Aus dem Institut fiir Experimentelle Epilepsieforschung
der Westfdlischen Wilhelms-Universitidt Miinster

(Geschiftsfithrender Direktor: Univ.-Prof. Dr. rer. nat. H.-C. Pape)

Wirkungen von Lamotrigin
auf neuronale Aktivitit unter epileptischen und
nicht-epileptischen Bedingungen in einem Modellnervensystem

(Buccalganglien von Helix pomatia)

INAUGURAL-DISSERTATION
zur
Erlangung des doctor medicinae
der Medizinischen Fakultét

der Westfalischen Wilhelms-Universitdt Miinster

vorgelegt von
Hesekamp, Helke
aus Emsdetten

2007



Gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultit der Westfalischen Wilhelms-
Universitit Miinster



Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. Arolt
1. Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. med. Speckmann

2. Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. med. Wassmann

Tag der miindlichen Priifung: 24.09.2007



Aus dem Institut fiir Experimentelle Epilepsieforschung
der Westfalischen Wilhelms-Universitdt Miinster

- Geschiftsfiihrender Direktor: Univ.-Prof. Dr. rer. nat. H.-C. Pape -

Referent: Univ.-Prof. Dr. med. E.-J. Speckmann
Koreferent: Univ.-Prof. Dr. med. H. Wassmann
ZUSAMMENFASSUNG

Wirkungen von Lamotrigin auf neuronale Aktivitit unter epileptischen und nicht-epileptischen
Bedingungen in einem Modellnervensystem (Buccalganglien von Helix pomatia).

Hesekamp, Helke

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zum Verstindnis der Wirkungsweise von Lamotrigin leisten. Dazu
wurden die Wirkungen von Lamotrigin auf Neurone in einem Modellnervensystem untersucht, indem die
Verdnderungen von Membranpotential, Membranwiderstand, Aktionspotentialen, synaptischen Potentialen,

Schrittmacherpotentialen und epileptiformer Aktivitidt durch Lamotrigin ausgewertet wurden.

Als Modellnervensystem wurden die Buccalganglien der Weinbergschnecke (Helix pomatia) verwendet. Die
Ganglien wurden aus dem Tier isoliert und in eine kontinuierlich durchspiilte Experimentierkammer gegeben.
Die identifizierten Neurone Bl, B2 und B3 wurden mit intrazelluldren Elektroden abgeleitet und unter
verschiedenen Kontrollbedingungen untersucht: i) bei nicht-epileptischen Bedingungen, die durch
physiologische = Schnecken-,,Ringer“-Losung eingestellt wurden, ii) bei unterschwellig epileptischen
Bedingungen, die durch Zugabe von 8 und 16 mM Pentylentetrazol (PTZ) zur Schnecken-, Ringer“-Losung
ausgelost wurden und iii) unter epileptischen Bedingungen, die durch 40 mM PTZ-Ldsung eingestellt wurden.
Die Zugabe 40 mM PTZ-Losung 16st regelméBig das Auftreten epilepsietypischer Membranpotentialinderungen,
der sogenannten ,,paroxysmal depolarization shifts” (PDS), aus. 8 und 16 mM PTZ-Konzentrationen sind fiir die

Auslosung von PDS unterschwellig.

Das Membranpotential des B3-Neurons wurde durch Lamotrigin um 1 bis 3 mV hyperpolarisiert. Der
Membranwiderstand nahm um ca. 0,3 MQ bei nicht-epileptischen Bedingungen und um ca. 0,8 MQ bei
unterschwellig epileptischen Bedingungen ab. Das Aktionspotential wurde bei unterschwellig epileptischen
Bedingungen durch Lamotrigin um ca. 1 ms verkiirzt. Synaptische Potentiale, die durch elektrische Reizung
eines Nerven ausgelost wurden, waren wihrend Lamotrigingabe vergroBert. Diese Wirkung wurde vor allem
unter nicht-epileptischen Bedingungen deutlich. Schrittmacherpotentiale, aus denen sich PDS entwickeln
konnen, wurden durch Lamotrigin in ihrer H&ufigkeit reduziert und so verdndert, dass die Depolarisation
verkiirzt und die Hyperpolarisation verstiarkt wurden. PDS wurden durch Lamotrigin bis zum vollstindigen
Block verkiirzt. Die iiberdauernde Blockade der PDS durch Lamotrigin konnte gezeigt werden. Aufgrund der
iberdauernden Wirkung wird angenommen, dass Lamotrigin durch Beeinflussung intrazelluldrer

Regulationsmechanismen die Entstehung epileptischer Aktivitit erschwert.

Tag der miindlichen Priifung: 24.09.2007

Die Untersuchungen dieser Arbeit an iiberlebendem Nervengewebe sind von der Bezirksregierung Miinster in einem Schreiben vom 19.
Dezember 2002, Aktenzeichen 50.0835.1.0 (G 79/2002), genehmigt worden. Eine Anderung dieser Genehmigung erfolgte am 01.04.2005.
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1. Einleitung

Epilepsie ist eine schon seit langem bekannte Erkrankung. Bereits Hippocrates (460-377 v.
Chr.) berichtete von der ,.heiligen Krankheit“, bei der ,,der Kranke seine Sprache verliert und
gewiirgt wird. Schaum flieBt aus seinem Mund, er beisst die Zahne aufeinander, die Hinde
krampfen sich zusammén, die- Augen verdrehen sich und die Kranken sind mnicht bei
Besinnung® (Grensemann, 1968). Er benannte dieses Krankheitsbild Epilepsie. J. H. Jackson
(1886; 1931) gab schliefilich dié bis heﬁte giltige Definition der Epilepsie: Es handelt sich um

Funktionsstérungen des Gehirns, bei denen es zu einer plotzlichen, voriibergehenden, |
exzessiven Entladung von zerebralen Neuronen kommt. Weltweit sind etwa 40 bis 100
Millionen Menschen an Epilepsie erkrankt (Delgado-Escueta, 1999), davon etwa 800.000 in
Deutschland (Gleixner et al., 2004). 5 % aller Ménschen erleiden einmal in ihrem Leben einen
~ epileptischen Krampfanfall und 10 % der Menschen weisen eine erhohte Kramptbereitschaft
auf (Poeck und Hacke, 2001). Die Therapie der Epilepsien erfolgt hauptsichlich iiber
Medikamente, die die Anfille unterdrﬁcken und meist iiber lange Zeitrdume regelméBig
eingenommen werden missen. Etwa 20 % der Patienten profitieren jedoch kaum oder gar
nicht von diesen Antiepileptika. Dabei handelt es sich meist um schwere Epilepsien. Diese
Zahlen verdeutlichen, dass immer noch e¢in hoher Forschungsbedarf beziiglich der

Pharmakotherapie besteht.

Fir die Entwicklﬁng neuer Pharmaka ist die Kenntnis der Elementarprozesse der
epileptischen Aktivitdt Voraussetzung. Es ist allgemein akzeptiert, dass sogenannte
,paroxysmal depolarization shifts* (PDS) die Grundlage epileptischer Aktivitit bei Mensch
und Tier bilden (Li und Van Buren, 1972; Rayport, 1972; Prince and Wong, 1981). PDS sind
epileptische Entladungen der Nervenzellen, die aus charakteristischen Folgen von
Membranpotentialinderungen bestehen {Goldensohn und Purpura, 1963; Matsumoto und
Ajmone Marsan, 1964; Creutzfeldt et al., 1966). Eine solche epileptische Entladung beginnt
mit einer steilen Depola:m'sation, dic in eine plateauformige Verminderung des
Membranpotentials tibergeht. Die Depolarisation geht mit emer starken Erhéhung der
intrazelluldren Kalziumkonzentration einher (Eckeft und Lux, 1976; Speckmann, 1986; Pisani
et al., 2004). Diese Erhohung der intrazelluldren Kalziumkonzentration bewirkt schlieBlich

eine Aktivierung kalziuminduzierter Kaliumstrome, die zu einer steilen Repolarisation fithren.



Uber den Entstehungsmech\zmismus der PDS bestehen unterschiedliche Vorstellungen. Es
wird vielfach angenommen, dass epileptische Aktivitdt durch verstirkte Exzitation und /oder
verminderte Inhibition im Nervensystem entsteht. TInfolge der Verschiebung des
Gleichgewichtes zwischen Exzitation und Inhibition zugunsten der Exzitation kommt es zur
Rekrutierung bisher unbeteiligter Nervenzellen und zur Synchronisation (Delgado-Escueta,
1999). In diesem Zusammenhang werden PDS oft als ,,giant EPSP* bezeichnet (Johnston und
Brown, 1981). In der Literatur konnte jedoch bereits mehrfach gezéigt werden, dass PDS auch
ohne synaptische Zufliisse entstehen kdnnen (Speckmann und Caspers, 1973; Madeja ot al.,
1989; Altrup, 2004). Vof diesem Hintergrund ist angenommen worden, dass PDS in dem
einzelnen Neuron generiert werden konnen und auf charakteristischen Ionenstrémen beruhen:
einem spannungsabhingigen, transmembrandsen Kalziumstrom, der die Zelle depolarisiert,
einer kalziuminduzierten intrazelluléireﬁ Kalziumfreisetzung und einem kalziuminduzierten

Kaliumstrom, der zur Repolarisation fiihrt.

Vor dem Hintergrund der oben dargestellten Vorstellungen wird vielfach angestrebt,
Pharmaka zu entwickeln, die auf die Basismechanismeh der epileptischen Aktivitdt zielen.
Jedoch steht den relativ differenzierten Vorstellungen iiber die Angriffspunkte der Pharmaka
ein Mangel an Wissen Giber diese Basismechanismen der Epileptogenese gegeniiber. So ist es
nicht erstaunlich, dass eine wirksame Therapie im wesentlichen empirisch ermittelt werden

muss.

Eines der neueren Antiepileptika mit guter Wirksamkeit ist Lamotrigin. Es wird erfolgreich
. bei refraktirer, partieller Epilepsie, bei generalisierten Anfillen, bei Absencen und bei dem

Lennox-Gastaut-Syndrom eingesetzt. Es besitzt weiterhin gute Wirksamkeit bei der Therapie |
manischer Phasen im Rahmen bipolarer Stdrungen, bet Migrdne mit Aura, neuropathischen
Schmerzen und bei Bewegungsstérungen wie Chorea Huntington (Leach et al., 2002). So wie’
verschiedene klinische Anwendungen fiir Lamotrigin beschrieben worden sind, sind in der
Literatur auch verschiedene Wirkmechanismen postuliert worden. Die Kenntnis der
Wirkmechanismen isf cine Voraussetzung fir die Therapie, wenn unerwartete, noch
unbekannte Effekte auftreten. Die Kenntnis der Mechanismen ist auch notwendig, wenn das
Wirkungsprinzip verbessert oder neue Wirkstoffe entwickelt werden sollen. Um Riickschliisse
auf die Wirkmechanismen zu erhalten, ist die Wirkung von Lamotrigin auf verschiedene
Zellfunktionen betrachtet wordén- So wurden beispiclsweise die Verinderungen von

Membranpotential und Membranwiderstand durch Lamotrigin untersucht. Dabei konnten



Calabresi et al. (1999) sowie Otoom und Nusier (2001) in kortikostriatalen bzw.
hippocampalen Neuronen der Ratte keine Verinderung des Membranpotentials durch
Lamotrigin beobachten. Demgegeniiber beschreiben Poolos et al. (2002) in hippocampalen
Neuronen der Ratte eine durch Lamotrigin induzierte Depolarisation. Ebenfalls wurde die
Wirkung von Lamotrigin auf das Aktionspotential untersucht. Poolos et al. (2002) konnten
keine Verdinderung von Aktionspotentialen hippocampaler Neurone der Ratte feststellen.
Grunze et al. (1998a, b) hingegen zeigten eine deutliche Reduktion der Amplitude des
Aktionspotentials durch Lamotrigin in hippocampalen Neuronen des Meerschweinchens.
Auch andere Autorén konnten eine Blockierung von Aktionspotentialen durch Lamotrigin
zeigen (Calabresi et al., 1999; Langosch et al., 2000a, b; Cheung et al., 1992). In diesem
Zusammenhang wird oft die Blockade spannungsabhiingiger Natriumkanile durch Lamotrigin
diskutiert. Eine solche Blockade haben beispielsweise Spadoni et al. (2002) in neokortikalen
Neuronen der Ratte und Remy et al. (2003) in hippocampalen Neuronen der Ratte gezeigt.
Demgegeniiber konnten Pisani et al. (2004) in neokortikalen Neuronen und Wang et al.

(1996) in Mandelkernneuronen der Ratte keine Beeinflussung der Natriumkanéle beobachten.

Vor dem Hintergrund der Vorstellung zur Entstechung epileptischer Aktivitit durch ein
Ungleichgewicht von Exzitation undr Inhibition sind auch Wirkungen von Lamotrigin auf
synaptische Potentiale untersucht worden. Auch hier kommen die Autoren zu sehr
unterschiedlichen Frgebnissen. So beobachten Cunningham und Jones (2000) in Neuronen
des entorhinalen Kortex der Ratte eine Erhohung der Amplitude inhibitorischer
postsynaptischer Potentiale (IPSP). Demgegeniiber beschreiben Lees und Leach (1993) eine
Reduktion der IPSP-Amplitude durch Lamotrigin in kortikalen Neuronen der Ratte. Eine
Reduktion der Ampliﬁde exzitatorischer postsynaptischer Potentiale (EPSP) konnten
beispielsweise Langosch et al. (2000a, b) in hippocampalen Neuronen des Meerschweinchens
zeigen. Cunningham und Jones (2000} hingegen konnten keine Beeinflussung der EPSP-

Amplituden in Neuronen des entorhinalen Kortex durch Lamotrigin feststellen.

Um die antiepileptische Wirkung von Lamotrigin zu beurteilen, wird oft die Beeinflussung
von PDS durch Lamotrigin untersucht. Ein wesentliches Element, auf dem PDS beruhen, ist

der Kalziumstrom iiber ,,high voltage activated™ Kalziumkanéle. Auch beziiglich der Wirkung |
von Lamotrigin auf diese Kalziumkanile werden in der Literatur unterschiedliche
Beobachtungen beschrieben. So stellen Wang et al. (1996) in Mandelkernneuronen der Ratte
eine Bl&;kade von ,high voltage activated” Kalziumkanélen des N-Types durch Lamotrigin
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fest. Demgegeniiber zeigten Pisani et al. (2004) sowie Stefani et al. (1996) eine Blockade von
»high voltage activated” Kalziumkanélen des P-Types. |

Der oben dargestellte Dissenz beziiglich der Lamotriginwirkungen kann unter anderem
darauf zuriickgefiihrt werden, dass die Ergebnisse an verschiedenen  Teilen des
Nervensystems und in verschiedenen Tierarten gewonnen wurden. Dadurch sind sie nur
schwer vergleichbar. Es wird deutlich, dass eine Testung aller Zellfunktionen unter
cinbeitlichen Bedingungen notig ist. Auberdem wurden die oben genannten Untersuchungen
unter nicht-epileptischen Bedingungen durchgefiihrt. Es ist je&och iﬁteressant, die
Lamotriginwirkungen éluch bei unterschwellig epileptischen und bei epileptischen
Bedingungen zu untersuchen, da beispielsweise epileptogene Pharmaka viele
Zelleigenschaften veridndern, die durch antiepileptisch witkende Substanzen wieder

normalisiert werden konnten.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, Wirkungen von Lamotrigin auf mehrere Zellfunktionen
unter einheitlichen Bedingungen zu testen. Dabei sollen die Ergebnisse untereinander
vergleichbar sein und in Bezug auf die Basismechanismen der Epileptogenese eingeordnet
werden. Fiir solche komplexen Fragestellungen sind in der Literatur vielfach relativ einfache
biclogische Modellnervensysteme eingesetzt worden. In der Epilepsieforschung sind oft
Experimente an den Buccalganglien der Weinbergschnecke Helix pomatia durchgefithrt
worden (vgl. Altrup, 2004). Solche hlvertebratehganglien eignen sich aus mehreren Griinden
als Modellsysteme. Viele enthalten Riesenneurone, die visuell vor dem Experiment
identifiziert werden kénnen und deren spezifische Figenschaften gut bekannt sind (Altrup und
Speckmann, 1994). In den Buccalganglien von Helix pomatia kommt unter andérem das
Riesenneuron B3 vor, das wihrend der Applikation von Pentylentetrazollosung (PTZ)
typische epileptiforme Aktivitit (PDS) generiert (Caspers und Speckmann, 1969; Speckmann
et al.,, 1972). Um die Wirkungen von Lamotrigin auf verschiedene Zellfunktionen zu
iib erbriife_n, werden in der vorliegenden Arbeit die Verinderungen von Membranpotential und
uwiderstandr, Amplitude und Dauer der Aktionspotentiale, Amplitude der synaptischen
Potentiale, Schrittmacherpotentiale und PDS durch Lamotrigin betrachtet. Die Wirkungen von
Lamotrigin auf diese Zielg‘rﬁﬁ_en werden dabei unter 1) nicht-epileptischen Bedingungen, die
durch Superfusion mit physiologischer Schnecken-, Ringer-Losung eingestellt werden, ii)
~ unterschwellig epileptischen Bedingungen, die durch Superfasion mit 8 und 16 mM PTZ-



Losung eingestellt werden und iii) epileptischen Bedingungen, die durch Superfusion mit 40

mM PTZ-Lisung eingestellt werden, untersucht.



2. Material und Methoden

2.1 Versuchstier

Firr die vorlicgende Arbeit wurde Nervengewebe der Weinbergschnecke Helix pomatia
untersucht. Die Versuche an tiberlebendem Nervengewebe (in vifro) sind der
Bezirksregierung Miinster angezeigt und in dem Schreiben vom 19.12.2002 genchmigt
worden (siche AI&lang}. Fiir die Experimente wurden adulte Schnecken verwendet, die in
einem Terrarium bei Raumtemperatur, hoher Luftfeuchtigkeit und reichlichem Angebot von
frischem Salat gehalten wurden. Wihrend der Winterruhe wurden die Schnecken bei 6°C in
einem dunklen Raum gehaltén. Einige Tage vor dem Experiment wurde das wihrend dieser
Phase vorhandene Epiphragma (Meisenheimer, 1912; Kilias, 1960) erdffnet und die
Schnecken wurden in das Terrarium .iiberfiihrt. Eine jahreszeitliche Abhéngigkeit der

Ergebnisse konnte nicht beobachtet werden.

Das zentrale Nervensystem der Weinbergschnecke wird von zwei paarig angelegten
Buccalganglien und Cerebralganglien sowie einem unpaaren Suboesophagealganglion
gebildet (Abb. 1). Die Buccalganglien liegen auf der ,,Ddrsalseite“ des Pharynx unmittelbar
am Abgang des Oesophagus und stehen {iber Cerebrobuccalconneétive mit den
Cerebralganglien in Verbindung. AuBerdem bestehen .nervale Verbindungen zu Pharynx,
Ocsophagus und den paarigen Speicheldriisen. Die Hauptfunktion der Buccalga.nglién besteht
in der Steuerung der Muskel- und Organtitigkeit des oberen Verdauungstraktes bei der
Nahrungsaufnahme (Kunze, 1917a, b; Peters und Altrup, 1984; Altrup et al.,1990b).

In den Buccalganglien befinden sich etwa 1000 Nervenzellen (Abb. 2)."Am lateralen Rand
und auf dem Lobus medialis findet man vier prominente Nervenzellen (Kunze, 1917a, b;
Steffens, 1980}, die als B1, B2, B3 und B4 bezeichnet werden (Schulze et al., 1975). Durch
histoglogische und elektrophysiologische Untersuchungen sind diese vier Zellen
charakterisiert; eine interindividuelle Konstanz beziiglich Lage, GréBe und definierter
physiologischer Funktion konnte nachgewiesen werden (Peters und Altrup, 1984; Altrup,
1987; Alirup et al., 1990a).

Bei Applikation epileptogener Substanzen (hier Pentylentetrazol, PTZ) generiert das B3-

Neuron epileptiforme Aktivitdt in Form von paroxysmalen Depolarisationen (,,paroxysmal
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depolarization shift“, PDS; Goldensohn und Purpura, 1963; Matsumoto und Ajmone Marsan,
1964; Creutzfeldt et al., 1966). Die epileptiforme Aktivitdt in der Schnecke unterscheidet sich
nicht grundsitzlich von der | epileptischen Aktivitat der Saugetiere einschlieflich des
Menschen (Altrﬁp, 2004).

A 3

Qesophagus

Speicheldrise

Abb. 1: Schematische Darstellung des Zentralnervensystems von Helix pomatia. A: Sagittalschnitt des Schneckenkopfes mit
Pharynx und Ganglien in situ. B: Aufsicht auf den isolierten Pharynx im Priiparationsbad. Oesopbagus und Speicheldriisen
sind zur Darstellung der Buccalganglien nach vorne und die Cerebralganglien nach hinten umgeschlagen. Die von den
Buccalganglien abgehenden Nerven sind nammeriert: 1 (hintere), 3 und 4 (mittlere), 5 {vordere): Pharyngealnerven; 2:

Cerebrobuccalcomective; 6: Speicheldriisennerven; 7: hintere Oesophagealnerven (modifiziert nach Altrup, 1990).

Commissur

200 um

Abb. 2: Schematisierte Dorsalansicht der isolierten Buccaigang]ien von Helix pomatia mit Lage der identifizierten
Riesenneurone B1- B4 unter den skizzerten oberflachlichen Perikarya und mit den Nervenabgéngen 1- 7: 1 (hintere), 3 und 4
{(mitflere), 5 (vordere): Pharyngealnerven; 2: Cerebrobuccalconnective; 6: Speicheldrisennerven; 7. Thintere

QOesophagealnerven (modifiziert nach Altrup, 1950).



2.2 Priaparation

Zur Priparation des Nervengewebes wurden die Schnecken unmittelbar unterhalb der
Gehiusedffoung dekaptiert. Nach median-sagittaler Er6ffnung des Kopfteils wurden dann
Pharynx, Oesophagus und Speicheldriisen en bloc isoliert, in ein 10 .ml fassendes Rundbad -
mit Wachsboden (Eigenbau des Instituts) gegeben und dort mit Insektennadeln fixiert.

In dem Rundbad wurde das Préparat kontinuiertich mit einer Schnecken-,,Ringer**-Ldsung, im

Folgenden als Meng-Losung bezeichnet (siehe Kapitel 2.5), superfundiert.

