene Areale des
prafrontalen Kortex (White et al., 1990; Jay und Witter, 1991). Die subkortikalen Efferenzen
der hippokampalen Formation umfassen Projektion der Area CAl und des Subikulums zu
septalen Kernen (Witter et al., 1989) sowie Fasern des Subikulums zum Nucleus accumbens,
zum Thalamus, zur Amygdala sowie zum Hypothalamus (Canteras und Swanson, 1992;

Herman et al., 1992).

Die hippokampale Formation ist somit auf vielfdltige Weise in kortikale und subkortikale
Schaltkreise eingebunden. Zudem existiert ein enge reziproke Verschaltung zwischen EC und
hippokampaler Formation. Da diese Hirnregionen als die wesentlichen anfallsauslosende
Strukturen der mesialen TLE angesehen werden, ist deren Interaktion von wesentlicher
Bedeutung sowohl fiir die Generierung als auch die Ausbreitung mesialer
Temporallappenanfille. Insbesondere dem Subikulum kommt aufgrund seiner vielfiltigen
kortikalen und subkortikalen Efferenzen eine wesentliche Rolle in der Ausbreitung

hippokampaler Anfille zu.
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2.3. Der entorhinale Kortex

Der EC besetzt eine Schliisselposition im limbischen System. Er spielt eine wesentliche Rolle
in der Verarbeitung neokortikaler Informationen und deren Weiterleitung zum Hippokampus,
aber auch zum frontalen Kortex. Es wird angenommen, das der EC eine wichtige Funktion fiir
das Kurzzeitgedichtnis sowie die Ubertragung von Informationen in das Langzeitgedichtnis
besitzt (Suzuki, 1999; Eichenbaum et al., 1994). Im Rahmen der TLE kommt dem EC eine
wesentliche Bedeutung zu. Diese Region zeigt sowohl beim Patienten mit TLE als auch in
verschiedenen TLE-Modell des Tieres eine erhohte Anfallsbereitschaft (Spencer und Spencer,
1994; Rutecki et al., 1989; Collins et al., 1983; Dasheiff und McNamara, 1982).
Neuroradiologische und neuropathologische Untersuchungen bei Patienten mit TLE haben
Atrophien sowie Zellunterginge im Bereich des EC beschrieben (Bernasconi et al., 1999;
Bernasconi et al., 2001; Du et al., 1993). Des weiteren wurde gezeigt, dal raumfordernde
Prozesse in der extrahippokampalen Region bei Patienten ohne Ammonshornsklerose
ebenfalls Temporallappenanfille verursachen kdnnen (Spencer, 1994; Lévesque et al., 1991;
Kim et al., 1990). Dartiber hinaus haben klinische Untersuchungen eine Beteiligung des EC
am Anfallsleiden ergeben (Rutecki et al., 1989; Wilson et al., 1990).

Der EC besteht im Gegensatz zum Hippokampus aus sechs Schichten, die vereinfacht in
oberflichliche und tiefe Schichten unterteilt werden. Zum einen projizieren die tiefen
Schichten des EC zu dessen oberflachlichen Schichten. Zum anderen existieren in der Schicht
V rekurrente erregende Verbindungen, welche mit der erhohten Anfallsneigung des EC in
Verbindung gebracht werden. Sowohl die oberflichlichen als auch die tiefen Schichten des
EC besitzen Glutamatrezeptoren vom NMDA- und non-NMDA-Typ, wobei eine
hochfrequente, repetitive synaptische Stimulation zur Aktivierung NMDA-Rezeptoren fiihrt,
welche zu einer gesteigerten Erregbarkeit filhrt (Heinemann et al.,, 1993).
Elektrophysiologische in vitro Untersuchungen haben die Beteiligung des EC an
epileptiformen Anfallsereignissen (Jones und Heinemann, 1988; Jones und Lambert, 1990a;
Paré et al., 1992; Behr et al., 1996a; Bertram et al., 1998; Scharfman, 1996) unterstrichen. Sie
zeigen, daf} die epileptiforme Aktivitidt vorwiegend in den tiefen Schichten des EC generiert
wird (Walther et al., 1986; Jones und Heinemann, 1988; Jones et al., 1992) und
synchronisierte Entladungen in den oberflédchlichen Schichten induziert (Jones und Lambert,

1990a; Jones und Lambert, 1990b).
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2.4. Die Area dentata

Bisherige Untersuchungen zur Interaktion zwischen EC und hippokampaler Formation haben
sich vornehmlich mit der Projektion des EC zur Area dentata sowie mit intrinsischen
Verianderungen der Area dentata befalBt (Schwartzkroin, Ribak et al. 1993, 1992). Die Area
dentata besteht aus drei Schichten: Die duflere Schicht, das Stratum moleculare, wird von den
apikalen Dendriten der Kornerzellen gebildet. In den duBleren zwei Drittel dieser Schicht
enden die Axone der oberflachlichen Zellen des EC (Amaral und Witter, 1995). Das innere
Drittel des Stratum moleculare wird vorwiegend von kommissuralen, assoziativen und
septalen Fasern innerviert und erhdlt zudem Eingénge der tiefen Schichten des EC (Deller et
al., 1996; Gloveli et al., 2001). Die mittlere Schicht, das Stratum granulosum, wird von den
Somata der Kornerzellen gebildet. Das Stratum granulosum umgibt die innere Schicht der
Area dentata, welche als Hilus bezeichnet wird und eine Vielzahl polymorpher exzitatorischer
und inhibitorischer Zellen enthilt. Aufgrund einer hohen Erregungsschwelle wird der Area
dentata eine Filterfunktion zugesprochen, welche die Ausbreitung hochfrequenter bzw.
epileptischer Aktivitit vom EC zum Hippokampus unterbindet (Alger und Teyler, 1976;
McNaughton et al., 1981; Heinemann et al., 1992; Lothman et al., 1992; Finnerty et al.,
2001). Neben den spezifischen Membraneigenschaften der Kornerzellen scheint insbesondere
die Aktivierung inhibitorischer Regelkreise fiir die geringe Erregbarkeit verantwortlich zu
sein (Lothman, 1994). Im Rahmen der Ammonshornsklerose ist die Area dentata nur wenig
von Zelluntergingen betroffen (Sloviter, 1994). Sowohl bei der TLE des Menschen (Babb et
al., 1991; De Lanerolle et al., 1989; Houser et al., 1990; Sutula et al., 1989) als auch in
verschiedenen TLE-Tiermodellen (Nadler et al., 1980; Cronin und Dudek, 1988; Mathern et
al., 1992; Mathern et al., 1993; Okazaki et al., 1995; Isokawa et al., 1993) bilden die von den
Kornerzellen der Area dentata ausgehenden Moosfasern Axonkollateralen, welche neue
synaptische Kontakte in der inneren Molekularschicht der Area dentata bilden. Tauck und
Nadler (Tauck und Nadler, 1985) konnten durch den Nachweis einer Doppelpuls
Potenzierung erstmals zeigen, dal das Sprossen von Moosfasern mit einer erhdhten
Erregbarkeit der Area dentata einhergeht. Seitdem wurden verschiedenste in vitro und in vivo
Untersuchungen durchgefiihrt, welche ebenfalls einen pathophysiologischen Zusammenhang
zwischen dem Moosfasersprossen (MFS) und der erhohten Erregbarkeit der Area dentata
bzw. der erhohten Bereitschaft zu spontanen limbischen Anfillen zeigen (McNamara, 1994;
Dudek und Spitz, 1997; Cronin und Dudek, 1988; Wuarin und Dudek, 1996; Golarai und
Sutula, 1996; Patrylo und Dudek, 1998; Lynch und Sutula, 2000; Molnar und Nadler, 1999).
Diese Daten sind von besonderer klinischer Bedeutung, da auch in humanen Hippokampi von
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Patienten mit TLE vergleichbare morphologische Befunde und eine gesteigerte Erregbarkeit
der Area dentata gefunden wurden (Isokawa et al., 1991; Masukawa et al., 1992). Die
Hypothese, dal MFS limbische Anfille fordert wird allerdings von einigen Autoren in Frage
gestellt (Ribak und Peterson, 1991; Sloviter, 1992). So konnte in TLE-Tiermodellen gezeigt
werden, daf3 eine anfianglich verminderte GABAerge Inhibition im Bereich der Area dentata
mit Bildung von MFS kontinuierlich wieder zunimmt und schlieBlich sogar verstirkt sein
kann (Nusser et al., 1998; Buhl et al., 1996; Buckmaster und Dudek, 1997). Zudem ist
bekannt, dafl bei mit Pilokarpin bzw. Kainat behandelten Tieren spontane Anfille bereits vor
der MFS auftreten, nicht jedes Tier mit MFS Anfille zeigt und schlieBlich selbst bei Tieren,
bei denen MFS mit Hilfe eines Proteinsynthesehemmers unterdriickt wurde epileptische
Antfille auftreten (Longo und Mello, 1997; Longo und Mello, 1998). Diese Befunde sprechen

dafiir, daB MFS eher einen kompensatorischen Mechanismus darstellt.

