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EINLEITUNG 3

1 EINLEITUNG

1.1 Epilepsien

Die Epilepsien sind eine Gruppe von Krankheiten, welche durch das wiederhol-
te und unprovozierte Auftreten epileptischer Anfalle definiert sind. Sie stellen
eine der haufigsten chronischen neurologischen Erkrankungen dar (Matthes
and Schneble, 1992).

Betroffen sind Menschen aller Altersstufen mit Inzidenzgipfeln bei Neugebore-
nen und Kleinkindern und bei Menschen Uber 60 Jahren. Die Lebenszeitprava-
lenz liegt bei etwa 1,4 — 5,7% der Bevolkerung (Hauser et al., 1993), in Hessen
gibt es etwa 36000 Betroffene. Die Punktpravalenz, d.h. der Anteil der Bevdlke-
rung mit aktiver Epilepsie wahrend des bisherigen Lebens bis zur Untersuchung
betragt 4/1000. Die kumulative Inzidenz, also die Wahrscheinlichkeit, im Leben
irgendwann einmal an einer Epilepsie zu erkranken, liegt zwischen 2 und 5 %
(Sander, 1993).

Fir Betroffene hat das Erkranken an einer Epilepsie erhebliche gesundheitliche
und sozial-medizinische Konsequenzen. So ist die Unfall- und Verletzungsge-
fahr sowie die Morbiditat erhoht. AuRerdem besteht in der Regel eine Ein-
schrankung in der Berufswahl und Mobilitat (durch Fahrverbot). Des Weiteren
werden Schamgeflhl, Anfallsangst und soziale Stigmatisierung erlebt.

Die heute etwa 50 bekannten Formen von Epilepsien werden in generalisierte
und fokale Epilepsien unterteilt und weiter als symptomatisch, kryptogenetisch
oder idiopathisch klassifiziert. Von allen an Epilepsie erkrankten Patienten lei-
den ca. 50 - 60% an fokalen Epilepsien (Lavados et al., 1992; Hauser et al.,
1993; Olafsson et al., 1996). Anfallsfreiheit kann bei etwa 60% der Betroffenen
durch medikamentdse Therapie erreicht werden. Bei einem Teil der Patienten
mit fokalen medikamentenresistenten Epilepsien (ca. 15%) kann ein chirurgi-
scher Eingriff mit Resektion der epileptogenen Zone zur Anfallsfreiheit und so-
mit zur Heilung fuhren. Fir den Rest der medikamentenresisstenten Patienten
besteht derzeit kaum eine Aussicht auf Anfallsfreiheit.

Als Ursache der Epilepsien wird eine Stérung der Balance zwischen neuronaler

Inhibition und Exzitation mit Uberwiegen der Erregung von Neuronenverbénden
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angenommen, welche zur exzessiven, simultanen elektrischen Entladung von
kortikalen Neuronen fuhrt und so Anfalle generiert.

Die Therapie richtet sich je nach Form der Epilepsie auf medikamentdse Ver-
starkung der inhibitorischen oder Verringerung der exzitatorischen Einflisse,
oder auf die Resektion des epileptogenen Fokus (z.b. bei fokalen medikamen-

tenresistenten Epilepsien).

1.1.1 Idiopathisch generalisierte Epilepsien

Die Bezeichnung idiopathisch generalisierte Epilepsie (IGE) bedeutet, dass ein
epileptisches Geschehen unmittelbar in beiden Hirnhalften synchron auftritt und
sich keine umschriebene Anfallsursprungszone definieren lasst.

Nach der International League Against Epilepsie (ILAE) werden der IGE folgen-
de Syndrome zugeordnet: Absencen Epilepsie, juvenile myoklonische Epilep-
sie, Epilepsie mit generalisierten-tonisch-klonischen Anfallen bei Erwachsenen
(Commission on Classification and Terminology of the ILAE, 1989). Die IGE
weisen in der Regel von Beginn an eine Bewusstseinseinschrankung oder mo-

torische Entaulerungen auf.

Absencen-Epilepsie

Eine haufige Form der idiopathisch generalisierten Epilepsien stellt die Ab-
sencen-Epilepsie dar. Die Anfalle der regelhaft im Kindes- und Jugendalter auf-
tretenden Absencen-Epilepsie sind gekennzeichnet durch eine kurze, meist nur
einige Sekunden anhaltende Vigilanzminderung (starrer leerer Blick) mit fehlen-
der Reaktion auf Ansprechen und Erinnerungsliicken mit begleitender 3 Hz Ak-
tivitat im EEG (Bureau and Tassinari, 2005). In ca. 8% der Falle lassen sich die
Anfalle durch Photostimulation im EEG provozieren (Baykan et al., 2005).
Therapeutisch fuhrt eine medikamentdse Therapie der Absencen zwar in Uber
90 % zur Anfallsfreiheit jedoch bleibt fur den restlichen Teil der Patienten bis-
lang keine Aussicht auf Heilung, da ein epilepsiechirurgischer Eingriff nicht in

Frage kommt.
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1.1.2 Fokale Epilepsien

Fokalen Epilepsie-Syndromen liegt haufig fokale Hirnlasionen zugrunde, d.h.
sie sind symptomatisch. Bei fokalen Anfallen bleibt der Anfallsursprung auf ein
Gehirngebiet begrenzt, das als Anfallsursprungszone bezeichnet wird
(Rosenow and Luders, 2001). Gehen die fokalen Anfalle mit einer Bewusst-
seinsbeeintrachtigung einher, wird von komplex-fokalen Anfallen gesprochen.
Bei einer Ausdehnung der epileptischen Aktivitat iber den Fokus hinaus auf
das gesamte Gehirn wird dies als sekundare Generalisierung bezeichnet. Die
Ausbreitung der Anfallsaktivitat im Gehirn manifestiert sich auch im klinischen
Erscheinungsbild des epileptischen Anfalls. Die fokalen Epilepsien werden nach
dem Ort des Anfallsursprungs benannt (z.B. Anfallsursprung im Frontallappen,

als Frontallappenepilepsie).

Temoprallappenepilepsien

Die Anfallstypen, die diese Epilepsieform charakterisieren, sind einfach fokale,
komplex-fokale Anfalle ohne sekundare Generalisierung oder komplex fokale
Anfalle mit mit sekundarer Generalisierung. Bei ungefahr 70 - 80% der Men-
schen mit einfach fokalen oder komplex-fokalen Anféallen ist der epileptische
Fokus im Temporallappen lokalisiert und hierbei meistens im Hippokampus,
einer Struktur des limbischen Systems. Circa. 60 - 70% der Patienten mit Tem-
porallappenepilepsie kdnnen mit den zur Verfligung stehenden Antikonvulsiva
nur unzureichend oder nicht therapiert werden (Schmidt, 1986; Leppik, 1992).
Bei Versagen des Medikamentes der ersten Wahl besteht nur noch eine Chan-
ce von <10 % auf Anfallsfreiheit unter weiterer medikamentdser Therapie. Fur
diese Patienten ist derzeit haufig die chirurgische Entfernung des Fokus, d.h.
des Hippokampus und angrenzender Regionen, die einzige Moglichkeit, um

eine Besserung des Krankheitsbildes zu erreichen.

Mesiale Temporallappenepilepsie bei Hippokampussklerose

Schon vor uber 100 Jahren ist das Vorkommen von massiver Volumenminde-
rung und Verhartungen (Sklerose) im Hippokampus von Menschen mit Tempo-
rallappenepilepsien beschrieben worden (Sommer, 1880). Mittlerweile konnten
typische Muster dieser Neuronenverluste detaillierter dargestellt werden (Bratz,
1899; Margerison and Corsellis, 1966). Abbildung 2.1 zeigt eine histologische
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Darstellung der wesentlichen Strukturen eines normalen Hippokampus, welcher
im Menschen und in der Ratte ahnlich sind.

In der Literatur gibt es verschiedene Bezeichnungen flr diese Neurodegenera-
tion. Die Bezeichnung, die sich weitestgehend durchgesetzt hat, ist Hippokam-
pussklerose, doch auch der Begriff Ammonshornsklerose wird noch haufig in

der deutschen Literatur verwendet.