Die Feinpriparation erfolgte unter einem binokularen Stereomikroskop (Wild M8, Leica, .
KolIn) mit 6- bis 50facher VergroBerung. Mit Hilfe einer feinen Pinzette (DuMont High-Tech,
S-chweii) und einer mikrochifurgischen Schere (Geuder, Heidelberg) wurde das
fibromuskuldre Gewebe zur Darstelluné der Pharyngealnerven, der Cerebrobuccalconnective,
der Speicheldriisen- und hinteren Oesophagéalnerven sowie der identifizierten Riesenneurdne
entfernt. Dabei blieb die feste, innere Srchicht des Perineuriums (Steffens, 1980) erhalten. Da
diese Schicht die Zellpunktion mit Mikroelektroden erschwert, kann sie mit proteolytischen
Enzymen aufgelockert werden (Hafeman und Miller, 1967). Auf eine solche enzymatische -
Auflockerung wurde in der vorliegenden Arbeit vérzichtet, da die bioelektrische Aktivitiit der
Neurone durch diese Behandlung verandert wird (Altrup et al., 1980).

Durch distale Durchtrennung der Nerven wurden dann die Buccalganglien vom Pharynx
- abgesetzt und mit Hilfe der erhalténe‘n Nervenanteile auf einem Filterpapier fixiert. Dieses
wurde sodann in ein rinnenformiges Versuchsbad mit Wachsboden (Eigenbau des Institutes)
iberbracht. Dort erfolgte die Fixierung und Positionierung mit feinen, gebogenen
Insekteﬁnadeln, die zugleich auch als Widerlager bei der Punktion n_iit den Mikroelektroden

dienten. Die Vorbereitung der Experimente dauerte jeweils weniger als 2 Stunden.

2.3 Elektrophysiologische Veruchsanordnung

In Abb. 3 sieht man eine schematische Versuchsanordnung; das Priparat befindet sich am
Boden des Versuchsbeckens. Das Priparat wurde von Meng-Losung (siehe Kapitel 2.5) mit
einer Anflutung von ca. 3 ml pro Minute in anndhernd laminarer Stromung umspiilt. Ein
kompletter Austausch der Losung fand etwa 60 mal pro Stunde statt. Durch Vorkiithlung der

Losung und durch direkte Kiihlung des Versuchsbeckens wurde eine konstante Temperatur
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von 19 + 1°C erreicht, welche mittels eines NTC-Widerstandes (Eigenbau des Institutes)

kontinuierlich geregelt wurde.

[ Yy
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o 27 Pumpe

(UHLUNG

Abb. 3: Schematische Darstellung der Versuchsapparatur mit dem Ganglienpriparat auf dem Boden des Versuchsbeckens
(Bildmitte). Buccalganglien von Helix pomatia, hier B2 Neurone mit Mikroelektroden in vitro. SE: Stromelektrode fiir die
Injektion hyperpolarisierender Strompulsé, ME 1: Messelektrode 1, ME 2: Messelektrode 2, RE: Referenzelektrode, Verst.
1: Mikroelektrodenverstirker 1, Verst. 2: Mikroelektrodenverstirker 2, NTC: NTC-Widerstand (Temperaturfithler).
Vorkihlung der Losumg wird nicht dargestellt.

Fir die intrazellulire Ableitung einzelner Neurone in ,current-clamp“-Technik und die
Strompulsapplikation wurden Mikroelektroden aus Borosilikatglas mit Filament (2 mm
AuBendurchmesser, 1 mm Innendruchmesser, Filament 0,266 mm; Hilgenberg, Malsfeld) mit
einem Vertikal-Elektrodenziehgerit (Eigenbau des Institutes) gefertigt. Die Elektroden
wurden mit 150 mM KCl—Lésﬁng. g_eﬁjllt; Sie wiesen einen Elcktrodenwiderstand von 30-
50 MO auf Die Elektroden wurden Uber einen chlorierten Silberdraht an emen
Mikroelektrodenverstirker (Verstirkung 10fach; HSE, March-Hugstetten) bzw. an einen
Strompulsgenerator (Eigenbau des Institutes) angeschlossen. Das Membranpotential wurde

als Potentialdifferenz gegen eine mit Agar-Agar-Gel gefiillte Referenzelektrode gemessen.



Synaptische Potentiale wurden durch eclektrische Reizung eines Nerven ausgélt'jst. Dazu
wurde der vordere Schhundkopfnerv mit einer Saugelektrode angesangt und iiber ein
Reizgerit (Eigenbau des Institutes) mit bipolaren Pulsen gereizt. Mit Hiife der intrazelluliren
Ableitungen konnten die zelluldren Antworten erfasst werden. Die Messung des
Membranwiderstandes erfolgte durch doppelte Punktion der Neﬁenzeile. Dabei wurde das
Neuron mit einer Elekirode, die der Injektion von 2 nA groBen Strompulsen (Dauer: 5 s, Rate:
3 Pulse/min) diente, sowie einer Registrierclektrode punktiert. Die induzierten
Hyperpolarisationen wurden gemesSen und nach dem Ohmschen Gesetz (R=U/T)
umgerechnet. Alle Registrierungeﬁ erfolgten auf einem Mehrkanal—Papierschréibér
(Vorschub: 1 em/min; Rikadenki Electronics, Freiburg) und auf einem Digitaloszilloskop mit
Diskettenspeicher (Nicolet Instru:menf Corporation; Madison, USA). Die Papierschreiber-
Registrierung diente auBlerdem als Versuchsprotokoll.

2.4 Auslésung epileptischer Aktivitit

Zur Auslosung epileptischer Aktivitit wurde ‘der oben beschriebenen Badlésung
Pentylentetrazol (PTZ) in ciner Konzentration von 40 mM kontinuierlich zugesetzt. Eine
typische Reaktion in den Buccalganglien ist in Abb. 4 dargestellt. Die Zugabe von PTZ zur
Badlésung fiihrte zu einer Depolarisation und Steigerung der Entladungsfrequenz der
Neurone (Speckmann und Caspers, 1973). Unmittelbar nach Beginn der Applikation traten
Schrittmacherpotentiale éuf, die dosisabhingig groBer wurden (Abb. 4, Stern). Sie gingen in
linger andauernde sogenannte ,,bursts™ iber (Abb. 4, Dreieck). Bursts sind neuronale
Depolarisationen mit einer Amplitude von 20-40 mV, die von Aktionspotentialen iiberlagert
werden. Sie wandelten sich innerhalb der ersten 15-30 Minuten zu typischen paroxysmalen
Depolarisationen (PDS) um, welche  im Gegenéatz zu den bursts durch eine

Inaktivierunsphase gekennzeichnet waren (Abb. 4, Kreis).

In der vorliegenden Arbeit wurden neben nicht-epileptischen Kontrollbedingungen auch
epileptische und unterschwellig epileptische Kontrollbedingungen gewihlt. Epileptische
Kontrollbedingungen wurden durch Zugabe der oben beschriebenen 40 mM PTZ-Losung
ausgelost. Unterschwellig epileptische Bedingungen wurden durch Zugabe von PTZ in den
" Konzentrationen 8 und 16 mM eingestellt. Diese Bedingungen werden als ,unterschwellig

epileptisch® bezeichnet, da 8 und 16 mM PTZ-Konzentrationen zwar bereits epileptogene
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Grundbedingungen schaffen und vergroBerte Schrittmacherpotentiale ausldsen, jedoch noch
nicht zum Auftreten von PDS fiihren.

PR

g - V/ l«/a./
* A O - 20

mV
2 min

Abb. 4: Entwicklung paroxysmaler Depolarisationen in einem B3-Neuron (Buccalganglion von Helix pomatia) wihrend

ol

Applikation von Pentylentetrazolldsung. Stern: gréfer werdende Schrittmacherpotentiale, die in einen burst (Dreieck) und in
paroxysmale Depolarisationen (Kreis) ibergeben. PTZ: Pentylentetrazol.

2.5 Verwendete Losungen |

Die Schnecken-,,Ringer“-Losung nach Meng (1960), in der vorliegenden Arbeit als Meng-
Losung bezeichnet, bestand aus: Natriuinchlorid 130 mM, Kaliumchlorid 4,5 mM,
Kalziumchlorid 9 mM sowie Tris- Hydroxymethylaminomethan 5 mM zur Pufferung. In
dieser Zusammensetzung entsprach sie der Himolymphe der Weinbergschnecke.

Um unterschwellig epileptische Kontrollbedingungen einzustellen, wurde 8 und 16 mM
Pentylentetrazollésung der Meng-Losung zugesetzt. Um epileptische Aktivitdt auszuldsen
wurde der Meng-Losung 40 mM Pentylentetrazolldsung zugesetzt (PTZ-Lsg.; nach
Speckmann und Caspers, 1973). Der pll-Wert aller Losungen wurde auf 7,35-7,45 eingestellt.
* Fiir die Lamotrigintestljsungen wurde Lamotrigin (Sigma Chemical Co., St. Louis; USA) in
Meng-Losung bezichungsweise PTZ-Losung gebracht und iiber 24 Stunden im Rihrbad
gelost. Es wurden Konzentrationen im Bereich von 20-80 pM verwandt. Diese

Konzentrationen wurden gew#hlt, da eine Konzentration von 20 pM, entsprechend 5,12 mg
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der Wirksubstanz, im Bereich der therapeutisch iiblich eingesetzten Plasmakonzentration liegt
(3-14 mg/1; Morris et al., 1998). Konzentrationen von 80 pM, entsprechend 20,49 mg der
Wirksubstanz, wurden gewdhlt, um stirkere Effekte beobachten zu koénnen und die -
Ergebnisse mit denen aus anderen Studien vergleichen zu kdnnen. Laut Aussagen des
Herstellers im Sigma-Katalog ist Lamotrigin nicht wasserloslich. Dementsprechend wurde in
den ersten Experimenten der Lésungsvermittlef Dimethylsulfoxid (DMSO) verwendet. In
diesen ersten Versuchen ergab sich eine schwichere Lamotriginwirkung bei 80 uM
Konzentrat_ion im Vergleich zu einer 20 uM Konzentration. Dies konnte darauf zuriickgefiihrt
werden, dass DMSO einé schwach epilepfogene Eigenwirkung aufweist und iﬁ der 80 uM
Lésung héher konzentriert war. Eine telefonische Nachfrage im zustindigen Forschungslabor
der pharmazeutischen Industric ergab, dass Lamotrigin in den in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Konzentrationen wasserloslich ist. In den darauffolgenden Experimenten wurde |

darauthin auf den Losungsvermittler DMSO verzichtet.

2.6 Versuchsprotokelle

Untersuchf wurden die Wirkungen von Lamotrigin in verschiedenen Konzentrationen.
Dazu wurden verschiedene Kontrollbedingungen gewihlt (kontinuierliche Superfusion mit
Meng-Lsung, 8 und 16 mM PTZ in Meng-Lisung, 40 mM PTZ in Meng-Ldsung). Meng-
Lésung wurde als Kontrollbedingung gewidhlt, um die Wirkungen von Lamotrigin unter
physiologischen  (nicht-epileptischen) Bedjngljngen zu erfassen. Mit den PTZ-
Konzentrationen sollten die Wirkungen von Lamotrigin bei unterschwellig epileptischen
Bedingungen (durch 8 und 16 mM PTZ-Lésung cingestellt) und bei epilept;ifomier Aktivitit
(durch 40 mM PTZ-Losung eingcsteﬂt) crmittelt werden. Es wurden untersucht die

Wirkungen anf:

1) Membranpotential und -widerstand,
2) Aktionspotential,
3) induzierte synaptische Potentiale nach Nervenreizung,

4) Schrittmacherpotentiale und paroxysmale Depolarisationen.

Abb. 5 zeigt einen Uberblick iiber die Ve_rsuchsabléufe. Nach der Zellpunktion erfolgte eine
Stabilisierungsphase, die mindestens 30 Minuten dauerte. Die erste Kontrollphase (CTRL 1)
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wurde begonnen, wenn in der Stabilisierungsphase das Membranpotential der Zelle um
weniger als + 5 mV in 15 Minuten varierte. Wurde 40 mM PTZ gegeben, so musste vor
Beginn der Kontrollphase 1 stabile epileptiforme Aktivitit vorliegen. Der einstiindigen
Testphase der kontinuierlichen Lamotriginapplikation (TEST) folgte eine einstiindige
Auswaschphase mit der jeweiligen Kontrolllosung (CTRL 2).

uStab|l|SIer- 'CTRL 1
'ungsphase

Meng- -

, Lamotrigin in
: Lésungg

Kontroiliosung

1

1

|

1

1
S
BT |
"1
1

1

1

!

1

Kontrollisung Kontrolligsung

|
| _ :
T 30 60 60 60 t (min)

Zellpunktion

Abb. 5: Zeitlicher Ablauf der Experimente in mehreren Phasen (Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL 1:
Kontrollphase 1; Test: Testphase mit Apphkatlon von Lamotngm in Konzentrationen von 20-80 pM; CTRL 2:
Kontrollphase 2. ’

2.7 Dokumentation und Versuchsauswertung

Dokumentiert wurden bei allen Experimenten in einem standardisierten Versuchsprotokoll
Badtemperatur,  Superfusat-Flussgeschwindigkeit, pH-Werte der Losungen,
Priparationsdauer, Spitzenwiderstinde der Elektroden sowie Zeitpunkt der Zellpunktion und
die Verlaufe der Versuchsphasen. Nach Auswertung der Versuchsdaten wurden diese mit
Hilfe des Software-Paketes SigmaPlot/SigmaStat (Version 5.01, Jandel Corporation, USA)
graphisch dargestellt und statistisch gepriift. Dazu wurden der Student t-Test fiir verbundene
Stichproben beziehungsweise der Wilcoxon-Test angewandt, wenn keine Normalverteilung

der Messwerte vorlag. Dabei war zu beachten, dass wihrend der dreistiindigen Dauer der
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Experimente gelegentlich Trends der Messwerte, beispiclsweise eine kontinuierliche
Zunahme des Membranwiderstandes oder eine kontinuierliche Abnahme der epileptiformen
Aktivitit, auftratén, welche die -Signiﬁkanzpriifung erschwerten. Bei der Bewertung der
Wirkung von PTZ auf die Hiufigkeit von Schrittmacherpotentialen wurden verschiedene
Gruppen miteinander verglichen. Zur statistischen Priifung wurde in diesem Fall der Mann-

Whitney-Wilcoxon-Test angewandt.

Aus den Papierschreiberregistrierungen und den digitalen Oszilloskopdaten wurden die
Messwerte ctmittelt. Das Ruhemembranpotential (RMP) wurde kontinuierlich vom
Papierschreiber registriert. Zu Versuchsbeginn wurde der Papierschreiber mit 50 mV
Testpulsen geeicht. Bei einem Vorschub von 1 cm/min und einer Amplitude von
10 mV/ 1,25 cm wurde das Ruhemembranpotential abgelesen. Die Membranwnidersténde
wurden nach dem Ohmschen Gesetz aus den Amplituden der injizierten konstanten
Strompulse und der induzierten Hyperpolarisationen der Membran berechnet und
protokolliert. Eine verlissliche Widerstandsberechnung ist mit dieser Methode méglich, weil
die Stfom-Spannungs—Beziehung fir die verwendeten Strdme (2 nA) in dem untersuchten
Modellnervensystem linear ist (Altrup et al., 1980). Die Amplituden wurden in den
Papierschreiberregistrierungen bestimmt. Bei der Standardeinstellung ergab ein Puls von 50
mV cinen Schreiberausschlag von 6,25 cm. Die Dauer der Strompulse von 5 s ergab eine
hinreichend genaue Auflésung der induzierten Hyperpolarisationen in  der
Papierschreiberregistrierung.

Um das Aktioﬁspotential zu beurteilen, wurden Aufzeichnungen mit dem Digitaloszilloskop
verwandt. Die Oszilloskopdaten wurden mit Hilfe eines Konverticrungsprogrammes
(Eigenprogrammierung des -Institutes) in das Bearbeitungsprogramm Corel Draw Graphics
Suite 12 (Corel Corporation, 2003) dberfithrt. Mit hoher Auflosung konnten sie nun in
Amplitude, Dauer, Auf- und Abstrich beurteilt und ausgedruckt (HP Laserjet IIP Plus,
Hewlett Packard, Boise, USA) werden. Die synaptischen Potentiale wurden ebenfalls digital
aufgezeichnet und mit Hilfe des Bearbeitungsprogrammes Corel Draw 12 gemessen. Auch
spontane und induzierte Schrittmacherpotentiale, die in den B3—Nc—_:uronen vorkommen,
wurden digital registriert und mit Hilfe des Bearbeitungsprogrammes Corel Draw 12

ausgewertet.
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Um das AusmaB der epileptischen Aktivitit zu erfassen, wurde der prozentuale Zeitanteil der
Depolarisation einer PDS an einem oder mehreren‘PDS—Zyklen bestimmt (Abb. 6). Dieser
Prozentsatz wurde als MaB fiir die epileptische Aktivitit verwendet.

PTZ40mM.

PDS- Zyklus

—] j

Interdepolarisations- PDS-
intervali Dauer

Abb. 6: Schema zur Auswertung des Ausmafles der epileptischen Aktivitit. {Jber einen bestimmten Zeitraom werden die

kumultative Dauer der paroxysmalen Depolarisationen (PDS) sowie dic der Interdepolarisationsintervalle bestimmt. Die
Prauer der PDS wurde als Prozent der Dauer des PDS-Zyklus berechnet. Der Prozentsatz wurde als Mal fiir die epileptiforme
Aktivitit verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Wirkung von Lamotrigin auf Membranpotential und
Membranwiderstand

In den Versuchen zur Wirkung von Lamotrigin auf das Membranpotential wurde 80 uM
Lamotrigin verwandt. Es wurden drei Kontrollbedingungen gewshit: i) nicht-epileptische
Bedingungen (Meng-Losung), ii) unterschwellig epileptische Bedingungen (16 mM PTZ) und
iii) epileptische Bedingungen (40 mM PTZ).

i) Unter nicht-epileptischen Bedingungen (Meng-Losung) betrug das Ruhemembranpotential
-57,10 = 7,60 mV (Kontrollphase 1; n=26). Bei Lamotrigingabe (80 pM) hyperpolarisierte
- das BS-Neuron um 2,77 + 4,26 mV auf -59,85 + 7,60 mV (Test; n=26). In Kontrollphase 2 lag
das Ruhemembranpotential bei -59,12 + 8,10 mV (21=26). Die statistische Auswértung ergab
eine signifikante Verinderung durch Lamotrigin (p=0,003; t-Test fiir verbundene
Stichproben). Die gemessenen Verdnderungen sind als Blockdiagramm in Abb. 7 zu sehen

(vgl. Abb. 10; vgl. Anhang, Tab. 1).

ii) Bei unterschwellig epileptischen Bedingungen, das heilit wihrend Zugabe von 16 mM

PTZ-Lésung, betrug das Membranpotential -58,85 + 8,1 mV (Kontrollphase 1; n=13).

Lamotrigingabe (80 pM) fiihrte zu einer Hyperpolarisation des Membraﬁpotentials um 2,42 =
3,67mV auf-61,27 + 8;42 mV (Test; n=13). In Kontrollphase 2 lag das Membranpotential bei

60,1 mV = 9,02 mV (n=13). Die Veriinderung durch Lamotrigin war statistisch signifikant

(p=0,035; t-Test flir verbundene Stichproben). Mittelwerte und Standardabweichungen sind in

dem B]ockdiagi‘amm in Abb. 8 zu schen (vgl. Abb. 12; vgl. Anhang, Tab. 2).

iii} Unter epileptischen Bedingungen, die durch Zugabe von 40 mM PTZ eingestellt wurden,
lag das Membranpotential bei -59,31 £ 6,26 mV (Ké)ntrollphasc 1; n=13). Lamotrigingabe (80
pM) hyperpolarisierte das B3-Neuron um 1,31 £ 2,14 mV von auf -60,62 £ 6,65 mV (Test;
n=13). In Kontrollphase 2 lag das Membranpotential bei -61,39 £ 5,74 mV (n=13). Es lag ein
statistisch signifikanter Unterschied vor (p=0,048; t-Test fiir verbundene Stichproben). Die
gemessenen Verdnderungen sind in Abb. 9 als Blockdiagramm zu sehen (vgl. Anhang, Tab.

3).
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Abb. 7: Blockdiagramm zor Wirkung von Lamotrigin (8¢ pM) auf das Ruhemembranpotential des B3-Neurons-
 (Buccalganglien von Helix pomatia) in Meng-Losung. Mitielwerte + Standardabweichung (n=26). IF0,003 {t-Tesi fiir

verbundene Stichproben von Block 1 und 2). Black 1: Komtrolle 1 (Meng-Lésung); Block 2: Test mit Lamotrigin (80 pM) in
Meng-Lésung; Block 3: Kontrolle 2 (Meng-Lisung). MP; Mem_branpotential. : '
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Abb. 8: Blockdiagramm zur Wirkung von Lamotrigin (80 uM) auf das Membranpotential des B3-Neurons (Buccalganglien
von Helix pomatie) wihrend kontinuierlicher Superfusion mit Pentylentetrazol (16 mM PTZ). Mittelwerte +
Standardabweichung (n=13). p=0,035 (t-Test fur verbundene Stichproben von Block 1 und 2). Block 1: Kontrolle 1 (16 mM

PTZ); Block 2: Lamotrigin (8¢ pM) in PTZ (16 mM); Block 3: Kontrolle 2 (16 mM PTZ). MP: Membranpotential.
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Abb. 9: Blockdiagramm zur Wirkung von Lamotrigin tSO uM) auf das Membranpotential des B3-Neurons (Buccalganglien
von Helix pomatia) wihrend kontinuierlicher Superfusion mit Pentylentetrazol (PTZ; 40 mM). Mittelwerte +
Standardabweichung (n=13). p=0,048 (fnTesf fiir verbundene Stichproben von Block 1 und 2). Block 1: Kontrolle 1 (40 mM
PTZY; Block 2: Lamotrigin (80 pM) in 40 mM PTZ; Block 3: Kontrelle 2 (40 mM PTZ). MP: Membranpotential.