Neben den beschriebenen Verdnderungen auf Netzwerkebene treten Verdnderungen auf
zelluldrer Ebene auf (McNamara, 1994; McNamara, 1995). Diese betreffen insbesondere die
Rezeptoreigenschaften des exzitatorischen glutamatergen und des inhibitorischen
GABAergen Systems. Einen besonderen Stellenwert nehmen Verdnderungen der NMDA-
Rezeptoren ein. So konnte in der Area dentata des TLE-Tiermodells eine deutliche
Hochregulation und erhdhte Sensitivitit des NMDA-Rezeptors gezeigt werden (Mody und
Heinemann, 1987; K6hr und Mody, 1994; Mody et al., 1988; Kohr et al., 1993; Mody und
Lieberman, 1998). Diese Befunde tragen erheblich zu der gesteigerten Erregbarkeit im

epileptischen Gewebe bei.

2.5. Das Subikulum

Das Subikulum ist die wesentliche Ausgangsstruktur der hippokampalen Formation und leitet
neuronale Information der Area CA1 in verschiedene kortikale und subkortikale Hirnregionen
(Hampson et al., 2000). Dartiber hinaus erhélt es temporoammonische Afferenzen aus der
Schicht III des EC (Witter et al., 1989). Das Subikulum besteht aus drei Schichten: Die
Molekularschicht, welche aus den Dendriten der subikuldren Pyramidenzellen besteht,
entspricht dem Stratum lacunosum moleculare sowie dem Stratum radiatum der Area CAI.
Das Stratum pyramidale besteht aus einem breiten Zellband von Pyramidenzellen. Die
oberflachliche Schicht, dem Alveus angrenzend, besteht schlielich aus polymorphen Zellen.
Dariiber hinaus liegen, zwischen den Pyramidenzellen verteilt, kleinere Zellen, welche als
Interneurone angesehen werden. Die Rolle des Subikulums in der TLE ist bislang unklar.

Allerdings konnte gezeigt werden, da3 im Rahmen der Ammonshornsklerose im Subikulum
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nur wenig Zelltod auftritt (Babb et al., 1984; Babb und Pretorius, 1993; Pitkdnen et al., 1995;
Sloviter, 1994) wéhrend die Area CAl aufgrund der Zellunterginge teilweise nicht mehr
nachweisbar ist. Da die hippokampale Formation eine wesentliche Struktur in der Ictogenese
ist, scheint das Subikulum somit als verbleibende Struktur eine Schliisselposition in der

Anfallsgenerierung zu besitzen.

2.6. Pathophysiologie der Epilepsien

In einer vereinfachten Betrachtungsweise ist die Entstehung fokaler epileptischer Aktivitit auf
eine Storung des Gleichgewicht zwischen neuronaler Erregung und Hemmung
zuriickzufiihren. Dieses Gleichgewicht kann auf zwei verschiedenen Ebenen betroffen sein:
zum einen auf der intrinsischen Ebene, zum anderen auf der synaptischen Ebene (Heinemann
und Eder, 1997). Die intrinsische Erregbarkeit der Zelle wird durch hemmende K'- und CI'-
Kanile sowie erregende Na'- und Ca*'-Kanile bestimmt. Verinderungen der Leitfihigkeit
dieser Kanile wie auch Veridnderungen des extrazelluldren lonenmileaus konnen deswegen zu

einer Erregbarkeitssteigerung der Zelle fiithren.

Die synaptische Erregbarkeit der Zelle wird durch die Aktivierung hemmender und
erregender Rezeptoren bestimmt. Der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter des Gehirns
ist Gamma-Amino-Buttersdure (GABA). Derzeit werden zwei GABA Rezeptoren
unterschieden, der GABAA- und der GABAg-Rezeptor. Zudem wird eine Isoform des
GABAA-Rezeptors als GABAc-Rezeptor bezeichnet (Cutting et al., 1991). Der GABAAx-
Rezeptor ist ein ligandengesteuerter lonenkanal, der vorwiegend fiir CI° Anionen, in
geringerem Umfang allerdings auch fiir HCO -Ionen durchlissig ist. Der GABAg-Rezeptor
gehort zu der Klasse der metabotropen Rezeptoren. Neben einer postsynaptischen Erhéhung
der K'-Leitfihigkeit vermittelt er priasynaptisch eine Autoinhibition durch eine Verminderung

der Freisetzungswahrscheinlichkeit GABAerger Vesikel (Misgeld et al., 1995).

Der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter des Gehirns ist Glutamat. Glutamat
Rezeptoren lassen sich in vier Klassen unterteilen: die ligandengesteuerten ionotropen
NMDA-, AMPA- und Kainat-Kanile sowie die metabotropen Glutamat-Rezeptoren. Der
NMDA-Rezeptor 148t sich aufgrund seiner besonderen Eigenschaften von den anderen
Rezeptorklassen abgrenzen (Collingridge und Watkins, 1994; McBain und Mayer, 1994):
Zum einen ist der Rezeptorkanal bei Membranpotentialen nahe dem Ruhemembranpotential
durch Mg”" blockiert. Durch Depolarisierung wird der Kanal gedffnet und fir Ca®"
durchléssig. Die sekundire Aktivierung biochemischer Kaskaden fiihrt zu lang andauernden

Verianderungen der Erregbarkeit der Zelle. Zudem scheint der Rezeptor an der Induktion
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synaptischer Plastizitit beteiligt zu sein. Aufgrund dieser Eigenschaften wird diesem Rezeptor

eine bedeutende Rolle in der Epileptogenese zugeschrieben.

Auf der Netzwerkebene scheint eine nach Zelluntergiingen induzierte Synaptogenese zu einer
veranderten Erregbarkeit neuronaler Strukturen zu fithren. Sowohl im Gewebe von Patienten
mit chronischer TLE (Du et al., 1993; Babb und Brown, 1987; Babb et al., 1984) als auch in
verschiedenen TLE-Modellen des Tieres (Ben-Ari et al., 1986; Du et al., 1995; Nadler et al.,
1978) kommt es zu erheblichen Zellverlusten in der Hilusregion, der Area CA3 und CAl
sowie der Schicht III des EC. Diese Zelluntergdnge gehen teilweise mit axonalem Sprossen
einher, welches besonders auffillig im Bereich der Area dentata ist und fiir eine erhohte

Erregbarkeit der Struktur verantwortlich gemacht wird.

Die Entstehung und Ausbreitung epileptischer Aktivitét ist somit die Folge einer Kombination
von Verdnderungen auf zelluldrer Ebene und auf Netzwerkebene. Wéhrend die Erregbarkeit
einer Zelle wesentlich durch ihre Membraneigenschaften sowie ihre exzitatorischen und
inhibitorischen Rezeptoren bestimmt wird, ist fiir die Integration einer Zelle in ein
synchronisiertes epileptiformes Entladungsmuster eine rekurrente Verschaltung wesentlich.
Dariiber hinaus spielen ephaptische Verbindungen zwischen den Zellen sowie die gliale
Pufferung des extrazelluliren K'-Konzentration eine bedeutende Rolle in der

Synchronisierung neuronaler Aktivitit.

2.7. Kindling: Ein in vivo Modell der Temporallappenepilepsie

Kindling ist ein Phdnomen, bei dem die wiederholte Elektrostimulation einer umschriebenen
Hirnregion zu einer zunehmenden Erregbarkeit des Gehirns mit nachfolgenden fokalen und
sekundédr generalisierten epileptischen Anféllen fiihrt. Auch nach einjdhriger Pause der
Elektrostimulation fiihrt eine erneute Stimulation zu einem erneuten Anfallsereignis. Dieser
Effekt wurde erstmals von Delgado (Delgado und Sevillano, 1961) beobachtet und schlieBlich
von Goddard (Goddard et al., 1969; Goddard, 1967) systematisch beschrieben. Kindling ist
heute ein etabliertes Tiermodell fiir die Untersuchung neuronaler Plastizitit. Die in diesem
Modell zu beobachtende Plastizitét ist nicht nur in der Epileptogenese von Relevanz, sondern
gibt Auskunft iiber basale Mechanismen des Lernens und des Gedichtnisses. Wenngleich
Kindling in verschiedenen Hirnregionen moglich ist (mit wenigen Ausnahme wie z.B. des
Kleinhirns) sind das Amygdala- und Kommissurenfasern-Kindling die am héufigsten
eingesetzten Methoden. In die Amygdala lassen sich aufgrund ihrer GroéBe die
Stimulationselektroden leicht stereotaktisch implantieren. Zudem zeigt diese Struktur eine

niedrige Erregungsschwelle und fiihrt somit aufgrund ihrer anatomischen Lage schnell zu
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standardisierten Temporallappenanfillen. Das Kindling der Kommissurenfasern bietet den
Vorteil, dal das limbische System beidseitig stimuliert wird. Die in vitro Untersuchungen der
entorhinal-hippokampalen Hirnschnitte gekindelter Tiere bieten einen Einblick in die

zelluldren Mechanismen der Generierung und Ausbreitung limbischer Anfille.

