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| Einleitung

1.1 Geschichte der Epilepsie

Die Epilepsie ist eine sehr hdaufige und ubiquitdre Krankheit, deren Erscheinungsformen von
jeher die Aufmerksamkeit von Wissenschaftlern und Laien auf sich gezogen haben (Schneble
1987). Im Buch von Schneble (1987) — Krankheit der ungezédhlten Namen — werden iiber 800
Bezeichnungen fiir Epilepsie aufgefiihrt. Je nach religioser und sozialer Einstellung der
Bevolkerung wechselte der Stellenwert der Krankheit von der ,,Krankheit der Gotter* iiber
,Die Heilige Krankheit* bis zur ,,Bosen Seuche* und damit jeweils die soziale Stellung der
Epileptiker. Einmal sah man darin eine Auszeichnung, einmal eine Bestrafung des
Betroffenen (Pies 1990). Das erste schriftliche Dokument iiber die Epilepsie findet sich in
dem Gesetzkodex des Konigs Hammurabi (1728 — 1686 v. Chr.), in dem es heiflt: ,,Wenn
jemand einen Sklaven oder eine Sklavin kauft und vor Ablauf eines Monats die bénu-
Krankheit sie befillt, soll er sie dem Verkdufer zuriickgeben und der Kiufer das Silber, das er
gezahlt, zuriickerhalten.”. Dabei ist die Ubersetzung des Ausdruckes ,,bénu-Krankheit” mit
Epilepsie hinreichend gesichert (Schneble 1987). Um das 7. bis 6. vorchristliche Jahrhundert
begann eine zunehmend ,naturalistische® Betrachtungsweise der Medizin, die bis dahin
vorherrschenden mystisch-religiosen Anschauungen iiber Krankheiten abzuldsen (Schneble
1987). Von Hippokrates (460 — ca. 375 v. Chr.) stammt die erste Monographie iiber Epilepsie.
In seiner Abhandlung ., Uber die heilige Krankheit* heil3t es: ,,Mit der sogenannten heiligen
Krankheit (hi€ra nosos) verhilt es sich folgendermaflen: Um nichts halte ich sie fiir gottlicher
als die anderen Krankheiten oder fiir heiliger, sondern sie hat eine natiirliche Ursache wie die
ibrigen Krankheiten, aus der sie entsteht.” (Heintel 1975). Bemerkenswerterweise heilit es
weiter: ,,In Wirklichkeit aber ist das Gehirn schuld an diesem Leiden...“. Die differenzierten
Erscheinungen epileptischer Anfille setzt Hippokrates dabei in zeitliche und anatomische
Beziehung zu einem vom Kopf ausgehenden Phlegma-Abflufl (Heintel 1975). Dieser Ansatz
einer rationalen Betrachtungsweise findet in der romischen Medizin ihre Fortsetzung. Galen
(129 — 199) teilt die Auffassung, daB3 der ,,morbus sacer* eine Erkrankung des Gehirns ist.
Dabei ist das Gehirn unmittelbar Ausgangspunkt der Epilepsie oder die Erkrankung nimmt in
einem beliebigen Korperteil ihren Anfang und zieht dann in einer dem Kranken als kalter
Lufthauch (Aura) fithlbaren Weise zum Kopf hoch (Heintel 1975). Avicenna (980 — 1037),
der bekannteste Vertreter der arabischen Medizin, verband die Lehren der Hippokratiker mit
denen Galens in seinem Werk ,,Canon medicinae*“ (Schneble 1990; Heintel 1975). Den
Ursprung der Epilepsie lokalisiert er ebenfalls im Gehirn und vermutet ,,einen Krampf in den
Hirnventrikeln und den Urspriingen der Nerven‘ (Heintel 1975). Zur Zeit des Mittelalters war
der EinfluB der Religion auf die Medizin wieder stark geworden. Das wissenschaftliche
Denken, das die Medizin von Hippokrates, Galen und Avicenna geprigt hatte, geriet in den
Hintergrund und wurde wieder durch mystisch-religiose Vorstellungen ersetzt (Schneble
1987). Dabei war Krankheit Strafe fiir siindiges Verhalten, Folge von Hexerei oder
Besessenheit durch den Didmon. Aus diesen Vorstellungen heraus wurde die Epilepsie mit
Gebeten, Handauflegen, Bufle, Exorzismen und teilweise bis in das 17. Jahrhundert hinein mit
Schideltrepanationen, um dem bosen Geist ein Ausschlupfloch aus dem Kopf es Patienten zu
schaffen, ,.therapiert” (Schneble 1987; Pies 1990). Die Renaissance war die Wiedergeburt
eines rationalen Denkens und stellte einen erneuten Wendepunkt in der Medizin dar. Dieser
Ubergang wird in der um Synthese zwischen Religiositit und einer auf rationalen
Erkenntnissen beruhenden Naturwissenschaft bestrebten Arbeit iiber Epilepsie von Paracelsus
(1493 — 1541) deutlich (Schneble 1987). Im 18. Jahrhundert und in der ersten Hilfte des 19.
Jahrhundert wurden die Grundlagen geschaffen, auf denen die Epilepsie in der Folgezeit
endgiiltig einen wissenschaftlichen Zugang erfuhr (Schneble 1990). Dabei lieferte die Arbeit
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von Tissot (1728 — 1797) ,,Traité de 1"Epilepsie** aus dem Jahre 1770 einen grundlegenden
Beitrag (Schneble 1987). Zwar wurde das Gehirn zu dieser Zeit erneut als der Ausgangspunkt
epileptischen Geschehens angesehen. Allerdings wurden von vielen Arzten bis in die zweite
Hilfte des 19. Jahrhundert die Meinung vertreten, daf} epileptische Anfille zusétzlich ihren
Ursprung in inneren Organen oder GliedmaBlen nehmen konnen. Dies fiihrte teilweise zu
fatalen Behandlungsmethoden wie Amputationen (Schneble 1987). Erst 1870 konnten Fritsch
und Hitzig durch Reizversuche am GroBhirn des Hundes nachweisen, dafl die Epilepsie
abhingig von elektrischen Vorgingen im Gehirn entsteht (Heintel 1975). Der Zeitraum von
1850 — 1950 war aufgrund medizinischer Fortschritte fiir die Geschichte der Epilepsie von
grofer Bedeutung. Begiinstigt wurde dies durch entscheidende Erkenntniszugewinne in den
Nachbardisziplinen der Medizin wie Physik, Chemie und Physiologie (Schneble 1987). Brom
wurde 1857 von Locock als erstes wirksames Antiepileptikum eingefiihrt. Weitere bedeutende
Fortschritte waren die Entdeckung des Phenobarbitals durch Hauptmann (1912) und die
Einfiihrung des Elektroenzephalogramms im Jahre 1924 durch Berger (Schneble 1990). Die
Beobachtungen und die Forschungen einiger Personlichkeiten fiihrten zu differenzierten
Erkenntnissen iiber die Epilepsie. Z. B. sind die Namen von W. J. West (1794 — 1848), J. H.
Jackson (1835 — 1911), A. J. KoZevnikov (1836 — 1902) und W. G. Lennox (1884 — 1960) in
Form von Eponymen noch immer lebendig (Schneble 1987; Pies 1990). Durch zahlreiche
Fortschritte ist die Diagnose und Therapie eines groBen Teiles der Epilepsie-Patienten
moglich. Und doch ist die Geschichte der Epilepsie damit nicht am Ende (Matthes 1987).

Unter Epilepsie wird heute ein Spektrum von Erkrankungen verstanden, welches eine grofle
Bandbreite hinsichtlich der Ursachen und der epileptischen Symptome aufweist. Man
unterscheidet idiopathische und symptomatische Epilepsien. So konnen akute oder chronische
Gehirnkrankheiten oder ein Zustand nach organischer Hirnschidigung, wie z. B. nach einem
Trauma oder einem Schlaganfall, einer symptomatischen Epilepsie zugrunde liegen. Bei der
idiopathischen Epilepsie lassen Anamnese und Befund keine organische oder metabolische
Hirnkrankheit als kausale Ursache erkennen. Durch die zunehmend verbesserte Diagnostik ist
es moglich, immer kleinere strukturelle Verdnderungen des Gehirns in vivo nachzuweisen.
Dies fiihrt zu einem erheblichen Wissenszuwachs iiber die Epilepsie-Entstehung und zur
Aufdeckung einer kausalen Genese bei einem Teil der zuvor als idiopathisch klassifizierten
Epilepsien.

1.2 Kortikale Dysgenesien
1.2.1 Zu kortikalen Dysgenesien assoziierte Krankheitsbilder

Kortikale Dysgenesien umfassen eine heterogene Gruppe von Defekten der Kortex-
Architektur, die in zunehmender Zahl im Zusammenhang mit verschiedenen Krankheits-
bildern diagnostiziert werden. Eine sensitive und differenzierte Detektion wird im Besonderen
durch Fortschritte in den modernen bildgebenden Verfahren moglich. Einen hohen
Stellenwert nimmt dabei die hochauflosende MRT ein (Hagemann et al. 2000b; Barkovich et
al. 2001a; Barkovich 2002). Das Spektrum der assoziierten Krankheitsmanifestationen umfaf3t
kognitive Storungen (Clark et al. 2000a, b; Peiffer et al. 2001), neuropsychologische Defizite
(Rosen et al. 1995; Galaburda 1993a, b), psychiatrische Erkrankungen wie die Schizophrenie
(Bullmore et al. 1998; Keshavan 1999) und vor allem epileptische Anfallsleiden. Fiir diese
Arbeit von besonderem Interesse ist dabei die Beziehung von kortikalen Dysgenesien zur
Epilepsie. Ein systematischer Zusammenhang zwischen dysplastischen Veridnderungen und
der Epilepsie-Entstehung wurde 1971 erstmals von Taylor et al. beschrieben. Dabei zeigten
sich bei 10 Epilepsie-Patienten im chirurgisch entfernten Fokus dysplastische Verianderungen
der Kortex-Architektur. Die Korrelation wurde durch neuropathologische Untersuchungen in
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autoptisch (Hanefeld und Crome 1979; Meencke und Veith 1992) oder chirurgisch (Corsellis
und Bruton 1979; Palmini et al. 1991a) gewonnenem Gewebe von Epilepsie-Patienten weiter
gefestigt. Die post mortem Untersuchungen bei 591 Epilepsie-Patienten offenbarten bei 14 %
der Betroffenen dysplastische Verdanderungen, wihrend im Kontroll-Gewebe von iiber 7300
Personen ohne Epilepsie in 1,5 % der Fille Malformationen des Kortex gefunden wurden
(Meencke und Veith 1992). Die Angaben zur Inzidenz kortikaler Dysgenesien bei Epilepsie-
Patienten schwanken in Abhingigkeit vom Alter des gewdhlten Kollektivs und der
unterschiedlichen Patienten-Selektion verschiedener Epilepsie-Zentren (Chassoux et al. 2000;
Roper und Yachnis 2002). Die Epilepsie der betroffenen Patienten erweist sich dabei hiufig
gegeniiber der medikamentosen und operativen Therapie als refraktidr, was die klinische
Relevanz kortikaler Dysgenesien unterstreicht (Raymond et al. 1995; Sisodiya 2000).

1.2.2 Klassifikation kortikaler Dysgenesien

Kortikale Dysgenesien sind hinsichtlich Morphologie, Pathogenese und Klinik heterogen.
Durch die moderne Bildgebung wird zu Lebzeiten zunehmend eine differenzierte Diagnose
und Klassifikation kortikaler Dysgenesien moglich (Hagemann et al. 2000b; Barkovich 2002).
Eine von Barkovich et al. (1996) vorgestellte Klassifikation basiert auf den Stufen der
embryonalen Kortex-Entwicklung und wird durch genetische, histo-pathologische und neuro-
radiologische Befunde erginzt. Hierbei werden die Dysgenesien abhingig von der Stufe, auf
der eine abweichende Kortexentwicklung einsetzt, als Storungen der Zell-Proliferation,
Storungen der Zell-Migration oder Storungen der Zell-Organisation klassifiziert. In einer
Uberarbeitung von Barkovich et al. (2001b) wurde eine Differenzierung zwischen fokalen
und generalisierten Dysgenesien fallengelassen, zusitzlich wurden aktuelle Erkenntnisse der
genetischen Zusammenhénge beriicksichtigt. Die modifizierte Klassifikation ist in Tabelle 1.1
wiedergegeben. Vorteile dieser Klassifikation sind ein flexibler Rahmen, der eine Anpassung
an aktuelle Forschungsbefunde erlaubt, und die Moglichkeit einer Einordnung anhand von
MRT-Befunden (Barkovich 2002). Daneben existieren zusitzliche, auf neuropathologischen
Befunden basierende Einteilungen, deren Ziel eine vereinfachte Anwendbarkeit und erhohte
klinische Relevanz ist (Tassi et al. 2002; Palmini und Luders 2002). Durch zunehmende
Kenntnisse der Pathogenese und Pathophysiologie der kortikalen Dysgenesien wird es in
Zukunft zu erginzenden Anpassungen der Klassifikationen kommen. Dadurch sind weitere
Implikationen fiir einzelne Subtypen im Hinblick auf Therapie und Prognose zu erwarten.

1.2.3 Entstehung kortikaler Dysgenesien
1.2.3.1 Regulation der Kortexentwicklung

Die Regulation der Kortexentwicklung ist ein komplexer und bisher nur partiell verstandener
Proze3. Untersuchungen der physiologischen Kortexentwicklung und die Identifizierung von
pathophysiologischen Entstehungsmechanismen einer abweichenden Kortexentwicklung
decken zunehmend kausale Zusammenhiénge der Entstehung von kortikalen Dysgenesien auf.
Dabei wird zunehmend die Beteiligung einiger verantwortlicher Gene, Wachstumsfaktoren,
Rezeptoren, Enzyme, Neurotransmitter und exogener Faktoren an der Regulation der
Kortexentwicklung aufgedeckt (Gressens 1998, 2000). Eine Ubersicht iiber die Kortexgenese
und die pathophysiologisch relevanten Aspekte liefern Redecker et al. (2000a). Von
entscheidender Bedeutung fiir die Regulation der Kortexentwicklung sind Cajal-Retzius
Zellen. Diese transient in der marginalen Zone des unreifen Neokortex nachweisbaren Zellen
steuern iiber die Sekretion des Glykoproteins Reelin die horizontale und vertikale Kortex-
Architektur (D”Arcangelo und Curran 1998; Frotscher 1997; Nishikawa et al. 2002). Dabei
reguliert Reelin die Interaktion zwischen migrierenden Neuronen und der als Leitstruktur



fungierenden Radidrfaserglia und ist essentiell fiir einen physiologischen Ablauf des
sogenannten ,,inside-outside layering“ (Hack et al. 2002; Frotscher 1997). Die Signal-
Kaskade verlduft dabei von dem extrazelluldren Protein Reelin iiber VLDL- und ApoE2-
Rezeptoren zu dem zytoplasmatischen Protein mDabl (Hack et al. 2002; Walsh 2000). Die
Kinase cdkS und deren Aktivator p35 interagieren moglicherweise mit dieser Signal-Kaskade
und sind ebenfalls Regulatoren der Neuronen-Migration (Feng und Walsh 2001).
Wachstumsfaktoren wie Neurotrophin-4, BDNF und Neuregulin (Brunstrom et al. 1997; Rio
et al. 1997) sind ebenso wie die Neurotransmitter GABA und Glutamat (Behar et al. 1998,
1999, 2001; Kihara et al. 2002) an der Modulation der Neuronen-Migration beteiligt. Das
Neuropeptid VIP stimuliert die Proliferation neuronaler Vorlduferzellen iiber eine Verkiirzung
des Zell-Zyklus (Gressens et al. 1998; Hill et al. 1999). Daneben sind die Membranproteine
Astrotactin, B1 Integrin und o3 Integrin sowie das sekretorische Protein Slit an der
Kortexentwicklung beteiligt (Walsh 2000). Diese Liste von Regulatoren der Kortex-
entwicklung wird sich in Zukunft weiter verlingern und deren Interaktion zunehmend
aufgedeckt werden. Die Verinderungen dieser Abldufe im Zusammenhang mit der
Entstehung kortikaler Dysgenesien sind weitestgehend ungeklirt, allerdings werden
zunehmend fiir die Pathogenese verantwortliche exogene Faktoren und genetische Ursachen
identifiziert (Feng und Walsh 2001; Gressens et al. 2001).

1.2.3.2 Exogene Ursachen

Exogene Faktoren sind mogliche Ursachen fiir die Entstehung kortikaler Dysgenesien. Die
Morphologie und das Ausmal} der induzierten Lésion sind dabei von der Art der Noxe und
dem Reifezustand des Gehirns zum Zeitpunkt der Exposition abhidngig (Mischel et al. 1995).
Die sensible Phase liegt beim Menschen fiir die Proliferation neuronaler Vorliduferzellen
zwischen der 6. und 12. Schwangerschaftswoche p. m. (Redecker et al. 2000a) und fiir die
Neuronen-Migration zwischen der 12. und 24. Gestationswoche (Gressens 2000). Das
Zeitfenster fiir Storungen der Organisation neuronaler Netzwerke reicht moglicherweise bis in
die Neugeborenenperiode (Lombroso 2000). Der Phinotyp kortikaler Dysgenesien ist
abhéngig von der Stufe der Kortexentwicklung, auf der ein Defekt induziert wird (Barkovich
et al. 1996). Exogene Noxen konnen durch eine phasenabhidngige Wirksamkeit die Stufen der
Kortexentwicklung spezifisch beeinflussen. Fiir Koffein ist im Tierexperiment eine pathogene
Wirkung auf die Proliferation neuronaler Vorlduferzellen nachgewiesen (Marret et al. 1997),
deren Relevanz fiir den Menschen noch nicht abschliefend beurteilbar ist (Gressens et al.
2001). Prinatale y-Strahlenexposition fiithrt im Tierexperiment ebenfalls zu Storungen der
Neuronen-Proliferation und durch eine Schidigung der Radidrfasergliazellen zu
Migrationsstorungen (Roper 1998). Fetale Zytomegalievirusinfektionen sind eine exogene
Ursache zerebraler Mikrogyrien, als deren Pathomechanismus eine durch die Virusinfektion
hervorgerufene Perfusionsstorung (Marques Dias et al. 1984) oder eine Virus induzierte
Degeneration der Radiirfasergliazellen (van Den Pol et al. 1999) diskutiert werden. Ein hohes
potentielles Risiko zur Induktion kortikaler Dysgenesien geht von Alkohol und einer
diabetischen Stoffwechsellage der Mutter aus (Gressens et al. 2001). Eine Ubersicht iiber das
weite Spektrum chemischer, physikalischer und biologischer Noxen und deren Relevanz fiir
die Entstehung kortikaler Dysgenesien liefern Gressens et al. (2001).



Tabelle 1.1: Klassifikation kortikaler Dysgenesien nach Barkovich et al. (2001b)

A.

Malformationen durch gestérte neuronale
und gliale Proliferation oder Apoptose

Verminderte Proliferation / vermehrte
Apoptose: Mikrozephalie

1. Mikrozephalie mit normalem oder
verdinnten Kortex

2. Mikrolissenzephalie (extreme Mikro-
zephalie mit dickem Kortex)
3. Mikrozephalie mit Polymikrogyrie

oder kortikaler Dysplasie

Vermehrte Proliferation / verminderte
Apoptose (normale Zelltypen):
Megalenzephalien

Gestorte Proliferation (atypische Zelltypen)

1. Nicht neoplastisch
a. Tuberdse Sklerose
b. Fokale kortikale Dysplasie mit
Ballon-Zellen
c. Hemimegalenzephalie
Neoplastisch (assoziiert mit
dysplastischem Kortex)

lll.  Malformationen durch gestorte kortikale

Organisation

A. Polymikrogyrie und Schizenzephalie
1. Bilaterale Polymikrogyrie-
Syndrome
2. Schizenzephalie (Polymikrogyrie
mit Spalt-Bildung)
3. Polymikrogyrie mit zuséatzlichen
zerebralen Malformationen
4. Polymikrogyrie oder
Schizenzephalie als Teil von
multiplen kongenitalen Anomalien
oder von Syndromen mit mentaler
Retardierung
B.  Kortikale Dysplasie ohne Ballon-Zellen
C.  Mikrodysgenesien

A

Malformationen durch gestérte neuronale
Migration

Lissenzephalie / Spektrum subkortikaler
Band-Heterotopien

Cobblestone-Komplex
Heterotopien

1. Subependymal (periventrikular)

2. Subkortikal (ohne Band-
Heterotopien)
3. Marginal glioneuronal

IV. Malformationen der kortikalen
Entwicklung (nicht weiter klassifizierbar)

A. Malformationen sekundar durch
angeborene, metabolische Erkrankungen
1. Mitochondrial
2. Peroxisomal
B. Nicht weiter klassifizierte Malformationen

1. Sublobulare Dysplasie

2. Andere

1.2.3.3 Genetische Ursachen

Genetische Ursachen werden im Zusammenhang mit kortikalen Dysgenesien zunehmend
aufgedeckt. Die auf Gen-Mutationen beruhenden kortikalen Dysgenesien treten isoliert auf
oder sind Teil von Syndromen. Die Lokalisation der betroffenen Gene und die Aufdeckung

der Funktionen der kodierten Proteine fithren zu einem wachsenden Verstindnis

der

Pathogenese einzelner Subtypen der kortikalen Dysgenesien (Walsh 2000; Feng und Walsh
2001). Die klassische Lissenzephalie kann in ca. 75 % der Fille auf Mutationen der Gene
LIS1 oder XLIS (= DCX) zuriickgefiihrt werden (Pilz et al. 1998). Das auf Chromosom 17



lokalisierte Gen LIS1 kodiert das Protein PAFAH1B1, einer Untereinheit der am Abbau des
PAF beteiligten Acetylhydrolase (Cardoso et al. 2002). Die Signifikanz eines moglicherweise
verminderten enzymatischen Abbaus von PAF zur Entstehung von Lissenzephalien ist nicht
quantifiziert (Feng und Walsh 2001). Das Genprodukt von LIS1 ist dariiber hinaus ein
Mikrotubuli  assoziiertes Protein (MAP) und interagiert mit den zellulidren
Lokomotionsmechanismen (Feng und Walsh 2001; Aumais et al. 2001). Das Ausmal} des
Phénotypus von isolierten, klassischen Lissenzephalien (ILS) korreliert mit dem
Funktionsverlust des LIS1Genes (Leventer et al. 2001; Cardoso et al. 2002). Ein Gendefekt
des LIS1 ist auch an der Entstehung des Miller-Dieker Syndroms (MDS) beteiligt (Dobyns et
al. 1999b). Eine klassische Lissenzephalie kann ebenfalls durch eine Mutation im XLIS Gen
bedingt sein. Typischerweise fiihrt die Mutation auf dem X-chromosomal lokalisierten Gen
bei Minnern zu einer klassischen Lissenzephalie und bei Frauen zu einem ,,Doppelkortex-
Syndrom* bzw. zu subkortikalen Bandheterotopien (SBH) (Pilz et al. 1998; des Portes et al.
1998). Durch XLIS wird das Protein Doublecortin kodiert, welches ebenfalls als MAP mit
dem fiir die Lokomotion bedeutendem Zytoskelett interagiert. Die durch LIS1- und XLIS-
Mutationen induzierten Migrationsstorungen sind vermutlich durch einen dhnlichen aber nicht
identischen Pathomechanismus bedingt (Feng und Walsh 2001). Dies duBert sich zusétzlich in
differierenden Phénotypen. Wihrend die durch XLIS Mutationen bedingten Lissenzephalien
einen Schwerpunkt im okzipitalen Kortex zeigen, fithren Mutationen im LIS1 Gen zu einen
umgekehrten Gradienten mit Betonung frontaler und parietaler Bereiche (Pilz et al. 1998). Ein
weniger stark ausgeprigter Funktionsverlust von XLIS, wie er bei Frauen durch teilweise
Kompensation des nicht betroffenen X-Chromosoms bedingt ist, fithrt zur Entwicklung von
subkortikalen Bandheterotopien (des Portes et al. 1998). Abgeschwichte Phidnotypen bei
geringfiigigeren Mutationen von XLIS wie subkortikale Bandheterotopien bei Minnern oder
diskontinuierliche subkortikale Heterotopien bei Frauen sind ebenfalls moglich (des Portes et
al. 2002; D"Agostino et al. 2002; Poolos et al. 2002). Eine autosomal rezessiv vererbte Form
(LCH) von Lissenzephalien, assoziiert mit Defekten im Kleinhirn, Hippokampus und
Hirnstamm, wird durch Mutation im Reelin Genlokus verursacht (Hong et al. 2001). Eine X-
chromosomal vererbte Lissenzephalie mit Genitalanomalien (XLAG) wird vermutlich durch
eine Mutation im Homebox-Gen ARX verursacht (Dobyns et al. 1999a; Kitamura et al. 2002).
Zum Cobblestone-Komplex gehorende Lissenzephalien treten als isoliertes Syndrom (CLO)
oder als Teil der autosomal rezessiv vererbten Muskeldystrophien Walker-Warburg Syndrom
(WWS), Muscle-Eye-Brain Disease (MEB) und Fukuyama-congenital-muscular-Dystrophy
(FCMD) auf (Barkovich 1998). Durch Mutation im X-chromosomal lokalisierten Gen FLN1
werden periventrikuldre noduldre Heterotopien (PNH) induziert. Diese werden iiberwiegend
bei Frauen diagnostiziert, da die Mutation fiir Manner hiufig letal ist (Sheen et al. 2001). Das
von FLNI kodierte Protein Filaminl ist ein Regulator der Zellform und Migration (Walsh
2000). Bisher ist wenig bekannt iiber mogliche genetische Ursachen bei Patienten mit FCD,
jedoch laBt die Beobachtung von familidren Zusammenhingen (Montenegro et al. 2002) und
eine veridnderte Expression der Kinase cdk5 (Sisodiya et al. 2002) zumindest partiell einen
genetischen Hintergrund vermuten. Polymikrogyrien (Chang et al. 2003; Villard et al. 2002)
und Schizenzephalien (Guerrini und Carrozzo 2002) sind teilweise durch genetische Ursachen
bedingt. Eine Zusammenstellung der Erkenntnisse iiber genetische Ursachen von kortikalen
Dysgenesien liefern Barkovich et al. (2001b) und Guerrini und Carrozzo (2002). Eine
Ubersicht iiber genetische Ursachen im Zusammenhang mit kortikalen Dysgenesien liefert
Tabelle 1.2. Von der weiteren Aufdeckung genetischer Zusammenhédnge sind zusitzliche
Einblicke in die physiologische Kortexentwicklung und in die Pathogenese von kortikalen
Dysgenesien zu erwarten (Feng und Walsh 2001). Dadurch wird eine gezielte genetische
Beratung fiir die betroffenen Familien ermoglicht (Lagae 2000; Guerrini und Carrozzo 2002).



Tabelle 1.2: Ubersicht genetischer Ursachen kortikaler Dysgenesien nach Barkovich et al. (2001b), Lagae
(2000), Guerrini und Carrozzo (2002), Dobyns et al. (1999a), Chang et al. (2003), Villard et al. (2002).

Syndrom Gen-Lokus Gen Protein
Klassische Lissenzephalie

ILS 17p13.3 LIS1 PAFAH1B1

X0g22.3-923 XLIS Doublecortin

MDS 17p13.3 LIS1 PAFAH1B1

LCH 7922 RELN Reelin

XLAG Xp22.13 ARX Homebox-Gen
Cobblestone Lissenzephalie

CLO unbekannt unbekannt unbekannt

MEB 1p32-34 unbekannt unbekannt

WWS unbekannt unbekannt unbekannt

FCMD 9031-33 FCMD FCMD/Fukutin
Heterotopien

SBH X0g22.3-923 XLIS Doublecortin

17p13.3 LIS1 PAFAH1B1

PNH Xq28 FLN1 Filamin 1
Tuberdse Sklerose

TSCH 9932 TSCH1 Hamartin

TSC2 16p13.3 TSC2 Tuberin
Schizenzephalie 10026.1 EMX2 Homebox Gen
FCD unbekannt unbekannt cdk5
Polymikrogyrie

BPP Xqg28 unbekannt unbekannt

BFPP 16g12-21 unbekannt unbekannt

1.3 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit
1.3.1 Pathophysiologie der zu kortikalen Dysgenesien assoziierten Epilepsie

Die Pathophysiologie der zu kortikalen Dysgenesien assoziierten Epilepsie ist nur partiell
aufgedeckt. Die Epilepsie der betroffenen Patienten erweist sich hdufig gegeniiber der
medikamentdsen Therapie als refraktdr. Zwar ist durch eine chirurgische Behandlung bei
einem Teil der Patienten eine Heilung oder Senkung der Anfallshdufigkeit zu erreichen,
dennoch sind diese Ergebnisse weniger befriedigend als die Resultate der Epilepsiechirurgie
bei anderen Pathologien (Palmini et al. 1991b). Ursidchlich scheinen weitreichende, iiber die
dysplastisch verinderten Gewebeanteile hinausreichende, Netzwerkverdnderungen zu sein,
die an der Entstehung epileptischer Aktivitit beteiligt sind (Palmini et al. 1995; Li et al. 1997;
Tassi et al. 2002). Eine Imbalance zwischen Exzitation und Inhibition sowie eine veridnderte
Konnektivitdt im Bereich kortikaler Dysgenesien scheinen die Entstehung einer assoziierten
Hyperexzitabilitdt zu verursachen (Jacobs et al. 1999b; Chevassus-au-Louis et al. 1999a). In
der vorliegenden Arbeit wurde die mogliche Beteiligung einer GABAA Rezeptor-
Dysregulation an der Pathogenese einer zu kortikalen Dysgenesien assoziierten Epilepsie
untersucht. Die Verteilung von GABA, Rezeptoruntereinheiten im Bereich tierexperimentell
induzierter kortikaler Dysgenesien wurde durch Immunhistochemie visualisiert (Fritschy und
Mohler 1995). Als Tiermodell wurde die intrakortikale Injektion von Ibotensdure am Tag der
Geburt gewdhlt. Ibotensidure-Injektionen induzieren durch eine fokale Storung der Neuronen-
Migration und Kortex-Organisation kortikale Dysgenesien (Redecker et al. 1998a; Marret et
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al. 1995; Gressens et al. 1996). Neben morphologischen Charakteristika von kortikalen
Dysgenesien des Menschen wird auf einer funktionellen Ebene ebenfalls eine assoziierte
Hyperexzitabilitdt imitiert (Redecker et al. 1998b). Eine differenzierte Auswertung erfolgte
mittels Bestimmung von optischen Dichtewerten im Bereich der kortikalen Dysgenesien und
in den angrenzenden, morphologisch unverinderten, neokortikalen Arealen. Das Ziel war die
Beurteilung von fokalen Effekten im Bereich der kortikaler Dysgenesien und von einer
moglicherweise weitreichenden Reorganisation im benachbarten Neokortex. Erkenntnisse
iber ein mogliches Ausmal} von funktionellen Veridnderungen sind relevant sowohl fiir die
Indikationsstellung und Interpretation von zusatzdiagnostischen Maflnahmen und Befunden
bei Patienten mit Epilepsie (PET, SPECT, MRT, Elektrophysiologie und Neuropsychologie)
als auch fiir das anzustrebende Resektionsausmal} von epilepsiechirurgischen Eingriffen.

1.3.2 GABA4 Rezeptoruntereinheiten und deren pharmakologische Implikationen

Aufgrund zunehmender Erkenntnisse iiber weitreichende Netzwerkverdnderungen auch in
morphologisch unauffilligen Kortexarealen erscheinen funktionelle Stérungen und die
Ausbildung eines Epilepsie-Fokus in einem weit iiber die dysplastischen Verdnderungen
hinausgehenden Bereich moglich. Dies 1463t vermuten, daf3 die Verbesserungsmoglichkeiten
einer chirurgischen Therapie aufgrund einer begrenzten Resektabilitidt limitiert sind. Aus
diesem Grund stellt die Erhohung der Effektivitit einer pharmakologischen Therapie einen
weiteren wichtigen Ansatz zur Behandlung einer zu kortikalen Dysgenesien assoziierten
Epilepsie dar. GABAA Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle bei der Kontrolle neuronaler
Aktivitdit und sind Ansatzpunkt zahlreicher im klinischen Einsatz befindlicher
Antikonvulsiva. GABA, Rezeptoren sind Pentamere, von denen durch unterschiedliche
Untereinheiten-Komposition zahlreiche Rezeptor-Subtypen existieren. Bisher konnten die 19
Untereinheiten al-6, B1-3, y1-3, 3, €, m, 0, p1-3 differenziert werden (Barnard et al. 1998;
Bonnert et al. 1999; Whiting et al. 1999). Die GABA, Rezeptor-Subtypen besitzen auf
zelluldrer und subzelluldrer Ebene ein charakteristisches Verteilungsmuster (Fritschy und
Mohler 1995; Nusser et al. 1996; Loup et al. 1998; Fritschy et al. 1998). Die
elektrophysiologischen und pharmakologischen FEigenschaften der GABA, Rezeptoren
werden durch deren Untereinheiten-Komposition bestimmt (Lavoie et al. 1997; Maric et al.
1999). Die Diversitit der GABAergen Inhibition erlaubt zahlreiche funktionelle Adaptationen
(Owens und Kriegstein 2002). Die o-Untereinheiten zeigen verschiedene Sensitivititen
gegeniiber diversen Pharmaka und sind ein moglicher Ansatzpunkt einer GABAj
Rezeptoruntereinheiten spezifischen Therapie (Smith et al. 2001). In dieser Arbeit wurden die
vier hdufigsten o-Untereinheiten o, a2, o3 und a5 untersucht, die dariiber hinaus zusammen
mit der ebenfalls untersuchten Untereinheit Y2 fiir die Bildung von Benzodiazepin-
Bindungsstellen verantwortlich sind (Mohler et al. 2002). Der Beitrag einzelner GABA,
Rezeptoruntereinheiten zum breiten Wirkungsspektrum der klassischen Benzodiazepine wird
zunehmend selektioniert (Rudolph et al. 1999; Low et al. 2000; Crestani et al. 2001). Die
Entwicklung einer neuen Generation von GABA, Rezeptoruntereinheiten-spezifischen
Pharmaka verspricht selektive klinische Effekte bei einem reduzierten Nebenwirkungs-
spektrum (Mohler et al. 2002). Fir welche GABAA Rezeptoruntereinheiten eine gezielte
Pharmakotherapie Fortschritte erwarten 146t, hingt von der physiologischen Rolle einzelner
GABA, Rezeptoren und von deren Veridnderung unter pathophysiologischen Bedingungen ab
(Whiting 1999). In der vorliegen Arbeit wurde eine mogliche Dysregulation von fiinf GABAA
Rezeptoruntereinheiten, die eine besondere Relevanz fiir die pharmakologischen
Eigenschaften von GABA, Rezeptoren besitzen, nach Induktion kortikaler Dysgenesien
untersucht. Ziel war es, mogliche Ursachen der Pharmako-Resistenz der zu kortikalen
Dysgenesien assoziierten Epilepsie aufzudecken. Zusétzlich konnen sich hieraus Hinweise fiir
eine modifizierte und wirksamere Pharmakotherapie ergeben.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Zur Dysplasieinduktion wurden Wistar-Ratten beider Geschlechter am Tag ihrer Geburt
verwendet. Sowohl Versuchstiere als auch deren Muttertiere wurden in der Tierversuchs-
anlage Diisseldorf bei 22 — 24 °C, 60 — 80 % relativer Luftfeuchtigkeit, einem Tag / Nacht
Rhythmus von je 12 h und bei freiem Zugang zu Futter und Wasser gehalten. Zum Zeitpunkt
der Gewebeentnahme waren die Versuchstiere 66 — 178 Tage alt und wogen 206 — 371 g.
Eine Aufstellung der Versuchstiere ist in Tabelle 2.1 wiedergegeben.

