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Al: Auditorischer Kortex

AMPA: a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-1,4-Isoxazol-Propionsédure
CA: Cornu ammonis

DAB: 3,3-Diaminobenzidin

EcoG: Elektrokortikographie

EEG: Elektroenzephalographie

FL: Vorderpfote

GABA: y-Amino-Buttersiure

HL: Hinterpfote

LJ: Unterkiefer

MK-801: ((+)-5-Methyl-10, 11-Dihydro-SHDibenzo(a,d) Cyclohepten-5, 10-Imin)
mm: Millimeter

mRNA: messenger-Ribonukleinsdure

MRT: Magnet-Resonanztomographie

MW: Mittelwert

um: Mikrometer

NMDA: N-Methyl-D-Aspartat

NGS: Normales Ziegenserum

PAR: parietaler Kortex

PET: Positronen-Emissions-Tomographie

P: Postnataltag

PB: Phosphatpuffer

PBS: Phosphat gepufferte Normalsalzlosung
PMBSF: Posteromediales Barrel-Subfield
PO: Nukleus posterior des Thalamus

RSA: Retrosplenialer Kortex

S1: Somatosensorischer Kortex

SN: Schnauze

V1: Visueller Kortex
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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Fokale kortikale Dysplasien umfassen eine heterogene Gruppe meist angeborener
kortikaler Entwicklungsstorungen, die hdufig mit therapierefraktiren Epilepsien und/ oder
neuropsychologischen Defiziten assoziiert sind. Beim Menschen und in einem
Kilteldsionsmodell der Ratte sind diese histologisch als vierschichtiger Kortex mit einer
Einfaltung im Sinne eines Mikrosulkus charakterisiert. In elektrophysiologischen
Untersuchungen wurden bei Menschen und Nagetieren eine intrinsische Hyperexzitabilitit
ab dem 12. postnatalen Tag sowohl der Malformation als auch der morphologisch intakten
paramikrogyralen Zone festgestellt, die auf ein Ungleichgewicht zwischen GABA-erger
Inhibition und Glutamat vermittelter Exzitation zuriickgefiihrt wird.

Ziel dieser Studie war die Analyse der zeitlichen Dynamik der Regulation von GABAA-
Rezeptoruntereinheiten nach Induktion einer fokalen kortikalen Dysplasie an Ratten
wéhrend der ersten 21 Lebenstage. Dariliber hinaus wurde der Einfluss einer Kaélteldsion
auf die Struktur des somatosensorischen Kortex untersucht.

Fokale kortikale Dysplasien wurden nach der von Dvorak und Feit beschriebenen Methode
durch Aufbringen einer Gefrierldsion an neugeborenen Ratten induziert. Durch
immunhistochemische Farbungen wurden die GABA-Rezeptoruntereinheiten o, oz und
as nachgewiesen. AnschlieBend wurde die Verteilung der optischen Dichte der
Rezeptoruntereinheiten farbkodiert dargestellt und mit den Kontrolltieren verglichen. Die
Rekonstruktion und morphometrische Analyse des Barrelfields erfolgte durch eine
spezielle Software in Verbindung mit einer CCD-Farbkamera und einem Mikroskop.

Die vorliegende Arbeit belegt eine modulierte Expression verschiedener GABAa-
Rezeptoruntereinheiten in den ersten 21 Lebenstagen nach Induktion einer fokalen
kortikalen Dysplasie. Das gestorte Verteilungsmuster der Untereinheiten als
morphologisches Korrelat der Hyperexzitabilitit war nicht nur auf den Bereich der
Dysplasie beschrinkt, sondern betraf bihemisphirisch sowohl benachbarte als auch
entfernte neokortikale Areale und den Hippokampus. Diese Studie befindet sich in
Einklang mit vorangegangenen Arbeiten in denen eine verminderte Expression dieser
Rezeptoruntereinheiten bei adulten Ratten beobachtet wurde. Die ausgedehnte Modulation
der Verteilung der Rezeptoruntereinheiten wihrend der ersten 3 Wochen weist auf eine

moglicherweise  verzdgerte  Hirnentwicklung  hin, da die physiologischen
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Expressionsverdnderungen nicht oder zum Teil verlangsamt ablaufen. Trotz dieser
weitreichenden Verdnderungen der GABAa-Rezeptoruntereinheiten blieb die typische
Struktur des somatosensorischen Kortex in der Umgebung der Malformation weitgehend
erhalten. Lediglich die Flichen des posteriomedialen Barrel-Subfields und der Septen
waren bilateral im Areal der Représentation der Vorder- bzw. Hinterpfote nach 1 und 2
Wochen vermindert. Eine Hypothese zur Erklarung dieser Befunde geht von verminderten
Projektionen thalamokortikaler Neurone und kallosalen Faserverbindungen aus.

Es ist festzuhalten, dass sich die Expressionsmuster der GABAa-Rezeptoruntereinheiten
vor einer in elektrophysiologischen Studien nachweisbaren Hyperexzitabilitit &ndern und
die Flachen des Barrelfields bilateral bei erhaltener somatotoper Organisation kleiner

werden.
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Kortikale Dysgenesien stellen eine heterogene Gruppe angeborener oder erworbener
Storungen der kortikalen Entwicklung dar, die sowohl mit generalisierten Veranderungen
der Laminierung und Gyrierung als auch fokalen Texturstorungen einhergehen.

Das Spektrum der funktionellen Auswirkungen dieser Hirnldsionen ist weitldufig und
umfasst hdufig medikamentds therapierefraktire Epilepsien im Kindes- und
Erwachsenenalter, = schwerwiegende  motorische = Defizite, neuropsychologische
Auffilligkeiten, wie Dyslexien und mentale Retardierungen (Galaburda 1993, Gressens
1998, Guerrini et al. 1999, Lawrie et al. 1999). Fiir einen Teil dieser mit kortikalen
Malformationen assoziierten Erkrankungen sind zum einen Mutationen bestimmter Gene
(Crino und Eberwine 1997, Guerrini und Carrozzo 2002, Chang et al. 2003) und zum
anderen umweltbedingte Einfliisse nachgewiesen (Gressens 1998), jedoch ist die Atiologie
und Pathogenese weitestgehend unbekannt. Nicht alle kortikalen Malformationen sind
symptomatisch und mit einem neuropsychologischem Defizit oder einer Epilepsie
assoziiert (Kaufmann und Galaburda 1989, Kasper et al. 1999). Untersuchungen zur
Priavalenz fokaler kortikaler Dysplasien stehen bisher noch aus.

Die Manifestation der mit Malformationen einhergehenden Anfallsleiden ist vielgestaltig
und umfasst sowohl fokale als auch generalisierte Epilepsien. In Elektroenzephalographien
(EEG) und wihrend intraoperativer Elektrokortikographien (ECoG) konnte eine
intrinsische Epileptogenitit der Malformation nachgewiesen werden. Dabei war die iktale
oder kontinuierliche epileptische Aktivitit nicht ausschlieflich auf die fokale kortikale
Dysplasie beschrinkt, sondern betraf teilweise auch entfernte kortikale Areale wie den
Rolandischen Kortex (Palmini et al. 1994 und 1995).

Bevor die Magnetresonanz-Tomographie (MRT) weitldufig verfiigbar war, wurden
kortikale Malformationen in der Regel ausschlieflich post mortem neuropathologisch
diagnostiziert. Moderne bildgebende Verfahren erlauben daher heute in zunehmenden
MaBe eine frithzeitige Diagnose-Stellung und Einschédtzung der Prognose der fokalen
kortikalen Dysgenesien. In einer Studie zeigten MRT-Untersuchungen in 84 % der Fille
eine Ubereinstimmung mit dem elektroenzephalographischen Befund (Kuzniecky et al.
1993). Durch den Nachweis einer verdnderten Durchblutung oder Stoffwechselstorung

kann eine Positronen-Emissions-Tomographie von zusdtzlichem Nutzen sein, falls eine in
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der Magnetresonanz-Tomographie auffallende Malformation nicht identisch mit dem
epileptogenen Fokus ist (Fedi et al. 2001, Madakasira et al. 2002). Die verbesserten
diagnostischen Mdoglichkeiten gestatten dariiber hinaus die Planung epilepsiechirurgischer
Eingriffe, sofern die Anfélle nicht durch eine medikamentdse Therapie zu beherrschen sind
(Barkovich 1996, Hagemann et al. 2000 a, Barkovich et al. 2001).

Kortikale Dysplasien sind héufig auf eine Stérung der kortikalen Entwicklung
zuriickzufithren. Das zentrale Nervensystem entwickelt sich aus dem Neuralrohr, aus
dessen kaudalen Anteil das Riickenmark und aus dessen rostralen Abschnitt das Gehirn
entsteht. Aus der Gehirnanlage gehen das Rhombenzephalon, Mesenzephalon und
Prosenzepahalon hervor, das sich nach kurzer Zeit in zwei telenzephale Bldschen und das
Dienzephalon aufgliedert. Der Kortex entwickelt sich physiologischerweise aus diesen
telenzephalen  Bldschen in drei Phasen: Proliferations-, Migrations- und
Organisationsphase. In der Proliferationsphase bildet sich die Ventrikuldrzone aus
undifferenzierten Neuroepithelzellen. Durch Migration von Neuronen aus der
Ventrikuldrzone ab der 5. Schwangerschaftswoche entstehen in der zellreichen kortikalen
Platte entlang eines radidr von innen nach auflen gerichteten Reifungsgradienten zuerst die
Lamina V und zum Schluss die Lamina II (,,inside-out-layering®). Die spéteren Laminae I
und VI leiten sich aus der Marginalzone ab, die sich in einen inneren und duBleren Anteil
untergliedern ldsst, und die kortikale Platte einfasst. Ab der 15. Schwangerschaftswoche
beginnt die Organisationsphase, in der sich die eingewanderten Zellen weiter
differenzieren (Redecker et al. 2000 b).

Storungen der kortikalen Entwicklung lassen sich diesen drei Phasen entsprechend
zuordnen und manifestieren sich in der Proliferationsphase als Lisionen mit abnormaler
ZellgroBe und -struktur, wohingegen in der Migrationsphase Heterotopien mit Inseln
grauer Substanz in subkortikalen Schichten und wihrend der Organisationsphase
typischerweise Aberrationen der kortikalen Laminierung vorkommen (Barkovich 1996,
Hagemann et al. 2000 a, Redecker et al. 2000 b). Eine neuere Klassifikation kortikaler
Malformationen beriicksichtigt dariiber hinaus genetische, histopathologische und
neuroradiologische Befunde (Barkovich et al. 2001).

Die héufigste Variante der kortikalen  Entwicklungsstorung wihrend der
Organisationsphase ist die fokale Mikrogyrie mit den zuvor beschriebenen Charakteristika.

Als zugrunde liegender pathogenetischer Mechanismus wird eine zerebrale
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Perfusionsstorung mit  konsekutiver Hypoxie zwischen der 20. wund 30.
Schwangerschaftswoche vermutet. Mikrogyrien sind histologisch als vierschichtiger
Kortex mit einer Einfaltung im Sinne eines Mikrosulkus charakterisiert (McBride und
Kemper 1982). Im Zusammenhang mit dem Auftreten fetaler Zytomegalie-Virus-
Infektionen sind ebenfalls zerebrale Mikrogyrien beschrieben, die allerdings nicht auf eine
viral bedingte Stérung der Histogenese hinweisen, sondern auf eine Perfusionsstérung
(Marques Dias et al. 1984, lannetti et al. 1998).

Durch  Entwicklung tierexperimenteller —Dysplasie-Modelle sind  systematische
Untersuchungen der pathophysiologischen Auswirkungen Kkortikaler Malformationen
aufgrund der guten Reproduzierbarkeit ermdglicht worden. Die am weitesten verbreiteten
Methoden zur Induktion fokaler kortikaler Dysplasien sind Gefrierldsionen und Injektionen
von Ibotensdure. In mehreren Studien an Nagetieren konnten nach Aufbringen einer
Gefrierlasion am Tag der Geburt ebenfalls Mikrogyrien mit der zuvor beschriebenen
Morphologie induziert werden (Dvorak und Feit 1977, Jacobs et al. 1996, Redecker et al.
2000 a, Rosen et al. 2001). Die Induktion einer fokalen kortikalen Dysplasie am Tag der
Geburt einer Ratte entspricht etwa dem 4. bis 5. Schwangerschaftsmonat des Menschen,
also einem Zeitpunkt an dem die kortikale Entwicklung noch nicht abgeschlossen ist
(Rosen und Galaburda, 2000). Die Kélteldsion fiihrt insbesondere zu einem fokalem
Untergang der Laminae IV bis VIb, die zu diesem Zeitpunkt der kortikalen Entwicklung
bereits angelegt und an der kortikalen Oberfldche vorhanden sind. In den folgenden Tagen
wandern Neurone der Laminae II - III (IV) aus der morphologisch intakten
paramikrogyralen Zone in das nekrotische Areal ein und bilden die Lamina 2. Diese
tangentiale Expansion fiihrt zu einer Reorganisation des nekrotischen Areals durch die
angrenzenden Laminae II — III (IV) und einem Ersatz der Molekularschicht und der Pia
mater. Die Zerstorung der Laminae V und VIb kann nicht kompensiert werden, da die
Liasion nach Formation dieser Schichten aufgebracht wurde (Zilles et al. 1998).
Elektrophysiologische Untersuchungen an diesen Modellen haben eine Ubereregbarkeit in
der Umgebung der Lésion gezeigt. Diese lang anhaltenden multiphasischen
Feldpotenzialen entsprechen der epileptiformen Aktivitdt in chronischen Epilepsie-
Modellen (Prince und Tseng 1993, Hoffman et al. 1994). Eine Hypothese zum Verstindnis
der nach Induktion kortikaler Dysplasien beobachteten Hyperexzitabilitit beruht auf der

Annahme eines Ungleichgewichts zwischen GABA-erger Inhibition und Glutamat
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vermittelter Exzitation (Jacobs et al. 1996 und 1999 b, Hablitz und de Fazio 1998,
Luhmann et al. 1998 a und b, Redecker et al. 1998 a, Quill et al. 2002), sowie einer
aberranten Konnektivitdt thalamischer Afferenzen (Jacobs et al. 1996 und 2000, Zilles et
al. 1998, Rosen et al. 2001).