2.8. In vitro Epilepsiemodelle

Durch Verdnderung des extrazelluliren Ionenmileaus lassen sich in Hirnschnittpriparaten
epileptiforme Entladungen induzieren. Sowohl die Erhéhung der K'-Konzentration als auch
die Erniedrigung der Ca®"- oder Mg”"-Konzentration fiihrt zu epileptiformer Aktivitit, welche
elektrographisch den EEG-Aufzeichnungen eines epileptischen Anfalls beim Menschen
dhnelt. Die Erhohung der K'-Konzentration fiihrt iiber eine Verinderung des K'-
Gleichgewichtspotentials und Reduktion von K'-Auswirtsstrdmen zu einer Verschiebung des
Ruhemembranpotentials in depolarisierende Richtung, was eine erhohte Erregbarkeit der
Neurone bedingt. Die Abnahme der extrazelluliren Mg”'-Konzentration fithrt zu einer
Negativierung des zelluldren Oberflichenpotentials. Dadurch wird das transmembrandse
Potential in depolarisierende Richtung verschoben. Zudem wird der Mg”>*-Block des NMDA
Rezeptors aufgehoben und es tritt eine erleichterte Aktivierung von Ca**-Strémen sowie eine
Zunahme der Transmitterfreisetzung auf (Hamon et al., 1987; Heinemann und Jones, 1990).
Die im Niedrig-Mg**-Epilepsiemodell ausgeldste epileptiforme Aktivitit zeigt sowohl
hinsichtlich der Region als auch im zeitlichen Verlauf unterschiedliche Formen: Wihrend in
der Area CA3 und Area CAl des adulten Hippokampus kurze rekurrente Entladungen
auftreten, zeigen sich im Subikulum sowie im EC bis zu 60 Sekunden andauernde tonisch-
klonische Entladungen (Walther et al.,, 1986; Jones und Heinemann, 1988; Dreier und
Heinemann, 1991). Diese epileptiforme Aktivitdt geht nach ca. 30-60 min in kurze rekurrente
Entladungen {iber, welche mit derzeit gebrauchlichen Antikonvulsiva nicht beeinfluBbar sind
(Dreier und Heinemann, 1990; Zhang et al., 1995). Neben den beschriebenen Verdanderungen
der extrazelluliren Ionenkonzentrationen fiihrt die Applikation von GABAa-
Rezeptorantagonisten ebenfalls zu einer Steigerung der Erregbarkeit mit nachfolgenden

epileptiformen Entladungen.
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2.9. Fragestellungen

Die vorliegenden Arbeit geht der Frage nach, ob im chronisch epileptischen Gewebe
Verdnderungen der funktionellen Interaktion zwischen EC und Hippokampus auftreten, die
fiir die Pathogenese der TLE wesentlich sind. Folgende konkrete Fragestellungen ergeben

sich daraus:

a) Breiten sich epileptiforme Anfallsereignisse des EC im chronisch epileptischen Gewebe
(Kindling-Modell) iiber die Area dentata leichter in den Hippokampus aus als im Gewebe

des gesunden Tieres.

b) Wenn ja, welche Rolle spielen die exzitatorischen Glutamat-Rezeptoren (NMDA-R,
AMPA-R, Kainat-R) in dem verdnderten Ausbreitungsverhalten epileptiformer Aktivitit.

Aufgrund funktionell anatomischer Gesichtspunkte ist das Subikulum als ,Exit* der
hippokampalen Formation von wesentlicher Bedeutung fiir das Ausbreitungsverhalten

hippokampaler Temporallappenanfille. Folgende Fragestellungen wurden diesbeziiglich

behandelt:

a) Verfligt das Subikulum iiber Membran- und Netzwerkeigenschaften, welche zu der
Generierung epileptiformer Aktivitdt pridisponieren? Welche Verdnderungen der
Membraneigenschaften zeigen subikuldre Neurone im chronisch epileptischen Gewebe

(Kindling-Modell)?

b) Wie ist das Subikulum synaptisch in den entorhinal-hippokampalen Komplex
eingebunden? Welche synaptischen Eigenschaften besitzt die temporoammonische
Projektion des EC zum Subikulum? Ist der Informationstransfer vom EC zum

Hippokampus iiber diese Projektion im chronisch epileptischen Tier verédndert?

¢) Welchen modulatorischen Einflufl hat Dopamin auf die Membraneigenschaften sowie die

synaptische Transmission subikuldrer Zellen?

20



2.10. Methoden
2.10.1. Hirnschnittprdparation und elektrophysiologische Ableittechniken

Die Experimente wurden an kombinierten entorhinal-hippokampalen Hirnschnitten der
Wistar-Ratte durchgefiihrt. Die 400 uM dicken Hirnschnitte enthielten den Hippokampus
einschlieBlich Subikulum, Préd- und Parasubiculum, den entorhinalen und perirhinalen Kortex
sowie Anteile des temporalen Kortex. Die elektrophysiologischen Untersuchungen der
Hirnschnitte wurden in einer Interface-Kammer durchgefiihrt, welche kontinuierlich begast
(95% 0O, — 5% CO;) und mit einer vorgewidrmte (34°C) artifiziellen zerebrospinalen
Flissigkeit ~ (ACSF)  perfundiert  wurde.  Als  Ableitungstechniken = wurden
Feldpotentialmessungen, intrazellulire Einzelzellableitungen mit scharfen Mikroelektroden
sowie Patch-clamp-Ableitungen eingesetzt. Die Feldpotentialmessungen dienten der
Aufzeichnung epileptiformer Aktivitit sowie durch Elektrostimulation ausgeloster transienter
Feldpotentialinderungen. Intrazelluldre und Patch-clamp Ableitungen wurden zur Erfassung
der intrinsischen Membraneigenschaften sowie der evozierten exzitatorischen und
inhibitorischen postsynaptischen Potentiale (EPSP bzw. IPSP) und Stréme (EPSC bzw. IPSC)
einzelner Neurone eingesetzt. Wéhrend die intrazelluldren Ableitungen sowohl im Briicken-
und Strommklemm-Modus als auch im Spannungsklemm-Modus durchgefiihrt wurden,
wurde die Patch-clamp Technik ausschlieBlich in der Spannungsklemme eingesetzt. Die
Patch-clamp Technik wurde zudem fiir die Aufzeichnung spontaner Ca’*-abhingiger und
Ca®"-unabhingiger (sog. Miniatur-EPSCs bzw. -IPSCs) postsynaptischer Stréme genutzt. Die
Stimulation mittels Doppelreizung bzw. repetitiver Reizung diente der Erfassung des

Potenzierungs- oder Habituierungsverhalten der synaptischen Potentiale.
2.10.2.  Pharmaka

Die pharmakologische Isolierung inhibitorischer und exzitatorischer postsynaptischer
Potentiale erfolgte durch Einsatz folgender Antagonisten: Applikation des GABAa-
Rezeptorantagonisten Bicuculline (BCM) (5-10 uM) und des GABAg-Rezeptorantagonisten
CGP-55845A (2 uM) in Kombination mit dem NMDA-Rezeptorantagonisten 2-amino-5-
phosphonovaleric acid (APV) (30-60 uM) oder dem Non-NMDA-Rezeptorantagonisten 6-
nitro-7-sulphamoylbenzo(f)quinoxaline-2,3-dione (NBQX) (10 pM) ermoglichte die
Charakterisierung der isolierten exzitatorischen AMPA- bzw. NMDA-Rezeptor-EPSPs/Cs.
Stimulation in weniger als 0.2 mm Abstand von der abzuleitenden Zelle unter Perfusion des
Hirnschnittes mit APV und NBQX diente der Isolierung monosynaptischer inhibitorischer

Antworten. Zur isolierten Aktivierung der Kainat-Rezeptoren wurde statt des nicht selektiven
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Non-NMDA-Rezeptorantagonisten NBQX der selektive ~AMPA-Rezeptorantagonist
SYM2206 (100 uM) eingesetzt. Die Aufzeichnungen der spontanen postsynaptischen
Potentiale erfolgte unter Applikation des Na"-Kanalblockers Tetrodotoxin (TTX, 1uM).

