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ZUSAMMENFASSUNG

Wirkung vom Fieber als Ausloser epileptischer Aktivitaten in
kombinierten Hirnschnitten von juvenilen Ratten.

Alexandra Macht

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, inwieweit eine klnstlich
herbeigefiuhrte Hyperthermie, also auch Fieber, in juvenilen Ratten vom
unterschiedlichen Alter zu einer Veranderung zellulérer Erregbarkeit fuhren kann.
Akuter (sofortiger) und chronischer (vier Wochen nach Fieber- Auslosung) Effekt eines
Fieberkrampfes sollte in Bezug auf die Schwele der Auslésbarkeit der SD und
epileptiformer  Feldpotentiale beobachtet werden. In unserem Experiment
demonstrierten  Tiere im Alter von 18 bis 24 Tagen eine signifikant hdhere
Epilepsiebereitschaft sowohl direkt, als auch vier Wochen nach dem Fieber im
Vergleich zu den anderen Altersgruppen. Als Zeichen einer leichteren Auslésbarkeit
von SD nach der Hyperthermiebehandlung fand sich eine Abnahme der Latenz.
Bezuglich der elektrophysiologischen Charakteristka von SD zeigte sich eine
signifikante Zunahme der Dauer des negativen Feldpotentials. Die zunehmende Dauer
von SD und die damit einhergehenden lonenverschiebungen weisen auf eine
pathologische Veranderungen hin. Als Zeichen einer neuronalen Stérung konnte eine
Abnahme der Feldpotentialamplitude beobachtet werden. Nach dem bisher
dargestellten konnte gezeigt werden, dass die Fahigkeit bzw. Bereitschaft zum
Auslosen epileptischer Aktivitdt altersabhangig und wahrend der Ontogenese der
Hirngewebe bei den Ratten hoch ist. Und eine Hyperthermie bzw. Fieber, kann vor
allem wahrend der Ontogenese zu einer Veranderung zellularer Erregbarkeit flihren.
Die neuronalen Veranderungen, die auch lang anhaltend auftreten, tragen zur

Manifestation einer Temporallappenepilepsie bei.
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1. Einleitung

1.1 Entdeckung der Cortical Speading Depression

Das zentrale Nervensystem ist sehr komplex und erfullt in einem
Lebewesen verschiedene Aufgaben:- Integration aller sensiblen Reize,
die ihm von innerhalb oder auf3erhalb des Organismus zugeleitet werden
(sogenannten Afferenzen), -Koordination samtlicher motorischer
Eigenleistungen des Gesamtorganismus, -Regulation aller dabei parallel
ablaufenden Abstimmungsvorgange zwischen den organismeigenen
Subsystemen oder Organen, die im Kdrper von grof3er Notwendigkeit
sind. Alle komplexeren Lebewesen bendtigen ein System mit diesen
Funktionen. Zugleich gibt es aber auch Phanomene, bei denen man bis
Heute nicht genau weil3 welchen Zweck sie haben. Ein Beispiel fur ein
bekanntes Phanomene ist die Spreading Depression (SD). Nach allen bis
heute bekannten Fakten ist die SD eine Antwort des Nervensystems auf
einen pathologischen Stimulus. Die genaue Untersuchung der
Mechanismen der SD-Entstehung kann sehr hilfreich fur die Behandlung

von Patienten mit Epilepsie, Migrane oder nach Schlaganfall sein.

Im Jahre 1941 beschrieb der amerikanische Neuropsychologe Lashley
seine eigenen visuellen Migraneaura, welche sich typischerweise vor
dem Auftreten von Migranekopfschmerzen entwickelten. Die Symptome,
die er beschrieb begannen im Zentrum des Sehens und breiteten sich
von dort in die Peripherie seines Gesichtsfeldes aus, innerhalb von einem
Zeitraum von 10 bis 40 Minuten und mit einer  Ausbreitungs-
geschwindigkeit mit etwa 2-3 mm/min. Er interpretierte dieses Phdnomen

als eine Welle neuronaler Uberregungen, gefolgt von neuronaler



Inhibition, die sich mit 3 mm/min Uber den visuellen Cortex ausbreitet
(Lashley, 1941).

Der Begriff der Spreading Depression wurde erst 1944 durch den
brasilianischen Wissenschaftler Aristides A. P. Ledo gepragt. Wahrend
seiner Experimente, bei denen er die epileptische Aktivitat im Kortex des
Kaninchens untersuchte, beobachtete er nach elektrischer Stimulation
des Kortex eine Welle intensiver neuronaler Erregungen, gefolgt von
einer Depression der elektrokortikographischen Aktivitat ( ,cortical
spreading depression of electrocorticographik activity” (CSD)), die sich
ebenfalls mit 2-5 mm/min vom Ort der Stimulation in alle Richtungen in
der Hirnrinde des Kaninchens wanderte (Ledo, 1944). Es sah so aus, als
ob simultan alle kortikalen Antworten auf elektrische oder physiologische
Stimuli verschwinden wurden (Grafstein, 1956). Leao zeigte, dass SD ein
reproduzierbares Phanomen ist und sich unter bestimmten Bedingungen

gut analysieren lasst.
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Abb. 1-1: A: Aristides Azevedo Pacheco Le&o. Journal of Neurophysiologie, 1944

B: Anderungen physiologischer Parameter wahrend einer Spreading Depression (SD).
Ledo’s originale lllustration einer SD, 1944. Die Spuren zeigen eine raumliche und
zeitliche aufgelOste elektrokortikographische Ableitung vom Kaninchenkortex nach

elektrischer Stimulation. Im Schema rechts oben sind die Positionen der Stimulations-



(S) und Ableitelektroden eingezeichnet.

1945 brachten Ledo und Morison die Klinik der Migraneaura des
Menschen mit der SD in Experimenten mit den Tieren in Verbindung und
formulierten hiermit die ,Spreading Depression® - Theorie der
Migraneaura (Le&o, 1945). Mittlerweile sind eine Vielzahl weitere
Erkrankungen mit SD in Zusammenhang gebracht worden, zu denen
solche Erkrankungen wie das Schadelhirntrauma (Mayevsky, 1996; Oka
et al.,1977), der ischamische Hirninfarkt (Branston et al., 1977,
Nedergaard, 1986; Strong et al., 1983), die Hypoglykamie (Astrup and
Norberg, 1976) und die Epilepsie (Ledo, 1944; Avoli et al., 1991) gehoren.

1.1.1 Theoretische Aspekte zu Entstehungs- und

Ausbreitungsmechanismen der Spreading Depression

Bis heute sind die Mechanismen, die zur Entstehung von SD fluhren, nicht
ausreichend aufgeklart. Der erste Erklarungsversuch van Harreveld's
Asphyxie-Hypothese wurde unmittelbar wieder verworfen. Harreveld’s
Vermutungen waren, dass Spreading Depression durch eine sich
wellenféormig Uber den Kortex ausbreitende Vasodilatation verursacht
wird, die durch Reduktion des Sauerstoffpartialdrucks zum Stillstand der
kortikalen Aktivitat fuhrt (van Harreveld, 1952). Spater wurden zwei
weitere Theorien entwickelt: van Harreveld’s Glutamat-Hypothese und
Grafstein’s Kalium-Hypothese. Grafstein postulierte basierend auf einer

Reihe von Experimenten, dass es initial durch starke Aktivitat der



Neuronen zu einem massiven Anstieg der extrazelluldren K+-
Konzentration kommt, welche zu einer weiteren Depolarisation und
Inaktivierung der Neuronen fuhrt, aus denen K+ freigesetzt wurde.
Gleichzeitig diffundiert ein Teil des akkumulierten K+ zu benachbarten
Zellen und bewirkt deren Depolarisation, usw. (Grafstein, 1956). Drei
Jahre spater wurde die Glutamat-Hypothese durch van Harreveld
aufgestellt (van Harreveld, 1959). Seine Vermutungen waren, dass
Glutamat als exzitatorische Substanz zur Ausbreitung von SD einen
Beitrag leistet. Diese Hypothese wird durch Studien gestutzt, die zeigen
konnten, dass es durch SD zu einer Erhdhung der extrazellularen
Glutamatkonzentration kommt (van Harreveld, 1970) und dass sich SD’s
durch NMDA- Rezeptorantagonisten blockieren lassen (Lauritzen, 1992;
Willette et al., 1994). Beide Vorstellungen sind bis heute allgemein
akzeptiert, ein gemeinsames Wirken ist sehr wahrscheinlich (IHCD,
2004). Neuerdings wird ein transzellularer Ausbreitungsmechanismus
Uber gap junctions diskutiert (Nedergaard et al., 1995; Martins-Ferreira et
al., 1995). Basierend auf diesen und neueren Arbeiten (Kunkler et al.,
1988; Kraig 2002), entwickelte Nedergaard ein Modell, welches die
Beteiligung von Kalziumwellen an der Initiation und Ausbreitung von SD
beschreibt (Martins-Ferreira et al. , 2000).

Die SD ist bereits in verschiedenen Tiermodellen ( u.a. Ratte, Maus,
Kaninchen, Katze, Hund, Affe ), in unterschiedlichen Hirnregionen ( z.B.
Kortex, Hippocampus, Amygdala, Hypothalamus ) ausgeldst worden. Im
humanen Hirngewebe ist die SD in vitro im Hippocampus (Avoli et al.,
1991) und in vivo im Striatum (Sramka et al., 1977) sowie im Kortex

(Mayevsky et al., 1996) beobachtet worden.

Die SD wird im Tierversuch durch elektrische, chemische und

mechanische Stimuli ausgeldost und kann als relativ stereotype,

4



pathologische Reaktion des astroglial-neuronalen Netzwerks auf
unterschiedliche Noxen angesehen werden (Somjen et al.,, 1992). Die
experimentell am haufigsten verbreitete Methode der SD-Auslésung ist
die kortikale  Applikation von Kaliumchlorid, wobei die
Schwellenkonzentration bei subduraler Kaliumapplikation bei etwa 80
mmol/l (Bures et al.,1974; Dreier et al., 2001) liegt. Bei der intrakortikalen
Injektion ist eine circa acht mal geringere Kaliumkonzentration von 10-12
mmol/l ausreichend (Nicholson et al., 1981), wahrend bei der epiduralen
Applikation eine wesentlich hohere Konzentration notwendig ist.
Alternativ zur Kaliumapplikation gibt es die Moglichkeit, mit einer dunnen
Nadel in die dulerste Kortexschicht zu stechen, den sogenannten pin-
prick, als lokale Verletzung von Neuronen mit Ausfluss von K+ und
Neurotransmittern. Diese Methode ist relativ sicher, hat jedoch den
Nachteil, nicht beliebig oft wiederholbar zu sein. Eine weitere Moglichkeit
ist die Implantation von bipolaren Elektroden in den Kortex, die zum
Auslésen von SD’s bei Experimenten mit nicht-narkotisierten Tieren
durchgefuhrt wurde (Duckrow, 1993). Weitere Moglichkeiten, eine SD
auszulosen, sind die lokale Applikation exzitatorischer Aminosauren (NM-
DA) zur Aktivierung glutamaterger Rezeptoren, das Herabsetzen der

interstitiellen Chloridkonzentration, das Erzeugen einer Hypoglykamie, die

Hemmung der cerebralen Na*-K*-Pumpen sowie das lokale Kiihlen des
Kortex (Marshall, 1959; Bures et al.,, 1974; Hansen 1984). Es gibt
einzelne Berichte Uber hochfrequente elektrische Stimulation kombiniert
mit  Verabreichungen von  SD-auslosenden  pharmakologischen
Substanzen (Smith et al., 2006). Ausléser der SD sind Vorgange, die die
neuronal-gliale Homoostase lokal storen und zur Freisetzung von K+
und/oder Glutamat fuhren (Bures et al., 1974).

Der Anstieg der extrazelluldren K+-Konzentration gilt seit Grafstein



(Grafstein, 1956) als ein wesentlicher Propagator der SD. Aber auch
verschiedene spannungsabhangige Kalziumkanale (,voltage-gated
calcium channels®, VG-CCs) sind fur die Ausbreitung der SD wichtig. So
kommt in Tiermodellen zu einer Verschlechterung der SD-Ausldsbarkeit
und Verminderung der SD-Anzahl, wenn der P/Q-Kalziumkanal genetisch
verandert ist (Ayta et al., 2000) bzw. dieser Kanal spezifisch blockiert
wird. Auch eine Blockade der NMDA-Rezeptoren durch MK-801 beendet

die Ausbreitung der Spreading Depression (Marranes et al., 1988).

1.1.2 Allgemeine Eigenschaften der SD

Die Spreading Depression gehdrt zu der Gruppe von selbst-organisierten
erregbaren Wellen (Wellen sind raumlich und zeitlich periodische
Bewegungen, bei denen Energie und Impuls, aber keine Masse von
einem Ort zu einem anderen Ubertragen wird (Tipler, 1994)), die in einem
erregbaren Medium propagieren. SD-Wellen kdnnen, wie oben bereits
erwahnt wurde, durch mechanische, elektrische, chemische und
thermische Stimuli produziert werden. Zwischen den Bereichen des ZNS
reduziert sich die Anfalligkeit fur SD in folgender Reihenfolge:
Hippokampus (besonderes CA 1 Region), Neokortex, subkortikale Nuclei,
graue Substanz des Hirnstamms, Zerebellum (Bures, 1984) und

Rickenmark (Czeh and Somjen, 1990). SD propagiert mit einer



Geschwindigkeit von 3-5 mm/min durch die graue Substanz. SD
propagierte auch, wenn Aktionspotentiale durch Tetrodoxin (TTX)
blockiert wurden (Sugaya et al., 1975). Je hoher ein Tier in der
phylogenetische Skala steht, desto komplexer ist der Kortex und desto
schwieriger ist es eine SD zu erzeugen. So wurde z.B. in Experimenten
mit Kaninchen und Ratten beobachtet, dass SD dort leichter zu erzeugen
war als in Experimenten mit Katzen und Affen [(McLachlan, 1994). Man
erklart diese Eigenschaft damit, dass in diesem Fall die Menge der
myelinisierten Fasern erhoht und die Dichte der neuronalen Membranen
reduziert ist, weshalb der SD- Prozess blockiert werden kann (Bures et
al.,1969).

1.1.3 Elektrophysiologische Eigenschaften der SD

Die ,cortical spreading depression” (CSD) ist definiert als ein regelmaig
auftretendes neurologisches Phanomen, das durch eine transiente (60-
120 s) Depolarisation der Nerven- und Gliazellen der Hirnrinde, die sich
mit 3-5 mm/min Uber die Kortexhemisphare ausbreitet und dabei eine
Verschiebung des kortikalen Gleichspannungspotential um 20-35 mV
erzeugt. Eine SD breitet sich ahnlich wie eine Wasserwelle Uber die
Hirnoberflache aus. Dieses Phanomen kann mit mehreren, raumlich
versetzten Elektroden auf der Hirnoberflache oder im Neokortex

registriert werden (Abb.1-2).



Aufgrund der massiven Depolarisation der Zellen des Hirnparenchyms
kommt es wahrend der SD zu einer Negativierung des
Gleichspannungspotentials (DC) um 5 bis 35 mV (Leao, 1944; Grafstein,
1956). Dieses kehrt sich nach 1-2 min um (Repolarisation) und geht in
eine schwache, 3-5 min dauernde Positivierung Uber. Gelegentlich geht
der Negativierung eine kleine positive Welle voran (Le&o, 1947; Bures et
al., 1974). Am Anfang der DC-Potentialanderung steht gewodhnlich ein
Anstieg der neuronalen Aktivitat (populations spikes, burst of single unit
activity), der nur 2-3 s dauert (Grafstein, 1956), gefolgt von 1-2 min
absoluter ,Stille” (Bures et al., 1974). Damit verbunden tritt eine
temporare Depression der spontanen EEG-Aktivitat ein, die erst nach

etwa 5-10 min vollstandig wiederhergestellt wird ( Ledo, 1944).
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Abb. 1-2: Darstellung einer DC-Potentialwelle nach Injektion von KCI (3M) am
menschlichem Neocortex. Die Anordnung der Injektions- und der
Feldpotentialelektroden (DC1-DC4): wie gezeigt (Gorji et al., 2001).



