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Verwendete Abkürzungen: 
 
A  Adenosin 
ATP  Adenosin-Triphosphat 
AMP  Adenosin-Monophosphat 
bp  Basenpaare 
C  Cytidin 
14C  Kohlenstoff-14 
°C  Grad Celsius 
cAMP  Cyclo-Adenosin-Monophosphat 
cDNA  komplementäre DNA 
dATP  Desoxy-Adenosin-Triphosphat 
dCTP  Desoxy-Cytidin-Triphosphat 
dGTP  Desoxy-Guanosin-Triphosphat 
DNA  Desoxy-Nukleinsäure 
dNTP  Desoxy-Nukleinsäure-Triphosphat-Gemisch 
dT  Desoxy-Thymidin 
DTT  Dithiotreitol 
dTTP  Desoxy-Thymidin-Triphosphat 
FCD  Fokale cortikale Dysplasie 
G  Guanosin 
g  Gramm bzw. Gravitationskraft 
GABA  γ-Aminobuttersäure 
GAD  Glutamatdecarboxylase 
GDP  Guanosin-Diphosphat 
GPCR  G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 
GTP  Guanosin-Triphosphat 
IPSP  inhibitorisches postsynaptisches Potential 
ISH  in situ Hybridisierung 
kDa  Kilodalton 
L.  Lamina 
l  Liter 
M  molar 
MG  Molekulargewicht 
mGluR  metabotrope Glutamat Rezeptoren 
min.  Minute(n) 
mRNA  Messenger-Ribonukleinsäure 
PBS  phosphate buffered saline 
PLP  Pyridoxalphosphat 
RNA  Ribonukleinsäure 
RT  reverse Transkriptase 
35S  Schwefel-35 
sek.  Sekunde(n) 
SSC  standard saline citrate 
T  Thymidin 
TdT  Terminale Desoxynukleotidyl-Transferase 
TLE  Temporallappen-Epilepsie 
 
 
 



 



1. Einleitung 
Neurotransmitter sind biochemische Substanzen, die Informationen an den Synapsen von einer Ner-

venzelle zu einer anderen Nervenzelle weitergeben. Die wichtigsten Transmitter sind Acetylcholin, die 

Monoamine, Glutamat, Glycin und die Aminosäure γ-Aminobuttersäure (GABA). Die regulierte Frei-

setzung dieser Botenstoffe aktiviert bestimmte Rezeptoren in nachgeschalteten Nervenzellen. Diese 

Aktivierung der Rezeptoren führt dazu, dass die Zielzellen entweder angeregt oder gehemmt werden. 

Der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter im Zentralnervensystem (ZNS) ist GABA. Sie wurde 

vor über fünfzig Jahren erstmals im Gehirn von Säugetieren entdeckt (Awapara et al. 1950, Roberts 

and Frankel 1950). In den folgenden Jahren zeigten unterschiedliche Untersuchungen an Nerven- und 

Muskelzellen von Wirbeltieren und Wirbellosen, dass GABA eine inhibitorische Wirkung entfaltet 

(Bazemore et al. 1957, Kuffler und Edwards 1958, Kuffler 1960). Schließlich konnte sie 1971 an Ner-

venendigungen im cerebralen Cortex von Säugetieren nachgewiesen werden (Bloom und Iversen 

1971). 

GABA wird in inhibitorischen Neuronen durch das Enzym GAD aus Glutamat synthetisiert, durch den 

Vesikulären-Neurotransmitter-Transporter (VGAT) in Vesikel überführt und gespeichert (Fon und 

Edwards 2001). Die Freisetzung erfolgt Calcium-abhängig an terminalen Nervenendigungen. Ihre 

Wirkung kann an metabotropen oder ionotropen Rezeptoren, die prä- oder postsynaptisch lokalisiert 

sind, übertragen werden. Durch Wiederaufnahme mittels membranständiger GABA-Transporter 

(GAT) in Nervenendigungen oder in die umgebenden Gliazellen wird die Signalübertragung des Neu-

rotransmitters beendet (Cherubini und Conti 2001). Anschließend wird GABA durch die GABA-

Transaminase (GABA-T) in Glutamat umgesetzt. In Gliazellen kann das Glutamat durch das Enzym 

Glutamin-Synthetase zu Glutamin metabolisiert werden. Dies wird von Neuronen mit Hilfe von Ami-

nosäure-Transportern aufgenommen und kann wieder zu GABA umgesetzt werden (Lüddens und 

Korpi 1995). 

Im Zentralnervensystem sind bislang drei verschiedene GABA-Rezeptorsysteme zu unterscheiden 

(siehe Abb. 1.1). GABAA-Rezeptoren gehören, wie die GABAC-Rezeptoren, zu der Familie der ligan-

denaktivierten Ionenkanäle, ebenso wie die ionotropen Glutamatrezeptoren, nikotinischen Acetylcho-

linrezeptoren, die 5-HT3-Rezeptoren und die Glycin-Rezeptoren. Binden Transmittermoleküle an die 

GABAA - oder GABAC-Rezeptoren, öffnet sich die Kanalpore durch eine Konformationsänderung und 

ermöglicht so den Ein- bzw. Ausstrom von Chloridionen, aber auch in geringerem Maße anderer Io-

nen wie Bikarbonat (HCO3
-), entsprechend ihrem elektrochemischen Gradienten zwischen Extra- und 

Intrazellulärraum. Dieser Ionenstrom führt zu einer Hyper- bzw. Hypopolarisation der postsynapti-

schen Membran, folglich zur Hemmung oder Förderung eines postsynaptischen Aktionspotentials 

(Owens und Kriegstein 2002). 