2.10.3. Invitro Epilepsiemodelle

Die Versuche zur Untersuchung der Induktion und des Ausbreitungsverhaltens epileptiformer
Aktivitat wurden zum einen im Niedrig-Mg>™ Epielepsiemodell durchgefiihrt, welches nach
einer Auswaschzeit von ca. 30 Minuten die Generierung elektrographischer Anfallsereignisse
im Hirnschnittpriparat erlaubt. Zum anderen wurde mit Hilfe einer lokalen
Perfusionseinrichtung ein epileptiformer Fokus im EC induziert. Diese Methode ermdglichte
uns die elektrophysiologische Untersuchung von Projektionsarealen des EC ohne diese mit
dem epileptogenen Agens zu perfundieren. Die Perfusion erfolgte mit Hilfe eines Thetaglases,
iber welches das disinhibierende Medium (50 uM BCM, 10 mM KCI geldst in ACSF) lokal
appliziert und gleichzeitig abgesogen wurde, so dal es zu keiner Ausschwemmung des
Mediums in angrenzende Areale kam. Die Ausschwemmung wurde durch eine jedem
Experiment  vorausgehende lokale Perfusion des Glutamat-Rezeptorantagonisten
Kynurinsdure (5 mM) ausgeschlossen. Kam es nach Applikation von Kynurinsiure nicht zu
einer Verdnderung der Feldpotentiale im Projektionsareal, so konnte eine Ausbreitung des

applizierten Mediums ausgeschlossen werden.
2.10.4. Kindling-Modell

Bipolare Elektroden wurden unter Barbituratnarkose in die linke Amygdala oder in die
Kommissurenfasern implantiert. Nach einer postchirurgischen Erholungsphase von sieben bis
acht Tagen wurden die Tiere tdglich hochfrequent (60 Hz) liber die Elektroden fiir eine
Sekunde mit einem biphasischen Strompuls (150 pA) stimuliert. Die im Verlauf des
Kindlings auftretenden Anderungen der Anfallssemiologie wurden gemiB der Skala nach
Racine eingestuft (Racine, 1972). Die Tiere wurden tiglich stimuliert bis mindestens 15

aufeinanderfolgende Anfille des Stadiums 5 ausgeldst werden konnten.
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3. Eigene Arbeiten

3.1. Interaktion zwischen entorhinalem Kortex und Hippokampus
3.1.1.  Ausbreitungsverhalten epileptiformer Aktivitdt

Der entorhinal-hippokampale Hirnschnitt bietet aufgrund der teilweise gut erhaltenen
Konnektivititen die Moglichkeit, das Ausbreitungsverhalten epileptiformer Aktivitit zu
untersuchen (Boulton et al., 1992). Bisherige Untersuchungen zur Interaktion zwischen dem
EC und dem Hippokampus lieBen vermuten, daB3 unter physiologischen Bedingungen die
Area dentata eine Filterfunktion iibernimmt und die Ubertragung epileptiformer Aktivitit vom
EC zum Hippokampus unterbindet. Im EC des in vitro Hirnschnittpréparates konnen durch
Erniedrigung der extrazelluliren Mg®"-Konzentration spontane epileptiforme Entladungen
induziert werden (Walther et al., 1986; Jones und Heinemann, 1988; Stanton et al., 1987). Mit
Hilfe dieses Epilepsiemodells haben wir zunédchst das Ausbreitungsverhalten epileptiformer
Aktivitit vom EC zur Area dentata und Area CA3 in Kontrolltieren sowie in chronisch
epileptischen Tieren nach Amygdala-Kindling untersucht (Ref. 1). Wéhrend im Kontrolltier
keine Ausbreitung entorhinaler epileptiformer Aktivitit in den Hippokampus stattfand, kam es
in der Area dentata und der Area CA3 des chronisch epileptischen Tieres zu einer Beteiligung
elektrographischer Anfallsereignisse. Demzufolge scheint im gekindelten Tier die
beschriebene Filterfunktion der Area dentata (Alger und Teyler, 1976; McNaughton et al.,
1981; Heinemann et al., 1992; Lothman et al., 1992) aufgehoben zu sein. Da mit dieser
Methode im gesamten Hirnschnitt die extrazelluldre Mg**-Konzentration erniedrigt wird, trifft
die sich ausbreitende epileptiforme Aktivitit immer auf ein bereits entladungsbereites
neuronales Netzwerk. Um diesen methodischen Nachteil zu umgehen, haben wir eine
Methode zur lokalen Perfusion eines disinhibierenden Mediums eingesetzt (s. Methodenteil).
Diese Methode erlaubt es uns, einen eng umschriebenen epileptiformen Herd im Hirnschnitt
zu induzieren (Ref. 2). Wir konnten zeigen, dall unter tonischer Disinhibition des EC die Area
dentata gekindelter Tiere ein deutlich erhdhte Erregbarkeit aufweist. Zudem breiteten sich die
im EC dieser Tiere induzierten epileptiformen Anfallsereignisse mit kurzer Latenz in die Area
dentata aus (Abb. 2). Auch diese Experimente zeigen, dall im chronisch epileptischen Tier die
der Area dentata zugeschriebene Filterfunktion aufgehoben ist und die ungehinderte
Ausbreitung entorhinaler epileptiformer Aktivitét in den Hippokampus ermdglicht. Neben den
eingangs beschriebenen morphologischen Verdnderungen (MFS) scheinen insbesondere
Verianderungen der glutamatergen Neurotransmission filir die Authebung der Filterfunktion

verantwortlich zu sein (Ribak et al., 1992; Schwartzkroin, 1993).
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3.1.2.  Die Rolle des NMDA-Rezeptors in der Fortleitung epileptiformer Aktivitdt

Da der glutamaterge NMDA-Rezeptor eine zentrale Rolle in der Induktion verschiedener
Formen nutzungsabhingiger Plastizitit besitzt, ist er von wesentlichem Interesse in der
Epileptogenese. Unsere Untersuchungen an Kornerzellen der Area dentata ergaben 48

Stunden nach dem letzten epileptischen Anfall eine Zunahme der NMDA-EPSCs (Ref. 3).

Kontrolltier Kindling-Modell

EC M‘MWW\W‘WWW”\VW EC .~ mfw'“‘”‘vf
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80 ms

Abb. 2: Ausbreitung epileptiformer Aktivitit vom EC zur Area dentata (DG)

Nach fokaler Applikation eines disinhibierenden Mediums (50 pM Bicuculline, 10 mM KCl)
wird spontane epileptiforme Aktivitit im EC des Kontrolltieres sowie des gekindelten Tieres
induziert. Wéihrend im Kontrolltier keine Ausbreitung der Aktivitit in die Area dentata
stattfindet, treten im Kindling-Modell nach kurzer Latenz synchrone Entladungen in der Area

dentata auf.
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Abb. 3: Simultane Feldpotential- und Einzelzellaufzeichnungen in der Area dentata des

Kontrolltieres und des Kindling-Modells wihrend hochfrequenter Doppelreizung

Im Kontrolltier fiihrt Doppelreizung mit 100 Hz zu einer Depression der zweiten evozierten
Antwort. Demgegeniiber zeigt sich in Tieren des Kindling-Modells (24 h nach dem letzten
Anfall) eine deutliche Potenzierung der Antworten in Form eines Populations-Spikes
(extrazelluldre Ableitung, oben) bzw. eines Aktionspotentials (intrazellulire Ableitung,
Aktionspotential abgeschnitten, unten) (A). Normalisierte Aufzeichnungen von evozierten
EPSCs in beiden Untersuchungsgruppen zeigen eine deutlich verldngerte Kinetik der
exzitatorischen Einwirtsstrome (in Gegenwart von GABA - und GABAg-Antagonisten) im

Kindling-Modell (B).