Tabelle 2.1: Immunhistochemisch untersuchte Wistar-Ratten in der Gruppe der mit Ibotensdure injizierten Tiere
und in der Kontrollgruppe. Die Kontrollgruppe bestand aus scheinoperierten Tieren (SHAM) und unbehandelten
(D) Tieren. Angegeben sind das Alter in Tagen (d), das Geschlecht und das Korpergewicht in Gramm (g) zum
Zeitpunkt der Gewebeentnahme.

Behandlung Tier Alter (d) Geschlecht Gewicht ()
? d
Ibotensaure 24/06 120 X 371
37/02 113 X 315
40/05 88 X 332
43/01 72 X 297
43/03 72 X 320
43/06 72 X 249
43/08 72 X 285
44/01 73 X 328
45/09 80 X 265
45/11 80 X 356
45/12 80 X 360
49/01 178 X 223
49/02 178 X 206
49/03 178 X 216
49/05 178 X 355
49/06 178 X 351
49/07 178 X 360
49/08 178 X 363
SHAM K1 66 X 278
K2 66 X 306
K3 66 X 295
K4 66 X 247
K5 66 X 263
> K6 90 X 238
K7 90 X 250
K8 120 X 344
K9 120 X 325
K10 120 X 362
K11 120 X 287
K12 120 X 274
K13 120 X 304




2.2 Anisthesie

Die Tiere wurden kurz vor der Dysplasieinduktion von der Mutter getrennt. Zur Narkose
wurden die neugeborenen Ratten fiir 30 s in ein am Boden mit Diethylether bedecktes
Glasgefil3 gesetzt, wobei Papier direkten Hautkontakt zum Narkotikum verhinderte. Wihrend
der Trennung von der Mutter, die so kurz wie moglich gehalten wurde, verhinderte eine
konventionelle Rotlichtlampe ein Auskiihlen der Jungtiere.

2.3  Induktion der Dysplasie

Durch exzitotoxische Wirkung von Ibotensdure auf den Reifungsprozel des Rattenhirnes
wurden in der Experimentalgruppe kortikale Dysgenesien induziert. (Redecker et al. 1998b;
Innocenti und Berbel 1991; Marret et al. 1995, 1996; Gressens et al. 1996; Kihara et al. 2002)
Die Ibotensdure (Sigma, St Louis, MO) wurde mit 0,1 M phosphatgepufferter
Normalsalzlosung (PBS, pH 7,4) verdiinnt und blasenfrei in eine mittels Stativ an dem
Versuchstisch montierte Spritze aufgezogen. Der Kopf der anisthesierten Versuchstiere
wurde manuell in waagerechter Position zur Unterlage fixiert. Eine 27-gauge Nadel wurde auf
dem Schidel zwischen Sutura coronalis und Sutura lambdoidea ca. 2 mm lateral der
Mittellinie aufgesetzt (Abb. 2.1) und mittels einer Mechanik 3 mm in vertikaler Richtung in
das Hirn vorgefiihrt. Eine Dosis von 10 pg Ibotensdure wurde injiziert, verteilt auf zwei
Bolusgaben von je 1 pl im Abstand von 45 s. Wihrend jeder Bolusgabe wurde die Spritze
automatisch um 1 mm retrahiert. Vor dem Entfernen der Kaniile wurde diese fiir weitere 45 s
in ihrer Position belassen. Bei SHAM operierten Tieren der Kontrollgruppe wurde bei
gleichem Prozedere Ibotensdure durch PBS pH 7.4 substituiert. Nach Erholung von der
Anisthesie wurden die Jungtiere zu ihrer Mutter zuriickgesetzt. Epileptische Anfille konnten
bei den mit Ibotensdure behandelten Tieren weder akut noch im Verlauf beobachtet werden.

Abb. 2.1: Schematische Lokalisation der Ibotensiure-Injektionsstelle (X) in Bezug auf Sutura coronalis, Sutura
sagittalis und Sutura lambdoidea. Modifiziert nach Paxinos und Watson (1986).
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2.4 Transkardiale Perfusion

Zur immunhistologischen Untersuchung wurde das Gewebe mittels transkardialer Perfusion
fixiert. Die Tiere wurden zu diesem Zweck ca. 6 min bei 5 % Enfluran (Abott GmbH) im
Lachgas / Sauerstoffgemisch von 7 : 3 tief narkotisiert und anschlieBend auf dem Riicken
liegend in der Versuchswanne an den Extremitidten befestigt. Zunédchst wurde der Bauchraum
mittels Medianschnitt erdffnet, welcher nach kranial zur Eroffnung des Brustraumes
verldngert wurde. Das Herz wurde an den Ventrikeln mit eine Klemme gefafit und im Bereich
der Herzspitze inzidiert. Eine Sonde wurde durch den erdffneten linken Ventrikel bis in den
Aortenbogen vorgeschoben und mittels einer Klemme dort fixiert. Nach Punktion des rechten
Vorhofes wurde iiber die Sonde zunichst 75 ml 0,1 M phosphatgepufferte Normalsalzlosung
(PBS, pH 7,4) und anschlieBend 450 ml formaldehydhaltiges Fixativ perfundiert. Eine
Perfusionspumpe (505S, Watson-Marlow, England) gewdhrleistete einen kontinuierlichen
Fliissigkeitsstrom von 50 ml/min.

2.5  Hirnentnahme und Kryoprotektion

Unmittelbar im Anschluf} an die Perfusion wurden die Hirne vorsichtig entnommen und fiir
ca. 4 h in Fixativ inkubiert. AnschlieBend wurden die Hirne zur Kryoprotektion in
Kunststoffrohrchen, die mit je 40 ml 10 % (W/V) Saccharose gefiillte waren, eingebracht.
Nach dem Absinken (ca. 24 h) der Hirne wurden diese in 30 % (W/V) Saccharose iiberfiihrt
und bis zum erneuten Absinken inkubiert. AnschlieBend wurden die Hirne eingefroren und
bei —75 °C gelagert.

2.6 Gewebevorbereitung fiir Inmunhistochemie
2.6.1 Mikrowellen-Behandlung

Das Hirngewebe wurde mittels Mikrowellen-Behandlung auf die Immunhistochemie
vorbereitet um eine verbesserte Darstellung der GABA Rezeptoruntereinheiten-Verteilung
zu erhalten (Fritschy et al. 1998; Loup et al. 1998). Dazu wurden die tiefgefrorenen Hirne
nach Entnahme aus dem Gefrierschrank in Zitrat pH 4,5 bei 22 °C inkubiert. Am
darauffolgenden Tag wurde mittels Skalpell ein Gewebeblock aus den Hirnen angefertigt,
indem frontal und okzipital fiir die weiteren Untersuchungen nicht relevantes Gewebe
abgetragen wurde. Dabei wurde vor allem auf eine Er6ffnung der Ventrikel geachtet um zu
verhindern, daf3 verbliebene Luft im Ventrikelsystem bei der anschlieenden
Mikrowellenbehandlung zu Gewebezerreiungen fiihrt. Das Gewebe wurde erneut in 80 ml
Zitrat pH 4,5 iiberfiihrt und in einem Mikrowellengeridt bei 650 W fiir 135 s erhitzt. Die
optimale Dauer der Mikrowellenbehandlung wurde im Vorfeld dadurch ausgetestet, daf} die
Zeit bis zum Sieden der Zitratlosung ermittelt und anschlieBend die Gesamtzeit des
Kochvorganges so gewihlt wurde, daf} sich die Hirne eine Minute im siedenden Zitrat-Puffer
befinden. Nach 15 min Abkiihlen des Gewebes bei Zimmertemperatur wurden die Hirne in
Methylbutan, welcher mittels Trockeneis auf —35 °C abgekiihlt worden war, schockgefroren.

2.6.2 Anfertigung der Hirnschnitte

Der Hirnschnitte wurden mit einem Schlittenmicrotom (Micron, Heidelberg) angefertigt. Die
tiefgefrorenen Hirne wurden in koronarer Ausrichtung mit dem temperaturregulierbaren
Probenhalter verbunden. Im viskdsen Zustand des bei 4 °C aushdrtenden Klebers war
kurzfristig ein Nachjustieren moglich, bevor durch Einschalten des Kiihlaggregates der
Gewebeblock endgiiltig fixiert wurde. Die Temperatur wurde beim folgenden Schneide-
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vorgang nach Bedarf nachreguliert, um eine optimale Schnittqualitit zu gewihrleisten. Die
linke Hemisphdre wurde durch eine basale Inzision markiert. Es wurden Serienschnitte mit
einer Schnittdicke von 50 um hergestellt. Durch einen weichen Pinsel wurden die Schnitte
einzeln in mit gekiihlter PBS gefiillte Kavitdten iiberfiihrt.

2.6.3 Auswahl und Vorbehandlung der Schnitte

Bei Tieren der Versuchstiergruppe wurden Schnitte aus der Dysplasieregion ausgewihlt, war
diese makroskopisch nicht erkennbar erfolgte die Auswahl unter Verwendung eines
Mikroskops. Die Hirnschnitte der Kontrollgruppe wurden aus vergleichbaren Hirnregionen
verwendet. Es wurden, wenn es die Ausdehnung des Dysplasieareals zulieB3, drei Schnitte pro
GABA,A Rezeptoruntereinheit ausgewihlt. In dem folgenden Waschvorgang wurden die
Schnitte fiir die Inkubation im ersten Antikorper vorbereitet. Die Schnitte wurden fiir drei mal
zehn Minuten in TBS pH 7,4 unter kontinuierlicher Bewegung durch einen Riittler
gewaschen. Der ersten Waschlosung war 0,05 % Triton zugesetzt. In den zwei folgenden
Schritten wurde darauf verzichtet, um Artefakte durch ungleichmifige Antikorperverteilung
wihrend der Inkubation, verursacht durch Seifenriickstinde, zu vermeiden. Dieses Vorgehen
wurde auch bei den nachfolgenden Waschgingen beibehalten.

2.7  Immunhistochemie
2.7.1 Spezifitit der verwendeten Antikorper

Um die Verteilung der untersuchten GABAA Rezeptoruntereinheiten darzustellen, wurde ein
immunhistochemisches Verfahren gewihlt. Es wurde die ,,free-floating* Technik angewandt.
D. h., die Hirnschnitte waren wihrend der Inkubations- und Waschschritte vollstindig von
Fliissigkeit umgeben und wurden erst nach abgeschlossener Férbereaktion auf Objekttriger
aufgezogen. Zur Detektion der GABA, Rezeptoruntereinheiten ol, o2, a3, a5 und Y2 sind
spezifische Primédrantikdrper verwendet worden, die im Labor von Herrn Prof. Fritschy
hergestellt und freundlicherweise zur Verfiigung gestellt wurden (Fritschy und Mohler 1995).
Die polyklonalen Antiseren wurden in Meerschweinchen und Kaninchen gegen synthetische
Peptide gebildet, hergestellt mittels von Ratten stammender cDNA der entsprechenden
GABA, Rezeptoruntereinheiten. Alle Antikorper sind gegen extrazelluldr gelegene Epitope
der GABAA Rezeptoruntereinheiten gerichtet und aus AS-Sequenzen des N-terminalen
Proteinabschnittes hergestellt (Fritschy und Mohler 1995; Fritschy et al. 1998). Die Spezifitit
der Antiseren wurde durch Immunoprizipitation und Western-blotting verifiziert und
hinsichtlich der immunhistochemischen Verwendbarkeit getestet. Fiir Details der Herstellung
und Testung siehe Fritschy und Mohler (1995) und Benke et al (1991). Die anatomische
Verteilung der GABAA Rezeptoruntereinheiten bei Wistar-Ratten wurde von Fritschy et al.
(1995, 1998) untersucht, und die dabei erstellten Fiarbeprotokolle fiir die vorliegende Arbeit
zugrunde gelegt. Durch Testldufe im Vorfeld wurde durch Anpassungen des Protokolls diese
Methode im Labor der Neurologischen Klinik der Heinrich-Heine-Universitidt Diisseldorf
etabliert. Hierzu sind fiir die Antikdrper Verdiinnungsreihen zur Bestimmung einer beziiglich
Signal-Rausch-Verhiltnis optimalen Antikorper-Konzentration durchgefiihrt. Die dabei
erzielte Darstellung der anatomischen Verteilung der GABA, Rezeptoruntereinheiten war in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Fritschy und Mohler (1995).

2.7.2 Inkubation mit Primérantik6rper

Die Primérantikorperlosungen gegen GABA Rezeptoruntereinheiten wurden in TBS pH 7,4
wie folgt verdiinnt: al 1:20000, o2 und o3 1:2000, o5 1:5000 und y2 1:3000. Zur Blockade
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unspezifischer Bindungsstellen fiir den in Ziegen hergestellten Sekundirantikdrper wurden
den Primédrantikorperlosungen 2 % Ziegennormalserum (NGS: Normal Goat Serum)
zugesetzt. Die Hirnschnitte wurden mit einem weichen Pinsel in mit Primérantikorperlosung
gefiillte Kavitdten einer Glasplatte iiberfithrt. Um einen gleichméfigen Kontakt zwischen
Gewebe und Antikorperlosung sicherzustellen, wurde wie bei allen Inkubationsschritten auf
eine vollstandige Entfaltung der Hirnschnitte geachtet, und wéhrend der Inkubation durch
einen Riittler fiir kontinuierliche Bewegung (100 rpm) gesorgt. Die Hirnschnitte wurden iiber
Nacht in einer Kiihlkammer bei 4 °C inkubiert.

2.7.3 Inkubation im Sekundirantikorper

Der biotinylierte Sekundarantikorper wurde in Ziegen hergestellt und war gegen das Fc-
Fragment des Primirantikorpers gerichtet. Zum Nachweis des gegen die GABAj
Rezeptoruntereinheit ol gerichteten Primérantikorpers wurden Anti-Kaninchen IgG-AK
(Jackson Immunoresearch) verwendet. Zum Nachweis der gegen die GABAa
Rezeptoruntereinheiten o2, a3, o5 und Y2 gerichteten Primérantikorper wurden Anti-
Meerschweinchen IgG-AK (Jackson Immunoresearch) eingesetzt. Die AntikOrper waren
gegen Rattenproteine priaabsorbiert. Die Sekundirantikérper wurden mittels TBS pH 7.4 auf
1:100 verdiinnt. Zur Blockade unspezifischer Bindungsstellen wurde 2 % Ziegennormalserum
(NGS) zugefiigt. Nach einem vorbereitenden Waschvorgang erfolgte bei Raumtemperatur die
Inkubation iiber eine Stunde unter kontinuierlicher Bewegung.

2.7.4 Detektion

Die Antikorper Nachweise wurden mit der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex-Methode
(ABC-Methode) durchgefiihrt (Abb. 2.2). Der Komplex wird aus Avidin, einem 68 kDa
groflen, basischen Glykoprotein und dem 244 Da kleinen, wasserlosliche Vitamin Biotin
gebildet, die eine hohe Affinitdt zueinander besitzen (Beesley 1993). Avidin stellt dabei eine
Briicke zwischen den an den Sekundérantikorper gekoppelten Biotin-Molekiihlen und den mit
Peroxidase gekoppelten Biotin-Molekiihlen des Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes her.
Zur Visualisierung wurde durch die an Biotin gekoppelte Peroxidase das Chromogen
Diaminobenzidin (DAB) unter H,O, Katalyse zu einem braunen Phenazinpolymer umgesetzt.
Die Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex-Losung wurde mindestens 30 Minuten vor ihrer
Verwendung bei Raumtemperatur hergestellt, um eine Pridformierung des Komplexes zu
ermoglichen (Beesley 1993). Die Konzentration von Reagenz A und B betrug je 1 % (Elite
Kit 6100 AB, Vecta Stain). Die Hirnschnitte wurden nach einem vorbereitenden Waschgang
fiir 45 Minuten unter Bewegung inkubiert. Nach dem Waschen wurden die Hirnschnitte in 2
ml DAB-Losung fiir 5 Minuten pridinkubiert. Zum Starten der Farbreaktion wurden 2 ml
0,006 % H,0O, (Sigma) enthaltende DAB-Losung rasch hinzugefiigt. Zur Herstellung der
DAB-Losung wurden 3,3 Diaminobenzidin (Sigma) 50 mg/ml im Verhéltnis 1:100 mit TBS
pH 7,7 verdiinnt. Die Farbreaktion fand unter kontinuierlicher Bewegung durch einen Riittler
statt, wobei auf eine Entfaltung der Hirnschnitte geachtet wurde, um Artefakte durch
ungleichmifBiges Ablaufen der Chromogenumsetzung zu vermeiden. Die Detektion fand bei
Raumtemperatur statt. Durch Uberfiihren der Schnitte in gekiihlte PBS pH 7,4 Losung wurde
die Farbreaktion beendet. Das Kriterium zur Beendigung war ein Erreichen, der in den
Vorversuchen hinsichtlich Darstellung der anatomischen Verteilung als optimal ermittelten
Féarbeniveaus und Kontrastes. Die Schnitte eines Primérantikorpers wurden gleichzeitig
entnommen. Die Zeiten zwischen den einzelnen Primérantikérpern differierten. Ziel war es,
sowohl ein gleichmiBiges Farbeniveau als auch einen gleichmifBigen Kontrast innerhalb einer
Rezeptoruntereinheit bei den verschieden Versuchsdurchgéngen zu erreichen. Als
Negativkontrolle wurde bei im {ibrigen identischem Prozedere der erste oder zweite
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Antikorper durch TBS pH 7,4 ersetzt. Nach abschlieBendem Waschen wurden die Schnitte
mit Gelatine auf Objekttrager aufgezogen und luftgetrocknet. Nach Entwésserung in einer
aufsteigenden Alkoholreihe und Behandlung mit Xylol wurden die Hirnschnitte mit Entellan
(Merck) eingedeckt.

@ Avidin
| (PYB(A)
® Peroxidase 0 Q ABC

Komplex

biotinylierter
Anti-Kaninchen
Sekundarantikérper

Kaninchen
Primarantikérper

Antigen

Abb. 2.2: Prinzip der Detektion nach der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex-Methode am Beispiel eines in
Kaninchen hergestellten Primérantikorpers. Durch die an Avidin und Biotin gekoppelte Peroxidase wird das
Chromogen Diaminobenzidin (DAB) umgesetzt. Schema modifiziert nach Beesley (1993).

2.8  Histologie

Zur histologischen Beurteilung wurden zusitzlich Hirnschnitte nach Nissl mit Kresylviolett
gefiarbt. Dazu wurde die Schnitte zunidchst mit Xylol entfettet und in einer absteigenden
Ethanol-Reihe in Stufen von 100 %, 96 % und 70 % fiir je 2,5 min inkubiert. Der
Farbevorgang erfolgt in Kresylviolett-Losung bei 60 °C fiir 5 min. Zur anschlieBenden
Dehydrierung wurden die vorbereitenden Schritte in umgekehrter Reihenfolge erneut
durchlaufen. AbschlieBend wurden die Schnitte mit Entellan (Merck) eingedeckt.

2.9  Losungen

Im folgendem werden die Zusammensetzungen der Losungen beschrieben, die im Text nicht
vollstdndig aufgefiihrt sind.

1) Tris-Puffer (TBS): Stocklosung Trizma Base (M; 121,1): Tris 0,5 M 60.55 g/l und
NaCl 1,5 M 73,3 g/l; Zur Herstellung von TBS pH 7,4 bzw. pH 7,7 wurde Stock 1:10
verdiinnt und mit HCI auf pH 7,4 bzw.7,7 titriert. Bei Bedarf wurde 0,05 % Triton
zugefiigt.

2) Phosphatgepufferte Normalsalzlosung (PBS) 0,1 M: Stock I (Base): 14,196 g
Na,HPO, anhydriert und 79,478 g NaCl in 1000,0 H,O bidest; Stock II (Sdure):
13,799 g NaH,PO, * H;O und 79,478 g NaCl in 1000.0 H,O bidest; Zum Gebrauch:
1800,0 ml H,O bidest und 35,0 ml Stock II mit ca. 165 ml Stock I auf pH 7,4 titriert.
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3) Zitrat - Puffer: Stock I (Base: 0,2 M): 35.6 g/l Na,HPO, anhydriert; Stock II (Séure:
0,1 M): 21,0 g/l Citric acid monohydriert; Zum Gebrauch: ca. 50 % des bendtigten
Volumen aus Stock II entnommen und mit Stock I auf pH 4,5 titriert.

4) Phosphatpuffer (PB 0,2 M): 22,99 g Na,HPO, anhydriert und 5,25 g NaH,PO, * H,O
in 1000,0 ml H,O bidest

5) Fixativ fiir transkardiale Perfusion (Fixativ nach Zamboni): 500 ml PB 0,2 M, 150 ml
Pikrinsdure (aus gesittigter Losung), 40 g Paraformaldehyd (in 300 ml H,O bidest bei
60 °C frisch aufgelost und mit wenigen Tropfen NaOH geklart), ad 1000,0 ml H,O
bidest und filtriert; Endkonzentration: PB 0,1 M, Paraformaldehyd 4 % (W/V),
Pikrinsdure 15 % (V/V).

6) Kresylviolett-Losung nach Nissl: 1,6326 g Natriumacetat wasserfrei, 2,8 ml Eisessig,
100 g Kresylviolett (Schmidt) in 300 ml H,O bidest; Die Lésung wurde bei 60 °C
hergestellt und filtriert.

7) Kryoprotektions-Losungen: 10 % und 30 % (W/V) Saccharose in 0,1 M PBS pH 7,4
2.10 Digitale Datenauswertung

Die auf Objekttriger aufgezogenen Schnitte wurden auf einem helligkeitsstabilisierten
Leuchttisch aufgelegt, und mit einer CCD-Kamera eingelesen. Das Kamerasignal wurde
durch einen Videometrieprozessor (DVS-3000, Hamamatsu) digitalisiert, auf einen
MaclIntosh Computer (Apple IIfx) iibertragen und mit der Bildbearbeitungssoftware (NIH-
Image, 1.44P, 1.54) analysiert. Das Graustufenbild wurde zur tibersichtlichen Darstellung in
Falschfarben (Level 256) umgerechnet. Uber den Videometrieprozessor waren Einstellungen
von Kontrast und Intensititsniveau moglich. Der Kontrast wurde verstidrkt aber innerhalb
einer Untergruppe gleicher GABA, Rezeptoruntereinheiten nicht verdndert. Zwischen den
Untergruppen wurde eine Kontrastanpassung aufgrund der unterschiedlichen anatomischen
Verteilungen der GABAA Rezeptoruntereinheiten vorgenommen, um eine iibersichtliche
Darstellung der Verteilung zu erlangen. Das Intensitdtsniveau wurde beim Einlesen jedes
Schnittes so angepallt, da es in einem vergleichbaren Bereich mit den iibrigen Schnitten
einer GABA, Rezeptoruntereinheit lag.

Ausgewertet wurden die neokortikalen Areale Fr1/Fr2, HL/FL, Parl und Par2 jeweils beider
Hemisphidren (Abb. 2.3). Die Definition der Kortexareale erfolgte nach Zilles (1985).
Zusitzlich wurden die Kortexschichten I - IV und V - VI des Dysplasieareals und des
korrespondierenden kontralateralen Bereiches ausgemessen (Abb.2.4). Beim Vorliegen einer
Ektopie oder einer subkortikalen Heterotopie wurde dieser Bereich separat ausgemessen. Bei
den Messungen wurde jeweils der mittlere semiquantitative Dichtewert des Areals und deren
Fliche bestimmt. Zur Festlegung der Arealgrenzen wurden diese aus der zum jeweils
vorliegendem Hirnschnitt vergleichbaren Ebene des Atlas des erwachsenen Rattengehirns von
Zilles (1985) mit Bildbearbeitungssoftware in die Abbildungen der Hirnschnitte {ibertragen
(Abb. 2.5). Dabei differierten die Arealgrenzen des Atlas teilweise geringfiigig von denen
durch die GABA, Rezeptoruntereinheiten-Verteilung suggerierten anatomischen Areal-
grenzen, wobei letztere der Auswertung zugrunde gelegt wurden. Diese Entscheidung erfolgte
aufgrund der hohen Spezifitit der Immunhistochemie fiir definierte anatomische Bereiche
(Fritschy und Mohler 1995). Die Dichte des Corpus callosum wurde als Hintergrundsignal
von den MeBwerten des entsprechenden Hirnschnittes subtrahiert.
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Abb. 2.3: Schematische Darstellung der MeBbereiche. Die mittlere optische Dichte wurde in den neokortikalen
Arealen Fr1/Fr2 (1 und 5), HL/FL (2 und 6), Parl (3 und 7) und Par2 (4 und 8) beider Hemisphiren bestimmt.
Das Areal HL/FL der ibotensiureinjizierten Hemisphire entspricht dem Dysplasieareal, welches durch fokale
kortikale Dysplasien (links) oder subkortikale Heterotopien (rechts) gekennzeichnet war. Modifiziert nach Zilles
(1985) und Paxinos und Watson (1986).

Abb. 2.4: Schematische Darstellung der Mefibereiche im Areal HL/FL. Die mittlere optische Dichte wurde in
den Kortexschichten I — IV (1 und 2) und V — VI (3 und 4) der korrespondierenden Bereiche beider Hemisphéren
bestimmt. Bei Vorliegen einer Ektopie (E) oder einer subkortikalen Heterotopie (H) wurde dieser Bereich
separat ausgemessen. Modifiziert nach Zilles (1985) und Paxinos und Watson (1986).

fokale kortikale Dysplasie subkortikale Heterotopie

=g

Abb. 2.5: Darstellung der Grenzziehung zwischen den Mef3bereichen in immunhistochemisch behandelten Hirn-
schnitten. Als Beispiele sind Firbungen der GABA, Rezeptoruntereinheit y2 aus den Untersuchungsgruppen
fokale kortikale Dysplasie (links) und subkortikale Heterotopie (rechts) ausgewdhlt. Die semiquantitativen
optischen Dichtewerte sind zur iibersichtlichen Darstellung in Falschfarben (Level 256) umgerechnet.
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2.11  Statistische Auswertung

Die quantitativen Daten der Dichtemessungen wurde mit Hilfe der Statistiksoftware Excel
(Microsoft) und WinSTAT (R. Fitch Software) durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der
Nullhypothese wurde der parametrische t-Test verwendet. Der t-Test wurde zweiseitig
durchgefiihrt. Beim Vergleich der Daten zwischen ipsilateraler und kontralateraler
Hemisphire wurde der t-Test fiir gepaarte bzw. verbundene Stichproben angewandt. Da die
Anwendbarkeit dabei Normalverteilung voraussetzt, wurde dies fiir die Stichproben sowie fiir
die Differenzen zwischen den verbundenen Stichproben durch den Test auf Normalverteilung
nach Kolmogorov und Smirnov (K-S-Test) tiberpriift. Um dabei das Risiko eines [-Fehlers
— filschlicherweise Nullhypothese (Hp: Stichprobe sei normalverteilt) annehmen — zu
verringern, wurde bei einem o = 25 %-Niveau fiir Hy entschieden. Anderenfalls wurde eine
Normalverteilung abgelehnt und der Wilcoxon-Test, der keine Normalverteilung zur
Vorraussetzung hat, verwendet. Die Verwendung des Wilcoxon-Test ist in diesem Fall
explizit erwidhnt. Zur Beurteilung von Unterschieden zwischen nicht verbunden Stichproben,
wurde ein t-Test fiir unverbundene Stichproben angewandt, welcher neben einer
Normalverteilung, die mittels K-S-Test iiberpriift wurde, einen nur zufélligen Unterschied der
Varianzen beider Stichproben voraussetzt. Die Homogenitit der Varianzen der zu
vergleichenden Gruppen wurde mit dem F-Test untersucht. Eine Varianzenhomogenitit
wurde bei p<0,05 abgelehnt. Bei Verletzung der Voraussetzung wurde der U-Test von Mann-
Whitney fiir zwei unabhingige Stichproben eingesetzt. Lag ein Unterschied zwischen den
Untersuchungsgruppen mit der Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0.05 vor wurde dies als
signifikant, bei einer Wahrscheinlichkeit p<0,01 als sehr signifikant und fiir p<0,001 als hoch
signifikant beurteilt.
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3 Ergebnisse

3.1 Morphologie der Malformationen

In der mit Ibotensdure am Tag der Geburt injizierten Experimentalgruppe zeigten sich
typische morphologische Veridnderungen (n=18) (Tabelle 3.1 und Abb. 3.1). Von den
behandelten Wistar-Ratten zeigten 13 fokale kortikale Dysplasien in Form einer Abnahme der
neuronalen Zelldichte tiefer Kortexschichten. Besonders dominierend in den Schichten V und
VIa und eine gleichzeitige Verbreiterung der Schichten II und III. Die Kortexoberfliche war
im Bereich der Dysplasie durch eine Sulcus- und Mikrogyrus-Bildung gekennzeichnet. Bei
acht Tieren bildeten sich begleitend oberfldchliche Neuronenpopulationen im Bereich der
Lamina molecularis. Diese Ektopie wurde trichterformig in die durch Einfaltung des Kortex
entstandene Sulcus-Mikrogyrus-Formation eingebettet. Drei Tiere zeigten iiber den Bereich
der Injektionsstelle hinausreichende zytoarchitektonische Veridnderungen mit nach lateral
reichenden Verlusten neuronaler Zellpopulationen und Migrationsstorungen. Die dadurch
verursachte zusitzliche Mikrogyrus-Bildung fiihrte zu einem dysmorphen Erscheinungsbild
der betroffenen Hemisphiren. Bei vier Tieren war ipsilateral zur Injektion der Seitenventrikel
dilatiert. Die Auswertung der neokortikalen Fldche in aus der Dysplasieregion angefertigten
Hirnschnitten ergab einen signifikant (p<0,01) verminderten Neokortex in diesen Ebenen
gegeniiber der kontralateralen Hemisphre.

Bei acht Tieren fanden sich subkortikal gelegene Neuronenpopulationen. Bei zwei dieser
Tiere traten diese subkortikalen Heterotopien isoliert ohne gleichzeitige kortikale Mikrogyrus-
Bildung auf. Bei sechs Tieren fand sich die subkortikale Heterotopie synchron zur kortikalen
Mikrogyrus-Bildung in frontaler (n=1) oder okzipitaler (n=5) Verldngerung des in fronto-
okzipitaler Ausrichtung verlaufenden Mikrogyrus. Die in der weilen Substanz liegenden
Heterotopien befanden sich in unmittelbarer Nachbarschaft zum Kortex bzw. in einem Fall
zum Thalamus. Beziiglich der neokortikalen Laminierung des die subkortikalen Heterotopien
bedeckenden Kortex gab es unterschiedliche Muster. Bei zwei Tieren fand sich mit einer
Verschmilerung der tiefen Kortexschichten V und VI und gleichzeitiger Verbreiterung der
Schichten II und III ein iibereinstimmender Befund zu den beschriebenen kortikalen
Dysplasien. Im Gegensatz dazu trat bei vier Tieren im entsprechendem Kortexbereich eine
Verbreiterung der Kortexschichten V und VI in Kombination mit einer Verschmilerung in
den Kortexschichten II und III auf. Zwei Tiere zeigten lediglich ein wellenférmiges
Erscheinungsbild der Laminierung ohne eindeutige Verschiebung der Proportionen zwischen
den Kortexschichten.

Abb. 3.1: Histologische Darstellung der Malformationen im Bereich der Ibotensdureinjektion (Pfeil). In A + B
liegt eine Mikrogyrus-Bildung vor, wobei in B zusitzlich eine Ektopie zur Darstellung kommt. In C ist eine
subkortikale Heterotopie dargestellt (Pfeilspitzen).
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Tabelle 3.1: Malformationen in der ibotensaureinjizierten Hemisphére der Wistar-Ratten.

Tier Morphologie
Mikrogyrus Ektopie subkortikale dysmorphe
Heterotopie Hemisphare
24/06 X
37/02 X X
40/05 X X X
43/01 X
43/03 X
43/06 X X
43/08 X X
44/01 X
45/09 X X
45/11 X X
45/12 X
49/01 X X X
49/02 X X
49/03 X X
49/05 X
49/06 X X X
49/07 X X
49/08 X
Haufigkeit 13 8 8 3

Bei sieben der mit Ibotensdure injizierten Tieren fanden sich keinerlei Verdnderungen in
Form von Mikrogyrus-Bildung oder subkortikaler Heterotopie.

Insgesamt wurden 13 Kontrolltiere untersucht. Die fiinf zuerst untersuchten Tiere waren
SHAM operiert und wiesen keine Verdnderungen hinsichtlich Kortexstruktur oder
Laminierung auf. Die anschlieBend untersuchten acht Kontrolltiere waren unbehandelt und
zeigten wie SHAM behandelte Tiere keine morphologischen Veridnderungen, wie sie bei mit
Ibotensédure behandelten Tieren beobachteten werden konnten.

3.2 Verteilungsmuster der GABA Rezeptoruntereinheiten bei Kontroll-Tieren

Fiir die untersuchten GABA Rezeptoruntereinheiten ol, o2, o3, a5 und Y2 ergab sich ein
selektives Verteilungsmuster fiir definierte Neuronenpopulationen. Die Grenzen zwischen
Bereichen unterschiedlicher Rezeptorenausstattungen sind kongruent zu anatomischen
Arealgrenzen. Es wurden Koronarschnitte im Bezug zu Bregma aus dem Bereich +0.5 mm bis
—2.5 mm angefertigt und immunhistochemisch behandelt. Unter den untersuchten GABA,
Rezeptoruntereinheiten ergab sich die ausgeprigteste Immunoreaktivitit fiir die
Untereinheiten ol und Y2, die iiber weite Bereiche des Gehirns eine hohe Dichte bei
dhnlichem Verteilungsmuster aufwiesen. Die GABA Rezeptoruntereinheiten o2, o3 und a5
zeigten geringere Intensitdten, obgleich in spezifischen Hirnarealen hohe Dichtewerte zu
beobachten waren. Im Neokortex gab es nur geringe Unterschiede in der Verteilung der
GABA, Rezeptoruntereinheiten zwischen verschieden Kortexarealen mit Ausnahme der
Untereinheiten o3 und a5 die parietal eine geringere und im frontal motorischen Kortex eine
hohere Dichte aufwiesen. Die GABAA Rezeptoruntereinheiten ol und 2 zeigten eine hohe
Intensitidt in den Schichten III und IV, die Schichten I und VIa waren ebenfalls deutlich
gefarbt, wihrend die {ibrigen Schichten eine geringere Immunoreaktivitit aufwiesen.
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Abb. 3.2: Ubersicht der immunhistochemisch dargesteliten GABA, Rezeptoruntereinheiten-Verteilung. Die
Verteilung der GABA, Rezeptoruntereinheiten a1, o2, a3, a5 und y2 ist jeweils dargestellt am Beispiel eines
Tieres aus der Untersuchungsgruppe fokale kortikale Dysplasie und aus der Untersuchungsgruppe subkortikale
Heterotopie. Die pathologischen Strukturen sind durch Sterne gekennzeichnet. Zusitzlich ist eine Kontrolle
dargestellt. Die Hirnschnitte wurden konsekutiv im Bereich Bregma —1,3 mm angefertigt. Die semiquantitativen
optischen Dichtewerte sind zur iibersichtlichen Darstellung in Falschfarben (Level 256) umgerechnet.