Wie bereits erwähnt existiert neben GABAA-Rezeptoren ein weiterer Rezeptor, der aus einem Chlorid-

ionenkanal besteht, der GABAC-Rezeptor. Er ist aus ρ-Untereinheiten zusammengesetzt und haupt-
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sächlich in der Retina aber auch im Cortex, Hippocampus und im Mesenzephalon nachgewiesen wor-

den (Enz und Cutting 1998 und 1999). Um einen funktionellen Rezeptor bilden zu können, scheint 

sowohl die Untereinheit ρ1 als auch ρ2 eine notwendige Voraussetzung zu sein (Boue-Grabot et al. 

1998). GABAC-Rezeptoren sind insensitiv gegenüber dem GABAA-Rezeptor-Antagonisten Bicullin, 

Medikamenten wie Benzodiazepinen und Barbituraten, aber auch insensitiv gegenüber dem GABAB-

Rezeptor-Agonisten Baclofen (Bormann und Feigenspan 1995). 

B

Zudem wurde eine gabaerge Reaktion im Gehirn nachgewiesen, die Bicullin insensitiv, Chlorid unab-

hängig abläuft. Sie wird über einen metabotropen Rezeptor vermittelt, der GABAB-Rezeptor genannt 

wurde (Hill und Bowery 1981). Diese Rezeptoren sind weit verbreitet im ZNS exprimiert und sowohl 

prä- als auch postsynaptisch lokalisiert (Berthele et al. 2001). Die präsynaptische Hemmung erfolgt 

über die Reduktion der Kalzium-Leitfähigkeit und darausfolgender verminderter Neurotransmitte-

rausschüttung, wohingegen postsynaptische GABA

B

BB-Rezeptoren die Neurone durch Aktivierung von 

Kaliumströmen, welche dem späten inhibitorischen postsynaptischen Potential zugrunde liegen, hy-

perpolarisieren (Bormann 1988). Zusätzlich können GABAB-Rezeptoren auch über eine Hemmung 

der Adenylatcyclase und dadurch bedingter Reduktion der Synthese von cAMP wirken (Wojcik und 

Neff 1984). 

B

Der erste GABAB-Rezeptor wurde 1997 kloniert (Kaupmann et al. 1997). Funktionelle Rezeptoren 

werden durch Heterodimerisierung von GABA

B

B1- und GABAB2-Rezeptoren gebildet (Jones et al. 

1998, Kaupmann et al. 1998, Kuner et al. 1999, White et al. 1998). Beide Untereinheiten gehören zur 

Familie der 7-transmembranären G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, die strukturelle Ähnlichkeit mit 

den metabotropen Glutamat-Rezeptoren aufweisen. Es wurden zudem mehrere Splice-Varianten von 

GABAB1-Rezeptoren identifiziert (Billinton et al. 2001). Mittels Immunopräzipitations-Versuchen 

wurde darauf geschlossen, dass GABAB1 und GABAB2 nur in Form von Heterodimeren funktionelle 

GABABB-Rezeptoren bilden können (Billinton et al. 2001).  
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Untereinheiten: 
ρ1-ρ3 

   

Untereinheiten:  
B1 und B2  

  

Untereinheiten: α1-α6, 
β1-β3, γ1-γ3, δ, ε, θ, π 

(HCO3
-) 

Abb. 1.1: Die verschiedenen GABA-Rezeptoren mit ihren Untereinheiten. GABAA- und GABAC-Rezeptoren 
bilden Chloridkanäle. Die metabotropen GABAB-Rezeptoren aktivieren G-Proteine (modifiziert nach Owens 
und Kriegstein 2002). 
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1.1. GABAA-Rezeptoren 
 

1.1.1. Struktur 
 

Der GABAA-Rezeptor ist ein Heteromer aus fünf Polypeptid-Untereinheiten, die um eine zentrale 

Chloridionenpore angeordnet sind. Jede dieser Untereinheiten weist einen längeren extrazellulären N- 

Terminus, vier transmembranäre Domänen mit einer intrazellulären Schleife zwischen der ersten und 

zweiten sowie der dritten und vierten Domäne und ein kurzes C-terminales extrazelluläres Ende auf. 

Gebildet wird die Ionenpore von den zweiten transmembranären Domänen der GABAA-Rezeptor-

Untereinheiten (Möhler et al. 1997). 

Der Rezeptor wird bei Säugern aus 19 verschiedenen Untereinheiten in den unterschiedlichsten Varia-

tionen gebildet (α1-α6, β1-β3, γ1-γ3, ρ1-ρ3, δ, ε, θ, π). Zusätzlich wurden Splicevarianten von β2 und 

γ2 entdeckt, die auch funktionell zu unterschiedlichen Rezeptoren führen. So bestimmt die längere 

Form der γ2-Untereinheit die Ethanol-Sensitivität des GABAA-Rezeptors (Wafford et al. 1991). Der 

Großteil der Rezeptoren ist aus α-, β-, und γ-Untereinheiten zusammengesetzt (Barnard et al. 1998). 

Die am weitesten verbreitete Stöchiometrie besteht aus zwei α-, zwei β-, und einer γ-Untereinheit 

(Baumann et al. 2001, Farrar et al. 1999). Dabei ist die Kombination α1β2γ2 am häufigsten nachzu-

weisen, gefolgt von α2β3γ2 und α3β3γ2 (Fritschy und Brünig 2003). Diese Rezeptoren sind sensitiv 

gegenüber Diazepam. Die Benzodiazepin-Bindungsstelle am GABAA-Rezeptor liegt zwischen einer 

α-Untereinheit (α1, α2, α3 oder α5) und der Untereinheit γ2 (Möhler et al. 2001). Rezeptoren, die die 

Untereinheiten α4-α6, β1-, γ1-, γ3-, δ-, π-, und θ- Untereinheiten enthalten, werden in geringerem 

Maße gebildet (Fritschy und Brünig 2003). 
3 
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Die Verteilung der hauptsächlich im Gehirn vorkommenden Untereinheiten wurde an Ratten unter-

sucht. Dabei zeigte sich, dass die α1-Untereinheit vor allem im Cerebellum nachzuweisen ist, im Hip-

pocampus jedoch nur in geringem Maße ausgebildet wird. Im Gegensatz dazu wurde gezeigt, dass die 