Fiir die Messung des Membranwiderstandes wurde das Soma des B3-Neurons mit einer
zweiten Mikroelektrode angestochen. Uber diese Elektrode wurden Strompulse gegeben
(Amplitude: 2 nA, Frequenz: 3/min, Dauer: 5s). Die resultierenden Spannungspulse in der
Registrierelektrode ergaben nach dem Ohmschen Gesetz den Membranwiderstand. Bei der
Auswertung muséte ‘beachtet werden, dass der Membranwiderstand in dem verwendeten
Mddelnervensystem zeitabhingig linear zunimmt ((_"Jre und Altrap, 2006). Um diesen Faktor
za befﬁcksichtigen, wurden aus den Widerstandswerten von Kontrolle 1 und 2 Mittelwerte
gebildet und diese mit den Testwerten verglichen. Die Wirkung auf den Membranwiderstand
wurde unter zwei verschiedenen Kontrollbedingungen erfasst: 1) nicht-cpileptische
' Bedingungen (Meng-Losung) und ii) unterschwellig epileptische Bedingﬁngen (16 mM PTZ).
Diec Messung des Membranwiderstandes wihrend der Gabe von 40 mM PTZ erwies sich als
sehr schwierig, da die Pulsamplituden starke Schwankungen aufwiesen. Wihrend
epileptischer Depolarisation war der Membranwiderstand dt;,u,tlic_h verkleinert und in den
Intervallen zwisc:hén den Depolarisationen wies er keine Konstanz auf. Deswegen wurde auf

eine Versuchsreihe mit 40 mM PTZ als Kontrollbedingung verzichtet.
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i}  Unter nicht-epileptischen Bedingungen (Meng-Losung), veranderte sich der
Membranwiderstand bei Lamotrigingabe (80 M) um 0,28 = 0,59 MO von 7,88 + 5,07 MO
(Konirolle) anf 7,60 £ 4,69 MO (Test; n=22). Die statistische Auswertung ergab eine
signifikante Abnahme des Membranwiderstandes (p=0,037; t-Test fiir verbundene
Stichproben). Die Abb. 10 und 11 zeigen die Verénderungen (vgl. Anhang, Tab. 4).

ii) Die Zugabe von Lamotrigin (80 uM) bei unterschwellig epileptischen Bedingungen
(kontinuierliche Superfusion mit 16 mM PTZ) verriﬁgertc den Membranwiderstand um 0,81 +
0,38 MO von 8,19 + 2,12 MO (Kontrolle) auf 7,38 £ 1,99 MO  (Test; n=10). Die
statistische Auswertung ergab eiﬁe signifikante Abnahme des Membranwiderstandes (p<
0,001; t-Test ﬁir verbundene Stichproben). Ein typisches Beispiel zeigt Abb. 12. Mittelwerte
und Standardabweichungen sind in dem Blockdiagramm Abb. 13 zu sehen (vgl. Anhang, Tab.
5).

Insgesamt zeigen die Expertmente, dass Lamotrigin das Membranpotential des B3-Neurons
~ um etwa 1 bis 3 mV hyperpolarisiert und den Membranwiderstand um bis zu 10% erniedrigt.
Insbesondere der bei unterschwellig epileptischen Bedingungen erhdhte Membranwiderstand

wurde durch Lamotrigin ,,normalisiert”.
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Abb. 10: Typisches Beispiel fiir die Verfinderung des Membranwiderstandes durch Lamotrigin (80 pM) wihrend
kontinuierlichér Superfusion mit Meng-Lasung in dem B3-Neuron (Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL 1: Kontrolle '
1 (Meng-Lésung); Test: Testphase mit Lamotrigin (80 pM); CTRL 2: Kontrolle.2 (Meng-Losung). Hyperpolarisierende
Strompulse wurden iiber eine zweite intrazellulire Mikroelektrode appliziert (Pulsamplitude: 2 nA, Frequenz: 3/min, Dauer:
5 5). Der Membranwiderstand ergab sich aus den resultierenden Spannungsimpulsen in der Registrierelektrede nach dem

Ohmschen Gesetz.

Membranwiderstand (MOhm)
==}

Abb. 11: Blockdiagramm zor Wikung von Lamotrigin (80 uM) auf den Membranwiderstand des B3-Neurons
(Buccalganglien von Helix pomatia). Mittelwerte + Standardabweichung (n=22). p=0,037 (t-Test fiir verbundene Stichproben
von Block 1 und 2). Blocic 1: Mittelwert aus den Konirollbedingungen (Meng-Losung) vor und nach Lamotrigingabe; Block
2. Testbedingungen (Lamotrigin (80 pM) in Méng-Lésung). Hyperpolarisierende Strompulse wurden {iber eine zweite
intrazetlulare Mikroelektrode appliziert (Pulsamplitude: 2 nA, Frequenz: 3/min, Dauer: 5 s}. Der Membranwiderstand ergab

sich aus den resultierenden Spannungsimpulsen in der Registrierelektrode nach dem Ohmschen Gesetz.
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CTRL 1 . TEST . CTRL2

10 min

Abb. 12: Typisches Beispiel fiir die Verinderung des Membranwiderstandes durch Lamotrigin (80 pM) wiahrend
kontinuierlicher Superfusion mit 16 mM PTZ-Lésung in dem B3-Neuron (Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL 1:
Kontrolle 1 (16 mM PTZ); Test: Testphase mit Lamotrigin (80 pM) in 16 mM PTZ; CTRL 2: Kentrolle 2 (16 mM PTZ).
Hyperpolarisierende Strompulse wurden iiber eine zweite intrazelluldre Mikroelektrode appliziert-(Pulsamplitude: 2. nA,
Frequenz: 3/min, Dauer: 5 s). Der Membranwiderstand ergab sich aus den resultierenden Spannmgsﬁnpulsen in der

Registrierelekirode nach dem Ohmschen Gesetz. Der Stern markiert das Membranpoteritial.
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Abb. 13: Blockdiagramm zur Wirkung von Lamotrigin (30 pM) auf den Membranwiderstand des B3-Neurons wihrend
kontinnierlicher Superfusion mit 16 mM Pentylentetrazol (Buccalganglien von Helix pomatia). Mittelwerte =
Standardabweichung (n=20). p<0,001 (t-Test fiir verbundene Stichproben von Block 1 und 2). Block 1: Mittelwert aus den
Kontrollbedingungen (16 mM PTZ) vor und nach Lamotrigingabe; Block 2: Testbedingungen (Lamotrigin 80 pM in 16 mM
PTZ). Hyperpolarisierende Strompulse wurden Gber eine zweite intrazelluldre Mikroelektrode appliziert (Pulsamplitude: 2
nA, Frequenz: 3/min, Daver: 5 s). Der Membranwiderstand ergab sich aus den résulﬁerenden Spannungsimpulsen in der

Registrierelektrode nach dem Ohmschen Gesetz.
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3.2 Wirkung von Lamotrigin auf das Aktionspotential

Spannungsgesteuerte Kanalsysteme des Aktionspotentials sind oft mit epileptischer Aktivitit
‘und mit der Wirkung von Antiepﬂeptjka-verlmﬁpﬁ worden (Leach et al., 2002). Die Wirkung
von Laniotrigin auf das Aktionspotential ist daher von besonderem Interesse. In d;ar
vorliegenden Arbeit wurden Amplitude und Dauer des Aktionspotentials gemessen. Es
- wurden Verdnderungen des Aktionspotentials durch Lamotrigin unter i) nicht-epileptischen
Bedingungen (Meng-Ldsung) und ii} bei unterschwelligen PTZ-Konzentrationen (8 mM und
16 mM PTZ) bostimmt. | | "

i) Unter nicht-epileptischen Bedingungen, das heibit ohne Zugabe von Pentylentetrazol zu den

Ldsungen, betrug die Amplitude des Akﬁonspotentials 78,9 £ 8,6 mV (n=9). Nach Zugabe

von Lamotrigin (80 pM) betrug die Amplitude 76,5 & 8,6 mV und in der Kontrollphase 2

80,9 + 10,5 mV (n=9; Abb. 14; vgl. Anhang, Tab. 6). Die Verinderung durch Lamotrigin
erwies sich als statistisch nicht signifikant (p=0,173; t-Test fir Verbundehe Stichproben). Die

Dauer des Aktionspotentials Ve‘réinderte‘sich von 10,2 + 4,1 ms in Kontrollphase 1 auf 10,4 £ |
3,3 ms bei Zugabe von Lamotrigin (n=6; Abb. 15; vgl. Anhang, Tab. 7). In der Kontrollphase

2 betrug die Dauer des Aktionspotentials 10,2 + 3,4 ms (n=6). Die statistische Auswertung

ergab keine Signifikanz dieser Verdnderung (p=0,753; t-Test fiir verbundene Stichproben)..

ii) Bei unterschwellig epileptischen Bedingungen, die durch 8 und 16 mM PTZ-
Konzentrationen eingestellt wurden, wies das Aktionspotential in der Kontrollphase 1 eine
Amplitude von 61,0 + 14,2 mV (n=18) auf. Bei zusatzlicher Applikation von Lamotrigin (80
uM) betrug die Amplitude 61,5 £ 13,5 mV (n=18). Nach AusWaschen dem von Lamotrigin
(Kontrollphase 2) hatte das Aktionspotential eine Amplitude von 60,6 + 13,6 mV (n=18; Abb.
16; vgl. Anhang, Tab. 8). Die Werte waren statistisch nicht signifikant (p=0,719; t-Test fiir -
verbundene Stichproben). Die Dauer des Aktionspotentials betrug 12,1 £ 4,6 ms vor der Gabe
von Lamotrigin (n=18). Bei Gabe von Lamotrigin (80 uM) ergab sich eine Dauer von 11,0 =
4,2 ms und in der Kdntrollphase 2 eine Dauer von 10,8 = 4,5 ms (n=18; siehe Abb. 18; vgl.
Anhang, Tab. 9). Die Abnahme der Dauer des Aktionspotentials durch Lamotrigin war
signifikant (p=0,016; Wilcoxon-Test). Ein Beispicl zeigt Abb. 18. Trotz einer groBeren
Differenz der Mittelwerte von Kontrolle 1 und 2 unterschieden sich die beiden
Kontrollphasen nicht signifikant voneinander (p=0,099; Wﬂcokon—Test). Dies hing mit einer

groBeren Streuung der Messwerte der Kontrollphase 2 zusammer.
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Insgesamt zeigen die Experimente, dass Lamotrigin die Dauer des Aktionspotentials unter

epileptischen Bedingungen verkleinerte.
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Abb. 14: Blockdiagramm zur Wirkung von Lamoirigin (80 uM) auf die Amplitude des Aktionspotentials wihrend
kontinuierlicher Superfusion mit Meng-Lisung (B3-Newron; Buccalganglien von Helix pomatia). Mittelwerte +
Standardabweichung (n=9}. p=0,173 (t-Test fiir verbundene Stichproben von Block 1 und 2). Block 1: Konirplle 1 (Meng-
Lésung); Block 2: Lamotrigin (80 pM) in Meng-Lésung; Block 3: Kontrolle 2 (Meng-Losung).
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Abb. 15: Blockdiagramm zur Wirkung von Lamotrigin (80 pM) auf die Dauer des Aktionspotentials wihrend
kontinuierlicher Superfusion mit Meng-Lésung (B3-Neuron; Buccalganglien von Helix pomatia). Miticlwerte =+
Standa.rdabweichung. (=6). p=0,753 (t~Test- fiir verbundene Stichproben von Block 1 und 2). Block 1: Kontrolle 1 (Meng-
Lsung); Block 2; Lamotrigin (80 pM) in Meng-Losung; Block 3: Kontrolle 2 (Meng-Losung).
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Abb, 16: Blockdiagramm zur Wirkung von Lamotrigin (80 uM) auf die Amplitude des Aktionspotentials wahrend
kontinuierlicher Superfusion mit unterschwelligen Konzentrationen von Pentylentetrazol (8 und 16 mM PTZ; B3-Neuren,
Buccalganglien von Helix pomatia). Mittelwerte £+ Standardabweichung (n=18). p=0,719 (-Test fiir verbundene Stichproben
von Block 1 und 2). Block 1: Kentrolle 1 (8 und 16 mM PTZ); Block 2: Lamotrigin (80 pM) in 8/16 mM PTZ; Block 3
Kontrolle 2 (§ und 16 mM PTZ).
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Abb. 17: Blockdisgramm zor Wirkung von Lamotrigin (80 pM) auf die Davuer des Aktionspotentials wihrend
kontinuierlicher Superfusion mit unterschwelligen Konzentrationen von Pentylentetrazol (8 und 16 mM PTZ; B3-Neuron,
Bucealganglien von Helix pomatia). Miticlwerte + Standardabweichung (n=18). p=0,016 (Wilcozon-Test von Block 1 und
2}. Block 1: Xontrofle 1 (8 und 16 mM PTZ); Block 2: Lamotrigin (80 pM} in /16 mM PTZ; Block 3: Kontrolle 2 (S und 16
mM PTZ).

25



A CTRL1 LTG (80 uM) CTRL2

(PTZ 16 mM) (PTZ 16 mM)
i
Sy A
i L i
fo I P
} 3 ‘ I H \'(‘
,! i |
T % ! il 5‘ \i
{ P 5
; i f E f ‘H\
/ \ i / \
_.!" \"\ ; , _;: 4
rj i / A " /'-/ L{L
e \\ e e \
/ ;='\ / 1 // \\
15 mV
10 ms
i\
[ i3
A
TR
T
R
H1 %
Folow
Pob
i F 1Y
;’f Lo
Vi
I E Ay
l& \ﬂ I1
4 \ i
; 3\ \\‘
, Y s
RN
\ O

- Abb. 18: Wirkung von Lamotrigin (80 uM) auf das Aktionspotential des B3-Neurons wihrend kontinuierlicher Superfusion
mit 16 mM Pentylentetrazol (Buccalganglien von Helix pomatia). A: Aktionspotentiale der einzelnen Versuchsphasen; B:
Altionspotentiale aller Versuchsphasen iibereinandergelegt. CTRIL 1: Konirolle 1 (16 mM PTZ); LTG (80 pM): Testphase
mit Lamotrigin (80 pM) in 16 mM PTZ; CTRL 2: Kontrofle 2 (16 mM PTZ).
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3.3 Wirkung von Lamotrigin auf synaptische Potentiale

Die Entstehung epileptischer Aktivitit ist oft mit Verinderungen in der chemisch-
synaptischen Informationsiibertragung verkniipft worden. Insbesondere eine Hemmung von
inhibitorischen postsynaptischen Potentialen (IPSP) und/oder Aktivierung von exzitatorischen
poétsynaptischen Potentialen (EPSP) sind oft als Ursachen fiir epileptische Aktivitit diskutiert
worden. In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Wirkung von Lamotrigin auf [PSP und
EPSP untersucht. Die synaptischen Potentiale wurden durch Reizung eines Nerven der .
:Buccalganglien ('vo_rderei Schlundkopfnerv; Kunze, 1917&, b) ausgeldst. Die IPSP wurden
polysynaptisch durch Reizserien hoher Reizintensitit ansgelost und in dem Bl-Neuron
registriert (Altrup, 1987). Die EPSP wurden bei niedriger Reizintensitdt vorwiegend
monosynaptisch ausgelost (Altrup-et al., 1990a); sie wurden m dem B3-Neuron registriert.

3.3.1 Wirkung von Lamotrigin auf IPSP

Es ist aus der Literatur bekannt, dass IPSP ‘durch' Pentylentetrazol dolsi‘sabhéingig blockiert
werden (Calabresi et al., 1990; Altrup, 2004). Diese Wirkung wurde zundchst in der
vorliegenden Arbeit iiberpriift. Dabei zeigte sich, dass die Amplitude der IPSP von 5,68 =
1,70 mV (Kontrollphase 1) durch 16 mM PTZ auf 0,89 + 1,01 mV (n=7) verklcinert wurde. In
Kontrollphase 2 betrug die Amplitude 4,00 = 2,48 mV (n=6). Die Abnahme der Amplitude
durch 16 mM PTZ erwies sich als statistisch signifikant (p<0,001; t-Test fiir verbundene
Stichproben). Ein typisches Béispiel zeigt Abb. 19. Die Kontrollphasen 1 und 2 waren nicht
signifikant verschieden (p=0,177; Wilcoxon-Test). Das Blockdiagramm zu den gemessenen
Werten ist in Abb-. 20 zu sehen (vgl. Anhang, Tab. 10). Vor diesem Hintergrund wurde die
Wirkung von Lamotrigin (80 uM) auf IPSP i) unter nicht-epileptischen Bedingungen (Meng-
Lésung) und ii) bei unterschwellig epilepﬁschen Bedingungen (16 mM PTZ) gepriift.

i) Unter nicht-epileptischen Bedingungen, das heifit ohne Zugabe von Pentylentetrazol zu den
Lésungen, hatten die IPSP in der Kontrollphase 1 eine Amplitude von durchschnittlich 4,49 +
1,80 mV (n=9). Nach Zugabe von Lamotrigin (80 pM) zu der Meng-Losung betrug die
Amplitude der PSP 5,50 = 1,62 mV (n=9). Die H’SP—Amplitude nach einer Stunde
Auswaschen (Kontrollphase 2) betrug 3,48 + 2,62 mV (n=7). Lamotrigin (80 uM) bewirkte
cine signiﬁkante Zunahme der Amplitude der IPSP um 1,01 + 0,72 mV (p=0,003; t-Test fiir
verbundene Stichproben). Ein typisches Beispiel zeigt Abb. 21. Mittelwerte und
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Standardabweichung sind in Abb. 22 zu sehen (vgl. Anhang, Tab. 11). Die Kontrollphasen 1
und 2 unterschieden sich nicht signifikant vonemander (p=0,601; t-Test fiir verbundene

Stichproben).

i1) Bei unterschwelliig' epileptischen Bedingungen, das heiBt nach Zugabe von 16 mM
Pentylentetfazol zu der Meng-Losung, betrug die Amplitude der [PSP in der Kontrollphase 1
1,46 £ 1,76 mV (n=8). Bei zusitzlicher Gabe von Lamotrigin (80 uM) nahm die Amplitude
der IPSP auf 2,58 + 2,39 mV zu (n=8). In der Kontréllphase 2 betrug die Amplitude der IPSP
1,68 + 2,10 mV (n=8). Dic Abb. 23 und 24 zeigen dicse Ergebnisse (vgl. Anhang, Tab. 12).
Die Zunahme durch Lamotrigin erwies sich als statistisch nicht signifikant (p=0,307; t-Test
fiir verbundene Stichproben). Die Kontrollphasen 1 und 2 waren nicht signifikant verschieden
(p=0,87;8 ; Wﬂcoxon—Test). )

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass Lamotrigin die inhibitorischen postsynaptischen

Potentiale unter nicht-epileptischen Bedingungen vergroferte. Bei unterschwellig
epileptischen Bedmgungen war die VergroBerung statistisch nicht signifikant.
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Abhb. 19: Typisches Beispiel der Verinderung der Amplitude der inhibitorischen postsynaptischen Potentiale durch 16 mM
Pentylenteirazol in den Buccalganglien von Helix pomatia (Bl—Neuroh)_ CTRL 1: Kontrolle 1 mit Meng-Ldsung; PTZ (16
mM): Testphase mit 16 mM Pentylentetrazol; CTRL 2: Kontrolle 2 mit Meng-Lésung; ST: Reizung. Es wurden jeweils 4
Reizantworten des Neurons iibereinandergeschrieben, indem die beste Ubereinstimmung von Ausgangsmembranpotential
und erstem Reizartefakt gesucht wurde. Die Amplituden der IPSP sind durch Pfeile markiert. Reizartefakie und
Aktionspotentiale sind geklirzt.
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Abb. 20: Blockdiagramm zur Wirkung von Pentylentetrazol (PTZ; 16 mM) auf die Amplitude der IPSP in dem B1-Neuron
- (Buccalganglien von Helix pomatia). Mittelwerte = Standardabweichung (n=7). p<0,001 (t-Test fiir verbundene Stichproben
von Block 1 und 2). Block 1: antrollé 1 (Meng-Lésung); Block 2: 16 mM PTZ; Block 3: Kontrolle 2 (Meng-Ldsung).
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Abb. 21: Verinderung der Amplitude der inhibitorischen postsynaptischen Potentiale durch Lamotrigin (80 pM).in den
Buccalganglien von Helfix pomatia (B1-Neuron). CTRL 1: Kontrolle 1 mit Meng-Lésung; LTG (80 pM): Testphase mit
Lamotrigin (8¢ uM) in Meng-Losung; CTRL 2: Kontrolle 2 mit Meng-Ldsung; ST: Reizung. Es wurden jeweils 2
Refzantworten des Neurons {ibereinandergeschrieben, indem die beste Ubereinstimmung von Ausgangsmembranpotential
und erstem Reizartefakt gesucht wurde. Die Amplituden der IPSP sind durch Pfeile markiert. Reizartefakte und
Aktionspotentiale sind gekiirzt. ' ‘
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Abb. 22: Blockdiagramm zur Wirkung von Lamotrigin (80 uM) auf die Amplitude der IPSP in demn Bl-Neuron
(Buccalganglien von Helix pomatia). Mittelwerte + Standardabweichung (n=7). p=0,003 (t-Test fiir verbundene Stichproben
von Block 1 und 2). Block 1:-Kontrolle 1 (Meng-Lésung); Block 2: Lamotrigin (80 pM) in Meng-Lésung; Block 3: Kontrolle
2 (Meng-Losung). '
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Abb. 23: Beispiel zur Verinderung der Amplifude der inhibitorischen postsynaptischén Potentiale durch Lamotrigin (80 uM}
withrend kontinuierlicher Superfusion mit 16 mM Peﬁty]entetrazol (PTZ) in dem Bl-Neuron (Buccalganglien von Helix
pomatia). CTRL 1: Kontrolle 1 mit 16 mM PTZ; LTG (80 pM): Testphase mit Lamotrigin (80 pM} in 16 mM PTZ; CTRL
2: Kontrolle 2 mit 16 mM PTZ; ST: Reizung. Es wurden jeweils 4 Reizantworten des Neurons iibereinandergeschrieben,
indem die beste Ubereinstimmung von Ausgangsmembranpotential und erstem Reizartefakt gesucht wurde. Reizartefakte

und Aktionspotentiale sind gekiirzt.
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Abb, 24: Blockdiagramm zur Wirkung von Lamotrigin (8¢ uM) auf die Amplitude der IPSP in dem Bl-Neuron bei
kontinuierlicher Superfusion mit 16 rhM Pentylentetrazol (PTZ; Buccalganglién von Helix pomatfa). Mittelwerte =
Standardabweichung (n=8). p=0,307 (Wilcoxon-Test von Block 1 und 2). Block 1: Kohtrolle 1 (16 mM PTZ); Block 2:
Lamotrigin (30 uM) in 16 taM PTZ; Block 3: Kontrolle 2 (16 mM PTZ).
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3.3.2 Wirkung von Lamotrigin auf EPSP