Der relative Anteil der AMPA-EPSCs nahm im epileptischen Tier zeitgleich ab, ein Befund
der am ehesten durch den Zuwachs der NMDA-EPSCs zu erkldren ist. Funktionelle
postsynaptische Kainat-Rezeptoren konnten wir weder im Kontrolltier noch im epileptischen
Tier nachweisen. Die Verdnderungen der NMDA-Rezeptorleitfahigkeit fiihrte zu einer
verlangerten Kinetik der exzitatorischen Antworten und somit zu einer initialen Faszilitierung
hochfrequenter reizevozierter EPSPs (20-100 Hz) in den Kdrnerzellen der Area dentata (Abb.
3). Die Depression der wihrend einer tonischen Stimulation nachfolgenden EPSPs war
insensitiv gegeniiber GABAA- und GABAg-Rezeptorantagonisten und ist somit am ehesten
durch eine Entleerung der prédsynaptischen Glutamat-Vesikel zu erkldren (Galarreta und
Hestrin, 1998; Zucker, 1989; Liu und Tsien, 1995; Ryan und Smith, 1995; Silver et al., 1998).
Elektrographische Anfallsereignisse des EC zeigen in der initialen tonischen Phase ebenfalls
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hochfrequente Entladungen mit einem vergleichbarem Frequenzspektrum. Diese Ergebnisse
legen nahe, daB aufgrund der im epileptischen Tier verdnderten glutamatergen
Neurotransmission, entorhinale Anfille wéhrend eines kurzen Zeitfensters (<50ms) die Area
dentata iiberwinden koénnen und in den Hippokampus weitergeleitet werden. Vier Wochen
nach dem letzten Anfallsereignis waren die beschriebenen Verdnderungen der NMDA-
Rezeptorkanile allerdings nicht mehr nachweisbar. Die Anteile der NMDA- und AMPA-
EPSCs entsprachen denen der Kontrolltiere. Dieser Befund legt nahe, dal die postiktual
auftretenden Verdnderungen der NMDA-Rezeptoren eher in der Epileptogenese als in der

Iktogenese eine Rolle spielen.
3.1.3.  Die Rolle der Kainat-Rezeptoren in der Area dentata

Weder in Kontrolltieren noch in chronisch epileptischen Tieren (Kindling-Modell) konnten
wir aktivierbare Kainat-Rezeptoren in Kornerzellen der Area dentata nachweisen (Ref. 3).
Diesen, primir exzitatorischen Rezeptoren, wird allerdings seit kurzer Zeit eine wesentliche
Rolle in der Regulation inhibitorischer Interneurone zugesprochen. Der zugrundeliegende
Mechanismus wird derzeit kontrovers diskutiert (Lerma et al., 2001). Eine reduzierte GABA-
Freisetzung inhibitorischer Interneurone wiirde zu einer Disinhibition der Koérnerzellen
filhren. Wir konnten zeigen, dafl in gekindelten Tieren die Aktivierung interneuronaler
Kainat-Rezeptoren zu einer deutlich stirkeren Verminderung der eIPSCs in Kdrnerzellen
fiihrt als in Kontrolltieren (Ref. 4, Abb. 4). Da auch spontane Ca®'- unabhéngiger Miniatur-
IPSCs eine Reduzierung ihrer Frequenz, nicht aber ihrer Amplitude zeigten, ist von einem
prasynaptischen, die Terminale modulierenden Mechanismus auszugehen. Die Aktivierung
von Kainat-Rezeptoren, welche sich auf den Terminalen inhibitorischer Interneurone
befinden, scheinen iiber einen metabotropen, bislang nicht ganzlich geklérten Mechanismus
die GABA-Freisetzung zu reduzieren. Uber diesen Mechanismus kann der wihrend eines
epileptischen Anfalls vermehrt freigesetzte exzitatorische Neurotransmitter Glutamat die

GABAerge Inhibition vermindern und somit die Erregbarkeit der Area dentata steigern.
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Kontrolltier Kindling-Modell

+ Glutamat

Abb. 4: Kindling verstirkt die iiber Kainat-Rezeptoren vermittelte Depression

GABAerger Inhibition in Kornerzellen der Area dentata

Badapplikation von Glutamat (100 uM) in der Gegenwart von NMDA- und AMPA-
Rezeptorantagonisten (APV, NBQX) fiihrt in Tieren des Kindling-Modells zu einer
signifikant stirkeren Depression monosynaptisch evozierter GABAa-Rezeptorstrome (auf

~50% der Ausgangswerte) als in Kontrolltieren (auf ~80% der Ausgangswerte).
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3.2 Die Rolle des Subikulums in der Temporallappenepilepsie

Die Semiologie limbischer Anfélle ist nicht ausschlielich durch die Anfallsgenerierung eines
epileptogenen Fokus, sondern vielmehr durch die Ausbreitung der epileptischen Aktivitit
charakterisiert. Sekundédr generalisierende Temporallappenanfille durchlaufen die
hippokampale Schleife, um schlieBlich iiber das Subikulum in andere kortikale und
subkortikale Hirnareale weitergeleitet zu werden. Unter funktionell anatomischen
Gesichtspunkten ist diese Struktur somit von besonderer Bedeutung fiir die Generierung und
Weiterleitung hippokampaler Anfille. Zudem verfligen subikuldre Zellen iiber intrinsische

Eigenschaften, welche epileptiforme Entladungen begiinstigen.

Wihrend ca. 2/3 aller Zellen auf depolarisierende Pulse (20 ms) mit einem burst von 3-5
Aktionspotentialen antworten (sog. burst-spiking Zellen), antworten die iibrigen Zellen mit

nur einem Aktionspotential (sog. regular-spiking Zellen) (Abb. 5).

Burst-spiking Zelle Regular-spiking Zelle

|25 mV

100 ms

Abb. 4: Membraneigenschaften subikuliirer Neurone

Spannungskurven und Entladungsverhalten von burst-spiking (links) und regular-spiking
(rechts) Zellen bei hyper- und depolarisierenden Strompulsen. Burst-spiking Zellen zeigen
initial einen Burst von 3-5 Aktionspotentialen mit nachfolgenden einzelnen
Aktionspotentialen, welche im Gegensatz zu regular-spiking Zellen keine Akkomodation

aufweisen.
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Abb. 5: Epileptiforme Aktivitit im Subikulum

Nach ca. 30 Minuten Auswaschzeit der Mg*-Tonen treten im isolierten Subikulum der Ratte
epileptiforme Anfallsereignisse auf, welche aus einer initialen tonischen und nachfolgenden

klonischen Phase bestehen und bis zu 60 Sekunden andauern konnen.

Ein wesentliches Unterscheidungsmerkmal beider Zelltypen ist die fehlende Aktionspotential-
Akkomodation und langsame Nachhyperpolarisation der burst-spiking Zellen wihrend bzw.
nach einer lingeren Depolarisation (z.B. 500-1000 ms) (Ref. 5). Regular-spiking Zellen
zeigen dem entgegen eine deutliche Akkomodation ihrer Aktionspotentiale sowie eine am
chesten Ca®" -abhiingige langsame Nachhyperpolarisation. Beide Zelltypen zeichnen sich
wihrend hyperpolarisierender Strome durch einen gleichrichtenden Einwéartsstrom aus. Nach
Beendigung hyperpolarisierender Strome kommt es bei beiden Zelltypen zu einer
Nachdepolarisation, die zur Auslosung einzelner Aktionspotentiale oder Bursts von

Aktionspotentialen fithren kann.
3.2.1.  Das Subikulum im Epilepsiemodell

Wir haben gezeigt, daB das Subikulum im in vitro Epilepsiemodell (Niedrig Mg**-Modell)
eine Bereitschaft zur Generierung spontaner bis zu 60 Sekunden lang andauernder
epileptiformer Entladungen besitzt (Ref. 6, Abb. 6). Diese -elektrographischen
Anfallsereignisse sind denen des EC in Dauer und Anfallsmuster vergleichbar und gehen nach
einer Auswaschzeit des Mg®" von 60-90 Minuten in rekurrente Entladungen von 1-3
Sekunden Dauer iiber. Sowohl die frithe als auch die spite epileptiforme Aktivitit persistiert
nach Durchtrennen der alveoldren und entorhinalen Afferenzen und bedarf somit keiner
externen Generatoren wie der Area CA1 oder dem EC. Diese Eigenschaft ist nach allgemeiner
Auffassung auf den hohen Anteil von burst-spiking Zellen zuriickzufiihren (Heinemann,
1987; Jensen und Yaari, 1997). Chronisch epileptische Tiere (Kindling-Modell) besafen
einen unverdndert hohen Anteil an burst-spiking Zellen (Ref. 7). Die durch eine Serie von

Aktionspotentialen induzierte schnelle und langsame (nur burst-spiking Zellen)
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Nachhyperpolarisation war zwei Tage nach dem letzten epileptischen Anfall in beiden
Zelltypen deutlich vermindert. Diese Zunahme der intrinsischen Erregbarkeit konnten wir
jedoch 28 Tage nach dem letzten Anfall in beiden Zelltypen nicht mehr nachweisen.
Demzufolge spielen diese transienten Verdanderung der Membraneigenschaften insbesondere

in der Epileptogenese, weniger in der Ictogenese eine Rolle.
3.2.2.  Die temporoammonische Projektion des EC zum Subikulum