Untereinheiten α2-α5 vor allem im Hippocampus zu finden sind, hingegen im Cerebellum praktisch 

nicht nachzuweisen sind. Der cerebrale Cortex weist eine mittelgradige Exprimierung von α1-α4-

Untereinheiten und nur eine geringe Exprimierung von α5 auf. Die α6-Untereinheit wurde ausschließ-

lich in den Körnerzellen des Kleinhirns nachgewiesen. Die Zahl der β1- und β3-Untereinheiten nimmt 

vom Hippocampus über den Cortex zum Cerebellum ab. Hingegen zeigt sich für die β2-Untereinheit 

eine abnehmende Häufigkeit vom Cerebellum über den Cortex und den Hippocampus. Bei den γ-

Untereinheiten zeigt sich, dass γ1 vor allem in Amygdala und Septum exprimiert wird. Die Unterein-

heit γ2 ist in fast allen Regionen des Gehirns in hoher Zahl nachzuweisen. Hingegen wurde γ3 haupt-

sächlich im Cortex und den basalen Kernen gefunden (Wisden et al. 1992). Bei den γ2-Splicevarianten 

zeigte sich ebenfalls ein Unterschied in der Verteilung. So ist die γ2S-Untereinheit im Vergleich zur 

γ2L-Untereinheit in größerer Zahl im Hippocampus und cerebralen Cortex nachzuweisen. Im Gegen-

satz dazu zeigt sich, dass im Colliculus inferior, in der Medulla und im Cerebellum mehr γ2L- als γ2S-

Untereinheiten nachzuweisen sind (Gutierrez et al. 1994). 

Die Zusammensetzung des GABAA-Rezeptors bestimmt auch das Bindungsverhalten für verschiedene 

Pharmaka, wie Benzodiazepine, Barbiturate und Anästhetika. So werden etwa Diazepam-sensitive 

Rezeptoren aus einer γ2-, einer β- und einer α1-, α2-, α3-, oder α5-Untereinheit gebildet (Sieghart 

1995). Rezeptoren, die die Untereinheiten α4 und α6 enthalten, sind insensitiv gegenüber Diazepam 

(Benson et al. 1998, Wingrove et al. 2002). Die Benzodiazepin-Bindungsstelle ist zwischen den α-

Untereinheiten (α1, α2, α3, α5) und der γ2-Untereinheit lokalisiert (Wong et al. 1992, Zezula et al. 

1996). 

 

1.1.2. Funktionsmechanismen 
 

GABAA-Rezeptoren werden direkt durch GABA aktiviert. Die schematische Darstellung der Synthese 

und des Transportes der GABA an den Synapsen wird in Abbildung 1.2 gezeigt. Die verschiedenen 

Subtypen der Rezeptoren besitzen zwei Bindungsstellen für GABA, die sich zwischen den α- und β-

Untereinheiten befinden. Wenn diese Bindungsstellen durch den Transmitter besetzt werden, folgt 

eine Konformationsänderung des Rezeptors und der Ionenkanal wird geöffnet. Im Inneren des Kanals 

befinden sich an exponierter Stelle positiv geladene Aminosäurereste, die als Filter dienen und nur die 

einfach negativ geladenen Chloridionen, in geringerem Maße auch Bikarbonationen, passieren lassen 

(Kaila 1994, Sieghart 1995). Dies ermöglicht eine schnelle Auslösung des inhibitorischen postsynapti-

schen Potentials (IPSP) nach der Neurotransmitterausschüttung.  
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Das Ausmaß der gabaergen postsynaptischen Hemmung der Neurone ist unter anderem abhängig von 

der Anzahl der präsynaptischen gabaergen Neurone, deren Membraneigenschaften und der Verteilung 

und Eigenschaften der unterschiedlichen Rezeptorkanäle. 

Im ZNS zeigt sich eine Vielfalt gabaerger Funktionsweisen, die durch spezifische hemmende Neurone 

mit besonderen morphologischen, physiologischen und funktionellen Eigenschaften einhergeht (Ber-

nard et al. 2000). 

 

 K+-Kanal 

Präsynaptisch 

Postsynaptisch 

Ca2+-Kanal 

Metabolismus 

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Synthese und des Transportes der GABA an den Synapsen. GABA wird 
in hemmenden Neuronen durch das Enzym GAD aus Glutamat gebildet. Sie wird durch den vesikuären Neu-
rotransmitter-Transporter (VGAT) in Vesikel transportiert. Die Rezeptoren sind prä- und postsynaptisch lokali-
siert. Die Wiederaufnahme des Transmitters erfolgt nach der Freisetzung von den Bindungsstellen durch die 
GABA-Transporter (GAT) in Neurone und Glia (modifiziert nach Owens und Kriegstein 2002). 
 

1.1.3. Erkrankungen des Nervensystems 
 

Diverse Erkrankungen des ZNS werden mit dem gabaergen System und insbesondere mit den  

GABAA-Rezeptoren in Verbindung gebracht. 

So zeigt sich bei der Huntington’schen Erkrankung die Degeneration von gabaergen Neuronen. Im 

Nucleus caudatus und im Putamen ist dies verbunden mit einer deutlichen Reduktion von Benzodiaze-

pin-Bindungsstellen und reduzierter Immunreaktivität der Untereinheiten des Rezeptors (Faull et al. 

1993, Kunig et al. 2000). Jedoch wurde im Globus pallidus eine vermehrte Expression von GABAA-

Rezeptoren nachgewiesen, was eine kompensatorische Aufregulierung in den verbleibenden Synapsen 

nahelegt (Fritschy und Brünig 2003).  