Hauptsichlich monosynaptisch ausgelésté EPSP crhilt man in dem B3-Neuron nach
elektrischer Reizung des gleichseitigen vorderen Schlundkopfnerven (Kunze, 1917a, b; Altrup
et al., 1990a). In den Versuchen wurde zunéichst gepriift, welche Verinderungen der EPSP
nach Gabe von Pentylentetrazol in den Konzentrationen 16 mM und 40 mM beobachtet
werden kénnen. Bei Zugabe von 16 mM PTZ zu der Meng-Losung wurde die Amplitude der
EPSP um 2,19 = 1,44 mV von 4,71 + 1,53 mV (Kontrollphase 1) auf 2,52 + 1,69 mV (Test;
n=11) .verringert. In Kontrollphase 2 betrug die Amplitude 463 £ 134 mV (n=9). Dic
statistische Prﬁﬁmg crgab eine signifikante Abnahme der Amplitude durch 16 mM PTZ
(p<0,001; t-Test fur verbundene Stichproben). Die Kontrollphasen 1 und 2 waren nicht
signifikant verschieden (p=0,779; t-Test fiir verbundene Stichproben). Die Abb. 25 zeigt ein
typisches Be1sp1el Mittelwerte und Standardabweichungen sind in dem Blockdiagramm in
Abb. 26 zu schen (vgl. Anhang, Tab. 13). Nach Zugabe von 40 mM PTZ nahm die Amphtude
der EPSP um 2,30 £ 1,29 mV von 3,18 £ 1,11 mV (Kontrollphase 1) auf 0,88 + 1,03 mV
(Test; n=5) ab. Die Abnahme der Amplitude durch 40 mM PTZ war statistisch signifikant
(p=0,016; t-Test fiir verbundene Stichproben). Die beschriebenen Verinderungen sind in den
Abb. 27 und 28 zu schen (vgl. Anhang, Tab. 14). Es wurde nun untersucht, wie Lamotrigin
dic Amplituden der EPSP beeinflusst. Lamotrigin wurde bei: i) nicht-epileptischen
Bedingungen (Meng-Ldsung), ii) unterschwellig epileptischen Bedingungen (16 mM PTZ)
und bei iii) epileptischen Bedingungen {40 mM PTZ) untersucht.

i) Unter nicht-epileptischen Bedingungen (ohne Zugabe von Pentylentetrazol) betrug die
Amplitude der EPSP zuniichst 3,76 + 1,89 mV (n=11). Bei Gabe von Lamotrigin nahm die
Amplitude um 1,56 i 1,42 mV auf 5,32 + 1,56 mV zu (n=11). Ein typisches Beispiel zeigt
Abb. 29; Mittelwerte und Standardabweichung sind in Abb. 30 zu sehen (vgl. Anhéng, Tab.
" 15). Die Zunahme der Amplitude durch Lamotrigin erwies sich als statistisch signiﬁkant
—0,004; t-Test fiir verbundene Stichproben). | | |

| i) Bei unterschwellig epileptischen Bedingungen, die durch 16 mM Pentylentetrazol
eingestellt wurden, vergroBerte sich die Amplitude der EPSP bei Gabe von Lamotrigin (80
uM) von 2,31 £ 1,77 mV (Kontrollphase 1) auf 4,22 + 2,00 mV (n=12). In der Kontrollphase
2 betrug die Amplitude 2,84 + 1,65 mV (n=11). Ein typisches Beispiel zeigt Abb. 31;
Mittelwerte und Standardabweichung sind in Abb. 32 zu sehen (vgl. Anhang, Tab. 16). Die
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Zunahme der Amplitude wihrend Lamotrigingabe erwies sich als statistisch signifikant
(p=0,001; Wilcoxon-Test). Die Kontrollphasen 1 und 2 unterschieden sich nicht signifikant
voneinander (p=0,054; Wilcoxon-Test).

ii1) Unter epileptischen Bedingungen (bei Zugabe von 40 mM Pentylentetrazol) betrug die
Amplitude der EPSP zuniichst 0,88 + 1,03 mV (n=5). Wihrend zusitzlicher Gabe von
Lamotrigin (80 uM) wurde die Amplitude um 0,26 + 0,43 mV auf 1,14 = 0,94 mV erhoht
(n=5). In Kontrollphase 2 betrug die Amplitude der EPSP 0,40 = 0,23 mV (n=5). Abb. 33
zeigt ein rtrypisches Beispiel; in Abb. 34 sind die gemessenen Veréi;hderungen in einem
Blockdiagramm dargestellt (vgl. 'Anha.ng, Tab. 17). Die statistische Auswertung ergab keine
‘signifikante Verinderung (p=0,251; tQTest fiir verbundene Stichproben).

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass Lamotrigin dic Amplitude der EPSP erhohte. Durch
Pentylenteuaiol wurde die EPSP-Amplitude dosisabhiingig verkleinert. Lamotrigin konnte
diese Verkleinerﬁng bei untersch*;vellig epileptischen Bedingungen (16 mM PTZ) teilweise
- autheben. Unter epileptischen Bedingungen (40 mM PTZ) konnte kein Lamotrigineffekt mehr

nachgewiesen werden.
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Abb, 25: Wirkung von 16 mM Pentylentetrazolidsung auf die Amplitude der exzitatorischen postsynaptischen Potentiale in
dem B3-Neuron (Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL 1: Kontrolle 1 mit Meng-Lisung; PTZ (16 mM): Testphase
mit 16 mM Pentylentetrazol; CTRL 2: Kontrolle 2 mit Meng-Lésung; ST: Reizung. Es wurden jeweils 3 Reizantworten des
Neurons iibereinandergeschrieben, indem die beste Ubereinstimmung von Ausgangsmembranpotential und erstem

Reizartefakt gesucht wurde. Die Amplituden der EPSP sind durch Pfeile markiert. Die Reizartefakte sind gekiirzt.
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Abb. 26: Blockdiagramm zurr Wirtkung von 16 mM Pentylentetrazol (PTZ)} auf die Amplitude der exzitatorischen
postsynaptischen Potentiale (B3-Neuron; Buccalganglien von Helix pomatia). Mittelwerte & Standardabweichung (n=11).
p<0,001 (t-Test fiir verbundene Stichproben von Block 1 und 2). Bleck 1: Kontrolle 1 {Meng-Losung); Block 2: 16 mM PTZ;
Block 3: Kontrelle 2 (Meng-Lésung). '
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Abb. 27: Wirkung von 40 mM Pentylentetrazol (PTZ) auf die Amplitude der exzitatorischen postsynaptischen Potentiale
(B3-Neuron; Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL: Kontrollbedingungen (Meng-Lisung), PTZ (40 mM): Testphase
mit 40 mM PTZ; $T: Reizung. Es wurden jeweils 4 Reizantworten des Neurons iibercinandergeschrieben, indem die beste
Ubereinstimmung von Ausgangsmembranpotential und Reizartefakten gesucht wurde. Die Amplituden der EPSP sind durch
Pfeile markiert. Die Reizartefakte sind gekiirzt.

Amplitude {mV)

Abb. 28: Blockdiagramm zur Wirkung von 40 mM Pentylentetrazol (PTZ) auf die Amplitude der exzitatorischen
postsynaptischen Potentiale in dem B3-Neuron (Buccalganglien von Helix pomatia). Mittelwerte = Standardabweichung
(n=5}. p=0,016 (t-Test fiir verbundene Stichproben von Block 1 und 2). Block 1: Kontrollbedingungen (Meng-Ldsung);
Block 2: Test mit 40 mM PTZ. Eine Kontrolle 2 entfiel, da der Versuch mit einer weiteren Testphase fortgefithrt wurde.
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Abb. 29: Wirkung von Lamotrigin (80 pM) auf die Amplitude der exzitatorischen postsynaptischen Potentiale wihrend
kontinuierticher Superfusion mit Meng-Lasung (B3-Neuron, Buccalganglien wvon Helix pomatia). CTRL:
Kontrollbedingungen (Meng-Lasung); LTG (80 pM): Testphase mit Lamotrigin (80 pM) in Meng-Ldsung; ST: Reizung.
Die Amplituden der EPSP sind durch Pfeile markiert. Reizartefakie und Aktionspotentiale sind gekiirzt.
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Abb. 30: Blockdiagramm zur Wirkung von Lﬁmotrigin (80 uM) in Meng-Losung auf die Amplitude der EPSP (B3-Neuron,
Buccalganglien von Helix pomatia). Mittelwerte + Standardabweichung (n=11). p=0,004 (+-Test fiir verbundene Stichproben
von Block | und 2). Block 1:; Kontrollbedingungen {Meng-Lésung); Block 2: Lamotrigin (8¢ uM} in Meng-Lsung. Die
Kontrolle 2 entfiel, da der Versuch mit einer weiteren Testphase fortgefithrt wurde.
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Abb. 31: Wirkung von Lamotrigin (30 pM) auf die Amplitude der exzitatorischen postsynaptischen Potentiale wihrend
kontinuierlicher Superfusion mit 16 mM PTZ (B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). A: Verinderung der EPSP
wihrend der einzelnen Versuchsphasen; B: EPSP aller Versuchsphasen iibereinandergelegt. CTRL 1: Kontrolle 1 { 16 mM
Pentylentetrazol; PTZ); LTG (80 uM): Testphase mit Lamotrigin {80 pM) in 16 mM PTZ; CTRL 2: Kontrolle 2 {16 M
PTZ); ST: Reizung. Die Amplituden der EPSP sind durch Pfeile markiert. Die Reizartefakte wurden gekiirzt.
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Abb. 32: Blockdiagramm zur Witkung von Lamotrigin (80 pM) auf die Amplitude der exzitatorischen postsynaptischen
Potentiale wihrend kontinuierlicher Superfusion mit 16 mM Pentylentetrazol (PTZ; B3-Neuron, Buccalganglien von Helix
pomatia). Mittelwerte + Standardabweichung (n=12). p=0,001 (Wilcoxon-Test von Block 1 und 2). Block 1: Kontrolle 1 (16
mM PTZ); Block 2: Lamotrigin (SO uM) in 16 mM PTZ; Block 3: Kontrolle 2 (16 mM PTZ).
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.Abb. 33: Wirkung von Lamotrigin (80 pM) auf die Amplitﬁdc der exzitatorischen postsynaptischen Potentiale wihrend

kontinuierlicher Superfusion mit 40 mM Pentylentetrazol (B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). Es wurden
jeweils 3 Reizantworten des Neurons #bereinandergeschrieben, indem dic beste Ubereinstimmung von
Ausgangsmembranpotential und Reizartefakten gesucht wurde. Die Reizartefakte sind gekiirzt. CTRL L: Kentrolle 1 (40
mM T’cntylcntetrazol; PTZ); LTG (80 ﬁM); Testphase mit Lamotrigin (80 pM) in 40 mM PTZ; CTRL 2: Kontrolle 2 (40
mM PTZ). '
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Abb. 34: Blockdiagramm zur Wirkung von Lamotrigin (80 pM} auf die Amplituden der EPSP wihrend kontinuierlicher
Superfusion mit 40 mM Pentylentetrazol (PTZ) in dem B3-Neuron (Buccalganglien von Helix pomatia). Mittelwerte &
Standardabweichung (n=5). p=0,251 (t-Test fiir verbundene Stichproben von Block 1 und 2). Block 1: Kontrolle I (40 mM
PTZ); Block 2: Lamotrigin (80 uM) in 40 mM PTZ; Block 3: Kontrolle 2 (40 mM PTZ).
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3.4 Wirkung von Lamotrigin auf Schrittmacherpotentiale und PDS

Es ist in der Literatur gezeigt worden, dass épileptische Entladungen der Neurone sich aus
Schriﬂ:macherpotentialen entwickeln kénnen (vgl. Schwartzkroin, 1982).
Schrittmacherpotentiale entstehen auf nicht-synaptischem Weg in Neuronen, die die dazu
bendtigten Membranmechanismen exprimiert haben. Tn der Regel miissen die Neurone um
wenige mV  depolarisiert Wer&en, -um die Prozesse zu aktivieren, die zu
- Schrittmacherpotentialen fihren. Schrittmacherpotentiale bestehen aus a) einer kleinen
(wenige mV) und kurzen (<100 ms) Dep.olarisation, an der ein’ .transm'embraniiser
. Kalziumstrom beteiligt ist und die regelméBig von Akti_onspo_tentialen iiberlagert wird, und b)
einer sich anschlieﬁendeh Hyperpolarisation, die von einem kalziﬁmébhﬁngigen Kaliumstrom
getragen wird. Mit dem Abklingen der Hyperpolarisation wird die Schwelle fiir die nachste
kleine und kurze Depolarisation erreicht, so dass der Aktivititszyklus erncut startet (W ilson,
1982). Da die paroxysmalen Depolarisationen aus Schrittmacherpotentialen entstehen (Altrup,
2004), wurde die Wirkung von Lamotrigin auf diese Potentialé untersucht. Dazu wurden in
Kapitel 3.4.1 die Hiufigkeit und der Zeitgang der Schrittmacherpotentiale in 10 Minuten bei:
i) nicht-epileptischen Bedjngungen' {(Meng-Losung), | ii) unterschwellig epileptischen
Bedingungen (16 mM PTZ) und iii} epileptischen Bedingungen (40 mM PTZ) bestimmt. In
Kapifel 3.4.2 wird dargestellt, welche Wirkungen von Lamotrigin aul PDS beobachtet
wurden.  Allgemein  konnte beobachtet werden, dass die Héiuﬁgkeit der
Schnttmacherpotentlale in 10 Minuten bei PTZ-Gabe abnahm, wobei die Schrittmacher-
Depolansa‘uon an Dauer und Amplitude mit steigender PTZ- Konzentration zunahm {(vgl.

Altrup et al., 2003). Einc Auswertung der Haufigkeit der Schrittmacherpotentiale ergab, dass
sich die Hiufigkeiten unter PTZ-Gabe signifikant von denen unter Meng-Losung.
unterschleden (p=0,003 fiir 16 mM PTZ, Mann-Whitney-Wilcoxon-Test; p<0,001 fiir 40 mM
PTZ; Mann-Whitney-Wilcoxon-Test). Die Haufigkeiten der Schnttmacherpotentlale die bet
Gabe von 16 mM PTZ gemessen wurden, unterschieden sich nicht signifikant von denen, die

bei Gabe von 40 mM PTZ gemessen wurden (p=0,3 72, Mann—Whitney—Wilcoxon—Test).

34.1 Wirkung von Lamotrigin auf Schrittmacherpotentiale

i) Fiir die Untersuchung der Schrittmacherpotentiale unter nicht-epileptischen Bedingungen
wurden Neurone herangezogen, die spontan Schrittmacherpotentiale generierten. Unter

Kontrollbedingungen traten diese spontanen Schrittmacherpotentiale mit einer Haufigkeit von
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67,4 + 449 in 10 Minuten auf (n=11). Nach Zugabe von Lamotrigin (80 pM) zur
Kontrolllpsung nahm die Hiufigkeit auf 20,5 = 16,8 Potentiale in 10 Minuten ab (n=11).
Nach einer Stunde Auswaschen (Kontrollphase 2) nahm die Haufigkeit auf 44,1 = 22.9
Potentiale in 10 Minuten wieder zu (n=11). Die statistische Auswertung zeigte cine
signifikante Abnahme der Hiufigkeit in dem B3-Neuron (p<0,001; Wilcoxon-Test; Abb. 35;
vgl. Anhang, Tab. 18). Die Kontrollphasen 1 und 2 unterschieden sich nicht signifikant
voneinander (p=0,320; Wilcoxon-Test). Hinsichtlich des Mechanismus der oben

beschriebenen Abnahme der Héufigkeit der Schrittmacherpotentiale zeigen die
| Regisuierungen in Abb. 36 A, B3 ﬁnd B, B3 sowic Abb. 37,.dass die Schrittmacher-
Hyperpolarisation wéhrend Lamotrigingabe grofer war und langer andauerte im Vergleich zu
Kontrolle 1 und 2. Die vergroBerten und verlingerten Hyperpolarisationen sind in den
Abbil;iungen mit einem Stern markiert. AuBerdem fiel auf, dass die Schrittmacher-
Hyperpolarisation frilher auftrat, so dass die Schrittmacher-Depolarisation wihrend
Lamotrigingabe verkiirzt war. Vergleichbare Wirkungen des Lamotrigin konnten in den
Neuronen B1 ( Abb. 36, A, B1) und B2 (Abb. 36, B, B2) nicht festgestellt werden. Beide
Neurone weisen keine Schrittmacherpdtentiale auf (Altrup et al., 2003). Es wird deﬁtlich, dass
die Abnahme der Schrittmacherhiufigkeit in dem B3-Neuron unter Lamotrigin hauptsdchlich
auf einer Verlingerung der Schrittmacher-Hyperpolarisation beruhte.

ii) Bei unterschwellig epileptischen Bedingungen, das heifit bei Zugabe von 16 mM PTZ, kam
es zu einei‘ verlingerten Dauer und Amplitude der Schrittmacherpotential-Depolarisation
sowie einer Zunahme der Latenzzeit bis zur SChﬁtnnaché;-Repolaﬁsaﬁon (siehe oben; Altrup
et al., 2003). Bei 16 mM Pentylentetrazol betrug die Hiufigkeit der Schrittmacherpotentiale in
Kontrollphase 1 20,3 £ 10,2 Potentiale in 10 Minuten (n=14). Nach Zugabe von Lamotrigin
(80 uM) sank die Haufigkeit auf 15,2 = 10,8 Potentiale in 10 Minuten (n=14) und stieg in der
Kontrollphase 2 wieder auf 19,5 & 11,4 Potentiale an (n=14). Dic Abnahme der Haufigkeit
durch Lamotrigin war mit p=0,017 (t-Test fiir verbundene Stichprdben) signiﬁkant.. Die
Kontrollphasen 1 und 2 unterschieden sich nicht signifikant voneinénder {(p=0,503; t-Test fiir
verbundene Stichproben). Das Blockdiagramm in Abb. 38 =zeigt die Mittelwerte und
Standardabweichungen (vgl. Anhang, Tab. 19). Abb. 39 zeigt die Hiufigkeitsabnahme und
lisst in Bezug auf die zugrunde liegenden Mechanismen erkennen, dass insbesondere die
Dauer der Schrittmacher-Hyperpolarisation wihrend der Gabe von Lamotrigin vergroBert
war. Abb. 40 zeigt dariiber hinaus, dass die Schrittmacher-Hyperpolarisation wihrend
Lamotrigingabe eine kﬁréere Latenzzeit aufwies. Der Beginn der Hyperpolarisation ist in
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Abb. 40 jeweils durch einen Pfeil markiert. Dic dargestellten Wirkungen von Lamotrigin
zeigen, dass die Schrittmacherpotentiale, die durch PTZ vergroBert wurden, durch zusétzliche

Gabe von Lamotrigin wieder kleiner wurden und weniger hiufig auftraten.

iii) Unter epileptischen Bedinguﬁgen, das heiBt nach Zugabe von 40 mM Pentylentetrazol,
treten neben pé:roxysmalen Depolarisationen auch vergroBerte Schrittmacherpotentiale auf,”
die hier besprochen werden. Die vergroerten Schrittmacherpotentiale zeigten folgende
Verénderungen: In der Kontrollphase 1 betrug die Hanfigkeit der Schrittmacherpotentiale
16,6 = l7,9 Potentiale in 10 Minuten (1i=20). Béi Zugabe von- Lamotrigin (80 pM) sank die
Hiufigkeit auf 11,4 + 5,2 Potentiale in 10 Minuten (n=20). Dabei nahm in_sbesondere die
Dauer der Schrittmacherdepolarisation ab. In der KOntrolehasé 2 stieg die Haufigkeit auf
13,6 + 6,9 Potentiale in 10 Minuten wieder an (n=20, Abb. 41; vgl. Anhang, Tab. 20). Die
Abnahme der Haufigkeit durch Lamotrigin érwies sich als statistisch signifikant (p<0,001; t-
Test fir verbundene Stichproben). Die Kontrollphasen 1 und 2 unterschieden sich ebenfalls
signifikant voneinander (p=0,002; t-Test fiir verbundene Stichproben), so dass die Effekte
durch Lamotrigin nach ciner Stunde Auswaschen nur zum Teil reversibel waren. Hinsichtlich
"des Mechanismus der oben beschriebenen Hiufigkeitsabnahme der vergroBerten
Schrittmacherpotentiale unter epileptischen Bedingungen zeigt die Abb. 42, dass wiederum
insbesondere die Schrittmacher-Hyperpolarisation wéhrend Lamotrigingabe grofier war und

langer andauerte.