In  rezeptor-autoradiographischen und immunhistochemischen Studien dieses
Lasionsmodells wurde eine Verminderung des Bindungsverhaltens bzw. der Expression
des GABA-ergen Systems nachgewiesen (Zilles et al. 1998, Redecker et al. 2000 a).
Redecker und Kollegen konnten eine differenzielle Verminderung der Expression
verschiedener GABA-Rezeptoruntereinheiten bei adulten Ratten nach Induktion einer
fokalen kortikalen Dysplasie belegen. Eine Verdnderung des Verteilungsmusters der
Rezeptoruntereinheiten beschrinkte sich nicht ausschlieflich auf die Umgebung der
Liasion, sondern liel sich auch in entfernten kortikalen Arealen und der kontralateralen
Hemisphéire nachweisen (Redecker et al. 2000 a).

GABA als wichtigster inhibitorischer Neurotransmitter wirkt sowohl {iber ionotrope
GABA,- als auch metabotrope GABAg-Rezeptoren, und eventuell {iber einen ionotropen
aber Bicullin- und Baclofen-insensitiven (GABA(-) Rezeptor. Der GABA s-Rezeptor ist
ein pentameres Makromolekiil, dessen 5 pseudosymmetrisch angeordneten Untereinheiten
einen Chlorid-selektiven Ionenkanal bilden (Bormann 2000, Baumann et al. 2003). Bisher
konnten 19 Untereinheiten (a6, B1-4, Y13, €, P1-3, O, T) sequenziert werden (Barnard et al.
1998, Whiting et al. 1999). Diese weisen jeweils ein heterogenes regionales
Verteilungsmuster im Sinne definierter zyto-architektonischer Grenzen auf. In
Abhingigkeit von der Entwicklungsphase zeigen die Rezeptoruntereinheiten ein
unterschiedliches Expressionsmuster (Laurie et al. 1992, Fritschy et al. 1994, Paysan et al.
1994, Fritschy und Mdhler 1995). Die funktionellen Eigenschaften der einzelnen
Untereinheiten sind teilweise bekannt: Uiber die Untereinheit a; werden durch selektiv
wirkende Pharmaka Sedation, anterograde Amnesie und antikonvulsive Effekte vermittelt,
wohingegen iiber o, eine Anxiolysis erreicht wird (Mdhler et al. 2002). Jedoch ist
gesichert, dass die elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigenschaften durch die
Kombination verschiedener Rezeptoruntereinheiten determiniert werden (Wisden und
Seeburg 1992, Barnard et al. 1998) und sich diese wéhrend der juvenilen Entwicklung in

einer charakteristischen Abfolge éndern (Ben-Ari et al. 1997).
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Die vorliegende Arbeit geht der Frage nach, inwieweit sich die Expression der GABAA,-
Rezeptoruntereinheiten o;, a3 und as bereits wihrend der ersten 21 Lebenstage nach
Induktion einer fokalen kortikalen Dysplasie am Tag der Geburt veridndert.

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Analyse der zeitlichen Dynamik der
Regulation der Untereinheiten bei juvenilen Tieren, da vorausgehende Arbeiten lediglich
bei adulten Tieren ein gestortes Verteilungsmuster der Expression verschiedener GABA-
Rezeptoruntereinheiten zeigten. Insbesondere wurde das morphologische Korrelat der
Hyperexzitabilitit auf Ebene der GABAa-Rezeptoruntereinheiten untersucht. In diesem
Zusammenhang war von zentralem Interesse, ob eine Modulation der Expression der
Rezeptoruntereinheiten der erst ab dem 12. postnatalen Tag nachweisbaren
Hyperexzitabilitdt vorangeht (Jacobs et al. 1999 b).

Dartiber hinaus wurde dem Einfluss einer fokalen kortikalen Dysplasie im Bereich der
Vorder- und Hinterpfotenreprisentation auf die Struktur und Verdnderung der Flache des
somatosensorischen Kortex nachgegangen. In den bisherigen Studien wurden nahezu
ausschlieflich adulte Tiere nach Induktion einer fokalen kortikalen Dysplasie im
Barrelfield - mit konsekutiver volliger Zerstérung - beriicksichtigt (Jacobs et al. 1999 a,

Rosen et al. 2001).

11



4. Material und Methoden

4. Material und Methoden

4.1 Versuchstiere

Die Versuche wurden an neugeborenen Wistar-Ratten (n=45), die aus der Zucht der
Tierversuchsanlage der medizinischen FEinrichtungen der Heinrich-Heine-Universitit
Diisseldorf stammten, durchgefiihrt.

Das Muttertier und der Nachwuchs wurden unter spezifisch pathogenfreien (SPF)
Bedingungen, bei einer Temperatur von 22-24° C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von
60-80 % sowie freiem Zugang zu pelletiertem Trockenfutter und angesduertem Wasser
(pH 2) gehalten. Der Tag-Nacht-Rhythmus betrug jeweils 12 h.

Alle Versuche wurden nach erfolgter Genehmigung durch die Bezirksregierung Diisseldorf

durchgefiihrt.

4.2 Induktion fokaler kortikaler Dysplasien

Fokale kortikale Dysplasien wurden gemaf3 der von Dvorak und Feit 1977 entwickelten
Methode, leicht modifiziert nach Luhmann und Raabe (1996), durch frithe postnatale
Gefrierldsionen an neugeborenen Ratten (PO) bzw. am 1. postnatalen Tag (P1) induziert.
An P1 aufgebrachte Lisionen zeigten histologisch keine Unterschiede im Vergleich zu PO
(Jacobs et al. 1999 a).

Die Anisthesie der neugeborenen Ratten erfolgte durch Hypothermie, wobei diese fiir etwa
2 min vorsichtig von zerstoenem Eis umgeben wurden. Nach Erreichen eines tiefen
Narkosestadiums wurde die Kopthaut einschlieBlich der Galea aponeurotica liber dem
rechten frontoparietalen Kortex, ca. 2 mm lateral der Sagittalnaht, {iber eine Strecke von
etwa 5 mm eingeschnitten. Ein mit fliissigem Stickstoff gekiihlter Kupferzylinder mit
einem Durchmesser von 1 mm wurde 10s an aufeinanderfolgenden Stellen auf das
Kalvarium aufgesetzt. Dies erfolgte in Form von 3 Léasionen in rostrokaudaler Achse in
einem Abstand von 1,5 mm, woraus eine ca. 4 mm lange Lision entstand. Anschlieend
wurde die Wunde mit Histoacryl-Gewebekleber (Braun, Melsungen) geschlossen. Die
Neugeborenen wurden auf einer Heizdecke aufgewdrmt und zuriick in die Obhut des

Muttertieres gegeben.
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Abb. 1 Skizze eines Schadels mit 3 in rostrokaudaler Achse auf die rechte Hemisphare
aufgebrachten Lasionen (Ansicht von kranial).

Als Kontrollgruppe dienten scheinoperierte Tiere mit denen in der gleichen Weise
verfahren wurde, wobei der Kupferzylinder jedoch nicht gekiihlt wurde (Dvorak und Feit

1977, Luhmann und Raabe 1996).

4.3 Transkardiale Perfusion

Zur Gewinnung des Hirngewebes wurden die Ratten nach 7 (P7), 14 (P14) und 21 (P21)
Tagen transkardial perfundiert. Zuerst wurden sie in einem Ather (Chinosolfabrik, Seelze)
enthaltenden Glaszylinder tief narkotisiert, danach auf dem Riicken in einer Wanne liegend
an den Extremititen fixiert, und zur Aufrechterhaltung der Anidsthesie wihrend der
Priparation mit einer Athermaske versehen. Nach medianer Inzision des oberen Abdomens
bis zum Sternum, erfolgte die laterale Durchtrennung der Rippen beidseits. Der Thorax
einschlieBlich Mediastinum konnte nach Durchtrennung des Diaphragmas er6ffnet werden.
Nach stumpfer Resektion des Thymus wurden rechter und linker Ventrikel durch eine
Klemme fixiert, um nach Einschnitt der Apex cordis einen Katheter unter Sichtkontrolle
bis in die Aorta ascendens vorzuschieben. Vor Einschalten der Perfusionspumpe (5058,
Watson-Marlow, England) wurde das rechte Atrium punktiert, um einen Abfluss des
Blutes und der Perfusionslosungen zu gewihrleisten. Zunichst wurden 54 ml PBS
(Phosphat gepufferte Normalsalzlosung) und anschlieBend 180 ml Fixativ nach Zamboni in
den Kreislauf des Versuchstieres eingeleitet (P14 und P21) (Fritschy und Mohler 1995).
Zur Perfusion der 7 Tage alten Tiere wurden ein Veneninfusionsbesteck und 20-ml-

Spritzen benutzt (10 ml PBS und 30 ml Fixativ nach Zamboni).
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4.4 Gewebegewinnung

Die Schiddel wurden unmittelbar nach der Perfusion trepaniert und die Dura mater
vorsichtig entfernt, um das Gehirn entnehmen zu kdnnen. Die Hirne wurden aufgrund der
altersabhidngigen unterschiedlichen Gewebekonsistenz nach folgendem Schema postfixiert:
P7: 48 h, P14: 24 h und P21: 6 h. Zur Kryoprotektion wurden die Gehirne 6 h in 50 ml
10 % Saccharose enthaltendem PBS aufbewahrt, dann in 30 % Saccharose enthaltendes
PBS iiberfiihrt, wo sie zunéichst aufschwammen und nach 24-60 h absanken. Danach
wurden diese zuerst bei ca. -35° C 1 min in Methylbutan eingefroren und kurz darauf in

einen Gefrierschrank (-75° C) gebracht.

4.5 Anfertigung der Gehirnschnitte

Fiir die immunhistochemischen Férbungen wurden die Gehirne iiber Nacht in 0,1 M
Zitrat-Puffer bei Raumtemperatur gelegt. Am néchsten Morgen wurden diese in 80 ml
0,1 M Zitrat-Puffer in der Mikrowelle bei 650 W fiir 135 s (P14 und P21) bzw. 90 s (P7)
erhitzt. Dieses Verfahren diente der Demaskierung der Epitope, Neutralisation
unspezifischer Bindungsstellen und Ausschaltung der Aktivitit endogener Peroxidasen
(Fritschy et al. 1998).

Die Hirne wurden entweder koronar oder tangential auf einem Gefrierschlittenmikrotom
(HM 400, Microm, Heidelberg) 70 pm dick geschnitten und in PBS aufgefangen. Bei der
koronaren Schnittfiilhrung war es notwendig, vor der Mikrowellenbehandlung das
Ventrikelsystem zu er6ffnen, um Artefakte durch sich ausdehnenden kochenden Zitrat-
Puffer zu verhindern, indem ein Teil des frontalen und okzipitalen Hirnpols reseziert
wurde. Nach vorsichtiger stumpfer Priparation der subkortikalen Strukturen mit einer

Pinzette wurde das Gehirn flach auf das Mikrotom aufgefroren und tangential geschnitten.

4.6 Immunhistochemische Farbung

Die immunhistochemischen Firbungen wurden an frei flottierenden Gehirnschnitten
vorgenommen. Dazu wurden diese aus PBS in Tris-Triton (pH 7,4) iiberfiihrt, dreimal in

dieser Losung gewaschen und im Anschluss mit dem primédren Antikérper iiber Nacht
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unter kontinuierlichen Schiittelbewegungen bei 4° C im Dunkeln in einer feuchten
Kammer inkubiert.

Am nichsten Morgen wurden die Priparate erneut dreimal in Tris-Triton (pH 7,4)
gewaschen, dann mit dem sekunddren biotinylierten Antikérper fiir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert, und nachfolgend in Tris-Triton (pH 7,4) gewaschen. Danach
wurden diese 30 min bei Raumtemperatur mit dem Avidin-Biotin-Peroxidasekomplex
(Vectastain Elite kit, Vectastain Laboratories, Burlingame, CA, USA), der 30 min vor
Gebrauch angesetzt wurde, inkubiert. Das tetramere Glykoprotein Avidin bindet wihrend
dieser Zeit mit jeder Untereinheit ein Biotin-Molekiil, so dass ein immunhistochemisch
besser nachweisbarer Komplex entsteht. Die Bindung ist aufgrund der
Dissoziationskonstante von 107 mol/l sehr stabil. Nach dreimaligem Waschen in Tris-
Triton (pH 7,4) wurden die Schnitte in Zellkulturplatten mit 2 ml 0,05%-iges DAB
(3,3 -Diaminobenzidin; Sigma, St. Louis, MO) enthaltendem Tris-Triton (pH 7,7)
tiberfiihrt. Der Reaktionsstart erfolgte durch Zugabe von 2 ml derselben Losung, die
zusitzlich 0,01 % H,O, enthielt. Wihrenddessen wurden die Schnitte mit einem Pinsel
vorsichtig bewegt, um Firbeartefakte durch gegenseitige Uberlagerung und Faltenbildung
zu vermeiden. Je nach Antikorper wurden die Schnitte nach 5 bis 15 min in PBS, das die
Reaktion stoppte, umgesetzt. Ein weiterer Waschvorgang in PBS ging dem Aufziehen der
Priparate auf Objekttrager mit Gelatinelosung voraus. Nach dem Trocknen wurden die
Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 96 % und 100 %, je zweimal)
entwdassert. Im Anschluss wurden sie zweimal (je 1 min) in Rotihistol (Carl Roth GmbH +
Co, Karlsruhe) eingetaucht und mit Entellan (Merck, Darmstadt) eingedeckt. Nach einer

Trockenzeit von 12 h konnten die Préparate mikroskopisch ausgewertet werden.