1.1.4 lonenverteilung wahrend der SD

Wahrend der SD-Ausbreitung sind Neuronen und Gliazellen in der
Hirnrinde temporar depolarisiert. Die Depolarisation der Hirnrinde geht
mit einer drastischen Veranderungen der lonenverteilung zwischen dem
Intra- und Extrazellularraum einher. Fir das Auslosen der SD spielt das
Kalium eine entscheidende Rolle. Die Erhohung der extrazellularen
Kaliumkonzentration fuhrt zur Depolarisation von prasynaptischen
Nervenendigungen, die ausreicht, spannungsabhangige Kanale zu
offnen. Natrium-, Kalzium- und Chlorid-lonen mit Wasser strémen in die
Zelle ein, Extrazellularraum schrumpft dabei transient um bis zu 57%.
Das Ergebnis ist eine Zellschwellung. Mit einer extrazellularen
kaliumselektiven Mikroelektrode kann nachgewiesen werden, dass
parallel zur DC-Verschiebung, Kalium die Zellen verlasst, und
Konzentrationen von bis zu 60mM/I im Extrazellularraum erreicht (Kraig
et al., 1978; Grafstein, 1963; Hansen et al., 1981). Der Natrium- und
Kalzium-Einwartsstrom in die Zelle fuhrt zur Freisetzung exzitatorischer
und inhibitorischer Neurotransmitter. Dabei freigesetztes Glutamat 6ffnet
postsynaptische rezeptorgebundene Kationenkanale an Dendriten der
Nachbarzellen, wodurch Natrium- und Kalzium-lonen einstromen, und
fuhrt somit zu einer Depolarisation der Zellmembran. Die Inhibitorischen
Transmitter 6ffnen Anionenkanale und verursachen dadurch einen
Einwartsstrom von Chlorid. Hierbei ist fur die Wiedereinstellung des
Kaliumgleichgewichts im Extrazellularraum die Pufferkapazitat der
Gliazellen von groRer Bedeutung (Nicholson,1981; Paulson,1987).
Aulerdem wird eine extrazellulare pH-Verschiebung beobachtet. Es
kommt, beginnend mit der Negativierung des DC-Potenzials, zunachst zu
einer Alkalisierung des pH-Wertes um 0,3. Diese dauert etwa so lange
wie die Auslenkung des DC-Potenzials an und geht dann in eine

Verschiebung des pH-Wertes zu sauren Werten Uber, die das
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Ausgangsniveau um 0,05 — 0,1unterschreitet (Lehmenkunhler et al., 1981).
Fur die Ruckbildung der Depolarisation und Wiederherstellung des
Ausgangszustands sind energieabhangige Pumpmechanismen in den
Zellmembranen der Neurone und Gliazellen (Na+/K+-ATPase)
verantwortlich. Die SD ist somit ein energieverbrauchender Vorgang, der
aber vom mit Blut versorgten gesunden Hirngewebe ohne permanente
Schadigung bewaltigt wird (Somjen et al., 1992). Parallel zur neuronalen
Depolarisation kommt es zur einer kurz anhaltenden temporaren
Vasodilatation in pialen und kortikalen Blutgefal3en, die einen Anstieg des
regionalen Blutflusses (>100% Anstieg) bewirkt und in eine anhaltende
Reduktion des kortikalen Blutflusses bis zur restitutio ad integrum nach
ca. 30 min mundet. Die zerebrale Hyperperfusion erscheint elementar fur
die Wiederherstellung der Homoostase des Gehirns zu sein. Sofern die
Hyperperfusion  tierexperimentell durch  lokal hohe  Kalium-
Konzentrationen und eine Inhibition der Stickstoffmonoxid generierenden
Enzyme blockiert wird, kommt es zur Ausbildung einer kortikalen
zerebralen Ischamie im Rahmen der SD (Dreier et al., 1998). Diese
Untersuchung unterstreicht eindeutig, dass es sich bei den zerebralen
SD- assoziierten Blutflussveranderungen (Hyperperfusion) um Kkein
unbedeutendes Phanomen, sondern um ein elementares Mechanismus
zur Aufrechterhaltung bzw. Wiederherstellung der Homoostase des
Gehirns wahrend und nach der Aura handelt. Die Messung der Anderung
von GefaRdurchmessern in der Pia mater bzw. lokaler Anderungen der
zerebralen Durchblutung gaben auflerdem Hinweise auf die Freisetzung
vasoaktiver Substanzen wie calcitonin gene-related peptide (CGRP) und
Stickstoffmonoxid, aber auch von Serotonin (Gold et al., 1998) wahrend

einer SD.

Es gibt zur Zeit noch keine ausreichende Erklarung fur den wandernden

Mechanismus der SD. Es scheint jedoch, als ob dies mit der Diffusion von
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Kaliumionen (Grafstein, 1963; Scheller,1991; Nicholson, 1993) und
Glutamat (Avoli, 1991; Gorelova, 1987; Lauritzen, 1994) im
Extrazellularraum zusammenhangt. Es ist nachgewiesen worden, dass
sich die extrazellulare Glutamatkonzentration etwa um den Faktor 20
erhoht (Scheller, 1991) und Uber die NMDA-Rezeptoren zur Propagation
der SD beitragt. Weiterhin gibt es Beobachtungen, die darauf hinweisen,
dass Kalziumwellen innerhalb von Gliazellen und Neuronen mit der SD
assoziiert sind (Basarsky et al., 1998; Kunkler, 1998; Nedergaard, 1994).

1.1.5 Klinische Relevanz von SD

Die Physiologie der SD und ihre Bedeutung fur die Funktion des Gehirns
sind bis heute nicht vollstandig aufgeklart und wird kontrovers diskutiert.
Es wurde lange vermutet und besonders in den letzten 20 Jahren
verdichten sich die Erkenntnisse, dass SD mit einer Reihe neurologischer
Erkrankungen, solche wie der Epilepsie, der Migrane, dem Schadel-Hirn-
Trauma, den zerebrovaskularen Erkrankungen, dem ischemischen Infarkt
und der transienten globalen Amnesie assoziiert sind. Es bleibt jedoch
nach wie vor unklar, inwieweit SD zur Pathophysiologie dieser
Krankheiten beitragt.
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1.1.6 Interaktion zwischen SD und epileptiformen Entladungen

Nach den Schlaganfallen gehdrt Epilepsie zu den zweit- haufigsten
Erkrankungen des zentralen Nervensystems (Browne, 2001). Die
Epilepsie zeichnet sich klinisch durch das wiederholte und spontane
Auftreten von Krampfen zentralen Ursprungs (LOscher et al., 2002).
Jeder Mensch kann unter entsprechenden Bedingungen einen
epileptischen Anfall erleiden. Bei 5% der Gesamtbevdlkerung tritt ein mal
im Leben ein unprovozierter epileptischer Anfall auf. Als Ausléser im
jungen  Erwachsenalter kommen  zahlreiche  zerebrovaskulare
Erkrankungen, Tumoren oder Schadel-Hirn-Trauma oder auf’ere Noxen,
wie Schlafentzug oder Alkoholentzug in Betracht. Zu den haufigsten
Ursachen im Kindesalter beginnenden Epilepsien gehoren perinatale
Hirntrauma, angeborene Entwicklungsstérungen, Enzephalitis,
Fieberkrampfe, genetische und neurometabolische Schadigungen (Wolf
et al., 2003).

Ein epileptischer Anfall stellt die klinische Manifestation einer abnormen
und exzessiven Entladungen von Neuronenverbanden im Gehirn dar.
Epileptische Anfalle konnen sich sehr Vvielfaltig darstellen, die
gemeinsame Merkmale sind das plotzliches Auftreten und die zeitliche
Begrenzung auf Sekunden bis Minuten (Commission on Classification
and Terminology of the International League Against Epilepsy, 1981). Die
konventionellen Hypothesen zu den Mechanismen der Entstehung
epileptischer Aktivitat umfassen im wesentlichen zwei Ansatze: Zum
einem Theorien basierend auf Veranderungen der Eigenschaften
spannungsabhangiger Kanale, zum anderen Konzepte, die eine

Verschiebung des Gleichgewichtes hemmender und erregender
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synaptischer Transmission postulieren (Kohling, 2007). Das Entstehen
abnormer Entladungsmuster kann durch erworbene pathologische
Veranderungen oder genetische Faktoren bedingt sein. Im epileptischen
Anfall kdnnen neben Bewusstseinsanderungen sensorische, autonome,

motorische oder psychische Symptome auftreten.

Gleichzeitiges Auftreten von SD und epileptischer Aktivitat wurde in einer
Vielzahl von in vitro und in vivo Epilepsie-Modellen beobachtet sowohl in
unterschiedlichen Tiermodellen (Van Harreveld and Stamm, 1953;
Koroleva and Bures, 1983 ), als auch in humanen Gehirnschnitten (Avoli
et al., 1991; Gorji and Speckmann, 2004). SD ist ein bekanntes
Phanomen im Tiermodell der experimentellen Epilepsie. Allerdings
bleibt, trotz der Untersuchungen in verschiedenen Studien, das
Zusammenspiel der SD mit epileptiformen Feldpotentialen im
menschlichen neuronalen Hirngewebe weiter unklar. Vermehrte
hypersynchrone Entladungen kénnen ,Spreading Depression® ausldésen
(Lauritzen, 1994). Ebenso kann die Ausbreitung von SD Uber einen
epileptischen Bereich im Gehirn einen epileptischen Anfall bei einigen
Patienten auslosen (Gorji et al., 2004). Man nimmt an, dass SD die
Erregbarkeit des neuronalen Gewebes mdglicherweise durch
Anderungen in der Aktivitit des synaptischen Netzwerkes verstarkt
(Berger et al., 2008; Wernsmann et al., 2006; Dehbandi et al., 2008).

Epileptiforme Feldpotentiale und SD koénnen experimentell auf

unterschiedliche Wege ausgelost werden, z.B. durch:

-Aktivierung von NMDA-Rezeptoren,

-Erhohte extrazellulare K+-Konzentration,

-Blockierung der K+-Kanale; wie z.B. von 4-aminopyridine,
-Blockierung von Na+-K+-ATPase; z.B. durch Ouabain,
-Blockierung von Ca2+-Kanale; z.B. durch NiCl2,

-Verringerung der extrazellularen Mg2+-Konzentrationen,
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-Blockierung der GABA-Rezeptoren (Gamma-aminobutyric acid); z.B.
durch Picrotoxin (Balestrino et al., 1999; Gorji et al., 2000, 2001; Leao,
1944; Petsche et al., 1973; Psarropoulou et al., 1992; Traynelis et al.,
1988).

SD kann im empfindlichen Bereich durch eine einzelne Entladung eines
epileptischen Fokus ausgeldst werden (spike triggered SD). In der Regel
werden epileptiforme Feldpotentiale wahrend der SD unterdrickt und
erscheinen in wenigen Minuten wieder. Wie experimentelle Studien
zeigen kann SD epileptische Entladungen nicht nur auslosen sondern
auch sie blockieren (Van Harreveld and Stamm, 1953; Gorji et al., 2003)
jedoch kann SD wiederum durch epileptische Aktivitat ausgeldst bzw.
blockiert werden (Van Harreveld and Stamm, 1955; Bures et al., 1974).

1.1.7 Hyperthermie induziert epileptische Entladungen und SD

Wie tierexperimentelle Studien belegen, kann Hyperthermie SD (Wu et
al., 2000) und epileptische Entladungen (Tancredi et al., 1991; Kohling,
2008) induzieren. Die Studien zeigten, dass sowohl die epileptiforme
Aktivitat als auch die SD durch eine vorubergehende Korper-
Temperaturerhohung induziert werden kann und dass das Alter der Tiere
eine wichtige Rolle beim Auftreten dieser Phanomene spielt. Demnach

wurde keine epileptische Aktivitat nach der Hyperthermie in
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Schnittpraparaten von Tieren junger als 4 Tage oder alter als 28 Tage
beobachtet. Allgemein ist fur die Auslosung der SD das Hirngewebe von
juvenilen Tieren wesentlich anfélliger als das von alteren Tieren
(Luhmann and Kral, 1997).

1.2 Fieberkrampf

1.2.1 Definition

Ein Fieberkrampf ist ein epileptischer Anfall, der im Kindesalter jenseits
des ersten Lebensmonats, in Verbindung mit einer fieberhaften
Erkrankung auftritt, die nicht durch eine ZNS-Infektion verursacht ist,
ohne vorangegangene Neugeborenenkrampfe, ohne einen
vorangegangenen afebrilen Anfall und auf den die Kriterien eines anderen
akuten symptomatischen Anfalls nicht zutreffen (Commission on
Classification and Terminology of the International League Against
Epilepsy, ILAE, 1985).

Als Fieber wird in der Regel eine Koérpertemperatur von mindestens 38°C
angesehen. Es ist unklar, welche Bedeutung, die Hohe des Fiebers, die
Geschwindigkeit des Fieberanstiegs und die Ursache des Fiebers fur die
Auslosung der Fieberkrampfe haben (Millichap, 1968; Minichom, 1984).

In einer Studie wurden Kinder mit Fieberkrampfen untersucht, so hatten
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75% der Kinder eine Korpertemperatur dber 39°C, und 25% hatten eine
Temperatur Uber 40°C (Langenstein, Stahnke, 1984). Veranderungen der
Osmolaritat und Natriumkonzentration im Blut und im Liquor scheinen bei
der Entstehung von Fieberkrampfen mitzuwirken (Rutter, 1978; Kiviranta
et al., 1996).

Fieberkrampfe sind von Epilepsien abzugrenzen, welche durch das
wiederholte Auftreten afebriler Krampfanfalle gekennzeichnet sind. Die
ersten epileptischen Anfalle einiger Epilepsien kdonnen sich als febrile

Anfalle manifestieren (Siemes et al. 2001).

1.2.2 Pathogenese

Die genauen pathophysiologischen Mechanismen der Fieberkrampfe
bleiben weiterhin ungeklart. Epileptische Anfalle sind haufige
neurologische Stérungen im Kindesalter. Betroffen sind 3 bis 5% der
uberwiegend normal entwickelten Kinder zwischen dem 6. Monat und 5.
Lebensjahr. (Brazier et al., 1976; French; Lennox-Buchthal, 1973). Der
Manifestationsgipfel liegt im zweitem Lebensjahr (Aicardi, 1994; Nelson et
al., 1976). Unkomplizierte Fieberkrampfe ziehen ein geringes Epilepsie-
Risiko von 2,5 - 4 9% nach sich und flihren weder zu
Entwicklungsstorungen, noch zu bleibenden neurologischen Defiziten der
betroffenen Kinder (Pust et al. 2000). Die haufigsten auslosenden

Erkrankungen sind virale (seltener eine bakterielle Infektion) Infekte der
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oberen Luftwege, Dreitagesfieber, akute Mittelohrentzindungen,
Harnweginfekte und Fieberreaktionen nach Impfungen. Bei 31% der
Kinder zwei Jahren verursacht das Human-Herpesvirus vom Typ 6 einen
Fieberkrampf (Kimberlin, 1998).

Das Auftreten von Fieberkrampfen ist per Definition mit den beiden
atiologischen Faktoren Fieber und Lebensalter verknupft. Allerdings ist
nicht bekannt, warum nicht alle Kinder von Fieberkrampfen betroffen sind.
Ebenfalls noch unbekannt sind die fur einen Fieberkrampf
verantwortlichen kindlichen Gehirnstrukturen. Als dritter Faktor spielt die
genetische Pradisposition eine wichtige Rolle. In den Studien von Aicardi
und Tsuboi wird es angenommen, dass autosomal dominante Vererbung
mit reduzierter Penetranz sowie ein polygenetischer Verebungsmodus flr
die Entstehung von Fieberkrampfen relevant sind (Tsuboi, 1976; Aicardi,
1994).

Experimente an Tiermodellen zeigten, dass die altersabhangige
Empfanglichkeit fur Fieberkrampfe in Beziehung zu Neurochemischen-
und Neurotransmitterveranderungen in  Verbindung mit genetisch
determinierten Enzymdefiziten im Gehirn stehen. Daraus resultieren
ionische und metabolische Veranderungen, die zur erhohten Anfalligkeit

fur Krampfanfalle beitragen (Glaser, 1982).
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1.2.3 Symptomatik

Der Krampfanfall tritt in der Regel Initial zu Beginn des Infektes im ersten
Anstieg des Fiebers auf. Haufig ist der Krampfanfall und nicht das Fieber
das erste Zeichen der Infektion. (Wolf et al., 1977).

Der Fieberkrampf kann mit einem plotzlichen Bewusstseinsverlust
beginnen, gefolgt von einem Zusammenziehen der gesamten Muskulatur
(tonische Versteifungen). Nach 10-30 Sekunden folgen regelmalige
(klonische) Zukungen. Die tonische Phase kann fehlen, und es kommen
auch atonische Anfélle vor, bei denen die Muskulatur ihre Spannung
verliert und die Kinder vollkommen schlaff sind (Siemes et al., 2001).
Gelegentlich konnen postkonvulsive Parese entstehen, die sich in der
Regel innerhalb weniger Stunden vollstandig zurlckbilden. Bleibende

Paresen nach Fieberkrampfen sind eher selten.