Insgesamt zeigen die Experimente, dass Lamotrigin die Héufigkeit von
Schrittmacherpotentialen erniedrigte. Dieser Effekt beruhte hauptsichlich auf einer

Verldngerung der Schrittmacher-Hyperpolarisation und war nur teilweise reversibel.
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Abb. 35: Blockdiagramm zur Wirkung von Lamotrigin (80 pM) auf die Hiufigkeit der Schrittmacherpotentiale wihrend
kontinuierlicher Superfusion mit Meng-Losung (B3-Neuron, Buccalganglien von  Helix pomatia). Mittelwerte +
Standardabweichung (n=11}. p<0,001 (Wilcoxon-Test von Block 1 und 2}. Block 1: Kontrolle 1 {Meng-Lisung), Block 2:
Lamotrigin (80 uM) in Meng-Losung; Block 3: Kontrolle 2 (Meng-Losung). '
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Abb. 36: Wirkung von Lamotrigin (80 pM) auf Fluktoationen des Membranpotentials unter nicht-epileptischen Bedingungen
(Buccalganglien von Helix pomatia). A: Wikung von Lamott:igin (80 pM) auf Neuwron B3 und BI,
Papierschreiberregistrierungen. Die Schrittmacher-Hyperpolarisation wihrend Lamotrigin fst durch den Stern markiert. B:
Wirtkung von Lamotrigin (80 pM) auf Neuron B3 und B2, Oszilloskopregistrierungen; es wurden jeweils 3 Registrierungen
iibereinandergelegt, indem nach der besten Ubereinstimmung des letzten Aktionspotentials vor der Hyperpolarisation gesucht
wurde. Die Schrittmacher-Hyperpolarisation ist durch den Stern markiert. CTRL 1: Kontrolle | (Meng-Losung); L.TG (80
pM): Lamotrigin (80 pM) in Meng-Losung; CTRL: 2: Kontrolle 2 (Meng-Losung). '
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Abb. 37; Zeitgang spontaner Schrittmacherpotentiale vor (CTRL) und wihrend der Gabe von Lamotrigin (LTG 80 uM) in
dem B3-Neuron {(Buccalganglien von Helix pomatia). Es wurden jeweifs 3 Registrierungen ibereinandergelegt, indem die
beste Ubereinstimmung des letzten Aktionspetentials vor der Hyperpolarisation gesucht wurde; Oszilloskopregistrierungen.
Die Schrittmacher-Hyperpolarisation whrend Lmnouigingabe ist durch den Stern markiert. Die Aktionspotentiale sind
gekiirzt. CTRL: Kontrolle (Meng-Losung); LTG (8¢ pM): Testphase mit Lamotrigin (80 pM) in Meng-Losung.
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Abb. 38: Blockdiagramm zur Wirkung von Lamoirigin (80 pM) auf dic Hiufigkeit der Schrittmacherpotentiale bei
kontinuierlicher Superfusion mit 16 mM Pentylentetrazol (PTZ; B3-Neuren, Buccalganglien von Helix pomatia). Mittelwerte
4 Standardabweichung (n=14). p<0,001 (-Test fir verbundene Stichproben von Block 1 und 2}. Block 1: Kontrolle I (16
mM PTZ); Block 2: Lamotrigin (80 pM) in 16 mM i’TZ; Block 3: Kontrolle 2 (16 mM PTZ).
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 CTRL1 LTG (80 uM) CTRL 2
(PTZ 16 mM) - (PTZ 16 mM)

Abh. 3%; Wirkung von Lamotrigin (80 pM) auf Schrittmacherpotentiale wihrend kontinuierlicher Superfusion mit 16 mM
Pentylentetrazol (PTZ; B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL 1: Kontrolie 1 (16 mM PTZ); LTG (80 pM):
Testphase mit Lamotrigin (80 pM} in 16 mM PTZ; CTRL 2: Kontrolle 2 {16 mM PTZ).
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Abb. 40: Wirkung von Lamotrigin (80 pM) auf die Dauer von Schritﬁnacherpotentialen wihrend kontinuierlicher
Superfusion mit 16 mM Pentylentetrazol (PTZ; B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). Es wurden jeweils 5
Registrierungen iibereinandergelegt, indem die beste Ubereinstimmung des ersten Aktionspotentials gesucht wurde. CTRL
1: Kontrolle 1 (16 mM PTZ); LTG (80 pM): Lamotrigin (80 pM) in 16 mM PTZ; CTRL 2: Kontrolle 2 (16 mM PTZ). Der
Pfeil markiert den Beginn der Repolarisation.
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Abb. 41: Blockdiagramm zur Wirkung von Lamotrigin (80 pM) auf die Hiufigkeit der Schrittmacherpotentiale bei
kontinuierlicher Superfusion mit 40 mM Pentylentetrazol (PTZ) in dem B3-Neuron (Buccalganglien von Helix pomatia).
Mittelwerte + Standardabweichung (n=20). p<0,001 (t-Test fiir verbundene Stichproben von Block I und 2). Block I:
Kontrolle 1 (40 mM PTZ); Block 2: Lamotrigin (80 pM) in 40 mM PTZ; Block 3: Kontrolle 2 (40 mM PTZ},

CTRL 1 LTG ( 80 M) CTRL 2
(PTZ 40 mM) , ‘ (PTZ 40 mM)

Abb. 42; Wirkung von Lamotrigin (80 uM} auf Schrittmacherpotentiale wihrend kontinuierlicher Superfusion mit 40 mM
Pentylentetrazol (PTZ; B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). Die Schrittmacher-Hyperpolarisationen sind jeweils
durch einen Stern markiert. CTRL 1: Kontrolle 1 (40 mM PTZ); LTG (80 pM): Testphase mit Lamolrigin (80 M) in 40
mM PTZ; CTRL 2: Kontrolle 2 (40 mM PTZ).
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3.4.2 Wirkung von Lamotrigin auf PDS

Neuronale epileptische Entladungen treten in Form von ,paroxysmal depolarization shifts™
(PDS) auf (Goldensohn und Purpura, 1963; Matsumoto und Aymone Marsan, 1‘964;-
Creutzfeldt et al., 1966). PDS bilden die Grundlage epileptischer Aktivitit bei Mensch und
Tier (Li und Van Buren, 1972; Rayport, 1972; Prince and Wong, 1981). In der vorliegenden
Arbeit wurden PDS in dem B3-Neuron durch Applikation von 40 mM PTZ ausgeldst (vgl.
Abb. 4). Abb. 43 zeigt ein Béispiel fiir eine Wirkung von Lamotrigin unter épileptischen
Bedingungen (40 mM PTZ). Abb. 43, A zeigt epileptiforme Aktivitit, die {iber mehrere
Stunden konstant war. Nach Zugabe von Lamotrigin zur PTZ-Lésung nahmen Haufigkeit und
Dauer der PDS ab (Abb. 43, B). Dabei wurde die PDS-Aktivitit durch Schrittmacheraktivitat
ersetzt. In dem Beispiel Abb. 43 waren die Veridnderungen, die durch Lamotrigin ausgelost
wurden, nur zum Teil reve;sibel (Abb. 43, C, CTRL 2). Eine Ubersicht iiber weitere Versuche
zeigt Abb. 44. Es wird deutlich, dass Lamotrigin (80 pM) in den meisten Fillen die
epﬂeptiforme Aktivitat vollstindig unterdriickte (Abb. 44, A-D). In einzelnen Fillen war die
Unterdriickung nicht vollstindig. |

Zur Auswertung der Experimente _Wurdé das Ausmal der epileptiformen Aktivitit bestimmt,
indem der prozentuale Anteil der PDS-Dauer in verschiedenen Zeitriumen errechnet wurde
(siche Kapitel 2.7). Um den Verlauf der Lamotriginwirkung zu erfassen, wurde aulerdem in
15 Experimenten der prozentualé Anteil der PDS-Dauer in- 10-miniitigen Abschnitten vor,
wihrend und nach Lamotrigingabe bestimmt. Aus den- 6 ermittelten Werten vor
Lamotrigingabe wurde fiir jedes Experiment ein Mittelwert errechnet, anhand dessen dic
ermittelten Werte aller Versuchsphasen des Experimentes normiert wurden. Aus den
normierten Werten der 15 Experimente wurde ein Mittelwert fiir den jeweiligen Zeitpunkt
errechnet und in einem Diagramm aufgetragen (Abb. 45). Das Diagramm verdeutlicht, dass
mit Zugabe von Lamotrigin die epileptiforme Aktivitdt im Verlauf von 30 min abnahm. Nach
Auswaschen von Lamotrigin war die epileptiforme Akfivitat im Verlauf von 2 h nur zum Teil
reversibel. Zur weiteren Auswertung wurde der Anteil der prozentualen Depolarisation iiber
cinen Zeitraum von ca. 30 Minuten vor, wihrend und nach Lamotrigingabe berechnet:
Lamotrigin (80 pM) vermringerte den prozentualen Anteil der Depolarisation von 39,21 +
24.07% vor Lamotrigingabe (Kontrollphase 1) auf 9,55 + 15,46% wihrend Lamotrigingabe
(n=29). Diese Veranderung durch Lamotrigin erwies sich als statistisch signifikant (p<0,001;
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Wilcoxon-Test). Nach einer Stunde Auswaschen (Kontrollphase 2) nahm der prozentuale

Anteil der Depolarisation auf 20,93 £ 19,92% zu (n=29). Die Werte von Kontrolle 1 und
| Konfrolle 2 waren ebenfalls signifikant verschieden (p<0,001§ t-Test fiir verbundene
Stichproben) und bestitigten damit die Beobachtung, dass die Lamotriginwirkungen nicht
vollstindig reversibel waren. Die gemessenen Verénderungen sind in dem Blockdiagramm in

Abb. 46 zu schen (vgl. Anhang, Tab. 21).

In den bisher dargestellten Experimenten wurde Lamotrigin in einer Konzentration von 80
uM verwendet, die iiber Vder therapeutisch iiblich eingesetzten Konzentration vbn 3-14 mg,
entsprechend 11,7-54 767 uM Losung, liegt (vgl. Morris et al., 1998). Es wurde déher in einer
weiteren Serie Lamotngln in der Konzentratlon von 20 pM verwandt, um die Wirkungen im
therapeutisch eingesetzten Konzentratmnsberewh beurtellcn zu kénnen. Abb. 47 ze1gt
typische Beispiele. Es ergab sich der Emdruck, dass 20 pM Lamotrigin qualitativ Wirkungen
zcigte, die mit den oben beschriebenen Wirkungen von 80 pM Lamotrigin vergleichbar
waren. Dieser Eindruck bestitigte sich bei der Auswertung der Experimente: Der prozentuale
Anteil der Depolarisation lag vor Lamotriginapplikation (Kontrollphase 1) bei 41,94
27,46% (n=16). Nach Zugabe von Lamotrigin (20 pM) wurde rder prozentuale Anteil der
Depolarisation auf 14,13 + 13,27% verringert (n=16). Diese Abnahme erwies sich als
statistisch  signifikant (p<0,001; t-Test fiir verbundene Stichproben). Wiahrend der
Kontrollphase 2 Betrug der prozentuale Anteil der Depolarisation 21,94 + 19,76 % (n=16).
Die Ausgangsaktivitit wurde somit nicht wieder erreicht; die Aktivitat in Kontrollphase 2
blieb signifikant vermindert @{0’00-1; t-Test fir wverbundene Stichproben). Das
Blockdiagramm in Abb. 48 stellt die gemessenen Verdnderungen dar (vgl. Tab. 22).
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" Abb. 43: Witkung von Lamotrigin (80 pM) auf epilepische Aktivitit in dem B3-Neuron wihrend kontinuierficher

- Superfusion mit 40 mM Pentylentetrazol (PTZ; Bucéalganglien von Helix pomatia). A: Aktivitdt vor Lamotrigingabe; B!
Aktivitit wihrend Lamotrigingabe; C: Aktivitit nach Lamotrigingabe. CTRL 1: Kontrolle 1 (40 mM PTZ); LTG (80 pM):
Testphase mit Lamotri gin (80 pM) in 40 mM PTZ; CTRL 2: Kontrolle 2 (40 mM PTZ).

54



TG BOUM)

—PTZ 40 mM—>

B CTRL1 LTG (80 uM) _ CTRL 2

4

: 1,5h V
—PTZ 40 mM—

D cTRL1 ,_,_\_._LTGA_{SO uM)

H

|

H # i

H {

i

H |

| i

i i
§

j jlh i ] KA i:,}i gijfsff_ fu-’;“j LA L
t ' . —imV
—PTZ 40 mM— .

E CTRL1 LTG (80 pM)

—PTZ 40 mM—»

Abb. 44: Beispiele zur Wirkung von Lamotrigin (80 pM) auf PDS in dem B3-Neuron (Buccalganglien von Helix pomartia).
Geordnet nach Ausmal der Blockierung der PDS. CTRL 1: Kenirolle 1 (PTZ 40 mM), LTG (80 pM): Testphase mit
Lamotrigin (80 uM} in 40 mM PTZ; CTRL 2: Kontrolte 2 (PTZ 40 mM}), PEZ: Pentylentetrazol; LT'G: Lamotrigin.
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Abb. 45: Diagramm zum Zeitgaﬁg der Lamotriginwirkung auf epileptische Altivitdt in dem B3-Neuron wihrend
kontinuierlicher Superfusion mit 40 mM Pentylentetrazol (Buccalganglien von Helix pomarid). Aufgetragen sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen des Anteiles der Depolarisation in 10-mindtigen Abstinden {n=15). Der Zeitraum
der Lamotriginapplikation (80 pM) ist grau unterlegt. LTG: Lamotrigin.
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Abb. 46: Blockdiagramm zﬁr Wirkung von Lamotrigin (80 uM) auf den prozentualen Anteil der Depolarisation der PDS in
dem B3-Neuron {Buccalganglien von Helix pomatia). Mittelwerte £ Standardabweichung (n=29). p<0.001 (t-Test fir
verbundene Stichproben von Block 1 und 2). Block 1: Kontrotle 1 (40 mM Pentylentetrazol; PTZ); Block 2: Lamotrigin {80
uM) in 40 mM PTZ; Block 3: Kontrolle 2 (40 mM PTZ}).
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Abb. 47: Beispiele zur Wirkung von Lamotrigin (20 pM) auf PDS in dem B3-Neuron (Buccalganglien von Helix pomatia).
Geordnet nach AusmalB der Blockierung der PDS. CTRL 1: Kontrolle 1 (PTZ 40 mM); LTG (20 pM): Testphase mit
Lamotrigin (20 pM) in 40 mM PTZ; CTRL 2: Kontrolle 2 (PTZ 40 mM); PTZ: Pentylentetrazol; LTG: Lamotrigin.
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Abb. 48: Blockdiagramm zur Wirkung von Lamotrigin (20 pM) auf den prozentualen Anteil der Depolarisation der PDS in
dem B3-Neuron (Buccalganglien von Helix pomarid). Mittelwerte = Standardabweichung (n=16). p<(,001 (t-Test fur
verbundene Stichproben von Block 1 und 2). Block 1: Kontrolle } (40 mM Pentylentetrazol, PTZ); Block 2: Lamotrigin (20
uM) in 40 mM PTZ; Block 3: Kontrolle 2 (40 mM PTZ).

Hinsichtlich der zugrunde liegenden Mechanismen wurde untersucht, ob der Zeitgang der
PDS Verinderangen erkennen lieB, die die Blockierung der PDS durch Lamotrigin erkliren
konnten. Die Abb. 49 und 50 geben hierfiir Beispicle: Abb. 49 zeigt in der linken Spalte drei
PDS, die 40, 30 und 10 min vor Lamotrigingabe aufiraten. In der mittleren Spalte sind
Kurvenausschnitte zu sehen, die die Aktivitit des B3—Neur0ns. 10, 20 und 60 min nach Beginn
der Lamotrigingabe reprisenticren, undr in der rechten Spalte 10, 20 und 50 min nach Ende
der Lamotrigingabe. Neben einer Abflachung des Aufstriches der PDS und einer
geringfligigen Abnaﬁﬁme der Depolarisationsamplitude fiel vor allem auf, dass die
Repolarisation der PDS friiher nach Begion der PDS einsetzte, so dass die PDS-Dauer
verkiirzt war. Diese Verkiirzung ist auch in Abb. 50 ans einem anderen Versuch dargestellt.
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Abh. 49: Wirkung von Lamotrigin auf PDS in dem B3-Neuron (Buccalganglien von Helix pomatia). Linke Spalte: drei PDS
40, 30 und 10 min vor Lamotrigingabe (von oben nach unten); mittlere Spalle: Aktivitit des B3-Neurons 10, 20 und 60 min
nach Beginn der Lamotrigingabe (von oben nach unten); rechte Spalte: Aktivitit des B3-Neurons 10, 20 und 50 min nach
Beendigung der Lamonigingabc (von oben nach unten). CTRL 1: Kontrolle 1; CTRL 2: Kontrolle 2; LTG: Lamotrigin;
PTZ: Pentylentetrazol. '
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Abb. 50: Wirkung von Lamotrigin (80 pM) auf PDS in dem B3-Neuron (Buccalganglien von Helix pomatia). A: PDS vor
Lamotrigingabe (Kontrolle 1). B: PDS wahrend Lamotrigingabe. C: PIS nach Lamotrigingabe (Kontrolle 2). CTRL 1:
Kontrolle 1; CTRL 2: Kontrolle 2; LTG: Lamotrigin; PTZ: Pentylentetrazol.
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In den bisher dargestellten Experimenten konnte festgestellt werden, dass die Wirkungen von
Lamotrigin auf PDS nur zum Teil reversibel waren. Daraus ergab sich die Uberlegung, ob ein
Teil der Lamotriginwirkﬁng auf uﬁbekamlte physiologische Prozesse gerichtet ist, die das
Auﬁrefen epileptischer Aktivitit erschweren. In einem solchen Fall miisste eine
Lamotriginwitkung auch festgestellt werden konnen, wenn Lamotrigin unter nicht-
epileptischen Bedingungen vor Induktion epileptischer Aktivitit gegeben wird. Um einen
Beitrag zur Beantwortung dieser Frage zu leisten, wurde folgeﬁdes Versuchsprotokoll
gewhlt: Zwischen zwei jeweils einstindigen PTZ-Applikationen wurde Lamotrigin (80 uM)
in Meng-L.osung tiber cine Stunde gégeben und der prozentuale Anteil der bepolaﬁsatioﬁ
| jeweils zu Beginn und am Ende der PTZ-Gaben ermittelt. Diec Auswertung der Versuche
ergab: Die Anfangsaktivitit der 1. PTZ-Gabe betrug 73,17 = 17,19% (n=12). Im Verlanf der
1. Gabe nahm sie auf 62,25 + 19,70% ab (n=12). Die Anfangs-aktivitﬁt der 2. PTZ-Gabe lag
bei 46,17 + 22,24% (n:12); Sie nahm im Verlauf der 2. PTZ-Gabe auf 31,17 + 18,24% ab
{n=12). Das Blockdiagramm in Abb. 51 zeigt diec gemessenen Vérﬁnderungen (vgl. Anhang,
Tab. 23). Es wurden weiterhin Kontrollexperimente gemacht, in denen nur Meng-Losung
zwischen den beiden PTZ-Gaben gegeben wurde. Die Auswertung dieser Experimente zeigte,
daés diec Anfangsaktivitit der 1. PTZ-Gabe bei 36,87 + 12,10% lag (n=12). Im Verlauf der 1.
Gabe nahm sie auf 26,53 + 9,22% ab (n=12). Die Anfangsaktivitit der 2. PTZ-Gabe betrug
2832+ 11,3‘0% (n=12). Sie nahm im Verlauf der 2. PTZ-Gabe auf 15,5 £ 5,92% ab (n=12).
Mittelwerte und Standardabweichungen sind in Abb. 52 zu schen (vgl. Anhang, Tab. 24).

Die dargestellten Experimente sind in Anlehnung an frihere Versuchsserien durchgefiibrt
worden, in denen zwischen zwei PTZ-Gaben die Proteinkinase A mit Forskolin (50 pM)
aktiviert wurde. Dabei wér von besonderem interesse der Vergleich zwischen den
epileptiformen Aktivititen am Ende der 1. PTZ-Gabe und zu Beginn der 2. PTZ-Gabe. Wurde
zwischen den beiden PTZ-Gaben die Proteinkinase A durch Forskolin aktiviert, war die
epileptische Aktivitit zu Beginn dér 2. PTZ-Gabe signifikant hoher als am Ende der 1. PTZ-
Gabe (Ure und Altrup, 2006). Die in der vorliegenden Arbeit gemachten Ergebnisse zeigen,
dass bei Gabe von Lamotrigin (80 uM) in Meng-Losung zwischen beiden PTZ-Gaben die
Anfangsa.ktivitéit der 2. PTZ-Gabe signifikant vermindert war gegeniiber der Endaktivitit der
1. PTZ-Gabe (p=0,002; vgl. Abb. 51). Wurde zwischen den beiden PTZ-Gaben nur Meng-
Losung gegeben, unterschieden sich die Aktivititen am Ende der 1. PTZ-Gabe und am
Anfang der 2. PTZ-Gabe nicht signifikant voneinander (p=0,515; vgl. Abb. 52). Abb. 53, A
zeipt typische Beispiele epileptischer Aktivitit, wenn Lamotrigin (80 uM in Meng-Lésung)
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zwischen den beiden PTZ-Gaben appliziert wurde. Abb. 53, B zeigt typische Beispiele, wenn

nur Meng-Lésung zwischen den beiden PTZ-Gaben gegeben wurde.
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Abb. 51: AusmaB der epileptischen Akfivitit vor und nach Gabe von Lamotrigin (80 pM) in Meng-Ldsung (B3-Neuron,

Buccalganglien von Helix pomatia). Mittelwerte = Standardabweichung (n=12). Zwischen zwei PTZ-Gaben (40 mM PTZ)

wurde Lamotrigin (80 pM) in Meng-Losung gegeben. Es wurden jeweils die Anfangs- und die Endaktivitidten unter PTZ-

Applikation bestimmt. Block 1: Anfangsaktivitit der 1. PTZ-Gabe (40 mM PTZ-Losung); Block 2: Endaktivitit der 1. PTZ-
" Gabe; Block 3: Anfangsakfivitit der 2. PTZ-Gabe (40 mM PTZ-Lsung); Block 4: Endaktivitit der 2. PTZ-Gabe.
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Abh. 52: Ausmal} der epileptischen Aktivitit vor und nach Applikation von Meng-Lésung (B3-Neuron, Buccalganglien von
Helix pomatia). Mittelwerte = Standardabweichung (n=12). Zwischen zwei PTZ-Gaben (40 mM FTZ) wurde Meng-Lsung
gegeben. Es wurden jeweils die Anfangs- und die Endaktivititen unter PTZ-Applikation bestimmt. Block 1: Anfangsaktivitit
der 1. PTZ-Gabe (40 mM PTZ-Lissung); Block 2: Endaktivitét der 1, PTZ-Gabe; Block 3: Anfangsaktivitit der 2. PTZ-Gabe

{40 mM PTZ-Lasung); Block 4: Endaktivitat der 2. PTZ-Gabe.
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Abb, 53: Ausmal} epileptischer Aktivitit bei zweimaliger Gabe von Pentylentetrazol (PTZ; 40 mM) in dem B3-Neuron

{Buccalganglien von Helix pomatia). A: Ausmal epifeptischer Aktivitat bei Gabe von Lamotrigin {80 uM} in Meng-Losung -

zwischen den beiden PTZ-Gaben. B: Ausmal epileptischer Aktivitit bei Gabe von Meng-Ldsung zwischen den beiden PTZ-

Gaben. PTZ: Pentylentetrazol; LTG: Lamofrigin.



4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die Wirkungen von Laﬁaotrigin auf Membré.npotential,
Membranwiderstand, Aktionspotential, synaptische Ubertragung, Schrittmacherpotentiale und
paroxysmale Depolarisationen (PDS) in einem Modcllnervensystem (Buécalganglien von
Helix pomatia) wuntersucht. Das Modellncﬁensystem ermoglicht es, Wirkungen von
Lamotrigin auf mehrere elektrophysiologisch messbare Parameter der Zellfunktion an
denselben identifizierten Neuronen zu priifen. Das Ziel der Arbeit war es, Prinzipien der
'7 Lamotriginwirkung zu érkemlen. Die Untersuchungen haben gezeigt, dass Lamotﬁgiu
mehrere Parameter der Zellfunktion an denselben Neuronen verinderte. Lamotrigin
hyperpolarisierte die Neurone und senkte den Membranwiderstand. Es vergroBerte die
synaptischen Potentiale und verfingerte die Haufigkeit von Schrittmacherpotentialen.
Epileptiforme Aktivitit wurde verringert, indem die PDS verkleinert und bis zum
vollstindigen Block verkiirzt wurden. Die epileptogene Substanz Pentylentetrazol verandert
mehrere Parameter der Zellfunktion (Altrup, 2004). Durch zusitzliche Gabe von Lamotrigin

wurden solche Wirkungen zum Teil kompensiert.