5 
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Das Stiff-person-Syndrom ist eine seltene Erkrankung, die mit Muskelsteifigkeit und schmerzhaften 

Spasmen einhergeht (Stayer und Meinck 1998). Bei betroffenen Patienten wurden Autoantikörper 

gegen die beiden Isoformen der GAD, GAD65 und GAD67 nachgewiesen (Ellis und Atkinson 1996). 

Medikamente, die die gabaerge Wirkung unterstützen, wie hoch dosiertes Diazepam und Vigabatrin, 

zeigen eine Besserung der Symptome (Cohen 1966, Prevett et al. 1997). 

Der GABAA-Rezeptor ist auch bei Angststörungen von Interesse, da in diesem Bereich Benzodiazepi-

ne zur Behandlung eingesetzt werden. So zeigte sich in Positronenemissionstomographien (PET) von 

Patienten mit Panikattacken eine verminderte Benzodiazepin-Bindung temporal und letztlich über dem 

gesamten Gehirn (Tiihonen et al. 1997). 

Es gibt zahlreiche Theorien zur Pathophysiologie der Schizophrenie. Eine dieser Hypothesen postu-

liert eine Störung der gabaergen Neurotransmission (Benes und Berreta 2001). In Untersuchungen an 

post mortem Gewebe schizophrener Patienten wurden Veränderungen der Genexpression von GABA-

A-Untereinheiten und GAD nachgewiesen (Akbarian et al. 1995a, Akbarian et al. 1995b, Volk et al. 

2000). 

An β3-defizienten Mäusen konnten unter anderem die Symptome des Angelman-Syndrom nachgewie-

sen werden (Reis et al. 1993). Dies stimmt mit Untersuchungen überein, dass das für die β3-

Untereinheit kodierende Gen mit dem Bereich übereinstimmt, der auf dem Chromosom 15 für das 

Angelman-Syndrom verantwortlich ist. Diese Erkrankung ist gekennzeichnet durch mentale Retardie-

rung, Ataxie, kraniofaziale Anomalien und zerebrale Anfallsleiden. Ebenfalls in dieser Region wird 

der Gendefekt vermutet, der dem Prader-Willi Syndrom zugrunde liegt, das durch mentale Retardie-

rung, Hypogonadismus und Adipositas charakterisiert ist (Knoll et al. 1993, Wagstaff et al. 1991). 

 

1.1.4. Epilepsie 
 

Experimentelle und klinische Studien zeigen, dass GABA eine entscheidende Rolle in der Pathophysi-

ologie und Therapie der Epilepsie spielt. Störungen des gabaergen Systems wurden sowohl in gene-

tisch bedingten als auch erworbenen Formen der Epilepsie nachgewiesen. Es wird angenommen, dass 

ein Ungleichgewicht zwischen neuronaler Hemmung und Erregung besteht. Ein Defizit in der gabaer-

gen hemmenden synaptischen Transmission könnte zu synchronen neuronalen Entladungen führen, 

die sich durch fokale oder generalisierte epileptische Anfälle äußern (Meldrum 1979, Olsen et al. 

1986, Olsen et al. 1992). Diese Hypothesen werden durch den antikonvulsiven Effekt antiepileptischer 

Medikamente unterstützt, die eine Verstärkung der gabaergen Wirkung zeigen (Gale 1992, Leach und 

Brodie 1995). Die zelluläre Pathogenese ist letztlich im Detail noch nicht verstanden. In Tierversuchen 

wurde unter anderem das sogenannte Kindling-Modell untersucht. Dabei wurde eine erhöhte Bindung 

an GABAA-Rezeptoren im Gyrus dentatus und Hippocampus beschrieben (Nobrega et al. 1990, Shin 

et al. 1985). Außerdem wurde eine erhöhte mRNA Expression der GABAA-Untereinheiten α4, β1 und 

β3 in granulären Zellen des Gyrus dentatus aufgezeigt (Clark et al. 1994, Kamphuis et al. 1994). Ver-
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schiedene Untersuchungen an Familien, in denen gehäuft generalisierte Anfälle und Fieberkrämpfe 

sowie kindliche Absencen-Epilepsien mit Fieberkrämpfen auftraten, zeigten eine Mutation in der γ2-

Untereinheit des GABAA-Rezeptors (Baulac et al. 2001, Harkin et al. 2002, Kananura et al. 2002, 

Wallace et al. 2001). In einer anderen Studie wurde eine Familie mit einer autosomal dominanten 

Form der juvenilen myoklonischen Epilepsie untersucht, in der eine Mutation der α1-Untereinheit 

nachgewiesen wurde (Cossette et al. 2002). 

An PET-Untersuchungen von Patienten mit idiopathischen partiellen Anfällen wurde eine verminderte 

Bindung des Benzodiazepin-Rezeptor-Liganden Ro 15-1788 (Flumazenil) im epileptischen Fokus 

nachgewiesen (Savic et al. 1988). Möglicherweise ist dies auf einen Zellverlust und nicht auf eine 

selektive Regulation des GABAA-Rezeptors zurückzuführen. Bei Patienten mit Temporallappenepi-

lepsie konnte ebenfalls eine Verminderung der Benzodiazepin-Rezeptor-Dichte nachgewiesen werden 

(Sadzot et al. 1994).  

In neuropathologischen Studien chirurgisch behandelter Patienten mit fokaler Epilepsie wurde ein 

Verlust von GABAA-Rezeptoren, aber keine Veränderung am Rezeptor beschrieben (Olsen et al. 1990, 

Olsen et al. 1992). 