Fiir die GABAA Rezeptoruntereinheit a2 war eine starke Anfiarbung der Kortexschichten
I - IV, bei geringerer Dichte in den Kortexschichten V und VI zu erkennen. Komplementir
dazu war die Immunoreaktivitit der GABA, Rezeptoruntereinheiten o3 und a5 in den
neokortikalen Schichten V und VI ausgeprigt. Bei der Untereinheit a5 lag die Betonung auf
Schicht VIb. Die Kortexschichten I — IV zeigten demgegeniiber nur eine schwache
Immunoreaktivitit fiir die Untereinheiten a3 und aS. Allokortikale Bereiche wiesen hohe
Dichtewerte fiir die Untereinheiten o2 und o3 bei ebenfalls deutlicher Anwesenheit der
Untereinheiten ol und y2 auf. Die Untereinheit o5 zeigte im Allokortex eine geringe Prisenz.
Der Hippokampus offenbarte eine hohe Dichte an GABA, Rezeptoruntereinheiten, deren
spezifische Verteilung auf deutlich abgrenzbare Abschnitte den anatomischen Aufbau
wiederspiegelt. Die Immunoreaktivitit des Hippokampus fiir die GABA, Rezeptor-
untereinheiten o2, a5 und y2 war sehr hoch bei ebenfalls deutlicher Darstellung fiir die
Untereinheit ol und schwacher Darstellung fiir die Untereinheit a3. Im Thalamus war die
Immunoreaktivitit der Untereinheiten ol und 2 stark bei nur geringer Anféarbbarkeit fiir die
Untereinheiten o2, o3 und o5. Das Corpus Striatum war durch hohe Intensitit der
Untereinheiten o2 und Y2 und geringe Intensitit der Untereinheiten o3 und o5
gekennzeichnet. Die GABA, Rezeptoruntereinheit ol war im Corpus Striatum kaum
nachweisbar. Die Abbildung 3.2 gibt eine vergleichende Ubersicht iiber die Verteilung der
Immunoreaktivitit fiir die untersuchten GABA 4 Rezeptoruntereinheiten.

3.3  Ergebnisse in der Untersuchungsgruppe: fokale kortikale Dysplasie

3.3.1 Arealspezifische Auswertung der GABA Rezeptoruntereinheiten-Verteilung in der
Umgebung fokaler kortikaler Dysplasien

Bereich der Auswertung

Bei 13 der mit Ibotensdure am Tag der Geburt injizierten Tiere entwickelten sich fokale
kortikale Dysplasien. Die morphologischen Verdnderungen befanden sich im Bereich der
Kortexareale HL/FL, bei zwei Tieren an der Grenze zwischen den Arealen HL/FL und
Fr1/Fr2. Aus dem Abschnitt der ausgeprigtesten strukturellen Kortexverinderung wurde
mittels Immunhistochemie in unmittelbar aufeinanderfolgenden Koronarschnitten
(Schnittdicke 50 um) das Verteilungsmuster der GABA Rezeptoruntereinheiten al, o2, o3,
a5 und Y2 visualisiert. Durch die Auswahl aufeinanderfolgender Schnitte wurde erreicht, daf3
diese in einer fiir die verschiedenen Rezeptoruntereinheiten vergleichbaren Ebene lagen. Bei
der semiquantitativen Auswertung wurden die optischen Dichtewerte sowohl fiir das
dysplastisch verdnderte Areal HL/FL als auch fiir die in der gleichen Ebene liegenden
neokortikalen Areale Frl1/Fr2, Parl und Par2 bestimmt. In den korrespondierenden
Kortexarealen der kontralateralen Hemisphidre wurden die entsprechenden Melwerte erhoben
und denen der mit Ibotensdure behandelten Hemisphére gegeniibergestellt. Die Daten der
absoluten Dichtewerte sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Prozentuale
Unterschiede sind normiert auf die kontralaterale Kontrollregion. Als Kontrollregion fungiert
das homotope Areal der nicht injizierten Hemisphére. Die Prozentangaben entsprechen dem
Mittelwert der relativen Unterschiede zwischen korrespondierenden Kortexarealen.
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Abb. 3.3: Arealspezifische Auswertung der GABA-Immunhistochemie bei Kontrolltieren. Dargestellt sind die
absoluten Dichtewerte der semiquantitativen optischen Auswertung. Dabei wurden in der seitenvergleichenden
Untersuchung neokortikaler Areale keine signifikanten Unterschiede der GABA, Rezeptoruntereinheiten-
Verteilung beobachtet.

Die statistische Analyse der Unterschiede zwischen ipsilateralen und kontralateralen Arealen
wurde mittels t-Test fiir gepaarte Stichproben durchgefiihrt. In der Gruppe der Kontrolltiere
(n=13) wurden bei identischer Auswertung in der seitenvergleichenden Untersuchung
neokortikaler Areale keine signifikanten Unterschiede der GABA, Rezeptoruntereinheiten-
Verteilung beobachtet (Abb. 3.3).

Untersuchung der GABA, Rezeptoruntereinheit ol in Hirnschnitten mit fokaler kortikaler
Dysplasie

Fiir die GABAA Rezeptoruntereinheit ol (n=13) ergab die semiquantitative Analyse fiir den
frontal motorischen Kortex Frl/Fr2 der ipsilateralen Hemisphére eine optische Dichte von
164,8 + 24,9 und kontralateral von 170,4 + 20,2. Der mittlere relative Unterschied zwischen
ipsilateralen und kontralateralen Areal Fr1/Fr2 von —2,2 % war nicht signifikant (Wilcoxon-
Test). Im Dysplasieareal HL/FL zeigte sich eine signifikante Abnahme der Immunoreaktivitit
von -9,2 % (p<0,05) im Vergleich zur Kontrollregion. Die absoluten Dichtewerte betrugen
ipsilateral 147,2 + 27 und kontralateral 162,9 + 19,5. Fiir das Areal Parl ergab sich eine
signifikante Abnahme von —10,5 % (p<0.01). Die Mittelwerte der Dichte betrugen ipsilateral
151,8 £ 24,3 und kontralateral 170,2 £ 18,3. Im Areal Par2 fand sich im Seitenvergleich
ebenfalls eine signifikante Abnahme der Untereinheit ol von —-9,5 % (p<0,01) in der
lasionierten Hemisphire. Die absoluten optischen Dichtewerte beliefen sich im Areal Par2
ipsilateral auf 153,2 + 20,9 und kontralateral auf 169,6 + 16,1 (Abb. 3.4).
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Abb. 3.4: Arealspezifische semiquantitative Auswertung der GABA, Rezeptoruntereinheit ol in der Ebene der
fokalen kortikalen Dysplasie. Links: Darstellung der prozentualen optischen Dichteminderung der ibotensdure-
injizierten Hemisphire in Relation zur Gegenseite. Signifikante Unterschiede sind durch einen Stern (t-Test,
p<0,05) bzw. zwei Sterne (t-Test, p<0,01) gekennzeichnet. Rechts: Darstellung der absoluten Dichtewerte
korrespondierender neokortikaler Areale.
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Untersuchung der GABA 4 Rezeptoruntereinheit o2 in Hirnschnitten mit fokaler kortikaler
Dysplasie

Im Bereich Frl/Fr2 fanden sich fiir die GABAA Rezeptoruntereinheit o2 (n=13) optische
Dichtewerte von 142,2 + 19,9 auf der Seite der Dysplasie und kontralateral von 141 + 26,7.
Der mittlere prozentuale Unterschied zwischen den homotopen Arealen betrug +2,6 % (nicht
signifikant). Die optische Dichte im Areal der Dysplasie HL/FL betrug 124,9 + 16,5, im Areal
HL/FL der Gegenseite 126,4 + 25,8. Der mittlere relative Unterschied von +1,4 % war nicht
signifikant. Im Vergleich der Immunoreaktivitit der Areale Parl und Par2 zur Gegenseite
waren bei mittleren prozentualen Unterschieden von +1,1 % bzw. +5,6 % bezogen auf die
kontralaterale Hemisphire ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zu beobachten. Die
Absolutwerte in den neokortikalen Arealen Parl und Par2 betrugen ipsilateral 119,2 + 24,2
bzw. 130,6 £ 20,7. Die Werte der korrespondierenden kontralateralen Areale beliefen sich auf
119,7 £ 19,6 bzw. 126,3 £ 24,5 (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Arealspezifische semiquantitative Auswertung der GABA, Rezeptoruntereinheit 02 in der Ebene der
fokalen kortikalen Dysplasie. Links: Dargestellt ist der prozentuale optische Dichteunterschied der ibotensdure-
injizierten Hemisphire in Relation zur Gegenseite. Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede der
optischen Dichte im Hemisphirenvergleich. Rechts: Darstellung der absoluten Dichtewerte korrespondierender
neokortikaler Areale.

Untersuchung der GABA, Rezeptoruntereinheit o3 in Hirnschnitten mit fokaler kortikaler
Dysplasie

Die Immunoreaktivitit fiir die GABA, Rezeptoruntereinheit a3 (n=13) lag im frontal
motorischen Kortex Frl1/Fr2 beider Hemisphiéren bei Werten ipsilateral von 155,4 + 40,3 bzw.
kontralateral von 160,1 + 35,1 auf einem hoherem Intensititsniveau gegeniiber den lateral
gelegenen neokortikalen Areale. Dies spiegelt eine lokale Priferenz der Untereinheit o3 fiir
diesen Bereich wider. Im Seitenvergleich ergab sich kein signifikanter Unterschied bei einer
durchschnittlich um -3,5 % verminderten Dichte. Im Bereich der fokalen kortikalen Dysplasie
HL/FL fand sich eine signifikante Abnahme der optischen Dichte um -13,7 % (p<0,01) im
Vergleich zum korrespondierenden Areal HL/FL der kontralateralen Hemisphire. Die
Absolutwerte der entsprechenden Bereiche lagen ipsilateral bei 105,5 + 34,4 und kontralateral
bei 121,9 + 35,1. Im zur Dysplasie benachbarten Areal Parl fanden sich optische Dichtewerte
von 81,7 £ 29 und in der Kontrollregion von 98,5 + 36,1. Der Unterschied von —14,7 %
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(p<0,05) im Vergleich zur Region Parl der Gegenseite war signifikant. Parallel dazu war
auch im Areal Par2 bei Absolutwerten ipsilateral von 106,7 + 35,1 und kontralateral von
12777 £ 36,9 eine um -16,3 % (p<0,01) signifikant reduzierte Immunoreaktivitit zu
beobachten (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: Arealspezifische semiquantitative Auswertung der GABA, Rezeptoruntereinheit a3 in der Ebene der
fokalen kortikalen Dysplasie. Links: Dargestellt ist die prozentuale optische Dichteminderung der ibotensiure-
injizierten Hemisphire in Relation zur Gegenseite. Signifikante Unterschiede sind durch einen Stern (t-Test,
p<0,05) bzw. zwei Sterne (t-Test, p<0,01) gekennzeichnet. Rechts: Darstellung der absoluten Dichtewerte
korrespondierender neokortikaler Areale.

Untersuchung der GABA, Rezeptoruntereinheit o in Hirnschnitten mit fokaler kortikaler
Dysplasie

Die GABA, Rezeptoruntereinheit a5 (n=11) zeigte wie die Untereinheit a3 eine, in Relation
zu den parietal gelegenen neokortikalen Arealen, erhohte Immunoreaktivitit im frontal
motorischen Kortex. Die absoluten MeBwerte lagen ipsilateral bei 150,8 + 17,5 und
kontralateral bei 157,4 + 20,3. Der Unterschied von —-3,7 % im Seitenvergleich war nicht
signifikant. Das dysplastisch verdnderte Areal HL/FL wies eine signifikant reduzierte optische
Dichte von -18,8 % (p<0,01) gegeniiber der kontralateralen Kontrollregion auf. Die
entsprechenden Absolutwerte betrugen ipsilateral 79,1 £ 10,8 und kontralateral 100,2 + 18,5.
Parallel dazu traten bezogen auf die korrespondierenden Areale der Gegenseite signifikante
Unterschiede in den Arealen Parl und Par2 von -27,5 % (p<0,001) bzw. -25,1 % (p<0,01)
auf. Die absoluten MeBwerte der Areale Parl und Par2 betrugen ipsilateral 50,3 + 11,1 bzw.
66 + 18,3 und kontralateral 70,5 + 15,8 bzw. 90,2 + 18,8 (Abb. 3.7).

Untersuchung der GABAj Rezeptoruntereinheit )2 in Hirnschnitten mit fokaler kortikaler
Dysplasie

Im frontal motorischen Kortex fand sich im Vergleich zum kontralateralen Areal eine
signifikant verminderte Dichte fiir die GABA, Rezeptoruntereinheit Y2 (n=13) mit einer
mittleren prozentualen Abnahme von -8 % (p<0,01). Die entsprechenden Absolutwerte im
Areal Frl1/Fr2 betrugen ipsilateral 142,6 + 224 und kontralateral 155,7 £+ 25. Im
Dysplasieareal HL/FL war die optische Dichte fiir die Untereinheit y2 bei Absolutwerten von
ipsilateral 138,4 + 18,7 und kontralateral 159,2 + 23,6 in Relation zur Kontrollregion
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signifikant um —12 % (p<0,01) vermindert. Im Areal Parl betrugen die absoluten optischen
Dichtewerte 151 + 24,2 ipsilateral zur Dysplasie und 157,6 + 18,9 kontralateral. Der mittlere
relative Unterschied zwischen den korrespondierenden Arealen Parl lag bei —3,8 % (nicht
signifikant). In den korrespondierenden Arealen Par2 fand sich bei einem mittleren
prozentualen Unterschied von —4,4 % ebenfalls keine signifikante Differenz bei MeBwerten
von ipsilateral 153,2 £ 22,1 und kontralateral 161,2 + 23,5 (Abb. 3.8).
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Abb. 3.7: Arealspezifische semiquantitative Auswertung der GABA, Rezeptoruntereinheit a5 in der Ebene der
fokalen kortikalen Dysplasie. Links: Dargestellt ist die prozentuale optische Dichteminderung der ibotensiure-
injizierten Hemisphire in Relation zur Gegenseite. Signifikante Unterschiede sind durch einen Stern (t-Test,
p<0,05) bzw. zwei Sterne (t-Test, p<0,01) gekennzeichnet. Rechts: Darstellung der absoluten Dichtewerte
korrespondierender neokortikaler Areale.
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Abb. 3.8: Arealspezifische semiquantitative Auswertung der GABA, Rezeptoruntereinheit y2 in der Ebene der
fokalen kortikalen Dysplasie. Links: Dargestellt ist die prozentuale optische Dichteminderung der ibotensdure-
injizierten Hemisphire in Relation zur Gegenseite. Signifikante Unterschiede sind durch einen Stern (t-Test,
p<0,05) bzw. zwei Sterne (t-Test, p<0,01) gekennzeichnet. Rechts: Darstellung der absoluten Dichtewerte
korrespondierender neokortikaler Areale.
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3.3.2 GABA\ Rezeptoruntereinheiten-Verteilung im Areal der fokalen kortikalen Dysplasie

Seitenvergleich der GABA4 Rezeptoruntereinheiten-Verteilung in den Kortexschichten I — IV
und V — VI des Dysplasieareals

Der Bereich der fokalen kortikalen Dysplasien war durch die in Kapitel 3.1 beschriebenen
Laminierungsstorungen gekennzeichnet. In den morphologisch unterschiedlich veridnderten
Bereichen der Kortexschichten I — IV bzw. der Kortexschichten V — VI wurden die optischen
Dichtewerte fiir die GABA Rezeptoruntereinheiten ol, a2, o3, a5 und y2 getrennt ermittelt.
In dem durch die fokale Dysplasie verdnderten Areal HL/FL wurden die MeBbereiche in die
Kortexschichten I — IV bzw. V — VI gelegt. Dabei wurden die ektopen Neuronenpopulationen
nicht einbezogen. In der korrespondierenden Kontrollregion der kontralateralen Hemisphére
wurden ebenfalls Dichtewerte in den Kortexschichten I — IV bzw. V — VI bestimmt. Zur
statistischen Analyse wurde der t-Test fiir gepaarte Stichproben verwendet. Bei Kontrolltieren
(n=13) wurden entsprechende Daten in den Arealen HL/FL beider Hemisphiren erhoben
Hierbei war im Seitenvergleich keine signifikanter Unterschied in der GABAj
Rezeptoruntereinheiten-Verteilung zu beobachten.

Fiir die GABAA Rezeptoruntereinheit ol (n=13) war in den duBeren Kortexschichten I — IV
der Dysplasieregion eine um —-11,9 % (p<0,05) signifikant gegeniiber der kontralateralen
Kontrollregion geminderte Immunoreaktivitit zu beobachten. Die durchschnittlichen
optischen Dichtewerte betrugen ipsilateral 159 + 30,8 und kontralateral 181,1 £ 21,3. In den
tiefen Kortexschichten V — VI des Dysplasieareals fand sich fiir die Untereinheit ol bei
Absolutwerten von ipsilateral 135,4 + 28,2 und kontralateral 144,1 + 20,1 eine mittlere
prozentuale Differenz von —5,2 % (nicht signifikant).

Die immunhistochemische Untersuchung der GABA, Rezeptoruntereinheit o2 (n=13) im
dysplastisch verdndertem Areal HL/FL ergab im Bezug auf die kontralateral gelegene
Kontrollregion eine mittlere prozentuale Differenz von —3 % (nicht signifikant) in den
Kortexschichten I — IV und von —1,3 % (nicht signifikant) in den Kortexschichten V — VI. Die
Absolutwerte betrugen fiir die Kortexschichten I — IV ipsilateral 155,6 + 22,6 bzw.
kontralateral 163,9 + 33,8 und fiir die Kortexschichten V — VI ipsilateral 91,6 £ 13,1 bzw.
kontralateral 96 + 20.

Fiir die GABA,A Rezeptoruntereinheit a3 (n=13) wurde im Bereich der fokalen kortikalen
Dysplasie in den Kortexschichten I — IV eine um -15,3 % (p<0,01) und in den tiefen
Kortexschichten V — VI eine um -8,1 % (p<0,05) reduzierte Immunoreaktivitit gegeniiber
den korrespondierenden MeBbereichen der kontralateralen Hemisphédre nachgewiesen. Die
entsprechenden absoluten MeBwerte betrugen im Bereich der Kortexschichten I — IV
ipsilateral 82,5 + 35,2 bzw. kontralateral 96,9 + 37,7 und in den Kortexschichten V — VI
ipsilateral 134,7 + 29,5 bzw. kontralateral 148,2 + 31,9.

Die GABAA Rezeptoruntereinheit o5 (n=11) zeigte in den neokortikalen Schichten V — VI
mit optischen Dichtewerten von ipsilateral 122,2 + 19,7 bzw. kontralateral 137,9 + 22,1
gegeniiber den Kortexschichten I — IV mit Werten von ipsilateral 40,7 £ 13 bzw. kontralateral
59,6 + 249 eine stirkere Immunoreaktivitdt. Der Seitenvergleich mit korrespondierenden
MefBbereichen der kontralateralen Hemisphire ergab sowohl fiir die Kortexschichten I — IV
mit —25,3 % (p<0,01), als auch fiir die tiefen Kortexschichten V — VI mit —10,2 % (p<0,05)
eine signifikante verringerte Dichte im Bereich der fokalen kortikalen Dysplasie.

27



—

3

V-Vi

-V

5 1

T T T T ' '
o w0 =] 3] S 3
A a9 @

[9] yeransjestounwwy y

N
3

Q
3

V-Vi

-1V

5,

V-Vi

-1V

T T T
o Ty} =) L) I
- - QY

[9] yeransjeatounwwy y

,
el
o

,
o
@

,
ol
@

T T T
o Ty) =) w I
- v«

[9 ] yeransjeatounwwy y

,
0
R

,
o
@

,
o)
@

)

>

g —t— *

>

< —— &

W o w o w o w o W
' i i R R @ @

Q. [%]wnanyessounuuy v

s

_ —

>

>

W o ®w o v o w o uw
' i i N o @ @

[%] yeanseasounwuwy v

o]

ek

28



Abb. 3.9: Laminaspezifische Auswertung der GABAs-Immunhistochemie nach Ibotensdureldsion im Areal
fokaler kortikaler Dysplasien. Dargestellt ist die prozentuale optische Dichteminderung der Kortexschichten
I — IV und V — VI innerhalb der Dysplasieareale in Relation zur Gegenseite. Signifikante Unterschiede sind
durch einen Stern (t-Test, p<0,05) bzw. zwei Sterne (t-Test, p<0,01) gekennzeichnet.

Im dysplastisch verdanderten Areal HL/FL ergab sich fiir die GABAA Rezeptoruntereinheit y2
(n=13) eine signifikante Abnahme im Vergleich zur kontralateralen Kontrollregion in den
duBeren Kortexschichten I — IV um durchschnittlich —15,1 % (p<0,01). Die Absolutwerte
lagen ipsilateral bei 145,3 + 20,8 und kontralateral bei 174 + 29,5. Die Abnahme in den
Kortexschichten V — VI um -8,7 % (p<0,05) bei Absolutwerten von ipsilateral 130,2 + 23,2
bzw. kontralateral von 144,6 + 24,3 war ebenfalls signifikant gegeniiber der Gegenseite.

Eine Ubersicht iiber die relativen Unterschiede in der seitenvergleichenden Auswertung liefert
die Abbildung 3.9.

Vergleich der Verdnderungen zwischen den Kortexschichten I — IV und V — VI

Der Schwerpunkt der GABA Rezeptoruntereinheiten-Dysregulation im Areal der Dysplasie
lag in den duBleren neokortikalen Schichten I — IV. Die prozentualen Verdnderungen zwischen
Dysplasieareal und kontralateraler Kontrollregion zeigten in den Kortexschichten I — IV eine
starkere Abnahme als in den tiefen Kortexschichten V — VI. Der mittels t-Test fiir verbundene
Stichproben durchgefiihrte Vergleich unter gleichzeitiger Betrachtung aller untersuchter
GABA, Rezeptoruntereinheiten zeigte eine signifikant (p<0,001) stidrkere prozentuale
Abnahme in Relation zur korrespondierenden Kontrollregion in den Kortexschichten I — IV
gegeniiber den Kortexschichten V — VI. Die Verringerung der Absolutwerte gegeniiber der
homotopen Kontrollregion der kontralateralen Hemisphére war in den Kortexschichten I — IV
des Dysplasieareals ebenfalls signifikant stiarker ausgepriagt (p<0,001) als in den
Kortexschichten V — VI. Zur Analyse der Differenzen zwischen Absolutwerten wurde der
t-Test fiir verbundene Stichproben unter Beriicksichtigung immunhistochemischer Farbungen
aller untersuchter GABA, Rezeptoruntereinheiten verwendet. Die differenzierte Betrachtung
der GABA Rezeptoruntereinheiten ol und y2 ergab, dafl sowohl die Abnahme der absoluten
Dichtewerte als auch die relativen Unterschiede, jeweils bezogen auf die homotope
Kontrollregion der kontralateralen Hemisphire, in den Kortexschichten I — IV signifikant
(p<0,05) stiarker ausgepragt waren als in den Kortexschichten V — VI. Bei den GABA,
Rezeptoruntereinheiten a3 und a5 waren die Abnahmen der absoluten Dichtewerte in den
Kortexschichten I — IV und V — VI gegeniiber der jeweiligen Kontrollregion nicht signifikant
voneinander abweichend. Im Gegensatz dazu waren die prozentualen Abnahmen in Relation
zur korrespondierenden Kontrollregion in den Kortexschichten I — IV signifikant (p<0,05)
starker ausgeprigt. Dieser Unterschied im Verhalten von Absolut- und Relativwerten war
dadurch begriindet, dall die Untereinheiten o3 und a5 in den Kortexschichten I —IV nur eine
geringe Immunoreaktivitit zeigten, so dal3 eine Verringerung der absoluten Dichtewerte in
diesem Bereich zu deutlichen prozentualen Unterschieden fiihrte. Die Verdnderungen der
GABA, Rezeptoruntereinheit a2 zeigten weder beziiglich der Absolut- noch der Relativwerte
ein signifikant differierendes Verhalten zwischen den Kortexschichten I - IV und V — VL

3.3.3 Vergleich der GABA Rezeptoruntereinheiten- Ausstattung ektoper Zellpopulationen
mit neokortikaler laminirer Verteilung

Optische Beurteilung

Bei acht Tieren bildeten sich begleitend zu fokalen kortikalen Dysplasien oberfldchliche
Neuronenpopulationen im Bereich der Lamina molecularis. Bei der optischen Beurteilung des
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Verteilungsmusters der GABA, Rezeptoruntereinheiten innerhalb der Ektopien fiel eine
starke Intensitit der Untereinheit o2 auf. Dadurch ergab sich eine Ahnlichkeit zu der fiir die
GABA, Rezeptoruntereinheit a2 typischerweise starken Immunoreaktivitit in den dufleren
Kortexschichten I — IV und kontrastierte mit der geringen Prisenz der Untereinheit o2 in den
Kortexschichten V — VI . Die GABA4 Rezeptoruntereinheiten a3 und o5 zeigten innerhalb
der Ektopie eine auf gleichem Niveau mit den duBleren Kortexschichten I — IV liegende
Immunoreaktivitit. Die tiefen Kortexschichten V — VI wiesen eine deutlich intensivere
Immunoreaktivitit der Untereinheiten a3 und oS auf. Fiir die GABA Rezeptoruntereinheiten
ol und 2 sind hohe Intensititen in den Schichten III und IV bei ebenfalls deutlicher
Darstellung der Schichten I und VIa und geringerer Immunoreaktivitit in den iibrigen
Schichten charakteristisch. Die optischen Dichtewerte fiir die Untereinheiten ol und Y2
innerhalb der Ektopie lagen auf einem Niveau mit dem benachbarten dysplastischen Kortex
dabei war eine Zuordnung zur Laminierung im Neokortex, aufgrund des im Vergleich zu den
Untereinheiten o2, a3 und o5 schwicher ausgeprigten Kontrastes zwischen den einzelnen
Kortexschichten nicht moglich. Damit ergab sich fiir die ektopen Neuronenpopulationen eine
zu den duBeren Kortexschichten vergleichbare GABA, Rezeptoruntereinheiten-Ausstattung,
mit hohen Dichtewerten fiir die Untereinheit a2 und schwacher Pridsenz der Untereinheiten
a3 und a5 sowie deutlicher Immunoreaktivitét fiir die Untereinheiten ol und y2.

Analyse der Dichtewerte

Neben der optischen Beurteilung wurden fiir die GABAA Rezeptoruntereinheiten al, o2, a3,
a5 und y2 die semiquantitativen Dichtewerte innerhalb der Ektopie separat ausgemessen und
auf Kongruenz zur lamindren Verteilung im assoziierten Neokortex analysiert. Aufgrund des
begrenzten Volumens der ektopen Zellpopulationen war eine Anfertigung von Hirnschnitten
in ausreichender Anzahl zur parallelen Untersuchung der fiinf Untereinheiten al, o2, a3, oS5
und Y2 nicht in allen Fillen moglich. Dadurch konnten bei drei von acht Tieren nicht fiir alle
GABA, Rezeptoruntereinheiten MeBwerte aus der Ektopie ermittelt werden. Die MeBBwerte
aus den benachbarten Kortexschichten I — IV bzw. V — VI wurden mittels t-Test fiir
verbundene Stichproben mit den innerhalb der Ektopien gewonnenen Daten verglichen. Die
GABA, Rezeptoruntereinheit al (n=6) zeigte in dem Ektopiebereich eine Immunoreaktivitit
von 168,5 + 32,2 die sich um —1,4 % von der mittleren optischen Dichte 170,9 + 26 in den
assoziierten Kortexschichten I — IV unterschied. Diese Differenz war ebenso wenig
signifikant wie der Unterschied von +16,5 % zu den MeBwerten 144,6 + 21,8 der
Kortexschichten V — VI. Die ektopen Zellpopulationen zeigten hohe Intensititen fiir die
GABA, Rezeptoruntereinheit o2 (n=7) mit Werten von 175,72 + 37,7 die einen signifikanten
Unterschied zu den Werten 153,4 + 27,9 in den Kortexschichten I — IV von +14,5 % (p<0,05)
aufwiesen. Die Immunoreaktivitit lag im Ektopiebereich um +100,2 % iiber den optischen
Dichtewerten 87,8 + 13 der Kortexschichten V — VI und ergab bei einem o-Fehler von
p<0,001 einen signifikanten Unterschied zu diesen. Die Meflwerte innerhalb der Ektopie von
102,6 + 38 fiir die GABAA Rezeptoruntereinheit o3 (n=7) zeigten bei einem relativen
Unterschied von +6,5 % keine signifikante Differenz gegeniiber den Werten 96,4 + 36,3 der
Kortexschichten I — IV. Bei einem Unterschied von -27,1 % (p<0,05) in Relation zu den
Absolutwerten von 140,7 + 30,4 in den Kortexschichten V — VI zeigte die Untereinheit a3 in
der Ektopie eine signifikant niedrigere optische Dichte. Die Immunoreaktivitit fiir die
GABA, Rezeptoruntereinheit a5 (n=5) lag bei Absolutwerten von 42,9 + 13,9 innerhalb der
Ektopie auf dem fiir die Untereinheit o5 charakteristisch niedrigen Intensitdtsniveau wie in
den benachbarten Kortexschichten I — IV mit 43,6 + 10,7. Dieser Unterschied war bei einer
relativen Differenz von —-1,6 % im Gegensatz zu der um -65,3 % (p<0,01) signifikant
geringeren Immunoreaktivitit innerhalb der Ektopie gegeniiber der optischen Dichte von
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123,6 £ 22,5 in den Kortexschichten V — VI nicht signifikant. Die mittlere Immunoreaktivitit
fir die GABAA Rezeptoruntereinheiten Y2 (n=6) betrug im zur Ektopie assoziierten
Neokortex in den Schichten I — IV 155 #+ 35,7 und in den Schichten V — VI 130,9 + 25,3.
Damit lag die Immunoreaktivitit innerhalb der Ektopie fiir die Untereinheit Y2 mit Werten
von 133,6 = 35,2 um —13,8 % niedriger als in den Kortexschichten I — IV und um +2,1 %
hoher als in den Kortexschichten V — VI, ohne sich signifikant von diesen Bereichen zu
unterscheiden.

3.4  Ergebnisse in der Untersuchungsgruppe: subkortikale Heterotopie

3.4.1 Arealspezifische Auswertung der GABA, Rezeptoruntereinheiten-Verteilung in der
Umgebung subkortikaler Heterotopien

Bereich der Auswertung

Acht der mit Ibotensdure injizierten Tieren entwickelten subkortikale Heterotopien. Diese
traten in zwei Féllen isoliert ohne zusétzliche kortikale Malformationen wie Mikrogyrus oder
Ektopie auf. Bei sechs Tieren lagen die Heterotopien synchron zu fokalen kortikalen
Dysplasien vor. In diesen Fillen befanden sich die subkortikalen Heterotopien in einer
ausreichenden fronto-okzipitalen Distanz zu den Bereichen der fokalen kortikalen Dysplasien,
so dall aus beiden Ebenen Schnitte fiir immunhistochemische Fiarbungen verwendet und
getrennt ausgewertet werden konnten. Bei den acht Tieren lag die subkortikale Heterotopie
unterhalb dem Areal HL/FL, in zwei Fillen zentral, bei zwei Tieren nach medial und bei vier
Tieren nach lateral versetzt. Bei der Auswertung wurden semiquantitative Dichtewerte der
GABA, Rezeptoruntereinheiten al, a2, a3, as und Y2 fiir die neokortikalen Areale Fr1/Fr2,
HL/FL, Parl und Par2 beider Hemisphéiren ermittelt und seitenvergleichend mittels t-Test fiir
verbundene Stichproben analysiert. Das durch Laminierungsstorungen gekennzeichnete Areal
HL/FL der ibotensdureinjizierten Hemisphdre wurde zusammen mit einer unmittelbar
subkortikal gelegenen Heterotopie zu einem MeBbereich zusammengefalit. Die Gruppe der
Kontrolltiere (n=13) zeigte bei seitenvergleichender Auswertung der untersuchten
neokortikalen Areale keine signifikanten Unterschiede in der GABAA
Rezeptoruntereinheiten-Verteilung.

Untersuchung der GABA 4 Rezeptoruntereinheit ol in Hirnschnitten mit subkortikaler
Heterotopie

Bei der seitenvergleichenden Untersuchung der GABA, Rezeptoruntereinheit ol (n==8)
konnte in der Hemisphire der subkortikalen Heterotopie eine verminderte Immunoreaktivitit
in den untersuchten neokortikalen Arealen beobachtet werden. Diese Unterschiede waren in
der statistischen Auswertung nicht signifikant. Die mittlere prozentuale Differenz zwischen
den Arealen Fr1/Fr2 beider Hemisphiren betrug —3.,8 % (nicht signifikant), bei Absolutwerten
von ipsilateral 156,1 + 21,2 und kontralateral 164,3 + 20,3. Im Areal HL/FL zeigte sich bei
MeBwerten ipsilateral von 151 + 8,7 und kontralateral von 160,2 + 19,1 eine prozentuale
Differenz von —4,7 % (nicht signifikant). Die Unterschiede in den Arealen Parl und Par2 im
Vergleich zur den entsprechenden Arealen der kontralateralen Hemisphére betrugen -2,8 %
(nicht signifikant) bzw. —5,6 % (nicht signifikant). Die Absolutwerte in den Arealen Parl und
Par2 lagen bei ipsilateral 156 + 16,3 bzw. 154,3 £ 14,9 und kontralateral bei 161,3 + 15,4
bzw. 164 £ 12,9 (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Arealspezifische semiquantitative Auswertung der GABA, Rezeptoruntereinheit ol in der Ebene der
subkortikalen Heterotopie. Links: Dargestellt ist die prozentuale optische Dichteminderung der ibotensédure-
injizierten Hemisphire in Relation zur Gegenseite. Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede der
optischen Dichte im Hemisphirenvergleich. Rechts: Darstellung der absoluten Dichtewerte korrespondierender
neokortikaler Areale.

Untersuchung der GABA, Rezeptoruntereinheit o2 in Hirnschnitten mit subkortikaler
Heterotopie

Die Analyse der Immunoreaktivitit fiir die GABAA Rezeptoruntereinheit a2 (n=8) in den
untersuchten neokortikalen Arealen ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden
Hemisphidren. Im Areal Frl/Fr2 war eine Differenz von —1,3 % nicht signifikant, bei
Absolutwerten von ipsilateral 154,8 + 15,5 und kontralateral von 157,2 + 13,7. Der mittlere
prozentuale Unterschied fiir das Areal HL/FL betrug —5,9 % (nicht signifikant), bei optischen
Dichtewerten ipsilateral von 134 + 13,9 und in der Kontrollregion von 143 + 15,7. Die
Abnahme auf der Seite der subkortikalen Heterotopie fiir das Areal Parl von —7,1 % erreichte
ebenso wie die Differenz im Areal Par2 von —7 % im Vergleich zu den korrespondierenden
Kontrollregionen kein signifikantes Niveau. Die absoluten optischen Dichtewerte im Areal
Parl betrugen ipsilateral 118,3 + 21,2 und kontralateral 128,2 + 21,1. Im Areal Par2 beliefen
sich die Werte ipsilateral auf 131,4 £+ 15,4 und kontralateral auf 142,3 £ 19,6 (Abb. 3.11).