Abb. 1.1.: Darstellung eines Teils des entorhinalen Cortex im histologischen Praparat mit wich-
tigen Strukturen des Hippokampus. CA = Cornu ammonis.
(Quelle: http://fedoc.hu-berlin.de//HTML/schubert_html_21d219b1.png)

Es wird ein direkter Zusammenhang zwischen der Temporallappenepilepsie
und der Hippokampussklerose postuliert, da bei anderen Epilepsieformen ver-
gleichbare Neuronenverluste nicht gefunden werden kénnen (Stauder, 1936;
Margerison and Corsellis, 1966; Cendes et al., 1993). Allerdings wurde auch
berichtet, dass nur ca. 50 - 70% der Patienten mit Temporallappenepilepsie
Neuronenverluste im Hippokampus aufweisen (Bratz, 1899; Margerison and
Corsellis, 1966).

Neben dem Hippokampus sind auch andere Gehirnregionen bei Patienten mit
Temporallappenepilepsie von der Neurodegeneration betroffen. So weisen
auch die Amygdala, ebenfalls eine Struktur des limbischen Systems, und der

entorhinale Kortex haufig Lasionen auf (Falconer et al., 1964; Margerison and
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Corsellis, 1966; Yilmazer-Hanke et al., 2000). In letzter Zeit werden vor allem
die Amygdala bei Patienten mit Temporallappenepilepsie intensiver erforscht
(Cendes et al., 1993; Hudson et al., 1993; Wolf et al., 1997; Zentner et al.,
1999; Salmenpera et al., 2001). Diese Untersuchungen zeigen, dass massive
Neuronenverluste auch in amygdaloiden Nuclei bei Patienten mit Temporallap-

penepilepsien auftreten.

1.2 Tiermodelle

Im Rattenmodell bestehen anerkannte, gut validierte und stabile Modelle so-
wohl fur fokale Epilepsien (z.b. Amygdala-Kindling-, Kainat-, Pilocarpin-Modell),
als auch fur generalisierte Epilepsien (z.B. WAG/Rij-, GAERS-Modell). Beide in
dem Versuchsvorhaben eingesetzten Tiermodelle erfullen im wesentlichen die
Kriterien fur Epilepsie-Modelle nach Léscher und Schmidt (s.u.) (Léscher and
Schmidt, 1988).

Der Vorteil der Modelle fur fokale Epilepsien im Gegensatz zu den Modellen fur
generalisierte Epilepsien besteht in der Anfallsauslésung zu einem bestimmten
Zeitpunkt. Damit kdnnen auch Mechanismen der Iktogenese, d.h. die Entste-
hung, Ausbreitung und Terminierung eines einzelnen epileptischen Anfalls, un-
tersucht werden. Die Anforderungen dieser Epilepsie Modelle sind (Loscher and
Schmidt, 1988; Sarkisian, 2001):

- Die Ausbildung von spontanen und wiederholt auftretenden epilepti-
schen Anfallen

- Klinisches Erscheinungsbild der epileptischen Anfélle ahnelt denen
beim Menschen

- Altersabhangiger Beginn der Anfalle ahnlich denen beim Menschen

- Die klinischen Anfalle sollten ebenfalls mit epilepsietypischen Potenti-
alen im EEG assoziiert sein

- Pharmakokinetik, Plasmakonzentrationen und Wirksamkeit der Anti-
konvulsiva sollten sich dem jeweilig zugeordneten Epilepsiesyndrom
im Menschen ahnlich verhalten

Bis jetzt erfullt kein Tiermodell alle diese Kriterien, d.h. fur jedes Forschungs-

vorhaben muss das am besten geeignete Modell ausgewahlt werden.
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1.2.1 Tiermodelle der Absencen Epilepsie

WAG/Rij-Modell

Die WAG/RIj-Ratte ist ein seit Jahren eingesetztes Tiermodell fur Absencen
Epilepsien (Van Luijtelaar and Coenen, 1986). Die Abkurzung WAG/RIj steht fur
~Wistar Albino Glaxo strain, bred in Rijswijk, Netherlands®. Die homozygote
Form der WAG/RIj-Ratten entstand aus einer Zichtung uber einhundert Gene-
rationen. Trotz der Inzucht sind die Ratten fertil und zeigen keine interiktalen
Verhaltensauffalligkeiten (Coenen et al., 1992). Das WAG/Rij Modell zeigt hin-

sichtlich des Vergleichs zu Absencen des Menschen folgende Parallelen auf:

- typische Spike-and-wave Potentiale (Coenen et al., 1992; Sarkisian,
2001)

- Die Spike-Wave-Komplexe sind bilateral symmetrisch und zeigen sich
generalisiert Uber dem gesamten Kortex (Coenen and Van Luijtelaar,
1987).

- durchschnittliche Anfallsdauer von einer bis 45 Sekunden und eine
Amplitude von 200 pV bis 1000 pV (Coenen et al., 1992)

- Durchschnittliche Anfallsfrequenz von 16 — 18 Anfallen pro Stunde mit
einer durchschnittlichen Anfallsdauer von finf Sekunden (Coenen
and Van Luijtelaar, 1987).

- zirkadiane Rhythmik, Auftreten gehauft in Ruhe- bzw. Inaktivitatspha-
sen von Ratten (Hellphase) (Drinkenburg et al., 1991; Hellier and Du-
dek, 1999; Nissinen et al., 2000).

- Die Haufigkeit des Auftretens von Anfallen erhéht sich mit steigendem
Lebensalter.

- Keine geschlechtsspezifischen Haufigkeitsunterschiede der Anfalle
(Coenen and Van Luijtelaar, 1987).

- Immobilitdt wahrend einer Absence (Coenen et al., 1992).

- Verhaltensauffalligkeiten wie Kopfnicken, orale Automatismen oder
auch Augen zusammenkneifen konnen auftreten (Coenen et al.,
1992; Avoli, 1980)

- antikonvulsiver Effekt bei der Behandlung mit Antiepileptika. Pharma-

kologische Studien mit Valproat, Trimethadion und Ethosuximide im
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WAG/RIij-Modell zeigen diesen Effekt (Peeters et al., 1988; Micheletti
et al., 1985).

Die Ubertragbarkeit des Wag/Rij-Modells auf die menschliche Absencen Epi-

lepsie ist durch folgenden Faktor eingeschrankt:

- Die Frequenzen der epileptischen Aktivitat liegen zwischen sieben
und elf Hertz. FUr ein ideales Tiermodell ware eine Frequenz der epi-
lepsietypischen Potentiale von drei bis vier Herz, wie sie beim Men-

schen auftreten, wiinschenswert (McQueen and Woodbury, 1975).

Andere Tiermodelle

Neben dem WAG/RIij-Modell gibt es noch eine Reihe anderer genetischer Ab-
sencenepilepsiemodelle wie die ,genetic absence epilepsy rats from Stras-
bourg“ (GAERS) (Marescaux et al., 1992; Sarkisian, 2001) und die als ,tremor
rat” (Serikawa et al., 1987), definiert als Ratten mit spontan auftretenden Epi-
lepsien.

Neben den genetisch determinierten Tiermodellen fir Absencen-Epilepsien gibt
es elektrisch induzierte Tiermodelle fur Absencen-Epilepsien, wie die thalami-
sche Stimulation (Sarkisian, 2001; Fisher, 1989) und aufierdem chemisch indu-
zierte Tiermodelle mit niedrig dosierter systemischer Pentyleneteratrazol (PTZ)
Gabe (Sarkisian, 2001; Fisher, 1989; Snead, Ill, 1992).

GAERS-Ratten

Die GAERS haben, ahnlich den WAG/RIij-Ratten, spontan auftretende nichtkon-
vulsive Absencen, die den Absencen des Menschen ahneln (Marescaux et al.,
1992).

Das Auftreten der Anfélle der GAERS ist, wie im WAG/Rij-Modell, altersabhan-
gig (Marescaux and Vergnes, 1995; Vergnes et al.,, 1986) und sie zeigen die
selbe Klinik (orale Automatismen, Augen zusammenkneifen und plétzliches In-
nehalten der Bewegungen) (Vergnes et al., 1982; Marescaux et al., 1992).