Gewohnlich sind die Anfalle kurz und selbstlimitierend. In der Studie von
Nelson und Ellenberg betrug die Dauer bei 72% unter 5 Minuten. 7,6%
der Fieberkrampfe hielten langer als 15 Minuten und 4,3% langer als 30
Minuten an (Nelson, Ellenberg, 1978). Die Anfalle kdnnen sich im Verlauf

des Infektes mehrfach wiederholen.
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1.2.4 Temporallappenepilepsie

Die Temporallappenepilepsie (TLE) reprasentiert die haufigste Form
fokaler Epilepsien mit einem hohen Anteil pharmakoresistenter Patienten.
Auffallendstes neuropathologisches Merkmal der TLE sind schwere
neurodegenerative Veranderungen im Bereich des Hippokampus
(Ammon’s Horn-Sklerose) und angrenzender Hirnareale (Amygdala,
entorhinaler Kortex). Untersuchungen in Tiermodellen der TLE und an
Gewebe, das bei epilepsiechirurgischen Eingriffen von Patienten
gewonnen wurde, haben in den letzten Jahren Erkenntnisse zur
Pathophysiologie der TLE erbracht. Der epileptische Hippokampus
imponiert durch eine Vielzahl neurochemischer und morphologischer
Veranderungen. Als primare Ursachen einer TLE werden vor allem das
Auftreten starker frihkindlicher Fieberkrampfe in den ersten
Lebensjahren, oder eines Status epilepticus (SE) in einem spateren Alter
angesehen (Harbord et al., 1987; Maher et al., 1995; Lee et al., 1981).
Sekundar kommt es vermutlich zu direkter Excitotoxicitat und
hypoxischen Schadigungen im Bereich des Hippokampus. Das klinische
Bild einer TLE, ausgeldst durch frihkindliche Fieberkrampfe, wird meist
erst wahrend oder nach der Pubertat manifest. Der Prozess der
Entstehung der Epilepsie wahrend dieser Latenzzeit wird als
Epileptogenese bezeichnet und ist heute Gegenstand intensiver
Grundlagenforschung. Zusatzlich werden auch genetische Komponenten
diskutiert, welche etwa die Entstehung von Fieberkrampfen oder den
Prozess der Epileptogenese fordern konnten (Ounsted et al.,1966;
Nelson,1990).

Therapieresistenten Patienten steht heute die Option einer einseitigen

Resektion des epileptischen Hippokampus zur Verfugung, welche zu
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einer signifikanten Besserung der Erkrankung oder Anfallsfreiheit der
Patienten fuhrt.

1.2.5 Pathologie der Ammonshornsklerose

Der Hippokampus befindet sich im Temporallappen an der medialen
Wand des Seitenventrikels und ist eine zentrale Schaltstation des
limbischen Systems. Der Hippokampus besteht aus dem so genannten
Ammonshorn (Cornu ammonis), mit den vier zytologischen Zonen C1-C4,
aus dem durch die hippokampale Fissur davon getrennten Gyrus
dentatus, und aus dem Subiculum. Diese Elemente sind durch komplexe

intrinsische Verbindungen miteinander verschaltet.

Der massive Neuronenverlust im Hippokampus von Patienten mit TLE ist
schon vor Uber 100 Jahren beschrieben worden (Sommer, 1880; Bratz,
1899). Der epileptische Hippokampus imponiert durch eine Vielzahl
neurochemischer und morphologischer Veranderungen.
Charakteristischerweise sind immer die Pyramidenzellen der CA1-und
C3-Region (CA, cornu ammonis), Mooszellen und Interneurone im Hilus
des Gurus dentatus von Neurodegeneration betroffen. Die
Pyramidenzellen der CA2-Region bleiben dabei relativ verschont
erhalten (Margerison und Corsellis, 1966). In der Kérnerzellschicht kommt
es weiterhin zur Aussprossung von Moosfasern des Gurus dentatus.

Sommer bezeichnete die typische Degeneration hippokampaler
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Strukturen als Ammon's Horn Sklerose (AHS). Bei 70% der operierten
Patienten mit TLE konnte histologische eine AHS nachgewiesen werden
(Zentner et al., 1995). Etwa 40% der Patienten mit AHS weisen
aulRerdem eine Dispersion des Kornerzellbandes auf (Houser et al.,1990;
Lurton et al., 1997). Dieses weitet sich von urspringlich 50 ym auf bis zu
200 um, so dass ein Verlust der kompakten Schichtung der Kornerzellen
und Verlust einer klaren Grenze zwischen Kornerzellschicht und
Molekularschicht entsteht (Lurton et al.,, 1997). Aulerhalb des
Hippokampus sind oft Teile der der Amygdala und des entorhinalen

Kortex (insbesondere Pyramidenzellen der Schicht Il) betroffen.

Der Hippokampus spielt eine wesentliche Rolle bei der Verarbeitung von
Kontexinformationen (Maren, 1997) und von komplexen Informationen
(Jeffrey, 1993). Die Rolle des Hippokampus ist besonders eingehend bei
Nagetieren untersucht worden. Die hippokampalen Lasionen flihren zu
einer Beeintrachtigung des raumlichen Lernens, wobei die Ausmal} der
Lasion mit dem Grad der Beeintrachtigung korreliert (Altemus, 1997). So
fuhren teilweise oder vollstandige Hippokampuslasionen, die z. B. bei
einer TLE entstanden sind, zu Beeintrachtigung im Erlernen neuer
Gedachtnisinhalten, wahrend das Abrufen von Gedéachtnisinhalten aus
dem Langzeitspeicher weitestgehend unbeeintrachtigt bleibt (Miller et al.,
1993).
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1.3 Zielsetzung

Fieberkrampfe werden schon seit einiger Zeit in Tiermodell untersucht.
Dazu werden Ratten in den ersten Tagen nach der Geburt in eine sehr
warme Umgebung gebracht, so dass sich ihre Korpertemperatur, ahnlich
wie bei menschlichem Fieber, erhdht und ein Krampf ausgel6st wird. Die
Folgen von Fieberkrampfen wurden an Ratten schon eingehend
untersucht, jedoch bleiben die genauen pathophysiologischen
Mechanismen der Fieberkrampfe weiterhin ungeklart. Dartber, warum
gerade junge Ratten zu Fieberkrampfen neigen, konnte nur spekuliert
werden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es zu untersuchen, inwieweit ein
kunstlich herbeigefuhrtes Fieber in juvenilen Ratten zu einer Veranderung
zellularer Erregbarkeit flhren kann. Im Fokus sind zwei in enger
Verwandtschaft stehende Phanomene Cortical Spreading Depression und
epileptische Entladungen, die in dieser Arbeit beobachtet und untersucht
wurden. Der akute (sofortiger) und chronische (vier Wochen nach Fieber-
Auslosung) Effekt eines Fieberkrampfes sollte in Bezug auf die Schwele
der Auslosbarkeit der SD und epileptiformer Feldpotentiale beobachtet
werden. Interessant war ob eine Hyperthermie — also auch Fieber- vor
allem in juvenilen Stadien zur Veranderungen zellularer Erregbarkeit
fuhren kann und ob die Veranderungen auch lang anhaltend auftreten,

die zur Manifestation einer Temporallappenepilepsie fuhren.
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2. Material und Methoden

2.1 Hyperthermiemodell

Alle Tierversuche wurden nach der Genehmigung der Bezirksregierung
Munster durchgefuhrt (Schreiben vom 19.12.2002; AZ: 50.0835.1.0 (G
79/2002).

Zur Untersuchung der Temporallappenepilepsie wurden zwei Modelltypen
gebildet. Ein akutes Anfallsmodell, bei dem durch thermische Induktion
ein epileptischer Anfall ausgelost wurde. Und ein chronisches Epilepsie-
Modell bei dem die Tiere durch einen primaren Fieberkrampf, der eben
so thermisch ausgelOost wurde, nach einer Latenzzeit durch einen
unphysiologischen Reiz neuronale Aktivitaten zeigten. Diese Tiere sind
chronisch krank bzw. epileptisch geworden. Der Vorteil letzteres
Epilepsiemodells ist, dass sie die Situation simulieren, die beim
Menschen durch ein Fieberkrampf mit anschlielender
Temporallappenepilepsie gegeben ist. Diese chronischen Epilepsie-
Modelle bieten die Moglichkeit, den Prozess zu untersuchen, der zur
Manifestation der Epilepsie fuhrt.

Fur die Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit spielen
sowohl akute Anfallsmodelle als auch chronische Epilepsie-Modelle eine
Rolle.

Als Versuchstiere dienten junge Wistar-Ratten im Alter von 7 bis 24
Tagen und 35-52 Tagen. Das Korpergewicht der Tiere betrug im ersten
Fall 10g bis 57g und 90 bis 220g im zweiten.

In vivo wurde Temperaturanstieg kunstlich bei juvenilen Ratten
herbeigefuhrt, da der akute Effekt eines Fieberkrampfes vor allem bei
jungen Tieren besonders ausgepragt ist.

Zur besseren Beurteilung der Effekte der Hyperthermie wurden

Experimente unter Kontrollbedingungen, das heil3t ohne Hyperthermie,
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durchgefuhrt. In der Kontrollversuchsreihe kamen alle Altersgruppen vor.
Die Ratten wurden entsprechend ihres Alters in drei Gruppen unterteilt:
Gruppe | (p 7-13), Gruppe Il (p 14-19) und Gruppe Il (p 20-24).

Neben schon oben erwahnten Gruppen erfolgte weitere
Gruppenunterteilung wie folgt : Gruppe Ic (p 35-41), Gruppe llc (p 42-47)
und Gruppe lllc (48-52). Das Alter entsprach dann dem Alter des
chronischen Tiermodells. An den Tiermodellen der chronischen Form
erfolgten Versuche im Gegensatz zu den Tieren der akuten Form, die
direkt nach dem Fieberkrampf in vitro untersucht wurden, erst in vier

Wochen nach der Hyperthermie.

2.2 Praparationsmethode

In vivo-Experimenten wurde bei Ratten drei verschiedener Altersgruppen
ein Fieberkrampf ausgelost. Hierbei wurden Ratten durch intraperitoneale
Applikation von Narcoren® (Pentobarbital; 50mg/kg KG) anasthesiert
und in eine Warmekammer gebracht. Dabei wurde die Korpertemperatur
neugeborener oder sehr junger Ratten durch Anwendung von
Warmequelle in der Warmekammer bis 41°C erhoht. Die
Kammertemperatur betrug ca. 50°C. Die Korpertemperaturerhhung
konnte man mit Hilfe von einer rektalen Messelektrode erfassen. Bei den
Tieren der akuten Form erfolgte unmittelbar nach der Hyperthermie das

sofortige Gehirnentnahme, die von chronischer Form wurden an dem
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selben Tag nach der Erholung zurlck zur Amme gebracht und erst in
vier Wochen zu weiteren  experimentellen  Untersuchungen
herangezogen. Da die Tiere wahrend der Hyperthermie viel Flussigkeit
verlieren, bekamen die Ratten wahrend der Erholungsphase eine
intraperitoneale Injektion mit Standartringerlosung. Ringer-Lésung wird
bei Dehydration (Austrocknung) als Flussigkeitsersatz bei
extrazellularem Flussigkeitsverlust und zum Auflésen von Medikamenten

(Anasthetika) verwendet.

Zusammensetzung:

Die Ringer-Standard-Infusionslosung enthalt auf 1000 ml Aqua destillata:

* Natriumchlorid: 8,6 g
« Kaliumchlorid: 0,3 g
» Calciumchlorid: 0,33 g

Die in vitro-Experimente wurden sofort oder vier Wochen nach der
Hyperthermie durchgeflihrt. Zur Anfertigung der in vitro-Praparate wurden
die Versuchstiere in tiefe Narkose versetzt, das galt fur die Ratten der
Kontrolle und des chronischen Modells. Die Betaubung der Tiere erfolgte
durch eine Inhalationsanasthesie im Exsikkator mit ca. 0,1ml Isofluran
(Wirkstoff: 1-chloro-2, 2,2-trifluoroethyl-difluoromethylether). Das betaubte
Tier wurde dann mit Hilfe einer Guillotine decapitiert und das Gehirn
zugig freiprapariert. Nach der Praparation wurde das Gehirn in
eisgekuhlte mit Carbogen (Gasgemisch aus 5% CO2 und 95% 02)
begaste Prainkubationsldosung (Lsg.1, Tab. 2-1) Uberfuhrt. Auf einer
eisgeklhlten und mit Losung (Lsg.1, Tab. 2-1) angefeuchteten
Metallplatte wurde das Gehirn mit einem Skalpell fur den

Schneidevorgang getrimmt. Dazu wurde von dem mit der ventralen Seite
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nach unten liegenden Gehirn jeweils mit einem senkrechten Schnitt das
Vorderhirn und das Kleinhirn abgetrennt. Mit der kaudalen Hirnflache
nach unten wurde das Praparat mit Sekundenkleber (Loctite 454) auf
einen Metallblock festgeklebt. Mit einem Vibratom (Integraslice 7550
PSDS der Fa. Campden) )wurden 500 um dicke koronale Hirnschnitte
hergestellt und in ein Prainkubationsbad mit einer 28°C warmen und mit
Carbogen begasten Lésung (Lsg.1, Tab.2-1) Ubertragen. Zur Erholung
nach der Praparation bleiben die Schnitte mindestens eine Stunde im
Bad. Nach 30 Minuten wurde die Calciumkonzentration der LOsung,
durch die Zugabe von 0.8 ml Calciumchloridlésung, von 1 auf 2 mmol/l
erhoht.

Die vorliegenden Versuche wurden an horizontalen
Kombinationsschnitten der Ratte durchgeflhrt. Diese Schnitte enthielten
die Strukturen des Hippokampus, der Amygdala, der sensorischen

temporalen Neocortex und entorhinalen Neocortex.

2.3 Versuchsaufbau

2.3.1 Interface-Messkammer

Die Durchfihrung der Experimente erfolgte unter Interfacebedingungen.
Um den Hirnschnitt wahrend des gesamten Versuches am Leben zu
halten und eine stabile Umgebung fur die Messungen zu schaffen, wurde

eine spezielle Perfusionskammer entwickelt, die sog. Interfacekammer.
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Die Interface-Mel3kammer bestand aus Acrylglas und setzte sich aus
zwei Hauptkomponenten zusammen: Heiz- und Begasungskammer
(unterer Teil) und Schnitttrager (oberer Teil). Die Kammer enthielt im
unteren Teil destilliertes Wasser, das Uber eine Heizspirale unten erwarmt
wurde. In das erwarmte Wasserbad wurde Uber einen mehrfach
perforierten Polyacrylschlauch Carbogengas eingeleitet. Uber dem
Wasserbad stellte sich so eine mit Wasserdampf und Carbogengas
gesattigte Phase ein, die Uber vorderen Bellftungsschlitz mit den oberen
Perfusionskammer in Verbindung stand. Die Temperatur der Badlosung
wurde durchgehend unter Kontrolle eines TemperaturfUhlers gemessen
und auf 30,4°C eingestellt. Die untere Schnittflache wurde in den
Kammern auf mehreren Lagen KODAK-Linsenpapier gelagert, die eine
grofRe Diffusionsoberflache fur die zwischen den Fasern entlang laufende
Losung  bildete, und kontinuierlich mit LOsung in  einer
Fliel3geschwindigkeit der Badlésung von 2 ml/min umspdlt, das entsprach
der Einstellung Speed 13 der Ismatec Rollerpumpe. Der pH-Wert wurde
in regelmaligen Abstédnden in der Kammer gemessen und durch
Regulierung des Carbogen-Volumenstroms im Bereich von 7,35 — 7,45
gehalten. Die Versuchslésung gelang uber Silikonschlauche aus dem
Vorratsgefald durch die Heizkammer in die obere Versuchseinheit. Hierbei
wurden die Schnitte in den Perfusionskammern an der Grenze zwischen
gasformiger und flussiger Phase des Nahrmediums platziert. Die flussige
Phase bestand aus Yamamoto lI-L6sung (Lsg. 2, Tab. 2-1), somit konnte
erreicht werden, dass die Schnitte in den Perfusionskammern
kontinuierlich mit einer kunstlichen Nahrldsung versorgt wurden, die in
ihrer Zusammensetzung mit dem Hirn-Liquor der Ratte weitestgehend
Ubereinstimmte. Sollte eine Testsubstanz eingewaschen werden, wurde
der zufUhrende Schlauch in ein anderes Glas mit der in einer
gewunschten Konzentration geldsten Substanz umgehangt. Wahrend

der Messungen wurden die Schnitte mit einer Plastikplatte abdeckt, um
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die Gasphase uber der oberen Schnittflache gesattigt zu halten und ein
Austrocknen der Schnittoberflache zu verhindern. Extrazellularelektroden,
die ein Ableiten von extrazellularen Feldpotentialen ermdglichen, wurde

unter mikroskopischer Sichtkontrolle im Schnitt positioniert.