Im Folgenden werden in einem ersten Abschnitt das in dieser Arbeit zugrunde liegende
Modellnervensystem und die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf das Nervensystem des
Menschen diskutiert. In einem zweiten Abschnitt werden die erhaltenen Ergebnisse mit denen

aus der Literatur verglichen und mégliche Witkmechanismen diskutiert. -
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4.1 Modellnervensystem

Das Invertebraten-Modellnervensystem wurde unter in vitro Bedingungen untersucht, weil
auf diese Weise vicle Versuchsbedingungen konstant gehalten werden kénnen. Vergleichbare
in vitro Untersuchungen des Zentralnervensystems eines Siugetieres einschlieﬁiich des
Menschen erfordern die Herstellung eines 300 bis 500 pum dicken Schnittpriparates. -
Vergleicht man das Modellnervensystem (Buccalganglien von Helix pomatia) mit
Schnittpriiparaten aus dem Zentralnervensystem eines Sdugetiores, ergeben sich die folgenden
Vorteile des Modéllnervensystems: i) Der Ncuronenvcrband'bleibt sfrukturell und funktionell
intakt; es -gibt keine groBflichigen Schnittoberflichen. ii) Die Versorgung der Neurone im
Modellnervensystem erfolgt sowohl in vivo als auch in vitro nur durch Diffusion von
auBerhalb des Nervensystéms. iii) Das Modellnervensystem weist identifizierte
Riesenneurone auf, die beziiglich ihrer Lage und Funktion konstant sind und vor dem
Experiment identifiziert wefden kénnen. iv) Die Riesenneurone sind so grol3, dass man sie mit -
mehreren Mikroelektroden gleichzeitig anstechen kann. v) Der apparative Aufwand zur
stabilen intrazelluliren Ableituhg auch mehrerer Neurone ist ins.gesamt relativ 'gering.
DieseVorteile der Buccalganglien sind in der Epilepsieforschung schon mehrfach genutzt
worden (Speckmann und Caspers, 1973; Altrup et al., 1990b; Altrup, 2004). Auch fir die
Untersuchung von Wirkungsmechanismen verschiedener Pharmaka und ﬁjr—dié Entwicklung
neuer antiepileptischer Pharmaka sind die Ganglien bereits mehrfach genutzt worden (Altrup
et al., 1991; Altrup et al.,, 1992a, b; Walden et al., 1993; Redecker et al., 2000a, b). Ein
Nachteil des verwendeten Modellnervensystems besteht in der phylogenetischen Distanz

zwischen Invertebratenganglien und dem Nervensystem des Menschen.

Trotz cier phylogenetischen Distanz sind hlvertebraten-Nervensystemelm der Literatur hiufig
als Modellsysteme fiir das Nervensystem des Menschen verwendet worden. Grundlegende
Mechanismen neuronaler Aktivitit wurden vielfach zuerst an Invertebraten-Nervensystemen
erforscht. Die gefundenen Mechanismen wurden anschlieBend auch im Siugetier-
Nervensystem (einschlieBlich des menschlichen Nervensytems) Bestiitigt. So erarbeiteten
Hodgkin und Huxley (1952) die lIohentheorie der Exregung an Neuronen des Tintenfisches.
Katz und Miledi (1971) erforschten die Prinzipien synaptischer Ubertragung ebenfalls an
Neuronen des Tintenfisches und Kandel (1976) verwendete das Nervensystem der
Meeresschnecke Aplysia californica, um die Basismechanismen von Lernen und Gedichtnis

zu beschreiben. Wihrend in den meisten Fillen Mechanismen aus Invertebraten-
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Nervensystemen anschlieBend auch in Vertebraten-Nervensystemen entdeckt wurden, gibt es
aber auch Beispicle, dass Prozesse zuerst in Vertebraten-Nervensystemen erkannt und
anschlieBend in Invertebraten-Nervensystemen bestiitigt wurden. Ein Beispiel hierfur sind dic
Morphinrezeptoren, die zunichst in Veftebraten—Nervensystemen entdeckt und spiter auch in
Invertebraten-Nervensystemen nachgewiesen wurden (Trembley et al., 1974). Desweiteren
wurden grundlegende, mneurophysiologische Techniken zunichst an Invertebraten-
Nervensystemen erarbeitet. Ein Beiépiel hierfiir ist die patch-clamp-Technik (Neher und Lux,
1969).

Epileptiforme Aktivitat in den Buccalganglien der Weinbergschnecke ist mit der epileptischen
Aktivitit des Menschen vergleichbar. So besteht die Aktivitit der einzelnen Neurone unter
epileptischen Bedingungén sowohl in den Ganglien raﬂs auch 1m ZNS des Menschen aus
paroxysmalen Depolarisationen (PDS; Li und Van Buren, 1972; Rayport, 1972; Prince and
Wong, 1981). PDS gehen sowohl in den Schneckengaﬁg_lien als auch im ZNS des Menschen
mit Erhohung der intrazelluldren Kalziumkonzentration und denselben Verinderungen des
extrazelluldren Ioﬁenmilieus einher. So wie beim Menschen sind auch in den
Schneckenganglien die PDS synchronisiert und es entstechen dieselben typischen
Feldpotentiale (Niedermeyer und Lopes da Silva, 1993; Altrup et al., 2004). Desweiteren
fiihren dieselben epileptogenen Substanzen wie zum Beispicl Pentylentetrazol und Etomidat
sowohl beim Menschen als auch-bei der Schnecke zu epileptiformer Aktivitit (Altrup et
al.,1991; Schulze-Bonhage et al., 1995). SchlieBlich kann epileptiforme Aktivitét in den
| Bﬁccalganglien durch die Antiepileptika blockiert werden, dic auch beim Menschen
verwendet werden (Altrup et al., 1992a; Redecker et al., 2000a, b; Altrup et al., 2004).

Zusammenfassend kann man annehmen, dass die Buccalganglien von Helix pomatia

geeignete Modellstrukturen sind, wm an ihnen Prinzipieh zu erkennen, die der epileptischen

Aktivitit in allen Nervensystemen zugrunde liegen.
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4.2 Wirkungen von Lamotrigin

In der vorliegenden Arbeit sind mehrere Wirkungen von Lamotrigin beschrieben worden, die
im Folgenden diskutiert werden sollen. Da in der Literatur gezeigt werden konnte, dass
epileptiforme Aktivitit sich aus Schrittmacherpotentié,len entwickelt (Altrup et al., 2004), sind
die Wirkungen von Lamotrigin auf Schrittmacherpotentiale und epileptische Depolarisationen
. (PDS) von besonderer Bedeutung.

4.2.1 Wirkungen auf Membranpotential und Membranwiderstand

Lamdtrigin Hyperpbiarisierte das Membranpotential und erniedrigte den Membranwiderstand.
Man muss annehmen, dass dies durch Offtung von Kaliumleckkandlen durch Lamotrigin
ﬁusgelést worden ist. Es stellt sich auBerdem dic Frage, ob die Offnung von
Kaliumleckkanilen durch Lamotrigin eine antiepileptische Wirkung ist. Regelungen von
Zellfunktionen finden oft durch Modulation der Funktion von Kaliumkanilen statt. Dafiir gibt

ypen. Fine Offnung

im menschlichen und tierischen Genom viele verschiedenen Kanalsubtype
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von Kaliumleckkanilen fithrt oft zu einer Hyperpolarisation, die als eine Erhéhung der
" Membranschwelle fiir epileptische Depolarisationen angesehen werden kann. Deshalb werden
Offoung und SchlieBung von Kaliumleckkanéilen immer wieder mit antiepileptischen und
epileptogenen Mechanismen in Verbindung gebracht. So gehort beispielsweise zum
Wirkspektrum des Antiepileptikums Valproat auch eine Versféirkung verschiedener Typen
von Kaliumstrémen (Altrup et alj, 1992a; Walden et al., 1993). Fiir eine Rolle von
‘Kaliumkanilen bei epileptogenen Mechanismen spricht aulerdem die Beobachtung, dass
familidgre Fpilepsien mit Stérungen im Genom des Menschen verkniipft sind, die
Kaliumkan:’a’.le betreffen  (Stafstrom, 2006). Eine Blockierung transmembrandser
Kaliumstrome durch Pentylentetrazol fanden Hartung und Hermann (1987) in Neuronen von
Aplysia californica. Madeja et al. (1991) haben gezeigt, déss Pentylentetraiol an der nativen
Qozyte Kaliumkanile blockiert und damit den Membranwiderstand erhht. Untersuchungen
mit Heptanol (Tarner et al., 1997; 1999) und mit Etomidat (Altrup et al., 1989) haben die
epileptogenen Wirkungen dieser Substanzen ebenfalls mit einer Blockietung von
Kaliumleckkanilen und einer WiderstandserhShung verkniipft. Hinsichtlich des Mechanismus
der epileptogenen Wirkung einer Widerstandserh6hung der Zellmembran diskutieren Madeja
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et al. (1991), dass alle weiteren Membranstrome grofiere Membranpotentialdnderungen zur

Folge haben. Dies kann zur Amplitude der paroxysmalen Depolarisationen beitragen.

In der Literatur werden unterschiedliche Wirkungen von Lamotr_igin _auf das
Membranpotential beschrieben. Calabresi et al. (1999) sowie Otoom und Nusier (2001)
fanden bei intrazelluliren Ableitungen aus Kortéx—Schnittprﬁparaten der Ratte keine
Verinderungen des Membranpotentials. Poolos et al. (2002) sowie Berger und Liischer (2004)
beschreiben nach Untersuchungen an hippocampalen beziehungsweise neokortikalen
Neuronen der Ratte eine Depdlarisation Ser Neurone béi Gabe von Lamofrigin (10-100 pM).
Die Autoren fihren die Depolarisation auf eine Erhéhung von einwirts gerichteten

hyperpolarisationsaktivierten Kationenstromen durch Lamotrigin zuriick.

Bei den Untersuchungen der Wirkung von Lamotrigin auf den Meinﬁranwidersta?nd konnten
in der Literatur vielfach keine Veréinderungen festgestellt werden (Wang et al., 1996; Grunze
¢t al., 1998a, b; Calabresi ct al., 1999). In den genannten Arbeiten wurde Lamotrigin jedoch
unter nicht-epileptischen Bedingungen appliziert. In der vorliegenden Arbeit waren die
Verinderungen des Membranwiderstandes unter nicht-epileptischen Bedingungen ebenfalls
schr gering, so dass man cher von einem Trend sprechen kann. Frst unter epileptiformen
Bedingungen, die mit einem Pentylentetra.zol—induzierten Widerstandsanstieg cinhergingen
(Altrup et al., 2003), filhrte Lamotrigin zu einer deuflichen Abnahme des
Membranwiderstandes. Es entstcht der Eindruck, dass Lamotrigin Wirkungen von
Pentylentetrazol an Membranpotential und —widerstand kompensieren konnte, so dass nicht
ausgeschlossen werden kann, dass diese Wirkungen von Lamotrigin mit den Wirkungen von
Pentylentetrazol verkniipft sind und in sofern keine allgémeingﬁltigen _ antiepileptiéchen
Wirkungen des Lamotrigin darstellen.

4.2.2 Wirkungen von Lamotrigin auf das Alkﬁonspotential

In der vorliegenden Arbeit wurden die Wirkungen von Lamotrigin auf die Amplitude und die
Dauer des Aktionspotentials untersucht. Die FErgebnisse zeigen, dass Lamofrigin das
Aktionspotential bei unterschwellig epileptischen Bedingungen verkirzte. Unter nicht-
epileptischen Bedingungen konnte eine solche Verkiirzung nicht nachgewiesen werden. Bei

der Verkiirzung des Aktionspotentials war vor allem der Abstrich betroffen. Da dieser Anteil
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des Aktionspotentials hauptsichlich von Kaliumstromen getragen wird, weist dieses Ergebnis
auf einc Verstirkung spannungsabhingiger Kaliumstrome hin. Eine solche Verstirkung von
Kaliumstromen durch Lamotrigin wurde auch von Grunze et al. (1998a, b) an einzelnen
Neuronen des Hippocampus des Meerschweinchens beobachtet. Die Abnahme der Dauer des
Aktionspotentials wurde in der vorliegenden Arbeit nur beobachtet, wenn 8 oder 16 mM
Pentylentetrazol gleichzeitig gegeben wurde. Es ist von Pentylentetrazol bekannt, dass es eine
Verbreiterung der Aktionspotentiale bewirkt (Speckmann und Caspers, 1973; Altrup et al.,
2003). Dies. deutet darauf hin, dass Lamotrigin einem durch Pentylentetrazol ausgelOsten '
Mechanismus entgegenwirkt, so dass auch | diese Wirkung von Lamotrigin kein

allgeﬁlemgﬁltiger antiepileptischer Mechanismﬁs des Lamoﬁ’igin sein muss (vgl. 4.2.1).

In der Literatur zu den Wirkungen von Lamotrigin auf das Akﬁbnspotential wurden ebenfalls
die Verinderungen von Amplitude und Dauver des Aktionspotentials untersucht. Es konnten
keine Veranderungen durch Lamotrigin festgestellt werden (Grunze et al., 1998a, b; Poolos et
al., 2002; Berger und Liischer, 2004). Die Untersuchungen wurden jedoch unter micht-
epileptischen Bedingungen durchgefiihrt und éntsprechen daher den in der vorliegenden
Arbeit gemachten Beobachtungen. '

4.2.3 Wirkungen von Lamotrigin auf synaptische Potentiale

~ In der vorliegenden Arbeit konnte beobachtet werden, dass Lamotrigin die Amplitude sowohl
inhibitorischer (IPSP) als auch exzitatorischer postsynaptischer Potentiale (EPSP)
vergroferte. Diese VergroBerung war unter nicht-epileptischen Bedingungen besonders
deutlich. Bei untefschwellig epileptischen Bedingungen wurden die EPSP durch Lamotrigin
noch signifikant vergroBert, wihrend die Zunahme der IPSP statistisch nicht mehr signifikant
war. Bei epileptischen Bedingungen waren Verdnderungen der postsynaptischen Potentiale

durch Lamotrigin nicht mehr nachweisbar.

In der Literatur sind die Beobachtungen zu dén Wirkungen von Lamotrigin auf synaptische
Potentiale nicht einheitlich. So beschreiben TLees und Leach (1993) eine
Amplitudenverminderung spontaner IPSP durch Lamotrigin in Neuronen des Kortex der
Ratte. Demgegeniiber haben Cunningham und Jones (2000) in Neuronen des entorhinalen
Kortex der Ratte eine VergroBerung der Amplitude sponté:uer IPSP beobachtet. Ebenso wird
die Wirkung von Lamotrigin auf EPSP unterschiedlich beschrieben. In den Neuronen des
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Kortex der Ratte (Lees und Leach, 1993), in Neuronen des Mandelkerns der Ratte (Wang et
al., 1996), in kortikostriatalen Neuronen der Ratte (Calabresi et al, 1999) und in
hippocampalen Neuronen des Meerschweinchens (Langosch et al., 2000a, b) konnte eine
Reduktion der EPSP-Amplitude durch Lamotrigin beobachtet werden. Cunmngham und Jones
(2000) hmgegen konnten keine Verinderung der EPSP-Amplitude du;rch Lamomgm in
Neuronen des Kortex der Ratte nachweisen. Diese unterschiedlichen Beobachtungen kénnen
mit der Ableitung der synaptischen Potentiale aus verschiedenen Teilen des Nervensystems

zusammenhingen.

Die Beeinflussung sfmaptischer Potentiale durch Anticpileptika wird oft als deren
entscheidender antiepileptischer Mechanjsmﬁé angeschen. Diese Annahme beruht auf der
Vofstellung, dass epileptische Aktivitit durch gesteigerte Exzitation und/oder verminderte
Inhibition entsteht. In diesem Zusammenhang Werdeﬁ PDS oft auch als ,giant EPSP*
bezeichnet. Es konnte jedoch bercits mehrfach gezeigt werden, dass epileptische Aktivitit
auch ohne Beteiligung synaptischer Prozesse entstehen kann (Speckmann und Caspers, 1973;
Madeja- et al., 1989; Altrup, 2004). Gegen eine Entstehung epileptischer Aktivitit aufgrand
erhdhter éynaptischer Exzitation sprechen auch die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen
Ergebnisse. So miisste Lamotrigin dieser Vorstellung nach durch seine fordernde Wirkung auf
EPSP epileptogen wirken. Pentylentetrazol hingegen miisste durch die in der vorliegenden

Arbeit beobachtete Blockierung exzitatorischer Potentiale antiepileptisch wirken.
4.2.4 Wirkungen von Lamotrigin auf Schrittmacherpotentiale

Bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Schrittrnécherpotentialen handelt-es sich um
Schwankungen des Membranpotentials, die ohne synaptische Zufliisse von der jeweiligen
Zelle selbst generiert werden (Alving, 1986; Chen et al., 1971). Sie werden auch als endogene
Schrittmacherpotentiale  bezeichnet. Ein Schrittmacherpotential  besteht aus einer
Schﬂttmacher—DepolariSation, an der ein transmembrandser Kalziumstrom beteiligt ist (Eckert
und Lux, 1976; Johnston, 1976), und die ein oder mehrere Akt_ionspotentiale auslost. Der
Kalziumeinstrom fiihrt zu einer Freisetzung von Kalzium aus intrazeltuldren Speichern (Ca™-
induced Ca*' release, CICR). SchlieBlich wird ein kalziumabhéingiger Kaliumstrom (BK-Ca™")
akﬁviert, der das Membranpotential hyperpolarisiert (Schrittmacher-Hyperpolarisation;
Wilson, 1982). Durch die dargestellten Prozesse kommt es zu rhythmischen Serien von

Aktionspotentialen, die auch als ,,AP-bursts™ bezeichnet werden. Grundsitzlich kdnnen AP-
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bursts verschiedene Ursachen haben; sie konnen beispielsweise auch auf synaptischem Weg
generiert werden. Die Entstehungsmechanismen von AP-bursits in den identifizierten
Neuronen der Buccalganglien von Helix pomatia sind bekannt. So finden sich synaptisch
ausgeloste bursts vor allem in dem B4-Neuron und bursts, die durch endogene
Schrittmacherpotentiale ausgelést\ werden, in dem -B3-Neuron. Endogene
Schrittmacherpotentiale wie in Neuron B3 finden sich auch in Vertebraten-Nervensystemen:
S0 zumn Béispiel im Riickenmark (Legendre et al, 1985), in Neuronen des Nucleus
vestibularis (Lin und Carpenter, 1993) und der unteren Olive (Bal und McCormick, 1997), im
Hippocampus (vgl. Wong und Schwartikroin, 1982) und im Thalamus (Bal und McCormick,
| 1993). In der vorliegenden Arbeit wurde festges.;tellt, dass Pentylentetrazol die Schrittmacher-
Depolarisation verlingerte und die Amplitude vergroBerte. Dabei war die Haufigkeit der
Schrittmacherpotentiale vermindert. Bei 40 mM ' Pentylentetrazol entstanden aus den
Schrittmacherpotentialen paroxysmale Depolarisationen (vgl. Altrup et al., 2003).

Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass- Lamotrigin in den Ablauf der
endogenen Schrittmacherpotentiale eingriff. Die Dauer der Schrittmacher-Depolarisation Wa’r
wihrend Lamotrigingabe verkiirzt und die Schrittmacher-Hyperpolarisation vergrofiert und
verlingert. Diese Wirkungen waren schon bei unterschwellig epileptischen Bedingungen zu
beobachten und somit bereits unter diesen Bedingimgen als antiepileptische Wirkung iu
verstehen. Entsprechend den oben dargestellten Mechanismen der Schrittmacherpotentiale
kann die - Verkiirzung der Schrittmachcr—Depolarisatibn durch Lamotrigin sowie die
VergroBerung und Verlingerung der Schrittmacher-Hyperpolarisation grundséitz]ich durch i)
eine Verminderung des Kalziumeinstromes und/oder ii) eine Verminderung der
kalziuminduzierten Kalziumfreisetzung und/oder iii) mit einer erleichterten Auslésung und
Verstirkung des kalziumabhingigen Kaliumstromes erklart werden. In der Literatur ist
mehrfach dargestellt worden, dass Lamotrigin spannungsabhéngige Kalziumkanile blockiert
(Stefani et al., 1996; Wang et al., 1996; 1998; Pisani et al., 2004). Dabei handelte es sich vor
allem um ,high-voltage-activated” Kalziumkanile. Eine Beeinflussung der ,high-voltage-
activated” Kalziumkanile als Wirkmechanismus zur Verinderung der Schrittmacherpotentiale
‘durch Lamotﬁgin ist wenig wahrscheinlich, da endogene -Schrittmacherpotentiale mit der
Aktivierung von ,low-voltage-activated Kalziumkandlen einhergehén. AubBerdem kann die
beobachtete VergroBerung der Schrittmacher-Hyperpolarisation durch Lamotrigin nicht mit

einer Blockade von ,high-voltage-activated™ Kalziumkanélen erklart werden.
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In der Literatur ist ebenfalls mehrfach dargestellt worden, . dass Lamofrigin auBerdem
spannungsabhingige Natriumkanile aktivititsabhingig blockiert (Cheung et al., 1992; Xie et
al., 1995; Kuo und Lu, 1997; Zona und Avoli, 1997; Spadoni et al., 2002; Remy et al., 2003).
Die Wirkung dieser Blockade wurde unter anderem gezeigt, indem natriumabhingige
Aktionspotentiale in kortikostriatalen Neuronen der Ratte durch depolarisierende Strompuise
induziert wurden (Calabresi et al., 1999). Dabei konnte beobachtet werden, dass Lamotrigin
unter Kontrollbedingungen die Anzahl der hervorgérufenen Aktionspotentiale reduzierte,
wobei der Effekt im letzten Teil des Strompulses am grofSten war und zu einer vollstindigen
Blockade der Aktionspotentiaie fiibrte. Diese Beobachtung wurde auf cine
aktivititsabhingige Becinflussung spannungsabhéngiger Natriumkaniile durch Lamotrigin
zuriickgefiihrt. In der Literatur ist jedoch aﬁch beschrieben worden, dass viele Zellen erst
dann Schrittmacherpotentialé generieren, wenn sic um einige mV depolarisiert werden. Es ist
also auch vorstellbar, dass durch die induzierten Strompulse Schrittmacherpotentiale in den '

Neuronen aus gel('ist'wur'den, die durch Lamotrigin verkiirzt wurden.
4.2.5 Wirkungen von Lamotrigin auf PDS

Neuronale epileptische Entladungen treten in Form von paroxysmal depolarization shifts"
(PDS) auf (Goldensohn und Purpura, 1963; Matsumoto und Aymone Marsan, 1964;
Creutzfeldt et al., 1966). PDS bilden die Grundlage epileptischer Aktivitit bei Mensch und
Tier (Li und Van Buren, 1972; Rayport, 1972; Prince and Wong, 1981). In dem verwendeten
" Modellnervensystem entstehen PDS aus endogenen Schrittmacherpotentialen (Altrup, 2004).
Dabei ist ein Kalziumeinstrom essentiell, an dem high-voltage-activated Kalziumkanile
beteiligt sind (Speckmann, 1986; Pisani et al.., 2004). In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass Lamotrigin die Dauer der PDS verkiirzte (vgl. Pisani et al., 2004). Es
" ‘liegt daher nahe, dass Lamotrigin den Kalziumeinstrom iiber eine Blockade von ,high-
voltage-activated™ Kalziﬁmkanéilen vermindert. Eine Blockade von ,high-voltage-activated*
Kalziumkanilen durch Lamotrigin ist mehrfach in der Literatur beschrieben worden. Wang et
al. (1998) untersuchten den deﬁola.tisationsevozierten Kalziumeinstrom in eihzelnen
Neuronen aus dem Mandelkern der Ratte. Sie beobachteten, dass Lamotrigin die intrazellulire
Kalziumkonzentration senkte, und nahmen an, dass Lamotrigin einen ,high-voltage-
avtivated® Kalziumkanal blockierte. Pisani et al. (2004) stellten ebenfalls fest, dass bei
epileptiformer Aktivitit die intrazelluldre Kalziumkonzentration anstieg und Lamotrigin

diesen Anstieg verminderte, indem es verschiedene ,.high-voltage-activated Kalziumkanile
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blockierte. Eine Blockade von Ionenkanilen kann auf verschiedenen Wegen erfolgen. Das
Antiepileptikum kann sich direkt an den Kanal anlagern oder indirekt iber intrazellulire
Signalkaskaden wirken. Bei einer Anlagerung an einen Kanal wire zu erwarten, dass die
Lamotriginwirkung mit dem Auswaschen des Pharmakons wieder verschwindet.
Demgegeniiber konnen Wirkungen in intrazéllul‘eiren Signalkaskaden auch nach dem
Auswaschen bestehen bleiben. FEine eingeschrankte Reversibilitit der beobachteten
Lamotriginwitkungen ist in der vorliegenden Arbeit mehrfach festgestellt worden. Zur
Uberpriifung einer indirekten Wirkung wurden daher Experimente durchgefiihrt, in denen
gepriift wurde, ob Lamotﬁgiﬁ eine Wirkung auf epilepﬁsche Aktivitit entfalten kanﬁ, wenn es
zwischen zwei Gaben von Prentylehtetrazol rappliziert wurde. Eine solche iberdauernde
Lamotriginwirkung konnte in den Ergebnissen demonstriert werden (vgl. Gljunzé et al.,
1998a, b); Sie weist darauf hin, dass Laﬁoﬁigin epileptische Aktivitit indirekt beeinflussen
kann, indem es intrazellulire Signalkaskaden moduliert, die ihrerseits antiepileptisch roder
epileptogen wirksam sind. In der Literatur konnte gezcigt werden, dass eine Aktivierung der
Proteinkinase A auch untér njcﬁt-epileptischen Bedingungen auf nach_folgende epileptische
Aktivitit verstirkend wirkt (Ure und Altrup, 2006). Es ist daher denkbar, dass Lamotrigin

einer Aktivierung der Proteinkinase A entgegenwirkt.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zum Verstindnis der Wirkungsweise von
Lamotrigin leisten. Dazu wurden dic Wirkungen von Lamotrigin auf Neurone in emem
Modellnervensystem untersucht, indem die Verénderungen von Membranpotential,
Membranwiderstand, Aktionspotentialen, synaptischen Potentialen, Schrittmacherpotentialen
und epileptiformer Aktivitdt durch Lamotrigin ausgewertet wurden.