Die Unterschiede der beiden Tiermodelle liegen in der stabileren Frequenz der

Sharp-und-Wave-Komplexe von etwa 9 Hz und der langeren Anfallsdauer von
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durchschnittlich 17 Sekunden bei den GAERS (Vergnes et al., 1982; Marescaux
et al., 1992).

1.2.2 Tiermodelle der Temporallappenepilepsie

Kindling-Modell

Als ,Kindling“ wird die Entwicklung von Anfallen bezeichnet, die durch regelma-
Rige fokale elektrische Stimulation (1 — 2 Sekunden) einer Struktur im limbi-
schen System (z.B. der Amygdala) ausgel6st werden und dabei an Schwere
und Dauer zunehmen (Goddard et al., 1969). Mit zunehmender Anzahl an Sti-
mulationen steigt der Schweregrad der epileptischen Anfélle. Bei den ersten
Stimulationen sind meist nur EEG Veranderungen (Nachentladungen) ohne
motorische Anfallsaktivitat zu sehen, bei weiteren Stimulationen treten dann
fokale Anfalle auf, bis durch die Stimulation mit derselben Stromstarke fokale
Anfalle mit sekundarer Generalisierung induziert werden koénnen. Nachdem
ausreichend haufig sekundar generalisierte Anfalle elektrisch induziert wurden,
ist die Stromstarke zum Auslésen eines epileptischen Anfalls vielfach geringer
als vor dem Stimulationsprozess, der als Kindling-Prozess bezeichnet wird
(Goddard et al., 1969). Diese erhohte Exzitabilitat, die auch in anderen bis da-
hin nicht stimulierten limbischen Gehirnregionen nachzuweisen ist, kann noch
Monate nach dem Kindling-Prozess festgestellt werden, so dass bei den Ratten
durch das Kindling eine Veranderung in der neuronalen Struktur eingetreten zu
sein scheint (Goddard et al., 1969; Sato et al., 1990). Aufgrund der durch den
Kindling-Prozess verursachten permanenten Veranderungen wird das Kindling-
Modell als Epilepsie-Modell angesehen.

Einschrénkend ist jedoch zu sagen, dass die Ubertragbarkeit des Kindling-
Modells auf den Menschen nicht vollkommen unumstritten ist, da die Anfalle bei
dem Tiermodell durch elektrische Stimulationen induziert werden und nicht
spontan auftreten.

Dennoch stellt das Kindling-Modell der Ratte heute das am haufigsten genutzte

Modell der Temporallappenepilepsie beim Tier dar.

Andere Tiermodelle fokaler Epilepsien
Neben dem Kindling-Modell der Ratte, bei dem elektrisch stimuliert wird, gibt es

weitere Modelle fokaler Epilepsien bei der Ratte.
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Eine haufig angewandte Vorgehensweise zur Erzeugung epileptischer Tiere ist
der Einsatz von konvulsiv wirkenden Substanzen. Als Chemokonvulsiva werden
oftmals Kainsaure und Pilocarpin verwendet. Durch die in der Regel einmalige
lokale oder systemische Applikation wird ein Status epilepticus induziert, der
nach Verstreichen einer Latenzphase zu spontanen fokalen und seltener auch

zu sekundar generalisierten Anfallen fahrt.

Pilocarpin-Modell

Pilocarpin ist ein Agonist am muscarinergen Acetylcholinrezeptor. Durch die
systemische Gabe von Pilocarpin entwickeln Ratten fokale bzw. komplex-fokale
Anfalle mit sekundarer Generalisierung und einen entsprechenden Status epi-
lepticus (Turski et al., 1983).

Kainsaure-Modell

Das Kainsaure-Modell ist ein Modell fur Temporallappenepilepsie, da der durch
die Applikation von Kainsaure induzierte Status epilepticus zu ahnlichen patho-
logischen Veranderungen im Gehirn fihrt wie sie bei Patienten mit Temporal-
lappenepilepsie beobachtet werden kénnen (Ben Ari et al., 1980; Schwob et al.,
1980; Nadler, 1981). Nach einer Latenzphase von ein bis drei Wochen treten
bei etwa der Halfte der Tiere spontane Anfalle auf (Cavalheiro et al., 1982;
Cronin and Dudek, 1988; Hellier et al., 1998).

Ein Nachteil der chemisch induzierten Epilepsie-Modelle ist einerseits die grole
Mortalitat von ca. 50 % bei Lithium-Pilocarpin-induziertem Status epilepticus
(Sankar et al., 1998) und andererseits die unterschiedliche Empfindlichkeit der
Tiere gegenuber den Wirkungen von Kainat. Abhangig von Stamm, Geschlecht,
Alter und Gewicht der verwendeten Ratten treten variierende Reaktionen auf
(Sperk et al., 1985; Golden et al., 1991; Wozniak et al., 1991; Brines et al.,
1995).

1.3 Tiefenhirnstimulation

Neben den Medikamenten kdnnen auch neuronale Afferenzen die Balance von
Inhibition und Exzitation eines epileptogenen Neuronenverbandes beeinflussen.

So war schon (Gowers, 1882) bekannt, dass sensible oder schreckhafte Reize
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Anfalle auslésen kdnnen, wohingegen das Unterdriicken von GliedmalRenbe-
wegungen im beginnenden Anfall die Anfallsausbreitung unterbrechen kann
(z.B. durch Schlingen). Seit einigen Jahren ist die N. vagus Stimulation als anti-

konvulsive Therapie etabliert.

1.3.1 Nigrales Kontrollsystem von epileptischen Anfallen
(NCES, ,nigral control of the Epilepsy System)

Aus Tierversuchen ist bekannt, dass die Aktivierung von Neuronen des Collicu-
lus superior (CS) eine antikonvulsive Wirkung zeigt (Nail-Boucherie et al.,
2002). ladorola und Gale beschrieben 1980 einen antikonvulsiven Effekt von
gamma-Aminobuttersaure (GABA) in der Substantia nigra. (ladarola and Gale,
1982; Gale and ladarola, 1980).

Aus diesen Beobachtungen entstand die Hypothese eines endogenen Kontroll-
systems gegen Anfalle, der so genannten ,antikonvulsiven Zone im dorsalen
Mittelhirn“, nahe des CS (,dorsal midbrain anticonvulsant zone®, DMAZ).
Hauptelement dieses endogenen Kontrollsystems stellt die Substantia nigra
pars reticulata (SNpr) dar und eine Inhibierung scheint protektiv gegen epilepti-
sche Anfalle in verschiedenen Tiermodellen mit Epilepsien zu sein (Depaulis et
al., 1994; McNamara et al., 1984; Deransart et al., 1998b; Gale, 1985).

Die Verschaltungen zwischen den Kerngebieten der Basalgangligen wurden
bereits im Tiermodell untersucht und es konnten folgende Befunde der Bezie-
hungen untereinander erhoben werden. Es existieren zwei verschiedene Wege
der Aktivierung der Basalganglien. Zum einen der direkte und zum anderen der
indirekte striato-nigrale Weg. Beim direkten striato-nigralen Weg erhalt die SNpr
monosynaptische Afferenzen aus dem Striatum, bestehend aus Cauda-
tum/Putamen und N. accumbens. Diese sind inhibitorisch und GABAerg, Sub-
stanz-P oder Dynorphin vermittelt (Besson et al., 1990). Beim indirekten poly-
synaptischen striato-nigralen Weg erhalt der Globus pallidus externus (GPe)
stark inhibitorische GABAerge Afferenzen vom Striatum (Alexander and Crut-
cher, 1990; Graybiel, 1990) (Abb.2.2).
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Abb. 1.2.: Schematischer Uberblick liber die Verschaltung der Basalganglien

Es konnte nachgewiesen werden, dass die DMAZ im Ruhezustand unter inhibi-
torischem Einfluss tonisch-feuernder GABAerger Zellen aus der SNpr steht
(Parent and Hazrati, 1995). Die SNpr selbst steht im Ruhezustand sowohl unter
tonisch-exzitatorischem glutamatergem Einfluss des STN als auch unter pha-
sisch-inhibitorischem Einfluss durch den Globus pallidus externus (GPe)
(Parent and Hazrati, 1995; Smith et al., 1998).