2.3.2 Extrazellulare Signalableitung

Fur die Feld- und DC-Potentialaufzeichnung wurden Mikroelektroden
verwendet, die aus Borosilikatglaskapillaren mit einem
Aullendurchmesser von 1,5mm und einem Innendurchmesser von
0,87mm mit Hilfe eines Elektrodenziehgerats (DMZ-Universal-Puller, Fa.
Zeitz-Instrumente) unter starkem Erwarmen zu einer Spitze von etwa
0,2um ausgezogen wurden. Vor Versuchsbeginn wurde die Glaselektrode
mittels einer Spritze blasenfrei mit Inkubationslésung (Lsg. 2, Tab. 2-1)
gefullt und war Uber eine KCI-Brucke, die mit 2mmol/l KCI gefullt wurde
und einen Ag/AgCl-Draht besall, mit einem konventionellen
Feldpotentialverstarker verbunden.

Unter mikroskopische Kontrolle wurde jede 2zu verwendende
Glaselektrode mit einer Pinzette manuell so weit zurlick gebrochen, dass
der Elektrodenwiderstand etwa 0,5 bis 2 MQ betrug. Anschlielend
wurden Messelektroden durch einen Miro-Manipulator in gute Position
zum Hirnschnitt gebracht und unter mikroskopische Sichtkontrolle in die

entsprechenden Regionen platziert.
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Als Referenzelektrode diente ein in die Kammer eingebautes mit 2
mmol/l KCI gefulltes Glasrohrchen, das durch ein Magnesia-Diafragma
Kontakt zur Badlésung hatte. Die Erdung des Bades erfolgte Uber ein in
das Roéhrchen eingeflhrter Silberdraht. Mittels eines
Feldpotentialverstarkes wurden DC-Registrierungen (Gleichspannungs-
Registrierung) mit einer Grenzfrequenz von 1000 Hz durchgefuhrt. Die
Feldpotenziale wurden oszilloskopisch aufgezeichnet.
Die Ableitung der extrazellularen Feldpotentiale erfolgte aus vier
Hirnregionen:

1. Temporalcortex Schicht 3

2. Entorhinalcortex Schicht 3
3. Laterale Amygdala
4

. Hippocampus Stratum radiatum der CA1-Region

2.4 Versuchsprotokolle

Es wurden zwei Methoden verwendet um SD und epileptische
Entladungen auszulosen und in drei verschiedenen experimentellen

Versuchsreihen durchgeflhrt.
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2.4.1 Methode 1

In Experimenten wurde das Niedrig NaCl- Modell (hypoosmotisches
Medium) benutzt. Um die Erregbarkeit des neuronalen Gewebes zu
steigern wurde 50% NaCl in ACSF-Losung reduziert (Lsg. 3, Tab.2-2)
wahrend andere Bedingungen unverandert blieben (Chebabo et al.,
1995). In dieser Periode wurden die Gewebeschnitte 60 min mit der
Ldsung Uberspult. Es sollte gepruft werden, ob die Reduktion von NaCl in
der Kontrolllosung (ACSF) fur sich eine Wirkung auf die Induktion von SD
und epileptiforme Aktivitdten hatte und in welchem Alter die

Epilepsiebereitschaft am grofiten war.

2.4.2 Methode 2

Induktion der SD wurde durch eine extrazellulare Tropfenapplikation
einer 2 mmol/l KCI-Lésung aus einer Injektionsnadel lateral von der die
DC-Potentialanderung aufzeichnenden Messelektroden vorgenommen
und fuhrte zur reproduzierbaren Auslosung einer typischen Spreading
Depression. Die Negativierung des DC-Potential erfolgte abrupt und ohne
Latenzzeit. Die daraufhin ausgeldoste SD und epileptiforme Aktivitaten
wurde in Bezug auf Wiederholungsratten, Dauer und Amplitude
ausgewertet. Hirnschnitte, die in der ersten Kontrollperiode ( 15 minutige
Superfusion mit ACSF) spontane epileptische Aktivitat bzw. spontane SD

zeigten, wurden von der weiteren Untersuchungen ausgeschlossen.
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2.4.3 Versuchsreihe 1 (ohne Hyperthermie)

Zur besseren Beurteilung der Effekte der Hyperthermie wurden in der
ersten Versuchsreihe die Experimente unter Kontrollbedingungen, das
heit ohne Hyperthermie, durchgeflhrt. Die Versuchsreihe bestand aus
drei Perioden: Vorlaufphase, in der Hirnpraparate 15 min. in der
Versuchskammer mit ASCF-Losung ( Lsg. 2, Tab. 2-1) superfundiertert
wurden, um die spontane neuronale Aktivitat auszuschliel3en.

In der zweiten Periode wurde ACSF-Losung durch Niedrig NaCl-Lésung
(Lsg. 3, Tab. 2-1) ausgetauscht. Wahrend des anschlieenden 60 min.
dauernden Beobachtungszeitraumes wurden reizinduzierte schnelle
extrazellulare Feldpotentiale sowie die spontanen Feldpotentiale
kontinuierlich aufgezeichnet.

Die dritte Periode diente als Erholungsphase wieder zur Kontrolle der
spontan auftretenden neuronalen Aktivitaten. In der 15 -minutigen letzten
Phase wurde die hypoosmotische Losung aus dem Hirnschnitt durch

ACSF ausgewaschen und auf spontane neuronale Ereignisse untersucht.

2.4.4 Versuchsreihe 2

In der zweiten Versuchsreihe wurden Experimente in vitro erst unmittelbar
nach Erzeugung einer Hyperthermie bzw. 4 Wochen spater durchgefuhrt.
Sie gliederte sich wie oben beschriebene Kontrollversuchsreihe in drei
Perioden. Nach einer 15 -minutigen Vorlaufphase (Lsg. 2, Tab. 2-1)

wurden durch das Umstellen der Badlosung durch Niedrig NaCL-Losung
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fur weitere 60 min. unphysiologische Bedingungen geschaffen, die zur
Auslosung von SD und epileptiforme Aktivitaten fuhrten.

Darauf folgte eine Auswaschphase, in der die Schnitte mit ACSF (Lsg.2,
Tab. 2-1) 15 min. superfundiert wurden.

2.4.5 Versuchsreihe 3

Die dritte Versuchsreihe bestand aus zwei Perioden. Die experimentellen
Untersuchungen wurden sofort oder vier Wochen nach der Hyperthermie
durchgefuhrt. Wie bei den anderen Versuchsreihen wurden
Schnittpraparate nach vorausgehender 15 -minutiger Kontrollphase mit
ACSF (Lsg. 2, Tab. 2-1) perfundiert und wenn keine spontane Ereignisse
aufgetreten waren, wurde zur nun folgenden Auslésung der Spreading
Depression Tropfenapplikation angewandt. Dabei wurde ein kleines
Tropfen der KCI-Losung aus der Injektionspritze peripher am Neucortex
angebrachten Messelektroden direkt auf die Hirnschnittoberflache
appliziert. Bei den Versuchen dieser Reihe wurde stets darauf geachtet,
dass die Schnitte so positioniert waren, dass die lokale KCI-Applikation
gegen die Flussrichtung der Badlosung erfolgte. Darauf folgten 60
Minuten Erholungsphase unter Kontrollbedingung (ACSF).
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Name NaCl KClI NaH2PO4 |MgS0O4 |NaHCO3 |CaCl2 Glucose
(mmol/l) | (mmol/l) |(mmol/l) |[(mmol/l) |(mmol/l) |(mmol/ll) |(mmol/l)
1 | Préinkubations- | 124 4 1,24 1,3 26 1 10
Losung (Y1)
2 | Inkubations- 124 4 1,24 1,3 26 2 10
Losung (Y 1I)
3 |Badlésung 62 4 1,24 1,3 26 2 10
(Low NacCl)

Tab. 2-1: Zusammensetzung der verwendeten Losungen (Y |: Yamamoto

[; Y Il: Yamamoto Il, Yamamoto, 1972; Niedrig- NaCl-Losung).
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2.5 Auswertung

Alle Signale wurden unter Zuhilfenahme eines Personalcomputers bei
Verwendung eines Datenerfassungsprogramm AxoScope registriert und
aufgezeichnet (Version10.1, Axon Instruments). Die aufgenommenen
Feldpotentialantworten wurden einzeln mittels Cursors (AxoScope)
vermessen. Die statistische Auswertung erfolgte mittels eines
Computerprogramm Sigma Plot8.0. Die statistische Angaben werden in
der Form: Mittelwert +/- Standartabweichung des Mittelwertes (S.E.M.)
angegeben.

Fur die Auswertung wurden nur die Versuche genommen, die keine
spontane neuronale Aktivitat in 15 min. der Vorlaufphase zeigten.

Die SD wurde auf folgende Parametern untersucht:

1. Latenz: Die Zeit vom Beginn der Einwaschphase mit Low NaCl-
Losung bis zum ersten Auftreten einer SD in der zweiten Periode.

2. Frequenz: Die Anzahl der SD wahrend der Einwaschphase.

3. Amplitude: Elektrophysiologische Messungen wurden nur

in Hirnschnitten ausgefuhrt, deren Feldpotentialantwort, die durch Low
NaCl- btw. KCI-Lésung ausgeldst wurden, mindestens 5 mV betrug, das
bedeutet ein Betrag der Differenz von positivster und negativster
Potentialspitze P1 und P2 (,peak-to peak®).

4. Dauer: Der Zeitraum, uber dem sich der DC-Fluktuation erstreckte. Zur
Bestimmung der Dauer der SD-Welle wurde Anfang und Ende der DC-

Potentialnegativierung gemessen.
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Die epileptischen Entladungen in den Schnitten wurden nach folgenden

Auswertungskriterien ebenso charakterisiert:

1. Latenz: Die Zeit vom Beginn der Einwaschphase mit Low NaCl-
Losung bis zum ersten Auftreten epileptischer Aktivitat.

2. Frequenz: Die Anzahl der EFP, die durch Losungen induziert wurden,
in 5 minutenlangen Abstanden.

3. Amplitude: Peak1 to Peak2 -Abstand (Spitze-Spitze-Abstand)

als Maxima der Kurve in positiver und negativer Richtung. Zur
Auswertung wurden nur die epileptische Aktivitat genommen, deren
Amplitude mindestens 0,2 mV betrug.

4. Dauer: Der Zeitraum, Uber dem sich eine epileptiforme Aktivitat
erstreckte. Die EFP wurde zwischen Anfang (t1) und Ende (t2) einer EFP

pro 5 min der zweiten Periode ausgemessen.

Eine Ubersicht der analysierten Parametern gibt Abb. 2-1 und 2-2.
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KCI

F1 (mV)

Amplituda fn mV

P2 (mV)

Daver in min
Abb. 2-1: Typischer Verlauf einer KCI-induzierten SD. Nach 1 bis 2 s erfolgte der

abrupte Beginn der DC-Potentialnegativierung einer SD. Die Pfeilen zeigen auf die

analysierten SD-Parameter: Amplitude zwischen maximal positiven Peak1 und

maximal negativen Peak2 (als Spitze-Spitze-Abstand der Kurve) in mV und Dauer der
DC-Fluktuation in Minuten.

e S
_P1

—

P2

Abb. 2-2: Beispiel flr epileptische Entladungen. Ableitung aus der CA1 Region
hippocampaler Gewebeschnitten zeigte, dass sich kurz nach Induktion von Low NaCl-
Losung epileptifsche Entladungen ausbilden. Die Pfeile weisen auf die analysierten
EFP-Parameter. Amplitude zwischen Peak1 und Peak2 (maximaler Abstand) in mV

und Dauer zwischen t1 und t2 einer epileptischen Entladung in Sekunden.
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3. Ergebnisse

Im nachfolgenden Kapitel werden Ergebnisse aller ausgewerteten
Versuche dargestellt. Es galt zu untersuchen in welcher Weise Einfluss
des akuten und chronischen (vier Wochen nach Fieber- Auslésung)
Effekts eines Fieberkrampfes in Bezug auf die Schwele der Ausldsbarkeit
der SD und epileptiformen Feldpotentiale im Hippokampus, Cortex und in
der Amygdala nimmt. Die vier Hirnareale: Hippokampus, Amygdala,
Temporal und Entorhinalcortex sind zusammengefasst, um einen
Gesamteindruck graphisch darstellen zu kdnnen. Die Ergebnisse der

Registrierungen wurden nach den Altersgruppen untersucht.

3.1 Kontrollversuche

Zur besseren Beurteilung der Effekte der Hyperthermie wurden in der
ersten Versuchsreihe die Experimente unter Kontrollbedingungen an den
gesunden Wistar-Ratten, das heil3t ohne herbeigefihrte Hyperthermie,
durchgefluhrt. Es erfolgte parallele Aufnahme von der DC-Negativierung in
allen vier zu untersuchenden Regionen. Um die Erregbarkeit des
neuronalen Gewebes zu steigern wurde NaCl auf 50% in ACSF-L6sung

reduziert.
Insgesamt konnte in 46 Praparaten von 61 epileptische Aktivitat durch

Reduzierung der NaCl in ACSF induziert werden. Bei den 20 Schnitten
wurde gleichzeitig SD und EFP registriert, bei 7 lediglich nur SD und bei 9
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ausschlieldlich EFP. In 63,6% -Schnitten der Gruppe | wurde 29 SD
beobachtet (4,5 + 0,7 pro 1 Schnitt). Bei den 75% Praparaten wurde in
der Gruppe Il das Auftreten von SD registriert, dabei lag die mittlere
Anzahl von SD (n = 43) pro 1 Schnitt bei 5,7 + 1,1. In der Gruppe Il
ergaben sich 52 SD (5,9 £ 0,2 SD pro 1 Schnitt) aus 80% Hirnschnitten.
Bei den Ratten der Gruppe Ic wurden in 77,7% Gewebepraparaten 27
SD (4,5 £1,0 pro 1 Schnitt) beobachtet. In 40% Praparaten der Gruppe
llc stellten wir insgesamt 14 SD (4,3 £ 0,8 pro 1 Schnitt) fest und in der
lllc war die Anzahl der SD insgesamt 4 (3,5 %= 0,5 pro Schnitt) in
22,2% Schnitten. Demnach nahm die Bereitschaft zum Auslosen von
epileptiformer Aktivitat mit dem Alter ab (Abb. 3-10).

Bei den ausgewerteten SD-Wellen veranderten sich die Amplituden in der
Gruppe Il signifikant (P = 0,02) im Vergleich zur Gruppe | (Abb.3-9). Die
Latenz bis zum erscheinen der ersten SD war in der Gruppe Ic

gegenuber der llc und llic signifikant niedriger (P = 0,022).

Der Vergleich der EFP- Ergebnisse in allen Gruppen zeigte einen
statistisch signifikanten Unterschied der mittleren Frequenz. Die mittlere
Frequenz pro 5 min war in der Gruppe Il héher (P = 0,001) als in der
Gruppe |. Signifikanter Unterschied war fur die Dauer der EFP bei der
Gruppe 3 (P = 0,002) festzustellen (Abb. 3-3). Der signifikante
Unterschied der mittleren Frequenz wurde ebenso in der Gruppe llc und
lllc festgestellt. Die Frequenz lag deutlich héher (P < 0,001) als in der
Gruppe lc. Die Dauer der EFP zeigte in der Gruppe llc die hdchsten
Werte (P < 0,001) zwischen den 3 Gruppen (Abb. 3-4).

Bei dem Vergleich CTRL- und CTRLc-Gruppen mit einander ergab sich
eine signifikante Verklrzung der SD-Dauer (P = 0,001), demnach war die
Dauer in der Il und 1ll Gruppe langer als in der lic und llic (Abb. 3-9).

Tab. 3-1 — 3-2 zeigen alle gemessenen SD- und EFP-Parameter von

allen Altersgruppen dieses Versuches kompakt.
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Gr.l Gr.ll Gr.lll Gr.lc Gr.llc Gr.lllc
Schnitt- 7 9 8 7 4 2
Anzahl pro
Gruppe
SD-Anzahl |29 43 52 27 14 4
pro
Gruppe
SD- 12,7+0,7 |[158+0,6 |164+1,0 |17,8+0,8 |174+2,1 |158+3,0
Amplitude
in mV
SD-Dauer |36 + 0,3 |46 +0,3 [45+0,3 33+0,2 (32 £0,2 27 +04
in min
SD-Beginn [5,1 +04 |86 04 |97 +04 [183+0,7 [193+£21 20,2+ 0,2
in min
Tab. 3-1: Auswertung der Kombi-Praparaten (Hippokampus, Laterale
Amygdala, Neocortex) von der Kontrollversuchsreihe in allen Altersgruppen:

Gruppe | (p 7-13), Gruppe Il (p 14-19), Gruppe Il (p 20-24), Gruppe Ic (p

35-41), Gruppe llc (p 42-47) und Gruppe llic (48-52).