_ Als Modellnervensystem wurden die Buccalganglién der Weinbergschhecke (Helix pomatia)
verwendet. Die Ganglien wurden aus dem Tier isoliert und in eine kontinuierlich durchspiilte
Experimentierkammer gegeben. Die identifizierten Neurone Bl, B2 und B3 quden mit
intrazelluldren Elekﬁodén abgeleitet und unter verschiedenen Kontrollbedingungen
untersucht: i) bei nicht-epileptischen Bedingungen, die durch physiologische Schnecken-
,Ringer“-Losung eingestellt wurden, ii) bei unterschwellig epileptischen Bedingungen, die
durch Zugabe von 8 und 16 mM Pentylentetrazol (PTZ) zur Schnecken—,,Ringer“—Lésung
ausgeldst wurden und iii) unter epileptischen Bedingungen, die durch 40 mM PTZ-Ldsung
eingestellt wurden. Die Zugabe 40 mM  PTZ-Losung 15st regelmiBig das Auftreten
epilepsietypischer ~ Membranpotentialinderungen, der  sogenannten  ,paroxysmal
depolarization shifts* (PDS), aus. 8 und 16 mM PTZ-Konzentrationen sind fur die Ausldsung

von PDS unterschwéllig.

Das Membranpotential des B3-Neurons wurde durch Lamotrigin um 1 bis 3 mV
hyperpolarisiert. Der Membranwiderstand nahm um ca. 0,3 MO bei nicht-epileptischen
Bedingungen und um ca. 0,8 MO ‘bei unterschwellig epileptischen Bedingungen ab. Dés
Aktionspotenﬁal wurde bei unterschwellig épileptischen Bedingungen durch Laniotn'gin um
ca. 1 ms verkiirzt. Synaptische Potentiale, die durch elektrische Reizung eines Nerven
ausgelost wurden, waren wihrend Lamotrigingabe vergroBert. Diese Wirkung wurde vor
allem unter nicht-epileptischen Bedingungen deutlich. Schﬁttmacherpotentiale; aus denen
sich PDS entwickéhl kénnen, wurden durch Lamotrigin in ihrer Haufigkeit reduziert und so
verindert, dass die Depolarisation verkiirzt und die Hyperpolarisation verstirkt wurden. PDS
wurden durch Lamotrigin bis zum volistindigen Block verkiirzt. Die {iberdauernde Blockade
der PDS durch Lamotrigin konnte gezeigt werden. Aufgrund der iiberdauernden Wirkung
wird  angenommen, dass Lamotrigin  durch  Beeinflussung  intrazellularer

Regulafionsmechanismen die Entstehung epileptischer Aktivitit erschwert.
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Exemplarisches Versuchsprotokoll

Experiment Nr.: Datum:

I. Préaparation:

Tier: Helix pomatia, Buccalganglien.

Priparationsbad: Rundbad mit kontinuierlicher Zufuhr frischer Meng-Lsung (NaCl 130 mM, KCl 4,5
mM, CaCl, 9 mM, Tris-Puffer SmM),pH  ,Temp.  °C, Flussrate _ Trpf./min

Priparationsbeginn: Uhr; Préparationsende: Uhr; Dauer: min

II. Versuchsablauf:

Elektroden: Mikroelektroden aus Borosilikatglas mit Filament KCL (130 mM)/AgCl

Registrierelektroden: B1/B2/B3 Neuron links, an Verstérker 1, Spitzenwiderstand: ~~ MQ;
B1/B2/B3 Neuron rechts, an Verstarker 2, Spitzenwiderstand:  MQ.

Injektionselektrode: linkes/ rechtes B3 Neuron; Stromamplitude  nA, Pulsdauer 5 s,

Frequenz 3/min.
Reizelektrode: vorderer Schlundkopfnerv; Stromamplitude nA, Pulsdauer 5 s,
Frequenz 3/min.

Referenzelektrode: Elektrode aus Borosilikatglas ohne Filament, gefiillt mit Agar-Agar-Gel.

Erdung: Silberdraht-Tauchelektrode

Anstich: Registrierelektrode, linkes B1/B2/B3 Neuron:  Uhr
Registrierelektrode, rechtes B1/B2/B3 Neuron: _ Uhr
Injektionselektrode: ~ Uhr, mit  nA.

Stabilisierungsphase: Meng-Losung: ~~ Uhrbis  Uhr; Dauver: ~ min.
Kontrollphase 1 (CTRL 1): Kontrolllosung, pH  , Temp.  °C, Fulssrate  Trpf./min;
Beginn:  Uhr; Dauver:  min.

Testphase (TEST): Kontrolllosung + Lamotrigin (20 pM/ 80 uM), pH
Temp.  °C, Flussrate  Trpf/min;
Beginn:  Uhr; Dauver:  min.

Kontrollphase 2 (CTRL 2): Kontrolllosung, pH ~ , Temp. _ °C; Flussrate  Trpf./min;
Beginn:  Uhr; Daver  min.

Kontinuierliche Aufzeichnung mit Rikadenki 3-Kanal-Papierschreiber (Papiergeschwindigkeit
1 cm/min, Amplitude 1,25 cm/10 mV), intermittierende Aufzeichnung mit Nicolet Digitaloszilloskop

und Diskettenspeicherung.



Ruhemembranpotential
(mV)
CTRL 1 Test CTRL 2
V1 -52 -59 -57
V2 -64 -64 -64
V3 -50 -50 -56
V4 -53 -57 -55
V5 -45 -51 -47
V6 -50 -56 -56
V7 -50 -49 -49
V8 -55 -56 -56
V9 -54 -48 -44
V10 -55 -65 -63
V11 -56 -56 -55
V12 -58 -61 -61
V13 -57 -62 -57
V14 -40 -41 -39
V15 -60 -70 -69
V16 -58 -61 -58
V17 -60 -65 -68
V18 -67 -68 -71
V19 -70 -73 -68
V20 -52 -60 -66
V21 -54 -62 -62
V22 -59 -65 -62
V23 -74 -72 -72
V24 -61 -62 -62
V25 -65 -60 -60
V26 -65 -63 -60
Summe -1484 -1556 -1537
Mittelwert -57,1 -59,85 -59,12
Standardabweichung +7,6 +7,6 + 8,1

Tab. 1: Wirkungen von Lamotrigin (80 pM) auf das Membranpotential wahrend kontinuierlicher Superfusion mit Meng-
Losung (B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL 1: Kontrolle 1 (Meng-Ldsung); Test: Lamotrigin (80 pM)
in Meng-Losung; CTRL 2: Kontrolle 2 (Meng-Losung); V1-V26: Versuche 1-26.

II



Membranpotential
(mV)
CTRL 1 Test CTRL 2
V1 -58 -54 -51
V2 -59 -63 -61
V3 -62 -68 -69
V4 -40 -42 -41
V5 -60 -61 -59
V6 -65 -68 -65
V7 -61 -63 -61
V8 -64 -66 -66
V9 -72 -73 -74
V10 -54 -51 -53
V11 -47 -57 -52
V12 -62 -68 -69
V13 -61 -62,5 -60
Summe -765 -796,5 -781
Mittelwert -58,85 -61,27 -60,1
Standardabweichung t 8,1 +8,42 9,02

Tab. 2: Wirkungen von Lamotrigin (80 pM) auf das Membranpotential wéhrend kontinuierlicher Superfusion mit 16 mM
Pentylentetrazol (PTZ; B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL 1: Kontrolle 1 (16 mM PTZ); Test:
Lamotrigin (80 uM) in 16 mM PTZ; CTRL 2: Kontrolle 2 (16 mM PTZ); V1-V13: Versuche 1-13.

III



Ruhemembranpotential
(mV)
CTRL 1 Test CTRL 2
V1 -55 -58 -64
V2 -53 -51 -53
V3 -67 -71 -67
V4 -55 -57 -56
V5 -55 -57 -60
V6 -69 -69 -70
V7 -50 -50 -53
V8 -60 -65 -65
V9 -57 -58 -70
V10 -55 -56 -58
V11 -62 -65 -65
V12 -67 -65 -63
V13 -66 -66 -66
Summe -771 -788 -810
Mittelwert -59,31 -60,62 -61,39
Standardabweichung + 6,26 + 6,65 +5,74

Tab. 3: Wirkungen von Lamotrigin (80 pM) auf das Membranpotential wihrend kontinuierlicher Superfusion mit 40 mM
Pentylentetrazol (PTZ; B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL 1: Kontrolle 1 (40 mM PTZ); Test:
Lamotrigin (80 uM) in 40 mM PTZ; CTRL 2: Kontrolle 2 (40 mM PTZ); V1-V13: Versuche 1-13.

IV



Membranwiderstand
(MOhm)
CTRL 1 Test CTRL 2
V1 7,2 6,15 6,4
V2 3,65 4 4
V3 4.9 5,95 5,9
V4 5,9 6,4 6,5
V5 7,35 7,5 7,5
V6 4.9 4,65 5
V7 4,2 4,2 4.3
V8 6,55 6,15 7,2
V9 4,35 3,9 3,9
V10 3,95 4.1 4,05
V11 9,75 8,15 9,3
V12 11,9 12,35 14
V13 7,65 7,4 8,15
V14 7,75 8,1 8,2
V15 6,3 6,8 7,25
V16 8,4 9 8,75
V17 6,4 6,95 7
V18 5,85 6,1 6,2
V19 14 13 15
V20 27,4 25,6 27
V21 4 4.1 4.4
V22 6,5 6,65 7,8
Summe 168,85 167,2 177,8
Mittelwert 7,68 7,6 8,08
Standardabweichung +5,1 + 4,69 +512

Tab. 4. Wirkungen von Lamotrigin (80 uM) auf den Membranwiderstand wiahrend kontinuierlicher Superfusion mit Meng-

Losung (B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL 1: Kontrolle 1 (Meng-Ldsung); Test: Lamotrigin (80 pM)
in Meng-Losung; CTRL 2: Kontrolle 2 (Meng-Losung); V1-V22: Versuche 1-22.



Membranwiderstand
(MOhm)
CTRL 1 Test CTRL 2
V1 6,7 6,5 7,55
V2 53 5 55
V3 8,15 7,45 8
v4 8,5 7,6 8,55
V5 5,25 52 5,35
V6 7,85 7 8,05
V7 12,05 11,95 12,9
V8 9,05 8,15 9,55
V9 6,8 6,3 7,8
V10 8,65 8,65 10,9
Summe 78,3 73,8 84,15
Mittelwert 7,83 7,38 8,42
Standardabweichung +2 +1,99 +2,28

Tab. 5: Wirkungen von Lamotrigin (80 uM) auf den Membranwiderstand wiahrend kontinuierlicher Superfusion mit 16 mM

Pentylentetrazol (PTZ; B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL 1: Kontrolle 1 (16 mM PTZ); Test:
Lamotrigin (80 uM) in 16 mM PTZ; CTRL 2: Kontrolle 2 (16 mM PTZ); V1-V10: Versuche 1-10.

Amplitude
(mV)
CTRL 1 Test CTRL 2
\'A 91 81 90
V2 79 76 83
V3 71 65 70
V4 79,3 83,8 87
V5 82 73,7 95,7
V6 68,9 66,6 66,6
v7 74 74 74
V8 72 75 72
V9 93 93 90
Summe 710,2 688,1 728,3
Mittelwert 78,9 76,5 80,9
Standardabweichung +8,6 +8,6 +10,5

Tab. 6: Wirkungen von Lamotrigin (80 uM) auf die Amplitude des Aktionspotentials wéihrend kontinuierlicher Superfusion
mit Meng-Losung (B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL 1: Kontrolle 1 (Meng-Losung); Test: Lamotrigin
(80 uM) in Meng-Losung; CTRL 2: Kontrolle 2 (Meng-Losung); V1-V9: Versuche 1-9.

VI



Dauer
(ms)
CTRL 1 Test CTRL 2
V1 9,5 8,5 8
V2 11,5 9,5 9,5
V3 16,2 15,6 15,9
V4 12,5 13,2 12,5
V5 5 7,1 7,1
V6 6,4 8,6 8
Summe 61,1 62,5 61
Mittelwert 10,2 10,4 10,2
Standardabweichung +4.1 + 3,3 +3,4

Tab. 7: Wirkungen von Lamotrigin (80 uM) auf die Dauer des Aktionspotentials wihrend kontinuierlicher Superfusion mit
Meng-Losung (B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL 1: Kontrolle 1 (Meng-Ldsung); Test: Lamotrigin (80
uM) in Meng-Losung; CTRL 2: Kontrolle 2 (Meng-Losung); V1-V6: Versuche 1-6.

Amplitude
(mV)
CTRL 1 Test  CTRL?2
\'A 70 75 78
V2 87 87 86
V3 64,7 62,6 65
V4 70 75,9 78,7
V5 52 64 65
V6 73 66,8 69,1
v7 64 64 59
V8 71,2 75,7 66,7
V9 50 53,4 55,7
V10 56,7 61 60,6
V11 61,3 61 60,3
V12 39 42,6 43,7
V13 37,5 41 42,8
V14 39 36,3 324
V15 72 64,8 58,5
V16 72,15 64 63,3
V17 72,15 67,4 61,8
V18 47 44,4 44,4
Summe 1098,7  1106,9 1091
Mittelwert 61 61,5 60,6
Standardabweichung | +142 @ +135 @ +13,6

Tab. 8: Wirkungen von Lamotrigin (80 uM) auf die Amplitude des Aktionspotentials wihrend kontinuierlicher Superfusion
mit 16 mM Pentylentetrazol (PTZ; B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL 1: Kontrolle 1 (16 mM PTZ);
Test: Lamotrigin (80 pM) in 16 mM PTZ; CTRL 2: Kontrolle 2 (16 mM PTZ); V1-V18: Versuche 1-18.

VII



Dauer (ms)
CTRL 1 Test CTRL2
WA 14,7 11 12,3
V2 11,6 11,1 10,5
V3 11,9 11,6 10,2
v4 11,5 9,6 9,6
V5 20 11 9,2
V6 9,6 9,2 9,2
V7 19,2 18,3 21
V8 7,7 7 7
V9 8.9 9,2 9,95
V10 9,5 9,5 9,95
V11 21,4 22,2 22,6
V12 7,9 7,6 59
V13 10,1 11,7 12,7
V14 5,8 5,8 6,1
V15 11,1 10,8 9,2
V16 16,3 15,7 10,9
V17 6,8 59 6,7
V18 13,5 11,2 11,9
Summe 217,5 198,4 194,9
Mittelwert 12,1 11,02 10,8
Standardabweichung | +4,6 +4,2 +4,5

Tab. 9: Wirkungen von Lamotrigin (80 uM) auf die Dauer des Aktionspotentials wihrend kontinuierlicher Superfusion mit
16 mM Pentylentetrazol (PTZ; B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL 1 : Kontrolle 1 (16 mM PTZ); Test:
Lamotrigin (80 uM) in 16 mM PTZ; CTRL 2: Kontrolle 2 (16 mM PTZ); V1-V18: Versuche 1-18.

Amplitude (mV)
CTRL 1 Test | CTRL2
WA 5,7 0 3,8
V2 6 0,8 3,4
V3 7,1 1,2 8,2
V4 3,3 0 *
V5 8,1 2,7 53
V6 58 0 1,5
v7 3,76 1,5 1.8
Summe 39,76 6,2 24
Mittelwert 5,86 0,57 4
Standardabweichung | +1,7 +14 +2,08

Tab. 10: Wirkungen von 16 mM Pentylentetrazollosung (PTZ) auf die Amplitude der IPSP (B1-Neuron, Buccalganglien
von Helix pomatia). CTRL 1: Kontrolle 1 (Meng-Losung); Test: 16 mM PTZ; CTRL 2: Kontrolle 2 (Meng-Lsung); *: kein

Messwert zu Kontrolle 2 vorhanden, da der Versuch vorzeitig beendet wurde; V1-V7: Versuche 1-7.

VIII



Amplitude
(mV)
CTRL 1 Test | CTRL?2
\'A 7,6 7,4 *
V2 5,6 7,3 *
V3 4,86 6,3 5,12
V4 5 54 1,03
V5 5,38 7,1 7.9
V6 3,7 4,8 4,1
v7 3,13 3,7 3,2
V8 3,99 4,5 3
V9 1,18 3 0
Summe 40,44 49,5 24,35
Mittelwert 4,49 5,5 3,48
Standardabweichung | +1,8 162 | +2,62

Tab. 11: Wirkungen von Lamotrigin (80 uM) auf die Amplitude wihrend kontinuierlicher Superfusion mit Meng-Losung
(B1-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL 1: Kontrolle 1 (Meng-Losung); Test: Lamotrigin (80 uM) in Meng-
Losung; CTRL 2: Kontrolle 2 (Meng-Losung); *: kein Messwert zu Kontrolle 2 vorhanden, da der Versuch vorzeitig beendet
wurde; V1-V9: Versuche 1-9.

Amplitude (mV)
CTRL 1 Test CTRL?2

\A 0,3 0,4 0,6

V2 0,8 0 0
V3 0 1,7 1,3
v4 2,7 3,6 0,8
V5 0 1,5 0,7

V6 1,5 2 0

v7 1,2 7,4 5

V8 5,2 4 5
Summe 11,7 20,6 13,4
Mittelwert 1,46 2,58 1,68
Standardabweichung| 1,76 +2,39 +2,1

Tab. 12: Wirkungen von Lamotrigin (80 pM) auf die Amplitude der IPSP wihrend kontinuierlicher Superfusion mit 16 mM
Pentylentetrazol (PTZ; B1-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL 1: Kontrolle 1 (16 mM PTZ); Test:
Lamotrigin (80 uM) in 16 mM PTZ; CTRL 2: Kontrolle 2 (16 mM PTZ) ; V1-V8: Versuche 1-8.

IX



Amplitude
(mV)
CTRL 1 Test CTRL 2
\'A 2,5 2,3 *
V2 6.6 3 *
V3 6,2 1,9 52
V4 6,8 4,7 6,4
V5 S 3,8 4,2
V6 3,8 0 6,1
v7 5,8 5,8 6
V8 2,5 1 2,9
V9 4,1 1,4 3,4
V10 3,7 2,1 4,3
V11 4,8 1,7 3,2
Summe 51,8 27,7 41,7
Mittelwert 4,71 2,52 4,63
Standardabweichung | +153 +169 +1,34

Tab. 13: Wirkung von 16 mM Pentylentetrazol (PTZ) auf die Amplitude der EPSP (B2-Neuron, Buccalganglien von Helix
pomatia). CTRL 1: Kontrolle 1 (Meng-Losung); Test: 16 mM PTZ; CTRL 2: Kontrolle 2 (Meng-Losung); *: keine

Messwerte zu Kontrolle 2 vorhanden, da der Versuch vorzeitig beendet wurde; V1-V11: Versuche 1-11.

Amplitude
(mV)
CTRL Test
V1 3 0,4
V2 3,4 0,4
V3 3,4 2,7
V4 4,6 0,7
V5 1,5 0,2
Summe 15,9 4.4
Mittelwert 3,18 0,88
Standardabweichung 1,11 +1,03

Tab. 14: Wirkung von 40 mM Pentylentetrazol (PTZ) auf die Amplitude der EPSP (B2-Neuron, Buccalganglien von Helix
pomatia). CTRL : Kontrolle (Meng-Ldsung); Test: 40 mM PTZ; Kontrolle 2 entfiel, da der Versuch mit einer weiteren
Testphase fortgefiihrt wurde; V1-V5: Versuche 1-5.



Amplitude
(mV)
CTRL Test
V1 25 6,4
V2 6,6 8,1
V3 1,4 2,86
V4 2,54 2,96
V5 6,6 7,3
V6 5,8 55
v7 3,4 3,7
V8 4,6 55
V9 3,4 55
V10 3 5,1
V11 1,5 5,6
Summe 41,34 58,52
Mittelwert 3,76 5,32
Standardabweichung +1,89 + 1,56

Tab. 15: Wirkungen von Lamotrigin (80 uM) auf die Amplitude der EPSP wihrend kontinuierlicher Superfusion mit Meng-
Losung (B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL: Kontrolle (Meng-Lsung); Test: Lamotrigin (80 uM) in
Meng-Losung; Kontrolle 2 entfiel, da der Versuch mit einer weiteren Testphase fortgefiihrt wurde; V1-V11: Versuche 1-11.