Die Unterbrechung dieses inhibitorischen Einflusses der SNpr flhrt zu einer
gesteigerten Aktivitat der DMAZ, welche demnach durch Inhibition der SNpr
direkt, Aktivierung des GPe, oder Inhibition des STN erreicht werden kann
(Redgrave et al., 1992; Loddenkemper et al., 2001; Chevalier et al., 1985).
Dieser Effekt konnte auch durch Injektion von GABA-Agonisten Muscimol
(Depaulis et al., 1989) und Benzodiazepinen (King et al., 1987) in die SNpr,
bzw. durch ihre direkte Schadigung (Garant and Gale, 1983) einerseits und In-
hibition des STN durch GABA-Agonisten Muscimol (Dybdal and Gale, 2000;
Veliskova et al., 1996) oder die direkte Schadigung des STN (Ryan and San-

ders, 1994) andererseits bestatigt werden.
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Momentan sind die efferenten Verbindungen der DMAZ noch nicht ndher cha-
rakterisiert, jedoch konnte der antikonvulsive Effekt durch Blockade der inhibito-
rischen striatotektalen Verbindungen nachgewiesen werden (Garant and Gale,
1985).

In weiteren Studien wird postuliert, dass auch efferente Faserverbindungen des
STN zu anderen Kerngebieten, z.B. zum Nukleus endopeduncularis, bzw. die
Projektionen der SNpr, z.B. zum Thalamus ebenfalls einen Einfluss auf die epi-
leptische Aktivitat haben (Benazzouz et al., 1995; Lanciego et al., 2004; Vonck
et al., 2005).

Mehrere tierexperimentelle Studien konnten die Rolle der DMAZ fiir die Anfalls-
suppression belegen. Intranigrale Injektionen von NMDA-Antagonisten in die
SNpr fUhrten zu einer Suppression myoklonischer (Xie et al., 1991), tonischer
(Meldrum et al., 1988), tonisch-klonischer (De Sarro et al., 1984; Turski et al.,
1986; Meldrum et al., 1988; Wurpel et al., 1992) und fokaler Anfalle mit sekun-
darer Generalisierung (Dybdal and Gale, 2000). Eine Anfallssuppression konnte
durch Injektion von GABA-Agonisten in den STN hervorgerufen werden. Diese
Injektionen flhrten zu einer Reduktion tonisch-klonischer (Dybdal and Gale,
2000; Veliskova et al., 1996) und fokaler Anfalle mit sekundarer Generalisierung
(Dybdal and Gale, 2000).

1.4 Hypothese und Ziele der Arbeit

Die Stimulation des STN ist ein bereits beim Menschen als Therapie des M.
Parkinson etabliertes Verfahren, welches mit einer nur geringen Morbiditat (2%)
behaftet ist (Goodman et al., 2006) und dessen Anwendung sich leicht auf Pati-
enten mit medikamentenresistenten Epilepsien Ubertragen liel3e.

Die antiepileptische Wirksamkeit der Inaktivierung des STN durch eine Hoch-
frequenzstimulation (HFS) ist bisher erst einmal bei der GAERS Ratte unter-
sucht worden. Eine bilaterale Tiefenhirnstimulation im STN in den Anfall konnte,
im Gegensatz zu einer unilateralen Stimulation, eine Suppression der Spike
und Wave Komplexe (SWK) zeigen (Vercueil et al., 1998). Durch eine zehn mi-
nutige bilaterale kontinuierliche HFS-STN konnte nur eine vorUbergehende
Suppression der SWK, welche ca. zwei Minuten anhielt, gezeigt werden. Eine

Erhéhung der Stromstarke flihrte nur zum Auftreten von motorischen Nebenwir-
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kungen, jedoch nicht zu einer weiteren Reduktion der SWK (Vercueil et al.,
1998).

Bei funf Patienten mit therapieresistenter und nicht operabeler fokaler Epilepsie
wurde in Grenoble (Frankreich) eine STN-HFS als Therapie durchgefihrt
(Chabardes et al., 2002). Des Weiteren wird in unkontrollierten klinischen Stu-
dien eine Tiefenhirnstimulation bei Patienten mit fokalen Epilepsien des mesia-
len Temprallappen angewandt (Vonck et al., 2005), es sind jedoch noch keine
ausreichenden Daten systematischer Untersuchungen von Tiefenhirnstimulati-
on vorhanden.

Obwohl die Tiefenhirnstimulation und am Menschen in unkontrollierten Studien
angewandt wird, gibt es bislang noch keine Uberzeugenden und ausreichenden
Daten hinsichtlich der Effektivitat verschiedener Stimulationsparadigma. Zur
Etablierung der Tiefenhirnstimulation beim Menschen fehlen insbesondere noch
tierexperimentelle Daten zur Frage, welche Stimulationsparameter die grofite
Wirksamkeit aufweisen. Ziel der hier vorgelegten Arbeit war die Ermittlung der
Effektivitat verschiedener Stimulationsparadigma (chronisch-intermittierende
Stimulation, kontinuierliche Stimulation, Stimulation in den Anfall) im Tiermodell
fur generalisierte (WAG/Rij-Modell) und fokale (Kindling-Modell) Epilepsien

WAG/Rij-Modell
Im Wag/Rij-Modell ergeben sich folgende Fragestellungen:

1. Hat die Auswahl des Stimulations-Paradigma Einfluss auf die Anfalls-
dauer bzw. Anfallsfrequenz? Zur Beantwortung dieser Frage wurde eine
kontinuierliche HFS-STN, welche in dem GEARS Modell keine Wirksam-
keit gezeigt hatte, mit einer chronisch-intermittierenden Hochfrequenz-
stimulation im Nukleus Subthalamicus (HFS-STN) verglichen.

2. Des Weiteren sollte analysiert werden ob, eine chronisch-intermittierende
Stimulation (130 Hz, 30 sec., alle funf min Uber 60 min) des STN das
Auftreten von Absencen unterdricken kann. Welchen Einfluss hat die
Stimulation auf die Anfallshaufigkeit und kumulative Anfallsdauer und

gibt es akute bzw. Langzeiteffekte der Tiefenhirnstimulation?
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Kindling-Modell
Hier soll der Einfluss der Stimulation des STN auf die Anfallsschwelle, auf die
Anfallsdauer und die Anfallsstarke bzw. den Anfallstyp nach Racine (Racine,
1972) ermittelt werden.
Die primare Absicht liegt in der Beantwortung der Fragen, ob:
1. eine Tiefenhirnstimulation im STN in den Anfall einen antikonvulsiven Ef-
fekt aufweist und
2. eine chronisch-intermittierende Tiefenhirnstimulation fur eine Stunde eine
Anhebung der Anfallsschwelle bewirkt.
Weiterhin ist von Interesse, ob sich durch die Tiefenhirnstimulation eine Reduk-

tion der Anfallsstadien nach Racine einstellt (Racine, 1972).
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchstiere und Tierhaltung

Fir die Experimente wurden mannliche Wistar-Ratten der Firma Har-
lan/Winkelmann, Borchen verwendet. Das Alter der Tiere betrug zu Beginn der
Versuche drei bis sechs Monate. Das Gewicht lag zwischen 250g und 320g.

Die Tierhaltung erfolgte in einem klimatisierten Tierstall bei einer Raumtempera-
tur von 22°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 70% und einem Hell-Dunkel-
Rhythmus von 12 Std. (hell: 07:00 Uhr bis 19:00 Uhr). In der Eingewdhnungs-
zeit von einer Woche wurden die Tiere in Gruppen zu je vier Tieren in Plexi-
glaskafigen untergebracht (Héhe 20 cm, Breite 40 cm, Tiefe 30 cm). Nach einer
Woche wurden die Tiere operiert und anschlie3end jeweils isoliert in Plexiglas-
Kafigen (Hohe 40 cm, Breite 40 cm, Tiefe 30 cm), die von der Feinmechanik-
werkstatt des Physiologischen Instituts der Universitat Marburg speziell ange-
fertigt wurden, untergebracht. Hierdurch wurde der Kontakt der an der Kalotte
befestigten Steckbuchsen mit dem Kafigdeckel vermieden und die Haltbarkeit
dieser Buchsen optimiert. In der gesamten Phase des Experimentes hatten die
Ratten freien Zugang zu Standardfutter (Altromin®) und Wasser aus einer Saug-

flasche.