Neben dem bekannten alveoldren Eingang der Area CAl zum Subikulum haben wir mit
intrazelluldren Ableitungen erstmals die temporoammonische Projektion ausgehend von
Schicht III-Zellen des EC in Kontrolltieren charakterisiert (Ref. 8). Nach Stimulation der
Schicht IIT des medialen EC zeigten subikuldre Neurone nach einer kurzen Latenz von 2,4 bis
6,6 ms sowohl exzitatorische (AMPA/NMDA) als auch inhibitorische (GABAA/GABAg)
postsynaptische Potentiale. NMDA-EPSPs konnten bereits bei Ruhemembranpotential und
einer extrazelluliren Mg**-Konzentration von 1,8 mM ausgeldst werden. Allerdings zeigte
sich eine projektionsspezifisch kleinere NMDA-Komponente nach Stimulation des Tractus
perforans im Vergleich zum alveoldren Eingang. Simultane Aktivierung der alveoldren und
entorhinalen Afferenzen fiihrte zu eine Potenzierung der exzitatorischen Potentiale.
Stimulation des alveoldren Eingangs nach einer kurzen Latenz, welche der synaptischen
Neurotransmission entlang der trisynaptischen hippokampalen Schleife entspricht, fiihrte

hingegen zu einer Depression der subikuldren Antworten.

Die iiber die temporoammonische Projektion vermittelte Modulation des subikuldren
Informationstransfers zeigte in chronisch epileptischen Tieren (Kindling-Modell) verdnderte
synaptische Entladungsmuster: In Kontrolltieren konnten wir zeigen, dafl hochfrequente
Reizung entorhinaler Neurone der Schicht III zu schnell akkomodierenden Aktionspotentialen
und einer langandauernden synaptischen Nachhyperpolarisation fithrt. Die Dauer dieser
Nachhyperpolarisation betridgt bis zu 20 s und ist in ihrem ersten Anteil sensitiv gegeniiber
dem GABAg Rezeptorantagonisten CGP-55845A, in ihrem zweiten Anteil gegeniiber Atropin
und in ithrem letzten Anteil gegeniiber Naloxon (Gloveli et al.,, 1997). In chronisch
epileptischen Tieren waren hingegen sowohl die Akkomodation der Aktionspotentiale als
auch die iiber GABAg-Rezeptoren vermittelte Nachhyperpolarisation deutlich reduziert (Ref.
9). Als Ursache konnten wir eine verstirkte Autoinhibiton der prisynaptischen GABAp
Rezeptoren der inhibitorischen Interneurone zeigen. Diese Ergebnisse deuten darauthin, daf3
im Rahmen der TLE eine Veridnderung der frequenzabhingigen Neurotransmission vom EC

zur Area CA1 und zum Subikulum stattfindet.
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3.2.3.  Pharmakologische Untersuchungen

Neben den exzitatorischen und inhibitorischen Neurotransmittern Glutamat und GABA
modulieren auch korpereigene Amine wie Serotonin (Behr und Heinemann, 1996; Behr et al.,
1997) und Dopamin (Ref. 10, 11) iiber subkortikale Afferenzen das funktionelle

Gleichgewicht aus Erregung und Hemmung im Subikulum.

Die Wirkungen von Dopamin auf die Neurotransmission sind vielfaltig, abhéngig von den
beteiligten Rezeptoren in der entsprechenden Hirnregion. Das Subikulum, das eine
ausgeprigte mesenzephale, dopaminerge Projektion vom ventralen Tegmentum erhilt
(Descarries et al., 1987; Gasbarri et al., 1994; Verney et al., 1985), expremiert sowohl D1- als
auch D2-Rezeptoren (Martres et al., 1985; Fremeau, Jr. et al., 1991; Meador-Woodruff et al.,
1994; Bruinink und Bischoff, 1993). Dopamin (200 uM) fiihrte in subikuldren
Pyramidenzellen zu einer Abnahme des Eingangswiderstandes sowie zu einer geringen
Hyperpolarisation des Membranpotentials der Zellen (Ref. 10). Ahnliche Effekte wurden
bereits fiir Pyramidenzellen der Area CA1 (Benardo und Prince, 1982; Berretta et al., 1990;
Gribkoff und Ashe, 1984) sowie Neurone der Schicht II des EC (Pralong und Jones, 1993)
beschrieben und scheinen durch die Offnung von K'-Kanilen bedingt zu sein. Wir konnten
zudem zeigen, dal Dopamin (100 uM) die glutamaterge synaptische Transmission iiber die
Aktivierung eines prasynaptisch lokalisierten D1-Dopaminrezeptor unterdriickt (Ref. 11, Abb.
7A). Fir einen ausschlieBlich prasynaptischen Mechanismus sprechen die modulierende
Wirkung von Dopamin auf durch Doppelreize evozierte EPSCs sowie Miniatur EPSCs, der
verbleibende Effekt nach Auswaschen der postsynaptischen G-Proteine, die unverdnderte
Kinetik der reizevozierten Strome sowie der fehlende Effekt auf EPSCs nach
Druckapplikation des Glutamat-Rezeptoragonisten AMPA. Die NMDA- und AMPA-EPSPs
waren in gleichem Mafle vermindert. Die alveoldre Projektion der Area CA1 war signifikant
starker supprimiert als die Projektion der Schicht III des EC (Reduktion auf 56% bzw. 76%
der Kontrollwerte). Auch polysynaptisch evozierte GABAa- und GABAg-IPSPs wurden unter
Dopamin (200 pM) auf ca. 64% reduziert (Ref. 10). Allerdings zeigte Dopamin in der
Gegenwart der Glutamat-Rezeptorantagonisten APV und NBQX keinen Effekt auf
monosynaptisch evozierte IPSPs/Cs (Abb. 7B). Diese Ergebnisse sprechen gegen eine direkte
Hemmung der prisynaptischen GABA Freisetzung. Die Abnahme der polysynaptisch
evozierten Potentiale ist vielmehr auf eine verminderte glutamaterge Erregung inhibitorischer

Interneurone zuriickzufihren.
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Abb. 7: Effekt von Dopamin auf eEPSCs und eIPSCs in subikuliren Neuronen

Dopamin (100 puM) unterdriickt evozierte AMPA-EPSCs (in der Gegenwart von APV,
Bicuculline und CGP55845A) auf 56 + 8% der Kontrollwerte (A), wihrend Dopamin keinen
Effekt auf monosynaptisch evozierte GABAA- und GABAg-IPSCs (in der Gegenwart von
APV und NBQX) hat (B).
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4. Diskussion und Ausblick

4.1. Interaktion zwischen entorhinalem Kortex und Hippokampus

Eine im chronisch epileptischen Tier verdnderte Interaktion zwischen EC und Hippokampus
scheint eine wesentliche Rolle in der Epileptogenese der TLE zu spielen. Die Area dentata
besitzt eine Schlisselstellung in der Ausbreitung epileptischer Aktivitit vom EC zum
Hippokampus. Wir haben zeigen konnen, dafl im Kindling-Modell der TLE die Filterfunktion
der Area dentata aufgehoben ist und somit die ungehinderte Ausbreitung spontaner
epileptiformer Aktivitdit des EC in den Hippokampus zuldft. Im EC von mit Kainat
behandelten Ratten sowie von Patienten mit pharmakoresistenter TLE treten hochfrequente
Oszillationen (100-500 Hz) auf, die den synaptischen Eingang der Kornerzellen der Area
dentata (Bragin et al., 1999a; Bragin et al., 1999b) bilden. Die Area dentata der mit Kainat
behandelten Ratten zeigen synchronisierte EPSPs mit aufgelagerten tonischen und klonischen
Clustern von Aktionspotentialen mit Frequenzen zwischen 1-100 Hz (Wuarin und Dudek,
1996). In in vitro Modellen der TLE konnten schlieBlich spontane und reizevozierte
Feldpotentiale mit Frequenzen bis zu 300 Hz aufgezeichnet werden (Schweitzer et al., 1992).
Die von uns gewdbhlte tetanische Stimulation von 10-100 Hz simuliert somit die synaptische
Aktivierung der Area dentata wihrend eines tonisch-klonischen Anfallsereignisses. In
gekindelten Tieren fiihrte die tetanische Reizung innerhalb der ersten 50 ms zu einer
Durchschaltung der hochfrequenten Aktivierung. Wir konnten zeigen, da3 die Faszilitierung
der EPSPs auf einer deutlichen Zunahme der Abfallzeit der NMDA-EPSCs beruht. Die Rolle
der NMDA-Rezeptoren in der Area dentata der gekindelten Ratte ist bereits ausfiihrlich
untersucht worden (Mody und Heinemann, 1987; Mody et al., 1988; McNamara, 1994;
McNamara, 1995; Lynch et al., 2000). Auf Einzelkanalebene konnte eine verldngerte
Offnugswahrscheinlichkeit sowie ein erhdhter Phosphorylierungsgrad des Rezeptors gezeigt
werden (Kohr et al.,, 1993). Die Aktivierung der Phosphatase Calcineurin fiihrt zu einer
Desensitisierung des NMDA-Rezeptors und einer Abnahme nachfolgender reizevozierter
EPSCs (Tong et al., 1995). Eine verminderte calcineurinvermittelte Riickkopplung, wie sie in
der Area dentata von Patienten mit TLE und gekindelter Ratten beschrieben wurde
(Lieberman und Mody, 2000; Mody und Lieberman, 1998), kann somit zu einer Faszilitierung
hochfrequenter NMDA-EPSCs fiithren. Sowohl die Faszilitierung der evozierten EPSPs als
auch die Zunahme der NMDA-EPSCs waren 48 Stunden, aber nicht 28 Tage nach dem letzten
epileptischen Anfall nachweisbar. Diese Befunde sind vereinbar mit einer transient erhohten