Untersuchung der GABA, Rezeptoruntereinheit o3 in Hirnschnitten mit subkortikaler
Heterotopie

In dem Areal Fr1/Fr2 betrugen die MeBwerte fiir die GABA4 Rezeptoruntereinheit o3 (n=8)
auf der Seite der subkortikalen Heterotopie 157,7 + 24,4 und 163 + 28,5 im entsprechenden
kontralateralen Areal. Der Mittelwert der prozentualen Unterschiede betrug fiir das Areal
Fr1/Fr2 -2,9 % (nicht signifikant). Im Areal HL/FL der ibotensdureinjizierten Hemisphére
fand sich eine um —12,7 % (p<0,05) signifikant geminderte Immunoreaktivitdt gegeniiber der
homotopen kontralateralen Kontrollregion. Die optischen Dichtewerte im Areal HL/FL
betrugen ipsilateral 113,1 + 25,8 und kontralateral 129,8 + 25,4. Parallel dazu traten bezogen
auf die korrespondierenden Areale der Gegenseite signifikante Unterschiede in den Arealen
Parl und Par2 von -17,3 % (p<0,01) bzw. —18,4 % (p<0,01) auf. Die Absolutwerte in den
Arealen Parl und Par2 betrugen ipsilateral 81,3 + 20,5 bzw. 110,1 + 27,5 und kontralateral
97,9 + 20,5 bzw. 135 +£ 25,8 (Abb. 3.12).
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Abb. 3.11: Arealspezifische semiquantitative Auswertung der GABA, Rezeptoruntereinheit 2 in der Ebene der
subkortikalen Heterotopie. Links: Dargestellt ist die prozentuale optische Dichteminderung der ibotensédure-
injizierten Hemisphire in Relation zur Gegenseite. Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede der
optischen Dichte im Hemisphirenvergleich. Rechts: Darstellung der absoluten Dichtewerte korrespondierender
neokortikaler Areale.
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Abb. 3.12: Arealspezifische semiquantitative Auswertung der GABA, Rezeptoruntereinheit a3 in der Ebene der
subkortikalen Heterotopie. Links: Dargestellt ist die prozentuale optische Dichteminderung der ibotensdure-
injizierten Hemisphire in Relation zur Gegenseite. Signifikante Unterschiede sind durch einen Stern (t-Test,
p<0,05) bzw. zwei Sterne (t-Test, p<0,01) gekennzeichnet. Rechts: Darstellung der absoluten Dichtewerte
korrespondierender neokortikaler Areale.
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Untersuchung der GABA, Rezeptoruntereinheit o5 in Hirnschnitten mit subkortikaler
Heterotopie

Die Dichtewerte im Areal Frl/Fr2 ipsilateral zur subkortikalen Heterotopie betrugen fiir die
GABA, Rezeptoruntereinheit a5 (n=7) 151,3 + 22,7 und auf der Gegenseite 156,8 + 23.2.
Der mittlere prozentuale Unterschied von -3,3 % war nicht signifikant. Im Areal HL/FL
konnte, bei Absolutwerten von 86,7 + 27,5 ipsilateral zur subkortikalen Heterotopie und von
102,4 + 18,3 kontralateral, eine signifikante Abnahme um -16,3 % (p<0,05) beobachtet
werden. Dariiber hinaus war die optische Dichte im Areal Parl um -25 % (p<0,01) signifikant
zur kontralateralen Kontrollregion gemindert. Die entsprechenden Absolutwerte betrugen
ipsilateral 50,2 + 14 bzw. kontralateral 66,3 + 9,7. Auch im Areal Par2 konnte in der durch
subkortikale Heterotopie veridnderten Hemisphédre eine um -22 % (p<0,05) signifikant
geminderte Dichte beobachtet werden. Die Absolutwerte im Areal Par2 lagen ipsilateral bei
72,8 + 20 und kontralateral bei 93,3 + 6,8 (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Arealspezifische semiquantitative Auswertung der GABA, Rezeptoruntereinheit a5 in der Ebene der
subkortikalen Heterotopie. Links: Dargestellt ist die prozentuale optische Dichteminderung der ibotensédure-
injizierten Hemisphire in Relation zur Gegenseite. Signifikante Unterschiede sind durch einen Stern (t-Test,
p<0,05) bzw. zwei Sterne (t-Test, p<0,01) gekennzeichnet. Rechts: Darstellung der absoluten Dichtewerte
korrespondierender neokortikaler Areale.

Untersuchung der GABA, Rezeptoruntereinheit )2 in Hirnschnitten mit subkortikaler
Heterotopie

Die Untersuchung der Immunoreaktivitit fiir die GABA4 Rezeptoruntereinheit Y2 (n=8) ergab
im frontal motorischen Kortex ipsilateral zur subkortikalen Heterotopie eine signifikante
Abnahme um —4,1 % (p<0,05) im Vergleich zur Gegenseite. Die Absolutwerte im Areal
Fr1/Fr2 betrugen ipsilateral 157,8 + 13,5 und kontralateral 165,3 £ 19,9. Der Seitenvergleich
im Areal HL/FL ergab eine mittlere prozentuale Differenz von —5,6 % (nicht signifikant). Die
entsprechenden Absolutwerte lagen ipsilateral im Areal HL/FL bei 151,6 = 11,9 und
kontralateral bei 161,4 + 15,1. Die MeBBwerte im Areal Parl der ipsilateralen Hemisphére
betrugen 147,8 + 27 und auf der Gegenseite 154,5 = 18,1. Der mittlere prozentuale
Unterschied betrug —3,6 % (nicht signifikant). Im Areal Par2 lag die optische Dichte
ipsilateral bei 147,4 + 27 und kontralateral bei 165,5 + 29,5. Im Seitenvergleich war die
Immunoreaktivitit im Areal Par2 signifikant um —10,3 % (p<0,05) reduziert (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: Arealspezifische semiquantitative Auswertung der GABA, Rezeptoruntereinheit y2 in der Ebene der
subkortikalen Heterotopie. Links: Dargestellt ist die prozentuale optische Dichteminderung der ibotensédure-
injizierten Hemisphire in Relation zur Gegenseite. Signifikante Unterschiede sind durch einen Stern (t-Test,
p<0,05) bzw. zwei Sterne (t-Test, p<0,01) gekennzeichnet. Rechts: Darstellung der absoluten Dichtewerte
korrespondierender neokortikaler Areale.

3.4.2 GABA4 Rezeptoruntereinheiten-Verteilung im Bereich subkortikaler Heterotopien

Seitenvergleich der GABA s Rezeptoruntereinheiten-Verteilung in den Kortexschichten I — 1V
und V — VI im Bereich subkortikaler Heterotopien

Das die subkortikale Heterotopie bedeckende neokortikale Aral HL/FL zeigte die in Kapitel
3.1 beschriebenen unterschiedlichen Verdnderungen der Laminierung. In diesem Areal wurde
fiir die Kortexschichten I — IV und V — VI die Verteilung der GABA 4 Rezeptoruntereinheiten
al, o2, a3, a5 und y2 untersucht und mit den entsprechenden MeBBwerten im kontralateralen
Areal HL/FL verglichen. Des weiteren wurde untersucht, ob unterschiedliche Veridnderungen
in den Kortexschichten I — IV und V — VI auftraten. Die seitenvergleichende Analyse und die
gegeniiberstellende Auswertung zwischen den Kortexschichten I — IV und V — VI wurde mit
dem t-Test fiir verbundene Stichproben vorgenommen. In der Gruppe der Kontrolltiere (n=13)
wurde kein signifikanter Unterschied festgestellt.

Fiir die GABA, Rezeptoruntereinheit al (n=8) war in den duBleren Kortexschichten I — IV
eine Differenz von —4,7 % (nicht signifikant), und in den Kortexschichten V — VI von -2,5 %
(nicht signifikant), gegeniiber den entsprechenden Kontrollregionen im Areal HL/FL der
Gegenseite zu beobachten. Die Absolutwerte betrugen in den Schichten I — IV ipsilateral
170,3 £ 14 und kontralateral 179,7 + 15,8. In den Kortexschichten V — VI lagen die Werte
ipsilateral bei 140,6 + 13,4 und kontralateral bei 146,9 + 23,3.

Die in den dufleren Kortexschichten I — IV zu beobachtende Abnahme von Immunoreaktivitét
der GABA, Rezeptoruntereinheit a2 (n=8) von —6,6 % im ipsilateralen Areal HL/FL
erreichte ebenso wie die Abnahme in den Kortexschichten V — VI von —-6,9 % kein
signifikantes Niveau. Die entsprechenden Absolutwerte betrugen in den Schichten I — IV
ipsilateral 162,6 + 17,1 und kontralateral 174,8 + 17,7, in den Kortexschichten V — VI
ipsilateral 106,2 + 12,2 und kontralateral 114,7 + 13,6.
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Abb. 3.15: Laminaspezifische Auswertung der GABA s-Immunhistochemie nach Ibotensédureldsion im Bereich
subkortikaler Heterotopien. Dargestellt ist die prozentuale optische Dichteminderung der Kortexschichten I — IV
und V — VI des die subkortikalen Heterotopien bedeckenden Neokortex in Relation zur Gegenseite. Signifikante
Unterschiede sind durch einen Stern (t-Test, p<0,05) gekennzeichnet.

Die optischen Dichtewerte in den Kortexschichten I — IV der GABA, Rezeptoruntereinheit
a3 (n=8) von 81,6 + 22,9 unterschieden sich signifikant von denen der korrespondierenden
Kontrollregion 96,1 + 26,2. Dabei betrug der prozentuale Unterschied im Mittel —13,5 %
(p<0,05). Der Unterschied von —7,7 % gegeniiber dem korrespondierenden Bereich im
kontralateralen Areal HL/FL erreichte in den Kortexschichten V — VI bei Absolutwerten von
ipsilateral 143,7 + 28,8 und kontralateral von 156,2 + 29,7 kein signifikantes Niveau.

Im die subkortikale Heterotopie bedeckenden Areal HL/FL war die Immunoreaktivitit fiir die
GABA, Rezeptoruntereinheit oS (n=7) in den Kortexschichten I — IV bei Absolutwerten von
42 + 14,6 signifikant gegeniiber den Werten der kontralateralen Kontrollregion von 51 + 13,7
gemindert. Der mittlere relative Unterschied betrug dabei —18,6 % (p<0,05). In den
Kortexschichten V — VI war eine Abnahme um durchschnittlich —11,7 % (nicht signifikant)
gegeniiber den Kortexschichten V — VI im kontralateralen Areal HL/FL zu beobachten. Die
Absolutwerte lagen ipsilateral bei 123,7 + 37,9 und kontralateral bei 138,5 + 27,6.

Die in den Kortexschichten I — IV der korrespondierenden Areale HL/FL zu beobachtende
Differenz an Immunoreaktivitit der GABA Rezeptoruntereinheit Y2 (n=8) von —4,5 % war
ebenso wie der Unterschied von 4,9 % in den Kortexschichten V — VI nicht signifikant. Die
entsprechenden Absolutwerte betrugen in den Kortexschichten I — IV ipsilateral 166,1 + 14,2
und kontralateral 176,4 + 26,8. Die MeBwerte lagen in den Kortexschichten V — VI ipsilateral
bei 143 + 15,6 und kontralateral bei 151 + 16,1.

Eine Ubersicht iiber die relativen Unterschiede in der seitenvergleichenden Auswertung liefert
die Abbildung 3.15.

Vergleich der Verdnderungen zwischen den Kortexschichten I — 1V und V — VI

Zur Untersuchung auf differierende Verianderungen zwischen den Kortexschichten I — IV und
V — VI wurden die relativen und absoluten Unterschiede in den Kortexschichten I — IV bzw.
V — VI zu den jeweils korrespondierenden Kortexabschnitten der kontralateralen Hemisphére
mit dem t-Test fiir verbundene Stichproben analysiert. Bei gleichzeitiger Betrachtung aller
untersuchter GABA, Rezeptoruntereinheiten ergab die Analyse weder fiir Differenzen der
Absolutwerte noch fiir die relativen Unterschiede gegeniiber der Gegenseite signifikant
unterschiedliche Verdnderungen zwischen den Kortexschichten I — IV und V — VI Fiir die
Untereinheit o5 war die prozentuale Abnahme in den Kortexschichten I — IV signifikant
ausgeprigter als in den Kortexschichten V — VI. Im Gegensatz dazu zeigte die Differenz der
Absolutwerte gegeniiber der kontralateralen Kontrollregion kein signifikant differierendes
Verhalten zwischen dufleren und tiefen Kortexschichten. Dieses abweichende Verhalten von
absoluten und relativen Unterschieden wurde dadurch ermoglicht, dal die Untereinheit a5 in
den Kortexschichten I — IV nur eine geringe Immunoreaktivitit zeigte, weshalb eine
Verdnderung der absoluten Dichtewerte in diesem Bereich zu deutlichen prozentualen
Unterschieden fiihrte. Die GABAA Rezeptoruntereinheiten o, o2, o3 und Y2 zeigten weder
beziiglich der Absolut- noch der Relativwerte sich signifikant unterscheidende Veridnderungen
zwischen den Kortexschichten I - IV und V — VL.
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3.4.3 Vergleich der GABA Rezeptoruntereinheiten- Ausstattung subkortikaler
Zellpopulationen mit neokortikaler lamindrer Verteilung

Optische Beurteilung

Die GABA, Rezeptoruntereinheiten ol, o2, a3, a5 und 72 zeigten unterschiedliche
Intensititen an Immunoreaktivitit mit der sie subkortikale Heterotopien zur Darstellung
brachten. Die Falschfarben-Darstellung der immunhistochemischen Fiarbungen erlaubte eine
Visualisierung dieser Unterschiede. Die subkortikal gelegenen Zellnester wiesen eine hohe
optische Dichte fiir die GABA Rezeptoruntereinheit a2 auf, wie sie fiir die Kortexschichten
I — IV im Gegensatz zu der geringen Dichte in den Kortexschichten V — VI charakteristisch
war. Die GABA, Rezeptoruntereinheiten a3 und a5 waren innerhalb der subkortikalen
Heterotopien auf einem Intensitéts-Niveau vertreten, welches in einem intermedidren Bereich
zu den fiir diese beiden Untereinheiten charakteristisch schwach zur Darstellung kommenden
Kortexschichten I — IV und deutlich zur Darstellung kommenden Kortexschichten V — VI lag.
Die Immunoreaktivitit der subkortikalen Heterotopien fiir die GABA Rezeptoruntereinheit
Y2 war schwicher ausgeprigt als die der neokortikalen Laminae. Die GABAj
Rezeptoruntereinheit ol war sowohl in subkortikalen Heterotopien als auch in dem diese
bedeckenden Neokortex deutlich vertreten.

Analyse der Dichtewerte

Zur vergleichenden Analyse der GABAa Rezeptoruntereinheiten-Verteilung innerhalb
subkortikaler Heterotopien mit der neokortikalen Laminierung des Neokortex wurden
semiquantitative Dichtewerte bestimmt und mittels t-Test fiir verbundene Stichproben
verglichen. Die Dichtewerte wurden sowohl fiir den Bereich der Heterotopie als auch in den
Kortexschichten I — IV bzw. V — VI des die subkortikale Heterotopie bedeckenden Areals
HL/FL bestimmt. Aufgrund des begrenzten Volumens der subkortikalen Zellpopulationen
kamen diese nicht bei allen der acht Tiere in fiir die Untersuchung der GABAj
Rezeptoruntereinheiten ol, o2, o3, o5 und 72 notwendigen fiinf Hirnschnitten in
ausreichender Grofle zur Darstellung. Dadurch konnten bei diesen Tieren nicht fiir alle
GABA, Rezeptoruntereinheiten MeBwerte aus der subkortikalen Heterotopie bestimmt
werden. Die subkortikalen Neuronenpopulationen wiesen eine hohe optische Dichte fiir die
GABA, Rezeptoruntereinheit o2 auf, wie sie fiir Neurone der Kortexschichten 1 — IV
charakteristisch ist. Die mittlere optische Dichte fiir die Untereinheit a2 (n=6) betrug
innerhalb subkortikaler Heterotopien 171,2 + 34,1 bei einem relativen Differenz von +3,5 %
(nicht signifikant) gegeniiber den Dichtewerten 165,5 + 16,2 der Kortexschichten I — IV. Bei
einem relativen Unterschied von +61,3 % (p<0,01) wiesen die subkortikalen Heterotopien
eine signifikant stdrkere Immunoreaktivitit als die Kortexschichten V — VI mit Werten von
106,1 £ 12,3 auf. Fiir die GABA4 Rezeptoruntereinheiten a3 (n=7) und a5 (n=6) zeigten sich
innerhalb der subkortikalen Heterotopien Immunoreaktivitdten, die sich signifikant von der
schwachen Darstellung der neokortikalen Schichten I — IV und der deutlichen Darstellung der
Kortexschichten V — VI unterschieden. Die GABA, Rezeptoruntereinheit o3 wies bei einer
mittleren optischen Dichte von 104,2 + 36,7 innerhalb subkortikaler Neuronenpopulationen
eine um +32,2 % (p<0,05) hohere Intensitdt als die Kortexschichten I — IV mit 78,8 + 23,3
und eine um 26,4 % (p<0,01) geringere optische Dichte als die Kortexschichten V — VI mit
141,5 £ 30,4 auf. Fiir die GABAA Rezeptoruntereinheit a5 ergab sich fiir die subkortikalen
Heterotopien bei einem relativen Unterschied von +89,1 % (p<0,05) gegeniiber den
Kortexschichten I — IV und von -33,8 % (p<0,01) gegeniiber den Kortexschichten V — VI
eine intermedidre Immunoreaktivitit mit Werten von 84,5 + 37,5. Die MeBwerte fiir die
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Untereinheit o5 lagen bei 44,7 + 14 in den Kortexschichten I — IV bzw. bei 127,5 + 40 in den
Kortexschichten V — VI. Im Gegensatz zur der deutlichen Priasenz der GABAa
Rezeptoruntereinheit y2 (n=6) im Neokortex waren die optischen Dichtewerte innerhalb
subkortikaler Heterotopien auf einem niedrigerem Niveau. Dabei zeigten die subkortikalen
Zellnester bei Meflwerten von 126,4 + 21,6 eine um —24 % (p<0,05) signifikant geringere
Intensitit gegeniiber den Kortexschichten I — IV mit Werten von 166,4 + 16,5. Die um -8,6 %
reduzierte Immunoreaktivitit gegeniiber den Kortexschichten V — VI bei MeBwerten von
138,2 + 13,3 erreichte kein signifikantes Niveau. Die GABA Rezeptoruntereinheit ol (n=5)
war bei optischen Dichtewerten von 148 + 9,9 innerhalb subkortikaler Heterotopien wie im
assoziierten Neokortex mit Werten in den Kortexschichten I — IV von 170 + 15,8 und in den
Kortexschichten V — VI von 137,3 + 16,3 deutlich vertreten. Bei relativen Unterschieden von
-12,9 % gegeniiber den Kortexschichten I — IV und von +7,8 % gegeniiber den
Kortexschichten V — VI zeigten subkortikale Heterotopien fiir die Untereinheit ol keinen
signifikanten Unterschied an Immunoreaktivitit.

3.5  Veridnderungen im Bereich dysmorpher Hemisphéren

Bei drei der mit Ibotensdure injizierten Tiere entstanden in ihrem Ausmall iiber fokale
kortikale Veridnderungen hinausreichende Organisationsstorungen des Neokortex. Die
Veridnderungen erstreckten sich dabei von dem Bereich der Injektion, Areal HL/FL, bis in den
parietalen Kortex, wodurch die betroffenen Hemisphiren ein dysmorphes Erscheinungsbild
erlangten. Durch Verluste neuronaler Zellpopulationen und Migrationsstorungen war der
Neokortex verschmilert und abschnittsweise die Laminierung unterbrochen. Begleitend war
die Kortexoberflache durch multiple Sulcus-Mikrogyrus-Bildung gekennzeichnet. Bei einem
Tier war die Kontinuitit des Neokortex durch einen Sulcus, in dem pilzférmig eine Ektopie
lag, unterbrochen. Bei diesen Tieren wurden keine semiquantitativen Messungen in den
neokortikalen = Arealen vorgenommen, da die gestorte Kortexarchitektur eine
Grenzbestimmung und eine vergleichende Auswertung mit Kkorrespondierenden
kontralateralen Arealen verhinderte. Bei der optischen Beurteilung der GABAj
Rezeptoruntereinheiten-Verteilung fiel eine Dichteabnahme im dysplastisch verdnderten
Kortex auf. Diese Abnahme war fiir die Untereinheiten o3 und oS stark, fiir die
Untereinheiten ol und y2 méBig und fiir die Untereinheit a2 schwach ausgeprigt.
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4 Diskussion

4.1 Tiermodelle und deren Bedeutung fiir die Erforschung der zu kortikalen Dysgenesien
assoziierten Epilepsie

Aufgabenstellungen und Anforderungen an Tiermodelle

Experimentelle Untersuchungen kortikaler Dysgenesien sind von groBer Bedeutung um
zugrunde liegende pathophysiologische Prozesse aufzudecken, Ursachen einer hiufig
vorliegenden medikamentosen und chirurgischen Therapieresistenz zu erkennen und um
schlieBlich die Behandlung zu optimieren. Messungen an humanem Gewebe sind schwierig,
daher sind Analysen an Modellen sinnvoll. Durch Tiermodelle bietet sich die Moglichkeit
einer systematischen Untersuchung kortikaler Dysgenesien. Dabei stellt sich grundsitzlich die
Frage der Ubertragbarkeit der Befunde von Tieren auf den Mensch. Im Idealfall imitiert ein
Tiermodell alle relevanten Aspekte der zu untersuchenden klinischen Situation. Im Fall der
mit kortikalen Dysgenesien assoziierten Epilepsie sind dies im Besonderen eine vergleichbare
Morphologie der Dysgenesien, bei dhnlichem Entstehungsmechanismus, sowie eine daraus
resultierende Epileptogenitit.

Vorstellung von Tiermodellen mit kortikalen Dysgenesien

Es wurden zahlreiche Tiermodelle entwickelt, die unterschiedliche Aspekte der heterogenen
Gruppe kortikaler Dysgenesien zu imitieren versuchen. Einen Uberblick iiber verwendete
Tiermodelle liefern Roper und Yachnis (2002), Chevassus-au-Louis et. al. (1999a) und Jacobs
et al. (1999b). Dabei lassen sich drei grundsitzliche Gruppen unterscheiden. Durch fokale
Lision des noch in der Entwicklung befindlichen neonatalen Kortex konnen umschriebene
dysplastische Verdnderungen induziert werden. Durch systemische Applikation teratogener
Noxen auf embryonales Gewebe lassen sich diffuse dysplastische Verdnderungen in utero
erzeugen. In genetischen Tiermodellen fithren Mutationen zu dysplastischen Phénotypen.

Zur ersten Gruppe gehoren das Ibotensdure Modell, welches in der vorliegenden Arbeit
verwendet wurde und weiter unten ausfithrlich diskutiert wird, und das Gefrier-Lision
(,,freeze-lesion*) Modell. Bei letzterem wird ein tiefgekiihlter Metallzylinder kurz nach der
Geburt auf den Kortex aufgesetzt (Dvorak und Feit 1977; Dvorak et al. 1978). So behandelte
Ratten entwickeln einen Mikrogyrus im Bereich der Lésion, der mit seinem vierschichtigem
Aufbau menschlichen Polymikrogyrien dhnelt (Rosen et al. 1995; Hablitz und DeFazio 1998).

Zur zweiten Gruppe gehort die systemische Gabe von Methylazoxymethanol (MAM), einem
durch Methylierung antiproliferativ wirkendem Teratogen (Colacitti et al. 1998), an trachtige
Ratten. Dabei kommt es bei den Rattenfeten zu Mikrozephalie mit kortikaler Verschmélerung
und Laminierungsstorung sowie noduldren Heterotopien periventrikulédr und perihippokampal
(Baraban und Schwartzkroin 1996; Sancini et al. 1998; Chevassus-au-Louis 1998a, b). Die
teratogene Wirkung von Rontgenstrahlen bei trichtigen Ratten verursacht ebenfalls diffuse
Dysplasien wihrend der kortikalen Entwicklung (Roper 1998). Dabei entstehen
Mikrozephalie, diffuse kortikale Dysplasien, subkortikale und periventrikuldre Heterotopien,
heterotope Neurone im Hippokampus und Agenesie oder Hypoplasie des Corpus Callosum
(Zhu und Roper 2000; Roper et al. 1999). Die Applikation von Carmustin (BCNU) wihrend
der Embryonalzeit induziert bei Ratten lamindre Desorganisation, zytomegale Neurone,
neuronale Heterotopien und Verdnderungen der Radidrfaserglia (Benardete und Kriegstein
2002).
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In der dritten Gruppe liegen Gendefekte vor, die durch Spontanmutation oder Knockout
entstanden sind und zu Malformationen fiihren. Bereits 1951 beschrieb Falconer deskriptiv
die Mauslinien reeler und trembler anhand der neurologischen Phinotypen. 1960 wurde von
Hamburgh die Neuropathologie des reeler Phinotyps beschrieben. Eine Ubersicht von Maus-
Mutanten mit zerebelldren Entwicklungsstorungen geben Sidman et al. (1965), in der von den
Typen reeler, weaver, staggerer und leaner berichtet wird. D”Arcangelo und Curran (1998)
geben einen Uberblick iiber die erwihnten und weitere bekannte Mutationen mit Auswirkung
auf die Hirnentwicklung. Besonders der autosomal rezessiv vererbte reeler-Phinotyp wurde
intensiv erforscht. Die Miuse zeigen eine durch fehlendes ,,inside-outside layering®
charakterisierte Laminierungsstorung (Frotscher 1997; D’Arcangelo und Curran 1998).
Ursédchlich ist dabei eine verminderte Reelin-Wirkung, ein von Cajal-Retzius Zellen
synthetisiertes, sekretorisches Protein, welches die Neuronenmigration steuert und die
Differenzierung der Neuronennetzwerke moduliert (Hack et al. 2002; Frotscher 1997;
Mienville 1999). Ein zum reeler-Phénotyp dhnlichen Befund zeigen Knockout Méuse fiir die
Kinase cdk5 oder fiir deren Aktivator p35 (Chae et al. 1997) . Im Tiermodell der tish-Ratte
(telencephalic internal structural heterotopia) liegt ein autosomal rezessiv vererbter Gendefekt
vor, der zu einem, dem menschlichen, X-chromosomal vererbten (Pilz et al. 1998) Doppel-
Kortex-Syndrom #hnlichen, Phinotyp mit subkortikalen Bandheterotopien fiihrt (Lee et al.
1997). Otx 1 Knockout Méuse zeigen eine Mikrozephalie mit Verlust tiefer Kortexschichten
(Sancini et al. 2001). Jenner et al. (2000) beschreiben Méuse, die Autoimmundefekte zeigen
und eine genetische Neigung zur Ektopiebildung in der Kortexschicht I haben. Weitere
genetische Tiermodelle werden in den Arbeiten von Roper und Yachnis (2002) und
Chevassus-au-Louis (1999a) zusammengefal3t.

Auftreten epileptiformer Aktivitdit bei Tiermodellen mit kortikalen Dysgenesien

Die zahlreich zur Verfiigung stehenden Modelle, im besonderen die auf genetischen
Mutationen beruhenden, haben zu einem groflen Erkenntnisgewinn in der physiologischen
und pathophysiologischen Regulation der Kortexentwicklung beigetragen (Walsh 2000). Zur
tierexperimentellen Untersuchung der mit kortikalen Dysgenesien assoziierten Epilepsie ist es
erforderlich, daB3 im Tiermodell ebenfalls eine zu morphologischen Verinderungen assoziierte
Hyperexzitabilitdt besteht. Dies kann eine spontane epileptische Aktivitit in Form von
Anfillen oder EEG-Veridnderungen, der Nachweis einer verminderten Krampfschwelle unter
konvulsiven Bedingungen oder der in vitro Nachweis einer Hyperexzitabilitit in
Hirnschnitten sein (Chevassus-au-Louis 1999a).

Ibotensdure behandelte Wistar-Ratten zeigen keine spontanen epileptischen Anfille, es wird
lediglich eine transiente Hyperexzitabilitit der betroffenen Tiere nach Dysplasieinduktion
beobachtet (Redecker et al. 1998a). Mit Ibotensédure injizierte Méuse zeigen ebenfalls eine
transiente Hyperexzitabilitit, die sich bei hohen Dosen in spontanen Anfillen innerhalb der
ersten sechs Stunden nach Injektion @uBern kann (Marret et al. 1995). Die beschriebenen
Effekte sind vorriibergehend, so dall als deren Ursachen die Narkose, durch Injektion
verursachtes Trauma oder die akut toxische Ibotensiure-Wirkung zu vermuten sind. Uber den
akuten Zeitraum hinaus wurden keine epileptischen Anfille beobachtet. Es liegen allerdings
keine Daten kontinuierlicher Beobachtungen vor, die ein Auftreten spontaner epileptischer
Anfille mit Sicherheit ausschlieBen. Im Gegensatz dazu weisen Hirnschnitte der mit
Ibotensdure behandelten Ratten eine dauerhafte Hyperexzitabilitit mit epileptiformen
Potentialen bei der elektrophysiologischen Untersuchung auf (Redecker et al 1998b, 2000a).
Mit Ibotensdure injizierte Ratten zeigen eine mit kortikalen Dysgenesien assoziierte dauerhaft
verdnderte Hyperexzitabilitdit in Neuronennetzwerken und bieten ein Modell zur
Untersuchung der zugrunde liegenden pathophysiologischen Prozesse. Bei mit einer Gefrier-
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Lision behandelten Ratten werden bisher ebenfalls keine spontanen epileptischen Anfille
beobachtet, in vitro zeigen Hirnschnitte aber spontan oder unter Stimulation epileptische
Aktivitidt (Luhmann et al. 1998b; Jacobs et al. 1999).

In utero mit MAM behandelte Tiere zeigen keine spontanen Anfille, unter konvulsiven
Bedingungen wie Hyperthermie (Germano et al. 1996) oder Flurothyl-Gabe (Baraban und
Schwartzkroin 1996) ist die Krampfschwelle jedoch erniedrigt. Zusétzlich zeigen Hirnschnitte
unter Hippokampus Stimulation eine Hyperexzitabilitidt (Chevassus-au-Louis 1998a). Durch
Rontgenbestrahlung behandelte Tiere weisen in Gegenwart bestimmter Sedativa eine erhohte
Anfallshédufigkeit auf. Roper (1998) berichtet dariiber hinaus lediglich von einem Tier mit
einem spontanen Anfall. Mit Carmustin behandelte Ratten zeigen eine erhohte epileptiforme
Aktivitdt in Hirnschnitten aber keine spontanen Anfille (Benardete und Kriegstein 2002).

Einige Tiermodelle mit auf genetischen Mutationen beruhenden kortikalen Dysgenesien
heben sich durch die Tatsache des spontanen Auftretens epileptischer Anfille von durch
exogene Noxen induzierte Dysplasien ab. Spontane elektrographische und Verhaltensanfille
werden bei tish-Ratten (Lee et al. 1997), bei Otx 1 Knockout Miusen (Sancini et al. 2001)
und bei p35 Knockout Miusen (Chae et al. 1997) beobachtet. Eine Tierlinie mit spontanen
Anfillen sind Thara-Ratten (Amano et al. 1996), welche morphologische Veridnderungen
dhnlich zu Mikrodysgenesien zeigen. Ausdriicklich sei darauf hingewiesen, dal} reeler-Ratten
zu Migrationsstorungen assoziierte neurologische Symptome ohne epileptische Anfille zeigen
(Chevassus-au-Louis et al. 1999a).

Vergleichbarkeit von kortikalen Dysgenesien in Tiermodellen und beim Menschen im Bezug
auf die assoziierte Epileptogenitdt

Die zahlreichen beschriebenen Tiermodelle imitieren wesentliche morphologische Aspekte
des breiten Spektrums kortikaler Dysgenesien. Zusitzlich ist bei vielen dieser Modelle unter
in vivo oder in vitro Bedingungen eine erhohte Exzitabilitit oder epileptische Aktivitit
nachweisbar. Allerdings gibt es auch Kritikpunkte bei der Vergleichbarkeit zwischen den
beschriebenen Tiermodellen und dem Menschen. In der Arbeit von Mischel et al. (1995)
werden neun pathohistologische Befunde vorgestellt und fiir eine Einteilung in leichte,
mittlere und schwere Dysplasieformen verwendet. Dabei ist die Anwesenheit von Ballon-
Zellen oder zytomegalen Neuronen mit oder ohne Zytoskelett-Verdnderungen ein Marker fiir
eine Storung auf einer frithen Stufe der Kortexentwicklung. Eine Stérung zu diesem frithen
Zeitpunkt der Kortexentwicklung ist mit schweren Dysplasieformen assoziiert (Mischel et al.
1995). Zwei Subformen kortikaler Dysgenesien, die in einem hohen Mall mit Epilepsie
assoziiert sind, sind die TTFCD (Taylor type focal cortical dysplasia) und die
Hemimegalenzephalie, welche beide auf histologischer Ebene durch dysmorphe Neurone und
fakultativ durch Ballon-Zellen charakterisiert sind (Palmini 2000; Tassi et al. 2002; Palmini et
al. 1994). Definitionen der Begriffe dysmorphe Neurone und Ballon-Zellen liefern Palmini
und Liiders (2002). Fiir die so definierten zelluliren Verinderungen sind bislang keine
Tiermodelle bekannt. (Palmini 2000). Lediglich durch BCNU induzierte Kkortikale
Dysgenesien zeigen zytomegale Neurone wobei in der dieses Modell beschreibenden Arbeit
nicht auf weitere dysmorphe Charakteristika der betroffenen Neurone eingegangen wird
(Benardete und Kriegstein 2002). Zusammenfassend imitieren die bekannten Tiermodelle
zahlreiche morphologische Subtypen der mit Epilepsie assoziierten kortikalen Dysgenesien.
Allerdings fehlen bislang Modelle der beim Menschen mit hoher Epileptogentitit assoziierten
TTFCD und Hemimegalenzephalie.
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Ein weiterer Kritikpunkt betrifft die Tatsache, dal die auf postnatalen oder in utero Lisionen
beruhenden Tiermodelle im Gegensatz zu einigen genetischen Tiermodellen nicht mit
spontanen epileptischen Anféllen assoziiert sind. Zwar zeigen die Tiere entweder unter
konvulsiven Bedingungen oder in Hirnschnitten eine Hyperexzitabilitit, die sich aber nicht in
Form epileptischer Anfélle manifestiert. Diese Diskrepanz 148t vermuten, dal neben den
durch kortikale Dysgenesien verursachten Veridnderung der Exzitabilitit weitere additiv
wirkende Ursachen zur Auslosung eines epileptischen Phinotyps notwendig sind oder dal3 das
Ausmall der dysplastischen Verdnderungen nicht weitreichend genug ist. Kortikale
Dysgenesien konnten als Pradisposition wirken, auf deren Basis sich durch zusitzliche
moglicherweise epileptogen wirkende Faktoren wie genetische Pridisposition, perinatale
Hypoxie oder Fieberkrampfe eine Epilepsie entwickelt (Chevassus-au-Louis et al. 1999a). Bei
diesem ,,Two-Hit“ Modell wiirden kortikale Dysgenesien einem ,First-Hit“ entsprechen
(Roper und Yachnis 2002). Fiir die untersuchten Tiermodelle wiirde dies bedeuten, daf} sich
mit ihnen nur ein Teilaspekt einer Epilepsie-Manifestation experimentell untersuchen lait.
Diese anscheinend geringere Assoziation von Epilepsie mit kortikalen Dysgenesien in einigen
Tiermodelle gegeniiber dem Menschen wird durch folgende Punkte relativiert. Es wurden
keine systematischen Beobachtungen der betroffenen Tiere vorgenommen, so dafl das
Auftreten spontaner epileptischer Phinomene eventuell iibersehen wurde. Bei Personen, die
einer zur Diagnose kortikaler Dysgenesien notwendigen Bildgebung, wie hochauflosende
MRT (Hagemann et al. 2000b; Kuzniecky 1995), zugefiihrt werden, handelt es sich um eine
selektierte Population, in der von einer hoheren Epilepsie-Inzidenz im Vergleich zur
Normalbevolkerung auszugehen ist (Redecker et al. 1998b). Dadurch konnte die Assoziation
von Epilepsie zu kortikalen Dysgenesien iiberschitzt und deren Inzidenz durch nur zufillige
Diagnosen bei asymptomatischen Personen unterschétzt werden. Eine autoptische Studie bei
tiber 7000 Kontrollpersonen ohne Epilepsie ergab bei 1,5 % der Fille Malformationen des
Nervensystems (Meencke und Veith 1992). Dies zeigt, da3 dysplastische Verdnderungen
beim Mensch nicht zwangsldufig mit Epilepsie verbunden sind.