4.7 Verwendete Antikorper

Die Antikdrper zur Darstellung der a-, a;3-, as-GABAa-Rezeptoruntereinheiten bei Ratten
wurden aus Antiseren von Meerschweinchen gewonnen (Fritschy und Mohler 1995). Diese
polyklonalen Antikdrper wurden folgendermafen verdiinnt: a,: 1 : 20.000, as: 1 :2.000
und as: 1 :4.000. Der sekunddre Antikorper (Ziege-Anti-Meerschweinchen IgG; Dianova,
Hamburg) wurde 1:300 verdiinnt. Beide wurden in Tris-Triton (pH 7,4), das 2 %iges NGS

(normales Ziegenserum, Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) enthielt,
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gelost. Zur immunhistochemischen Markierung der Neurone wurde ein monoklonaler
Antikorper (NeuN, Chemicon MAB377) verwendet, der 1:500 in Tris-Triton (pH 7,4)
verdiinnt wurde. Daran wurde ein sekundirer Antikorper (Ziege-Anti-Maus-IgG; Dianova,
Hamburg) gebunden (Verdiinnung wie oben beschrieben). In den tangentialen

Kortexschnitten wurden lediglich die o;- und ais-Untereinheiten an P7 und P14 untersucht.

4.8 Histologie

Zur morphologischen Beurteilung wurden die Schnitte mit Kresylviolett nach Nissl
gefarbt, das durch seine basischen Komponenten vor allem das raue endoplasmatische
Retikulum darstellt. Die Pridparate wurden, wie unter 2.6 beschrieben, auf Objekttriger

aufgezogen.

4.9 Auswertung der gefarbten Gehirnschnitte

Die Ubersichtsaufnahmen wurden auf einem Beleuchtungstisch (LP 500 K, Hama,
Monheim) mit einer Digitalkamera (AxioCam, Zeiss, Jena), die durch ein Imaging-
Programm (AxioVision 2.05, Zeiss, Jena) nachbearbeitet wurden, angefertigt. Die
Detailaufnahmen wurden an einem Mikroskop bei 2,5-facher Vergroferung (Axioplan 2,
Zeiss, Jena) und mit der Digitalkamera angefertigt.

Zur Messung der regionalen Verteilung der optischen Dichte der Rezeptoruntereinheiten
wurden die Koronarschnitte in folgende Areale eingeteilt: gesamter Neokortex, parietaler
Kortex (Parl) und Hippokampus (Anschnitt CA 1-3) (Paxinos und Fritchle 1991). Die
Rezeptordichte wurde ermittelt, indem Graustufen, die von der Dichte der Antikdrper
abhingig sind, in Farbsignale transformiert wurden. Dazu wurden die Schnitte auf einem
helligkeitsstabilisierten Beleuchtungstisch (Model B 90, Imaging Research Inc.,
St. Catharines, Ontario, Kanada) mit einer CCD-Kamera (Mandi, Y 9220) aufgenommen.
Das durch einen Videoprozessor (DVS-3000, Hamamatsu, Herrsching) nachverstirkte
analoge Videosignal wurde digitalisiert und anschlieBend auf einem Apple Macintosh II fx
durch Imaging-Software (NIH-Image, National Institute of Mental Health, Bethesda,
Maryland, USA) farbkodiert wiedergegeben. Dieses Verfahren ermdglichte eine
Hintergrundsubtraktion und die prizise Darstellung geringer Unterschiede der

Rezeptorexpression, die lichtmikroskopisch kaum zu registrieren waren.
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4.10 Rekonstruktion und morphometrische Analyse des Barrelfields

Bei allen Tieren war das Barrelfield in mehr als einem Tangentialschnitt zumindest partiell
zu erkennen. Die Rekonstruktion des Barrelfields anhand von 2-3 Schnitten erfolgte durch
ein Computersystem (Neurolucida; Microbrightfield Europe, Magdeburg), das an eine 3-
Chip CCD-Farbkamera (Hitachi, Rodgau) und ein Mikroskop (Eclipse 800, Nikon,
Ratingen) angeschlossen war. Das Barrelfield konnte durch immunhistochemische
Darstellung der GABAa-Rezeptoruntereinheit o; bei 4-facher VergroBerung kartiert
werden, indem alle Barrels in den aufeinanderfolgenden Schnitten markiert wurden.
AnschlieBend konnten die einzelnen Barrels durch das Computersystem zum PMBSF
erginzt werden. Die morphmetrische Analyse des Barrelfields bzw. der Septen wurde
durch die Neuroexplorer-Software (Version 3.03a; Microbrightfield Europe, Magdeburg)

vorgenommen

4.11 Statistik

Alle in den Diagrammen verwendeten Daten sind als Mittelwerte + Standardmessfehler
bzw. + Standardmessfehler in % angegeben. Der statische Vergleich der Gruppen erfolgte
durch den student-t Test. Ein signifikanter Unterschied wurde fiir p <0,05 bzw. ein

hochsignifikanter fiir p < 0,01 angenommen.

4.12 Verwendete Losungen

1) 0,1 M Phosphat gepufferte Normalsalzlosung (PBS): a) 28,392 g Na,HPO,4 anhydr.,
158,95 g NaCl in 2000 ml Aqua bidest., b) 13,799 g NaH,PO, * H,0, 79,478 g NaCl in
1000 ml Aqua bidest., 35 ml der Losung b) in 1500 ml Aqua bidest. verdiinnt und mit
Losung a) auf pH 7,4 titriert.

2) 0,2 M Phosphatpuffer (PB): a) 28,5 g Na,HPO4 * 2 H,0 in 800 ml Aqua bidest.,
b) 8,3 g NaH,PO, * H,0 in 300 ml Aqua bidest., Titration der basischen Komponente
(a) mit der sauren Komponente (b) auf pH 7,4.
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3)

4)

S)

6)

7)

8)

Fixativ nach Zamboni: 500 ml 0,2 M PB, 150 ml Pikrinsdure (gesittigte Losung), 40 g
Paraformaldehyd (in 200 ml Aqua bidest. bei 60° C, mit 6 bis 8 Tropfen 10 M NaOH
abgeklart). Auffiillung des restlichen Volumens auf 1000 ml mit Aqua bidest.,
Filtration, Abkiihlung auf ca. 15° C vor Gebrauch, mit folgenden Endkonzentrationen:
0,1 mol/l PB, 15% (v/v) Pikrinsdure, 4% (w/v) Paraformaldehyd.

Tris-Puffer-Stock: 60,55 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (ICN) und 73,8 g NaCl
in 11 Aqua bidest. gelost.

Tris-Triton: Tris-Puffer-Stock 1:10 in Aqua bidest. verdiinnt und mit HCIl auf pH 7,4
bzw. pH 7,7 titriert und mit 0,05% Triton X-100 (Merck, Darmstadt) versetzt.
Kresylviolett-Losung nach Nissl: 1,6326 g Natriumacetat (wasserfrei), 2,88 ml Eisessig
und 100 mg Kresylviolett wurden 15 min bei 60°C in 300 ml Aqua bidest. gelost und
anschlieBend filtriert.

Gelatinelosung (0,5%): 1 g Gelatine und 0,1 g Chrom-(Ill)-Kaliumsulfat in 200 ml
Aqua bidest. gelost und anschlieBend auf 37 - 42° C erhitzt.

0,1 M Zitrat-Puffer: a) 35,6 g Na,HPO4 * 2 H,0 in 1 1 Aqua bidest.,, b) 21 g

Zitronensdure in 1 1 Aqua bidest., Titration der Zitronenséure mit Losung a) auf pH 4,5.
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5. Ergebnisse

5.1 Morphologie der fokalen kortikalen Dysplasien

Alle Tiere, die eine Gefrierldsion erhielten, wiesen charakteristische kortikale
Dysgenesien parallel zum Interhemispharenspalt in Form eines Mikrogyrus auf (Rosen
et al. 1992 und 1998, Jacobs et al. 1996, Luhmann et al. 1998 a und b, Zilles et al. 1998,
Redecker et al. 2000 a). Die an P1 erfolgten Gefrierlasionen unterschieden sich nicht
von denen, die an PO induziert wurden (vgl. Jacobs et al. 1999 a).

Die Malformation erstreckte sich in rostrokaudaler Achse iiber eine Distanz von 3-
5mm und betraf Vorder- und Hinterpfotenreprasentation, sowie den sekundéren
okzipitalen Kortex und war ca. 0,5 mm breit (Abb. 3.1, 3.2 und 3.4).

7d g, 21d B i

4 mm

Abb. 3.1 Morphologie dysplastischer Hirne an P7, P14 und P21. Der Mikrogyrus
(2 Pfeilspitzen) ist makroskopisch durch eine Einfaltung der Oberflache charakterisiert.

Histologisch konnte mit Kresylviolett bei Léasionstieren ein Mikrogyrus, der sich
teilweise bis auf Lamina V erstreckte, und ein umgebender bzw. unterhalb der Lésion
liegender 3-4 schichtiger Kortex gezeigt werden (Abb. 3.3). Die Histologie der
zellarmen oberflichlichen Lamina 1 des Mikrogyrus wies groBe Ahnlichkeit mit der
Lamina I des Neokortex auf. In der Nissl-Farbung fand sich in Lamina 2 eine den
neokortikalen Laminae II und III vergleichbare Verteilung der Neurone. Die nahezu

zellfreie Lamina 3 grenzte an die paramikrogyrale Zone, die aus einem histologisch

19



5. Ergebnisse

normalen 6-schichtigen Kortex besteht (Dvorak et al., 1977; Redecker et al. 2000 a).
Durch den monoklonalen Antikorper NeuN, der selektiv Neurone farbt, gelang es, die
Laminierung besonders deutlich darzustellen. Es wurden keine morphologischen
Verdnderungen in kontralateralen Hirnregionen und im Hippokampus beobachtet. Die

Kontrollgruppe lie3 keine Auffilligkeiten des Kortex und subkortikaler Strukturen

erkennen.

2 mm

Abb. 3.2 Schematische Einteilung der kortikalen Areale in einem Koronarschnitt eines
Lasionstieres in der Nissl-Farbung. Die Dysplasie (Pfeilspitze) liegt zwischen der
Reprasentation der Vorder- (FL) und Hinterpfote (HL). Darliber hinaus sind parietaler (Par1
und 2) und retrosplenialer (RSA) Kortex abgebildet.

250 ym

Abb. 3.3 Laminierung des Mikrogyrus und des umgebenden normalen 6-schichtigen Kortex.
Vergleichende  Darstellung der  Malformation in  Nissl-Farbung  (links)  und
immunhistochemische Markierung durch den Antikdrper NeuN (rechts) in einem koronaren
Hirnschnitt bei 2,5-facher Vergroflerung.
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Abb. 3.4 Morphologie der fokalen kortikalen Dysplasien an P7, P14 und P21. Die Abbildung
zeigt links die Montage koronarer Hirnschnitte und rechts eine Ausschnittsvergroferung der

kortikalen Malformation in immunhistochemischer Darstellung durch den Antikérper NeuN.
Die Mal3stabsbalken entsprechen jeweils 2 mm.
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Die Léasions- und Kontrollgruppen bestanden zu Beginn aus je 6 Tieren. Die
transkardiale Perfusion der Ratten, v.a. an P7, war bedingt durch die engen
anatomischen Verhiltnisse kompliziert. Die galertartige Konsistenz der juvenilen Hirne
erschwerte die Gewebeaufbereitung und das Schneiden auf dem Mikrotom. Die
immunhistochemische Farbung im Free-Floating Verfahren gestaltete sich aufgrund der

fragilen Hirnschnitte schwierig, so dass sich die Gruppenstirke reduzierte.

5.2 Entwicklung des Hirn- und Korpergewichts nach Induktion fokaler kortikaler

Dysplasien

Bei allen Tieren, die eine Gefrierldsion erhielten, konnte eine Verminderung des
Korper- und Hirngewichts festgestellt werden (Abb. 3.5). Bei Auswertung der
Entwicklung des Hirn- und Korpergewichts nach fokalen kortikalen Dysplasien stand
eine grofere Anzahl Ratten zur Verfiigung, die teilweise in anderen Projekten
untersucht wurden.

Zum Zeitpunkt P7 betrug das Korpergewicht der Ratten, die eine kortikale Dysplasie
aufwiesen (n=11), im Mittel 15,8 g. Im Vergleich zur Kontrollgruppe (n=15,
MW 17,1 g) bedeutet dies einen Verlust des Korpergewichts von 7,6 %. In der gleichen
Gruppe verringerte sich das Hirngewicht gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant um
5,7 % (MW 0,75 g, p <0,05) auf durchschnittlich 0,71 g.

Bei den 14 Tage alten Lisionstieren (n = 19) konnte eine hochsignifikante Reduktion
des Korpergewichts von 30,7 g um 20,1 % (p <0,01) gemessen werden. Es konnte
ebenfalls eine signifikante Verminderung des Hirngewichts um 7,2 % (MW 1,27 g,
p < 0,05) gegeniiber der Kontrollgruppe (n =9, MW 1,37 g) festgestellt werden.

21 Tage nach Induktion der Lésion lieBen sich bei 18 Tieren eine diskrete Verringerung
des Korper- und Hirngewichts von 1,2% bzw. 0,7% , verglichen mit den
Kontrolltieren (n=5, MW 552¢g bzw. 1,51 g), nachweisen. Die Ratten mit
dysplastischem Kortex wogen durchschnittlich 54,5 g und das Gehirn 1,51 g.

Die prozentuale Streuung des Korpergewichts war zu allen Zeitpunkten grof3er als die
des Hirngewichts. Eine Verringerung des Kdorper- und Hirngewichts war nur bis zum
14. Tag nach Aufbringen der Lision nachweisbar. Nach 21 Tagen bestand im Vergleich
zu den scheinoperierten Ratten kein wesentlicher Unterschied zwischen Hirn- bzw.