Folgende SD-Parameter wurden

in der Tabelle dargestellt: Anzahl

der

Hirnschnitten pro Gruppe, SD-Anzahl pro Gruppe, Amplitude in mV, Dauer in

Minuten, Beginn in Minuten.
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Gr.l Gr.ll Gr.lll Gr.lc Gr.llc Gr.lllc

Schnitt- 6 9 10 7 3 2
Anzahl pro
Gruppe

EFP- 12,1+2,3140,5+5,8 |1399+4,7 (71,9+12,1 |(489+4,4 485+6,8
Frequenz pro
5 min

EFP-Latenz |7,3+09 |76 +06 |89+26 |112+26 |122+3,2/10,2+2)9
in min

EFP- 0,3+0,02/0,3+0,01 0,3+0,05 {0,3+0,03 |0,3+0,03 |0,3+£0,02
Amplitude in
mV

EFP-Dauerin 0,8+0,2 |[0,6+0,1 |1,2+0,3 [0,6+0,2 0,8+0,2 |0,5+0,1
sec

Tab. 3-2: Auswertung der Kombi-Praparaten (Hippokampus, Laterale
Amygdala, Neocortex) von der Kontrollversuchsreihe in allen Altersgruppen:
Gruppe | (p 7-13), Gruppe Il (p 14-19), Gruppe Il (p 20-24), Gruppe Ic (p
35-41), Gruppe llc (p 42-47) und Gruppe llic (48-52) Folgende EFP-
Parameter wurden in der Tabelle dargestellt: Anzahl der Hirnschnitten pro
Gruppe, EFP-Frequenz pro 5 min, Latenzzeit in Minuten, Amplitude in mV,

Dauer in Sekunden.
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Abb. 3-1: Wirkung von Low NaCl-Lésung auf SD in Amygdala-Hippokampus-

Neucortex-Schnittpraparaten, Ratte (Kontrollversuch).

A: Simultane Originalaufzeichnung von DC-Verschiebungen in 3 Gruppen:

Gruppe | (p 7-13), Gruppe Il (p 14-19), Gruppe Il (p 20-24).

FP 1 = Entorhinalcortex, FP 2 = Hippocampus, FP 3 = Amygdala,

FP 4 = Temporalcortex.

B: Die Propagation von SD ist am unterschiedlichen Beginn der SD-Auslenkung zu

erkennen.

Die gepunktete Linie zeigt den Unterschied zwischen

Anfangspunkten. Die haufigste SD-Propagation erfolgte in folgender Reihe :

Gruppe | : Entorhinalcortex->Temporalkortex (n = 3)

vier SD-

Gruppe |l : Entorhinalcortex->Hippocampus->Amygdala->Temporalcortex (n = 3)

Gruppe Il : Amygdala->Hippocampus-> Entorhinalcortex->Temporalcortex (n = 3)
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Gruppe Ic Gruppe llc Gruppe llic
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Abb. 3-2: Wirkung von Low NaCl-Lésung auf SD in Amygdala-Hippokampus-
Neucortex-Schnittpraparaten, Ratte (Kontrollversuch). A: Simultane
Originalaufzeichnung von DC-Verschiebungen in 3 Kontroll-Gruppen:

Gruppe Ic (p 35-41), Gruppe llc (p 42-47) und Gruppe llic (p 48-52).

FP 1 = Entorhinalcortex, FP 2 = Hippocampus, FP 3 = Amygdala,

FP 4 = Temporalcortex.

B: Die Propagation von SD ist am unterschiedlichen Beginn der SD-Auslenkung zu
erkennen. Die gepunktete Linie zeigt den Unterschied zwischen vier SD-
Anfangspunkten. Die haufigste SD-Propagation erfolgte in folgender Reihe
Gruppe Ic : Entorhinalcortex-> Hippocampus->Temporalcortex(n = 3)

Gruppe llc : Entorhinalcortex->Amygdala (n = 2)

Gruppe lllc: Temporalcortex->Amygdala->Hippocampus (n = 2)
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Abb. 3-3: (Legende siehe nachste Seite)
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Abb. 3-3: Wirkung von Niedrig-NaCl-Losung auf epileptiforme Feldpotentiale
(EFP) in Amygdala-Hippokampus-Neucortex-Schnitt-praparaten, Ratten den
Kontroll-Gruppen I-lll (CTRL, ohne Hyperthermiebehandlung):

Gruppe | (p 7-13), Gruppe Il (p 14-19), Gruppe Il (p 20-24).

A: Originalaufzeichnung: Auslésung der EFP durch Superfusion von Low NaCl-
Ldsung.

B: Graphische Darstellung der EFP-Parameter: Frequenz von EFP, Amplitude
in mV und Dauer in Sekunden in 5 minutigen Zeitintervall.

Die mittlere Frequenz war in der Gruppe Il (P = 0,001) signifikant hoher als in
der Gruppe |. Fir die Dauer der EFP in der Gruppe Il ergab sich einen
signifikanten Unterschied (P = 0,002) im Vergleich zur Gruppe II.
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Abb. 3-4: (Legende siehe nachste Seite)
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Abb. 3-4: Wirkung von Niedrig NaCl-Losung auf epileptiforme Feldpotentiale
(EFP) in Amygdala-Hippokampus-Neucortex-Schnitt-praparaten, Ratten der
Kontroll-Gruppen Ic-lllc (CTRLc, ohne Hyperthermiebehandlung, entsprechen
dem Alter von Ratten der chronischen Hyperthermie):

Gruppe Ic (p 35-41), Gruppe llc (p 42-47) und Gruppe llic (p 48-52).

A: Originalaufzeichnung: Auslésung der EFP durch Superfusion von Low NaCl-
Losung.

B: Graphische Darstellung der EFP-Parameter: Frequenz von EFP, Amplitude
in mV und Dauer in Sekunden pro 5 Minuten.

Die mittlere Frequenz war in der Gruppe Ic (P < 0,001) signifikant hoher als in

der Gruppe llc und lllc.
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3.2. Wirkung der akuten und chronischen Hyperthermie auf

die Erregbarkeit des Hirngewebes von juvenilen Ratten

In Vitro-Experimenten wurden zwei Modelltypen verwendet. Ein akutes
Anfallsmodell, bei dem durch thermische Induktion ein epileptischer Anfall
ausgeldst wurde. Und ein chronisches Epilepsie-Modell, bei dem die
Tiere durch einen primaren Fieberkrampf, der eben so thermisch
ausgeldst wurde, nach einer Latenzzeit (vier Wochen) durch einen
unphysiologischen Reiz hypersensible neuronale Aktivitaten zeigten, in

Form von SD und epileptischen Entladungen.

3.2.1 Auslosung der SD und EFP durch Superfusion von
reduziertem NaCl (50%) in ACSF-Losung

Als pathologischer Reiz diente in diesem Versuch, wie auch bei den
Kontrollversuchen, die niedrigdosierte NaCI-ACSF-Losung.

Insgesamt konnte in 47 Praparaten von 63 epileptische Aktivitat durch
Reduzierung der NaCl in ACSF induziert werden. Bei den 24 Schnitten
wurde gleichzeitig SD und EFP registriert, bei 6 lediglich nur SD und bei
17 ausschlieBlich EFP.

In 21,6% -Schnitten der Gruppe | wurde 10 SD beobachtet (3,0 £ 0,6 pro
1 Schnitt). Bei den 19,9% Praparaten wurde in der Gruppe Il das
Auftreten von SD registriert, dabei lag die mittlere Anzahl von SD (n = 19)
pro 1 Schnitt bei 4,0 £ 1,5. In der Gruppe Ill ergaben sich 19 SD (5,6
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1,2 SD pro 1 Schnitt) aus 40% Hirnschnitten. Insgesamt nahm die
Sensibilitat zum Auslosen der neuronalen Aktivitaten nach dem akuten
Fieberkrampf im Vergleich zu den Kontroll-Gruppen ab, wobei die alteren
Ratten eine hdhere Sensibilitat gegen sehr jungen Ratten zeigten (Abb.
3-10).

Bei den Ratten der Gruppe Ic wurden in 27,3% Gewebepraparaten 14
SD (3,6 £ 0,7 pro 1 Schnitt) beobachtet. In 63,6% Praparaten der
Gruppe llc stellten wir insgesamt 21 SD (3,6 £ 0,4 pro 1 Schnitt) fest und
in der llic die Anzahl der SD war insgesamt 34 (5,5 + 0,6 pro Schnitt) in
100 % Schnitten. Verglichen der llic mit der Kontollgruppen Il (22,2%)
dieses Alters war die Bereitschaft epileptiforme Aktivitat auszulésen um
4,5 mal hoher (Abb. 3-10).

Es besteht einen signifikanten Unterschied fur die Frequenz von EFP der
akuten und chronischen Hyperthermie-Gruppen: die mittlere Frequenz
der Gruppe lll lag deutlich héher (P < 0,001) als bei der Gruppe | und Il
der akuthyperthermierten Tieren und die Frequenz der Gruppe llic lag
deutlich hoher (P = 0,001) als bei der Gruppe Ic der vier Wochen nach
dem Fieber Ratten. Die Dauer der epileptiformen Aktivitat zeigte eben so
den statistisch signifikanten Unterschied. Demnach hat die Dauer in der
Gruppe Il die héchsten Werte (P = 0,002) zwischen allen Gruppen des
akuten Hyperthermiemodells (Abb. 3-7 - 3-8).

Bei der Auswertung von SD-Parameter waren signifikante Unterschiede
fur die mittlere Amplitude und Dauer in der chronischen Form der
Hyperthermie auszumachen. Die SD von der Gruppe llic zeigte eine
Amplitude, die deutlich niedriger war (P = 0,003) als in restlichen
Gruppen. Die Dauer der SD in der Gruppe lllc war langer (P = 0,02) im
Vergleich zu der Gruppe Ic (Abb. 3-9). Die Latenz bis zum erscheinen der
ersten SD war in der Gruppe Il (6,1 £ 07 min) gegenuber der Gruppe |
(9,1 £ 1,2 min) signifikant erniedrigt (P = 0,002) und vier Wochen nach

der Hyperthermiebehandlung fand sich die Latenz bis zum erscheinen
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der ersten SD in der Gruppe Ic gegenuber der Gruppe llc und llic
signifikant hoher (P = 0,022).

Tab. 3-3 — 3-4 zeigen alle gemessenen SD- und EFP-Parameter von allen

Altersgruppen dieses Versuches kompakt.

Gr.l Gr.ll Gr.lll Gr.lc Gr.llc Gr.lllc

Schnitt- |4 3 4 4 7 9
Anzanhl
pro
Gruppe
SD- 10 16 19 14 21 34
Anzahl
pro
Gruppe
SD- 14,0+21 151+18 (17,3+1,2 |181+£2,0 (174+1,2 |13,7+1,0
Amplitude
in mV
SD-Dauer |36 +06 |46+03 (45+04 |36+03 [48+0,3 |52+04
in min
SD- 91+12 1/6,8+09 |6,1+07 19,1+25 [140+1,8 |125+0,8
Beginn in
min

Tab. 3-3: Auswertung der Kombi-Praparaten (Hippokampus, Laterale
Amygdala, Neocortex) von der akuten und chronischen
Hyperthermieversuchsreihe in allen Altersgruppen: Gruppe | (p 7-13), Gruppe Il
(p 14-19), Gruppe Il (p 20-24), Gruppe Ic (p 35-41), Gruppe llc (p 42-47) und
Gruppe lllc (p 48-52). Folgende SD-Parameter wurden in der Tabelle
dargestellt: Anzahl der Hirnschnitten pro Gruppe, SD-Anzahl pro Gruppe,

Amplitude in mV, Dauer in Minuten, Beginn in Minuten.
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Gr.l Gr.ll Gr.lll Gr.lc Gr.llc Gr.lllc

Schnitt- |5 4 4 4 5 9
Anzahl
pro
Gruppe

EFP- 93+18 |99+35 (265+55/254+7,4|616+6,5/76,8+6,7
Frequenz
pro 5 min

EFP- 92+15 |72+16 |54+09 |10,1+58 6,7+24 |58+1,2
Latenz in
min

EFP- 0,45+0,07 |0,35+0,03 |0,4 + 0,02 |0,45+0,08 0,45£0,03 0,4 + 0,09
Amplitude
in mV

EFP- 06+01 |09+0,1 |0,8+0,1 |045+0,2 0,5+0,3 (0,704
Dauer in
sec

Tab. 3-4: Auswertung der Kombi-Praparaten (Hippokampus, Laterale
Amygdala, Neocortex) von der akuten und chronischen
Hyperthermieversuchsreihe in allen Altersgruppen: Gruppe | (p 7-13), Gruppe Il
(p 14-19), Gruppe Il (p 20-24), Gruppe Ic (p 35-41), Gruppe lic (p 42-47) und
Gruppe llic (p 48-52). Folgende EFP-Parameter wurden in der Tabelle
dargestellt: Anzahl der Hirnschnitten pro Gruppe, EFP-Frequenz pro 5 min,

Latenzzeit in Minuten, Amplitude in mV, Dauer in Sekunden.
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Abb. 3-5: Wirkung von Low NaCl-Lésung auf SD in Amygdala-Hippokampus-
Neucortex-Schnittpraparaten, Ratte nach der akuten Hyperthermie.

A: Simultane Originalaufzeichnung von DC-Verschiebungen in 3 Gruppen:
Gruppe | (p 7-13), Gruppe Il (p 14-19), Gruppe Il (p 20-24).

FP 1 = Entorhinalcortex, FP 2 = Hippocampus, FP 3 = Amygdala,

FP 4 = Temporalcortex.

B: Die Propagation von SD ist am unterschiedlichen Beginn der SD-Auslenkung
zu erkennen. Die gepunktete Linie zeigt den Unterschied zwischen vier SD-
Anfangspunkten. Die haufigste SD-Propagation erfolgte in folgender Reihe :
Gruppe | :Temporalcortex->Amygdala->Entorhinalcortex(n = 2)

Gruppe Il : Entorhinalcortex-> Temporalcortex->Amygdala(n = 2)

Gruppe Il : Entorhinalcortex-> Temporalcortex->Amygdal->Hippocampus(n = 2)
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Abb. 3-6: Wirkung von Low NaCl-Lésung auf SD in Amygdala-Hippokampus-
Neucortex-Schnittpraparaten, Ratte nach der chronischen Hyperthermie.

A: Simultane Originalaufzeichnung von DC-Verschiebungen in 3 Gruppen:

Gruppe Ic (p 35-41), Gruppe llc (p 42-47) und Gruppe llic (p 48-52).

FP 1 = Entorhinalcortex, FP 2 = Hippocampus, FP 3 = Amygdala,

FP 4 = Temporalcortex.

B: Die Propagation von SD ist am unterschiedlichen Beginn der SD-Auslenkung zu
erkennen. Die gepunktete Linie zeigt den Unterschied zwischen vier SD-
Anfangspunkten. Die haufigste SD-Propagation erfolgte in folgender Reihe :

Gruppe | : Entorhinalcortex->Temporalcortex->Amygdala (n = 2)

Gruppe |l : Temporalcortex->Amygdala->Entorhinalcortex (n = 2)

Gruppe Il : Entorhinalcortex ->Temporalcortex->Amygdala-(n = 4)
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Abb. 3-7: (Legende siehe nachste Seite)
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Abb. 3-7: Wirkung von Niedrig-NaCl-Losung auf epileptiforme Feldpotentiale
(EFP) in Amygdala-Hippokampus-Neucortex-Schnitt-praparaten, Ratten nach
der akuten Hyperthermie, Gruppen I-lll: Gruppe | (p 7-13), Gruppe Il (p 14-19),
Gruppe Ill (p 20-24).

A: Originalaufzeichnung: Auslésung der EFP durch Superfusion von Low NaCl-
Ldsung.

B: Graphische Darstellung der EFP-Parameter: Frequenz von EFP , Amplitude
in mV und Dauer in sec pro 5 min.

Die mittlere Frequenz war in der Gruppe Il (P < 0,001) signifikant hoher als in
der Gruppe | und Il. Fir die Dauer der EFP ergab sich in der Gruppe Il einen
signifikanten Unterschied (P = 0,002) im Vergleich zur Gruppe |I.
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Abb. 3-8: (Legende siehe nachste Seite)
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Abb. 3-8: Wirkung von Niedrig-NaCl-Losung auf epileptiforme Feldpotentiale
(EFP) in Amygdala-Hippokampus-Neucortex-Schnitt-praparaten, Ratten nach
der chronischen Hyperthermie, Gruppen Ic-llic:

Gruppe Ic (p 35-41), Gruppe llc (p 42-47) und Gruppe llic (p 48-52).

A: Originalaufzeichnung: Auslésung der EFP durch Superfusion von Low NaCl-
Ldsung.