Mogliche Ziele fiir die zukiinftige Entwicklung von Tiermodellen wéren eine grofere
Vergleichbarkeit zu den Subtypen TTFCD und Hemimegalenzephalie, sowie die Prisenz von
spontanen epileptischen Anfillen im Zusammenhang mit kortikalen Dysgenesien. Dies
konnte Erkenntnisse zur Beantwortung der Frage liefern, welche Faktoren im Zusammenhang
mit kortikalen Dysgenesien zur Manifestation eines epileptischen Phinotyps notwendig sind.
Die Koordination von tierexperimenteller Grundlagenforschung, genetischen Untersuchungen
und klinischen Studien verspricht fiir die Zukunft weitere Einblicke in die Entstehung und
Pathogenitét von kortikalen Dysgenesien zu liefern, mit dem Ziel verbesserter praventiver und
therapeutischer MaBBnahmen.

4.2 Diskussion der Methoden
4.2.1 Diskussion des Ibotensdure-Tiermodells
Ibotensdure-Wirkung auf Kortexentwicklung

Ibotensdure ist ein aus muscarina amanita Pilzen gewonnenes Glutamat-Analogon, welches
ein Agonist fiir NMDA und metabotrope Glutamat-Rezeptoren ist (Marret et al. 1995).
Innocenti und Berbel (1991) beschreiben eine dysplasieinduzierende Wirkung durch
Ibotensdure-Injektion in den visuellen Kortex bei neugeborenen Katzen. Im Bereich der
Injektionsstelle entsteht dabei ein Mikrogyrus mit einer dem menschlichen vierschichtigen
Kortex bei Polymikrogyrie dhnlichen Laminierung. Durch Ibotensdure Injektion am Tag der
Geburt von Goldhamstern werden Migrationsstorungen verursacht in Form von nodulédren
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periventrikuldren Heterotopien, Band- oder diffusen Heterotopien, sub- oder intrakortikalem
Arrest der Migration und Ektopien in der Molekularschicht. Dagegen ist bei
postmigratorischen Neuronen der Schichten V und VIa nur ein Zellverlust zu beobachten
(Marret et al. 1996). Eine systematische Untersuchung von Ibotensdure-Injektionen auf
unterschiedliche Schritte der Kortexentwicklung zeigt einen vom Injektionszeitpunkt
abhidngigen Wandel der induzierten Lésionen. Die Applikation von Ibotensdure wihrend der
Migration supragranuldrer Neurone verursacht Heterotopien. Infragranuldre Neurone der
Schichten V — VI nach Abschluf3 ihrer Migration werden in der Phase der Reifung durch
Ibotensédure zerstort, so dal durch Einfaltung der Kortexoberfliche in diesem Bereich ein
Mikrogyrus entsteht. Da die Migration supragranulirer Neurone und die Reifung
infragranuldrer Neurone teilweise {iberlappend stattfindet, konnen Heterotopien und
Mikrogyrus parallel entstehen.

Wird Ibotensédure zu einem spiteren Zeitpunkt injiziert, wenn die supragranuldren Neurone
thre Migration abgeschlossen haben und sich wie die infragranuldren Neurone in der Phase
der Reifung befinden, wird eine Destruktion in allen Kortexschichten verursacht. Nach
Abschluf3 der Kortexentwicklung induzieren Ibotensidure-Injektionen in der weilen Substanz
zur menschlichen PVL (periventrikuldre Leukomalazie) vergleichbare Verdnderungen
(Gressens et al. 1996; Gressens 1999). Simultane Injektion von Ibotensdure mit dem NMDA-
Antagonist AP7 oder dem metabotropen Glutamatrezeptor Antagonist L-AP3 ergibt, dal} eine
Blockade der iiber NMDA-Rezeptoren vermittelten Ibotensdure-Wirkung die Entwicklung der
oben beschriebenen Verdnderungen verhindert. Die Blockade der metabotropen Rezeptoren
hat im Gegensatz dazu keinen protektiven Effekt. Dies zeigt, da die dysplasieinduzierende
Wirkung der Ibotensdure auf den in der Entwicklung befindlichen Kortex iiber NMDA-
Rezeptoren vermittelt wird (Marret et al. 1995, 1996; Gressens et al. 1996). Dabei wird die
exzitotoxische Wirkung vermutlich iiber einen NMDA-Rezeptor vermittelten Ca**-Einstrom
verursacht. Dies fithrt zum Zelltod von postmigratorischen Neuronen, im Unterschied dazu
werden migrierende Neurone verschont, was evtl. auf einen Reifeunterschied der NMDA-
Rezeptoren zuriickzufiihren ist (Innocenti und Berbel 1991; Marret et al. 1996). Dabei konnte
ein geringerer Reifezustand der NMDA-Rezeptoren in migrierenden Neuronen zu einem
geringeren Ca”*-Influx fiihren, was diese Zellen vor der Destruktion bewahrt. Dennoch
werden durch ein verdndertes Ionen-Verhiltnis vermutlich an der Migration beteiligte Schritte
beeinfluflt, die zu einem vorzeitigen Stopp der Migration und damit zu Heterotopien fiihren
konnen (Marret et al. 1996). In Gewebekulturen neuronaler Vorlduferzellen des Kortex von
Ratten zeigt Ibotensdure in hoher Dosierung eine iiber NMDA-Rezptoren vermittelte
inhibierende Wirkung auf die Migration (Kihara et al. 2002). Behar et al. (1999) zeigen eine
dosisabhiingige Wirkung von Glutamat auf NMDA-Rezeptoren bei der Regulation der
Migration in dissoziierten, embryonalen, kortikalen Zellen von Méausen. Dabei werden bei
sehr kleinen und sehr groen Glutamat-Dosen wenige migrierende Neurone und bei mittleren
Dosen sehr hohe Zahlen migrierender Neurone beobachtet. Dabei vermittelt Glutamat iiber
NMDA-Rezeptoren eine vom Konzentrations-Gradient abhingige, gerichtete Migration
(Chemotaxis) und in einem geringeren Malle eine Gradient unabhéngige, ungerichtete
Migration (Chemokinese). Dieser Effekt ist allerdings bei Médusen stirker ausgeprégt als bei
Ratten, bei denen die GABA vermittelte Regulation der Migration (Behar et al. 1998, 2000,
2001) der Glutamat vermittelten Wirkung iiberwiegt. Uber NMDA-Rezeptoren kénnen somit
die Migration stimulierende oder hemmende Signale vermittelt werden, ohne dal}
abschliefend gekldart ist welche Mechanismen, wie z. B. Dosisabhidngigkeit oder
Abhingigkeit von der Gewebeart und dessen Reifezustand, dieses differierende Verhalten
erklaren. Durch Ibotensdure Injektionen werden keine sichtbaren Verdnderungen
extrazelluldrer Proteine oder der Radidrfaserglia verursacht, was alternative Mechanismen zur
Beeinflussung der Migration wiren (Gressens et al. 1996).
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Dysplasie-Induktion bei Wistar-Ratten durch Ibotensdure-Injektion

Redecker et al. (1998a) etablierten das zuvor fiir Katzen (Innocenti und Berbel 1991), Miusen
(Marret et al. 1995) und Hamstern (Marret et al. 1996) beschriebene Tiermodell bei Wistar-
Ratten. Die Menge von 10ug Ibotensiure besall dabei die Potenz, bei allen am Tag der Geburt
(P 0) injizierten Tieren einen Mikrogyrus zu induzieren, bei geringerer Mortalidt gegeniiber
hoheren Dosen. Fiir die vorliegende Arbeit wurden ebenfalls 10 ug Ibotensdure verwendet,
allerdings konnten dabei nur in 72 % der Wistar-Ratten Malformationen erzeugt werden, was
vermutlich auf eine geringere Potenz der verwendeten Ibotensdure-Chargen zuriickzufiihren
ist. Die induzierten fokalen kortikalen Dysplasien waren durch Depopulation und
Verschmilerung der Kortexschichten V und VIa gekennzeichnet. Neurone des Kortex
erreichen drei bis vier Tage nach ihrer letzten Mitose durch Migration ihr Ziel in der
kortikalen Platte. Somit sind die um E 15, der bei Ratten bis E 21 dauernden Embryonalzeit,
gebildeten Neurone der Schichten V und VI zum Geburtszeitpunkt in der kortikalen Platte
prisent (Rosen et al. 1996). Aufgrund der zytotoxischen Wirkung der Ibotensidure auf
postmigratorische Neurone kommt es zum Zellverlust in diesen Kortexschichten. Die
zwischen E 17 und E 19 gebildeten Neurone der Schichte II — IV haben ihre Migration zum
Zeitpunkt der Ibotensdure-Injektion (P 0) nicht abgeschlossen und bleiben von der
destruktiven Ibotensdure-Wirkung verschont (s. 0.). Diese Neurone bilden wahrscheinlich den
oberhalb des Zellverlustes entstehenden Kortexbereich, wie dies im Gefrier-Lision Modell
gezeigt werden konnte (Rosen et al. 1996), mit Ausnahme der Schicht I. Dabei erscheint die
Kortexschicht IV unveridndert, wihrend die Kortexschichten II und III geringfiigig verbreitert
sind. Rosen et al. (1996) konnten zeigen, daBl die zum Zeitpunkt der Geburt abgeschlossene
Neurogenese bei Ratten nach Gefrier-Lasion nicht verldngert oder erneut initiiert wird.
Ibotensédure-Injektion bei neugeborenen Katzen oder Hamstern fiihrt ebenfalls nicht zu einer
kompensatorischen Neuronenproliferation (Innocenti und Berbel 1991; Marret et al. 1996).
Eine gesteigerte Neuronenbildung ist deshalb als Ursache einer Verbreiterung der Schichten II
und III nicht wahrscheinlich. Weitere Erkldarungen wiren ein verminderter Zelltod in den
oberen Kortexschichten nach Zellverlust in den Kortexschichten V und VI oder eine
Akkumulation einer unverdanderten Neuronenzahl der Schichten II bis III, die fiir eine groB3ere
Kortexoberfliache bestimmt waren, oberhalb des Zellverlustes der tiefen Kortexschichten. Die
Auswertung der neokortikalen Flidche in aus der Dysplasieregion angefertigten Hirnschnitten
ergab einen signifikant verminderten Neokortex in diesen Ebenen, was auf einen fokalen
Volumenverlust der neokortikalen Schichten V und VI im Bereich der Injektionsstelle
schlieBen 14Bt. Durch die Verschmilerung der Kortexschichten V und VI und die gleichzeitige
relative Zunahme des Volumens der obern Kortexschichten 148t sich die zu beobachtende
Sulcus-Mikrogyrus-Bildung erkléren.

Die entstehende Laminierungsstruktur im Bereich des Mikrogyrus zeigt ein vergleichbares
Muster zum vierschichtigen Kortex der Polymikrogyrie des Menschen (Innocenti und Berbel
1991; Marret et al. 1995; Redecker et al. 1998a). Dabei entspricht die 1. Schicht einer
Fortsetzung der Molekularschicht des unverinderten Kortex. Die 2. Schicht ist dabei
besonders breit und enthilt Zellen der Schichten II, III und teilweise IV. Die schmale 3.
Schicht besteht aus Neuropil und nur sehr wenigen Pyramidenzellen aus den Schichten V, VI
und teilweise IV, wihrend die 4. Schicht einer Fortsetzung der Schicht VIb des unverdnderten
Neokortex entspricht (Marret et al. 1995). Im Unterschied zur menschlichen Polymikrogyrie
ist der durch Ibotensdure induzierte Sulcus nur sehr flach ausgeprigt, was einerseits auf
Artunterschiede in den Kortexproportionen zuriickzufiihren ist (Innocenti und Berbel 1991).
Andererseits ist die bei Wistar-Ratten durch eine fokale Ibotensdure-Injektion induzierte
Depopulation nicht so ausgeprigt, wie sie fiir die 3. Schicht der Polymikrogyrie typisch ist.
Dies ist durch eine bei der gewihlten Dosierung begrenzte Zytotoxizitit zu erkldren. Durch
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hohere Ibotensdure-Mengen werden ausgeprigtere Lisionen induziert bei einem allerdings
deutlichen Anstieg der Mortalitdt (Redecker et al. 1998a), weshalb auf eine Dosiserhhung
verzichtet wurde. Die Pathomechanismen der Mikrogyrus-Bildung bei Ibotenséure injizierten
Wistar-Ratten und der menschlichen Polymikrogyrie zeigen Uberschneidungen. Dabei fiihrt
beim Menschen eine vermutlich vaskulédr-ischdmisch bedingte Destruktion mit anschlieBender
Neuronenmigration zur Polymikrogyrie (McBride und Kemper 1982). Ein grofler Teil der
Ischdmie bedingten Gewebezerstorung wird iiber die Wirkung freigesetzter Exzitotoxine auf
NMDA-Rezeptoren vermittelt (Simon et al. 1984), dhnlich der Ibotensdure-Wirkung. Somit
imitiert das Ibotensdure-Tiermodell in einem umschriebenen Areal nicht nur den
morphologischen Aspekt der menschlichen Polymikrogryrie, sondern auch deren
Entstehungsmechanismus (Innocenti und Berbel 1991).

Eine Ahnlichkeit des Dysplasieareals besteht auch zur FCD Typ I (Palmini und Luders 2002),
einer umschrieben kortikalen Desorganisation der Laminierung, welche auf Storungen der
Kortexorganisation zuriickzufiihren ist (Barkovich et al. 1996). Dabei fehlen dysmorphe
Neurone, die in fakultativer Begleitung von Ballon-Zellen hdufig im Zusammenhang mit
fokalen kortikalen Dysplasien auftreten (Battaglia et al. 1996; Spreafico et al. 1998a; Tassi et
al. 2002). Diese Form wird TTFCD (Taylor et al. 1971; Garbelli et al. 1999) oder FCD Typ Il
(Palmini und Liiders 2002) genannt, wobei Ballon-Zellen sowohl neuronale als auch gliale
Differenzierung zeigen (Hilbig et al. 1999), was auf ein Storung der Kortexentwicklung
bereits auf der Stufe der Vorlduferzell-Proliferation hindeutet (Barkovich et al. 1996). In den
nach Abschluf} der Proliferation induzierten Dysplasien nach Ibotensdure-Injektion lassen sich
bei histologischer Betrachtung keine dysmorphen Zellen erkennen. Durch MAP-2
Immunhistochemie lassen sich lediglich leichte Abweichungen im Dendritenbaum in der
Umgebung von Ektopien beobachten, bei im iibrigen normalem radiiren Dendritenverlauf
(Redecker et al. 1998Db).

Neben einer gestorten Kortexorganisation sind auch Migrationsstorungen bei mit Ibotensdure
injizierten Wistar-Ratten zu beobachten. Im Bereich der Sulcus-Mikrogyrus-Formation
entwickelt sich fakultativ eine ektope Neuronenpopulation in der Molekularschicht, die
trichterférmig in den durch Einfaltung des Kortex entstandenen Sulcus eingebettet ist. In der
Arbeit von Redecker et al. (1998a) wurden bei 58 % der SHAM injizierten Tiere ebenfalls
Ektopien in der Schicht I bei sonst unveridndertem Kortex beobachtet. Piale Stichverletzungen
konnen Ektopien in der Molekularschicht verursachen (Rosen et al. 1992). Bei den fiinf
SHAM injizierten Tieren dieser Arbeit wurden solche ektopen Zellnester nicht beobachtet,
was vermutlich durch den kleinen Stichprobenumfang zu erkldren ist. Die Mikrogyrus
assoziierten Ektopien der ibotensdureinjizierten Tiere treten nach einer kiirzeren Latenz auf
und haben ein gréBeres Volumen als die bei SHAM Tieren zu beobachtenden Ektopien
(Redecker et al. 1998a). Bei der Entstehung scheint eine mechanische Komponente beteiligt
zu sein, wobei eine durch den Stichkanal verursachte Gewebezerstorung einen verldngerten
Migrationsweg bis in die Molekularschicht ermdglicht. Durch Ibotensédure-Wirkung scheint
dabei eine beschleunigte Migration von mehr Neuronen verursacht zu sein. Der Beitrag der
mechanischen und der durch Ibotensdure vermittelten Komponente zur Pathogenese der
Ektopien laBt sich dabei aufgrund der Koinzidenz beider Mechanismen nur schwer
differenzieren (Redecker et al. 1998a). Eine erhohte Neuronenzahl in der Schicht I wird
gehduft bei Epilepsie-Patienten beobachtet und im Zusammenhang mit Mikrodysgenesien
beschrieben (Meencke und Veith 1992), einer beziiglich Definition und klinischen Relevanz
kontrovers diskutierten Dysplasieform (Eriksson et al. 2002; Kasper 2002).

Ein weiterer Effekt der Ibotensdure-Injektionen zeigt sich durch die fakultative Bildung von
subkortikalen Heterotopien bei Wistar-Ratten (Hagemann et al. 2001). Diese wurden bei der
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vorliegenden Experimentalgruppe isoliert oder synchron zur Mikrogyrusbildung beobachtet.
Diese noduldren subkortikalen Heterotopien entstehen durch eine migrationshemmende
Wirkung der Ibotensdure auf supragranuldre Neurone (Marret et al. 1996; Hagemann et al.
2001). Die Morphologie der Ibotensdure induzierten Lisionen ist abhdngig vom Reifezustand
des Hirnes zum Zeitpunkt der Injektion (Gressens et al. 1996). Durch Ibotensdure Injektion
zum Zeitpunkt der Geburt werden bei Hamstern ausgeprigte Migrationsstorungen verursacht
(Marret et al. 1996), wihrend bei Méusen die destruktive Wirkung mit anschlieBender
Mikrogyrus-Bildung bestimmend ist (Marret et al. 1995). Dieser Unterschied 148t sich durch
einen artspezifischen, funktionellen Reifeunterschied der Hirnentwicklung zum Zeitpunkt der
Geburt erkldaren, wobei Hamster zu diesem Zeitpunkt einen unreiferen Entwicklungsstand
aufweisen (Gressens et al. 1996; Redecker et al. 1998a). Wistar-Ratten scheinen einen
intermedidren Reifezustand im Vergleich zu Hamstern und Maiusen zu besitzen, so dal}
aufgrund einer Uberlappung der Zeitfenster fiir migrationshemmende und destruierende
Ibotensdure-Wirkung bei Wistar-Ratten beide Mechanismen parallel auftreten koénnen
(Gressens et al. 1996; Redecker et al. 1998a). Die Tatsache, daB bei einigen Tieren
subkortikale Heterotopien auftreten, wihrend diese bei anderen Tieren fehlen ist
moglicherweise auf funktionelle Reifeunterschiede zwischen den Tieren zuriickzufiihren.
Dabei kommen interindividuelle Unterschiede zwischen den Tieren in Betracht oder eventuell
geringfiigige Schwankungen der Schwangerschaftsdauer, die einen differierenden
Reifezustand der Hirnentwicklung zum Zeitpunkt der Geburt zwischen verschiedenen Wiirfen
erklaren konnten. Ein Indiz fiir diese Annahme ist, daB fiinf der acht beobachteten
subkortikalen Heterotopien in einem von sieben injizierten Wiirfen zu beobachten waren.
Eine allerdings nicht belegte leichte Verkiirzung der Schwangerschaft in diesem Wurf konnte
durch eine relative Unreife das Auftreten von subkortikalen Heterotopien bei diesen Tieren
begiinstigt haben. Eine alternative Erkldrung wére eine unterschiedliche Ibotensdure-Potenz
zwischen verschieden Chargen, die fiir die Injektion der Wiirfe verwendet wurden. Die
induzierten noduliren subkortikalen Heterotopien zeigen eine morphologische Ahnlichkeit zu
den beim Menschen spontan (Spalice et al. 2002) oder familiar (Sheen et al. 2001)
auftretenden noduldren periventrikuldren oder subkortikalen Heterotopien, die mit Epilepsie
assoziiert sind (Raymond et al. 1995; Battaglia et al. 1996; Porter et al. 2002).

Kritische Beurteilung des Ibotensdure-Tiermodells bei Wistar-Ratten und Vergleich zum
Gefrier-Ldsion Tiermodell

Ein Nachteil fiir experimentelle Untersuchungen ist die Variabilitdt der durch Ibotensdure-
Injektionen induzierten Lisionen, die von unverdndertem Kortex, iiber geringfiigige
Verschiebungen lamindrer Proportionen, Mikrogyrus- und Ektopie-Bildung, Heterotopie-
Bildung bis zu einem komplett dysmorphen Erscheinungsbild der injizierten Hemisphére
reichen. Um die Homogenitit in den Experimentalgruppen zu erhohen ist es erforderlich die
Tiere nach den Lisionen zu gruppieren. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt.
Allerdings bleibt innerhalb der Gruppen eine Restvariabilitit bestehen. Einige Tiere
entwickelten synchron einen Mikrogyrus und eine subkortikale Heterotopie, die jeweils
deutlich in fronto-okzipitaler Richtung voneinander getrennt waren. Dennoch besteht die
Moglichkeit, daB3 sich die morphologischen Ausldufer und besonders evtl. nicht sichtbare,
weitreichende Netzwerk-Restrukturierungen iiberlagern, wodurch die Interpretation
experimenteller Ergebnisse erschwert wird.

Ein weiteres Tiermodell, welches eine dem Ibotensdure induzierten Mikrogyrus vergleichbare
Léasion hervorruft ist das Gefrier-Ldsion Modell. Bei diesem Modell wird kurz nach Geburt
ein tiefgekiihlter Metallzylinder fiir wenige Sekunden auf die Schéddelkalotte aufgesetzt und
durch Konduktion eine vom Kontaktpunkt konzentrisch ausgehende Nekrose im
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darunterliegenden Kortex erzeugt. Diese von mehreren Arbeitsgruppen angewandte Methode
wird von den einzelnen Autoren dabei geringfiigig beziiglich Zeitpunkt (P O bis P 2),
Zylinderdurchmesser (0,5 bis 2 mm), Zylindertemperatur (=50 °C bis -70 °C),
Zylindermaterial (Kupfer oder Stahl) und Kontaktzeit (2 bis 10 s) variiert (Luhmann und
Raabe 1996; Defazio und Hablitz 1999; Rosen et al. 2000; Jacobs et al. 1999a). Aufgrund der
fokalen Nekrose mit anschlieBender Migration von Neuronen in den Bereich der Nekrose
entsteht ein Mikrogyrus, umgeben von einem vierschichtigen Kortex (Zilles et al. 1998).
Dieser vierschichtige Kortex hat einen vergleichbaren Aufbau zur menschlichen
Polymikrogyrie und zum Ibotensdure-Tiermodell. Das Gefrier-Ldsion Modell hat dabei eine
hohere Reproduzierbarkeit gegeniiber Ibotensdure-Injektionen, zusitzlich ist die induzierte
Destruktion in den Kortexschichten V und VI ausgeprigter. Durch longitudinale Anordnung
mehrerer Zylinder 146t sich wahlweise ein Sulcus iiber einige Millimeter erzeugen, mit dem
Vorteil eine groBBere Zahl an Hirnschnitten zur experimentellen Untersuchung zur Verfiigung
zu haben (Luhmann und Raabe 1996; Redecker et al. 2000b; Kraemer et al. 2001). Ahnlich
dem Ibotensidure-Modell konnen zum Mikrogyrus begleitende Ektopien entstehen (Redecker
et al. 2000b). Durch Gabe des NMDA-Antagonisten MK-801 146t sich die Grofle der Gefrier-
Lisionen signifikant verringern, was auf eine Beteiligung von NMDA-Rezeptoren an einer
ausgelosten neurotoxischen Kaskade schlielen 146t, die zum Gewebeschaden beitrdgt (Rosen
et al. 1995). Damit besteht neben einer morphologischen Parallele zum Ibotensidure-
Tiermodell auch eine zumindest teilweise Uberschneidung des Pathomechanismus.
Subkortikale Heterotopien werden nach Gefrier-Ldsionen nicht beobachtet, weshalb im
Gegensatz zum  Ibotensdure-Tiermodell  keine  Aussagen {iiber  diesbeziigliche
Pathophysiologien moglich sind. Ein groerer Mikrogyrus bei stidrkerer Destruktion in den
tiefen Kortexschichten gegeniiber dem Ibotensdure-Tiermodell fithrt wahrscheinlich zu einer
weitreichenderen Beeinflussung neuronaler Netzwerke. Dies ld6t vermuten, da mogliche
Effekte im Gefrier-Lision Tiermodell ausgeprigter zur Darstellung kommen.

4.2.2 Diskussion der Immunhistochemie
4.2.2.1 Verfahren der immunhistochemischen Darstellung

Zur Untersuchung der Fragestellung, ob es begleitend zur Entwicklung von kortikalen
Dysgenesien zu lokalen oder weitreichenden Verdnderungen im Verteilungsmuster der
GABA, Rezeptoruntereinheiten kommt, wurde ein immunhistochemisches Verfahren
gewihlt. Zur Detektion der GABA, Rezeptoruntereinheiten ol, a2, o3, a5 und y2 wurden
spezifische Primérantikdrper eingesetzt, die im Labor von Herrn Prof. Fritschy hergestellt und
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt wurden (Fritschy und Mohler 1995). Die Spezifitit
der Antiseren wurde durch Immunoprizipitation und Western-blotting verifiziert und
hinsichtlich der immunhistochemischen Verwendbarkeit getestet (Benke et al. 1991; Fritschy
und Mohler 1995; Fritschy et al. 1998). Dariiber hinaus konnte in zahlreichen Arbeiten ein
spezifisches Verteilungsmuster der GABA, Rezeptoruntereinheiten bei Waistar-Ratten
dokumentiert werden (Neumann-Haefelin et al. 1998; Redecker et al. 2000b; Hagemann et al.
2001; Redecker et al. 2002). Das Hirngewebe wurde mittels Mikrowellen-Behandlung auf die
Immunhistochemie vorbereitet, dadurch konnte aufgrund einer Erhohung der Zelloberfliachen-
Darstellung und Reduktion unspezifischer Hintergrundfirbung ein deutlich verbessertes
Signal-Rausch-Verhiltnis erreicht werden (Fritschy et al. 1998; Loup et al. 1998). Die erhohte
Zelloberflachen-Darstellung ist evtl. durch eine Aufweitung des synaptischen Spaltes und
einer damit verbesserten Zugénglichkeit fiir die verwendeten Antikorper zu den Epitopen der
dort lokalisierten GABAA Rezeptoren zu erkldren (Fritschy et al. 1998). Mogliche Ursachen
fiir die Reduktion unspezifischer Hintergrundfirbung konnten eine Inaktivierung endogener
Peroxidasen und eine Neutralisierung unspezifischer Bindungsstellen fiir Sekundérantikorper
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sein (Loup et al. 1998). Durch die Mikrowellen-Behandlung wird eine subzelluldre
Lokalisation der GABA Rezeptoruntereinheiten mittels hochauflésender Methoden wie der
konfokalen Lasermikroskopie moglich (Fritschy et al. 1998; Loup et al. 1998). Dies wurde bei
der vorliegenden Arbeit nicht durchgefiihrt, da die Untersuchung regionaler Veridnderungen
im Vordergrund stand, ist aber eine Option fiir weitere Experimente. Durch die verwendete
»free-floating” Technik wird ein optimaler Kontakt zwischen Gewebe und umgebender
Fliissigkeit gewihrleistet. Allerdings besteht durch die Notwendigkeit des Uberfiihrens der
Hirnschnitte nach jedem Vorgang eine erhohte mechanische Beanspruchung des Gewebes,
was auch bei sorgfiltiger Behandlung zu kleineren Artefakten fithren kann. Ein mogliches
Problem ist, dal bei nicht vollstindiger Entfaltung der Hirnschnitte wihrend der
Inkubationsschritte ein ungleichméBiger Antigen-Antikorper Kontakt entstehen kann mit der
Folge einer inhomogenen Immunoreaktivitit. Deshalb wurde bei allen Inkubations- und
Waschschritten auf eine vollstindige Entfaltung geachtet. Eine weitere Ursache einer
inhomogenen Immunoreaktivitit ist eine durch Seifenriickstinde verursachte ungleichmifige
Dispersion der Inkubationslosungen. Aus diesem Grund wurde bei einem aus drei
Waschschritten bestehenden Waschvorgang nur im ersten Schritt Triton hinzugefiigt. Durch
dieses Vorgehen konnten Artefakte minimiert werden. Hirnschnitte, die dennoch geringfiigige
Artefakte zeigten wurden nicht aus der Untersuchungsgruppe entfernt, um nicht durch
selektives Entfernen einem Untersuchungsfehler Vorschub zu gewihren. Zur Visualisierung
der Antikorper-Bindungsstellen wurde die Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex-Methode
(ABC-Methode) gewihlt mit anschlieBender Umsetzung des Chromogens DAB. Dieses
Verfahren ermoglicht durch die indirekte Kopplung mehrerer Peroxidase Enzyme an den
Primérantikorper hohe Signalintensitidten im Bereich des nachzuweisenden Antigens (Hsu et
al. 1981; Beesley 1993). Die Farbreaktion wurde mit dem Ziel beendet sowohl ein
gleichmiBiges Firbeniveau als auch einen gleichmiBigen Kontrast innerhalb einer
Rezeptoruntereinheit bei den verschieden Versuchsdurchgingen zu erreichen. Dieses
Vorgehen wurde im Gegensatz zu einer durch Vorgabe einer konstanten Farbezeit begrenzten
Chromogenumsetzung gewihlt. Zwischen verschieden Versuchsdurchgingen konnten die
Zeiten bis zum Erreichen eines vergleichbaren Firbeniveaus variieren, ohne daf} als Erklidrung
eine unterschiedliche GABAA Rezeptorenausstattung zwischen den untersuchten Hirnen der
verschiedenen Serien plausibel wire. Mogliche Ursachen fiir die unterschiedliche
Geschwindigkeit in der Chromogenumsetzung sind veridnderte Antigenitdt verursacht durch
geringfiigige Unterschiede bei der Fixation oder durch Unterschiede in der Fixationsdauer
(Loup et al. 1998). Die Fixationsdauer konnte erheblich variieren, um jeweils groere Serien
in einem Versuchsdurchgang immunhistochemisch behandeln zu konnen. Ein weiterer
potentieller Einflufaktor ist eine variable Anzahl von indirekt an die untersuchten Antigene
gebundenen Peroxidase-Enzymen, z. B durch schwankende Affinitit der Primér- und
Sekundir-Antikorper zwischen verschiedenen Chargen oder eine unterschiedliche Gro3e der
assoziierten Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexe wie sie durch Schwankungen der
Raumtemperatur entstehen konnen. SchlieBlich sind nicht kontrollierte EinfluBgroBen
wihrend der Farbreaktion selber wie unterschiedliche katalytische Potenz der verwendeten
H,O, Losungen, Differenzen in der Umgebungstemperatur oder unterschiedliche
Eigenschaften verschiedener DAB-Chargen als mogliche Griinde fiir die zwischen
verschiedenen Untersuchungsserien differierenden Geschwindigkeiten in der Chromogen-
umsetzung anzusehen.

Die immunhistochemisch behandelten Hirnschnitte zeigten ein selektives und sehr
konsistentes Verteilungsmuster fiir die untersuchten GABA Rezeptoruntereinheiten al, o2,
a3, o5 und 7Y2. Das in Kapitel 3.2 beschriebene Verteilungsmuster der GABAa
Rezeptoruntereinheiten entspricht den Ergebnissen von Fritschy und Mohler (1995) und
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Redecker et al. (2000b) und ist ein guter Qualitdtsmalstab fiir das in dieser Arbeit verwendete
immunhistochemische Verfahren und zeigt dessen Reliabilitit.

4.2.2.2 Aussagekraft der verwendeten Immunhistochemie
Immunhistochemie und tatsdchliche Anzahl an GABA4 Rezeptoren

Die entwickelten Primérantikorper wurden gegen AS-Sequenzen der verschiedenen GABA,
Rezeptoruntereinheiten entwickelt. Ziel der immunhistochemischen Visualisierung ist es eine
Aussage iiber die Verteilung der GABA Rezeptoruntereinheiten Proteine zu treffen. Dabei
146t sich die Immunoreaktivitit durch zwei Variabeln beeinflussen, durch eine Zu- oder
Abnahme der entsprechenden GABA, Rezeptoruntereinheit oder durch Veridnderungen der
Affinitdt der Antikorper-Bindungsstelle. Aus diesem Grund geben die erkennbaren optischen
Dichtewerte eine Auskunft iiber die Dichte der Bindungsstellen fiir die Primirantikorper, und
nicht notwendigerweise iiber Quantitit der untersuchten GABA, Rezeptoruntereinheiten
Proteine (Zilles et al. 1998). Der Vergleich zwischen Immunoreaktivitit und mRNA
Verteilung, ermittelt durch in situ Hybridisierung, ergab eine hohe Ubereinstimmung in der
regionalen Verteilung und der relativen Signalintensititen (Fritschy und Mohler 1995).
Zusitzlich zu einer guten Korrelation zwischen Immunoreaktivitit und mRNA Level der
GABA, Rezeptoruntereinheiten a1, a2, 31-3 und y2 konnten Chen et al. (1999) ein paralleles
Verhalten von Immunoreaktivitit und Proteinmenge, gemessen durch quantitativen Western-
Blot, am Beispiel der GABAs Rezeptoruntereinheit B3 zeigen. Ein Vergleich der
Immunoreaktivitit fiir die GABAA Rezeptoruntereinheiten ol und a5 mit dem quantitativen
Nachweis der entsprechenden Proteine durch Immunoblot ergab ebenfalls eine hohe
Ubereinstimmung (Poulter et al. 1999) Diese Daten lassen auf eine Regulation der GABA4
Rezeptoruntereinheiten auf Transkriptions-Ebene schlieen (Fritschy und Mohler 1995;
Penschuck et al. 1999; Chen et al. 1999) und auf eine gute Validitit der Immunhistochemie
im Bezug auf die tatsichliche Proteinmenge der untersuchten GABA 4 Rezeptoruntereinheiten
(Chen et al. 1999; Poulter er al. 1999). Unter der pathophysiologischen Situation kortikaler
Dysgenesien wurde die Methode allerdings nicht validisiert.