Korpergewicht.
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Abb. 3.5 Anderung des Kérper- (A) und Hirngewichts (B) bzw. deren Differenz bezogen auf
die Kontrollgruppe (C) nach fokalen kortikalen Dysplasien an P7, P14 und P21. Es zeigte sich

ein signifikanter Unterschied (1 Sternchen) des Hirngewichts an P7 und P14, sowie ein
hochsignifikante Verringerung (2 Sternchen) des Koérpergewichts an P14,
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5.3 Verdnderung der Verteilung von GABA-Rezeptoruntereinheiten nach Induktion

fokaler kortikaler Dysplasien

Das Verteilungsmuster der GABAs-Rezeptoruntereinheiten a,, a3 und os dnderte sich nach
Induktion fokaler kortikaler Dysplasien, wobei sich die Expressionsmuster
bihemisphérisch von denen der Kontrolltieren unterschieden. Die Immunreaktivitit der
GABA-Rezeptoruntereinheiten o;, o3 und os wandelte sich in beiden Gruppen

altersabhingig (vgl. Paysan et al., 1994; Fritschy et al. 1994).

5.3.1 GABAs-Rezeptoruntereinheit o,

Die Rezeptoruntereinheit a; zeigte zu allen untersuchten Zeitpunkten bei Lisions- und

Kontrolltieren ein as komplementéres Verteilungsmuster.

Expressionsmuster an P7

Die Rezeptoruntereinheit o; wurde bei P7-Kontrolltieren (n=15) iiberwiegend in den
Laminae III-IV des somatosensorischen Kortex (Parl), im retrosplenialen Kortex (RSA)
und im Hippokampus exprimiert (vgl. Abb. 3.6 und 3.7).

Areale mit hoher Immunreaktivitit in Parl reprisentierten das Barrelfield. Die Laminae
V/ VI wiesen ebenfalls eine hohe Immunreaktivitit auf und erstreckten sich von Parl bis
kurz vor den Sulkus entorhinalis. Alle subkortikalen Strukturen offenbarten eine geringe
optische Dichte der o;-Rezeptoruntereinheit. Das Verteilungsmuster der Untereinheit o
war ipsi- und kontralateral nahezu identisch. Der Gyrus dentatus des Hippokampus zeigte
eine der Region Parl vergleichbar hohe Immunreaktivitit, wobei die Expression im
Ammonhorn (CAl - CA3) insgesamt schwicher war. Alle anderen hippokampalen
Strukturen lieBen eine niedrige Dichte der Rezeptoruntereinheit a,; erkennen.

Nach einer Gefrierldsion nahm die Rezeptordichte insgesamt ab, wobei die
Immunreaktivitit der Malformation minimal war. Das ipsilaterale Barrelfield der
Lisionstiere (n=2) war von anderen kortikalen Arealen abgrenzbar, reichte aber im
Vergleich zu den Kontrolltieren weniger weit nach medial. Das Areal medial der Dysplasie
lie keine fiir das Barrelfield kennzeichnende Verteilung der Untereinheit a; erkennen. Die
semiquantitative Auswertung der optischen Dichte zeigte im Vergleich zur Kontrollgruppe

in Parl eine Verminderung der Rezeptoruntereinheit a; ipsi- um 13,1 % und kontralateral
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um 34,8 % (Abb.3.8). Bei Betrachtung des gesamten Neokortex fiel eine Abnahme um
21,2 % bzw. 37,6 % und eine niedrigere Expression von a,; in den Laminae V/ VI auf. Im
Hippokampus lieB3 sich eine geringere Expression ipsi- und kontralateral um 34,1 % bzw.
30,9 % nachweisen. Die optische Dichte war im retrosplenialen Kortex im Vergleich zur

Kontrollgruppe niedriger.

Lasion Kontrolle

7d

14d

21d

Abb. 3.6 Die Abbildung zeigt die immunhistochemische Darstellung durch die GABAa-
Rezeptoruntereinheit a; in Koronarschnitten. Ipsi- und kontralaterale Verminderung der
Anfarbarkeit an P7 und P14 bei Lasionstieren, wohingegen diese an P21 im Vergleich zu den
Kontrollen ausgepragter war. Die Dysplasie ist durch eine Pfeilspitze gekennzeichnet. Die
MalRstabsbalken entsprechen jeweils 2 mm.
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Expressionsmuster an P14

Das Verteilungsmuster der P7-Kontrolltiere fand sich bei den P14-Kontrolltieren (n = 4)
wieder. Die Immunreaktivitit in Parl und in den Laminae V/ VI war nach 2 Wochen
ausgepragter, wobei diese im Ammonhorn des Hippokampus anndhernd unveridndert und
im Gyrus dentatus vermindert war. Des weiteren war die Expression dieser GABAx-
Rezeptoruntereinheit in der Capsula interna hoher (vgl. Abb. 3.6 und 3.7).

Die neokortikale, hippokampale und subkortikale Rezeptordichte war bei allen
Lasionstieren (n =3) niedriger. Die Rezeptoruntereinheit a; war in der Dysplasie nur
gering exprimiert. Das ipsilaterale Barrelfield (Parl) unterschied sich weiterhin deutlich
von anderen kortikalen Arealen und erstreckte sich bis an die paramikrogyrale Zone nach
medial. Dort war die Immunreaktivitdt hochsignifikant um 13,6 % (p <0,01) und
kontralateral um 11,6 % vermindert (Abb. 3.8). Medial der paramikrogyralen Zone wies
das Verteilungsmuster der GABA, o; positiven Neurone keine Ahnlichkeit mit dem
Barrelfield auf. Zugleich fiel eine deutlich verminderte Rezeptordichte auf. Die Expression
der Rezeptoruntereinheit o; war, bezogen auf den gesamten Neokortex, ipsilateral

signifikant um 15,8 % (p < 0,05) bzw. kontralateral 18,3 % niedriger.

Lasion

Abb. 3.7 Die Abbildung zeigt die farbkodierte Darstellung der GABA-Rezeptoruntereinheit a,
bei Lasions- und Kontrolltieren in Koronarschnitten. Ipsi- und kontralaterale Verminderung der a-
Expression an P7 und P14 bei Lasionstieren, wohingegen die optische Dichte an P21 im
Vergleich zu den Kontrollen erhéht war. Die Dysplasie ist durch eine Pfeilspitze gekennzeichnet.
Die Mal3stabsbalken entsprechen jeweils 2 mm.
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Die Immunreaktivitit nahm im Hippokampus um 20,8 % bzw. 19,1 % ab. Im
retrosplenialen Kortex und der Capsula interna war die GABA Rezeptoruntereinheit o,

ebenfalls weniger exprimiert.

Expressionsmuster an P21

Die P21-Kontrolltiere (n =4) wiesen die typische Struktur des Barrelfields der jiingeren
Kontrolltiere auf. Die Immunreaktivitit des gesamten Neokortex war geringer, wobei sich
das Barrelfield schiarfer von seiner unmittelbaren Umgebung abgrenzte. Die
semiquantitativ bestimmte optische Dichte war im Vergleich zu den beiden jlingeren
Kontrolltiergruppen in den Laminae V/ VI niedriger. Die o;-Rezeptordichte der
subkortikalen und hippokampalen Strukturen war im Vergleich zu den 7 und 14 Tage alten
Ratten vermindert (vgl. Abb. 3.6 und 3.7).

Im Vergleich zu den Kontrollen war nach 21 Tagen bei allen Ratten mit einer kortikalen
Malformation (n=3) die Expression der GABA, Rezeptoruntereinheit o; ipsi- und
kontralateral in den untersuchten Arealen gesteigert, wobei sich das Barrelfield bilateral
weniger deutlich demarkierte. Medial der Dysplasie des Barrelfields war das
charakteristische Muster nicht mehr ersichtlich. Die Lisionstiere lieBen in Parl ipsilateral
eine um 24,4 % (p <0,01) hochsignifikant erhohte Immunreaktivitit erkennen, bzw. war
diese im Vergleich zur Kontrollgruppe im gesamten ipsilateralen Neokortex um 17,3 %
hoher (Abb.3.8). Die o;-Immunreaktivitit der kortikalen Malformation war gering.
Kontralateral war in Parl und im Neokortex die Rezeptoruntereinheit a; um 9,1 % bzw.
9,0 % starker exprimiert. Die Rezeptordichte war bei den Lésionstieren in Laminae V/ VI
hoher. Im Hippokampus war bilateral das Ammonhorn (CA1 - CA3) deutlicher als bei den
Kontrolltieren von der Umgebung abzugrenzen, im Gegensatz zum Gyrus dentatus, der
fast nicht zu erkennen war. Die Immunreaktivitit war ipsi- und kontralateral um 18,8 %
und 28,6 % im Vergleich zu den Tieren mit normal konfiguriertem Kortex erhdht. Die
Expression von a; war im retrosplenialen Kortex nahezu unverindert und in den

Basalganglien im Vergleich zu den Kontrollen erhoht.
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Abb. 3.8 Veranderung der Immunreaktivitdt der GABA-Rezeptoruntereinheit a; in Neokortex,
Par1 und Hippokampus im Vergleich zur Kontrolle nach fokalen kortikalen Dysplasien. Ipsi- und
kontralaterale Verminderung der semiquantitativ bestimmten optischen Dichte an P7 und P14 bei
den Lasionstieren, wohingegen die optische Dichte an P21 im Vergleich zu den Kontrollen erhoht

war.
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5.3.2 GABAs-Rezeptoruntereinheit o

Expressionsmuster an P7

Die Rezeptoruntereinheit o3 wurde bei P7-Kontrolltieren (n=2) vor allem in den
Laminae V/ VI des Neokortex und teilweise in den Basalganglien exprimiert. Der
Hippokampus lief3 sich durch o3 kaum darstellen (vgl. Abb. 3.9 und 3.10).

Nach einer Gefrierldsion nahm die Rezeptordichte insgesamt ab. Die optische Dichte eines
jeden untersuchten Areals der Lésionstiere (n =2) war bilateral um einen fast identischen
Wert vermindert. Die Immunreaktivitit des parietalen Kortex verringerte sich ipsi- und
kontralateral um 18,0 % bzw. 20,8 % (vgl. Abb. 3.11). Im gesamten Neokortex wurde im
Vergleich zu den scheinoperierten Ratten ipsilateral eine um 19,3 % und kontralateral eine
hoch signifikant um 19,9 % (p < 0,01) verminderte Expression festgestellt. Die meisten os-
positiven Neurone konnten in den Laminae V/ VI nachgewiesen werden. Die Dysplasie
wies eine geringe Immunreaktivitit auf, die sich deutlich von den Laminae V/ VI
demarkierte. Unmittelbar medial und lateral der paramikrogyralen Zone fiel eine im
Vergleich zur Umgebung erhohte Expression der Rezeptoruntereinheit oz in den
Laminae V/ VI auf. Die fiir o3 bei den Kontrollen typische héhere Immunreaktivitdt in den
Laminae V/ VI setzte sich etwas weiter medial der paramikrogyralen Zone fort. Die
relative Dichte von a3 im Hippokampus war ipsi- und kontralateral um 48,9 % bzw.

52,0 %, sowie in den Basalganglien und im retrosplenialen Kortex, vermindert.
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Lasion Kontrolle

Abb. 3.9 Die Abbildung zeigt die immunhistochemische Darstellung durch die GABAa-
Rezeptoruntereinheit a3 in Koronarschnitten. Ipsi- und kontralaterale Verminderung der as-
Expression an P7 und P21 bei Lasionstieren, wohingegen die Anfarbarkeit an P14 kontralateral
im Vergleich zu den Kontrollen erhéht war. Die Dysplasie ist durch eine Pfeilspitze
gekennzeichnet. Die Mal3stabsbalken entsprechen jeweils 2 mm.

Expressionsmuster an P14

Das grundsitzliche Verteilungsmuster der GABAs-Rezeptoruntereinheit a3 fand sich bei
den P14-Kontrolltieren (n = 4) wieder. Die Expression der as;-Rezeptoruntereinheit war im

Vergleich zu den eine Woche alten Kontrolltieren vor allem in den Laminae V/ VI, den

30



5. Ergebnisse

Basalganglien und im retrosplenialen Kortex gesteigert. Tendenziell war die
Rezeptordichte in den Laminae V/ VI von Parl etwas niedriger als im restlichen
Neokortex. Der Hippokampus lieB sich auch zu diesem Zeitpunkt kaum darstellen (vgl.
Abb. 3.9 und 3.10).

Die Laésionstiere (n=2) lieBen im Vergleich zur Kontrollgruppe ipsilateral keine
wesentlichen Anderungen der optischen Dichte im parietalen Kortex (A 0,6 %) und der
Hemisphire (A 0,1 %) erkennen (vgl Abb. 3.11). Die oa3-Expression des ipsilateralen
Hippokampus war um 24,4 % niedriger. Die Rezeptordichte war im Vergleich zu den
Kontrolltieren auf der kontralateralen Seite in Parl und im neokortikalen Anteil der
Hemisphédre um 42,7 % bzw. 37,1 % erhoht. Die Immunreaktivitit des Hippokampus nahm
um 98,3 % zu. Die kaum o3 exprimierende Dysplasie begrenzte die Laminae V/ VI, in
denen wie in der Kontrollgruppe die Untereinheit a3 hauptsidchlich nachgewiesen wurde,
nach lateral. Die optische Dichte medial der Malformation und im retrosplenialen Kortex
war ebenfalls vermindert. Eine reduzierte os-Rezeptordichte in Parl war bei den
Lésionstieren im Gegensatz zu den scheinoperierten Ratten nicht zu erkennen. Die

Expression der Rezeptoruntereinheit a3 war in den Basalganglien ungeféhr gleich.