2.2 Operation

Die Tiere wurden mittels intramuskularer Injektion mit Ketamin (Ketavet®,
100mg/kg) und Xylazin (Rompun®, 2%) narkotisiert. Nach Feststellung einer
ausreichenden Narkosetiefe, durch Schmerz- und Druckreiz an einer Hinterpfo-
te, wurde der Kopf rasiert und das Tier in den Stereotaxierahmen intraaural ein-
gespannt. Der Zahnbalken des Rahmen wurde in der interauralen Linie (TB: -
3,3) fixiert.

Nach Desinfektion und Freipraparieren der Schadeldecke wurden Bregma und
Lambda nach der Sauberung mit H,O, (30%) dargestellt. Bregma wurde als
charakteristische Suturenkreuzungen der Rattenkarlotte als Orientierungspunkt

fur die weitere Stereotaxie genutzt.
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Anschlie®end wurde die Schadelkalotte dreimal punktuell, jeweils rechts und
links 1 mm anterolateral von Bregma und mittig 1 mm posterior von Lambda,
mit Hilfe eines 0,9 mm starken Dentalbohrers bis zur Dura mater trepaniert. An
diesen Stellen wurden drei Schrauben in der Kalotte fixiert (siehe Abb. 2.1.).

Die Schrauben dienten einerseits als Halte- bzw. Fixationsschrauben und ande-
rerseits als Ableitelektroden fur das EEG. Die Ableitelektroden setzen sich aus
den jeweils in der Karlotte befestigten Schrauben und einem mit Teflon isolier-
ten Draht, der am oberen Ende mit einer Buchse von ca. zehn mm Lange und
einem Durchmesser von 0,1 mm (Eigenproduktion) verbunden ist, zusammen
(siehe Abb. 2.2).

Als Koordinaten fur die Implantation der bilateralen Stimulationselektroden im
Nucleus Subthalamicus (STN) wurden von Bregma ausgehend anteri-
or/posterior (a/p) —3.8mm, mediolateral (m/l) +/-2,5 mm und dorsoventral (d/v) —
8,0 mm nach dem Atlas von Paxinos und Watson (1998) gewahlt (siehe Abb.
3.1.). An den ermittelten Koordinaten wurde ebenfalls mit Hilfe des Dentalboh-
rers die Schadeldecke punktuell bis zur Dura mater eroffnet. Anschliel3end wur-
den STN Stimulationselektroden versenkt und mittels eines Kaltpolymerisators
(Paladur®) an der Kalotte fixiert. Bei den STN-Elektroden handelte es sich um
bipolare konzentrische Stimulationselektroden SNE-100 der Firma Hugo Sachs
(Deutschland) aus ,stainless steal® mit einem Aufiendurchmesser von 0,4 mm
und einem Innendurchmesser von 0,2 mm, sowie einer Lange von 8 mm (siehe
Abb. 2.2.)

Kindling-Modell

Im Kindling-Modell wurde zusatzlich eine bipolare mit Teflon isolierte und ge-
drillte Elektrode (Eigenproduktion) in der rechten basolateralen Amygdala (BLA)
implantiert. Uber diese Elektrode wurde in der BLA sowohl stimuliert als auch
abgeleitet (siehe Abb. 2.2.)
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Lambda

€@ = epidurale Ableit- .,
elektroden o S Bregma
= Stimulationselektrode (BLA) '

<> = Stimulationselektroden (STN)‘

Abb. 2.1.. Aufsicht auf den Rattenschadel mit Darstellung der Lokalisation der Ableite- und
Stimulationselektroden im WAG/RIj- und im Kindling-Modell. Bis auf die Stimulationselektrode
im BLA, die nur im Kindling-Modell verwandt wurde, sind alle anderen Elektroden sowohl im
WAG/RIj- als auch im Kindling-Modell implantiert worden.

Nach dem Atlas von (Paxinos and Watson, 1998) wurden die Koordinaten von
Bregma ausgehend A/P -2,2 mm, M/L —5,0 mm und D/V —-8,2 mm ausgewahlt
(siehe Abb. 2.2.). Die Implantation und Fixierung der BLA-Elektrode erfolgte wie
die der STN-Elektroden.

-

e
-

4

Abb. 2.2.: Aussehen und GroéRe der EEG-Ableitelektrode (unten) sowie der STN-Stimulations-
elektrode (oben) im Kindling- und im WAG/Rij-Modell. Im Kindlingmodell wurde zusatzlich noch
die BLA-Stimulationselektroden (mitte) implantiert.

Die bipolaren Elektroden wurden zusammen mit den anderen EEG-Elektroden
mit einem dreipoligen (WAG/Rij-Modell) bzw. funfpoligen (Kindling-Modell) Ste-

cker verbunden. Es folgte die endgiiltige Fixierung mit Zahnzement (Paladur®).
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AnschlieRend wurde die Wunde geklammert, mit Betaisadonna desinfiziert, die
Ratte markiert, in einen Einzelkafig gelegt und bis zum Beginn der Versuche

taglich an den Menschen gewohnt.

2.3 Versuchsdurchfihrung

Nach einer Erholungszeit von einer Woche wurde mit den Versuchen begon-
nen. Im WAG/Rij-Modell wurden zwei verschiedene Versuche durchgefuhrt.
Eine kontinuierliche (Versuch 1) und eine chronisch-intermittierende (Versuch
2) therapeutische Stimulation.

Die Versuche im Kindling-Modell gliederten sich in zwei Phasen. Die erste Pha-
se stellt das Kindling dar und die Zweite die therapeutische Stimulation.

Diese zweite Phase gliedert sich chronologisch in die Ermittlung der ,Post-
Kindling afterdischarge threshold“ (Post-Kindling ADT), eine Schwelle bei der
epilepsietypischen Potentiale (ETP) auftreten. Daran schloss sich die ,Post-
ADT ohne HFS-STN® an. Dieser Teil des Versuchsaufbaus diente der Kontrolle
fur die darauf folgende ,Post- ADT mit HFS-STN®. Im letzten Teil des Experi-
ments wurde die ,chronisch intermittierende HFS-STN* (siehe Abb. 2.5.) durch-
geflhrt.

Alle therapeutischen Stimulationen wurden bilateral im STN mit einer Frequenz
von 130 Hz und einer Impulsdauer von 60 ps durchgeflhrt (HFS-STN). Diese
Stimulationsparameter wurden einerseits gewahlt um die Ergebnisse mit denen
der bisherigen Literatur auf diesem Gebiet (Vercueil et al., 1998) vergleichen
zu kénnen und andererseits, untersuchen zu konnen, ob Hochfrequenzstimula-
tion im STN (HFS-STN) in einem Epilepsiemodell der Ratte bei 130 Hz, einen
grolReren antikonvulsiven Effekt aufweist, als andere Stimulationsfrequenzen
(200 Hz und 800 Hz) (Lado et al., 2003).

Zu Beginn der Versuche wurde die Intensitat der Stimulationsstarke im STN flr
jede Ratte individuell ermittelt. Initial wurde mit einer Starke von 15 pA stimuliert
und die Intensitat anschlieRend jeweils um 20% gesteigert (15 pA, 18 pA, 21,6
MA usw.) bis klinisch motorische Nebenwirkungen festzustellen waren. Diese
aulerten sich in Form von Drehbewegungen, Faszikulationen, generalisierter

Tonisierung und Immobilitat.
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Bei den nun folgenden Versuchsschritten wurde 20% unter der ermittelten mo-
torischen Nebenwirkungsschwelle (NWS) stimuliert. Wahrend der gesamten
Versuchsdurchfuhrungen wurde ein EEG aufgezeichnet, sowie im Kindling-
Modell, jeweils nach Stimulation der BLA-Elektrode, die klinische Anfallsstarke

dokumentiert.

2.3.1 WAG/Rij-Modell

Im WAG/Rij-Modell wurden zwei verschiedene Paradigmen untersucht.