B: Graphische Darstellung der EFP-Parameter: Frequenz von EFP, Amplitude
in mV und Dauer in Sekunden pro 5 Minuten. Die mittlere Frequenz war in der

Gruppe lllc (P < 0,001) signifikant hoher als in der Ic.
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Abb. 3-9: (Legende siehe nachste Seite)
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Abb. 3-9: Graphische Darstellung der SD-Parameter: die Mittelwerte der Dauer
in Minuten und Amplitude in mV nach der Superfusion von Low NaCl-Lésung in
Amygdala-Hippokampus-Neucortex-Schnittpraparaten, Ratten. Kontrolle
(CTRL), akute Hyperthermie und chronische Hyperthermie, Kontrolle (CTRLc
entspricht dem Alter von Tieren der chronischen Hyperthermie). Gruppe | (p 7-
13), Gruppe Il (p 14-19), Gruppe lll (p 20-24), Gruppe Ic (p 35-41), Gruppe lic
(p 42-47) und Gruppe llic (p 48-52).

A: Die Dauer der DC-Negativierung zeigte einen signifikanten Unterschied in
der Gruppe lllc nach der chronischen Hyperthermie (P = 0,003) im Vergleich
zur Gruppe Ic und llc vom gleichen Versuch. Die mittlere SD-Dauer nach der
chronischen Hyperthermie verlangerte sich signifikant in der Gruppen llc

(P = 0,001) und lllc (P < 0,001) im Vergleich zur Kontrolle von Ratten des
gleichen Alters.

B: Der Mittelwert der Amplituden war signifikant hoher bei der Gruppe llic
nach der chronischen Hyperthermie (P = 0,02) als bei der Gruppe Ic und llc
vom gleichen Versuch. Vier Wochen nach der Hyperthermie ergab sich in der
Gruppe llic Feldpotentialabfall mit 13,7 £ 1,0 mV ein im Vergleich zur Kontrolle
15,8 + 2,2 signifikant (P = 0,04) niedriger Wert.
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A: prozentuales Verhaltnis von Hirnschnittpraparaten, bei denen SD

registriert wurden, zu den gesamten Schnitten pro Gruppe in %.
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Abb. 3-10: (Legende siehe nachste Seite)
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Abb. 3-10: Wirkung von Low NaCl-Lésung auf SD in Amygdala-Hippokampus-
Neucortex-Schnittpraparaten, Ratten. Gruppen I-lll: Kontrolle (CTRL), akute
Hyperthermie und chronische Hyperthermie, Kontrolle (CTRLc entspricht dem
Alter von Tieren der chronischen Hyperthermie): Gruppe | (p 7-13), Gruppe I
(p 14-19), Gruppe lll (p 20-24), Gruppe Ic (p 35-41), Gruppe llc (p 42-47) und
Gruppe lllc (p 48-52).

A: Prozentuales Verhaltnis von Hirnschnittpraparaten, bei denen SD registriert
wurden, zu den gesamten Schnitten pro Gruppe in %.

B: Durchschnittliche SD-Anzahl pro 1 Schnittpraparat. Signifikanter Unterschied
war in der folgenden Gruppen auszumachen: (P = 0,03) in der Kontroll-Gruppe
[l ( 5,9 £ 0,2) im Vergleich zur Kontroll-Gruppe | (4,5 £ 0,7); (P =0,04) bei der
Kontroll-Gruppe Ic (4,5 £ 1,0) im Vergleich zur Kontroll-Gruppe lllc (2,5 + 0,5);
(P = 0,03) in der Gruppe lll des akuten Hyperthermiemodells (5,6 £ 1,2) im
Vergleich zur Gruppe | (3,0 £ 0,6); (P = 0,01) bei der Gruppe llic des
chronischen Hyperthermiemodells (5,5 = 0,6) im Vergleich zur (3,6 + 0,7)
Gruppe Ic und llc (3,6 £ 0,4).
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3.2.2 Auslosung der SD und EFP durch extrazellulare

Tropfenapplikation einer 2mmol/l KCI-Losung

Die experimentell am haufigsten verbreitete Methode SD auszul6sen ist
die kortikale Applikation von Kaliumchlorid. Die extrazellulare
physiologische Kaliumkonzentration betragt im Gehirn 3mM und kann
sich wahrend neuronaler Aktivitat auf 12 mM erhdhen (Somjen, 1975).
Wahrend einer SD konnen die Werte auf 40 bis 60 mM ansteigen
(Lauritzen, Hansen, 1992). Um SD reproduzierbar auszuldsen wurde in
dieser Versuchsreihe diese Sequenz mit einer Tropfenapplikation einer

2 M KCI-Lésung aus einer Injektionsspritze lateral der Messelektroden
vorgenommen. Die Negativierung des DC-Potential erfolgte abrupt und
ohne jegliche Latenzzeit.

Es wurden 67 Versuche durchgefuhrt, bei denen 13 Gewebepraparate
nicht auf die KCI-Losung reagiert haben. In den 36 Schnitten wurden
gleichzeitig SD und EFP registriert, bei 14 lediglich nur SD und bei 4
ausschliel3lich EFP.

In 50,6% -Schnitten der Gruppe | wurden 5 SD beobachtet (1,8 £ 0,3 pro
1 Schnitt). Bei den 45,4% Praparaten wurde in der Gruppe Il das
Auftreten von SD registriert, dabei lag die mittlere Anzahl von SD (n = 17)
pro 1 Schnitt bei 3,1+0,3. In der Gruppe Il ergaben sich 22 SD (3,3 + 0,4
SD pro 1 Schnitt) aus 77,7% Hirnschnitten.

Bei den Ratten der Gruppe Ic wurden in 75,3% Gewebepraparaten 25
SD (2,1 £ 0,3 pro 1 Schnitt) beobachtet. In 66,6% Praparaten der
Gruppe llc stellten wir insgesamt 12 SD (2,8 + 0,5 pro 1 Schnitt) fest und
in der lllc die Anzahl der SD war insgesamt 38 (3,1+ 0,4 pro Schnitt) in
100 % Schnitten (Abb. 3-16).

Die Parameter der EFP: die Frequenz (P < 0,001) und die Dauer (P =

0,04) zeigten signifikante Differenz zwischen 3 Gruppen vom akuten
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Anfallsmodell. Wie man auch aus der graphischen Darstellung (Abb.3-13)
erkennen kann besitzt die Gruppe lll die hochsten Werte. Im chronischen
Epilepsie-Modell ergab sich die gleiche Tendenz bezuglich des
Unterschiedes von EFP-Parameter zwischen allen Gruppen. Im
Gegensatz zu der Ic und lic war die Frequenz (P = 0,007), die Amplitude
(P = 0,003) und die Dauer (P = 0,011) der Gruppe llic ebenso signifikant
héher (Abb.3-14).

Ein signifikanter Effekt nach der KCI-Applikation zeigte sich auch bei SD-
Induktion zwischen 3 Gruppen sowohl bei den Schnitten der akuten
Hyperthermieform als auch bei den Schnitten der chronischen
Hyperthermie. Dabei lagen die Ergebniswerte der Gruppe Ill vom akuten
Typ im Vergleich zu den restlichen hdher (die Amplitude (P = 0,03)). Im
chronischen Modell zeigte die Gruppe llic signifikanten Unterschied flr
die mittlere Amplitude (P = 0,01) im Vergleich zur Gruppe lc. Vier Wochen
nach der Hyperthermie ergab sich in der Gruppe llic flir mittlere SD-
Dauer ein im Vergleich zur  Gruppe Ic signifikant (P = 0,001) héheren
Wert (Abb. 3-15).

Tab. 3-5 — 3-6 zeigen die gemessenen SD- und EFP- Parameter von

allen Altersgruppen dieses Versuches kompakt.
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Gr.l Gr.ll Gr.ll Gr.lc Gr.llc Gr.lllc

Schnitt- |8 5 7 9 6 12
Anzahl
pro
Gruppe

SD- 17 14 22 25 12 38
Anzahl
pro

Gruppe
SD- 64+1,2 [187+20 [21,1+1,1 [17,5+17 [134£3,8 13,4 20,9
Amplitude
in mV

SD-Dauer 6,2 0,5 6,1 05 |62 £0,3 |48 0,5 /6,9
in min

+

0,779 0,7

Tab. 3-5: Auswertung der Kombi-Praparaten (Hippokampus, Laterale
Amygdala, Neocortex) von der akuten und chronischen
Hyperthermieversuchsreihe in allen Altersgruppen: Gruppe | (p 7-13), Gruppe Il
(p 14-19), Gruppe lll (p 20-24), Gruppe Ic (p 35-41), Gruppe llc (p 42-47) und
Gruppe lllc (p 48-52). Folgende SD-Parameter wurden in der Tabelle
dargestellt: Anzahl der Hirnschnitten pro Gruppe, Gesamt-SD-Anzahl pro

Gruppe, Amplitude in mV, Dauer in Minuten, Beginn in Minuten.
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Gr.l Gr.ll Gr.lll Gr.lc Gr.llc Gr.lllc

Schnitt- |7 3 7 9 7 8
Anzahl
pro
Gruppe

EFP- 15,9+6,8/11,9+25 38,5+4,7|28,9+3,8 30,7+35|594+9,3
Frequenz
pro 5 min

EFP- 0,33+0,02  0,33+0,02 |0,35+0,02 | 0,25+0,02 |0,3 + 0,05 0,35+0,01
Amplitude
in mV

EFP- 0,701 |10+0,2 |1,1+£04 |045+0,1 0,65+0,1/0,9+0,1
Dauer in
sec

Tab. 3-6: Auswertung der Kombi-Praparaten (Hippokampus, Laterale
Amygdala, Neocortex) von der akuten und chronischen
Hyperthermieversuchsreihe in allen Altersgruppen: Gruppe | (p 7-13), Gruppe Il
(p 14-19), Gruppe lll (p 20-24), Gruppe Ic (p 35-41), Gruppe llc (p 42-47) und
Gruppe lllc (p 48-52). Folgende EFP-Parameter wurden in der Tabelle
dargestellt: Anzahl der Hirnschnitten pro Gruppe, EFP-Frequenz pro 5 min,

Latenzzeit in Minuten, Amplitude in mV, Dauer in Sekunden

64



Gruppe | Gruppe Il Gruppe lll

FP1

FP2

FP3

FP4

FP2

FP3

FP 4

S —
-
—

FP 1 JI:\ﬁ
‘_’_‘_i_L/’—

\~

Abb. 3-11: Wirkung von KCI-Lésung auf SD in Amygdala-Hippokampus-Neucortex-
Schnittpraparaten, Ratte nach der akuten Hyperthermie. A: Simultane
Originalaufzeichnung von DC-Verschiebungen in 3 Gruppen:

Gruppe | (p 7-13), Gruppe Il (p 14-19), Gruppe Il (p 20-24).

FP 1 = Entorhinalcortex, FP 2 = Hippocampus, FP 3 = Amygdala,

FP 4 = Temporalcortex.

B: Die Propagation von SD ist am unterschiedlichen Beginn der SD-Auslenkung zu
erkennen. Die gepunktete Linie zeigt den Unterschied zwischen vier Anfangspunkten.
Die haufigste SD-Propagation erfolgte in folgender Reihe :

Gruppe | : Entorhinalcortex->Amygdala->Hippocampus (n = 3)

Gruppe |l : Entorhinalcortex->Amygdala->Temporalcortex (n = 2)

Gruppe Il : Entorhinalcortex >Amygdala->Hippocampus->Temporalcortex (n = 5)
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Abb. 3-12: Wirkung von KCI-Lésung auf SD in Amygdala-Hippokampus-Neucortex-
Schnittpraparaten, Ratte nach der chronischen Hyperthermie.
A: Simultane Originalaufzeichnung von DC-Verschiebungen in 3 Gruppen:
Gruppe Ic (p 35-41), Gruppe llc (p 42-47) und Gruppe llic (p 48-52).
FP 1 = Entorhinalcortex, FP 2 = Hippocampus, FP 3 = Amygdala,
FP 4 = Temporalcortex.
B: Die Propagation von SD ist an den unterschiedlichen Gipfeln der SD-Auslenkung zu
erkennen. Die gepunktete Linie zeigt den Unterschied zwischen vier Gipfeln. Die
haufigste SD-Propagation erfolgte in folgender Reihe :
Gruppe | : Entorhinalcortex->Amygdala->Temporalcortex (n = 3)
Gruppe Il : Entorhinalcortex->Hippocampus-> Temporalcortex (n = 2)
Gruppe Il : Entorhinalcortex-> Amygdala->Hippocampus (n = 4)
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Abb. 3-13: (Legende siehe nachste Seite)
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Abb. 3-13: Wirkung von 2 M KCI-LAosung auf epileptiforme Feldpotentiale (EFP)
in  Amygdala-Hippokampus-Neucortex-Schnittpraparaten, Ratten nach der
akuten Hyperthermie, Gruppen I-llI:

Gruppe | (p 7-13), Gruppe Il (p 14-19), Gruppe Il (p 20-24).

A: Originalaufzeichnung: Auslésung der EFP durch Applikation von KCI-L6sung.
B: Graphische Darstellung der EFP-Parameter: Frequenz von EFP, Amplitude
in mV und Dauer in Sekunden pro 5 Minuten.

Die mittlere Frequenz war in der Gruppe Ill (P = 0,007) signifikant hoher als in
der Gruppe | und Il. Fur die Dauer der EFP ergab sich in der Gruppe Il einen
signifikanten Unterschied (P = 0,04) im Vergleich zur Gruppe .
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Abb. 3-14: Wirkung von 2 M KCI-LAosung auf epileptiforme Feldpotentiale (EFP)
in  Amygdala-Hippokampus-Neucortex-Schnittpraparaten, Ratten nach der
chronischen Hyperthermie, Gruppen Ic-llic:

Gruppe Ic (p 35-41), Gruppe llc (p 42-47) und Gruppe llic (p 48-52).

A: Originalaufzeichnung: Auslésung der EFP durch Applikation von KCI-L6sung.
B: Graphische Darstellung der EFP-Parameter: Frequenz von EFP, Amplitude
in mV und Dauer in Sekunden pro 5 Minuten.

Die mittlere Frequenz war in der Gruppe lllc (P < 0,001) signifikant hoher als in
der Gruppe Ic und llc. Die Amplitude war ebenso signifikant hoher (P = 0,003)
bei der Gruppe llic im Vergleich zur Ic. Fur die Dauer der EFP ergab sich fur
die Gruppe llic einen signifikanten Unterschied (P = 0,011) im Vergleich zu

restlichen Gruppen.
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A: mittelwertige Dauer einer SD
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Abb. 3-15: (Legende siehe nachste Seite)
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Abb. 3-15: Graphische Darstellung der SD-Parameter: Die Mittelwerte der
Dauer in Minuten und Amplitude in mV nach kortikaler Applikation von 2M KCI-
Lésung an Amygdala-Hippokampus-Neucortex-Schnittpréparaten nach der
akuten und chronischen Hyperthermie, Ratten: Gruppe | (p 7-13), Gruppe Il (p
14-19), Gruppe lll (p 20-24), Gruppe Ic (p 35-41), Gruppe llc (p 42-47) und
Gruppe lllc (p 48-52).

A: Die Dauer der SD zeigte einen signifikanten Unterschied in der Gruppe llic
(7,8 £ 0,7 min) vom chronischen Typ (P = 0,001) im Vergleich zur Ic (4,8 £ 0,5
min) vom gleichen Typ. B: Die mittlere Amplitude war signifikant hoher bei der
Gruppe Ill vom akuten Typ (P = 0,03) als in der Gruppe | und Il vom gleichen
Versuch; Vier Wochen nach der Hyperthermie ergab sich in der Gruppe llic fur
DC-Negativierung mit 13,4 + 0,9 Mv ein im Vergleich zur Ic 17,5 £ 1,7
signifikant ( P = 0,01) niedriger Wert.
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A: mittelwertige SD-Anzahl pro 1 Schnitt
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Abb. 3-16: (Legende siehe nachste Seite)
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Abb. 3-16: Wirkung von KCI-Losung nach der akuten und chronischen
Hyperthermie auf SD in Amygdala-Hippokampus-Neucortex-Schnittpraparaten,
Ratten: Gruppe | (p 7-13), Gruppe Il (p 14-19), Gruppe Il (p 20-24), Gruppe Ic
(p 35-41), Gruppe llc (p 42-47) und Gruppe llic (p 48-52).

A: Verhaltnis von Hirnschnittpraparaten, bei denen SD registriert wurden, zu
den gesamten Schnitten pro Gruppe in %.