Lasion

Abb. 3.10 Die Abbildung zeigt die farbkodierte Darstellung der GABAA-Rezeptoruntereinheit a;
bei Lasions- und Kontrolltieren in Koronarschnitten. Ipsi- und kontralaterale Verminderung der as-
Expression an P7 und P21 bei Lasionstieren, wohingegen die optische Dichte an P14
kontralateral im Vergleich zu den Kontrollen erhéht war. Die Dysplasie ist durch eine Pfeilspitze
gekennzeichnet. Die Mal3stabsbalken entsprechen jeweils 2 mm.
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Expressionsmuster an P21

Das Verteilungsmuster der Untereinheit a; der P21-Kontrolltiere (n = 4) unterschied sich
geringfiigig von dem der jlingeren Kontrollgruppen. In den neokortikalen Laminae V/ VI
war die as-Expression zwar hoher als in den dariiber liegenden Schichten, jedoch war die
optische Dichte im parietalen Kortex etwas niedriger als in den umsidumenden
Laminae V/ VI. Die Immunreaktivitit der Basalganglien und des Hippokampus war im
Vergleich zum 14. postnatalen Tag im Wesentlichen gleich geblieben (vgl. Abb. 3.9 und
3.10).

Bei allen Tieren mit einer kortikalen Malformation (n =4) konnte in den untersuchten
Arealen bilateral eine geringere Expression von a3 nachgewiesen werden. Im gesamten
Neokortex verringerte sich die Immunreaktivitdt ipsi- und kontralateral um 20,1 % bzw.
16,4 % (vgl Abb. 3.11). Die semiquantitative Messung der GABA s-Rezeptoruntereinheit
a3 ergab im parietalen Kortex eine Verminderung von 17,5 % ipsi- und 22,9 %
kontralateral. Bei schwacher Expression im Hippokampus konnte dort im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine Reduktion ipsi- und kontralateral um 57,2 % bzw. 52,5 % ermittelt
werden. Lateral der schwach immunreaktiven Dysplasie lieB sich eine verminderte
Rezeptordichte im parietalen Kortex, wie sie bei den Kontrollen bei insgesamt niedriger
az-Expression in den Laminae V/ VI beschrieben wurde, nicht beobachten. Die
Immunreaktivitidt und das Verteilungsmuster medial der Malformation entsprachen dem
kontralateralen Neokortex. Kontralateral war in den Laminae V/ VI der parietale Kortex
nicht von anderen neokortikalen Arealen abzugrenzen. Die optische Dichte war in den

Basalganglien im Vergleich zur Kontrolle nahezu unveréndert.
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Abb. 3.11 Veranderung der Immunreaktivitdt der GABAs-Rezeptoruntereinheit a; in Neokortex,
Par1 und Hippokampus im Vergleich zur Kontrolle nach fokalen kortikalen Dysplasien. Ipsi- und
kontralaterale Verminderung der semiquantitativ bestimmten optischen Dichte an P7 und P21 bei
den Lasionstieren, wohingegen die optische Dichte an P14 kontralateral im Vergleich zu den

Kontrollen erhoht war.
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5.3.3 GABA s-Rezeptoruntereinheit as

Die GABA-Rezeptoruntereinheit as zeigte zu allen untersuchten Zeitpunkten sowohl bei
Lésions- als auch Kontrolltieren ein der Rezeptoruntereinheit o; komplementires

Verteilungsmuster.

Expressionsmuster an P7

Die Rezeptoruntereinheit as wurde bei P7-Kontrolltieren (n=4) in den Laminae III, V
und VI des Neokortex und teilweise in den Basalganglien exprimiert. Vor allem im
Bereich des retrosplenialen Kortex und der Vorder- und Hinterpfotenreprasentation war die
Immunreaktivitdit im Vergleich zum lateral davon gelegenen Neokortex hoéher. Die
optische Dichte dieser Untereinheit war in den oberen kortikalen Schichten und der
Lamina IV sehr gering. Das Ammonhorn und der Gyrus dentatus des Hippokampus lieen
sich durch as sehr gut anfarben (vgl. Abb. 3.12 und 3.13).

Alle Lasionstiere (n=2) wiesen im Vergleich zu den Kontrollen eine geringere
Immunreaktivitdt auf. Im parietalen Kortex reduzierte sich die as-Expression um 9,9 %
ipsi- und 14,5 % kontralateral (vgl. Abb. 3.14). Die neokortikale Rezeptordichte war
ipsilateral um 5,3 % vermindert, wobei sich lateral der schwach immunreaktiven Dysplasie
noch weniger as-positive Neurone nachweisen lieBen als bei den scheinoperierten Ratten.
Die Areale medial der Malformation waren etwas schwicher als bei den Kontrollen
anzufdarben. Im gesamten kontralateralen Neokortex war die Expression dieser
Rezeptoruntereinheit um 11,3 % niedriger. Die kontralaterale Vorder- und
Hinterpfotenrepriasentation, sowie der retrospleniale Kortex der Lésionstiere zeigten eine
hohere os-Immunreaktivitit als der parietale Kortex. Die kortikale Laminierung der
Kontrolltiere blieb ipsi- und kontralateral erhalten. Im Hippokampus verringerte sich die
Rezeptordichte hochsignifikant ipsi- und kontralateral um 12,1 % bzw. 21,3 % (p <0,01),
wobei das Ammonhorn und der Gyrus dentatus weiterhin gut von anderen hippokampalen

Strukturen abzugrenzen waren.
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Lasion Kontrolle
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Abb. 3.12 Die Abbildung zeigt die immunhistochemische Darstellung durch die GABAa-
Rezeptoruntereinheit as in Koronarschnitten. Ipsi- und kontralaterale Verminderung der
as-Expression an P7 im Gegensatz zu einer vermehrten an P14. Nach 21 Tagen zeigte sich in
allen Arealen ipsilateral eine ausgepragtere Anfarbarkeit und kontralateral eine geringere. Die
Dysplasie ist durch eine Pfeilspitze gekennzeichnet. Die Malstabsbalken entsprechen jeweils
2 mm.
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Expressionsmuster an P14

Das typische Verteilungsmuster der P7-Kontrolltiere fand sich bei den P14-Kontrolltieren
(n=3) wieder. In den Laminae III, V und VI des Neokortex war die Immunreaktivitit im
Vergleich zu anderen Laminae ausgeprédgter. Die Lamina IV des parietalen Kortex liel3
weiterhin eine minimale Expression der GABAa-Rezeptoruntereinheit as erkennen. Das
Ammonhorn und der Gyrus dentatus, sowie der retrospleniale Kortex wiesen die hochste
optische Dichte auf (vgl. Abb. 3.12 und 3.13).

Die neokortikale Expression der Untereinheit os war bilateral bei allen Lésionstieren
(n=3) gesteigert, wohingegen sich diese im Hippokampus nicht &dnderte. Im parietalen
Kortex erhohte sich die Immunreaktivitit ipsi- und kontralateral um 21,1 % bzw. 22,5 %
(vgl. Abb. 3.14). Dies hatte zur Folge, dass sich vor allem ipsilateral die Lamina IV
weniger scharf von den umgebenden Laminae demarkierte. Die optische Dichte GABA, a5
positiver Neurone war im gesamten Neokortex ipsi- um 10,9 % und kontralateral
um19,7 % hoher als in der Kontrollgruppe. Medial und lateral der in geringem Mafe os-
exprimierenden Dysplasie zeigte sich eine im Vergleich zu den Kontrollen gesteigerte

Rezeptordichte, die bis zum parietalen Kortex heranreichte.

7d

Lasion

Abb. 3.13 Die Abbildung zeigt die farbkodierte Darstellung der GABAA-Rezeptoruntereinheit as
bei Lasions- und Kontrolltieren in Koronarschnitten. Ipsi- und kontralaterale Verminderung der
as-Expression an P7 im Gegensatz zu einer vermehrten an P14. Nach 21 Tagen zeigte sich in
allen Arealen ipsilateral eine erhdhte optische Dichte und kontralateral eine geringere. Die
Dysplasie ist durch eine Pfeilspitze gekennzeichnet. Die MaRstabsbalken entsprechen jeweils
2 mm.
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Eine hohere os-Immunreaktivitit der kontralateralen Vorder- und
Hinterpfotenreprasentation, sowie des retrosplenialen Kortex der Lisionstiere im Vergleich
zum parietalen Kortex konnte beobachtet werden. Die Verteilung und Expression dieser
Rezeptoruntereinheit blieb nach einer Gefrierlision im Hippokampus bei einer Anderung

der Immunreaktivitdt von + 0,4 % ipsi- und — 0,5% kontralateral im Wesentlichen gleich.

Expressionsmuster an P21

Die P21-Kontrolltiere (n=15) wiesen das typische Verteilungsmuster der GABAx-
Rezeptoruntereinheit as der jlingeren Kontrolltiere auf. In den Laminae III, V und VI war
diese Untereinheit vorwiegend exprimiert, im Gegensatz zur Lamina IV des parietalen
Kortex und den oberen kortikalen Schichten, in denen as eine geringe Immunreaktivitit
zeigte. Die immunhistochemische Férbung des Ammonhorns war intensiver als zu den
anderen untersuchten Zeitpunkten (vgl. Abb. 3.12 und 3.13).

Im Vergleich zu den Kontrollen war nach 3 Wochen bei allen Ratten mit einer kortikalen
Malformation (n=4) die Expression der as-Rezeptoruntereinheit ipsilateral in den
untersuchten Arealen gesteigert, wohingegen die kontralaterale Hemisphédre eine
verminderte optische Dichte und der kontralaterale Hippokampus keine Anderung zeigte.
Die Immunreaktivitit des parietalen Kortex war ipsilateral um 7,9 % erhoht und
kontralateral um 6,6 % reduziert (vgl. Abb. 3.14). Die neokortikale Expression von as war
ipsi- um 2,4 % gesteigert und kontralateral um 9,2 % vermindert. Medial und lateral der
kaum immunreaktiven Dysplasie konnte eine im Vergleich zu den Kontrollen hohere, sich
bis an den parietalen Kortex erstreckende Rezeptordichte, belegt werden. Durch
semiquantitative Bestimmung der optischen Dichte konnte wie bei den Lésionstieren an P7
und P14 eine vermehrte os-Immunreaktivitit der kontralateralen Vorder- und
Hinterpfotenreprisentation, sowie des retrosplenialen Kortex, nachgewiesen werden. Die
as-Expression des ipsilateralen Hippokampus war um 4,1 % gesteigert, wohingegen diese
kontralateral gleich blieb. Die Rezeptoruntereinheit war vorwiegend, wie bei den

Kontrollen und zu fritheren Zeitpunkten, im Ammonhorn und Gyrus dentatus vertreten.

37



5. Ergebnisse

Neokortex (gesamt) Parietaler Kortex (Par1)
80 1 80 1

[ty

40 -

0 Y

40 -

A as—Immunreaktivitat (%)
A as—Immunreaktivitat (%)

-40 -40
-80 -80 -
7d 14d 21d 7d 14d 21d
Hippokampus (gesamt)
804
S
T 40 -
=
=
S ool g o o
5
S
_§ -40
3
< g0 | N ipsilateral
7d 14d 21d 1 kontralateral

Abb. 3.14 Veranderung der Immunreaktivitat der GABA-Rezeptoruntereinheit as in Neokortex,
Par1 und Hippokampus im Vergleich zur Kontrolle nach fokalen kortikalen Dysplasien. Ipsi- und
kontralaterale Verminderung der as-Expression an P7 im Gegensatz zu einer vermehrten an P14.
Nach 21 Tagen zeigte sich in allen Arealen ipsilateral eine erhdhte Immunreaktivitdt und
kontralateral eine geringere.
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5.4 Veridnderungen des Barrelfields

Der gesamte somatosensorische Kortex der Ratte ist somatotop organisiert (Killackey und
Belford 1979). Aufgrund dieser kortikalen Organisation sind die Vibrissen ihrer
Lokalisation entsprechend durch je ein Barrel repriasentiert, das seine Afferenzen aus dem
ebenfalls somatotop organisierten Thalamus erhilt. Ein Barrel ist definiert als eine
Aggregation von Neuronen in der Lamina IV. Die kortikale Reprisentation der 36
Vibrissen ist in ihrer Gesamtheit im PMBSF (Posteromedialen Barrel-Subfield)
zusammengefasst.

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf Verdnderungen des PMBSF nach
Gefrierldsionen, da sich die Funktions-Strukturbeziehungen des Gehirns anhand dessen

sehr gut charakterisieren lassen (Jacobs et al. 1999 a, Rosen et al. 2001).

5.4.1 Morphologie der Hemisphire von Kontrolltieren

Insgesamt wurden von acht Hirnen (P7, n=5; P14, n=3) scheinoperierter Ratten
Tangentialschnitte angefertigt. Durch die GABAa-Rezeptoruntereinheit o; konnte der
somatosensorische Kortex (S1) bestehend aus PMBSF, Reprisentation der Hinter- und
Vorderpfote, Unterkiefer und Schnauze in Lamina IV dargestellt werden. Dariiber hinaus
konnte der visuelle, auditorische und retrospleniale Kortex nachgewiesen werden
(Abb. 3.15).

Eine immunhistochemische Markierung kortikaler Areale durch die GABAa-
Rezeptoruntereinheit a; gelang nur zu den Zeitpunkten P7 und P14. Derselbe Nachweis
war bei 21 Tage alten Tieren nicht zu erbringen, weil die oben beschriebenen Areale nicht
mehr eindeutig von ihrer Umgebung abzugrenzen waren. Eine tendenziell homogenere
Féarbung der Schnitte durch eine ubiquitdre Expression dieser Untereinheit war schon nach
dem 14. Tag zu beobachten, wobei sich das Barrelfield noch ausreichend demarkierte
(Fritschy et al. 1994).

Es bestanden keine morphologischen Unterschiede zwischen den ipsi- und kontralateralen
Hemisphéren der Kontrolltiere (Abb. 3.16A, 3.17A). Diese Hemisphiren wiesen an P7 und
P14 36 Barrels auf, mit Ausnahme von zwei 14 Tage alten Kontrolltieren, bei denen nur 35
Barrels nachzuweisen waren. Geringe Abweichungen der Anzahl der Barrels bei

Kontrolltieren sind beschrieben (Jacobs et al. 1999 a, Rosen et al. 2001).
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Abb. 3.15 Somatotopie des Barrelfields. Durch die GABAa-Rezeptoruntereinheit a; wurden
PMBSF (umrandet), Hinter- (HL) und Vorderpfote (FL), Unterkiefer (LJ) und Schnauze (SN)
sowie visueller (V1), auditorischer (A1), retrosplenialer (RSA) in der Hemisphare eines
Kontrolltieres (P7) dargestellt.