1. kontinuierliche HFS-STN (Versuch 1)

2. chronisch-intermittierende HFS-STN (Versuch 2)
Bei der kontinuierlichen HFS-STN wurde elektroenzephalographisch eine Vor-
laufphase (PS1 = pre stimulation-1) von zehn Minuten abgeleitet. Danach folgte
eine zehnminutige HFS-STN (DS1 = during stimulation-1). Hieran schloss sich
eine zehnminutige Nachlaufphase (AS1 = after stimulation-1) an.
Die chronisch-intermittierende HFS-STN unterschied sich in der Versuchs-
durchflihrung von der kontinuierlichen HFS nur im zeitlichen Ablauf. Wahrend
der chronisch-intermittierenden Stimulation wurde alle funf Minuten fur 30 Se-
kunden bilateral im STN stimuliert. Die Vorlauf- und Nachlaufphase sowie die
HFS-STN betrugen hierbei jeweils eine Stunde.
Der Versuch 1 wurde nach vier, der Versuch 2 nach sieben Tagen wiederholt.
(PS2 = pre stimulation-2 , DS2 = during stimulation-2 und AS2 = after stimula-
tion-2). Eine graphische Darstellung der Versuchsdurchfuhrungen (Versuche 1
und 2) zeigt Abb. 3.3. In den Versuchsdurchfiihrungen wurden jeweils die ku-
mulative Anfallsdauer und Anfallshaufigkeit aller drei Versuchsabschnitte do-

kumentiert.
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Elektrodenimplantation
Stimulation 1
Stimulation 2

4 Tage (V1),bzw.
7 Tage P 7 Tage (V2)

A
\4
4
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Zeit

10 Minuten (V1) bzw.
1 Stunde (V2)
—>

‘ T .

Nachlauf

Stimulation

Vorlauf

Abb. 2.3.: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Versuche 1 und 2 im WAG/RIij Modell. Nach
der Elektrodenimplantation schloss sich eine einwdchige Regenerationsphase an. Anschlie-
Rend folgte die erste Stimulation mit einem Vorlaufphase (PS), einer Stimulationsphase (DS)
und einer Nachlaufphase (AS). Eine zweite Stimulation wurde vier (Versuch 1, V1) bzw. sieben
Tage (Versuch 2, V2) nach der ersten Stimulation durchgefiihrt. Die Vorlauf-, Stimulations- und
Nachlaufphasen betrugen zehn Minuten (Versuch 1) bzw. eine Stunde (Versuch 2).

2.3.2 Kindling-Modell

Der Begriff Kindling (engl. to kindle = etw. anziinden) beschreibt eine Epilepto-
genese, die durch tagliche Stimulation z.B. im Bereich des limbischen Systems
hervorgerufen wird. In der vorliegenden Arbeit wurde die Stimulation in der
rechten basolateralen Amygdala (BLA) druchgefuhrt.

Sieben Tage nach der Elektrodenimplantation wurde mit dem Kindling-
Protokoll begonnen. Dazu wurde ein funfadriges Kabel an den zuvor modellier-
ten Aufbau fixiert. Durch dieses wurde fur eine Sekunde mit einer Starke von
500 pA, einer Frequenz von 50 Hz und einer Einzelimpulsdauer von einer ms
stimuliert.

Auller dem Oberflachen-EEG, welches Uber die implantierten Ableitelektroden
abgeleitet wurde, wurde auch ein Tiefenhirn-EEG Uber die in der BLA implan-

tierten Elektroden abgeleitet. Die Problematik des Ableitens und Stimulierens
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uber identische Elektroden wurde mit Hilfe einer so genannten ,Switch-Box"®
gelost. Diese durch das zentrale Entwicklungslabor fur Elektronik der Philipps-
Universitat Marburg, Deutschland (Dipl. Ing Ulrich Muller) speziell angefertigte
Box ermdoglichte durch ein Umschalten der Verbindung von der Ratte zum EEG-
Gerat zu einer Verbindung von der Stimulationseinheit hin zu der Ratte, ein Ab-
leiten und Stimulieren Uber dieselbe Elektrode (siehe Abb. 2.4.) mit Unterbre-
chung der EEG Registrierung von kurz vor dem Stimulus bis kurz danach.

EEG-Schreiber Stimulator

A A l

Tiefenhirn- EEG
(BLA) Isolator
SWitCh-BOX“ Stimulation
i ¢ _| BLA
Oberflachen — o
EEG
Tiefenhirn —-EEG Stimulation
(BLA) (BLA)

Abb. 2.4.: Versuchsaufbau im Kindling Modell. Auf dem EEG-Schreiber das Oberflachen EEG
direkt von der Ratte abgeleitet. Das Tiefenhirn EEG von der rechten basolateralen Amygdala
(BLA) wird von vom EEG-Schreiber via ,Switch-Box“ abgeleitet. Wahrend der Induktion eines
Anfalls im rechten BLA schaltet die ,Switch-Box“ vom EEG Schreiber auf den Stimulator und
Isolator um. Wahrend dieser Zeit wird kein Tiefenhirn EEG abgeleitet. Somit kann tber die Tie-
fenhirnelektroden wahlweise ein EEG vom rechten BLA aufgezeichnet bzw. im rechten BLA
stimuliert werden.

Bestimmung der Pra-Kindling Nachentladungsschwelle (ADT):

Zu Beginn des Versuchs wurde zunachst die ,pra-Kindling“ afterdischarge
threshold (Pra-Kindling ADT) ermittelt, die Schwelle bei der unter ansteigender
Stimulation erstmalig epileptische Potentiale auftreten. Dazu wurde ein Elektro-
enzephalogramm (EEG) abgeleitet und anschlieRend in der BLA initial mit einer
Stimulationsstarke von 15uV gereizt. Die Stimulationsdauer betrug eine Sekun-

de, die Stimulationsfrequenz 50 Hz. Der Einzelimpuls dauerte eine ms. Nach-
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folgend wurde die Stimulationsstarke bis zum Auftreten der epileptischen Nach-
entladungspotentiale alle 90 Sekunden um jeweils 20% gesteigert.

Kindling:

Am zweiten Tag der Versuchsdurchfiihrung begann das Kindling. Einmal taglich
(morgens zwischen 7.30h und 8.30h) wurde in der basolateralen Amygdala
(BLA) mit 500 pV erneut uber eine Sekunde mit 50 Hz stimuliert und anschlie-
Rend ein EEG abgeleitet. Die Dauer der Nachentladungspotentiale und die kli-
nische Anfallsdauer wurden notiert.

Weiterhin wurde die Anfallsstarke (SS = Seizure Serverity) gemal Racine et al.
(1972) dokumentiert, wonach Anfalle in funf Stadien eingeteilt werden (siehe
Tabelle 2.1.).

subklinische Anfalle

Stadium O keine sichtbare motorische Anfallsaktivitat

fokale Anfalle

Immobilitat, schwacher Fazialklonus

Stadium 1 (stereotypes Schnuffeln, Schlielen des ipsilateralen Au-
ges)

starker Fazialklonus

Stadium 2 .
(Kopfnicken, Kaubewegungen)

generalisierte Anfalle

Stadium 3 unilateraler Vorderextremitatenklonus
Stadium 4 Aufrichten des Rumpfes und bilateraler Vorderextremita-
tenklonus

_ Aufrichten des Rumpfes, bilateraler Vorderextremitatenklo-
Stadium 5 )
nus, Verlust der Stellreflexe (Hintentberfallen)

Tab. 2.1.: Anfallsstadien im Kindling-Modell der Ratte (modifiziert nach Racine, 1972)

Die Anfallsdauer beschreibt die Zeit vom Beginn der Stimulation bis zum sicht-

baren klinischen Ende der klinisch fokalen bzw. generalisierten Anfallsaktivitat.
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Die Nachentladungsdauer (ADD) ist die Zeit nach dem Stimulationsartefakt, in
der epileptische Potentiale (Spikes) auftreten, die mindestens das Doppelte der
Amplitude des Ruhe EEG aufweisen und eine minimale Frequenz von einem
Hz haben. Das Auftreten einer zweiten Periode von Spikes nach einer Ruhe-
phase wird als sekundare Nachentladung bezeichnet. Diesen konnte bisher
keine klinische Relevanz zugeordnet werden.

Post-Kindling ADT:

Vier Tage nach Erreichen des 15. Anfalls des Stadiums 5 fand eine erneute

Bestimmung der ADT statt. Dies geschah in der gleichen Weise wie die der
Pra-Kindling ADT. Eine Nachentladungsschwelle wurde flinfmal im Abstand von
vier Tagen bestimmt und ein Mittelwert errechnet.