Autoradiographische und immunhistochemische Untersuchungen an humanem post mortem Gewebe 

bei Patienten mit Epilepsie, die Veränderungen am GABAA-Rezeptorsystem zeigen, sind nur in gerin-

ger Zahl vorhanden. Ein großer Teil dieser Untersuchungen bezieht sich auf komplex-fokale tempora-

le Epilepsien. So wurden Untersuchungen an Geweben von Patienten mit temporo-mesialer Epilepsie 

durchgeführt, die ein vermindertes Benzodiazepin-binding zeigten. Dies wurde auf einen Zellverlust 

im Hippocampus zurückgeführt (Burdette et al. 1995). Hinsichtlich des Neuronenuntergangs im epi-

leptogenen Gewebe liegen jedoch noch keine eindeutigen Ergebnisse vor (Hand et al. 1997). Auch 

extratemporale Epilepsien und Epilepsien bei fokalen Läsionen sind bisher nur wenig untersucht. Die 

Ergebnisse der bisher veröffentlichten Studien sind noch uneinheitlich. So zeigten Untersuchungen 

eine Reduktion der gabaergen Interneurone und eine verminderte Immunreaktivität der Untereinheiten 

des GABAA-Rezeptors, andere hingegen wiesen zum Teil erhöhte Reaktivität einzelner Untereinheiten 

oder aber auch keine einheitliche Veränderung der nachgewiesenen Rezeptordichte auf (Spreafico et 

al. 1998a, Wolf et al. 1995, Wolf et al. 1996, Zilles et al. 1999). 

 

1.1.5. Pharmakologie 
 

Die Steigerung der neuronalen Hemmung durch GABA ist eine der wirksamsten therapeutischen Stra-

tegien für die Behandlung von Erkrankungen des ZNS, wie generalisierte Angststörungen, Schlafstö-

rungen, Muskelspasmen und Epilepsien (Rudolph et al. 2001). GABAA-Rezeptoren sind ubiquitär im 

ZNS lokalisiert und stellen deshalb ein exzellentes Ziel in der pharmakologischen Therapie dar. Eine 

Vielzahl von Medikamenten entfalten ihre Wirkung an unterschiedlichen Bindungsstellen des GABA-

A-Rezeptors (siehe Abb. 1.3). 
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung einiger Ligandenbindungsstellen am GABAA-Rezeptor (modifiziert nach 
Whiting und Wafford 2002). 
 

In knockout-Mäusen, in denen sowohl die Expression der Untereinheit γ2S als auch γ2L ausgeschaltet 

wurde, zeigte sich eine 94%ige Reduktion der Benzodiazepin-Bindungsstellen; die Zahl der GABA-

Bindungsstellen dagegen war nur leicht reduziert. Die meisten homozygoten γ2-knockout-Mäuse star-

ben perinatal. An Tieren, die bis zu zwei Wochen überlebten, zeigte sich kein sedierender Effekt durch 

Diazepam (Günther et al. 1995). Diese Ergebnisse zeigen, dass die γ2-Untereinheit eine Vorausset-

zung für die Bildung der Benzodiazepin-Bindungsstelle darstellt (Smith und Olsen 1995). Bezüglich 

der anxiolytischen Wirkung von Diazepam wurden Untersuchungen an Mäusen durchgeführt, die eine 

Punktmutation im für die α2-Untereinheit kodierenden Gen aufwiesen. An diesen Tieren konnte keine 

anxiolytische Wirkung von Diazepam nachgewiesen werden, was zu der Annahme führte, dass diese 

Wirkung über Neurone vermittelt wird, die die α2-Untereinheit exprimieren (Rudolph et al. 2001). Sie 

repräsentieren nur etwa 15% der Diazepam-sensitiven GABAA-Rezeptoren, sodass selektive Liganden 

zur Therapie von Angststörungen das Nebenwirkungsspektrum deutlich reduzieren könnten (Möhler 

et al. 2002). Die unterschiedlichen Wirkungen von Diazepam werden durch verschiedene GABAA-

8 
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Rezeptor Subtypen übertragen. Die sedative, amnestische und zum Teil antikonvulsive Wirkung 

scheint über Rezeptoren vermittelt zu werden, die eine α1-Untereinheit enthalten, die anxiolytische 

Wirkung hingegen über Rezeptoren, die α2-, α3-, oder α5-Untereinheiten enthalten (Sieghart 2000). 

Ebenfalls durch Untersuchungen an knockout-Mäusen wurde nachgewiesen, dass die muskelrelaxie-

rende Wirkung von Diazepam hauptsächlich über α2-GABAA-Rezeptoren vermittelt wird. Dieser 

Effekt wird allerdings erst unter höheren Dosen erreicht (Crestani et al. 2001). 

Die antikonvulsive Wirkung von Zolpidem wird ausschließlich über Rezeptoren vermittelt, die eine 

α1-Untereinheit aufweisen (Crestani et al. 2000). 

Antiepileptika verändern das Gleichgewicht zwischen neuronaler Erregung und Hemmung (White 

1999). Bisher wurden drei verschiedene Wirkungsweisen identifiziert: Modulation der spannungsab-

hängigen Ionenkanäle (Na+, Ca2+, K+), Verminderung der erregenden Transmission und Steigerung der 

gabaergen hemmenden Neurotransmission (Meldrum 1996). Es ist bekannt, dass eine Verminderung 

der gabaergen Wirkung zerebrale Krampfanfälle provozieren kann, deren Verstärkung jedoch einen 

antikonvulsiven Effekt aufweist (Löscher 1999). So wirkt Phenobarbital unter anderem über eine Ver-

längerung der Öffnungszeit des Chloridkanals. Es kann den GABAA-Rezeptor jedoch auch direkt akti-

vieren (MacDonald et al. 1989, White 1999). Aufgrund seiner Nebenwirkungen wird es in der Dauer-

therapie nicht als Medikament der ersten Wahl eingesetzt. Vigabatrin entfaltet seine Wirkung über die 

Hemmung der GABA-Transaminase. Durch den reduzierten Katabolismus von GABA führt dies zu 

einem erhöhten Spiegel des Neurotransmitters und damit zu einer Verstärkung der hemmenden Neuro-

transmission im Gehirn (Jung et al. 1977, Schlechter et al. 1977). Tiagabine verhindert die Aufnahme 

von GABA in Neuronen und Gliazellen, wobei es die Aufnahme an Gliazellen in größerem Maße 

beeinträchtigt (Braestrup et al. 1990). Es verlängert dadurch die Dauer des postsynaptischen inhibito-

rischen Potentials (Roepstorff und Lambert 1992). 