Die GABAja-Rezeptoruntereinheiten o; und a5 zeigten ein komplementéres
Verteilungsmuster. Die Untereinheit as markierte selektiv die Septen des PMBSF in einem
folgenden Tangentialschnitt des gleichen Hirns (Abb. 3.16B, 3.17B). In Arealen hoher a-
Expression war as fast vollstindig supprimiert, im Gegensatz hierzu konnte in Regionen
hoher as-Immunreaktivitdt die Untereinheit a; kaum nachgewiesen werden (vgl. Paysan et.
al. 1997).

Die durch das Neurolucida-System erfolgte Rekonstruktion des PMBSF in Abb. 3.16C
bzw. 3.17C entsprach der Expression der GABA-Rezeptoruntereinheit a; in Abb. 3.16A
bzw. 3.17A und erlaubte die morphometrische Vermessung des Flicheninhalt der Barrels
bzw. des Barrelfields und der Septen. Bei den 14 Tage alten Tieren wurde dariiber hinaus,
im Vergleich zu den eine Woche alten Tieren, eine prominentere Vaskularisierung des

Gehirns und eine bilaterale Vergroferung Flache des PMBSF ersichtlich (vgl. Abb. 3.17).
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Abb. 3.16 Komplementare Verteilung der GABAA-Rezeptoruntereinheiten o4 (A) und a5 (B) und
Rekonstruktion (C) des PMBSF bei einem P7 Kontrolltier in Tangentialschnitten (links ipsi- und
rechts kontralateral gespiegelt).
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Abb. 3.17 Komplementare Verteilung der GABAs-Rezeptoruntereinheiten o4 (A) und as (B)

und Rekonstruktion (C) des PMBSF bei einem P14 Kontrolltier in Tangentialschnitten (links
ipsi- und rechts kontralateral gespiegelt).
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5.4.2 Morphologie der ipsi- und kontralateralen Hemisphére von Lisionstieren

Bei neun (P7, n=5; P14, n = 4) Léasionstieren wurden die Hirne tangential geschnitten. In
der dysplastischen Hemisphdre konnte ebenfalls durch die GABAA-Rezeptoruntereinheit
a; der somatosensorische Kortex (S1) bestehend aus PMBSF, Reprisentation der Hinter-
und Vorderpfote, Unterkiefer, Schnauze in Lamina IV, sowie visueller, auditorischer und
retrosplenialer Kortex dargestellt werden. Die Malformation demarkierte sich durch

geringe Immunreaktivitit von der Umgebung (Abb. 3.18).

I [ i
4 -i“”:émf : i ; %Th

Abb. 3.18 Somatotopie des Barrelfields einer dysplastischen Hemisphare (P7). Durch die
GABAj-Rezeptoruntereinheit a; wurden PMBSF (umrandet), Hinter- (HL) und Vorderpfote (FL),
Unterkiefer (LJ) und Schnauze (SN) sowie visueller (V1), auditorischer (A1), retrosplenialer
(RSA) dargestellt. Die Dysplasie (Pfeilspitzen) weist minimale Immunreaktivitat auf.

Die 3-5 mm lange und ca. 1 mm breite Dysplasie, die durch Gefrierldsion induziert wurde,

betraf Vorder- und Hinterpfotenreprdsentation sowie den sekundiren okzipitalen Kortex.
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Abb. 3.20 Darstellung des PMBSF durch die komplementare Verteilung der GABAx-
Rezeptoruntereinheiten a4 (A) und as (B) und Rekonstruktion (C) bei einem P7 Lasionstier in

Tangentialschnitten (links ipsi- und rechts kontralateral gespiegelt). Die Dysplasie ist durch zwei
Pfeilspitzen gekennzeichnet.
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Abb. 3.19 Darstellung des PMBSF durch die komplementadre Verteilung der GABAa-
Rezeptoruntereinheiten a4 (A) und as (B) und Rekonstruktion (C) bei einem P14 Lasionstier (links

ipsi- und rechts kontralateral gespiegelt). Die Dysplasie ist durch zwei Pfeilspitzen
gekennzeichnet.
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Der Barrel-Kortex und andere kortikale Areale konnten bei Liasionstieren durch die
Untereinheit a; aus o.g. Griinden nur zu den Zeitpunkten P7 und P14 dargestellt werden.
Es zeigte sich, wie in der Kontrollgruppe, eine komplementire Verteilung der
Rezeptoruntereinheiten a; und as (Abb. 3.19, 3.20 A u. B).

Nach 2 Wochen war auch bei Ratten mit einer dysplastischen Hemisphére eine deutlichere
Gefaflzeichnung und eine bilaterale VergroBerung der Fliche des PMBSF im Vergleich zu
den jlingeren Tieren zu erkennen.

Die kontralateralen Hemisphdren der Lasionstiere unterschieden sich morphologisch nicht

von denen der scheinoperierten Ratten.

5.4.3 Morphometrie des Barrelfields nach Induktion fokaler kortikaler Dysplasien

Der Flache des PMBSF entspricht dem Flacheninhalt aller Barrels und wurde, wie die

Septen, durch die Neuroexplorer-Software errechnet.

Verinderung des Barrelfields an P7

Die dysplastischen Hemisphidren wiesen weniger Barrels (MW 34,8) im Vergleich zur
kontralateralen Hemisphire und der Kontrollgruppe auf, bei denen jeweils 36 Barrels
gezdhlt wurden. Bei zwei Ratten wurden 32 bzw. 34 Barrels gefunden. Die ipsi- und
kontralateralen Flachen des Barrelfields blieben im wesentlichen unveréndert, da lediglich
minimale Anderungen mit uneinheitlicher Tendenz festgestellt wurden. Die Fliche des
Barrelfields der dysplastischen Hemisphdre an P7 verringerte sich im Vergleich zur
Kontrolle (2,07 mm?) um 1,9 %. Das Barrelfield der kontralateralen Hemisphire der
Lisionstiere war 2,0% grofer als das kontralaterale PMBSF (2,18 mm®) der
scheinoperierten Ratten (vgl. Abb 3.21). Die Septen des Barrelfields verringerten sich im
Vergleich zu den Hemisphdren der Kontrolltiere ipsi- und kontralateral um 4,4 %

(MW 1,04 mm?) bzw. 6,0 % (MW 1,13 mm?).
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Abb. 3.21 Veranderung der Flache des Barrelfields der ipsi- und kontralateralen Hemispharen
an P7 und P14. Die Daten sind als Mittelwerte + Standardmeffehler angegeben.

Veranderung des Barrelfields an P14

Bei den P14-Léasionstieren fiel wie an P7 eine Verringerung der Anzahl der Barrels der
dysplastischen Hemisphire (MW 35,25) auf, wobei dhnliches auch fiir die ipsilaterale
Hemisphére der Kontrollgruppe (MW 35,3) nachzuweisen war. An P14 war die Flache des
ipsilateralen Barrelfields im Vergleich zu den Kontrolltieren bei einem Grossteil der Ratten
reduziert. Die Flidche war um 11,9 % kleiner als die der Kontrolltiere (MW 3,06 mm?). Das
kontralaterale PMBSF malf} 2,9 mmz, was einer Verminderung von 7,3 % entsprach. Der
Flicheninhalt der Septen betrug ipsi- und kontralateral 1,26 mm® bzw. 1,46 mm?, d.h. die
Septen verkleinerten sich im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren um 18,6 % bzw.
7,7 %. Allerdings konnte in beiden Fillen kein Signifikanzniveau (student t-test) erreicht
werden.

Erst nach 14 Tagen wurde dem Trend nach eine Verkleinerung des Barrelfields von
Lasionstieren ersichtlich, wohingegen sich eine Verringerung der Flache der Septen schon

nach 7 Tagen zeigte. Diese Tendenz war an P14 deutlich ausgeprégter.
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6. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde nach experimenteller Induktion einer fokalen kortikalen
Dysplasie eine gestorte Expression verschiedener GABA-Rezeptoruntereinheiten
wihrend der ersten 21 Lebenstage beobachtet.

Bei den Kontrolltieren zeigte sich ein altersabhingiges Verteilungsmuster der GABA-
Rezeptoruntereinheiten a;, o3 und os. Die Rezeptoruntereinheit o; wurde mit dem Alter
zunehmend neokortikal und besonders im Barrelfield der Lamina IV exprimiert. Ab der 2.
Woche konnte ein vermehrtes Vorkommen der Untereinheit a3 vor allem in den Laminae
V und VI gezeigt werden. Die zu a; komplementidre Rezeptoruntereinheit as wies zu allen
untersuchten Zeitpunkten eine unveridnderte Expression besonders in den Laminae III, V
und VI auf.

Nach Induktion einer Gefrierldsion war das typische Verteilungsmuster nicht nur im
Bereich der Dysplasie verdndert, sondern das gestorte Verteilungsmuster betraf
bihemisphérisch sowohl benachbarte als auch entfernte neokortikale Areale und den
Hippokampus. Die GABAa-Rezeptoruntereinheit o; war bis zum 14. Tag bilateral
neokortikal und im Hippokampus herunterreguliert, wohingegen sie nach 3 Wochen in
allen Arealen stirker exprimiert wurde. Die Untereinheit o3 zeigte am 7. und 21. Tag
bihemisphérisch ein schwicheres Expressionsmuster. Jedoch wurde diese nach 2 Wochen
kontralateral in allen Regionen vermehrt nachgewiesen. Die GABA s-Rezeptoruntereinheit
as war nach 7 Tagen bihemisphérisch reduziert, wihrend der Neokortex nach 14 Tagen
bilateral eine vermehrte Expression erkennen lie3. Nach 21 Tagen wies as ipsilateral eine
vermehrtes und kontralateral ein verringertes Vorkommen in neokortikalen Arealen auf.
Trotz dieser weitreichenden Verdnderungen der GABAs-Rezeptoruntereinheiten blieb die
typische Struktur des somatosensorischen Kortex in der Umgebung der Malformation
weitgehend erhalten. Lediglich die Flachen des posteriomedialen Barrel-Subfields und der
Septen waren nach Induktion einer fokalen kortikalen Dysplasie bilateral im Areal der
Reprisentation der Vorder- bzw. Hinterpfote nach 1 und 2 Wochen vermindert. Die
Anzahl der Barrels war zu beiden untersuchten Zeitpunkten Ileicht reduziert.
Nebenbefundlich zu diesen spezifischen Verdnderungen zeigte sich eine Verminderung des
Korper- und Hirngewicht der Lasionstiere bis zum 14. postnatalen Tag, wohingegen diese

nach 3 Wochen nicht mehr nachzuweisen war.
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6.1 Gestorte Expression verschiedener GABA s-Rezeptoruntereinheiten

Als Folge einer Stérung der kortikalen Organisation nach Induktion einer fokalen
Dysplasie wurden immunhistochemisch weitreichende Veranderungen der Expression
verschiedener GABAA-Rezeptoruntereinheiten beobachtet. Das gestorte Verteilungsmuster
der Untereinheiten o, a3 und os liel sich bihemisphérisch in benachbarten und entfernten
neokortikalen Arealen sowie im Hippokampus nach Induktion einer kortikalen fokalen
Dysplasie belegen. Redecker und Kollegen beschrieben bei adulten Ratten eine
verminderte Expression fiinf verschiedener GABA s-Rezeptoruntereinheiten, die nicht nur
auf den ipsilateralen Neokortex beschrinkt war. Ein gestortes Verteilungsmuster war
aulerdem im ipsilateralen Hippokampus und in den kontralateralen frontalen und
parietalen Kortizes immunhistochemisch nachzuweisen (Redecker et al. 2000 a).
Immunhistochemisch wurde eine lokal im Bereich des Mikrogyrus gestorte Verteilung
verschiedener NMDA-, AMPA- und Kainatrezeptoruntereinheiten des Glutamatrezeptors
nachgewiesen. In entfernten kortikalen Arealen wurden keine Verdnderungen der
Expression dieser Untereinheiten festgestellt (Hagemann et al. 2003).

Ein anderes Modell neuronaler Migrationstorungen zeigte nach Induktion fokaler
kortikaler Dysplasien durch Ibotensdure einen Mikrosulkus, ektopische Neurone in
oberflachlichen Schichten und einen Verlust von Neuronen v.a. in den Laminae V und VIa
bei gleichzeitiger Verbreiterung der Laminae II und III. Im Gegensatz zum
Gefrierldsionsmodell wurden immunhistochemisch eine Modulation der Expression
verschiedener GABAa-Rezeptoruntereinheiten der ipsilateralen Hemisphére, aber keine
weitreichenden Verdnderungen in entfernten Arealen festgestellt (Redecker et al. 1998 a
und b, Hagemann et al. 2001).

Dysplastische Kortizes zeigen ein Ungleichgewicht zwischen GABA-erger Inhibition und
Glutamat vermittelter Exzitation, was in autoradiographischen Untersuchungen durch
verminderte Bindung von Muscimol und Baclofen an GABA, bzw. GABAg-Rezeptoren
und vermehrte Bindung spezifischer Liganden an exzitatorischen AMPA- und Kainat-
Rezeptoren in der ipsilateralen Hemisphdre nachgewiesen wurde. Dariiber hinaus war die
Bindung von MK-801 an exzitatorischen NMDA-Rezeptoren lediglich im dysplastischen
Areal erhoht (Zilles et al. 1998). Dariliber hinaus belegten Krdmer und Mitarbeiter in
autoradiographischen Messungen einen signifikant reduzierten Glucose-Metabolismus bis

zu 1 mm lateral der Dysplasie (Krdamer et al. 2001).
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Weitreichende Verdnderungen der GABA-Rezeptoren bzw. deren Untereinheiten sind
nicht nur nach Induktion einer fokalen Dysplasie nachweisbar, sondern wurden rezeptor-
autoradiographisch ebenfalls fiir akute fokale kortikale Lasionen bei adulten Ratten gezeigt
(Witte et al. 1997, Que et al. 1999).