Post-ADT ohne HFES-STN

Im Anschluss wurden die Ratten erneut 20 Tage lang jeden 4. Tag stimuliert.

Das Stimulationsverfahren war wie beim Kindling. Diesmal mit einer Intensitat
die ausgehend vom errechneten Mittelwert des Post-Kindling ADT um 20% ho-
her lag. Dokumentiert wurden wieder die ADD, die klinische Anfallsdauer und
die Anfallsstarke. Die so ermittelte Dauer der Anfalle diente als Baseline.
Post-ADT mit HES-STN

Nach weiteren vier Tagen begann die Therapie mit einer HFS-STN. Dazu wur-

de wieder ein Anfall mittels Stimulation in der BLA ausgeldst (Mittelwert Post-
Kindling ADT +20%). Funf Sekunden nach Induzieren des Anfalls schloss sich
eine HFS-STN von 5 Sekunden an. Die Intensitat der STN Stimulation richtete
sich nach der zuvor bestimmten NWS (siehe 2.3).

Chronisch-intermittierende HFS-STN:

In den nun folgenden 20 Tagen wurden die Ratten jeden 4. Tag wie beim Mo-
dell der WAG/RIj Ratten mit chronisch-intermittierender HFS-STN (60min, alle 5
min fur 30s) stimuliert. Nach der einstundigen Stimulation wurde eine ADT er-
mittelt. Begonnen wurde wieder bei einer Stimulationsstarke von 15 pA in der
rechten BLA, welche dann jeweils um 20% gesteigert wurde, bis epilepsietypi-
sche Potentiale bzw. klinische Anfalle auftraten. Die ermittelten Nachentla-
dungsschwellenwerte wurden mit den Ausgangswerten direkt nach der Kind-
lingprozedur (Post-Kindling ADT) verglichen. Abbildung 2.5. zeigt graphisch den

Ablauf im Kindlingversuch.
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Elektrodenimlantation
Pra-Kindling ADT
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Abb. 2.5: Zeitachse des Kindlingversuch. Nach der Elektrodenimplantation wurde am achten
Tag eine Pra-Kindling ADT-Schwellenbestimmung durchgefiihrt. Ab dem neunten Tag begann
das Kindlingprotokoll (Aufkindeln). Nach dem Erreichen von 15 Anféllen der Starke 5 nach Ra-
cine (Racine, 1972) wurde insgesamt finf mal in Viertagesabstanden eine Post-Kindling ADT
durchgefiihrt. Anschlielend wurde eine Post-Kindling ATD ohne HFS-STN und eine Post-
Kindling ADT mit HFS-STN angeschlossen (jeweils finf Mal in Abstanden von vier Tagen). Ab-
schlieRend fand fiinf mal alle vier Tage eine chronisch-intermittierende HFS-STN statt.

2.4 EEG-Aufzeichnung und —Auswertung

Alle Daten der Versuchsdurchfuhrung wurden auf einem EEG-Schreiber (ES
16000, Fa. Schwarzer) aufgezeichnet.

Im WAG/RIij-Modell wurde ein Einkanal-Papier-EEG uber die Ableitelektroden
(rechts frontal gegen links frontal) abgeleitet.

Im Kindling-Modell wurde hingegen ein Dreikanal-Papier-EEG aufgezeichnet.
Der erste Kanal mal} die Tiefenhirnaktivitat in der rechten BLA, die beiden wei-
teren Kanale stellten die Oberflachenaktivitat rechts und links frontal dar.

In beiden Modellen wurden die obere Grenzfrequenz auf 30 Hz, die untere
Grenzfrequenz auf 0,53 Hz und der Papiervorschub auf 15 mm/s eingestellt.
Zur Unterdrickung der Wechselstromaktivitaten wurde zusatzlich ein 50 Hz
Wechselstrom Filter verwandt. Die Verstarkung wurde im WAG/Rij-Modell auf
100 pV/iem im Kindling-Modell auf 300 pV/cm fur die Oberflachen- bzw. 500
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pV/iecm fur die Tiefenhirnaktivitat eingestellt. Die Auswertung erfolgte doppelt

geblindet durch zwei unabhangige Personen.

WAG/Rij-Modell

Die EEG-Aufzeichnungen erfolgten in den Versuchen 1 und 2 vor, wahrend und
nach der HFS-STN fur jeweils 10 min (kontinuierliche HFS-STN) bzw. 60 min
(chronisch-intermittierende HFS-STN). Es wurden jeweils die Anfallshaufigkeit

und die kumulative Anfallsdauer in den einzelnen Abschnitte erhoben.
Die Definition von Sharp-Wave Komplexen im WAG/RIij-Modell nach Coenen
und Van Luijtelaar 2003 (Coenen and Van Luijtelaar, 2003) sind:

1. Erh6éhung der Amplitude um mindestens das Doppelte der
Grundaktivitat

2. Frequenz zwischen 7Hz - 11Hz

3. Typische Spike and Wave Komplexe fir mindestens eine Se-

kunde

L all |
i e i

1 Sekunde

P Anfallslange
4_' -

v

Abb. 2.6.: Typischer Anfall mit Spike and wave Komplexen im WAG/RIij Modell. Die Lange des
Anfalls ist durch einen Pfeil gekennzeichnet

Wurden alle Kriterien erfullt, wurde die Zeit zwischen Beginn des ersten Spikes
bis zum Ende des letzten sichtbaren Spikes als Anfallsdauer angenommen (sie-
he Abb. 2.6.).

Um den therapeutischen Effekt aufzuzeigen, wurde sowohl die kumulative An-
fallsdauer der einzelnen Phasen (PS, DS, AS), als auch die Anfallshaufigkeit

herangezogen.

Kindling-Modell

Wahrend allen Versuchsdurchfihrungen wurde ein EEG ca. 10 Sekunden vor

Beginn der Kindlingstimulation bis ca. 10 Sekunden nach Beendigung der An-

fallsaktivitat im EEG aufgezeichnet.
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2.5 Dekapitierung

Vor dem Dekapitieren der Ratten wurde zunachst Uber die STN-Elektroden un-
ter Narkose mit Ketamin und Xylazin Uberschwellig und nach Feststellung einer
ausreichenden Narkosetiefe mittels Schmerzreize mit einer Starke von 1000 pA
fur ca. 30 Sekunden stimuliert, um eine spater eindeutig sichtbare Elektroden-
position zu markieren.

AnschlieRend wurden die Ratten zervikal disloziert und dekapitiert. Die Kalotte
wurde eroffnet und das Gehirn enthommen. ca. 3 mm vor den Elektrodeneinsti-
chen und in H6he des Kleinhirns wurde ein koronarer Schnitt durchgeftihrt. Hin-
terher wurde der praparierte Teil des Gehirns in 2-Methyl-Butan bei -30°C
schockgefroren.

Bis zur Anfertigung der histologischen Schnitte wurden die Gehirne bei —80°C

gelagert.

2.6 Histologie

Um die Elektrodenposition festzustellen, wurden 45um diinne koronare Schnitte
mit Hilfe eines Kryostaten angefertigt und auf Objekttrager aufgetragen. Die so
hergestellten Schnitte wurden nach 24 Stunden Lufttrocknung bei 38°C mit
Cresyl-Violett angefarbt, entwassert und eingedeckelt. AnschlieRend fand eine
Auswertung der histologischen Schnitte mit Untersuchung der Elektrodenpositi-
on statt.

Im WAG/RIij-Modell sowie im Kindling-Modell wurden nur jene Ratten, bei denen
die Elektrodenposition nachweislich bilateral im STN, im Kindling-Modell zusatz-

lich auch im BLA, lagen in die Statistiken aufgenommen (siehe Abb. 3.1).

2.7 Statistische Auswertung

Bei der statistischen Auswertung wurde das kommerziell erhaltliche Programm
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) 11.0 (SPSS GmbH Soft-
ware, Minchen) angewandt und die Ergebnisse als Mittelwert £ SEM angege-
ben.