Benzodiazepine, wie etwa Diazepam, auf das schon näher eingegangen wurde, erhöhen die Frequenz 

der Chloridkanal-Öffnung (Twyman et al. 1989). Im Gegensatz zu den Barbituraten sind sie jedoch 

nicht in der Lage, ohne GABA den GABAA-Rezeptor direkt zu aktivieren (White 1999). Die direkte 

Aktivierung findet erst durch höhere Konzentrationen von Barbituraten statt, in niedrigerer Konzentra-

tion potenzieren sie den Effekt von GABA (Amin und Weiss 1993).  

Untersuchungen mit Anästhetika wie Propofol, Etomidate, Enfluran und Halothan zeigen eine Interak-

tion mit dem GABAA-Rezeptor (Concas et al. 1991, Jones et al. 1992, Uchida et al. 1995). Auch Eto-

midate und Propofol können sowohl den Effekt der GABA verstärken als auch eine direkte Aktivie-

rung des Rezeptors hervorrufen. Diese unterschiedlichen Wirkungsweisen scheinen aber verschiedene 

Domänen des Rezeptors zu betreffen (Korpi et al. 2002). 
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1.2. GAD 
 

1950 entdeckten Roberts und Frankel sowie Awapara et al. unabhängig voneinander ein Enzym im 

Gehirn von Mäusen, das die Decarboxylierung von L-Glutamat zu GABA katalysiert, die Glutamatde-

carboxylase (GAD) (Awapara et al. 1950, Roberts und Frankel 1950). Betrachtet man die Neu-

rotransmittersynthese ist GAD einzigartig, denn sowohl das Substrat als auch das Produkt sind Neu-

rotransmitter mit gegensätzlicher Wirkungsweise. In den folgenden Jahren führten weitere Untersu-

chungen zu dem Ergebnis, dass GAD in erster Linie auf das Nervensystem beschränkt ist (Roberts 

1956). Heute ist bekannt, dass das Enzym neben den gabaergen Neuronen im Gehirn und peripheren 

Nervensystem auch in den β-Zellen des Pankreas, im Eileiter, Hoden, Leber, Niere und der Nebennie-

re vorkommt (Erdo und Wolff 1990, Folli 1998, Vianello et al. 2002). 

Es existieren zwei Isoformen mit unterschiedlichem Molekulargewicht, GAD65 (65,4 kDa) und 

GAD67 (66,6 kDa), die bei Säugetieren von zwei verschiedenen Genen kodiert werden (Erlander et al. 

1991). Sie befinden sich für das humane GAD65 auf Chromosom 10p11.23, für humanes GAD67 auf 

dem Chromosom 2q31 (Bu et al. 1992). Beide Enzyme benötigen Pyridoxalphosphat als Kofaktor, 

wobei die Aktivität des Enzym GAD65 offenbar mehr von Pyridoxalphosphat (PLP) abhängig ist. 

Dies ließ sich durch exogenes Zuführen von PLP bestätigen. Die Enzymaktivität von GAD65 wurde 

dadurch siebenfach, dagegen die von GAD67 nur zweifach erhöht (Erlander et al. 1991). Fast die ge-

samte GAD67 liegt als aktives Holoenzym gesättigt mit dem Kofaktor PLP vor, dagegen existiert nur 

etwa die Hälfte der GAD65 als aktives Holoenzym (Kaufman et al. 1991). Unter depolarisierenden 

Bedingungen verbindet sich PLP mit dem inaktiven Apoenzym und bildet so aktives Holoenzym, das 

die GABA-Produktion in Nervenendigungen mit erhöhter neuronaler Aktivität steigert (Gold und Roth 

1979, Miller und Walters 1979). 

In mehreren Untersuchungen ließ sich die unterschiedliche Verteilung der zwei Isoenzyme im Gehirn 

der Ratte zeigen. GAD65 wurde vor allem in Nervenendigungen und Axonen nachgewiesen, hingegen 

GAD67 mehr in Neuronen und Dendriten (Erlander et al. 1991, Kaufman et al. 1991). Außerdem wur-

de gezeigt, dass GAD67 mRNA vermehrt im Cortex, Bulbus olfactorius, Colliculus inferior, Globus 

pallidus und im Kleinhirn exprimiert wird. Die Intensität des Signals für GAD65 mRNA ist im Nuc-

leus geniculatus lateralis, Colliculus superior und in den Hypothalamuskernen höher. Beide GAD 

mRNAs konnten in Interneuronen und Projektionsneuronen, sowie in Neuronen unterschiedlicher 

Synapsen nachgewiesen werden (Erlander et al. 1991, Feldblum et al. 1993). 

An GAD-knockout Mäusen wurde gezeigt, dass in GAD67-defizienten Mäusen (GAD67-/-) nur 7% 

GABA-Gehalt und weniger als 20% GAD-Aktivität im cerebralen Cortex (Asada et al. 1997), in 

GAD65-defizienten Mäusen (GAD65-/-) jedoch keine Veränderung des GABA-Gehalts im Gehirn 

nachzuweisen war (Asada et al. 1996, Kash et al. 1997). Diese Untersuchungsergebnisse zeigen, dass 

der hauptsächliche Bestandteil von GAD in sich entwickelnden Gehirnen von Mäusen GAD 67 ist. 
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1.3. Fokale Dysplasien 
 