Bei autoradiographischen Verfahren ist jedoch unklar, inwieweit eine vermehrte bzw.
verminderte Bindungsdichte des spezifischen Liganden, auf eine verdnderte Anzahl der
Rezeptoren und/ oder auf eine durch die Lésion verdnderte Affinitdt zuriickzufiihren ist
(Zilles et al. 1998, Hagemann et al. 2003). Das Bindungsverhalten des Liganden an den
Rezeptor ist u.a. abhingig von der Zusammensetzung (Barnard et al. 1998, Narahashi
1999) und posttranslationalen Modifikationen der einzelnen Untereinheiten (Unnerstall et
al. 1981). Immunhistochemische Studien erlauben im Gegensatz dazu Riickschliisse liber
die Expression von Proteinen der Zellmembran, wie einzelnen Rezeptoruntereinheiten,
unabhéngig von den funktionellen Eigenschaften eines Rezeptors (Hagemann et al. 2003).
Die FEigenschaften der einzelnen Untereinheiten des GABAa-Rezeptors sind zwar
weitgehend unbekannt, jedoch ist gesichert, dass die verschiedenen Untereinheiten die
pharmakologischen Eigenschaften des Rezeptors beeinflussen (Wisden und Seeburg 1992,
Barnard et al. 1998). In pharmakologischen Studien ergaben sich Hinweise auf eine
reduzierte Affinitit des GABAa-Rezeptors fir den Benzodiazepin-Rezeptoragonisten
Zolpidem nach Induktion einer fokalen kortikalen Dysplasie, die auf Verdnderungen der
Zusammensetzung der a-Untereinheiten in der paramikrogyralen Zone zuriickgefiihrt
werden (de Fazio und Hablitz 1999), sowie auf eine gesteigerte Sensitivitdt des NMDA-
Rezeptorsubtyps NR2B fiir den Antagonisten Ifenprodil (Hablitz und de Fazio 2000). Die
verminderte Expression von a;, was in der vorliegenden Arbeit bestitigt wurde, konnte die
reduzierte Affinitdt des GABAs-Rezeptors fiir Zolpidem erkléren, da a; im Vergleich zu
den Untereinheiten a3 und os eine hohere Affinitét besitzt (Liiddens et al. 1995).

Die in dieser Studie beschriebene ausgedehnte Modulation der GABA-Rezeptoren ist ein
Hinweis auf eine moglicherweise verzogerte Entwicklung des Hirns. Die bei Kontrolltieren
unmittelbar nach der Geburt kaum nachweisbare Untereinheit a; wird im Lauf der ersten
Lebenswochen verstirkt exprimiert, wohingegen die unmittelbar postnatal auf hohem
Niveau exprimierte Untereinheit o, nach 14 Tagen nahezu verschwunden ist (Fritschy et al.
1994). Jedoch wurde nach Induktion einer fokalen kortikalen Dysplasie in den ersten 2

Wochen ein bihemisphérisch vermindertes Vorkommen und nach 21 Tagen eine
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vermehrte, eventuell kompensatorisch  gesteigerte  Expression der GABAj-
Rezeptoruntereinheit a; beobachtet. Die bei Kontrolltieren zu erwartende voriibergehende
Hyperexpression der Rezeptoruntereinheiten o3 und os wihrend der ersten Tage blieb aus
(Paysan et al. 1994). Jedoch wurde mit 2-wdchiger Verzogerung ein vermehrtes
Vorkommen dieser Untereinheiten in neokortikalen Arealen gezeigt, was die These einer
verzogerten Hirnentwicklung unterstiitzt.

Nach Induktion fokaler kortikaler Dysplasien wurde immunhistochemisch ein transient
reduziertes Vorkommen des spezifisch Calcium bindenden Proteins Parvalbumin im
Mikrogyrus und in der paramikrogyralen Zone nachgewiesen. Die zeitweilige
Verminderung Parvalbumin-positiver Interneurone, die zu fast 100 % den Neurotransmitter
GABA ko-exprimieren (Ren et al. 1992), war nach 21 Tagen nicht mehr zu belegen.
Uberraschenderweise zeigten diese Ratten ein normalisiertes adultes Verteilungsmuster,
das von diesem Zeitpunkt an auch bei Kontrolltieren zu beobachten war (Jacobs et al.
1996). Moglicherweise besteht ein Zusammenhang zwischen der Modulation und der
Entwicklungsverzogerung  prédsynaptischer und  postsynaptischer =~ GABA-erger
Mechanismen, indem préasynaptische inhibitorische Interneurone verzogert exprimiert
werden und derart postsynaptisch die Zusammensetzung der Untereinheiten der
Rezeptoren beeinflussen.

Autoradiographische Studien der mRNA-Transkription bei Kontrolltieren ergaben eine
Expression von o3 auf hohem Niveau wéhrend der prd- und frilhen postnatalen
Entwicklung, die allerdings nach 12 Tagen vermindert war und anschlieend in wenigen
Tagen ein niedriges adultes Niveau erreichte (Laurie et al. 1992). Eine mogliche
Retardierung der Hirnentwicklung ldsst sich in der vorliegenden Arbeit auch an dieser
Untereinheit belegen, da a3 wihrend der ersten Woche im Neokortex bilateral reduziert
war, nach einer weiteren Woche in der kontralateralen Hemisphére vermehrt vorkam und
nach 21 Tagen bihemisphirisch geringer exprimiert wurde.

Unter Annahme einer verzogerten Hirnentwicklung ist zu berticksichtigen, dass GABA in
der Embryonal- und frithen Postnatalphase bei Sdugetieren kein inhibitorischer, sondern
ein exzitatorischer Neurotransmitter ist, was moglicherweise ein Grund fiir das Auftreten
von Hyperexzitabilitit ist (Ben-Ari et al. 1997, Barnard et al. 1998). Nach Induktion
fokaler kortikaler Dysplasien wurde eine ausgepréigte Hyperexzitabilitdt in den Laminae II/

III der paramikrogyralen Zone beobachtet (Jacobs et al. 1996 und 1999 a, Hablitz und de
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Fazio 1998, Luhmann et al. 1998 a und b, Redecker et al. 1998, Quill et al. 2002).
Verschiedene Studien belegen, dass sich diese von der mikroskopisch intakten
paramikrogyralen Zone mit der typischen Schichtung ausbreitet (Luhmann und Raabe
1996, Luhmann et al. 1998 b, Jacobs et al. 1999 a). Ein Erklarungsansatz dieses Befundes
liegt in der aberranten Konnektivitit thalamischer Afferenzen, da diese aufgrund der
Lasion nicht in den Mikrogyrus, sondern in die anliegende paramikrogyrale Zone
einsprossen (Jacobs et al. 1996 und 2000, Zilles et al., 1998). In elektrophysiologischen
Untersuchungen wurde bestétigt, dass diese lang anhaltenden multiphasischen
Feldpotentiale der interiktalen epileptiformen Aktivitdt in chronischen Epilepsie-Modellen
sehr dhnlich sind (Prince und Tseng 1993, Hoffman et al. 1994). Eine persistierende
epileptiforme Aktivitdt war erst nach 12 Tagen durch Stimulation in Lamina VI zu
evozieren (Jacobs et al. 1996), obwohl ein vollstindig ausgepriagter Mikrogyrus bereits
nach einer Woche nachzuweisen war. Als grundlegender pathogenetischer Faktor der
Hyperexzitabilitdt ist das in dysplastischen Kortizes nachgewiesene Ungleichgewicht
zwischen GABA-erger Inhibition und Glutamat vermittelter Exzitation bekannt (Luhmann
et al. 1998 a und b). In-vitro-Untersuchungen zeigten in Kontrollpréparaten
synchronisierten Entladungen dhnlich einer fokalen Epilepsie nach gestorter Inhibition
durch Applikation des GABAa-Antagonisten Bicullin (Chagnac-Amitai und Connors
1989).

Die Propagation epileptiformer Potenziale iiber den Kortex bis zu 3,5 mm in
mediolateraler Richtung wird durch AMPA-Rezeptoren ermoglicht, was durch Blockade
dieser Rezeptoren in extrazelluldren elektrophysiologischen Untersuchungen bestétigt
wurde (Luhmann und Raabe 1996, Luhmann et al. 1998 a). Weiterhin wurde in
intrazelluldren Ableitungen nachgewiesen, dass die iiber NMDA-Rezeptoren vermittelte
Exzitation gesteigert ist (Luhmann et al. 1998 b). In extrazelluldren Ableitungen wurde
nach Induktion fokaler kortikaler Dysplasien durch Ibotensédure eine NMDA-abhingige
Hyperexzitabilitit auch in entfernten kortikalen Arealen beobachtet (Redecker et al. 1998 a
und b). Im Gegensatz zum Gefrierldsionsmodell scheint das inhibitorische Netzwerk in der
Umgebung der Dysplasie nach Injektion von Ibotensdure funktionell intakt (Hagemann et
al. 2000 b).

Dariiber hinaus ist eine Dysfunktion der GABAA- und GABAg-Rezeptoren anzunehmen,

die in intrazelluliren elektrophysiologischen Studien aufgrund einer reduzierten

52



6. Diskussion

glutamatergen Exzitation schwichere oder sogar fehlende inhibitorische postsynaptische
Potentiale zeigten (Luhmann et al. 1998 b). Diese Disinhibition konnte aus einer
Verdnderung des Chloridgradienten {iber der Membran, einer Dephosphorylierung oder
einer modulierten Zusammensetzung der Rezeptoruntereinheiten (Stelzer et al. 1988, Chen
et al. 1990, Barnard et al. 1998), sowie einem Verlust des GABA-Rezeptors resultieren
(Zilles et al. 1998). Eine verdanderte Komposition der Rezeptoruntereinheiten beeinflusst
die elektrophysiologischen Eigenschaften des GABAs-Rezeptors (Barnard et al. 1998,
Crino et al. 2001) und konnte somit durch eine modulierte Inhibition eine
Hyperexzitabilitit  bedingen. Die  Ausbreitung epileptiformer  Aktivitdit  wird
moglicherweise durch ein in entfernten kortikalen Arealen verdndertes Verteilungsmuster

der Rezeptoruntereinheiten zusédtzlich begiinstigt.

6.2 Verkleinerung der Fliache des posteromedialen Barrel-Subfields und der Septen

Nach 7 und 14 Tagen wurde bilateral eine tendenzielle Verminderung der Flachen des
posteromedialen Barrel-Subfields und der Septen der dysplastischen Hemisphdre in
Tangentialschnitten festgestellt. Die typische Struktur des Barrelfields in der Umgebung
der Malformation blieb mit Ausnahme weniger fehlender Barrels in der ipsilateralen
Hemisphére erhalten, da die Gefrierldsion nicht im somatosensorischen Kortex, sondern
lateral davon tliberwiegend im Areal der Reprisentation der Vorder- bzw. Hinterpfote
aufgebracht wurde. Geringe Abweichungen der Anzahl der Barrels auch bei Kontrolltieren
sind beschrieben (Jacobs et al. 1999, Rosen et al. 2001). Das kontralaterale Barrelfield lief3
im Vergleich zu den Kontrollen keine qualitativen Unterschiede erkennen.

Zur Entwicklung und Differenzierung kortikaler Areale und speziell des Barrelfields
werden zwei sich ergdnzende Theorien diskutiert, die sich einerseits auf genetische und
andererseits auf epigenetische Faktoren stiitzen. Das Protomap-Modell beruht auf einer
Vorherbestimmung neokortikaler Areale aufgrund eines immanenten genetischen
Programms, obwohl die aus dem Neuroepithel hervorgehende unreife neokortikale Platte
keine kortikale Organisation erkennen ldsst (Rakic 1988). Die Existenz eines genetischen
Programms ist ab dem 14. Embryonaltag durch heterotope Transplantationen
sensomotorischer bzw. perirhinaler Kortizes belegt (Barbe und Levitt 1991 und 1992). Das
Protokortex-Modell postuliert eine neokortikale Differenzierung ausschlieflich durch

extrinsische Faktoren, wie thalamokortikalen Afferenzen (O Leary 1989), die sich bereits
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am 16. Embryonaltag, 6 Tage vor Geburt, nachweisen lassen (Catalano et al. 1996). Die
Induktion einer fokalen kortikalen Dysplasie am Tag der Geburt verdnderte die prinatal
vorbestimmte Entwicklung und neokortikale Differenzierung des Barrelfields. Die
Plastizitit des Kortex im Sinne einer strukturellen Reorganisation ist wihrend der 1.
Lebenswoche am ausgepriagtesten (Fox 2002). Fiir kallosale Projektionen ist die
Penetration des Kortex zwischen den Postnataltagen 3 bis 6 und die Ausbildung des
adulten Verteilungsmusters in der 2. bis 4. Woche belegt (Wise und Jones 1976, Miller und
Vogt 1984). Am 17. Embryonaltag erreichen thalamokortikale Efferenzen die Lamina VIb,
zum Zeitpunkt der Geburt verzweigen sich wenige Axone in den Laminae VIa und V und
ab dem ersten Postnataltag erreichen diese Projektionen die sich entwickelnde Lamina IV.
Nach einer Woche spannen sich die ersten Verzweigungen iiber die gesamte Ausdehnung
eines Barrels (Catalano et al. 1996).