Zusammenhang zwischen Immunhistochemie und GABA Rezeptor-Funktion

Eine weiteres Ziel ist die Abschitzung funktioneller Verdnderungen der iiber GABAj
Rezeptoren vermittelten Signaliibertragung anhand quantitativer Verdnderungen der
Immunoreaktivitit und der Verschiebung der Relation der GABA, Rezeptoruntereinheiten
untereinander. Die Signaliibertragung wird dabei iiber GABAA Rezeptoren der Zellmembran
vermittelt. Die Primérantikorper sind gegen extrazelluldr gelegene Epitope der GABAj
Rezeptoruntereinheiten gerichtet. Durch die Detergenzien-Wirkung stellt die Zellmembran
jedoch keine Barriere fiir die Antikorper da. Der grofite Teil der Immunoreaktivitit entsteht
im Bereich der Zellmembran, zusitzlich lassen sich aber auch Bindungsstellen intrazellulér
nachweisen (Fritschy und Mohler 1995). Damit werden auch intrazelluldre, nicht an der
Signaliibertragung beteiligte GABA Rezeptoruntereinheiten mitgemessen. Dabei handelt es
sich entweder um in der Synthese oder im Abbau befindliche Proteine oder um einen
intrazelluldaren Reservepool von GABA, Rezeptoren, der bei der Kurzzeit-Adaptation durch
Verlagerung an die Zelloberfliche und umgekehrt beteiligt ist (Brunig et al. 2001). GABA,
Rezeptoren konnen sich extrasynaptisch befinden oder iiber Linker-Proteine im Bereich von
Synapsen geclustert sein (Essrich et al. 1998; Chen et al. 2000), was Einflul auf die
funktionellen Eigenschaften der GABAA Rezeptoren hat (Chen et al. 2000). Die in dieser
Arbeit ermittelten regionalen optischen Dichtewerte ergeben sich durch Summierung der im
intrazelluldren, extrasynaptischen und synaptischen Bereich der Neurone und evt. im Bereich

50



von Glia-Zellen entstandenen Immunoreaktivitit (Fritschy und Mohler 1995), ohne dal sich
der Beitrag der einzelnen Komponenten differenzieren 1dft. Die Mikrowellen-Behandlung
bewirkt einen iiberwiegenden Nachweis von im Bereich von Synapsen lokalisierten GABA
Rezeptoruntereinheiten (Fritschy et al. 1998). Es ist zu vermuten, da3 Veridnderungen der
Immunoreaktivitit hauptsidchlich eine verdnderte Anzahl der im Bereich von Synapsen
gelegenen GABA Rezeptoruntereinheiten widerspiegelt. Ein unterschiedliches Verhalten fiir
die einzelnen GABA, Rezeptoruntereinheiten lat zwar keine exakte Aussage iiber die
Untereinheiten-Stochiometrie zu, dennoch lassen sich verstéirkte oder verminderte Beteiligung
einzelnen Untereinheiten an GABA, Rezeptoren mit entsprechenden Veridnderungen der
Rezeptorfunktion vermuten (Brussaard et al. 1997; Brussaard und Herbison 2000; Lavoie et
al. 1997; Lorez et al. 2000; Maric et al. 1999). Zusitzliche modulierende Faktoren der
GABA, Rezeptor-Funktion wie Rezeptor-Phosphorylierung (Penschuck et al. 1999; Owens
und Kriegstein 2002) werden bei der Imnmunhistochemie nicht erkannt. Eine Aussage iiber die
GABA-Rezeptorbindung, wie dies in der Rezeptor-Autoradiographie gemessen wird (Zilles et
al. 1998), ist durch Immunhistochemie ebenfalls nicht moglich. Serafini et al. (1998) konnten
eine sehr gute Korrelation der CI" Kanal Kinetik mit dem Transkriptions-Level einzelner
GABA, Rezeptoruntereinheiten aufzeigen. Aufgrund der oben beschriebenen
Ubereinstimmung von mRNA Level und Immunoreaktivitiat 146t dies vermuten, durch
Immunhistochemie die Rezeptor-Funktion anndhernd abschitzen zu konnen.

Die GABAerge Signaliibertragung unterliegt neben der Zahl und den Eigenschaften der
GABA, Rezeptoren zahlreichen zusitzlichen Variabeln wie Lokalisation der Synapsen und
weiteren prd- und post-synaptischen Faktoren (Bernard et al. 2000; Schwartzkroin 1997,
Owens und Kriegstein 2002). Somit liefert die Untersuchung der GABAa
Rezeptoruntereinheiten-Verteilung bei kortikalen Dysgenesien nur eine Facette der moglichen
Pathophysiologie der assoziierten Epileptogenitiat. Aufgrund der fast uniiberschaubaren
Anzahl moglicher epileptogener und kompensatorischer Faktoren ist die Relevanz einzelner
Befunde fiir das gesamte neuronale Netzwerk nur schwer abzuschitzen (Bernard et al. 2000)
und ermoglicht eine evtl. nur vorldufige Einordnung der Befunde nur im Kontext mit anderen
Untersuchungsergebnissen.

4.2.3 Diskussion der Auswertung
Auswertungsmethode

Zur Auswertung der immunhistochemisch behandelten Hirnschnitte wurden semiquantitative
optische Dichtewerte bestimmt. Das Kamerasignal wurde durch einen Videometrieprozessor
digitalisiert und auf einen MacIntosh Computer iibertragen. Die erzeugten Dateien wurden
mit Bildbearbeitungssoftware analysiert. Das Graustufenbild wurde zur iibersichtlichen
Darstellung in Falschfarben (Level 256) umgerechnet. Uber den Videometrieprozessor waren
Einstellungen von Kontrast und Intensitdtsniveau moglich. Der Kontrast wurde verstérkt, aber
innerhalb einer Untergruppe gleicher GABAA Rezeptoruntereinheiten nicht verdndert.
Dadurch wurde sichergestellt, da3 die konstanten Abstinde zwischen aufeinanderfolgenden
Skalenwerten gleichbleibenden Unterschieden in der Immunoreaktivitit innerhalb einer
Primérantikorper-Gruppe  entsprechen. Zwischen den  Untergruppen wurde eine
Kontrastanpassung aufgrund der unterschiedlichen anatomischen Verteilungen der GABA,
Rezeptoruntereinheiten vorgenommen, um eine iibersichtliche Darstellung der Verteilung zu
erlangen. Dies hat zur Folge, daf} absolute Differenzen der optischen Dichtewerte innerhalb
einer GABA, Rezeptoruntereinheit nicht den gleichen Unterschieden an Immunoreaktivitit
einer anderen GABA, Rezeptoruntereinheiten entsprechen. Deshalb sind relative
Verdnderungen innerhalb einer GABA, Rezeptoruntereinheit aussagekriftiger fiir den
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Vergleich gegeniiber anderen GABA, Rezeptoruntereinheiten. Das Intensitidtsniveau wurde
beim Einlesen eines jeden Schnittes so angepalit, dall es in einem vergleichbaren Bereich mit
den iibrigen Schnitten einer GABA, Rezeptoruntereinheit lag. Die Nachregulierung der
Intensitdt mittels Videometrieprozessor bei gleichzeitiger Kontrastverstirkung wurde
notwendig, um alle Hirnschnitte mit ihrem kompletten Intensititsbereich in den Grenzen der
moglichen optischen Dichtewerte (0 und 240) darzustellen. Anderenfalls ergaben sich fiir
einige Hirnschnitte groBere Areale, die iiber diesen Wertebereich hinausreichten und somit
einer differenzierten Auswertung nicht mehr zuginglich waren. Durch dieses Vorgehen und
durch den Versuch, die Chromogenumsetzung auf einem konstanten Féarbeniveau zu beenden,
wurde eine einheitliche und differenzierte Darstellung der Hirnschnitte fiir eine GABA,
Rezeptoruntereinheit erreicht. Dadurch ergibt sich aber das Problem, dal Unterschiede im
Intensitidtsniveau zwischen verschiedenen Hirnschnitten, z. B. aus der Ibotensiure- und der
Kontrolltier-Gruppe nivelliert wurden. Zusitzlich waren diese Schritte vom Untersucher
abhéngig, zum einen durch Beeinflussung der Firbezeiten und zum anderen durch subjektive
Nachregulierung der Intensitidt vor dem Speichern der Bilddateien. Damit besteht die Gefahr,
die Ergebnisse der anschlieBenden optischen Dichtewert-Messung im Sinne eines
Untersucherfehlers zu beeinflussen. Deshalb wurden die Hirnschnitte seitenvergleichend
ausgewertet, da Firbereaktion und Bildbearbeitung fiir beide Hemisphdren unter absolut
identischen, vom Untersucher unabhédngigen, Bedingungen stattgefunden haben. Ein
moglicher systematischer Fehler wire eine unterschiedliche Schnittdicke beider Hemisphiren.
Um einen solchen Effekt von tatsdchlichen Effekten durch Ibotensdure Wirkung zu
separieren, wurden Kontrollschnitte auf die gleiche Art behandelt und seitenvergleichend
ausgewertet. Da dabei keine signifikanten Seitenunterschiede auftraten, ist ein Bias durch
Schnittdickenartefakte ~ unwahrscheinlich. Ein  Nachteil der seitenvergleichenden
Untersuchung ist eine verminderte Aussagekraft im Falle von Effekten, die iiber die injizierte
Hemisphidre hinausreichen und der Beobachtung entgehen wiirden. Dabei 146t sich nicht
erkennen, inwieweit eine im Seitenvergleich geminderte Immunoreaktivitdt der injizierten
Hemisphire durch eine z. B. kompensatorisch gesteigerte GABAA Rezeptoruntereinheiten-
Ausstattung der Gegenseite mitbegriindet ist. Eine weitere moglicherweise relevante
Konstellation ist eine GABA, Rezeptoruntereinheiten Verminderung der injizierten
Hemisphire, die von einer Abnahme der kontralateralen Seite begleitet wird. In diesem Fall
wiirden die Effekte in der seitenvergleichenden Auswertung unterschitzt oder dieser
entgehen. Die gewihlte seitenvergleichende Auswertung ist robust gegeniiber
unterschiedlichen Intensitidtsniveaus, verursacht durch Unterschiede im Versuchsablauf oder
durch den Untersucher, bei allerdings verminderter Aussagekraft. Ein Ansatz fiir weitere
Untersuchungen, um iiber die injizierte Hemisphire hinausreichende Effekte zu erkennen, ist
ein Vergleich der Ibotensidure-Gruppe gegeniiber der Kontrolltier-Gruppe. Die Voraussetzung
dafiir wire eine quantitative Dichtebestimmung der GABA 4 Rezeptoruntereinheiten.

Terminologie

Der Begriff , kortikale Dysgenesie* wurde zur Beschreibung der moglichen Manifestationen
einer abweichenden kortikalen Entwicklung verwendet (Roper und Yachnis 2002; Redecker
et al. 2000a; Hagemann et al. 2000b). Synonym verwendete Termini sind ,,malformations of
cortical development* (Barkovich et al. 1996, 2001a, 2001b) oder ,.disorders of cortical
development® (Palmini 2000; Porter et al. 2002). Ein élterer, urspriinglich synonym zu
verstehender Begriff ,,neuronal migration disorder unterstellt dabei eine Migrationsstorung
als Ursache der abweichenden Kortexentwicklung. Dies ist aber nur einer von mehreren
moglichen Pathomechanismen, aus diesem Grund sollte der Begriff nicht mehr verwendet
werden. In Anlehnung an Roper und Yachnis (2002) beschreibt der Begriff ,kortikale
Dysplasie einen veridnderten Kortex in seiner normalen Lokalisation im Gegensatz zu dem
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Begriff ,,heterotoper Kortex*, der einen verdnderten Kortex in veridnderter Position beschreibt.
Der in dieser Arbeit verwendete Terminus ,fokale kortikale Dysplasie® meint in
Ubereinstimmung dazu einen dysplastisch verinderten Kortex in normaler Lokalisation,
wobei durch den Zusatz ,,fokal* die umschriebene Ausdehnung betont wird. Die Bezeichnung
ist nicht synonym zu der in Klassifikationen verwendeten spezifischen Untergruppe FCD
(Barkovich et al. 1996; Palmini und Luders 2002). Unter Ektopie sind in dieser Arbeit
Zellnester in der Molekularschicht zu verstehen. Zur Beschreibung von neokortikalem
Gewebe in der weillen Substanz wurde der Begriff ,,subkortikale Heterotopie* verwendet. Der
Begriff ,,Mikrogyrus* beschreibt das makroskopische Erscheinungsbild einer durch Nekrose
in den tiefen Kortexschichten verursachten zytoarchitektonischen Verdnderung mit einer
Mikrosulcus-Bildung auf der bei Ratten normalerweise glatten Kortexoberflidche (Marret et al.
1995).

Untersuchungsgruppen und Mef3bereiche

In der Ebene des Mikrogyrus angefertigte Koronarschnitte wurden zur Untersuchungsgruppe
der fokalen kortikalen Dysplasie zusammengefaflt, wihrend Hirnschnitte aus dem Bereich
subkortikaler Heterotopien in einer getrennten Untersuchungsgruppe ausgewertet wurden. In
den Untersuchungsgruppen war von jedem Tier nur ein Hirnschnitt pro Primérantikérper
vertreten, um selbst bei groBeren fokalen kortikalen Dysplasien oder subkortikalen
Heterotopien nicht einzelne Tiere iiberzureprisentieren. Bei sechs Tieren, die in ausreichender
fronto-okzipitaler Distanz beide Verdnderungen synchron zeigten, wurde aus beiden Ebenen
jeweils ein Hirnschnitt in der Gruppe der fokalen kortikalen Dysplasie und der subkortikalen
Heterotopie ausgewertet, auf Kosten der oben erwéhnten Interpretationsschwierigkeiten. Um
weitreichende Verdnderungen der GABA, Rezeptoruntereinheiten-Verteilung feststellen zu
konnen, wurden die in den untersuchten Ebenen enthaltenen neokortikalen Areale Frl/Fr2,
HL/FL, Parl und Par2 ausgewertet. Die kortikalen Dysgenesien wurden konstant im Areal
HL/FL induziert. Die Grofle der fokalen kortikalen Dysplasie entsprach dabei ungefihr der
Arealgroe. Bei zwei von 13 Tieren war die fokale kortikale Dysplasie leicht zum Areal
Fr1/Fr2 verschoben, wobei die Grenze der sichtbaren Laminierungsstorung als Trennlinie
zwischen den getrennt ausgewerteten Arealen gewihlt wurde. Dadurch wurde ein sehr kleiner
Teil des frontalen Kortex zum Areal HL/FL hinzugemessen. Dieses Vorgehen wurde gewihlt,
um mogliche Effekte der kortikalen Dysplasie auf morphologisch unverinderte Bereiche
beurteilen zu konnen, ohne vereinzelt Dysplasieanteile in benachbarte Areale einzubeziehen.
Subkortikale Heterotopien befanden sich ebenfalls konstant in der Nachbarschaft zum sie
bedeckenden Areal HL/FL, teilweise geringfiigig nach medial oder lateral verschoben. Bei der
Auswertung der Areale wurden subkortikale Heterotopien oder Ektopien zum benachbarten
Areal HL/FL hinzugemessen, da diese Zellen fiir die oberen Kortexschichten dieses Areals
bestimmt waren (Marret et al. 1995; Gressens et al. 1996; Hagemann et al. 2001). Eine
Nichtberiicksichtigung dieser Zellen konnte die mittlere optische Dichte des Dysplasieareals
sonst systematisch gegeniiber der kontralateralen Kontrollregion veridndern, besonders fiir die
GABAA Rezeptoruntereinheiten a2, o3 und o5, die eine deutlich unterschiedliche Dichte
zwischen oberen und tieferen Kortexschichten zeigen. Fiir den Vergleich der GABAj
Rezeptoruntereinheiten-Ausstattung von subkortikalen Heterotopien und von Ektopien mit
der lamindren Ausstattung wurden diese zusitzlich separat ausgemessen, falls deren Grofle
dies zulieB. Zur Untersuchung differenzierter Effekte der Ibotensédure-Injektion auf die oberen
und tieferen Kortexschichten wurde innerhalb des Dysplasieareals die optische Dichte fiir die
Kortexschichten I — IV und V — VI bestimmt. Die Wahl dieser Bereiche hat mehrere Griinde.
Zum Zeitpunkt der Geburt befinden sich die Neurone der Kortexschichten II — IV noch in der
Migrationsphase, wihrend die Neurone der Kortexschichten V — VI ihre Migration bereits
abgeschlossen haben und sich in Organisation befinden (Rosen et al. 1996). Zusitzlich hat die
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Ibotensdure-Injektion differenzierte Effekte auf diese unterschiedlichen Reifestadien (s. o.),
die sich morphologisch in den Kortexschichten V und VI mit einer Verschmélerung und in
den Kortexschichten II — IV mit einer unveridnderten oder verbreiterten Schichtdicke duBern.
Die GABA, Rezeptoruntereinheiten-Ausstattung fiir die Kortexschichten I — IV differiert
gegeniiber den Kortexschichten V - VI. Diese funktionellen und morphologischen
Unterschiede zwischen den Kortexschichten I — IV und V - VI lassen differenzierte
Verdnderungen in der GABA, Rezeptoruntereinheiten-Ausstattung vermuten. Bei der
Messung der oberen Kortexschichten wurde die Schicht I aus praktischen Griinden
miteinbezogen, was aber aufgrund ihrer geringen Neuronenzahl keinen grofen Einfluf} auf die
mittlere optische Dichte der oberen Kortexschichten hat. Veridnderungen der optischen
Dichtewerte in den oberen Kortexschichten sind deshalb durch Effekte in den
Kortexschichten II — IV und besonders in den breiteren Schichten II und III zu interpretieren.

4.3  Diskussion der Ergebnisse
4.3.1 Diskussion der Ergebnisse in der Untersuchungsgruppe: fokale kortikale Dysplasie

4.3.1.1 Weitreichende Verdnderungen der GABA Rezeptoruntereinheiten-Verteilung in der
Umgebung fokaler kortikaler Dysplasien

In der Umgebung Ibotensdure induzierter fokaler kortikaler Dysplasien kommt es zu einer
weitreichenden Dysregulation der GABAA Rezeptoruntereinheiten-Verteilung. Die betroffene
Hemisphidre zeigt eine Herunter-Regulation wichtiger an der GABA, Rezeptoren
Komposition beteiligter Untereinheiten gegeniiber der kontralateralen Hemisphére und eine
Verschiebung in der Relation der GABA, Rezeptoruntereinheiten untereinander. Das
Dysplasieareal HL/FL ist durch eine signifikant geminderte Dichte der GABAj
Rezeptoruntereinheiten o, a3, a5 und Y2 gekennzeichnet (Abb. 4.1). Zusitzlich sind
weitreichende Verdnderungen in benachbarten neokortikalen Arealen zu beobachten. Der
lateral des Mikrogyrus gelegene somatosensorische Kortex mit den Arealen Parl und Par2
zeigt fiir die GABAA Rezeptoruntereinheiten ol, a3 und a5 eine signifikant geminderte
Dichte. Neben dem Dysplasieareal ist die GABA Rezeptoruntereinheit y2 auch im frontalen
motorischen Kortex signifikant reduziert. Die GABAA Rezeptoruntereinheit a2 zeigt keine
signifikanten Unterschiede zur Gegenseite und ist nicht von einer Herunter-Regulation
betroffen. In der mit Ibotensdure injizierten Hemisphire lassen sich lang anhaltende,
multiphasische Feldpotentiale evozieren (Redecker et al. 1998b, 2000a). Die Ausdehnung
dieser Hyperexzitabilitit betrifft wie die GABA Rezeptoruntereinheiten-Dysregulation weite
Bereiche des Kortex in der Umgebung des Mikrogyrus und 148t auf eine Beteiligung der
GABA, Rezeptor-Dysregulation an den zugrundeliegenden Mechanismen schlief3en.

Abb. 4.1: Arealspezifische Auswertung der GAB A ,-Immunhistochemie nach Ibotensédureldsion in der Ebene der
fokalen kortikalen Dysplasie. Dargestellt ist die prozentuale optische Dichteminderung der
ibotensdureinjizierten Hemisphére in Relation zur Gegenseite. Signifikante Unterschiede sind durch einen Stern
(t-Test, p<0,05) bzw. zwei Sterne (t-Test, p<0,01) gekennzeichnet.
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4.3.1.2 Auswirkung der GABA Rezeptoruntereinheiten-Dysregulation auf GABA4
Rezeptor-Anzahl und Untereinheiten-Komposition

GABA, Rezeptoren sind Pentamere, die in unterschiedlicher Komposition aus den
mindestens 19, bisher differenzierten, Untereinheiten ol-6, B1-3, y1-3, d, €, @, 6, pl1-3
gebildet werden (Barnard et al. 1998; Bonnert et al. 1999; Whiting et al. 1999; Kardos 1999;
Sieghart et al. 1999). Von den iiber 150 000 denkbaren GABAA Rezeptoren werden jedoch
viel weniger tatsdchlich gebildet (Sieghart et al. 1999). Die exakte Stochiometrie der GABA
Rezeptoren wird kontrovers diskutiert, dabei scheint die iiberwiegende Anzahl aus 2a, 23 und
v (Sieghart et al. 1999; Tretter et al. 1997) evtl. auch aus 2a, B und 2y (Barnard et al. 1998)
Untereinheiten zu bestehen. Hierbei zeigen sich fiir die o« GABAA Rezeptoruntereinheiten
unterschiedliche Haiufigkeiten fiir deren Beteiligung an der Rezeptorbildung mit ol
(ca. 60 %), a2 (15-20 %), a3 (10-15 %), a4 (<5 % ), a5 (<5 %) und 06 (<5 %) (Mohler et al.
2002). Die GABAA Rezeptoruntereinheiten Y2 ist in iiber 80 % der GABA, Rezeptoren
enthalten (Mohler et al. 2002; Whiting et al. 1999). Die in dieser Arbeit beobachtete
signifikante Abnahme der GABA Rezeptoruntereinheiten a1, a3, a5 und 2 lassen aufgrund
deren Relevanz bei der GABA, Rezeptor-Bildung auf eine absolute Abnahme der GABA,
Rezeptoren schlieBen. Dies 148t sich aufgrund moglicher kompensatorischer Zunahmen von in
dieser Arbeit nicht untersuchten GABA, Rezeptoruntereinheiten aber nicht eindeutig belegen.
Eine auf genetischer Ebene blockierte Bildung der wichtigsten GABA, Rezeptor-
untereinheiten ol fiihrt zu einer absoluten Abnahme der GABA Rezeptoren, ohne dal dies
durch Kompensation vollstindig ausgeglichen wird (Sur et al. 2001; Kralic et al. 2002).
Durch Knockout der GABA, Rezeptoruntereinheit Y2 kommt es nicht zu einer erhohten
Translation anderer Untereinheiten (Gunther et al. 1995), bzw. zu keinem ,,molecular rescue*
(Mohler et al. 1998). Dies 14t vermuten, daff die Abnahme der bedeutenden GABAA
Rezeptoruntereinheiten in der Umgebung fokaler kortikaler Dysplasien ebenfalls nicht
vollstindig durch Kompensation ausgeglichen wird und somit die Zahl der GABAj
Rezeptoren reduziert ist.

Die GABAA Rezeptoruntereinheit o2 ist im Gegensatz zu den weiteren untersuchten o
Untereinheiten nicht von einer Herunter-Regulation in der Umgebung des Mikrogyrus
betroffen. Aus diesem Grund ist eine relativ erhohte Beteiligung der Untereinheit o2 an der
GABA, Rezeptor-Bildung vor allem gegeniiber der Untereinheit ol aber auch den weniger
hiufigen Untereinheiten a3 und a5 zu erwarten mit weiter unten diskutierten Auswirkungen
auf die GABA Rezeptor-Funktion, Lokalisation und Pharmakologie.

4.3.1.3 Vergleich zu GABA4 Rezeptor-Veridnderungen im Gefrier-Lasion Tiermodell

Der durch Gefrier-Ldsion verursachte Mikrogyrus zeigt neben der vergleichbaren
Morphologie zu dem durch Ibotensdure induzierten Mikrogyrus auch eine Dysregulation der
GABA, Rezeptoren im dysplastisch verdanderten und normal erscheinenden Neokortex. Die
Rezeptor-Autoradiographie mittels GABA, Rezeptor-Ligand [*H] Muscimol ergab eine
signifikante Abnahme der Bindungsstellen in der ldsionierten Hemisphire. Eine Abnahme der
GABA, Rezeptor-Bindungsstellen in dem im Areal Parl gelegenen Mikrogyrus war von
einer Reduktion in dem lateral gelegenen extrafokalen Bereich des Areals Parl (=16 %) und
in den medial gelegenen Arealen HL (=21 %) und Frl (—17 %) begleitet (Zilles et al. 1998).
Diese Abnahme ist in Lokalisation und Ausmal} vergleichbar zu den Befunden nach
Ibotensdure-Injektion. In der GABA Rezeptoruntereinheiten Immunhistochemie ergab sich
bei Tieren mit einer Gefrier-Lision ebenfalls eine differenzierte Herunter-Regulation
einzelner Untereinheiten (Redecker et al. 2000b). Dabei waren neben neokortikalen Arealen
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der betroffenen Hemisphire auch der kontralaterale frontale Kortex und der ipsilaterale
Hippokampus von einer signifikanten Reduktion fiir einige GABA Rezeptoruntereinheiten
betroffen. Der Bereich des Mikrogyrus zeigte eine Reduktion der GABAj
Rezeptoruntereinheiten al, a3, o5 und y2, wihrend o2 nicht reduziert war. Die sich dadurch
ergebenden Untereinheiten-Relationen mit einem Uberwiegen der Untereinheit o2 ist
vergleichbar zu den Befunden nach Ibotensdure-Injektion. Der parietale Neokortex bei Tieren
mit Gefrier-Ladsionen zeigte eine geringe Reduktion fiir alle o Untereinheiten, diese war
jedoch nur fiir die Untereinheiten o2 und a5 im Areal Par2 signifikant. Die GABAj
Rezeptoruntereinheit o3 zeigte im somatosensorischen Kortex die geringsten Veridnderungen,
so dal in diesem Bereich eine relative Zunahme die Untereinheit o3 enthaltener Rezeptoren
zu vermuten ist (Redecker et al. 2000b). Der frontale Kortex beider Hemisphiren zeigte fiir
alle untersuchten GABA, Rezeptoruntereinheiten eine Herunter-Regulation mit Werten von
—12 % bis =37 % mit Schwerpunkt in der ldsionierten Hemisphire. Die unter physiologischen
Bedingungen bei adulten Ratten dominierende Untereinheit ol (Fritschy und Mohler 1995;
Whiting et al. 1999) zeigte die geringste Reduktion, so daB in den Arealen Fr beider
Hemisphiren mit einer reduzierten aber in ihrer Untereinheiten-Komposition nicht wesentlich
verinderten GABA, Rezeptoren Ausstattung zu rechnen ist. Zusammenfassend zeigen
Ibotensdure und Gefrier-Lision induzierte Mikrogyri dhnliche Verdnderungen der GABA,
Rezeptoren in ihrer Umgebung. Dabei sind die Befunde bei Tieren mit Gefrier-Léasionen
tendenziell ausgeprigter im Bezug auf deren Ausdehnung und prozentuale Reduktion.
Wihrend nach Ibotensdure Injektion neben der Dysplasieregion vor allem die lateral
gelegenen Areale Parl und Par2 in eine Herunter-Regulation gegeniiber der kontralateralen
Hemisphédre miteinbezogen sind, zeigt sich nach Gefrier-Ldsion das Maximum der
Verinderungen in den medial der Lasion gelegenen Arealen Fr beider Hemisphiren.
Mogliche Erkldrungen liefern zwei methodische Unterschiede in Bezug auf die Auswertung
und Lésions-Induktion. In der vorliegenden Arbeit wurde seitenvergleichend ausgewertet,
lagen dabei wie nach Gefrier-Lision ausgeprigte Veridnderungen in den korrespondierenden
Arealen Fr mit Schwerpunkt in der zur Injektion ipsilateralen Hemisphéare vor, wiirden sich
die Befunde teilweise auftheben und so das tatsdchliche Ausmall der Verdnderungen im
frontalen Kortex unterschitzt. Allerdings zeigte der frontale Kortex bei der optischen
Beurteilung keine Unterschiede in der Relation zur Umgebung im Vergleich von Ibotensidure-
und Kontroll-Tieren. Somit ergibt sich daraus kein Anhalt fiir die bilaterale Verdnderungen
nach Ibotensdure-Injektion. Moglicherweise ist die unterschiedliche Ausdehnung der Effekte
nach Gefrier-Lision in der Arbeit von Redecker et al. (2000b) durch eine in dieser Arbeit
mehr mediale und dorsale Lokalisation des insgesamt groeren Mikrogyrus zu erkliren.

Eine Erkldrung fiir ausgedehntere Netzwerkeffekte nach Gefrier-Lision ergibt sich aus einer
starkeren Zerstorung der tiefen Kortexschichten V und VI gegeniiber Ibotensdure Injektionen.
Durch Gefrier-Lision wird teilweise eine vollstindige Kontinuitdtsunterbrechung der tiefen
Kortexschichten verursacht (Redecker et al 2000b), wihrend durch Ibotensdure nur eine
Verschmilerung in den tiefen Kortexschichten hervorgerufen wird. Die funktionelle Relevanz
dieses Unterschiedes zeigt sich in einem geringeren Ausmal} elektrophysiologischer
Verdnderungen in der Umgebung nur oberflichlich durchgefiihrter Gefrier-Lisionen
(Luhmann und Raabe 1996). Ein Zusammenhang zwischen Beteiligung tiefer
Kortexschichten und Ausmall von assoziierter Hyperexzitabilitit und Verdnderung der
GABA, Rezeptoren zeigt sich ebenfalls im Photothrombose-Tiermodell. Bei diesem in der
Schlaganfall-Forschung verwendeten Tiermodell wird eine fokale Nekrose induziert, in deren
Umgebung eine partiell reversible Hyperexzitabilitdt auftritt (Schiene et al. 1996). Dabei
fiihren oberfldchliche Lésionen nur zu ipsilateralen Effekten (Buchkremer-Ratzmann und
Witte 1997), wihrend es bei Beteiligung tiefer Kortexschichten zu einer bilateral
verminderten Inhibition (Buchkremer-Ratzmann et al. 1996) und Reduktion von GABAj
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Rezeptor-Bindungsstellen (Qu et al. 1998; Que et al. 1999) mit weitreichender Netzwerk-
Reorganisation (Witte et al. 1997) kommt. Dies 146t vermuten, dafl es aufgrund der geringeren
Beteiligung der tiefen Kortexschichten durch Ibotensdure Injektion nicht zu bilateralen
Effekten kommt, auch wenn sich dies bei der seitenvergleichenden Auswertung nicht mit
Sicherheit ausschlieBen 1aBt.

Insgesamt zeigen durch Ibotensdure-Injektion und Gefrier-Lésion induzierte Mikrogyri neben
morphologischen Ubereinstimmungen auch dhnliche Verinderungen der GABA 4 Rezeptoren,
die sich jedoch graduell in AusmaBl und Lokalisation unterscheiden, moglicherweise
begriindet durch ein unterschiedliches Ausmalf} der Beteiligung tiefer Kortexschichten.

4.3.1.4 Funktionelle Konsequenzen der GABA 5 Rezeptoruntereinheiten-Dysregulation

Die Herunter-Regulation von GABA, Rezeptor-Bindungsstellen und Reduktion des
immunhistochemischen Nachweises bedeutender GABA, Rezeptoruntereinheiten legt einen
Verlust der GABAergen Inhibition als Ursache einer assoziierten Epileptogenitit nahe.
Differenzierte elektrophysiologische Untersuchungen lassen jedoch weniger auf eine
prominente Disinhibition als alleinige Ursache der Hyperexzitabilitit als auf komplexere,
weniger eindeutige Verdnderungen der exzitatorischen und inhibitorischen Netzwerk-
Komponenten schlieBen. Die Doppelpuls-Stimulation (,,paired-pulse‘) setzt evozierte Signal-
Amplituden zweier konsekutiver Stimuli in Relation, woraus sich auf die Stirke des zwischen
beiden Stimuli aktivierten inhibitorischen Systems schlieBen ld6t. Dabei zeigte die
Ibotensdure injizierte Hemisphire keine signifikanten Verdnderungen der mittels Doppelpuls-
Stimulation gemessenen Inhibition (Hagemann et al. 2000a). Dies 146t auf eine unter diesen
Bedingungen funktionell weitegehend intakte Inhibition schlieBen. Unter Applikation von 4
Aminopyridin (4-AP), einem Kalium-Kanal-Blocker, erzeugte epileptiforme Feldpotentiale
lassen auf eine moglicherweise veridnderte, aber nicht abwesende Inhibition in der Umgebung
durch Gefrier-Lasion induzierter Mikrogyri schlieBen (Hablitz und DeFazio 1998). Die an
unterschiedlichen ~ Lokalisationen  durchgefiihrten =~ Bestimmungen  inhibitorischer
postsynaptischer Potentiale (IPSP) im Gefrier-Lasion Tiermodell ergaben differierende
Befunde. Dabei zeigte sich die GABA, Rezeptor vermittelte Inhibition um 27 % reduziert bei
der Messung polysynaptischer IPSP innerhalb der Kortexschichten II und III in unmittelbarer
Nachbarschaft des Mikrogyrus (Luhmann et al. 1998a). Monosynaptische IPSP bestimmt
unter Blockade von NMDA- und AMPA-Rezeptoren unterschieden sich jedoch nicht
signifikant von Kontrollschnitten. Die funktionelle Disinhibition erklidrt sich aus diesem
Grund durch eine partielle Reduktion des exzitatorischen Antriebes auf GABAerge
Interneurone (Luhmann et al. 1998a). Im Gegensatz dazu zeigten sich verstirkte eIPSP und
sIPSP in Pyramidenzellen der Schicht V innerhalb der paramikrogyralen Zone durch einen
vermutlich erhohten exzitatorischen Einfluf auf GABAerge Interneurone (Prince und Jacobs
1998; Jacobs et al. 1999b). In den Kortexschichten II und III bestimmte mIPSP in einem
Bereich ein bis zwei Millimeter lateral des Mikrogyrus zeigten eine erhohte Amplitude
(Defazio und Hablitz 1999).