B: Durchschnittliche SD-Anzahl pro 1 Schnittpraparat. Signifikanter Unterschied
war in der folgenden Gruppen auszumachen: (P = 0,006) in der Gruppe lll des
akuten Hyperthermiemodells (3,3 + 0,4) im Vergleich zur Gruppe | (1,8 + 0,3);
(P = 0,036); bei der Gruppe llic des chronischen Hyperthermiemodells (3,1 +
0,4) im Vergleich zur Ic (2,1 £ 0,3).
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3.3 Ausbreitung von SD

Fur die Bestimmung des Ursprungsortes der SD-Ausbreitung wurde die
anatomische Region bestimmt, in der die ersten Feldpotentialanderungen
registriert werden konnten.

FUr die Hirnschnitte der Kontrollen ergab sich bezuglich des
Ursprungsortes folgende prozentuale Verteilung auf die anatomischen
Strukturen: Gruppe I-lll: 78% im EC, 12,5 % in LA und 9,5% im TE;
Gruppe Ic- llc : 80% im EC, 17,5 im TE und 2,5% in LA; Gruppe I-lll nach
akuter Hyperthermie: 79% im EC, 11% im TE und 10% in LA; Gruppe Ic-
lllc nach chronischer Hyperthermie: 85% im EC, 12% im TC und 3% in
LA. Die lokale Applikation von KCI-Ldsung flhrte zu folgender Verteilung
der Ursprungsregionen: Gruppe I-lll nach akuter Hyperthermie: 89,5% im
EC und 9,5% im TC; Gruppe Ic-llic nach chronischer Hyperthermie: 99%
im EC und 1% im TC. Ausgehend vom Ursprungsort wurde analysiert,
wie sich die SD Uber das Hirnschnittpraparat  ausbreitete. Die
Propagation der SD erreichte nicht in allen Hirnschnitten  vier
untersuchenden Regionen. In den folgenden Fallen wurde die
Propagation in allen vier anatomischen Orten beobachtet:
Kontrollgruppen: Gruppe I: 50%; Gruppe Il: 55,5%; Gruppe Ill: 70%;
Gruppe lc: 28%; Gruppe llc: 33%; Versuchsgruppe Il der akuten HT-
Form nach der Superfusion von Low NaCl-Losung: 55,5%;
Versuchsgruppen der akuten HT-Form nach der Applikation von KCI:
Gruppe II: 40%; Gruppe llI: 71,4%; Versuchsgruppen der chronischen
HT-Form: Gruppe Il: 33,3%; Gruppe IlI: 33,3%.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Modelltypen verwendet. Ein
akutes Anfallsmodell, bei dem durch thermische Induktion ein
epileptischer  Anfall ausgelost wurde. Und ein  chronisches
Epilepsiemodell, bei dem die Tiere durch einen primaren Fieberkrampf,
der eben so thermisch ausgelost wurde, nach einer Latenzzeit von vier
Wochen durch einen unphysiologischen Reiz hypersensible neuronale
Aktivitaten zeigten, in Form von SD und epileptischen Entladungen. Die
in der vorliegenden Arbeit gewahlten Modelle konzentrieren sich nicht
ohne Grund auf den Temporallappen bzw. Hippocampus. In dieser
Hirnregion ist die Schwelle fur die Entstehung epileptischer Aktivitat
besonders niedrig, was eine mogliche Erklarung dafur ist, dass sich etwa
zwei Drittel aller lokalisationsbezogenen Epilepsien dieser Region
zuordnen lassen (Siemes und Bourgeois, 2001). In den kombinierten
Hirnschnittpraparaten der vorbehandelten Tiere wurden SD und
epileptiforme Feldpotentiale durch eine Verminderung der extrazellularen
Natriumchloridkonzentration und eine kortikale Tropfenapplikation einer 2
M KCI-Lésung ausgelost. Es fanden sich bezlglich des Verhaltens
epileptischer Aktivitat in beiden Modellen signifikante Unterschiede im
Vergleich zu untereinander und zu Kontrollgruppen. Hinsichtlich der
Epilepsiebereitschaft wurde beobachtet, dass bei Hirnschnitten der
Ratten, die alter als 18 Tage waren und bei denen Fieberkrampf induziert
worden war, im Vergleich zu den Kontroll-Gruppen und zu den Gruppen
des gleichen Versuches die Schwelle zur Auslosung der epileptiformen
Aktivitat erniedrigt war sowohl direkt nach der Hyperthermie als auch 4
Wochen danach. Besonders bei den Ratten der Gruppe lll stellten wir
fest, dass alle zu untersuchenden Gewebe nach dem akuten
Fieberkrampf eine erhohte Sensibilitat bei der Entstehung von neuronaler

Aktivitat demonstrierten. Viel interessanter war zu beobachten, dass auch
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lang anhaltende Veranderungen bei Tieren dieser Gruppe auftraten (4
Wochen nach der Hyperthermie). Erhohte Korpertemperatur fuhrte im
Alter von 18 bis 24 Tagen zu einer Abnahme der Latenz und einer
Abnahme der Amplitude sowie eine Steigerung der Dauer von DC-
Negativierung. Ebenso lag die mittlere Anzahl der induzierten SD pro 1

Schnitt signifikant hoher, als bei den jungeren Ratten.

Die Applikation von KCI-Ldésung in einer Konzentration von 2 pmol/l
fuhrte in den Hirnschnitten von juvenilen Ratten der Gruppe Ill, sowohl
direkt nach der Hyperthermiebehandlung, als auch vier Wochen danach
zu einer signifikanten Erhdhung der Frequenz der EFP und einer
Zunahme der EFP-Dauer im Vergleich zu den anderen Gruppen. Durch
Superfusion der Low NaCIl-ACSF traten bei Tieren der Gruppe Il von
beiden Hyperthermiemodellen ebenfalls die EFP mit einer Frequenz auf,

die deutlich hdher war, als in der Gruppe von sehr kleinen Ratten.

Bei der Bestimmung des Ursprungsortes der SD-Ausbreitung fiel auf,
dass in den meisten Schnitten die Mehrheit der SD im entorhinalen
Kortex Ihr Ursprung hatten. Dieses Ergebnis wurde auch in dem Niedrig
-Mg-Modell vorangegangener Studien beobachtet ( Holtkam et al, 2003).
FUr die Bevorzugung dieser Region als Ursprungsort konnten Neurone im
EC verantwortlich sein, die in einem standigen Erregungszustand
befinden (Berretta and Jones, 1996). Die Ergebnisse dieser Studie
belegen, dass dieser Erregungszustand auf das Vorhandensein
prasynaptischer NMDA-Rezeptoren in diesem Ort zurlckzufuhren ist. Die
Aktivierung von NMDA-Receptoren bewirkt kontinuierliche Ausschuttung
des exzitatorischen Neurotransmitter Glutamat. Glutamat ist wesentlich
an der Ausbreitung von SD beteiligt. Der Ursprungsort epileptiformer
Aktivitat entspricht der Lokalisation der Neuronenpopulation, die zu

Beginn zugleich depolarisiert. Ausgehend von dieser Region werden
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umliegende Nervenzellen einbezogen. Fur die Ausbreitung neuronaler
Aktivitat sind verschiedene Mechanismen der Erregungsfortleitung von
Bedeutung. Die synaptische Ubertragung stellt unter
Normalbedingungen den entscheidenden Kommunikationsmechanismus
der Nervenzellen dar. Hierbei setzt das prasynaptische Neuron
Transmitter frei, die postsynaptisch an Rezeptoren binden und so den
Erregungszustand des nachgeschalteten Neurons beeinflussen. Es hangt
vom freigesetzten Transmitter ab, ob es zu einer exzitatorischen
(vorwiegend Glutamat) oder inhibitorischen (vorwiegend GABA) Wirkung
kommt. Wahrend Inhibitore eine Hyperpolarisation des
Membranpotentials bewirken, fihren exzitatorische Neurotransmitter zur
Depolarisation und ggf. zur Entstehung eines Aktionspotentials. Der
Nervenleitgeschwindigkeit entsprechend, die in erster Linie vom
Myelinisierungsgrad des Neurons abhangt, wird das Aktionspotential

axonal fortgeleitet.

Wie beim Kleinkind und Kind verlaufen epileptische Anfalle auch bei
Tieren wahrend der Ontogenese anders als bei Erwachsenen. Bei jungen
Tieren hangt epileptische Aktivitat von den bereits etablierten
synaptischen Verbindungen im Nervensystem, von der Expression der
lonenkanalen und Bindungsstellen fir Botenstoffe (Transmitter,
Neuromodulatoren, Neurohormone) und von den Mechanismen der
Elektrolyt-Regulation ab. Wahrend der Entwicklung des ZNS werden
sowohl erregende wie auch hemmende Verbindungen in Uberzanhl
angelegt. Zur physiologischen Hirnreifung gehort eine selektive
Degeneration dieser Uberzahlig angelegten Nervenzellen (E.Kandel and
J.Schwarz, 1985). Aufgrund der vermehrt angelegten synaptischen
Verbindungen ist es zu erwarten, dass die Epilepsiebereitschaft bei
neugeborenen Tieren grofler ist. Dies ist allerdings nicht unmittelbar

nach der Geburt der Fall. In der Tat zeigte sich, dass an den
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neokortikalen Hirnschnitten der gesunden Ratten zwischen Tag 15 und
Tag 24 postnatal die Fahigkeit zur Ausbildung von epileptiformer Aktivitat
sehr hoch war und dann bald wieder sich zurlck bildete. Wie unsere
Experimente demonstrierten wurde dann die Epilepsiebereitschaft im
Alter von Uber 40 Tagen immer weniger.

Diese erhohte Epilepsiebereitschaft im juvenilen Alter rihrt u.a. von der
verstarkten erregenden synaptischen Kopplung her. Spezifisch ist die
NMDA-Rezeptoren-Expression. Wahrend bei neugeborenen Ratten die
NMDA-Rezeptoren noch weitgehend auf die Zellsomata beschrankt sind,
werden sie im Laufe der Ontogenese auch im Dendritenbaum exprimiert
und erreichen zwischen Tag 12 und 20 das Maximum. Die Zahl der
aktivierbaren NMDA-Rezeptoren nimmt dann im Laufe der weiteren
Hirnentwicklung ab. Dieser Anhaltspunkt einer vermehrten NMDA-
Rezeptoren-Exprimierung ist an erhohter Krampfbereitschaft von
juvenilen Ratten beteiligt (B.Hamon, U.Heinemann; 1987).

Ursache der Epilepsie ist einerseits ein Ungleichgewicht von
exzitatorischen und inhibitorischen Einflussen, die zur Hypererregbarkeit
fuhren und andererseits eine abnorme synchronisierte Aktivitat grof3erer
neuronaler Verbande. Als Resultat kommt es in den betroffenen
neuronalen Netzwerken zu Krampfanfallen, einer zufalligen synchronen
unkontrollierten Entladung einer Nervenzellgruppe. Vermehrte synchrone
Entladungen konnen Spreading Depression auslosen (M.Lauritzen,1994),
ein Phanomen, das erstmals bei Untersuchungen an Tiermodellen zur
Epilepsie beobachtet wurde. Bei der Spreading Depression handelt es
sich um eine sehr starke voribergehende Depolarisation der Nerven-
und Gliazellen der Hirnrinde, die sich mit 3-5 mm/min Uber die
Kortexhemisphare ausbreitet. Wahrend der SD kommt es zu grof3en
Umverteilungen von lonen zwischen dem Extra- und Intrazellularraum
sowie einem Wassereinstrom in die Zellen. Die extrazellulare

Kaliumkonzentration steigt bis 60 mM an und Natrium, Chlorid- und
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Kalziumkonzentrationen werden stark vermindert. Gleichzeitig entwickelt
sich ein sehr groRes negatives Feldpotential (20-35 mV). Kaliumionen
und der exzitatorische Glutamat sind wesentlich an der Propagation der
SD beteiligt. In der vorliegenden Arbeit wurde SD u.a. durch Applikation
von Kalium hervorgerufen. Trotz sehr starker Kaliumakkumulation kam es
bei sehr jungen Ratten (p<11) auch nach der direkten Hyperthermie nicht
zur Auslésung der SD. Erst wenn die jungen Ratten alter waren gelang es
die reproduzierbaren SD auszuldsen. Dass SD bei sehr jungen Ratten
schwer auslosbar ist, konnte auf einen Schutzmechanismus hindeuten,
da das neugeborene Tier und der Saugling einem starkeren Risiko
anoxischer Situationen ausgesetzt ist. Spreading Depression ist u.a. der
initiale Vorgang bei hypoxischen Zustanden. Die Rolle von SD wahrend
der Ontogenese ist daher wichtig. Das Auftreten von SD bei Tieren
wahrend der Reifung des Nervensystems versetzt das Gewebe in die
Lage selektiv degenerative Prozesse in die Wege zu leiten um Uberzahlig
angelegten  Nervenzellen und Verknipfungen zu eliminieren.
(U.Heinemann et al; 1987). Durch die Verminderung der erregenden
Verbindungen im  neokortikalen = Gewebe nimmt auch die

Krampfbereitschaft ab.

Eine der mdglichen Ursachen von Entstehung der Epilepsiekrampfen im
Kindesalter ist das Fieber. Fieberkrampfe gehoren zu den haufigsten
pathologischen Aktivitdten des Gehirns bei Kindern. Zur Auslésung von
temperaturinduzierten epileptischen Anfallen wurde vor 30 Jahren das
Tiermodell der Hyperthermie entwickelt (D.Holtzman et al, 1981). Auch in
unseren Untersuchungen wurde die Auslosung von epileptiformen
Anfallen durch Hyperthermie in vivo tierexperimentelles Modell flir den
Fieberkrampf eingesetzt. Dabei hat sich gezeigt, dass Fieberkrampf in
praktisch allen sehr jungen Ratten durch eine Erhdhung von

Korpertemperatur ausgelost werden kann. Das Modell legt daher nahe,
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dass einer mit Fieber verbundene Temperaturerhohung, auch beim
Menschen ein entscheidender Faktor in der Induktion von Fieberkrampf
ist. In dieser Arbeit werden Fieberkrampfe als mogliche Ursache von
Epilepsie diskutiert. Es setzt voraus, dass es durch die Fieberkrampfe zu
Anderungen der Strukturen und Funktionen des Gehirns kommt, die die
Hyperthermieanfalle Uberdauern. Dass durch Korpertemperaturerhohung
spontane epileptiforme Entladungen in juvenilen Ratten auslésbar sind
belegen mehrere Studien. Wahrend des Fiebers steigt die extrazellulare
Kaliumkonzentration voribergehend aus dem normalen 5mM bis zur 40
mM und es kommt zur charakteristischen Hyperthermie-Antwort in Form
von SD. Bei langanhaltender Temperaturerhohung kommt es in der
Regel zu mehrmals wiederholten Spreading Depression (J.Wu et al;
2000). Der Effekt von repetitiver SD auf Neurodegeneration bei juvenilen
Ratten wurde kurzlich untersucht (Pomper et al, 2006; M. Jafarian et al;
2010). Dabei wurde belegt, dass in den kleinen Tieren, bei denen die
repetitiven SD ausgeldst wurden, nach der Latenzzeit von 4 Wochen eine
signifikant hohere Dichte von sogenannten ,Dark cells“ im Vergleich zur
Kontrolle resultierte. Der Zunahme der Dark Neuronen lasst auf einen
Vermehrten Zelluntergang schliellen. Die Mechanismen von der
Entstehung von Dark Neuronen durch SD sind nicht weitgehend geklart.
SD ist stetig mit der massiven Umverteilung der lonen und des Wassers
zwischen intra- und extrazellularem Raum begleitet. Dramatische
Anderung der GroRe der Neuronen durch Umverteilung des Wassers
kann der physikalische Mechanismus zur Bildung der Dark Neuronen
sein. Der inhibierende Neurotransmitter Glutamat tragt essentiell zur
Entstehung und Ausbreitung von SD bei (Kager et al, 2000; Smith et al,
2006). Cortical Spreading Depression reguliert die Bindungsstellen von
Glutamat NMDA-, AMPA,-und Kainaterezeptoren im Neucortex der
Ratten (Haghir et al, 2009; Menniti et al, 2000). Infusion von NMDA

produziert Dark Neuronen im Neuronalgewebe (Dietrich et al, 1992).
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Wie es auch aus der Studie, die im Institut fur Physiologie | der WWU
Munster kurzlich absolviert wurde, hervorgeht, dass im Tiermodell der
Hyperthermie  morphologische Veranderungen, im Sinne einer
Neurodegeneration festgestellt wurden. Und dartber hinaus liel® es in
dieser Studie eine erhohte Expression der NMDA-Rezeptoren in
Hirnschnitten der kleinen Ratten 4 Wochen nach dem  akuten
Fieberkrampf feststellen. Die Mechanismen, die zum komplexen Bild der
fieberkrampfinduzierten  Hirnschadigungen flhren, sind vielfaltig und
nicht ausreichend aufgeklart. Im Vordergrund stehen NMDA-Rezeptor
vermittelte Zellschadigungen, die durch eine vermehrte
Glutamatfreisetzung in den glutamatergen  Schaltkreisen des
Hippokampus, des Entorhinalkortex und in der Amygdala als Folge der
epileptischen Anfallen induziert werden. Im Gegensatz dazu flhrten
wiederholte SD im gesunden Hippokampus von adulten Tieren nicht zu
Zellschaden (Nedergaard and Hansen, 1988). Diese sind fir adulte Tiere
ausschlieldlich im vorgeschadigten, z.B. hypoxischen Hippokampus
beschrieben (Bush et al., 1996).