Die in dieser Studie beobachtete bilaterale Verkleinerung der Fliche des Barrelfields
konnte durch eine verminderte Projektion thalamokortikaler Axone in die Barrels der
Lamina IV durch die rdumliche Néhe zur Malformation bedingt sein (vgl. Jacobs et al.
1999 a und 2000). Eine Verminderung der Flidche der Septen ist moglicherweise auf eine
geringere Anzahl kallosaler Faserverbindungen und Projektionen des Nukleus posterior
zuriickzufiihren, die ihrerseits in den Septen verlaufen. Ratten mit einer kortikalen
Malformation lieen im Vergleich zur Kontrollgruppe weniger kallosale Neurone in den
Laminae II und III und mehr in Lamina VI bei insgesamt verminderter Anzahl erkennen
(Gianetti et al. 1999). Eine Beeintrachtigung dieser Bahnen konnte die Verkleinerung der
Flachen des kontralateralen Barrelfields und der Septen erkldren, da kallosale Fasern in das
homotope kontralaterale Kortexareal projizieren (Akers und Killackey 1978, Hayama und
Ogawa 1997).

Nach Induktion der Dysplasie im somatosensorischen Kortex wurde ipsilateral ein in
seiner typischen Struktur zerstortes Barrelfield bzw. ein Verlust von Barrels nachgewiesen,
so dass Aussagen iiber die somatotope Organisation des ipsilateralen Barrelfields kaum zu
treffen sind (Jacobs et al. 1999 a, Rosen et al. 2001). Der Verlust des regulédren kortikalen
Ziels bzw. Barrels in der Lamina IV, kann wihrend der Synaptogenese zu einem
Einsprossen thalamokortikaler Axone in die hyperexzitatorische paramikrogyrale Zone
fiihren (Jacobs et al. 1999 a und 2000), da die Anzahl der sich verzweigenden Axone trotz

einer Lasion konstant bleibt (,,Principle of conservation of total axonal arborizations®,
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Sabel und Schneider 1988). Durch Injektion der neuroanatomischen Tracer-Substanz
Dextran in den ventrobasalen Thalamus konnte belegt werden, dass thalamische Axone
nicht den Mikrogyrus, sondern die paramikrogyrale Zone, penetrieren (Jacobs et al.
1999 b, Rosen et al. 2000). Diese Hyperinnervation der paramikrogyralen Zone ldsst sich
mit der in elektrophysiologischen Untersuchungen beobachteten Hyperexzitabilitdt, die
dort ihren Ursprung hat, in Einklang bringen (Jacobs et al. 1996 und 1999 a, Hablitz und
de Fazio 1998, Luhmann et al. 1998 a und b, Quill et al. 2002). Dariiber hinaus wurden
nach Injektion von Dextran in den Mikrogyrus weniger afferente und efferente kallosale
Fasern im homologem Kortexareal, sowie einige heterotope Projektionen nachgewiesen
(Rosen et al. 2000). Bei iiber 60 Tage alten Ratten war eine Vergroferung des
kontralateralen Barrelfields der Lésionstiere nachzuweisen, wobei ausschlieB3lich
Hemisphéren mit einem vollstandigen Barrelfield ausgemessen wurden. Die Zunahme der
Flache des Barrelfields wurde auf eine Vergroferung der Septen zuriickgefiihrt, da die
Flachen individueller Barrels im Vergleich zu den Kontrollen konstant blieben. Rosen und
Mitarbeiter vermuten als mogliche Ursache eine verdnderte Konnektivitdt, v.a. eine
Vermehrung thalamokortikaler Projektionen des ipsilateralen Nukleus posterior (PO) und
kallosaler Faserverbindungen, die zwar keinen Anschluss an die Barrels haben, aber zu
einem GroBteil in den Septen verlaufen. Allerdings wurden in dieser Arbeit die Septen im
Gegensatz zu den einzelnen Barrels nicht ausgemessen (Rosen et al. 2001).

In weiteren Studien sollte untersucht werden, ob die Flichen des posteriomedialen Barrel-
Subfields und der Septen auch hinsichtlich einer Entwicklungsretardierung iiber den
Zeitraum von 2 Wochen hinaus reduziert bleiben, da eine Untersuchung der Flache des
posteriomedialen Barrel-Subfields und der Septen nach 21 Tagen aufgrund der ubiquitdr
gesteigerten Expression der GABA s-Rezeptoruntereinheit a; unmoglich war (Paysan et al.

1994).

6.3 Initialer Gewichtsverlust nach Induktion einer fokalen kortikalen Dysplasie

Ein transienter Verlust des Hirn- und Korpergewichts nach Induktion einer fokalen
kortikalen Dysplasie wurde bis zum 14. Tag nachgewiesen. Dieser Sachverhalt wurde
ebenfalls bei Ratten verschiedener Altersgruppen mit bilateralen Gefrier- (Peiffer et al.
2003) und parietalen Sauglidsionen (Kolb und Whishaw 1985 a) beschrieben und jeweils

durch volumetrische Messungen bestétigt.
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Diese Befunde deuten wie auch die teilweise verzogerte Expression der GABAx-
Rezeptoruntereinheiten auf eine allgemeine Entwicklungsretardierung hin. Gefrierldsionen
am Tag der Geburt fiihrten zu einem nekrotischen Untergang des Hirnparenchyms und
einem konsekutiv verminderten Hirngewicht. Die einwandernden bzw. an der kortikalen
Oberfliche vorhandenen Neurone, v.a. der zukiinftigen Laminae VI bis IV, wurden durch
die Gefrierldsion abgetotet (Rosen et al. 1996, Zilles et al. 1998). Demnach storen
Gefrierldsionen die physiologische Kortexentwicklung und fithren zu einer in den ersten
Tagen nach der Lision erfolgenden strukturellen Reorganisation des Kortex. Dabei
wanderten Neurone der Lamina II und III aus der paramikrogyralen Zone in den
Mikrogyrus, um die Lamina 2 zu bilden (Zilles et al. 1998, Redecker et al. 2000 a). Diese
ausgepragte strukturelle Reorganisation des Neokortex ist bei einem adulten Tier nach
Abschluss der neuronalen Entwicklung nicht mehr zu beobachten. Kolb und Mitarbeiter
zeigten, dass eine sich iiber Monate entwickelnde permanente generalisierte Atrophie des
Hirnparenchyms Folge einer Saugldsion bei Ratten im Erwachsenenalter ist (Kolb et al.
1998). Sogar Lésionen im frontalen und parietalen Kortex wahrend der 1. Lebenswoche
bei Hamstern konnten nur schlecht kompensiert werden und beeintrachtigten diese bei der
Korperpflege, der Orientierung, dem Schwimmen, dem Balancierens sowie der
Nahrungsaufnahme (Kolb und Whishaw 1985 b). Im Gegensatz zu diesem Substanzverlust
wurde durch eine Gefrierldsion wihrend der neuronalen Migration und Differenzierung ein
Einwandern von Neuronen aus der paramikrogyralen Zone in die fokale Nekrose induziert.
Die Veridnderungen des Gehirns wihrend der Reorganisationsphase waren derart
gravierend, dass diese zu einer Verringerung des Korpergewichts fiihrten.

Da nach 21 Tagen kein wesentlicher Unterschied des Korper- und Hirngewichtes im
Vergleich zu den Kontrolltieren festzustellen war, ist von einer Kompensation des initialen
Gewichtsverlusts auszugehen. Peiffer und Kollegen beschrieben eine Reduktion des
Hirngewichts nach bilateralen Gefrierldsionen bei 2 Monate alten Ratten (Peiffer et al.
2003), was moglicherweise als ein Hinweis auf eine vorilibergehende

Gewichtsnormalisierung zu sehen ist, die 3 Wochen anhilt.

6.4 Klinische Bedeutung

Weitreichende Verdnderungen des GABA-ergen Systems wurden bei Epilepsie-Patienten

mit fokalen kortikalen Dysgenesien beschrieben.
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Diese Verdnderungen zeigten in Positronen-Emissions-Tomographien (PET) aufgrund
eines modulierten Expressionsmusters der GABA-Rezeptoruntereinheiten ein gestortes
Bindungsverhalten der Tracer-Substanz ''C-Flumazenil nicht nur im Bereich der
Malformation, sondern auch in der scheinbar intakten Umgebung (Richardson et al. 1996,
Hammers et al. 2001). Dariiber hinaus wurde in zahlreichen PET-Untersuchungen ein
Glucose-Hypometabolismus beschrieben (Chugani et al 1990, Schlaug et al. 1997,
Wunderlich et al. 2000)

In humanen dysplastischen Prdparaten wurde durch mRNA-Amplifizierung eine
differenzielle Expression verschiedener Untereinheiten des GABAa-, Glutamat- und
NMDA-Rezeptors einzelner Neurone belegt. Der Nachweis einer verdnderten
Transkription, die aber nicht zwangsldufig zu einer modulierten Proteinbildung fiihren
muss, deutet auf verdnderte pharmakologische und elektrophysiologische Eigenschaften
des GABA-Rezeptors hin. Weitere Faktoren wie die funktionelle Zusammensetzung der
Rezeptoruntereinheiten zu einem vollstindigen pentameren Rezeptor und post-
translationale Modifikationen, z.B. durch Phosphorylierung sind bei der Epileptogenese zu
beriicksichtigen (Crino et al. 2001). Weiterhin belegen immunhistochemische Studien eine
Verringerung Parvalbumin positiver Interneurone (Spreafico et al. 1998).

Die Abwesenheit spontan auftretender Krampfanfille trotz der histopathologisch grof3en
Ahnlichkeit mit humanen Dysgenesien bei tierexperimentell induzierten kortikalen
Dysplasien ldsst vermuten, dass zusétzliche Faktoren oder eine genetische Disposition fiir
die bei Menschen beobachteten Epilepsien von Bedeutung sind (Redecker et al. 2000 b).
Veranderungen der Verteilung der GABA-Rezeptoruntereinheiten haben moglicherweise
eine Bedeutung fiir die pharmakologische Therapie der vielfach therapierefraktiren
Epilepsien bei fokalen kortikalen Dysgenesien. Uber die Untereinheit o; wird durch
selektive Pharmaka neben Sedation und anterograder Amnesie auch ein antikonvulsiver
Effekt vermittelt, wohingegen iiber o, v.a. eine anxiolytische Wirkung erzielt wird.
Angesichts dessen versprechen Bestrebungen in der pharmakologischen Forschung,
einzelne Untereinheiten selektiv zu beeinflussen, eine spezifischere Therapie (Mdhler et al.

2002, Whiting 2003).
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Dysplastische Kortizes zeigen ein Ungleichgewicht zwischen GABA-erger und Glutamat
vermittelter Exzitation, das mit dem Auftreten von Hyperexzitabilitit bzw. beim Menschen
mit therapierefraktiren Epilepsien und/ oder neuropsychologischen Defiziten assoziiert ist.
Die vorliegende Arbeit belegt eine modulierte Expression der GABAx-
Rezeptoruntereinheiten oy, oz und os in den ersten 21 Lebenstagen nach Induktion einer
fokalen kortikalen Dysplasie. Diese Studie befindet sich somit in Einklang mit
vorangegangenen Untersuchungen in denen eine verminderte Expression dieser
Rezeptoruntereinheiten bei adulten Ratten beobachtet wurde. Obwohl die Eigenschaften
der einzelnen Untereinheiten weitgehend unbekannt sind, ist gesichert, dass die verdnderte
Komposition die Funktion des Rezeptors beeinflusst. In mehreren Untersuchungen wurde
eine ausgepragte Hyperexzitabilitit beobachtet, wobei die Laminae II/ TII der
morphologisch intakten paramikrogyralen Zone als epileptogener Fokus identifiziert
wurden. Auffillig ist hierbei, dass der erst ab dem 12. postnatalen Tag nachweisbaren
Hyperexzitabilitdit ein ab dem 7. postnatalen Tag gestortes Verteilungsmuster der
Untereinheiten vorausgeht. Das gestorte Verteilungsmuster als morphologisches Korrelat
der Hyperexzitabilitdt war nicht nur auf den Bereich der Dysplasie beschriankt, sondern
betraf bihemisphérisch sowohl benachbarte als auch entfernte neokortikale Areale und den
Hippokampus. Die in dieser Studie belegte ubiquitdr modulierte Expression verschiedener
GABA-Rezeptoruntereinheiten konnte die Epileptogenese und Propagation epileptiformer
Aktivitat beeinflussen.

Die ausgedehnte Modulation der Verteilung der Rezeptoruntereinheiten wéhrend der ersten
3 Wochen weist auf eine mdglicherweise verzogerte Hirnentwicklung hin, da die
physiologischen Expressionsverdnderungen nicht oder zum Teil verzogert eintreten.
Nebenbefundlich zeigte sich eine transiente Verminderung des Korper- und Hirngewichtes
der Lisionstiere bis zum 14. postnatalen Tag, wohingegen diese nach 3 Wochen nicht
mehr nachzuweisen war.

Trotz dieser weitreichenden Verdnderungen der GABAs-Rezeptoruntereinheiten blieb die
typische Struktur des somatosensorischen Kortex in der Umgebung der Malformation
weitgehend erhalten. Lediglich die Flachen des posteriomedialen Barrel-Subfields und der

Septen waren bilateral im Areal der Reprisentation der Vorder- bzw. Hinterpfote nach 1
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und 2 Wochen vermindert. Eine Hypothese zur Erkldrung dieser Befunde geht von einer
durch die rdumliche Nihe zur Malformation bedingten verminderten Projektion
thalamokortikaler Axone und einer reduzierten Anzahl in den Septen verlaufender
kallosaler Faserverbindungen aus. Die Beeintrachtigung kallosaler Fasern konnte die
Verkleinerung des kontralateralen Barrelfields und der Septen erkléren, da kallosale Fasern
in das homotope kontralaterale Kortexareal projizieren.

Die modulierte Expression verschiedener GABA-Rezeptoruntereinheiten geht einer
elektrophysiologisch nachweisbaren Hyperexzitabilitidt voraus und leistet wahrscheinlich
einen Beitrag zur Epileptogenese. Verdnderungen der Verteilung der GABAa-
Rezeptoruntereinheiten haben mdéglicherweise eine Bedeutung fiir die pharmakologische

Therapie von Epilepsien, da verschiedene Antiepileptika liber GABAa-Rezeptoren wirken.
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