Amplitude
(mV)
CTRL 1 Test CTRL 2
V1 2,3 3,8 2,8
V2 3 4,3 3,3
V3 1,9 3,4 1,4
V4 47 8 4,9
V5 3,8 6,57 4
V6 0 7 1,7
V7 0 2 *
V8 5,8 4.8 6,3
V9 1 2,5 1,1
V10 1,4 2,8 1,8
V11 2,1 3,5 2,4
V12 1,7 2 1,5
Summe 27,7 50,67 31,2
Mittelwert 2,31 4,22 2,84
Standardabweichung| +1,77 +2 + 1,65

Tab. 16: Wirkungen von Lamotrigin (80 pM) auf die Amplitude der EPSP wahrend kontinuierlicher Superfusion mit 16 mM
Pentylentetrazol (PTZ; B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL 1: Kontrolle 1 (16 mM PTZ); Test:
Lamtotrigin (80 uM) in 16 mM PTZ; CTRL 2: Kontrolle 2 (16 mM PTZ); *: kein Messwert zu Kontrolle 2 vorhanden, da
der Versuch vorzeitig beendet wurde; V1-V12: Versuche 1-12.
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Amplitude
(mV)
CTRL 1 Test
V1 0,4 0,6
V2 0,4 0,2
V3 2,7 2,6
V4 0,7 1,5
V5 0,2 0,8
Summe 4,4 5,7
Mittelwert 0,88 1,14
Standardabweichung +1,03 + 0,94

Tab. 17: Wirkungen von Lamotrigin (80 uM) auf die Amplitude der EPSP wihrend kontinuierlicher Superfusion mit 40 mM
Pentylentetrazol (PTZ; B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL: Kontrolle (40 mM PTZ); Test: Lamotrigin
(80 uM) in 40 mM PTZ; Kontrolle 2 entfiel, da der Versuch mit einer weiteren Testphase fortgefiihrt wurde; V1-V5:
Versuche 1-5.

Haufigkeit
(x/10Min)
CTRL 1 Test CTRL 2
V1 99 11 48
V2 57 38 65
V3 78 5 30
V4 23 9 39
V5 130 6 8
V6 11 8 20
V7 22 10 32
V8 57 25 36
V9 150 32 77
V10 75 58 81
V11 39 24 49
Summe 741 226 485
Mittelwert 67,36 20,55 44 1
Standardabweichung| +44,89 +16,78 @+ 22,89

Tab. 18: Wirkungen von Lamotrigin (80 pM) auf die Haufigkeit spontaner Schrittmacherpotentiale wahrend kontinuierlicher
Superfusion mit Meng-Losung (B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL 1: Kontrolle 1 (Meng-Ldsung);
Test: Lamotrigin (80 uM) in Meng-Losung; CTRL 2: Kontrolle 2 (Meng-Ldsung); V1-V11: Versuche 1-11.

XII



Haufigkeit
(x/10Min)
CTRL 1 Test CTRL 2

V1 11 10 11

V2 18 12 15

V3 13 11 15

V4 9 6 8

V5 11 9 11

V6 12 8 8

V7 10 13 11

V8 23 6 22

V9 35 37 34
V10 35 28 42
V11 36 38 40
V12 16 13 17
V13 28 11 23
V14 27 11 16
Summe 284 213 273
Mittelwert 20,29 15,21 19,5

Standardabweichung + 10,16 + 10,81 +11,42

Tab. 19: Wirkungen von Lamotrigin (80 uM) auf die Haufigkeit der Schrittmacherpotentiale in 10 Minuten wahrend
kontinuierlicher Superfusion mit 16 mM Pentylentetrazol (PTZ; B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL 1:
Kontrolle 1 (16 mM PTZ); Test: Lamotrigin (80 uM) in 16 mM PTZ; CTRL 2: Kontrolle 2 (16 mM PTZ) ; V1-V14:
Versuche 1-14.
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Haufigkeit
(x/10 Min)
CTRL 1 Test CTRL 2
V1 13 12 12
V2 26 18 17
V3 25 18 19
V4 21 13 21
V5 20 13 21
V6 19 10 11
v7 12 10 6
V8 6 2 3
V9 8 7 11
V10 9 8 10
V11 9 8 9
V12 28 17 26
V13 15 11 15
V14 14 11 16
V15 12 8 9
V16 21 16 16
V17 10 5 4
V18 37 24 28
V19 14 8 8
V20 12 8 9
Summe 331 227 271
Mittelwert 16,55 11,35 13,55
Standardabweichung +7,94 +52 +6,92

Tab. 20: Wirkungen von Lamotrigin (80 pM) auf die Héufigkeit der Schrittmacherpotentiale in 10 Minuten wihrend
kontinuierlicher Superfusion mit 40 mM Pentylentetrazol (PTZ; B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). CTRL 1:
Kontrolle 1 (40 mM PTZ); Test: Lamotrigin (80 pM) in 40 mM PTZ; CTRL 2: Kontrolle 2 (40 mM PTZ) ; V1-V20:
Versuche 1-20.
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Anteil der Depolarisation
(%)
CTRL 1 Test CTRL 2
V1 80 15 22
V2 77 0 66
V3 77 0 66
V4 53 0 0
V5 23 0 9
V6 26 0 16
v7 41 21 32
V8 43 0 0
V9 24 7 8
V10 27 8 9
V11 17 10 22
V12 7 1 8
V13 9 2 10
V14 31 3 0
V15 75 0 0
V16 25 0 5
V17 40 25 28
V18 80 74 50
V19 48 32 48
V20 22 16 15
V21 25 10 13
V22 39 0 10
V23 20 0 3
V24 36 5 10
V25 28 8 12
V26 54 26 38
V27 7 0 20
V28 17 0 28
V29 86 14 59
Summe 1137 277 607
Mittelwert 39,21 9,55 20,93
Standardabweichung + 24,07 + 15,46 + 19,92

Tab. 21: Wirkungen von Lamotrigin (80 uM) auf epileptiforme Aktivitit wihrend kontinuierlicher Superfusion mit 40 mM
Pentylentetrazol (PTZ; B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). Epileptiforme Aktivitit wurde als prozentualer
Anteil der Depolarisation an dem PDS-Zyklus bestimmt (siche Kapitel 2.7). CTRL 1: Kontrolle 1 (40 mM PTZ); Test:
Lamotrigin (80 uM) in 40 mM PTZ; CTRL 2: Kontrolle 2 (40 mM PTZ) ; V1-V29: Versuche 1-29.
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Anteil der Depolarisation
(%)
CTRL 1 Test CTRL 2
VAl 45 32 40
V2 70 0 54
V3 93 20 25
V4 92 27 27
V5 20 12 11
V6 27 10 9
V7 28 13 14
V8 28 8 9
V9 68 32 28
V10 59 25 21
V11 13 4 64
V12 20 0 0
V13 54 39 43
V14 11 0 0
V15 28 0 0
V16 15 4 6
Summe 671 226 351
Mittelwert 41,94 14,13 21,94
Standardabweichung + 27,46 + 13,27 +19,76

Tab. 22: Wirkungen von Lamotrigin (20 uM) auf epileptiforme Aktivitdt wéhrend kontinuierlicher Superfusion mit 40 mM
Pentylentetrazol (PTZ; B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). Epileptiforme Aktivitit wurde als prozentualer
Anteil der Depolarisation an dem PDS-Zyklus bestimmt (sieche Kapitel 2.7). CTRL 1: Kontrolle 1 (40 mM PTZ); Test:
Lamotrigin (20 pM) in 40 mM PTZ; CTRL 2: Kontrolle 2 (40 mM PTZ) ; V1-V16: Versuche 1-16.
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Anteil der Depolarisation (%)
Phase | < Phase Il | Phase Ill  Phase IV
V1 85 70 45 36
V2 86 56 56 18
V3 66 42 24 20
V4 75 53 28 20
V5 56 52 27 16
V6 83 86 87 44
V7 94 70 26 19
V8 38 30 28 25
V9 87 86 66 81
V10 75 76 72 30
V11 50 39 29 24
V12 83 87 66 41
Summe 878 747 554 374
Mittelwert 73,17 62,25 46,17 31,17
Standardabweichung| + 17,19 +19,7 +2224  +18,24

Tab. 23: Wirkungen von Lamotrigin (80 pM) auf epileptiforme Aktivitit, wenn es vor Ausldsung epileptischer Aktivitit
appliziert wurde (B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). Pentylentetrazol (40 mM) wurde zweimal appliziert.
Zwischen 1. und 2. Gabe wurde fiir 60 Minuten Lamotrigin (80 uM) in Meng-Losung gegeben. Die epileptiforme Aktivitét
wihrend der 2. Gabe wurde mit der epileptischen Aktivitdt wahrend der 1. Gabe verglichen, indem jeweils {iber eine 15-
miniitige Messphase der prozentuale Anteil der Depolarisation an dem PDS-Zyklus bestimmt wurde. Phase I:
Anfangsaktivitdt der 1. Pentylentetrazol-Gabe (40 mM PTZ); Phase II: Endaktivitit der 1. PTZ-Gabe; Phase III:
Anfangsaktivitit der 2. PTZ-Gabe (40 mM PTZ); Phase IV: Endaktivitdt der 2. PTZ-Gabe. Die PTZ-Gaben dauerten jeweils
60 Minuten. V1-V12: Versuche 1-12.
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Anteil der Depolarisation (%)
Phase | | Phase ll | Phase lll | Phase IV
V1 38,6 31,5 27,7 15
V2 62,7 41,5 15,6 59
V3 44,8 33,6 28,2 12,1
V4 27,5 27,2 243 15,8
V5 50,8 33,8 45 22,7
V6 29,1 22,9 36,4 21,4
v7 421 37,3 32,3 21,8
V8 25,2 20,6 25,2 19,5
V9 33,6 16,5 21 10,6
V10 20,7 15,5 14,8 12
V11 94,7 48,7 241 16,2
V12 27,8 12,6 18,4 7,5
Summe 497,6 341,7 313 180,5
Mittelwert 41,45 28,48 26,1 15,04
Standardabweichung| + 20,64 @ +11,2 + 8,74 +56

Tab. 24: Kontrollexperimente zur Uberpriifung der epileptiformen Aktivitit bei wiederholter Gabe von 40 mM
Pentylentetrazol (PTZ; B3-Neuron, Buccalganglien von Helix pomatia). Zwischen der 1. und 2. Gabe wurde fiir 60 Minuten
Meng-Losung appliziert. Die epileptiforme Aktivitdt wahrend der 2. Gabe wurde mit der epileptischen Aktivitdt wahrend der
1. Gabe verglichen, indem jeweils iiber eine 15-miniitige Messphase der prozentuale Anteil der Depolarisation an dem PDS-
Zyklus bestimmt wurde. Phase I: Anfangsaktivitit der 1. Pentylentetrazol-Gabe (40 mM PTZ); Phase II: Endaktivitdt der 1.
PTZ-Gabe; Phase III: Anfangsaktivitit der 2. PTZ-Gabe (40 mM PTZ); Phase IV: Endaktivitit der 2. PTZ-Gabe. Die PTZ-

Gaben dauerten jeweils 60 Minuten; die Aktivitdten wurden iiber einen Zeitraum von ca. 15 Minuten erfasst. V1-V12:

Versuche 1-12.
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Bezirksregierung Miinster

Bezirksregierung Miunster » 48128 Miinster Dienstgebiude:
: . Domplatz 1-3
Gegen Empfangsbekenntnis Telefon: (0251) 4110
Durchwakl: 2110
Hermn : : Telefax: 2115
Prof. Dr. med. Erwin-J osef Speckmann ' Raum: 431
Auskunft erieilt:
Institut fiir Physiologie Frau Motlers
-Tnstitut fiir Expenmenteﬂe Epﬂepsw- S E-Mail:
irmgard. moeucrs@bezrcv -muenster.nrw.de
forschung- Aktenzeichen:

50.0835.1.0 (G 75/2002)

des Universitétsklinikums Mlmster
Robert-Koch-Str. 27 a '
48149 Miinster

-?::ﬁ'\

S,

! Dez.2002 -

Tierschhtz;
Durchfithrung ven Versuchén an Wirbeltieren

Thr Antrag vom 10.10.2002, hier eingegangen am 06.11.2002

Genehmisungshescheid:

Sehr geehrter Herr Professor Speckmann, |

gemiB § 8 Tierschutzgesetz (TierSchG) vom 25. Mai 1998 (GBGI. 1S. 1105) in der zur Zeit
geltenden Fassung wird Ihnen die Genehmlgung zur Durchfithrung nachstehenden Ver-
suchsvorhabens erteilt:

,,Expenmentelle Epllepsmforschuno“ (10 TellprOJekte gem. Antrag)

Leiter des Ver'suchsvprhabens und seine Stellvertreter sind:

Herr ' ' , Frau
Prof. Dr. med. E.-J. Speckmann Prof. Dr. rer. nat. Heidrun Straub
Institut fitr Physiologie - Institut fiir Physiologie
-Institut fiir Experimentelle * des Universititsklinikums Minster
Epilepsieforschung- Robert-Koch-Str. 27 a
des Universititsklinikums Miinster 43149 Miinster
Robert-Koch-Str. 27 a
48149 Minster
Griines Umweltschutztelefon: (0251) 411-3300 13

E-Mail: poststelle@bezreg-muenster.nrw.de  latemet: www.bezreg-muenster.nrw.de '
zentrale Telefaxnummer: (6251) 411-2525 ‘ @B EZIRKS
Konten der Landeskasse Miinster: WL ESIERUNG
Deutsche Bundesbank - Filiale Mimnster - BLZ: 400 000 00 Koato: 40001 320 ¥YNSTER
Westdeutsche Landesbank Girozentrale Minster BLZ: 400 500 00 Konto: 61820

OPNYV ab Hbf Linien 14 « 20 bis Haltestelie Domplatz, Linien 2« 10 = 1] » 12 bis
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Herr _

Prof. Dr. med. Ulrich Altrup
Instifut fur Experimentelle
Epilepsieforschung

des Universitatsklinikums Miinster
Robert-Koch-Str. 27 a '
A8149 Miinster

Herr

- Prof. Dr. rer. nat. Ulrich Muf$hoff
Institut fiir Physiologie o
des Universititsklinikums Miinster

Robert-Koch-Str. 27a . : . -

- 48149 Miinster

Diese Genehmigung gilt bis zum  31. 12. 2003,
-Zur Durchfithrung des Versuchévorhabegs diirfen folgende Tiere verwendet werden:

100 Miuse,
500 Ratten,

30 Frosche, 7
500 Landschnecken.

Mit dem Versuchsvorhaben darf erst nach Vorliegen dieser Genehmigung begonneﬁ werden.

‘Sofern- der Leiter des Versuchsvorhabens oder seine Stellvertreter wechseln, ist mir dieser
Wechsel unverziiglich anzuzeigen.

Diese Genehmigung wird zurﬁckgeﬁommen, wenn bei der Erteiluﬁg die’ Vorausse{zungen
nach § 8 Abs. 3 TierSchG nicht gegeben waren. - ‘ : ' ‘

Sie wird widerrufen, wenn die Voraussetzungen nach § 8 Abs. 3 TierSchG nicht mehr
gegeben sind und dem Mangel nicht innerhalb einer von mir zu bestimmenden TFrist
abgeholfen wird; sie kann widerrufen werden, wenn ihre Bedingungen und Auflagen nicht
erfiillt werden oder den Vorschriften des § 9 Abs. 2 TierSchG wiederholt oder grob
zuwidergehandelt worden ist. ' o

Ein Antrag auf Verl‘a’.ngerung der Genehmigung ist rechtzeitig ;V_OE Ablauf der Frist bei mir zn
stellen. ' :

Da das Versuchsvorhaben fiberwiegend im oOffentlichen Tnteresse erfolgt, wird von der

Erhebung einer Verwaltungsgebiihr Abstand genommer.

:
i




Rechtsbehelfsh elehrung:

Gegen diesen Bescheid kann innerhalb eines Monats nach Bekanntga.be WiderSpruch erhoben
werden. Der Widerspruch ist bei mir unter der oben genannten Anschrift schriftlich oder zur .
Niederschrift einzureichen.

Sollte die Frist durch da__s Verschulden eines von Ihnen Bevollmﬁchtigteﬁ versdumt werden, S0
wiirde dessen Verschulden Itinen zugerechnet werden. -

Ich bitte um umgehende Rﬁckgabe des bejliegenden Empfangsbhekenntnisses.

Mit freundlichén Griifen
Im Auftrag

B8 b nma
= -

Dr. Piontkowski
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 flir das Versuchavorhaben.

EINGEGANGEN
' DER

07N 2005 _ OBERBURGERMEISTER

SR ) vonsTeR

Vetarinar- und Lebensmrtte!

- Pastansehritt: StadtMﬁnsterMBﬁ? Munsfer ) . C ' . . . ﬁbemachungsami

Universitatsklinikum Minster. o T - o . MS3-Roxel, Schelmenstiaga
Institut fur Physiologie und . o ]
Institut for Experimentslie Epiiepsnaforschung o ' Qfas: g‘dﬁﬁﬁ'
Robert-Koch-Stra&e 278 7 o | Zimmer: 105

_ Telefon:  02534/971 - 304
" . ' ' . Teisfax:  02534/971 - 398
48149 Minster - : : . E-#all; -
. S . o ’ - faldkampgRstadt-muenstar da
Sprechzalton;
. nach Vereinbanung
. ' N '
: - o

Daturm und Z@icﬁen thres Schreibens: Ml Zalchor: ' ' : Manster,

01.03.2005 - . _ . 393254 - - - 01042005
Tiarschufz « ' 1. Anderung
Tierversuch: G 79/2002 I | '
Versuchslelter: . | Stellvertreter:
Prof. Dr Erw:n-Josef Speckmann[ ' Prof. Dr. Hans-Christian Pape
! Prof. Dr. Ulrich Altrup
l Prof. Dr. Ulrich MuBhoff
| .

Sehr geehr:er Herr Prof Dr. Speck{rnann "

geman § 11 Tlerschutzgesetz (TiérSchG) m der zur Zeit gnltsgen Fassung erterie ich Ihnen die
Erlaubnis zur Haltung und Zucht s ven

100 Mdusen
500 Ratten
. - 30 Fréschen (Xenopus Iaevis) und
1500 Landschnecken L
o

: DiaserErIaubnié ergeht Unter fo[genden'N'ebenbestimmungen'

1..‘ D:e Tiere werden im fnshtut fur Physnoiogie Robert -Koch-Strafte 27 a, und Em lnstltut fur
- Experimentelle prlepmeforschung, Huﬁerstrase 68, gehalten und gezf.‘lchtat

2. Treten bei der Zucht und/oder Haltung von gentechmsch verdndertan Tieren Anomalien atf,

die besondere Haltungsbedingungen . (Unterbringung, Ermahrung, Pflege) erforderlich ma-
chen ist dieses dem Veterindramt der Stadt Munster umgehend mitzuteilen.

3. Esist -daflir zu sorgen, dass den Taeren - ihrer Art entsprachend - ausrsichende Beschaft-

gungsmoglichkeiten geboten werden,

Kontan der Sladtkaun . ) Zowtitale Vsrkindungan

- Sparkkiae Murstar Kta-Nr. 752 - (BLZAO0 501 50)  Comruarghank Munster k:o N SUS 210000 (BLT 40400 26) Hunptyarmittiung (078134830
Landeszenteaibank Mimster  Kio.-Ne, 40 001 700 (BLZACO OO0 ©0)  Dautsche Sank Minsiee . RN, 0470 0np BLZ 400700 An)  Telafuz (0251) 4827700
Poutbank BorlTRing Kta.-Ne, 21 1 36404 (BLE 41 TG0 481 Crrwacingr Bank Ml - Klo-Hr 808 488 200 (BLZ 400800 48]  DBalex- . "CIS402F
Bank Hir Gamaimwitactant Kl 1090 205100 (BLZL00 501 11} Usikebank (L Tite.-Nr, 4 200 BB {BLE 401800 60) Edunid

Hankiauw Lamps Monrter - Kio.-Av. 308 602 . BLZ4B0201 B1)  Westdsutachs Laridestark Minater i Nr, 81 226 T AODS0000)  Stacftverwaltung @ aiedi-rhotesuzer. e
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 Im Auftrag

2.

4, Es ist ein Tierbestandsbuch 2zu fuhren. Sie haben Oper. die Herkunft und den Verblsib der
Tiere Aufzeichnungen zu machen und diese drei Jahre lang aufzubswahren, Aulterdem sind
die Wirbettiere zu kennzeichnen. L S

Bei einern Wechsel der verantwortlichen Person eflischt diese Eraubnis. : ) :

6. Fur die Pflage und Betreuung ist Herr Lemcken benanrt,

7. Die medizinische Versorgung der Tiere hat durch Hermn Dr. M. Liicke, Leiter der Zentralen
Tierexperimentellen Einrichtung des Universltatsklinikums Minster (ZTE), 2u erfolgen. Uber
die Zucht und Haltung ist er ebenfalls zu informieren. L g -

a Anderungen und Erweitamhgen Im’ Personalbereich, bel der Tlerart und der Tlerzahl

sowie der Unterbringung sind umgéhand’ dem Veterindramt der Stadt. Manster
mitzutellan. S . .

9. Flr den Fall von erheblichen oder wisderholten Verstafien gegen die'Besﬁrﬁmungen‘des Tier-

schutzgesetizes behalte ich miir den Widerruf digser Erlatbnis vor. '

10. Die nachtrdgliche AUfhahma,KnderungIUnd Erganzung von Nebenbestimmungen behalte ich
mirvor.” . “ . -

11. Diese Genehmigung gil fir dis Versuchsdauer, Iangstens jedoch bis zum 31.12.2005,

Hinweis:

Bal Arbeitan mit gamhanipdliqrten 'T_iarfen miissen die Vorschriften nach dem Gentechnik-
recht elngehalten werden. o _ o

Rechtsbshelfsbelohrung

- Gegen diese Er!aubnié-kﬁnnen Sie innérh_a!b eines Monats, nachdem Ihnen die Erlaubnis bekannt
"gegeben worden ist, schriftlich oder zur Niederschrift bei dem Oberblrgemmeister dar Stadt Miinster

(Postanschrift, Der Oberbirgermeister, 48127 Minpster) Widerspruch erneben., Der Nachtbrief-
kasten befindet sich am Stadthaus |, KlemensstraBe 10, Sie kénnen den Widerspruch auch direkt
beim Veterindr- und Lebensmitteliberwachungsamt (Postanschrift. Der Oberblirgermeister, Amt

39, 48127 Munster, Hausanschrift Schelmenstiege 1, 48161 Mlnster) erheben.

Mit freundlichen Griifien

Dr. Otio .
Stadt. Veterin8rdirekior

5:1-4

'5. Die Verantwortung for die Zucht, Haltung, Unterbringung und Pflege der Tlere lisgt bel thnen.