Da in beiden Tiermodellen keine Normalverteilung der Daten vorlag, wurde der

nicht parametrische Friedmann Test angewandt und die ermittelten Ergebnisse
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nach Bonferoni-Holm korrigiert (Holm, 1979). Das Signifikantniveau wurde bei

p<0,05 festgelegt.

WAG/RIij Modell der Ratte

In den Versuchen 1 und 2 sollte die Anfallsdauer und die Anfallshaufigkeit vor

wahrend und nach der Stimulation verglichen werden. Des Weiteren sollte die
Hypothese Uberpruft werden, dass sowohl die Anfallsdauer und —haufigkeit
wahrend und unmittelbar nach Stimulation reduziert wird (Kurzzeiteffekt), wie
auch die Anfallsdauer und —haufigkeit eine Woche nach der ersten Stimulation
(Langzeiteffekt).

Primares Ziel war es die kumulative Anfallsdauer pro Stunde und die Anfalls-
haufigkeit zu vergleichen. Zur lllustration wurden ebenfalls die Anfallshaufigkeit

und die Anfallsdauer einzeln aufgezeichnet und beschrieben.

Kindling Modell der Ratte

Zum Aufzeigen moglicher antikonvulsiver Effekte durch HFS-STN wurden fol-
gende Parameter miteinander verglichen:

1. Post-ADT ohne HFS-STN vs. Post-ADT mit HFS-STN

2. chronisch-intermittierende HFS-STN  vs. Post-Kindling ADT

Zusatzlich sollte durch Dokumentation der klinischen Anfallsdauer und Anfalls-
starke nach Racine ein moglicher Effekt aufgezeigt werden.

Die Aufzeichnung der beiden frontalen EEG Kanale (ipsi und kontralateral zur
rechten BLA) diente der Dokumentation und Quantifizierung der Propagation
von Anfallsaktivitat bei sekundar-generalisierten Anfallen. Diese Daten wurden

keiner statistischen Analyse unterzogen.

2.8 Gerate und Substanzen

2.8.1 Verwendete Substanzen

Substanzen Hersteller/Bezugsquelle

Ketaminhydrochlorid (Ketavet®) Pharmacia, Erlangen

Xylazinhydrochlorid (Rompun®) Bayer, Leverkusen
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Paladur® Kaltpolymerisat ISO R
1567 Typ Il Klasse 1

Heraeus Kulzer GmbH, Hanau

Betaisadonna®

Mundipharma, Limburg/Lahn

Bepanthen®

Roche, Grenzach-Wyhlen

NaCl 0,9%

Berlin-Chemie

Perhydrol® (30 % H20,)

Merk, Darmstadt

Uvasol® (2-Methylbutan)

Merk, Darmstadt

2.8.2 Verwendete Gerate und Materialien

Gerate und Materialien

Hersteller/Bezugsquelle

Waage Soehnle, Nassau
Stereotaxierahmen Kopf, Tujunga, Karlifornien, USA
Operationsbesteck Aesculap, Tuttlingen

Objekttrager Typ Nr. 02/1102

Menzel und Glaser, Deutschland

EEG Geréat Typ ES 16000

Schwarzer, Minchen

Master 8

Ampi, Israel

Isolator Bio Logic

Science Products GmbH, Frankfurt

Isolator Model A365 R

World Precision Instruments, Sarasota
USA

Switch Box

Zentrales Entwicklungslabor fur Elekt-
ronik (Eigenproduktion), Philipps-

Universitat Marburg

Dentalbohrer Typ 5.003.315.9 Re-

wartronic

Knurr AG, Minchen

1ml Spritzen Plastipate®

Becton Dickinson, Heidelberg
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3 ERGEBNISSE

3.1 Elektrodenpositionen und Stimulationsstarken

3.1.1 Elektrodenpositionen

Insgesamt wurden 89 Ratten (54 WAG/RIj- und 35 Wistar-Ratten) operiert, wo-
von insgesamt 29 Ratten (zehn kontinuierliche Stimulation, zwolf chronisch-
intermittierende Stimulation und sieben Kindling-Versuch) in die Auswertung
eingeschlossen werden konnten.

Im WAG/RIij Modell wurden 54 Ratten operiert (22 Ratten ,kontinuierliche Stimu-
lation® und 32 Ratten ,chronisch-intermittierende Stimulation®).

Im Versuch 1 (,kontinuierliche-Stimulation®) wurden 22 WAG/RIij-Ratten ope-
riert. Davon konnten 10 Ratten in die Versuche eingeschlossen werden. Bei
acht Ratten wurde histologisch eine Fehllage festgestellt und vier Ratten verlo-
ren wahrend des Versuchs den Elektrodenaufbau (,Hutchen®).

Bei der ,chronisch-intermittierenden Stimulation® wurden 32 Ratten operiert. Bei
sechs Ratten konnte die Versuche aufgrund von Tod (drei Ratten) bzw. Verlust
des Hutchens (drei Ratten) nicht zu Ende gefuhrt werden. 14 der noch 26
verbleibenden Ratten konnten aufgrund einer histologisch nachgewiesenen
Fehllage im STN nicht in die Ergebnisse eingeschlossen werden.

Im Kindling Modell wurden 35 Wistar Ratten operiert. Bei 14 Ratten konnten die
Versuche aufgrund des Verlustes des ,Hutchens® nicht zu Ende gefuhrt werden
und vier Ratten verstarben (zwei intraoperativ und zwei wahrend der Versuchs-
durchfiihrung). Von den Verbleibenden 17 Ratten konnten zehn aufgrund des
histologischen Nachweises einer Fehllage von mindestens einer Elektrode im
STN bzw. rechten BLA nicht in die Auswertung eingeschlossen werden.

Die ermittelten und eingeschlossenen Elektrodenpositionen, sowohl bei dem
WAG/RIij-Modell (,kontinuierliche Stimulation“ sowie ,chronisch-intermittierende
Stimulation®), als auch im Kindling-Modell lagen jeweils bilateral im STN zwi-
schen -3.80 und -4.16 mm dorsal des Bregma.

Die Schnitte wurden gemald dem Atlas von Paxinos und Watson (Paxinos and
Watson, 1998) angefertigt. Abbildung 3.1 zeigt exemplarisch ein koronares

Schnittbild in Hohe des STN (Bregma —3,8 mm) aus diesem Atlas sowie die
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VergréRerung eines histologisches Schnittbild mit korrekter bilateraler Elektro-
denlage im STN.

Interaural "
3 0 g

o ol

Abb. 3.1.: Darstellung der korrekten Elektrodenposition im histologischen Schnittbild. Das linke
Bild zeigt einen koronaren Schnitt in Hohe des STN aus dem Atlas von Paxinos und Watson
(1998). Das rechte Bild zeigt einen vergroRerten Ausschnitt eines histologischen Praparates in
diesem Bereich.Die Pfeile zeigen die korrekte bilaterale Elektrodenposition im STN.

3.1.2 Stimulationsintensitaten

Die Stimulationsintensitaten der HFS-STN waren abhangig von den motori-
schen Nebenwirkungsschwellen (siehe Kapitel 2.3) und lagen im WAG/RIj-
Modell beim Versuch der ,kontinuierlichen Stimulation“ zwischen 30 und 130 pA
und hatten einen Median von 60 pA. Im Versuch der ,chronisch-intermittierende
HFS-STN* lagen die Stimulationsstarken zwischen 25 und 160 pyA. Der Median
lag in dieser Gruppe bei 55 pA.

Im Kindling-Modell lagen die Stimulationsstarken zwischen 80 pA und 260 pA

und einem Median von 240 pA.
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3.2 WAG/RIj-Modell

Kontinuierliche Stimulation (Versuch 1)

In der Gruppe der ,kontinuierlichen Stimulation“ (n=10) zeigte sich, verglichen
mit dem Basiswert vor der Stimulation keine signifikante Reduktion der Anfalls-
haufigkeit und Anfallsdauer wahrend und nach zehnminutiger kontinuierlicher
HFS-STN. Auch zeigte sich im EEG in der vier Tage spater wiederholten Ver-
suchsdurchfuhrung keine signifikante Reduktion der Anfallshaufigkeit und der
kumulativen Anfallsdauer (siehe Abb. 3.3 und Tabelle 3.1). Vielmehr trat eine
teils inhomogene und leicht schwankende A