In der fetalen Entwicklung des menschlichen Gehirns folgt dem Schluss des Neuralrohrs und der Aus-

bildung der telencephalen Vesikel die topische Differenzierung und Proliferation der germinalen Mat-

rix, die Differenzierung der telencephalen Stammzellen und die Migration der entstehenden Nerven-

zellen (Barth 1987, Berry und Rogers 1965, Rakic 1988). Die cortikale Entwicklung findet zwischen 

der 8. und 24. Schwangerschaftswoche statt (Crino und Eberwine 1997). Neuroblasten entwickeln sich 

in der ventrikulären Zone des Gehirns. Die Migration der noch unreifen Zellen erfolgt zentrifugal in 

Richtung der pialen Oberfläche entlang radial orientierter glialer Fortsätze zur cortikalen Platte, dem 

späteren Neocortex (Sarnat 1991, Sidman und Rakic 1973). Die cortikale Platte wird von innen nach 

außen aufgebaut. Die zuerst die cortikale Platte erreichenden Neuroblasten bilden im späteren Neocor-

tex die innerste Schicht. Die später ankommenden Neuroblasten müssen die schon dort angelangten 

Zellen passieren, um ihren Zielort in einer oberflächlicher gelegenen Schicht des Cortex zu erreichen 

(Sidman und Rakic 1973). Während der Migration bleiben die Neuroblasten weitestgehend undiffe-

renziert (Sarnat 1992). Nach Abschluss der neuronalen Migration beginnt die weitere Organisation des 

Cortex: Zellwachstum, axonale Verästelung und die Ausbildung synaptischer Verbindungen (Kuznie-

cky und Barkovich 1996).  

Die Anzahl der Schichten des cerebralen Cortex und deren Aufbau unterscheiden sich in den ver-

schiedenen Hirnregionen, sind jedoch grundsätzlich gleichartig aufgebaut. Der Neocortex ist aus sechs 

Schichten aufgebaut (Isocortex). Schicht I (Lamina zonalis) enthält vor allem tangentiale Faserzüge 

und Nervenzellen mit oberflächenparallel verlaufenden Fortsätzen. In der Lamina multiformis (Lami-

na VI) sind neben Schaltzellen unterschiedlicher Form, vor allem auch Zellen zu finden, deren Neuri-

ten oberflächliche mit tieferen Rindenschichten verbinden. Lamina III und V beherbergen kleinere 

(Lamina III, Lamina pyramidalis externa) bzw. größere (Lamina V, Lamina pyramidalis interna) Py-

ramidenzellen mit efferenten Axonen, die Schicht II (Lamina granularis externa) und IV (Lamina gra-

nularis interna) hauptsächlich Schaltzellen, Interneurone oder Körnerzellen, die für die intracortikale 

Verschaltung wichtig sind.  

Die cortikale Entwicklung kann durch genetische und äußere Faktoren gestört werden. Beschrieben 

wurden unter anderem Mikroencephalie nach Exposition ionisierender Strahlung (Miller 1956), Mi-

kroencephalien sowie Dysplasie des Corpus callosum und Mikrodysplasien nach Alkoholexposition 

des Föten (Jones und Smith 1973), außerdem Methylquecksilber als toxisches Agens (Marsh 1980, 

Matsumoto 1965). 

Im Tierversuch wurden Störungen der Migration durch ionisierende Strahlung oder toxische Substan-

zen wie Methylazoxymethanol, Kokain und Alkohol nachgewiesen (Collier und Ashwell 1993, Gres-

sens et al. 1992, Miller 1986, Yurkewicz et al. 1984). 

An genetisch bedingten cortikalen Malformationen wurde die durch Veränderungen des Chromosom 

X hervorgerufene Lissencephalie und subcortikale bandförmige Heterotopien (Dobyns et al. 1996b, 
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Ross et al. 1997), sowie die durch Schädigung des Genoms am Chromosom 17 verursachte Lissen-

cephalie beschrieben (Dobyns et al. 1993, Dobyns et al. 1996a). 

Cortikale Malformationen umfassen sehr unterschiedliche fokale und diffuse anatomisch-

pathologische Veränderungen, die zum größten Teil vom Zeitpunkt der Störung in der zerebralen 

Entwicklung und nicht so sehr von dem verursachenden Agens abhängen (Barkovich et al. 1996).  

Eine einfache pathologische Klassifikation der neuronalen Migrationsstörungen unterscheidet: Agyrie 

bzw. Pachygyrie (einschließlich Lissencephalie), Heterotopien, Polymikrogyrie und cortikale Dyspla-

sien (Copp und Harding 1999). 

Taylor et al. beschrieben als erste fokale Anomalien der cortikalen Struktur (Taylor et al. 1971). Der 

Begriff der fokalen cortikalen Dysplasie wurde geprägt. Seither wurden zahlreiche Klassifikationen 

dieser komplexen strukturellen Anomalien veröffentlicht (Barkovich et al. 1996, Kuzniecky et al. 

1991, Palmini et al. 2004, Tassi et al. 2002). 

Durch Tassi et al. wurden die fokalen cortikalen Dysplasien in drei histopathologische Gruppen einge-

teilt (Tassi et al. 2002). Keine der darin unterschiedenen Dysplasien weist eine normale cortikale La-

minierung auf. Anhand der veränderten Zellen in der Dysplasie werden die architektonische Dypsla-

sie, die zytoarchitektonische Dysplasie und die fokale Dysplasie nach Taylor unterschieden (siehe 

Tabelle 1). Es können verschiedene in Morphologie und Größe unterschiedliche Neurone in der corti-

kalen Dysplasie gefunden werden. Die großen Pyramidenzellen sind ähnlich groß oder sogar größer 

als die Neurone, die normalerweise in Lamina V zu finden sind und liegen außerhalb der Lamina V. 

Ihre Morphologie ist im Gegensatz zu den dysmorphen Pyramidenzellen und den ballonierten Zellen 

normal. Abnorm groß und ohne physiologische Ausrichtung zeigen sich die dysmorphen Neurone. Die 

ballonierten Zellen sind sehr groß, charakteristisch ist ihre unscharf abzugrenzende Zellmembran, das 

blasse eosinophile Zytoplasma und ein oder mehrere exzentrisch liegende Zellkerne. 