mRNA Expression des NMDA-Rezeptor Subtyps 2B nach Kindling (Kamphuis et al., 1995).
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Sowohl die Kindling-Epilepsie als auch das damit einhergehende MFS der Area dentata ist
von der Aktivierung des NMDA-Rezeptors abhédngig (Sutula et al., 1996). Aufgrund der
transienten Erhdhung der NMDA-R Aktivierung scheint die wesentliche Funktion dieses
Rezeptors eher in der Induktion struktureller und funktioneller Verdnderungen (Cantallops
und Routtenberg, 1996; McNamara und Routtenberg, 1995; Sprengel et al., 1998; Bengzon et
al., 1999) als in der Persistenz der erhohten Erregbarkeit zu liegen. Diese Befunde
verdeutlichen die enge Wechselbeziehung zwischen transienten Verdnderungen auf Zellebene

und persistierenden auf Netzwerkebene.

Einige Studien haben sich mit Verdnderungen der Expression von non-NMDA-Rezeptoren in
der Area dentata von Patienten mit pharmakoresistenter TLE (Babb et al., 1996) als auch
verschiedener Epilepsiemodelle (Pollard et al., 1993; Kamphuis et al., 1994; Babb et al.,
1996) befaB3t. Kamphuis et al. (Kamphuis et al., 1994) konnten zeigen, dafl 24 Stunden nach
Kindling eine vermehrte Expression der flip-Variante der Glutamat-Rezeptoren-A, -B und -C
mRNA in Kornerzellen der Area dentata auftritt. Langfristig war allerdings lediglich die
Expression der Glutamat-Rezeptor-A flip mRNA erhoht. Dennoch konnten wir im Kindling-
Modell der TLE auf funktioneller Ebene keine dauerhafte Verdnderung der vorwiegend
dendritischen AMPA-EPSCs nachweisen. Dieses Ergebnis schlieft allerdings eine

Hochregulation der somatischen AMPA-Rezeptoren nicht aus.

Obwohl Kainat im Tiermodell als ein Konvulsivum eingesetzt wird (Ben-Ari, 1985; Sperk,
1994) und der Beitrag von Kainat-Rezeptoren in der Epileptogenese zunehmend deutlich wird
(Mulle et al., 1998; Vissel et al., 2001; Bernard et al., 1999), konnten wir weder im
Kontrolltier noch im gekindelten Tier funktionelle Kainat-Rezeptoren in Kdornerzellen der
Area dentata nachweisen. Dieser Befund iiberrascht, da mRNA fiir Kainat-Rezeptoren in der
Area dentata der Ratte bereits nachgewiesen worden sind (Wisden und Seeburg, 1993;
Kamphuis et al., 1995). Funktionell aktivierbare Kainat-Rezeptoren konnten wir allerdings
auf den Terminalen inhibitorischer Interneurone der Area dentata nachweisen. Deren
Aktivierung fiihrte sowohl in Kontrolltieren als auch in gekindelten Tieren zu einer Hemmung
der GABA-Freisetzung. In gekindelten Tieren viel diese Hemmung im Vergleich zu
Kontrolltieren allerdings deutlich stirker aus. Wihrend eines epileptischen Anfalls fiihrt die
tonische Erregung der Kornerzellen zu einer transienten Erhoéhung der extrazelluldren
Glutamatkonzentration. Die Aktivierung von Kainat-Rezeptoren benachbarter inhibitorischer
Synapsen fiihrt daraufhin zu einer verstirkten Depression der GABAergen Inhibition. Die

durch Kindling induzierte Sensibilitit der Kainat-Rezeptoren die GABA-Freisetzung zu
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reduzieren fiihrt zu einer aktivititsabhidngigen Erhohung der Erregbarkeit der Kdrnerzellen,
welche die Ausbreitung limbischer Anfdlle in der entorhinal-hippokampalen Formation

erleichtert.

Eine Beteiligung des GABAergen Systems im Sinne einer verminderten Hemmung konnten
wir nicht nachweisen, da die Blockade der schnellen und langsamen Inhibition in
Kontrolltieren nicht zu der im gekindelten Tier zu beobachtenden Faszilitierung der EPSPs
filhrte. Zudem scheint das GABAerge System nach Kindling eher verstirkt zu sein (Oliver
und Miller, 1985; Kamphuis et al., 1992; Tuff et al., 1983a; Titulaer et al., 1995). Dieser
Befund ist auf eine Hochregulation postsynaptischer GABA-Rezeptoren (Valdes et al., 1982;
Tuff et al., 1983a; Tuff et al., 1983b; Shin et al., 1985; Otis et al., 1994; Nusser et al., 1998),
eine verstirkte liber GABAg-Rezeptoren vermittelte Autoinhibition oder eine verstirkte
Erregung inhibitorischer Interneurone zuriickzufiihren (Buhl et al., 1996; Otis und Mody,

1993).

Neben den zelluldren Verdnderungen gibt es einige Hinweise dafiir, dal das durch Kindling
induzierte MFS iiber die Ausbildung rekurrenter Kollateralen eine erhohte Erregbarkeit der
Area dentata verursacht (McNamara, 1994; Dudek und Spitz, 1997; Cronin und Dudek, 1988;
Wuarin und Dudek, 1996; Golarai und Sutula, 1996; Patrylo und Dudek, 1998). Allerdings
konnte gezeigt werden, dal3 der Proteinsynthesehemmer Cycloheximid die Bildung aberranter
Moosfasern in verschiedenen TLE-Modellen unterdriickt, jedoch das Auftreten der
epileptischen Anfille nicht verhindert (Ribak und Peterson, 1991; Sloviter, 1992). Die
funktionelle Bedeutung des MFS in der Epileptogenese bleibt somit weiterhin unklar.

4.2. Die Rolle des Subikulums in der Temporallappenepilepsie

In den letzten Jahren wurden umfangreiche Untersuchungen zu synaptischen und
intrinsischen Eigenschaften subikulédrer Zellen durchgefiihrt (O'Mara et al., 2001; Jung et al.,
2001). Das Subikulum scheint eine wesentliche Rolle in der Verstirkung hippokampaler
Information und deren Weiterleitung zu kortikalen und subkortikalen Hirnregionen zu spielen.
Fiir diese Annahme sprechen der hohe Anteil der burst-spiking Zellen, deren speziellen
Membraneigenschaften sowie die eingangs beschriebene anatomische Schliisselposition des
Subikulums am Ende der hippokampalen Schleife. Im chronisch epileptischen Tier scheinen
diese Membraneigenschaften wesentlich an der Generierung epileptischer Aktivitét beteiligt
zu sein (Heinemann, 1987; Jensen und Yaari, 1997). Eine rekurrente Verschaltung dieser
Schrittmacherzellen scheint von wesentlicher Bedeutung fiir die autonome Bereitschaft des