4.3.1.5 Weitere Einflugroen der GABAergen Inhibition

Rolle Calcium-bindender-Proteine zu Beurteilung von GABAergen Interneuronen bei
kortikalen Dysplasien

Menschliche kortikale Dysplasien zeigen eine Reduktion Calcium bindender Proteine (CBP),

die Marker fiir Interneuron-Subpopulationen darstellen (Ferrer et al. 1992). Dabei sind sowohl
FCD vom Typ I (Spreafico et al. 1998b) und Typ II bzw. TTFCD (Spreafico et al. 1998a)
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durch einen verminderten immunhistochemischen Nachweis der Calcium bindenden Proteine
Parvalbumin (PV), Calbindin (CB) und Calretinin (CR) gekennzeichnet. Diese Proteine
markieren unterschiedliche Subpopulationen GABAerger Interneurone (Kawaguchi und
Kubota 1997). Diese Subpopulationen unterscheiden sich in der postsynaptischen
Lokalisation der Synapsen. Parvalbumin markiert Chandelier-Zellen und Basket-Zellen, die
Synapsen auf das Axon-initiale-Segment (AIS) bzw. auf Soma und proximalen Dendriten
bilden (Baimbridge at al. 1992; Celio 1986). Durch diesen perisomatischen Input wird eine
starke Inhibition ausgeiibt (Buhl et al. 1994; DeFelipe 1999). Calbindin und Calretinin
markieren Interneurone, deren Synapsen weiter distal auf den Ziel-Zellen lokalisiert sind
(Ferrer et al. 1992; Luth et al. 1993; Tamas et al. 1998). Eine Abnahme dieser CBP it auf
eine verdanderte Funktion oder Reduktion GABAerger Interneurone im Zusammenhang mit
kortikalen Dysplasien schlieBen. Als moglicher Kompensations-Mechanismus konnte um
dysplastische Neurone der TTFCD eine erhohte Anzahl PV positiver Terminalen
nachgewiesen werden (Spreafico et al. 1998a; 2000). Fir CB und CR konnten keine
vermehrten Terminalen beobachtet werden. Damit kénnte durch ,,sprouting® von axonalen
Terminalen auf perisomatische Bereiche oder auf das AIS exzitatorischer Neurone eine
gesteigerte Effektivitit GABAerger Inhibition erreicht werden (Spreafico et al. 1998a).
Allerdings berichten Garbelli et al. (1999) von einer ineffektiven Synaptogenese der
vermehrten Terminalen. Nach Gefrier-Lision konnten Rosen et al. (1998) in den
Kortexschichten II und III eine transiente Abnahme der PV Immunoreaktivitit in bis zu zwei
Millimeter Entfernung des Mikrogyrus beobachten. In den tiefen Kortexschichten war eine
dauerhafte PV Reduktion im Bereich des Mikrogyrus und der unmittelbaren Nachbarschaft zu
beobachten (Rosen et al. 1998). In dieser Region war ein erhohter exzitatorischer Einfluf} auf
GABAerge Interneurone beobachtet worden (Prince und Jacobs 1998), was einer
Kompensation auf einen lokalen Verlust GABAerger Interneurone entsprechen konnte.
Hablitz und DeFazio (1998) zeigten eine auf den Mikrogyrus beschrinkte Abnahme der
Immunoreaktivitit fiir PV, CB und CR. Die Resultate von Schwarz et al. (2000) deuten auf
keine generelle Abnahme von GABAergen Interneuronen hin bei einer moglicherweise
geringfiigigen Verschiebung der Relation zugunsten PV positiver Interneurone gegeniiber CR
und Somatostatin positiver Interneurone.

Zusammenfassend ergeben sich im Gegensatz zu einer weitrechenden Hyperexzitabilitdt und
entsprechender durch Immunhistochemie und Rezeptor-Autoradiographie nachgewiesener
Dysregulation der GABA Rezeptoren nur eine umschriebene funktionelle Reduktion der
GABAergen Inhibition in der Umgebung mit Ibotensdure oder mit Gefrier-Lision induzierter
kortikaler Dysplasien. Ein verminderter prasynaptischer Input aufgrund eines Verlustes von
Interneuronen scheint ebenfalls nicht Ursache der weitreichenden postsynaptischen GABA
Rezeptor-Verianderungen zu sein. Dabei konnte die von der GABA Rezeptoruntereinheiten-
Komposition abhingige Lokalisation und Funktion der verbliebenen GABA, Rezeptoren zu
einer Aufrechterhaltung einer suffizienten Inhibition beitragen.

Einflufs der GABA Rezeptoruntereinheiten-Komposition auf Rezeptorfunktion

Durch signifikante Reduktion der GABA Rezeptoruntereinheiten o1, a3 und a5 kommt es
zu einem in der Relation erhohten Anteil die Untereinheit o2 enthaltener GABA 4 Rezeptoren.
Diese Verschiebung der Relationen findet vor allem auf Kosten der Untereinheit ol statt,
welche unter physiologischen Bedingungen mit ca. 60 % die wichtigste o Untereinheit ist
(Mohler et al. 2002). Die Untersuchungen an Oxytocin bildenden Neuronen, die einen
physiologischen Wechsel zwischen den Untereinheiten ol und o2 wihrend der
Schwangerschaft erfahren, zeigen verlingerte Offnungszeiten der GABA, Rezeptoren
wihrend das Verhiltnis zu Gunsten der Untereinheit 02 verschoben ist (Brussaard et al. 1997;
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Brussaard und Herbison 2000). Lavoie et al. (1997) konnten zeigen, da}3 ein Austausch der
Untereinheit ol durch o2 zu einer Verdopplung der Offnungsgeschwindigkeit der GABA4
Rezeptoren fiihrt. Zusitzlich war die Offnungszeit um den Faktor sechs bis sieben verlingert.
GABA entwickelt iiber Bindung an die Untereinheit a2 enthaltende GABAA Rezeptoren eine
sechs- bis zehn-fach stirkere Potenz gegeniiber der Bindung an die Untereinheit al
enthaltende GABA, Rezeptoren (Lavoie et al. 1997). Im Gefrier-Lésion Tiermodell zeigte
sich neben einer relativen Zunahme der Untereinheit a2 in der Dysplasieregion in den lateral
gelegenen Arealen Parl und Par2 ein in der Relation erhohter Anteil die Untereinheit o3
enthaltender GABA, Rezeptoren (Redecker et al. 2000b). Dabei fiihrt die Untereinheit o3
ebenfalls zu verlingerten Offnungszeiten der GABA, Rezeptoren gegeniiber der Untereinheit
al (Verdoorn 1994). Diese Verlidngerung ist ausgeprigter gegeniiber der Untereinheit o2
(Serafini et al. 1998). Trotz einer anzunehmenden Reduktion der GABA, Rezeptoren
persistieren in der Umgebung induzierter Mikrogyri GABA, Rezeptoruntereinheiten, die
einen sehr effektiven GABA vermittelten Ionen-Austausch ermoglichen.

Subzellulire Lokalisation einzelner GABA4 Rezeptor-Subtypen

GABA, Rezeptoren besitzen neben einer spezifischen regionalen Verteilung auch eine
spezifische subzelluldre Verteilung (Fritschy und Mohler 1995; Fritschy et al. 1998). Die
GABA, Rezeptoruntereinheit ol ist in den postsynaptischen Membranabschnitten der
Pyramidenzellen auf Dendriten, Soma und AIS gleichmiBig vertreten (Nusser et al. 1996). Im
Gegensatz dazu besitzt die GABAA Rezeptoruntereinheit o2 im Hippokampus und Kortex
eine deutliche Priferenz fiir das AIS, welches bei Ratten (Fritschy et al. 1998) und beim
Menschen (Loup et al. 1998) nachgewiesen wurde. Auf Pyramidenzellen des Hippokampus
wurde dies verifiziert. Dabei waren 81 % der Synapsen im AIS positiv fiir die Untereinheit o2
im Gegensatz zu 17 % in anderen Lokalisationen (Nusser et al. 1996). Obwohl nur 0,1 % der
GABA Synapsen auf Pyramidenzellen im AIS liegen, sind 25 % aller immunhistochemisch
nachgewiesener o2 Untereinheiten in diesem Abschnitt lokalisiert (Nyiri et al. 2001; Volk et
al. 2002). Die GABAA Rezeptoruntereinheit o3 ist ebenfalls prominent im AIS von
neokortikalen Pyramidenzellen vertreten (Loup et al. 1998; Fritschy et al. 1998) wobei dies
vor allem die Kortexschichten V und VI betrifft, wihrend die Untereinheit o2 auf
Pyramidenzellen der Kortexschichten II und III besonders hiufig lokalisiert ist (Fritschy et al.
1998). Ein Verlust der im Bereich von Soma und Dendriten lokalisierten GABAA
Rezeptoruntereinheit a5 fiihrt nicht zu einer subzelluldren Umverteilung der Untereinheit o2,
die im AIS verbleibt (Mohler et al. 1998). GABAA Rezeptoren werden abhédngig von ihrer
Untereinheiten-Komposition in ihre Ziellokalisationen transportiert (Nusser et al. 1996;
Mohler et al. 1998). Dies 1at vermuten, dall die nach Ibotensdure-Injektion zu beobachtende
Dysregulation der GABA 4 Rezeptoruntereinheiten zu einer relativen Abnahme der auf Soma
und Dendriten lokalisierten GABA, Rezeptoren fiihrt, wihrend die Untereinheit o2
enthaltende GABA, Rezeptoren im AIS unveridndert bleiben. Das AIS wird von als
Chandelier-Zellen bezeichneten GABAergen Interneuronen innerviert. Aufgrund der
strategisch wichtigen Lokalisation der Synapsen im AIS iiben diese Interneurone eine starke
Inhibition aus (DeFelipe 1999; Arellano et al. 2002).

Zusammenfassend sind unter Beteiligung der Untereinheit o2 gebildete GABA4 Rezeptoren
durch ihre anatomische Positionierung und funktionellen Eigenschaften in der Lage, einen
potenten inhibitorischen Einflul auf Pyramidenzellen zu nehmen (Volk et al. 2002). Damit
konnte die Aussparung der GABAA Rezeptoruntereinheit a2 von einer Herunter-Regulation
in der Umgebung Ibotensdure induzierter fokaler kortikaler Dysplasien ein wesentlicher
Mechanismus zur Aufrechterhaltung einer suffizienten GABAergen Inhibition sein.
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4.3.1.6 Zusammenhang zwischen Modifikationen des GABAergen Systems und assoziierter
Hyperexzitabilitat

Modifikationen des GABAergen Systems konnen die Entstehung epileptiformer Aktivitit
durch zwei theoretische, sich nicht gegenseitig ausschlieBende, Mechanismen unterstiitzen
(Bernard et al. 2000). Zum einen kann eine Disinhibition zu verstarkter Depolarisation mit
anschlieender Aktionspotential (AP) Entstehung fithren. Zum anderen kann eine durch
verdnderte Inhibition getriggerte synchrone Aktivitit an der Entstehung epileptiformer
Aktivitit beteiligt sein. Epileptische Aktivitidt kann in Gegenwart starker Inhibition entstehen.
Chagnac-Amitai und Connors (1989) konnten ein Auftreten synchroner Aktivitit bereits bei
einer um nur ca. 20 % geminderten Inhibition nachweisen. Eine zumindest fokale Reduktion
der GABAergen Inhibition um diesen Betrag in der Umgebung induzierter Mikrogyri
erscheint moglich (Zilles et al. 1998; Luhmann et al. 1998a, Redecker et al. 2000b). Eine
verstdrkte Innervation des AIS konnte sowohl zu einer gesteigerten Inhibition, als auch zu
einer intensivierten Synchronisationsneigung fithren und so zur Entstehung oder Verstiarkung
epileptischer Aktivitit beitragen (Wittner et al. 2001). Dabei konnen bereits wenige
Interneurone durch perisomatische Inhibition eine grofe Population von Pyramidenzellen
synchronisieren. Dies konnte eine wesentliche Funktion von Chandelier- oder Basket-Zellen
sein (Cobb et al. 1995). Eine gednderte GABAA Rezeptoruntereinheiten-Komposition mit
einem erhohten Ladungstransfer kann ebenfalls zu einer verstirkten Synchronisation und zu
regenerativen AP fithren (Serafini et al. 1998; Nusser et al. 2001). Damit bleibt unklar, ob die
Persistenz der unter Beteiligung der Untereinheit o2 gebildeten GABA, Rezeptoren mit
langen Offnungszeiten und einer Priferenz fiir das AIS zu einer Begrenzung epileptiformer
Aktivitat im Sinne einer Kompensation beitrdagt oder seinerseits eine erhohte Neigung zur
Synchronisation verursacht und kausal zur Hyperexzitabilitit beitragt.

4.3.1.7 Zusitzliche pathophysiologische Veridnderungen bei kortikalen Dysgenesien
Kortikale Dysplasien zeigen Charakteristika eines unreifen Entwicklungszustandes

Ein Charakteristikum dysplastischer Verdnderungen scheint die Persistenz von Merkmalen
eines unreifen Entwicklungszustandes zu sein. Nach Ibotensdure-Injektion in den visuellen
Kortex von Katzen persistieren Afferenzen aus dem auditorischen Kortex, die normalerweise
wihrend der Entwicklung eliminiert werden (Innocenti und Berbel 1991). Neurone in der
Umgebung durch Gefrier-Lisionen induzierter kortikaler Dysplasien zeigen ein unreifes AP-
Muster (Luhmann et al. 1998a). Normalerweise wihrend der postnatalen Reifung eliminierte
Cajal-Retzius Zellen persistieren in der Molekularschicht beider Hemisphiren nach Gefrier-
Lidsion Induktion (Super et al. 1997) dhnlich zur menschlichen Polymikrogyrie (Eriksson
2002). Ein unreifer Zustand der Kortexentwicklung spiegelt sich ebenfalls in der beobachteten
GABA, Rezeptoruntereinheiten-Dysregulation nach Ibotensdure-Injektion wider. Dabei
variiert die physiologische GABAA Rezeptoruntereinheiten Expression in unterschiedlichen
Reifestadien. Bereits ab E 15 sind die GABAa Rezeptoruntereinheiten o2 und o3
nachweisbar, ab E 17 zusitzlich die Untereinheit o5 und schlieBlich ist die Untereinheit ol
erst kurz vor der Geburt ab E 19 darstellbar (Poulter et al. 1992). Innerhalb der ersten
postnatalen Woche beginnen die hohen Level der Untereinheiten a2, o3 und a5 zu sinken,
wihrend parallel dazu die Untereinheit ol verstirkt exprimiert wird (Laurie et al. 1992;
Poulter et al. 1992; Fritschy et al. 1994). Eine Zunahme der Untereinheit ol wihrend der
Entwicklung fiihrt dabei zu einer Verkiirzung der GABA Rezeptor-Kinetik (Vicini et al.
2001). Nach Ibotensdure-Injektion scheint ein Wechsel von der Untereinheit o2 zu ol nicht
vollstdndig vollzogen zu sein. Im Gefrier-Lasion Tiermodell liegt ebenfalls ein unreifer
GABA, Rezeptor-Status vor (Redecker et al. 2000b), da es zu einer verminderten Zolpidem-
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Sensitivitdt kommt (Defazio und Hablitz 1999; Hablitz und DeFazio 2000). Dies erklirt sich
durch eine hohe Zolpidem-Affinitit gegeniiber der GABAA Rezeptoruntereinheit ol und nur
niedriger Affinitdt gegeniiber den Untereinheiten o2, a3 und a5 (Whiting 1999). Ein unreifes
GABA System fiihrt ebenfalls zu einer verminderten Ansprechbarkeit auf Antikonvulsiva
(Mecarelli et al. 1988). Die Relevanz eines ausbleibenden GABA, Rezeptoruntereinheiten-
Wechsel zur Epilepsie-Entstehung zeigt sich in der Untersuchung von zwei geziichteten
Ratten-Linien, die eine hohe bzw. niedrige Krampfschwelle besitzen. Ratten mit niedriger
Krampfschwelle zeigten keinen Wechsel der GABAA Rezeptoruntereinheiten mit erhohten
Werten der Untereinheiten a2, a3 und a5 bei einem niedrigen Level der Untereinheit ol. Im
Gegensatz dazu besaBlen Tiere mit nur schwer auslosbaren Krampfanfillen eine reziproke
GABA, Rezeptoruntereinheiten-Ausstattung (Poulter et al. 1999). Als mogliche Patho-
physiologie beschreiben Poulter et al. (1999) eine fehlende zeitliche Abstimmung der
Inhibition dadurch, da3 Netzwerke des adulten ZNS ,,gezwungen* werden mit embryonalen
GABA, Rezeptoren Synapsen zu bilden mit der Folge einer langsamen Netzwerk-Oszillation.
Dies konnte die Entwicklung einer diffusen, weitreichenden Netzwerk-Synchronisation
begiinstigen.

Modifikationen exzitatorischer Transmitter-Systeme im Zusammenhang mit kortikalen
Dysplasien

Neben einer modifizierten Inhibition ergaben elektrophysiologische Untersuchungen eine
Beteiligung von Glutamat-Rezeptoren bei Entstehung und Ausbreitung induzierter
epileptiformer Aktivitit im Gefrier-Lasion Tiermodell. Stimulation im Bereich des
Mikrogyrus fithrt zu einer AMPA-Rezeptor vermittelten horizontalen Erregungsausbreitung
iber mehrere Millimeter (Luhmann und Raabe 1996). Eine erhohte Aktivierung von NMDA-
Rezeptoren ist ebenfalls an der Entstehung epileptiformer Aktivitit beteiligt (Luhmann et al.
1998a). In der Umgebung menschlicher kortikaler Dysplasien zeigte sich ebenfalls eine
NMDA-Rezeptor abhingige Entstehung iktaler Entladungen, welche sich iiber non-NMDA-
Rezeptoren ausbreiten (Avoli et al. 1999). Zusitzlich ergeben sich auch Hinweise auf
qualitativ und quantitativ verdnderte Glutamat Rezeptoren. Im Bereich des Mikrogyrus und
der unmittelbaren Umgebung ist die Zahl der Bindungsstellen fiir AMPA, Kainat und
NMDA-Rezeptoren und im benachbarten unverdnderten Kortex fir AMPA und Kainat
Rezeptoren erhoht (Zilles et al. 1998). Diese Modifikationen sind vermutlich nicht auf eine
Dysregulation der Rezeptoruntereinheiten zuriickzufithren (Hagemann et al. 2003). NMDA-
Rezeptoren bestehen aus Untereinheiten der Klassen NR1 und NR2, wobei wihrend der
Reifung ein Wechsel innerhalb der Untereinheit NR2 vom Typ NR2B zu NR2A stattfindet
(DeFazio und Hablitz 2000). Bei Tieren mit Gefrier-Lésion persistiert ein erhohter Anteil der
Untereinheit NR2B, die zu einer erhohten Leitfihigkeit der NMDA-Rezeptoren fiihrt
(DeFazio und Hablitz 2000; Hablitz und DeFazio 2000). Dies ist ein weiterer Hinweis auf
eine verminderte funktionelle Reifung nach Dysplasie-Induktion und erklirt einen erhdhten
exzitatorischen Ladungsaustausch. Menschliches aus kortikalen Dysplasien stammendes
Gewebe zeigt in Ubereinstimmung dazu einen erhohten mRNA Level fiir die Untereinheit
NR2B und eine Abnahme fiir die Untereinheit NR2A (Crino et al. 2001).

Verinderungen der Netzwerk-Verkniipfungen in der Umgebung kortikaler Dysplasien

Neben Veridnderungen in den Transmitter-Systemen konnte eine Reorganisation afferenter
und efferenter Verbindungen im Bereich kortikaler Dysplasien zu einer erhthten Exzitabilitét
fiihren. Die Analyse der Verbindungen im Gefrier-Lasion Tiermodell zeigt eine Zunahme
ipsilateraler intrakortikaler Afferenzen und Efferenzen der im Bereich des Mikrogyrus
lokalisierten Neurone bei gleichzeitiger Reduktion kontralateraler Projektionen (Rosen et al.
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2000). Bei den vermehrten ipsilateralen Verbindungen handelt es sich um horizontale Bahnen
zu medial und lateral gelegenen neokortikalen Arealen, die wéhrend einer physiologischen
Reifung eliminiert werden (Rosen et al. 2000). Die paramykrogyrale Zone zeigt in der
Zytochrom-Oxidase Darstellung eine verdnderte Organisation von Zell-Nestern und thalamo-
kortikalen Verbindungen (Jacobs et al. 1999c). Durch einen Neuronenverlust innerhalb der
tiefen Kortexschichten des Mikrogyrus verlieren thalamo-kortikale Afferenzen ihr Ziel und es
kommt zu einer verstirkten Synapsen Bildung dieser Fasern in der paramikrogyralen Zone
(Jacobs et al. 1999b; Rosen et al. 2000). Dadurch erhilt der angrenzende, morphologisch
unverindert erscheinende Neokortex eine vermehrte, vom Thalamus ausgehende, Exzitation
(Jacobs et al. 1999a).

4.3.1.8 Schwerpunkt der GABA, Rezeptoruntereinheiten-Dysregulation im Areal der fokalen
kortikalen Dysplasie betrifft die oberen Kortexschichten

Die Herunter-Regulation der GABA, Rezeptoruntereinheiten ol, o3, o5 und Y2 ist
dominierend innerhalb der oberen Kortexschichten der Dysplasie (Abb. 4.2). Die Herunter-
Regulation der GABA, Rezeptoruntereinheiten ol, a3, o5 und Y2 ist in den oberen
Kortexschichten signifikant stirker ausgeprigt gegeniiber den tiefen Kortexschichten und 146t
auf ein Maximum der GABA, Rezeptor-Dysregulation in den Kortexschichten II und III
schlieBen. Keine signifikanten Verdnderungen sind fiir die GABA, Rezeptoruntereinheit o2
zu beobachten. Diese Befunde lassen sowohl eine stirkere Modifikation der GABAA
Rezeptoruntereinheiten-Komposition als auch auf eine in den Kortexschichten II und III
betonte GABAA Rezeptor-Reduktion vermuten. Dadurch konnte eine lokale Imbalance
zwischen Inhibition und Exzitation entstehen. Rezeptor-Autoradiographie im Gefrier-Lésion
Tiermodell zeigt eine maximale Imbalance zwischen GABA, Rezeptoren und AMPA
Rezeptoren in den supragranulidren Schichten II und I (Zilles et al. 1998). Moglicherweise
liefern diese Befunde eine neurochemische Basis fiir die beobachtete weitreichende
Erregungsausbreitung in der Umgebung des Mikrogyrus (Luhmann und Raabe 1996). Die
GABA, Rezeptoruntereinheiten-Dysregulation konnte zusammen mit einem reduzierten
exzitatorischen Antrieb auf Interneurone fiir eine um 27 % geminderte GABAerge Inhibition
in den Kortexschichten II und III der Dysplasieregion verantwortlich sein (Luhmann et al.
1998a). Im Gegensatz dazu scheint die geringere GABA, Rezeptor-Dysregulation und ein
Verlust PV positiver Interneurone (Rosen et al. 1998) in den tiefen Kortexschichten durch
einen erhohten Einfluf auf Interneurone kompensierbar zu sein und fiihrt zu einer funktionell
intakten GABAergen Inhibition in den tiefen Kortexschichten (Prince und Jacobs 1998).
Diese Befunde deuten auf grofere Bedeutung der oberen Kortexschichten bei Entstehung und
Ausbreitung epileptiformer Aktivitdt hin. Allerdings gibt es auch Hinweise fiir die Relevanz
der tiefen Kortexschichten wie z. B. eine maximale Imbalance zwischen GABA, Rezeptoren
und Kainat Rezeptoren (Zilles et al. 1998) und die Tatsache, dal} eine ausgeprigte Beteiligung
der tiefen Kortexschichten bei der Mikrogyrus Induktion zu einer weitreichenderen
Hyperexzitabilitét fiihrt (s. 0.). Im Gefrier-Lision Tiermodell konnten Jacobs et al. (1999a)
nur geringe, inkonstante Unterschiede in der epileptischen Aktivitdt zwischen den
Kortexschichten beobachten. Die in den oberen Kortexschichten dominierende GABAA
Rezeptoruntereinheiten-Dysregulation erfordert weitere Untersuchungen hinsichtlich der
funktionellen Relevanz dieses Befundes.
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Abb. 4.2: Laminiaspezifische Auswertung der GABA, Rezeptoruntereinheiten ol, a3, a5 und Y2 im Areal
fokaler kortikaler Dysplasien. Dargestellt ist die prozentuale optische Dichteminderung der Kortexschichten
I — IV und V — VI innerhalb der Dysplasieareale in Relation zur Gegenseite. Signifikante Unterschiede sind
durch einen Stern (t-Test, p<0,05) bzw. zwei Sterne (t-Test, p<0,01) gekennzeichnet

4.3.1.9 Ektopien besitzen GABA Rezeptoruntereinheiten-Ausstattung entsprechend ihrer
physiologischen Zielposition in den oberen Kortexschichten

Die GABA, Rezeptoruntereinheiten-Ausstattung der Ektopien zeigt bei der optischen
Beurteilung ein iibereinstimmendes Muster zu den oberen Kortexschichten. Dabei fillt die
starke Immunoreaktivitit fiir die GABAAs Rezeptoruntereinheit o2 im Gegensatz zu den
Untereinheiten o3 und o5 auf. Diese Verteilung ist typisch fiir die oberen neokortikalen
Schichten (Fritschy und Mohler 1995). Die statistische Analyse der mittleren optischen
Dichtewerte ergab fiir die GABA, Rezeptoruntereinheiten ol, o3, a5 und Y2 keinen
signifikanten Unterschied zwischen Ektopien und angrenzenden Kortexschichten I — IV.
Allerdings konnte die um 13,8 % geminderte Immunoreaktivitit fiir die Untereinheit y2, auch
wenn nicht signifikant, ein Hinweis auf eine verminderte GABA, Rezeptor-Zahl innerhalb
der Ektopie sein. Lediglich die GABAA Rezeptoruntereinheit a2 zeigte eine signifikant
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hohere Immunoreaktivitit gegeniiber den oberen Kortexschichten (Abb. 4.3). Zum Zeitpunkt
der Ibotensdure-Injektion haben die Neurone der Kortexschichten II — IV im Gegensatz zu
infragranuldren Neuronen ihre Ziellokalisation nicht erreicht (Rosen et al. 1996) und gelangen
durch gesteigerte Migration in die Molekularschicht. Neurone erhalten zu einem frithen
Zeitpunkt der Entwicklung ihre schichtspezifischen Eigenschaften (Frantz und McConnell
1996), so dal die GABA 4 Rezeptoruntereinheiten-Ausstattung frithzeitig vorprogrammiert ist
und lediglich durch thalamische Afferenzen modifiziert wird (Paysan et al. 1997). Die trotz
ektoper Position erhaltene GABAA Rezeptoruntereinheiten-Ausstattung bestitigt diesen
Befund. Eine fehlende oder geringfiigige Modifikation durch die anschlieBende Bildung
thalamo-kortikaler Verbindungen 1dt auf einen in der ektopen Position nicht wesentlich
gednderten afferenten Input schlieen.
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Abb. 4.3: Auswertung der GABA, Rezeptoruntereinheiten-Ausstattung von Ektopien. Dargestellt ist die
optische Dichte ektoper Zellpopulationen (E) in Relation zu den Kortexschichten I — IV der Dysplasieareale.
Signifikante Unterschiede sind durch einen Stern (t-Test, p<0,05) gekennzeichnet.

4.3.1.10 Klinische Relevanz der Befunde bei fokalen kortikalen Dysplasien
Hinweise auf GABA Rezeptoruntereinheiten-Dysregulation beim Menschen

Die im Ibotensdure-Tiermodell beobachtete weitreichende GABAA Rezeptoruntereinheiten-
Dysregulation korreliert mit klinischen Daten aus in vivo Untersuchungen bei Epilepsie-
Patienten mit fokalen kortikalen Dysgenesien. In der PET-Analyse zentraler Benzodiazepin-
Bindungsstellen unter Verwendung des Tracers [''C]-Flumazenil, einem spezifischen
neutralen Antagonisten zentraler BZ-Rezeptoren, zeigt sich eine weitreichende Dysregulation
im Bereich fokaler kortikaler Dysgenesien und in deren morphologisch intakt erscheinenden
Umgebung (Richardson et al. 1996, 1997; Hammers et al. 2001). BZ-Bindungsstellen
befinden sich auf GABA, Rezeptoren am Ubergang der o0 Untereinheiten o1, o2, o3 und o5
zu einer Y Untereinheit (Mohler et al. 2002). Dies 148t auf eine weitreichende Dysregulation
dieser Untereinheiten als Ursache der BZ-Bindungsstellen Verdnderungen schlieBen. Eine
GABA, Rezeptoruntereinheiten-Dysregulation scheint somit, in Ubereinstimmung zum
Tiermodell, an der Pathophysiologie von kortikalen Dysplasien des Menschen beteiligt zu
sein.
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Beurteilung der operativen Therapie der zu kortikalen Dysplasien assoziierten Epilepsie

Von klinischer Relevanz ist die Frage nach dem Fokus epileptischer Aktivitdt im Hinblick auf
eine effektive, moglichst gezielte chirurgische Resektion. Die Lokalisation im Tiermodell
zeigt differierende Resultate. Im Ibotensdure Modell 146t sich keine eindeutige Korrelation
zwischen Dysplasie und Ort evozierter multiphasischer Aktivitit erkennen, wobei diese
sowohl im morphologisch intakten Neokortex als auch im Bereich des Mikrogyrus entstehen
kann (Redecker et al. 1998b). Wihrend die Resultate von Luhmann et al. (1998a, b) auf eine
Trigger-Zone epileptischer Aktivitdit im Bereich der durch Gefrier-Lision induzierten
Mikrogyri schlielen lassen, zeigt sich in den Untersuchungen von Prince und Jacobs (1998)
in 0,5 — 2 mm Entfernung zum Mikrogyrus der Fokus epileptogener Feldpotentiale. Diese
bleiben von einem Schnitt zwischen Mikrogyrus und paramikrogyraler Zone unbeeinflufit was
zeigt, dal der im morphologisch intakten Kortex liegende Fokus unabhingig zur Dysplasie
aktiv sein kann (Jacobs et al. 1999a). Auch wenn die zitierten Befunde nicht widerspruchsfrei
sind, so zeigen sie die Problematik einer exakten Fokus-Lokalisation. Die weitreichende
GABA, Rezeptoruntereinheiten-Dysregulation zeigt, dal pathophysiologische Verinder-
ungen nicht auf die fokale kortikale Dysplasie beschrinkt sind, wodurch die Fokus-
Entstehung in einem weiten Bereich moglich erscheint.

Die Resultate chirurgischer Resektion deuten auf eine intrinsische Epileptogenitit fokaler
kortikaler Dysplasien beim Menschen hin (Palmini et al. 1991b). Die Entfernung dysplastisch
verdnderten Gewebes korreliert positiv mit dem postoperativem Ergebnis. Insgesamt sind die
Ergebnisse bei dysplastischen Lédsionen jedoch unbefriedigend gegeniiber aufgrund anderer
Indikationen durchgefiihrter Epilepsie-Chirurgie (Palmini et al. 1991b; Chassoux et al. 2000).
Funktionelle Untersuchungen zur Demarkierung des epileptogenen Gewebes zeigen eine nur
begrenzte Uberlappung zur Dysplasieregion. So konnen Stereoelektroenzephalographie
(SEEG) (Chassoux et al. 2000; Tassi et al. 2002) oder intraopertativ durchgefiihrte ECoG
(Palmini et al. 1994, 1995) die postoperativen Resultate weiter verbessern. Eine Re-Operation
kann in vielen Fillen die Anfallskontrolle verbessern (Palmini 2000) was zeigt, dal sich
epileptogenes Gewebe auflerhalb der Dysplasie und des initial als epileptogen identifizierten
Bereichs befunden hat. Durch Gewebeentfernung wird evtl. ein bis dahin unerkannter Fokus
demaskiert (Chevassus-au-Louis et al. 1999a; Tassi et al. 2002). Durch Verbesserungen der
prioperativen Diagnostik 146t sich deren Sensitivitdt zur Erkennung kleinster dysplastischer
Areale oder zusitzlicher epileptogener Bereiche wahrscheinlich weiter erhohen. Durch
verbesserte Bildgebung, im Besonderen der MRT, wird eine zunehmende in vivo
Detektierung und Subtypisierung kortikaler Dysgenesien moglich (Hagemann et al. 2000b;
Barkovich 2002). Zusitzlich konnen weitere Verfahren wie z. B. die MEG die prédoperative
Lokalisation epileptogener Bereiche im Zusammenhang mit kortikalen Dysplasien verbessern
(Ishibashi et al. 2002). Ein weiterer Ansatzpunkt zur Verbesserung der postopereativen
Ergebnisse ist die Identifizierung von positiven und negativen Prognosefaktoren (Sisodiya
2000). Zum Beispiel bedeuten ein geringer histopathologischer Dysplasiegrad und eine
Lokalisation im Temporallappen eine giinstige Prognose (Palmini 2000). Bei der Planung
operativer Maflnahmen ist die mogliche Beteiligung dysplastischer Areale an normalen
Hirnfunktionen zu beriicksichtigen und abzukldren (Leblanc et al. 1995; Richardson et al.
1998). Gute Aussichten auf erfolgreiche chirurgische Therapie bestehen in Fillen einer hohen
Ubereinstimmung zwischen iktalen Anfallscharakteristika und Befunden eines funktionellen
und anatomischen Neuro-Imaging (Lagae 2000). Palmini (2000) liefert eine Ubersicht der
Resultate verschiedener Studien operativer Dysplasie-Behandlung. So schwankt der Anteil
guter Ergebnisse, definiert als Anfallsreduktion um mindestens 75 %, zwischen 15 — 90 %
und die Rate anfallsfreier Patienten zwischen 10 — 60 %. Eine Ubersicht von Sisodiya (2000)
zeigt eine durchschnittliche Anfallsfreiheit von ca. 40 % bei Patienten mit kortikalen
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Dysgenesien und bei dem als FCD bezeichneten Subtyp. Neuere Studien lassen einen
Aufwirtstrend erkennen. So erzielen z. B. Kral et al. (2003) bei 72 % der Patienten mit FCD
eine Anfallsfreiheit durch chirurgische Resektion. Epilepsie-Chirurgie verspricht durch
weitere Verbesserungen des morphologischen und funktionellen Brain-Maping sowie
Selektion positiver Pridiktoren eine weitere Therapieverbesserung bei zu fokalen kortikalen
Dysplasien assoziierten Epilepsie. Allerdings lassen zunehmende Erkenntnisse {iiber
weitreichende Netzwerkverdnderungen auch im morphologisch unauffilligen Kortex
vermuten, dal die Verbesserungsmoglichkeiten der chirurgische Therapie aufgrund
begrenzter Resektabilitéit limitiert sind. Bei Versagen der Pharmakotherapie ist die Operation
jedoch neben der Vagus-Nerv-Stimulation (Ben-Menachem 2002) zur Zeit die einzig
mogliche Therapie.