Das Auftreten starker frihkindlicher Fieberkrampfe ist eine primare
Ursache zur spateren Entwicklung einer Temporallappenepilepsie.
Pathologisches Merkmal der TLE sind schwere neurodegenerative
Veranderungen im Bereich des Hippokampus (Ammon's Horn-Sklerose)
und angrenzender Hirnareale (Amygdala, entorhinaler Kortex). Zellulare
Veranderungen im Hippokampus flhren zum Untergang von
Pyramidenzellen in den Regionen CA1, 3 und 4, wahrend Interneurone
und Gliazellen erhalten bleiben. Dabei kommt es zur Ausbildung neuer,
synaptischer Verbindungen durch die Neurone der uUberlebenden
Nervenzellen sowie zur Bildung von Narben. Die Folge sind veranderte
Netzwerkeigenschaften, die als Grundlage epileptogener Mechanismen

sind. Es konnte also vermutet werden, dass Fieberkrampfe in sehr
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jungem Alter das normale Reifungsprogramm des menschlichen
Hippokampus storen und nachfolgend zu einer erhdhten Bereitschaft

desselben fur das Auftreten unprovozierter Anfalle fihren.
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5. Zusammenfassung

Auch aus der anderen Studien geht hervor, dass Hirngewebe von jungen
Tieren anfalliger fur SD-Induktion ist, als das Gewebe von alteren
(Luhmann and Kral, 1997) und dass das Alter dem Alter von
Fieberkrampfen der 11 bis 12 Tage ahnlich ist (Baram et al., 1998). SD
kann im erwachsenen Alter auftreten, aber dabei sinkt die
Ausbreitungsgeschwindigkeit (Guedes et al.,, 1996). Bei Ratten im Alter
von 18-22 Tagen sind SD in hippokampalen Schnitten leichter zu
produzieren, als in denen von 10-15 oder 28-32 Tagen nach der Geburt
(Kreismann and Smith, 1993). SD als Fieberantwort war besser in
Hirnpraparaten bei Ratten im Alter von 17-60 Tagen reproduzierbar, als
in denen von 8-16 oder alter als 60 Tage (Wu et al., 2000).

In unserem Experiment demonstrierten Tiere im Alter von 18 bis 24
Tagen eine signifikant hohere Epilepsiebereitschaft sowohl direkt, als
auch vier Wochen nach dem Fieber. Als Zeichen einer leichteren
Ausldsbarkeit von SD nach der Hyperthermiebehandlung fand sich eine
Abnahme der Latenz. Bezuglich der elektrophysiologischen
Charakteristika von SD zeigte sich eine signifikante Zunahme der Dauer
des negativen Feldpotentials. Die zunehmende Dauer von SD und die
damit einhergehenden lonenverschiebungen weisen auf eine
pathologische Veranderung bzw. Einschrankung der
Kompensationsmechanismen von Nerven- und Gliazellen hin (Pomper et
al., 2006). Als Zeichen einer neuronalen Storung konnte eine Abnahme
der Feldpotentialamplitude beobachtet werden. Nach dem bisher
dargestellten konnte gezeigt werden, dass die Fahigkeit bzw.
Bereitschaft zum Auslosen epileptischer Aktivitat altersabhangig und
wahrend der Ontogenese der Hirngewebe bei der Ratte hoch ist. Und

eine Hyperthermie, also auch Fieber, kann vor allem wahrend der
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Ontogenese zu einer andauernden Veranderung zellularer Erregbarkeit
fuhren. Folgende Interpretation der Ergebnisse ist denkbar: Das unreife
Hirngewebe ist anfalliger fir SD und dadurch resultierenden
Zellschaden. Die enge Verwandtschaft zwischen der Spreading
Depression und dem Fieber zeigte bei zahlreichen Untersuchungen eine
Beziehung dieser beiden Phanomene. Dementsprechend konnen
Fieberkrampfe in jungem Alter das normale Reifungsprogramm vom
kortikalen Gewebe stéren und nachfolgend zu einer erhdhten Bereitschaft

desselben fur das Auftreten epileptischer Anfalle fihren.

Unsere Ergebnisse geben nicht an auf welche Mechanismen erhdhte
epileptische Aktivitat direkt und 4 Wochen nach der Hyperthermie
zuruckzufuhren ist, deuten jedoch darauf hin, dass die klinischen
Fieberkrampfe einen akuten und chronischen Effekt auf die neuronale
Erregbarkeit in den kleinen Ratten besitzen.

Ein besseres Verstandnis der zugrunde liegenden Mechanismen von
Fieberkrampfen kdonnte dazu fuhren neue Strategien in der Pravention

und Behandlung von Fieberkrampfen zu entwickeln.
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8. Anhang
8.1 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1-1: A: Aristides Azevedo Pacheco Le&o. Journal of
Nourophysiology, 1944, B: Anderungen physiologischer Parameter
wahrend einer SD.

Leao’s originale lllustration einer SD von 1944.

Abb. 1-2: Darstellung einer DC-Potentialwelle nach Injektion von KCI
(83M) am menschlichem Neocortex.

Abb. 2-1: Darstellung der Messmethode fur eine SD.

Abb. 2-2: Darstellung der Messmethode fur eine EFP.

Abb. 3-1: Wirkung von Low NaCl-Losung auf SD in Amygdala-
Hippocampus-Neucortex-Schnittpraparaten, Ratte (Kontrollversuch). A:
Simultane Originalaufzeich- nung von DC-Verschiebungen in 3 Gruppen.
B: Propagation von SD.

Abb. 3-2: Wirkung von Low NaCl-Losung auf SD in Amygdala-
Hippocampus-Neucortex-Schnittpraparaten, Ratte (Kontrollversuch vom
chronischen Typ). A: Simultane Originalaufzeichnung von DC-
Verschiebungen in 3 Kontroll-Gruppen. FP 1 = Entorhinalcortex, FP 2 =
Hippocampus, FP 3 = Amygdala, FP 4 = Temporalcortex. B: Propagation
von SD.

Abb. 3-3: Wirkung von Niedrig-NaCl-Lésung auf epileptiforme
Feldpotentiale (EFP) in Amygdala-Hippocampus-Neucortex-
Schnittpraparaten, Ratten der Kontroll-Gruppen I-lll (CTRL, ohne
Hyperthermiebehandlung). A: Originalaufzeichnung: Auslésung der EFP
durch Superfusion von Low NaCl-Lésung. B: Graphische Darstellung der
EFP-Parameter: Repetitionsrate, Amplitude in mV und Dauer in sec pro

5 min.



Abb. 3-4: Wirkung von Niedrig-NaCl-Losung auf epileptiforme
Feldpotentiale (EFP) in Amygdala-Hippocampus-Neucortex-
Schnittpraparaten, Ratten der Kontroll-Gruppen Ic-llic (CTRLc, ohne
Hyperthermiebehandlung, entsprechen dem Alter von Ratten der
chronischen Hyperthermie). A: Originalaufzeichnung: Auslésung der EFP
durch Superfusion von Low NaCl-Lésung. B: Graphische Darstellung der
EFP-Parameter: Repetitionsrate, Amplitude in mV und Dauer in sec pro
5 min.

Abb. 3-5: Wirkung von Low NaCl-Lésung auf SD in Amygdala-
Hippocampus-Neucortex-Schnittpraparaten, Ratte nach der akuten
Hyperthermie. A: Simultane Originalaufzeich- nung von DC-
Verschiebungen in 3 Gruppen. FP 1 = Entorhinalcortex, FP 2 = Hippo-
campus, FP 3 = Amygdala, FP 4 = Temporalcortex. B: Propagation von
SD.

Abb. 3-6: Wirkung von Low NaCl-Lésung auf SD in Amygdala-
Hippocampus-Neucortex-Schnittpraparaten, Ratte nach der chronischen
Hyperthermie. A: Simultane Originalauf- zeichnung von DC-
Verschiebungen in 3 Gruppen. FP 1 = Entorhinalcortex, FP 2 = Hippo-
campus, FP 3 = Amygdala, FP 4 = Temporalcortex. B: Propagation von
SD.

Abb. 3-7: Wirkung von Niedrig-NaCl-Losung auf epileptiforme
Feldpotentiale (EFP) in Amygdala-Hippocampus-Neucortex-
Schnittpraparaten, Ratten nach der akuten Hyperthermie, Gruppen I-Ill.
A: Originalaufzeichnung: Auslésung der EFP durch Superfusion von Low
NaCl-Lésung. B: Graphische Darstellung der EFP-Parameter:

Repetitionsrate, Amplitude in mV und Dauer in sec pro 5 min.



Abb. 3-8: Wirkung von Niedrig-NaCl-Losung auf epileptiforme
Feldpotentiale (EFP) in Amygdala-Hippocampus-Neucortex-
Schnittpraparaten, Ratten nach der chronischen Hyperthermie, Gruppen
Ic-lllc. A: Originalaufzeichnung: Auslésung der EFP durch Superfusion
von Low NaCl-Lésung. B: Graphische Darstellung der EFP-Parameter:
Repetitionsrate, Amplitude (in mV und Dauer in sec pro 5 min.

Abb. 3-9: Graphische Darstellung der SD-Parameter: die Mittelwerte der
Dauer und Amplitude nach der Superfusion von Low NaCl-Lésung in
Amygdala-Hippocampus-Neucortex-Schnittpraparaten, Ratten. Gruppen
I-111: Kontrolle (CTRL), akute Hyperthermie und chronische Hyperthermie,
Kontrolle (CTRLc entspricht dem Alter von Tieren der chronischen
Hyperthermie).

Abb. 3-10: Wirkung von Low NaCl-Lésung auf SD in Amygdala-
Hippocampus-Neucortex-Schnittpraparaten, Ratten.  Gruppen  I-lll:
Kontrolle (CTRL), akute Hyperthermie und chronische Hyperthermie,
Kontrolle (CTRLc entspricht dem Alter von Tieren der chronischen
Hyperthermie). A: Verhaltnis von Hirnschnittpraparaten, bei denen SD
registriert wurden, zu den gesamten Schnitten pro Gruppe in %. B:
Durchschnittliche SD-Anzahl pro 1 Schnittpraparat.

Abb. 3-11: Wirkung von KCI-Lésung auf SD in Amygdala-Hippocampus-
Neucortex-Schnittpraparaten, Ratte nach der akuten Hyperthermie. A:
Simultane Original- aufzeichnung von DC-Verschiebungen in 3 Gruppen.
FP 1 = Entorhinalcortex, FP 2 = Hippocampus, FP 3 = Amygdala, FP 4 =
Temporalcortex. B: Propagation von SD.

Abb. 3-12: Wirkung von KCI-Lésung auf SD in Amygdala-Hippocampus-
Neucortex-Schnittpraparaten, Ratte nach der chronischen Hyperthermie.
A: Simultane Originalaufzeichnung von DS-Verschiebungen in 3
Gruppen. FP 1 = Entorhinalcortex, FP 2 = Hippocampus, FP 3 =
Amygdala, FP 4 = Temporalcortex. B: Propagation von SD.



Abb. 3-13: Wirkung von 2 M KCI-Losung auf epileptiforme Feldpotentiale
(EFP) in Amygdala-Hippocampus-Neucortex-Schnittpraparaten, Ratten
nach der akuten Hyperthermie, Gruppen I-lll. A: Originalaufzeichnung:
Auslosung der EFP durch Applikation von KCI-Lésung. B: Graphische
Darstellung der EFP-Parameter: Frequenz, Amplitude in mV und Dauer
in sec pro 5 min.

Abb. 3-14: Wirkung von 2 M KCI-Lésung auf epileptiforme Feldpotentiale
(EFP) in Amygdala-Hippocampus-Neucortex-Schnittpraparaten, Ratten
nach der  chronischen Hyperthermie, Gruppen [-111. A:
Originalaufzeichnung: Auslosung der EFP durch Applikation von KCI-
Lésung. B: Graphische Darstellung der EFP-Parameter: Repetitionsrate,
Amplitude in mV und Dauer in sec pro 5 min.

Abb. 3-15: Graphische Darstellung der SD-Parameter: Die Mittelwerte
der Dauer und Amplitude nach der lokalen Applikation von 2M KCI-
Losung an Amygdala-Hippocampus-Neucortex-Schnittpraparaten,
Ratten. Gruppen I-1ll: akute Hyperthermie und chronische Hyperthermie.
Abb. 3-16: Wirkung von KCI-Lésung auf SD in Amygdala-Hippocampus-
Neucortex-Schnittpraparaten, Ratten. Gruppen I-1ll: akute Hyperthermie
und chronische Hyperthermie. A: Verhaltnis von Hirnschnittpraparaten,
bei denen SD registriert wurden, zu den gesamten Schnitten pro Gruppe

in %. B: Durchschnittliche SD-Anzahl pro 1 Schnittpraparat.



8.2 Tabellenverzeichnis

Tab. 2-1: Zusammensetzung der verwendeten Losungen.
Tab. 3-1: Auswertung der Kombi-Praparaten (Hippocampus, Amygdala,
Neocortex) von der Kontrollversuchsreihe in allen Altersgruppen. Folgende SD-
Parameter wurden in der Tabelle dargestellt: Anzahl der Hirnschnitte, SD-
Anzahl, Amplitude in mV, Dauer in minuten, Beginn in minuten.
Tab. 3-2: Auswertung der Kombi-Praparaten (Hippocampus, Amygdala,
Neocortex) von der Kontrollversuchsreihe in allen Altersgruppen. Folgende
EFP-Parameter wurden in der Tabelle dargestellt: Anzahl der Hirnschnitten,
EFP-Frequenz pro 5 min, Latenzzeit in minuten, Amplitude in mV, Dauer in
Sekunden.
Tab. 3-3: Auswertung der Kombi-Praparaten (Hippocampus, Laterale
Amygdala, Neocortex) von der akuten und chronischen
Hyperthermieversuchsreihe in allen Altersgruppen. Folgende SD-Parameter
wurden in der Tabelle dargestellt: Anzahl der Hirnschnitten, SD-Anzahl,
Amplitude in mV, Dauer in Minuten, Beginn in Minuten.
Tab. 3-4: Auswertung der Kombi-Praparaten (Hippocampus, Laterale
Amygdala, Neocortex) von der akuten und chronischen
Hyperthermieversuchsreihe in allen Altersgruppen. Folgende EFP-Parameter
wurden in der Tabelle dargestellt: Anzahl der Hirnschnitten, EFP-Frequenz pro 5
min, Latenzzeit in minuten, Amplitude in mV, Dauer in Sekunden.
Tab. 3-5: Auswertung der Kombi-Praparaten (Hippocampus, Laterale
Amygdala, Neocortex) von der akuten und chronischen
Hyperthermieversuchsreihe in allen Altersgruppen. Folgende SD-Parameter
wurden in der Tabelle dargestellt: Anzahl der Hirnschnitten, Gesamt-SD-Anzahl,
Amplitude in mV, Dauer in Minuten, Beginn in Minuten.
Tab. 3-6: Auswertung der Kombi-Praparaten (Hippocampus, Laterale
Amygdala, Neocortex) von der akuten und chronischen
Hyperthermieversuchsreihe in allen Altersgruppen. Folgende EFP-Parameter
wurden in der Tabelle dargestellt: Anzahl der Hirnschnitten, EFP-Frequenz pro 5
min, Latenzzeit in minuten, Amplitude in mV, Dauer in Sekunden.

Vv



8.3 Abkurzungsverzeichnis

Abb.: Abbildung

AMPA: a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsaure
AS: Aminosaure

ATPase: Adenosintriphosphatase
Bzw: beziehungsweise

CGRP: calcitonin gene-related peptide
CSD: Corticale Spreading Depression
CTRL: Kontrollversuche

DC: Direct current

EC: entorhinaler Cortex

EEG: Elektroenzephalografie

EFP: Epileptiforme Felfpotentiale

FP: Feldpotential

GABA: Gamma-aminobutyric acid

HT: Hyperthermie

I: Liter

LA: laterale Amygdala

Lsg: Losung

min: Minute

ml: Milliliter

mmol: Millimol

mV: Millivolt

NMDA: N-Methyl-D-Aspartat

p: Tag

SD: Spreading Depression

SEM: mittlerer Fehler des Mittelwertes
Tab.: Tabelle

TC: temporaler Cortex

Y: Yamamoto

Mm: Mikrometer

u.a.: unter anderem
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