Subikulums zur Generierung epileptiformer Aktivitidt im in vitro Epilepsiemodell zu sein.
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Subikulére Zellen besitzen zudem die Eigenschaft unterschwellige
Membranpotentialoszillationen zu generieren, welche einen Beitrag zur Anfallsbereitschaft
leisten konnen. Vergleichbar den von uns in den tiefen Schichten des EC (Schmitz et al.,
1998) beschriebenen Membranpotentialoszillationen unterliegen auch die Oszillationen des
Subikulums einer Na'-Abhingigkeit (Mattia et al., 1997). Auf Einzelzellebene zeigen
subikuldre Pyramidenzellen nach Kindling eine verminderte schnelle und langsame Ca*'-
abhéngigen Nachhyperpolarisation. Eine mogliche Ursache scheinen die fiir epileptisches
Gewebe typischen Verinderungen der intrazelluliren Ca>" Regulation zu sein (Mody, 1998).
Welche Veridnderungen auf synaptischer Ebene nach Kindling auftreten ist fiir das Subikulum
bislang unklar. Neben der neuronalen Plastizitdt auf Membranebene und synaptischer Ebene
treten im sklerotischen Hippokampus des Menschen wie des Tieres Verdnderungen auf
Netzwerkebene auf: Die im Pilokarpin-Modell der TLE nachgewiesene Riickprojektion
subikuldrer Fasern zur Area CAl (Lehmann et al., 2001) konnte eine erhohte funktionelle
Konnektivitidt von Pyramidenzellen zur Folge haben und somit zu einer erhdhten neuronalen
Erregbarkeit im Bereich Area CAIl-Subikulum fiihren. Aufgrund der -epileptogenen
Eigenschaften des Subikulums werden zukiinftige Untersuchungen zeigen miissen, welche
Bedeutung das Subikulum des chronisch epileptischen Gewebes in der Generierung
hippokampaler Anfille besitzt. Diese Frage ist insbesondere vor dem Hintergrund der im
Rahmen der Ammonshornsklerose auftretenden Zelluntergidnge der hippokampalen Areae
CAL1 und CA3 von groflem Interesse. Diese Zellverluste dekonnektieren das Subikulum vom
Hippokampus. Aufgrund dessen scheint bei vielen Patienten mit TLE das Subikulum die
einzige, potentiell anfallsgenerierende Struktur im Bereich der hippokampalen Formation zu

sein.

Anatomische und physiologische Untersuchungen haben gezeigt, dafl der EC die wesentliche
kortikale Eingangsstruktur zur hippokampalen Formation darstellt und somit eine
Schliisselrolle in der Informationsverarbeitung zwischen den verschiedensten neokortikalen
Regionen und der hippokampalen Formation einnimmt (Van Groen et al., 1987; Kohler, 1986;
Kohler, 1988; Witter et al., 1989). Die Zellen der Schicht III des EC iiben einen vorwiegend
hemmenden EinfluB auf die Pyramidenzellen der Area CAl aus (Empson und Heinemann,
1995). Der entorhinale Eingang auf subikuldre Zellen besitzt hingegen sowohl hemmende als
auch erregende synaptische Anteile. Demnach interagiert der EC iiber zwei funktionell
unterschiedlichen Projektion mit der Area CA1 und dem Subikulum. Da {iber die Hemmung
der Area CA1 sekundir die Neurotransmission zum Subikulum unterdriickt wird, scheint die

entorhinale Projektion zum Subikulum eine wesentliche Rolle in der Verstirkung des
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hippokampalen Informationstransfers zu spielen. Welche Bedeutung der bei der TLE zu
beobachtende Untergang der Schicht III Zellen des EC (Du et al., 1995; Du et al., 1993) fiir
die Neurotransmission und Anfallsbereitschaft des Subikulums hat, ist nicht bekannt. Zudem
ist unklar, ob der Zelltod vorwiegend lokale Interneurone bzw. Pyramidenzellen oder eher
Projektionszellen  betrifft. ~Abhdngig vom untergegangenen Zelltyp resultieren
unterschiedliche Verdnderungen hinsichtlich der Erregungsfortleitung zum Subikulum. Der
Untergang der Projektionsneurone hitte den Ausfall sowohl exzitatorischer als auch
inhibitorischer Einfliisse auf die Neurotransmission des Subikulums zur Folge. Der Untergang
lokaler inhibitorischer Interneurone wiirde hingegen zu einer verstirkten Exzitation des
Subikulums fiihren. Eine funktionelle Verdnderung des entorhinalen Eingangs kann somit
sowohl die Erregungsfortleitung als auch die Epilepsiebereitschaft des Subikulums vielfaltig

modifizieren.

Wir konnten kiirzlich zeigen, daBl regular- und burst-spiking Zellen ein unterschiedlich
ausgepragtes ,,Lernverhalten* (Langzeit-Potenzierung; LTP) aufweisen (Wozny et al., 2001):
so zeigen burst-spiking Zellen eine deutlich stiarkere LTP als regular-spiking Zellen. Wahrend
die LTP der burst-spiking Zellen priasynaptisch iiber zyklisches AMP (cAMP) und
postsynaptisch iiber NMDA-Rezeptoren vermittelt ist, ist die LTP der regular-spiking Zellen
iiber einen bislang nicht geklédrten postsynaptischen Mechanismus bedingt. Die Korrelation
von zellspezifischen Projektionen der Area CAl und des EC und zellspezifischer LTP ist
deswegen von aullerordentlich groBem Interesse fiir das Verstdndnis sowohl physiologischer
(Lernen und Gedichtnis) als auch pathogener neuronaler Plastizitit wie sie in der

Epileptogenese auftritt.

4.3. Die Wirkung von Dopamin im Subikulum

Die antikonvulsive Wirkung von Dopamin ist seit langem bekannt. Nach Einfithrung von
selektiven D1- und D2-Agonisten wurde zunédchst vermutet, daf die antikonvulsive Wirkung
insbesondere iiber die Aktivierung von D2-Rezeptoren im Bereich des Frontalhirns erzielt
wird. Hingegen scheint die Aktivierung von D1 Rezeptoren im Bereich des Mittelhirns eher
einen prokonvulsiven Effekt zu haben (Starr, 1996). Aufgrund der zur Verfiigung stehenden
nebenwirkungsdrmeren und potenteren Antikonvulsiva werden DI1-Agonisten in der
Epilepsietherapie nicht eingesetzt. Unter Einsatz von D2-Antagonisten und D1-Agonisten bei
anderen  neurologisch-psychiatrischen = Erkrankungen @ wie  dem  idiopathischen
Parkinsonsyndrom und der Schizophrenie konnen allerdings epileptische Anfille als

Nebenwirkungen auftreten. Die von uns im Subikulum nachgewiesene Reduktion der
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Glutamatfreisetzung  nach Aktivierung von DI1-Rezeptoren wurde auch fiir andere
Hirnregionen wie den Nucleus accumbens (Nicola et al., 1996; Pennartz et al., 1992), den EC
(Pralong und Jones, 1993), den prifrontalen Kortex (Law-Tho et al., 1994; Williams und
Goldman-Rakic, 1995; Gao et al., 2001) sowie die frontobasale Hirnregion (Momiyama et al.,
1996) gezeigt. Der D1-Rezeptor reguliert die Aktivitit der zyklischen AMP (cAMP) —
abhingigen Proteinkinase A (PKA) (Kebabian und Calne, 1979) und reduziert N-Typ Ca’"
Strome (Surmeier et al., 1995). Dopamin zeigte keinen Effekt auf die GABA-Freisetzung
inhibitorischer Interneurone des Subikulums. Allerdings wurde iiber die verminderte
Erregung inhibitorischer Interneurone sekundir die polysynaptische GABAerge Hemmung
reduziert. Smialowski et al. konnten zeigen dal in der Area CAl Dopamin sowohl
exzitatorische (D2-Rezeptor) als auch inhibitorische (DI1-Rezeptor) Effekte auf
Pyramidenzellen ausiibt. Im in vitro Epilepsiemodell (Niedrig-Ca’") konnten sie zudem
spontane epileptiforme Aktivitit mit einem D1 Agonisten reduzieren. Somit scheint der
Einsatz von DI1-Agonisten in der hippokampalen Formation eher einen antikonvulsive als
prokonvulsive Wirkung auf Pyramidenzellen zu haben. Allerdings wurde fiir die Area CAl
(Hsu, 1996; Otmakhova und Lisman, 1999) sowie den EC (Stenkamp et al., 1998) gezeigt,
daf} die Glutamatfreisetzung auch iiber D2-Rezeptoren unterdriickt werden kann. Somit kann
die traditionelle These eines D1-exzitatorischen und D2-inhibitorischen Systems zumindest
fiir die hippokampale Formation nicht aufrechtgehalten werden. In Abhingigkeit von der
Hirnregion entfalten Dopamin-Rezeptoren unterschiedliche Wirkungen. Da Dopamin sowohl
die Membraneigenschaften als auch die mono- und polysynaptische Transmission moduliert,
ist der Gesamteffekt und somit der EinfluB auf Verdnderungen der Anfallsschwelle nur

eingeschrinkt zu beurteilen.
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