Beurteilung der medikamentdsen Therapie der zu kortikalen Dysplasien assoziierten Epilepsie

Die Pharmakotherapie der zu kortikalen Dysgenesien assoziierten Epilepsie bleibt hiufig
erfolglos bzw. kortikale Dysplasien werden vielfach erst in der weiterfithrenden Diagnostik
spezialisierter Therapie-Zentren zur Abkldrung pharmako-resistenter Epilepsie diagnostiziert
(Raymond et al. 1995; Mischel et al. 1995; Battaglia et al. 1996; Eriksson et al. 1999). Nur ca.
ein Viertel der in ein tertiires Epilepsie-Zentrum iiberwiesenen Patienten mit kortikalen
Dysgenesien ldBt sich fiir mindestens ein Jahr medikamentds einstellen (Semah et al. 1998).
Dabei schwankt die Erfolgsquote abhingig vom Subtyp der kortikalen Dysgenesie. Es lassen
sich nur 4 % der Patienten mit TTFCD oder Hemimegalenzephalie aber 41 % der Patienten
mit Polymikrogyrie oder Schizenzephalie medikamentds einstellen (Palmini 2000). Insgesamt
sind diese Resultate unbefriedigend. Das Ziel weiterer Forschung ist es, Ursachen fiir diese
Pharmako-Resistenz aufzudecken, um daraus Ansitze fiir eine modifizierte und wirksamere
medikamentose Behandlung abzuleiten. Ziel dieser Arbeit war es, zur Beantwortung dieser
Fragestellungen einen Beitrag zu leisten. Potenzierung GABAerger Inhibition ist der
Wirkungsmechanismus zahlreicher im klinischen Einsatz befindlicher Antikonvulsiva. Durch
zunehmende Erkenntnisse der Diversitidt von GABAA Rezeptoren und deren Komposition aus
mindestens 19 verschiedenen Untereinheiten bietet sich nun die Moglichkeit, eine neue
Medikamenten-Generation mit selektiver Wirkung auf einzelne Untereinheiten zu entwickeln.
Fir welche GABA, Rezeptoruntereinheiten eine gezielte Pharmakotherapie Fortschritte
verspricht hingt von der physiologischen Rolle einzelner GABAA Rezeptoren und von deren
Verdnderung unter pathophysiologischen Bedingungen ab (Whiting 1999). Die «
Untereinheiten zeigen verschiedene Sensitivitdten gegeniiber diversen Pharmaka und sind ein
moglicher Ansatzpunkt einer GABA Rezeptoruntereinheiten spezifischen Therapie (Smith et
al. 2001). In dieser Arbeit wurden die vier hédufigsten o Untereinheiten al, o2, a3 und oS
untersucht, die zusammen mit der Untereinheit Y2 gleichzeitig fiir die Bildung von
Benzodiazepin-Bindungsstellen verantwortlich sind (Mohler et al. 2002). Benzodiazepine
entwickeln ihre Wirkung auf GABA, Rezeptoren durch einer Erhohung der GABA-Affinitét
ohne die Kanal-Offnungs-Kinetik zu verindern (Lavoie und Twyman 1996). Durch
Mutationen einzelner GABA, Rezeptoruntereinheiten wurde erreicht, dal diese Rezeptoren
insensitiv fiir Diazepam wurden, ohne ihre physiologischen Eigenschaften gegeniiber GABA
zu verlieren (Benson et al. 1998). Dadurch ist es moglich, den Beitrag einzelner GABA,
Rezeptoruntereinheiten zum breiten Wirkungsspektrum klassischer Benzodiazepine zu
selektionieren. Mdéuse, deren GABA, Rezeptoruntereinheit ol durch Punktmutation
insensitiv gegeniiber Diazepam ist, zeigen bei Diazepam-Gabe eine erhaltene Anxiolyse,
Muskelrelaxation, Storung der Motorik und Ethanol-Potenzierung. Im Gegensatz dazu fehlt
eine Sedierung und Amnesie, wihrend die Anfallsprotektion um ca. die Hélfte gemindert ist.
Dies zeigt, dal Sedierung, Amnesie und ein erheblicher Teil der antikonvulsiven BZ-Wirkung
tiber die Untereinheit ol vermittelt werden (Rudolph et al. 1999). Die verbliebene
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Anfallsprotektion sowie Anxiolyse, Muskelrelaxation, Storung der Motorik und Ethanol-
Potenzierung werden iiber die GABA, Rezeptoruntereinheiten a2, a3 und a5 vermittelt.
Untersuchungen zur weiteren Differenzierung zeigen, dal die Untereinheit o5 nicht an der
antikonvulsiven Wirkung beteiligt ist (Crestani et al. 2002). Die Anxiolyse wird iiber die
GABA Rezeptoruntereinheit a2 vermittelt (Low et al. 2000). Eine myorelaxierende Wirkung
wird hauptsichlich iiber die Untereinheit a2 vermittelt und erst bei hohen Diazepam-Dosen
zusitzlich tiber die Untereinheit o3 (Crestani et al. 2001). Ein Teil der Anfallsprotektion wird
iber die GABA Rezeptoruntereinheiten a2 und a3 bewirkt (Collins et al. 2002).

Moglicher Ansatzpunkt einer GABAj Rezeptoruntereinheiten-spezifischen Pharmakotherapie

Die im Ibotensdure-Tiermodell und im Gefrier-Lision Tiermodell (Redecker et al. 2000b) zu
beobachtende Reduktion der GABA Rezeptoruntereinheit ol ist ein moglicher Mechanismus
fiir ein vermindertes Ansprechen konventioneller Antikonvulsiva bei Patienten mit kortikalen
Dysplasien (Rudolph et al. 1999; Kralic et al. 2002). Eine funktionell weitgehend intakte
Inhibition zeigt in der Umgebung fokaler kortikaler Dysplasien, dal GABAA Rezeptoren
weiterhin eine mogliche Angriffsfliche fiir eine gezielte pharmakologische Modulation
bieten. Im Ibotensdure-Tiermodell ist die GABAA Rezeptoruntereinheit a2 nicht von einer
Herunter-Regulation betroffen. Im Gefrier-Lision Tiermodell sind die Untereinheiten a2 und
a3 arealabhiingig von einer signifikanten Reduktion ausgenommen (Redecker et al. 2000b).
Die relative Persistenz dieser GABA, Rezeptoruntereinheiten zusammen mit den
Moglichkeiten iiber die Untereinheiten o2 und a3 eine Anfallsprotektion zu vermitteln ergibt
eine zumindest theoretische Therapieoption. GABAA Rezeptoruntereinheiten spezifische
Substanzen sind im Stadium der Entwicklung (Mohler et al. 2002; Yu et al. 1999; Collins et
al. 2002). So zeigen zu den 3-Heteroaryl-2-Pyridone gehorende Substanzen eine relative
Selektivitit fiir die GABAA Rezeptoruntereinheiten o2 und o3 gegeniiber der Untereinheit ol
(Collins et al. 2002). Die Substanz SL651498 wirkt als voller Agonist auf die Untereinheiten
o2 und a3 und als partialer Agonist auf die Untereinheiten ol und a5. Dadurch wird eine
gute Anxiolyse und eine gute antikonvulsive Wirkung erzielt. Allerdings ist die
antikonvulsive Potenz von SL651498 schwicher gegeniiber Diazepam, unterliegt aber im
Gegensatz zu Diazepam keiner Toleranz (Griebel et al. 2001). Von solchen Substanzen sind
weniger sedierende, amnestische und motorische Nebenwirkungen gegeniiber klassischen
Benzodiazepinen zu erwarten. Moglicherweise ldt sich eine zur Anfallsprotektion
ausreichende Dosierung dieser Substanzen bei unter Epilepsie leidenden Patienten mit
kortikalen Dysgenesien erreichen. Inwieweit sich die theoretisch ergebende Briicke von
pathophysiologischen Verianderungen der GABAA Rezeptoren im Tiermodell {iiber
Fortschritte in der Erforschung von GABA, Rezeptoruntereinheiten-spezifischer Pharmaka
zu einer effektiveren Behandlung der betroffenen Patienten ausbauen 1dBt, bedarf weiterer
Forschung.

4.3.2 Diskussion der Ergebnisse in der Untersuchungsgruppe: subkortikale Heterotopie

4.3.2.1 Morphologische Veridnderungen im die subkortikalen Heterotopien bedeckenden
Neokortex

Zusitzlich zur Ausbildung nodulédrer subkortikaler Heterotopien zeigte sich der bedeckende
Neokortex fokal verdndert. Dabei wurden unterschiedliche Muster der Laminierung oberhalb
der Heterotopien beobachtet. Bei vier von acht Tieren waren die Kortexschichten V und VI in
der Relation zu den Kortexschichten II und III verbreitert. Im Gegensatz dazu war bei zwei
Tieren eine zum Aufbau eines Mikrogyrus vergleichbare Laminierung mit einer
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Verschmilerung der tiefen Kortexschichten und Verbreiterung der oberen Kortexschichten zu
beobachten. Zwei Tiere zeigten lediglich ein wellenférmiges Erscheinungsbild der
Laminierung ohne eindeutige Verschiebung der Proportionen zwischen den Kortexschichten.
Zur Verinderung der Kortexstruktur im die subkortikalen Heterotopien bedeckenden Kortex
kommt es durch zwei Mechanismen. Zum einen fiihrt die destruierende Ibotensdure-Wirkung
bei postmitotischen Neuronen der unteren Kortexschichten zu einem Zellverlust und
Ausdiinnung dieser Schichten (Marret et al. 1995). Zum anderen beenden die zum Zeitpunkt
der Geburt migrierenden Neurone der Kortexschichten II und III sowie teilweise IV (Rosen et
al. 1996) durch Ibotensdure-Wirkung vorzeitig ihre Migration und bleiben subkortikal liegen
(Marret et al. 1996; Gressens et al. 1996). Die physiologische durch ,,inside-outside layering*
charakterisierte Kortexentstehung wird dadurch gestort und die betroffenen Neurone erreichen
nicht ihre physiologische Position in den oberen Kortexschichten (Hagemann et al. 2001).
Dadurch wird eine umschriebene Verschmélerung der oberen Kortexschichten verursacht. Bei
sechs von acht Tieren fand sich die subkortikale Heterotopie synchron zur kortikalen
Mikrogyrus-Bildung in frontaler oder okzipitaler Verlingerung des in fronto-okzipitaler
Ausrichtung verlaufenden Mikrogyrus. Vermutlich liegen subkortikale Heterotopien nicht im
Zentrum der Ibotensdure-Wirkung, welches mit dem Mikrogyrus iibereinstimmen diirfte,
sondern im Randbereich. In diesem Bereich fiihrt vermutlich ein unterschiedliches Ausmaf}
der Uberlappung zwischen einer durch Ibotensiure erzeugten Nekrose in den tiefen
Kortexschichten sowie eine durch fehlende Neurone verursachten Verschmilerung in den
oberen Kortexschichten zu unterschiedlichen Laminierungs-Mustern des die subkortikalen
Heterotopien bedeckenden Neokortex. Dies zeigt, dal Ibotensdure induzierte subkortikale
Heterotopien von Umstrukturierungen des bedeckenden Kortex begleitet sind.

4.3.2.2 Veranderungen der GABA Rezeptoruntereinheiten-Verteilung in der Umgebung
subkortikaler Heterotopien

Der die subkortikalen Heterotopien bedeckende Kortex sowie die angrenzenden neokortikalen
Areale sind von einer konsistenten Reduktion der GABA, Rezeptoruntereinheiten al, o2,
a3, a5 und Y2 gegeniiber der kontralateralen Hemisphidre betroffen (Abb. 4.4). Die
Untereinheiten ol und a2 zeigen eine in allen neokortikalen Arealen vergleichbare, allerdings
nicht signifikante Dichteminderung. Das die subkortikalen Heterotopien unmittelbar
bedeckende und von Laminierungsstorungen betroffene Areal HL/FL zeigt fiir die GABA,
Rezeptoruntereinheiten a3 und a5 eine signifikante Herunter-Regulation, die von einer noch
ausgepriagteren Abnahme dieser Untereinheiten in den lateral gelegenen Arealen Parl und
Par2 begleitet wird. Die GABAAs Rezeptoruntereinheit Y2 zeigt in der Umgebung
subkortikaler Heterotopien eine Reduktion, die in den Arealen Frl/Fr2 und Par2 ein
signifikantes Niveau erreicht. Die Befunde lassen eine geminderte GABA, Rezeptoren
Anzahl in weiten Bereichen des die subkortikalen Heterotopien bedeckenden Neokortex
vermuten. Unter physiologischen Bedingungen sind die Untereinheiten a3 und o5 am Aufbau
von weniger als 20 % der GABA, Rezeptoren beteiligt. Dieser Anteil diirfte zugunsten der
Untereinheiten ol und o2 im morphologisch verdnderten Kortex und in den intakt
erscheinenden  parietalen  Arealen  reduziert sein. Neben  morphologischen
Laminierungsstorungen im subkortikale Heterotopien bedeckenden Kortex zeigt sich eine
dariiber hinausreichende GABA Rezeptoruntereinheiten-Dysregulation.
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Abb. 4.4: Arealspezifische Auswertung der GABA ,-Immunhistochemie nach Ibotensiurelédsion in der Ebene der
subkortikaler Heterotopie. Dargestellt ist die prozentuale optische Dichteminderung der ibotensiureinjizierten
Hemisphire in Relation zur Gegenseite. Signifikante Unterschiede sind durch einen Stern (t-Test, p<0,05) bzw.
zwei Sterne (t-Test, p<0,01) gekennzeichnet.

4.3.2.3 Vergleich morphologischer und funktioneller Befunde im Ibotensidure- und MAM-
Tiermodell

Ein weiteres und besser untersuchtes Tiermodell mit noduldren, subkortikalen Heterotopien
ist das MAM Tiermodell. Durch systemische Gabe des Teratogen Methylazoxymethanol
(MAM) bei schwangeren Ratten an E 15 werden bei deren Neugeborenen dysplastische
Veridnderungen induziert. Die Tiere entwickeln subkortikale Heterotopien im Bereich der
Ventrikel und im Hippokampus, begleitet von einer Verschmilerung der supragranulédren
Kortexschichten und Laminierungsstorungen im Neokortex (Chevassus-au-Louis et al. 1998b,
1999a; Sancini et al. 1998). Die Neurone der subkortikalen Heterotopien haben wie im
Ibotensdure Modell ihre physiologische Zielposition in den oberen Kortexschichten
(Calcagnotto et al. 2002; Chevassus-au-Louis et al. 1999a). Mit MAM behandelte Tiere
zeigen unter Provokation eine erniedrigte Krampfschwelle als Ausdruck einer zu
Heterotopien assoziierten Hyperexzitabilitdt (Chevassus-Au-Louis et al. 1998a; Germano et
al. 1996; Baraban und Schwartzkroin 1996). Diese zeigt eine erhohte Resistenz gegeniiber
klassischen Antiepileptika (Smyth et al. 2002). Begleitend zur heterotopen Lage der Neurone
werden weitreichende Veridnderungen in der Verkniipfung neuronaler Netzwerke beobachtet.
Die Neurone scheinen in ihrer heterotopen Position afferente und efferente Projektionen
entsprechend ihrer physiologischen Position in den oberen Kortexschichten beizubehalten
(Chevassus-au-Louis und Represa 1999; Chevassus-Au-Louis et al. 1998b). Aus diesem
Grund bestehen zahlreiche bidirektionale, monosynaptische Bahnen zum ipsilateralen und
kontralateralen Neokortex (Colacitti et al. 1998). Zusitzlich bilden Heterotopien
Verbindungen zu Neuronen entsprechend ihrer pathologischen Position aus (Chevassus-au-
Louis und Represa 1999), wodurch es zu funktionellen Briicken zwischen normalerweise
nicht verbundenen Netzwerken kommt. Auf diese Weise entsteht in MAM Ratten eine
funktionelle Briicke zwischen Neokortex und dem Hippokampus iiber die eine pathologische
Erregungsausbreitung moglich ist (Chevassus-Au-Louis et al. 1998b). Trotz zahlreicher
Verbindungen heterotoper Neurone zeigen Heterotopien eine partielle Deafferenzierung bei
moglicherweise gleichzeitig erhohter Anzahl von Verbindungen innerhalb der Heterotopie.
Dadurch konnte ein zur synchronen Aktivitit fahiger Fokus entstehen (Chevassus-au-Louis
und Represa 1999). Der die subkortikalen Heterotopien bedeckende Neokortex zeigt im
MAM-Tiermodell ebenfalls pathologische Bahnen. Unterhalb der Molekularschicht breiten
sich abnorme, tangentiale Bahnen innerhalb des Neokortex aus (Chevassus-Au-Louis et al.
1999b). Die im MAM-Tiermodell beschriebenen pathologischen Verbindungen weisen auf
weitreichende Reorganisationen neuronaler Netzwerke, hin wodurch die Entstehung und
Ausbreitung epileptiformer Aktivitdt begiinstigt werden konnte (Chevassus-au-Louis und
Represa 1999; Chevassus-au-Louis et al. 1999a). Im Ibotensédure-Tiermodell wurden bisher
keine Untersuchungen zur Aufdeckung pathologischer Verbindungen in der Umgebung
subkortikaler Heterotopien durchgefiihrt. Aus diesem Grund 146t sich nur spekulieren, daf3
aufgrund einer iibereinstimmenden physiologischen Zielposition der Neurone in den oberen
Kortexschichten und einer vergleichbaren subkortikalen Lage der Heterotopien &@hnliche
Verbindungen im Ibotensdure- und MAM-Tiermodell bestehen. Allerdings bilden mit
Ibotenséure injizierte Tiere keine Heterotopien im Bereich des Hippokampus, weshalb eine
Briickenbildung zwischen Neokortex und Hippokampus dort nicht zu erwarten ist. Zusitzlich
zu den im MAM-Tiermodell beschriebenen pathologischen Netzwerkverbindungen zeigt eine
Neuronen-Subpopulation ein verdndertes Entladungsmuster mit lang anhaltenden und
repetitiven Entladungen. Diese Neurone befinden sich innerhalb der Heterotopien und in den
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oberen Kortexschichten des bedeckenden, morphologisch verinderten Neokortex (Sancini et
al. 1998). Die elektrophysiologische Untersuchung zeigt verkleinerte IPSP in Neuronen des
somatosensorischen Kortex wihrend sich innerhalb der Heterotopien zusitzlich zu Neuronen
mit verkleinerten IPSP auch Neurone mit verldngerten, biphasischen IPSP nachweisen lassen
(Sancini et al. 1998). Eine mogliche Erklédrung fiir die im somatosensorischen Kortex von mit
MAM behandelten Ratten reduzierte Inhibition ist eine GABA, Rezeptoren-Dysregulation,
wie sie sich im die subkortikalen Heterotopien bedeckenden Neokortex Ibotensiure injizierter
Ratten nachweisen ld6t. Befunde im MAM- und Ibotensdure-Tiermodell deuten auf eine
Imbalance zwischen Exzitation und Inhibition hin, die zusammen mit einer weitreichenden
Reorganisation von Netzwerk-Verkniipfungen die Entstehung und Ausbreitung epileptischer
Aktivitdt im Zusammenhang mit noduldren subkortikalen Heterotopien begiinstigen konnen.

4.3.2.4 GABA, Rezeptoruntereinheiten-Ausstattung subkortikaler Heterotopien

Zu einem frithen Zeitpunkt der Neuronen-Entwicklung werden Programme aktiviert, die iiber
deren funktionelle Eigenschaften in ausgereiften Netzwerken entscheiden. Die Zugehorigkeit
zu den oberen Kortexschichten scheint bereits bei der Neurogenese determiniert zu sein
(Frantz und McConnell 1996). Die GABAA Rezeptoruntereinheiten-Ausstattung einzelner
Neurone scheint dabei ebenfalls zu einem frithen Zeitpunkt durch genetische Programme
fixiert zu sein und lediglich durch lokale Faktoren und thalamischen Input modifiziert zu
werden (Paysan et al. 1997). Die subkortikalen Heterotopien bei Ibotensédure injizierten Ratten
bestehen aus Neuronen, die ihre physiologische Zielposition in den oberen Kortexschichten
nicht erreicht haben (s. o.). Die optische Beurteilung der durch Immunhistochemie
nachgewiesenen GABA, Rezeptoruntereinheiten-Verteilung zeigt iibereinstimmende
Charakteristika zwischen Neuronen in den oberen Kortexschichten und subkortikalen
Heterotopien mit hohen Intensititen fiir die GABAA Rezeptoruntereinheit a2 und einer sehr
niedrigen Dichte fiir die Untereinheiten a3 und a5 (Hagemann et al. 2001). Die Analyse der
in subkortikalen Heterotopien gewonnenen Dichtewerte zeigte Modifikationen gegeniiber der
GABA Rezeptoruntereinheiten-Ausstattung der Kortexschichten I — IV (Abb. 4,5).
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Abb. 4.5: Auswertung der GABA, Rezeptoruntereinheiten-Ausstattung subkortikaler Heterotopien. Dargestellt
ist die optische Dichte subkortikaler Zellpopulationen (H) in Relation zu den Kortexschichten I — IV des die
subkortikalen Heterotopien bedeckenden Neokortex. Signifikante Unterschiede sind durch einen Stern (t-Test,
p<0,05) gekennzeichnet.
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Dabei zeigen sich gegeniiber den oberen Kortexschichten des bedeckenden Neokortex erhohte
Dichtewerte fiir die GABAA Rezeptoruntereinheiten a3 und o5, die normalerweise kaum in
Neuronen, die ihre Zielposition in den Kortexschichten I — IV besitzen, exprimiert werden.
Eine Reduktion der GABA, Rezeptoruntereinheit Y2 um 24 % laf3t aufgrund ihrer Relevanz
eine reduzierte GABAA Rezeptor-Anzahl in subkortikalen Heterotopien vermuten. Eine
deutliche relative Zunahme der Untereinheiten o3 und a5 kommt im Gegensatz dazu keiner
wesentlichen absoluten Zunahme an GABA, Rezeptoren gleich, da sich die prozentuale
Zunahme auf die sehr geringe Anzahl dieser Untereinheiten in den oberen Kortexschichten
bezieht. Allerdings findet eine Verschiebung der Relation zwischen den o Untereinheiten statt
bei einer relativen Abnahme der Untereinheit al gegeniiber den Untereinheiten o2, o3 und
aS. Dies entspricht einer ,,unreifen” GABA, Rezeptoruntereinheiten-Ausstattung, was ein
generelles Charakteristikum kortikaler Dysgenesien zu sein scheint (s. o0.). Eine weitere
Ursache einer Modifikation der GABA Rezeptoren konnte ein verdnderter afferenter Input in
subkortikalen Heterotopien sein. Untersuchungen zeigen, dafl heterotop verlagerte Neurone
die Fdhigkeit behalten, afferente und efferente Verbindungen entsprechend ihrer
physiologischen Herkunft zu bilden (Garnier et al. 1996; Chevassus-au-Louis und Represa
1999; Frappe et al. 1999; Gaillard und Roger 2000). Dennoch ergibt sich durch zusétzliche,
lokale Verbindungen und durch eine partielle Deafferenzierung eine unphysiologische
Netzwerk-Verkniipfung fiir subkortikale Heterotopien (Chevassus-au-Louis und Represa
1999). Untersuchungen bei Meerschweinchen zeigen, dal ein Verlust thalamischer
Afferenzen des somatosensorischen Kortex zur Reduktion der GABA Rezeptoruntereinheit
al bei gleichzeitiger Zunahme der Untereinheit a5 in den Kortexschichten III und IV fiihrt
(Paysan et al. 1997). Durch einen dhnlichen Mechanismus konnte die beobachtete partielle
Deafferenzierung in subkortikalen Heterotopien eine Verschiebung zwischen den GABAj
Rezeptoruntereinheiten verursachen. Eine erhohte Anzahl der Untereinheiten o3 und a5 fiihrt
zur Bildung von GABA, Rezeptoren mit sehr langen Offnungszeiten (Serafini et al. 1998).
Dies kann zur Verldngerung von IPSP in Heterotopien fiithren, wie sie im MAM-Tiermodell
nachweisbar sind (Calcagnotto et al. 2002; Sancini et al. 1998). Auf prasynaptischer Ebene
scheint ein verminderter GABA-Reuptake vorzuliegen (Calcagnotto et al. 2002), wihrend
GABAerge Interneurone in Heterotopien nicht reduziert sind (Hagemann et al. 2001).
GABA, Rezeptoren mit sehr langen Offnungszeiten konnen die Effektivitit GABAerger
Inhibition steigern und zur Kompensation einer moglicherweise reduzierten GABAj
Rezeptor-Anzahl in subkortikalen Heterotopien beitragen. Eine gednderte GABAj
Rezeptoruntereinheiten-Komposition mit einem erhohten Ladungstransfer kann allerdings
auch zu einer verstirkten Netzwerk-Synchronisation fithren (Serafini et al. 1998; Nusser et al.
2001). Ein weiterer moglicher Pathomechanismus zur Entstehung synchroner Aktivitit ist
eine fehlende zeitliche Abstimmung zwischen ,reifen* Netzwerken in der Umgebung
subkortikaler Heterotopien und ,,unreifen GABAA Rezeptoren auf heterotopen Neuronen
(Poulter et al. 1999) (s. 0.).

Die in dem MAM- und Ibotensédure-Tiermodell gewonnen Erkenntnisse deuten auf zahlreiche
und weitreichende Netzwerkverdanderungen in subkortikalen Heterotopien und dem
bedeckenden Neokortex hin. Die Abkldarung der Relevanz einzelner Befunde zur Entstehung
oder Kompensation einer assoziierten Hyperexzitabilitit erfordert weitere Untersuchungen.
Zur funktionellen Beurteilung der beobachteten GABA, Rezeptoruntereinheiten-
Dysregulation bedarf es zusétzlicher elektrophysiologischer Untersuchungen.
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4.3.2.5 Klinische Relevanz der Befunde bei subkortikalen Heterotopien
Vergleich zur Pathophysiologie bei subkortikalen Heterotopien des Menschen

Parallel zu der im Ibotensdure Modell beobachteten GABAA Rezeptoruntereinheiten-
Dysregulation in der Umgebung subkortikaler Heterotopien zeigen sich Veridnderungen der
GABAergen Inhibition bei Epilepsie-Patienten mit Heterotopien. Durch PET-Analyse laft
sich ein Verlust zentraler Benzodiazepin-Bindungsstellen in subkortikalen Heterotopien
nachweisen (Hammers et al. 2001) analog zu der beobachteten Herunter-Regulation der
GABA, Rezeptoruntereinheiten ol und Y2 innerhalb der Heterotopien. Das Gewebe
menschlicher subkortikaler Heterotopien zeigt qualitative Verdnderungen von mit
Neuropeptid Y und Calretinin markierten Interneuronen. Dabei ldt die morphologische
Unreife dieser Neurone auf eine verzogerte Reifung des GABAergen Systems mit der
Ausbildung funktionell unreifer Synapsen schlieen (Hannan et al. 1999). Diese lediglich auf
morphologischen Kriterien von Interneuronen basierende Vermutung wird durch die Befunde
dieser Arbeit bestirkt. Auf der Ebene der Synapsen zeigt sich innerhalb der subkortikalen
Heterotopien die Persistenz eines fiir unreife Gewebe typischen GABAA Rezeptor-
untereinheiten-Musters mit einem in Relation zur Untereinheit ol erhdhten Anteil der
,sunreifen GABAA Rezeptoruntereinheiten o2, o3 und 5. Ein abnormes, unreifes GABA-
System kann zu einem Uberwiegen der Exzitation fiihren und eine beim Menschen gezeigte
intrinsische Epileptogenitit subkortikaler Heterotopien mitbegriinden (Francione et al. 1994;
Dubeau et al. 1995; Hannan et al. 1999). Klinische Daten deuten jedoch darauf hin, daf} der
bedeckende Neokortex ebenfalls an der Epilepsie-Genese beteiligt ist (Li et al. 1997;
Francione et al. 1994; Spreafico et al. 1998b). Die in dieser Arbeit im bedeckenden Neokortex
beobachteten Laminierungsstorungen und GABA, Rezeptoruntereinheiten-Verdnderungen
lassen ebenfalls eine nicht auf die Heterotopien beschrinkte Pathophysiologie vermuten. Der
Nachweis von morphologisch verdnderten Interneuronen im bedeckenden Neokortex deutet
auf eine lber die Heterotopien hinausreichende Dysregulation des GABA-Systems hin
(Hannan et al. 1999). Allerdings zeigt der in vivo Nachweis von Benzodiazepin-
Bindungsstellen keine Verdnderungen im bedeckenden Neokortex (Hammers et al. 2001). Die
im MAM-Tiermodell nachgewiesene partielle Deafferenzierung bei gleichzeitiger Ausbildung
zahlreicher reziproker Verbindungen zum bedeckenden Neokortex (Chevassus-au-Louis und
Represa 1999) ist beim Menschen an epilepsiechirurgisch gewonnenem Material mittels
Tract-Tracing ebenfalls nachweisbar (Hannan et al. 1999). Als mdoglicher Pathomechanismus
der Epilepsieentstehung kommt dabei eine Imbalance zwischen Exzitation und einer
funktionell unreifen Inhibition in Frage, wobei es zu einer Erregungsausbreitung in den
bedeckenden Neokortex kommen kann. Der ebenfalls Verdnderungen aufweisende Kortex
kann dabei als Verstdarker (Hannan et al. 1999) fungieren oder ist seinerseits zur Generierung
epileptischer Aktivitit fahig.

Beurteilung von Therapieansdtzen bei der zu subkortikalen Heterotopien assoziierten
Epilepsie

Beim Menschen sind subkortikale Heterotopien hidufig mit Epilepsie assoziiert (Raymond et
al. 1995; Meencke und Veith 1992). In einer Serie von Dubeau et al. (1995) leiden 82 % der
Patienten mit subkortikalen Heterotopien an rezidivierenden Anfillen. Die meisten Patienten
zeigen normale intellektuelle und motorische Funktion mit, wenn iiberhaupt, nur milder
mentaler oder motorischer Retardierung (Dubeau et al. 1995). Auch wenn die Lisionen meist
umschrieben sind und eine Resektion unproblematisch erscheint, ist zu beachten, dal}
heterotopes Gewebe an normalen Funktionen beteiligt sein kann (Richardson et al. 1998;
Morioka et al. 1999). Das Hauptproblem der chirurgischen Therapie ist jedoch eine hiufig nur
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ungeniigende Anfallskontrolle (Li et al. 1997; Porter et al. 2002). Dies deutet auf iiber die
Heterotopien hinausreichende Pathologien hin. Dabei sollte besonders eine sogenannte ,,duale
Pathologie* mit dem Vorliegen einer synchronen Hippokampus-Sklerose als Kontraindikation
fiir eine Operation angesehen werden (Li et al. 1997; Sisodiya 2000). Zusitzlich sollte
versucht werden, durch funktionelle Untersuchungen wie die SEEG das Ausmal
epileptogener Verdnderungen im bedeckenden Neokortex zu ermitteln (Spreafico et al.
1998b). Zu subkortikalen Heterotopien assoziierte Anfélle sind haufig refraktdr gegeniiber der
medikamentosen Therapie (Raymond et al. 1995; Battaglia et al. 1996; Porter et al. 2002). Die
beobachtete GABA, Rezeptoruntereinheiten-Dysregulation liefert dafiir ein mdogliches
funktionelles Korrelat. Inwieweit eine im Abschnitt 4.3.1.10 diskutierte GABAA
Rezeptoruntereinheiten-spezifische Pharmakotherapie die Anfallskontrolle verbessern kann
bleibt Spekulation und bedarf zahlreicher weiterer Untersuchungen. Ein weiterer
therapeutischer Ansatz ergibt sich durch zunehmende genetische Erkenntnisse im
Zusammenhang mit der Entstehung kortikaler Dysgenesien (Walsh 2000). Dadurch wird eine
gezielte genetische Beratung bei familiirem Auftreten von subkortikalen Heterotopien
moglich (Lagae 2000; Guerrini und Carrozzo 2002).
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Zusammenfassung

Kortikale Dysgenesien umfassen eine heterogene Gruppe von Defekten der Hirnentwicklung, die
durch verbesserte bildgebende Verfahren immer hdufiger im Zusammenhang mit verschiedenen
Krankheitsbildern diagnostiziert werden. So lassen sich kortikale Dysgenesien als Ursache von
mentaler Retardierung, neuropsychologischen Defiziten, psychiatrischen Erkrankungen und
zerebralen Anfallsleiden nachweisen. Die hierdurch bedingten Epilepsien erweisen sich dabei
hiufig gegeniiber der medikamentdsen und operativen Therapie als refraktér, was die klinische
Relevanz kortikaler Dysgenesien unterstreicht. Die Erforschung der zugrundeliegenden
Pathogenese und Pathophysiologie sowie die Entwicklung suffizienter Therapien stellen
medizinische Herausforderungen dar.

Die durch fokale kortikale Dysgenesien induzierten funktionellen Auswirkungen die, zu
einer assoziierten Hyperexzitabilitdt und zu einem reduzierten Ansprechen auf konventionelle
Antiepileptika fiihren, sind weitestgehend ungeklért. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
die mogliche Beteiligung einer GABA, Rezeptor-Dysregulation an der Pathogenese der
Hyperexzitabilitit bei kortikalen Dysgenesien untersucht.

Die Verteilung von GABA, Rezeptoruntereinheiten ol, a2, o3, a5 und Y2 im Bereich
tierexperimentell induzierter kortikaler Dysgenesien wurde durch Immunhistochemie mit
Untereinheiten-spezifischen Antikdrpern visualisiert. Als Tiermodell wurde die intrakortikale
Injektion von Ibotensdure am Tag der Geburt von Wistar-Ratten gewihlt. Ibotensidure-Injektionen
induzieren kortikale Dysgenesien in Form von fokalen kortikalen Dysplasien und subkortikalen
Heterotopien. Eine differenzierte Auswertung erfolgte mittels Bestimmung von optischen
Dichtewerten im Bereich der fokalen kortikalen Dysplasien und der subkortikalen Heterotopien
sowie in dem jeweils angrenzenden, morphologisch unveridnderten Neokortex.

In der Umgebung Ibotensdure induzierter fokaler kortikaler Dysgenesien trat eine
weitreichende Dysregulation der GABA, Rezeptoruntereinheiten-Verteilung auf. Die betroffene
Hemisphire zeigte eine Herunter-Regulation wichtiger an der GABA, Rezeptoren-Komposition
beteiligter Untereinheiten gegeniiber der kontralateralen Hemisphére und eine Verschiebung in
der Relation der GABA, Rezeptoruntereinheiten untereinander. Der durch fokale kortikale
Dysplasie veridnderte Neokortex sowie die angrenzenden neokortikalen Areale waren durch eine
signifikante Reduktion fiir die GABA Rezeptoruntereinheiten al, a3, a5 und Y2 gekennzeichnet.
Die GABA, Rezeptoruntereinheit a2 zeigte keine signifikanten Unterschiede zur Gegenseite und
war nicht von einer Herunter-Regulation betroffen. In der Umgebung subkortikaler Heterotopien
kam es zu einer konsistenten Reduktion der untersuchten GABA Rezeptoruntereinheiten, welche
jedoch nur fiir die Untereinheiten a3, o5 und Y2 ein signifikantes Niveau erreichte. Die
Ausdehnung einer im Ibotensidure-Tiermodell nachgewiesenen Hyperexzitabilitét betrifft wie die
GABA, Rezeptor-Dysregulation weite Bereiche des Kortex in der Umgebung kortikaler
Dysgenesien und 148t auf eine Beteiligung der GABA, Rezeptor-Dysregulation an den
zugrundeliegenden Mechanismen schlieB3en.

Ektopien in der Molekularschicht und subkortikale Heterotopien besitzen eine GABA4
Rezeptoruntereinheiten-Ausstattung entsprechend ihrer physiologischen Zielposition in den
Kortexschichten I — IV. Dabei ist die GABA Rezeptoruntereinheiten-Ausstattung von Neuronen
subkortikaler Heterotopien dahingehend modifiziert, daf sie vergleichbar zu unreifen Neuronen
einen erhohten Anteil der Untereinheiten o2, a3 und a5 aufweisen. Die Persistenz eines unreifen
Entwicklungszustandes scheint ein Charakteristikum kortikaler Dysgenesien zu sein.

In welcher Weise die beobachtete GABA, Rezeptoruntereinheiten-Dysregulation kausal
zu der mit kortikalen Dysgenesien assoziierten Epileptogenitidt beitrdgt und fiir die hiufig
auftretende Therapieresistenz gegeniiber den konventionellen Antiepileptika verantwortlich ist
bedarf weiterer Forschung.

gez.: Univ.-Prof. Dr. med. Otto W. Witte
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