 
Tabelle 1: Histopathologische Klassifikation nach Tassi (Tassi et al. 2002). 

 Architektonische 
Dysplasie (AD) 

Zyto-architektonische 
Dysplasie (CD) 

Taylor´s Fokale Corti-
kale Dysplasie (TFCD) 

Störung der cortikalen 
Laminierung + + + 

große 
Pyramiden-Neurone 
(außerhalb L.V) 

- + + 

dysmorphe Pyrami-
den-Neurone  - - + 

ballonierte Zellen - - + 

ektope Neurone in der 
weißen Substanz - - + 
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Palmini et al. unterschieden zwischen zwei Gruppen von Malformationen: cortikale Entwicklungsstö-

rungen und fokale cortikale Dysplasien (Palmini et al. 2004). Die milden Malformationen cortikaler 

Entwicklungsstörungen (MCD) werden in zwei Typen eingeteilt, wobei Typ I ektope Neurone in oder 

angrenzend an Lamina I aufweist. Hingegen liegen bei Typ II die neuronalen Heterotopien außerhalb 

von Lamina I. Die fokalen cortikalen Dysplasien werden in 6 Typen unterteilt: Typ I: keine dys-

morphen Neurone oder ballonierte Zellen, Typ IA: isolierte architektonische Dysplasie ( Störung der 

Laminierung, mit oder ohne Veränderungen von MCD), Typ IB: architektonische Dysplasie mit gro-

ßen oder unreifen Neuronen, keine dysmorphen Neurone, Typ II: Taylors fokale cortikale Dysplasie, 

dysmorphe Neurone, mit oder ohne ballonierte Zellen, Typ IIA: architektonische Dysplasie mit dys-

morphen Neuronen, keine ballonierten Zellen, Typ IIB: architektonische Dysplasie mit dysmorphen 

Neuronen und ballonierten Zellen. 

Derartige Fehlbildungen gehen mit neurologischen, kognitiven Defiziten und teilweise mit epilepti-

schen Anfällen einher. 8-12% der pharmakologisch nicht ausreichend therapierbaren Epilepsien gehen 

auf derartige Veränderungen zurück (Tassi et al. 2002). 

Insgesamt ist die erhöhte Epileptogenität in der fokalen cortikalen Dysplasie vermutlich auf eine ver-

minderte gabaerge Wirkung und eine erhöhte glutamaterge Wirkung zurückzuführen. Die gabaerge 

Inhibition ist von vielen Faktoren abhängig. Zum einen trägt die Zahl der präsynaptischen Endigun-

gen, die von einem gabaergen Neuron ausgebildet werden, zum Ausmaß der gabaergen Inhibition bei, 

wobei verständlicherweise die Anzahl der präsynaptischen gabaergen Neurone dafür ganz entschei-

dend ist. Zum anderen sind die Membraneigenschaften der Neurone, sowie die Verteilung und Eigen-

schaften der Rezeptoren ein ganz wesentlicher Faktor für das Ausmaß der hemmenden Wirkung des 

gabaergen Systems. Eine mögliche Erklärung ist, dass die erhöhte oder verminderte Transkription 

einzelner GABAA-Untereinheiten die Zusammensetzung des Rezeptors so verändert, dass die Funkti-

on des Chloridkanals gestört ist und somit die inhibitorische gabaerge Wirkung in der fokalen cortika-

len Dysplasie derart reduziert ist, dass eine suffiziente Hemmung nicht mehr gegeben ist. 

Verschiedene Studien zeigen vermehrte exzitatorische und verminderte inhibitorische Neurotransmis-

sion in oder an die Läsion angrenzend bei Typ IIA und IIB (Ferrer et al. 1992; Spreafico et al. 1998a; 

Spreafico et al. 1998b). Zudem wurde ein hoher Grad an intrinsischer Epileptogenität nachgewiesen. 

Die meisten Patienten mit Typ IIA oder IIB litten an epileptischen Anfällen, die pharmakologisch 

nicht ausreichend behandelbar waren (Gambardella et al. 1996, Palmini et al. 1994, Palmini et al. 

1995). Patienten mit architektonischer Dysplasie hatten weniger häufig zerebrale Krampfanfälle als 

Patienten mit zytoarchitektonischer oder Taylors fokaler Dysplasie. Der epileptogene Fokus lag in den 

meisten Fällen im Temporallappen. Dagegen lag der Fokus bei Patienten mit Taylors fokaler Dyspla-

sie meist extratemporal (Tassi et al. 2002). Ebenso waren Typ I fokale cortikale Dysplasien meist im 

Temporallappen lokalisiert, hingegen Typ II (Taylor) extratemporal (Palmini et al. 2004). 

Zum histologischen Nachweis dysplastischer Zellen eignet sich das Mikrotubulus-assoziierte Protein 2 

(MAP2): In cortikalen Dysplasien wurde die MAP2 Expression erhöht in dysplastischen cortikalen 
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Neuronen und dysplastischen ektopen Neuronen im Vergleich zu Zellen histologisch normaler Form 

in der Dysplasie und in physiologisch aufgebautem Cortex nachgewiesen. Es ist bekannt, dass MAP2 

eine entscheidende Rolle in der Entwicklung, Verzweigung und Regeneration der Neurone zukommt 

(Edson 1993, Tucker 1990). Die verstärkte Expression von MAP2 in dysplastischen Neuronen lässt 

sich daher möglicherweise auf einen erhöhten Anteil von MAP2C zurückführen, dessen hohe Expres-

sion charakteristisch für unreife Neurone ist (Mizoguchi et al. 1998, Yamanouchi et al. 1996, Yama-

nouchi et al. 1998).  

 

1.3.1. PET-Befunde bei cortikaler Dysplasie 
 

Bei pharmakologisch resistenten Epilepsien setzt sich als therapeutische Option in den letzten Jahren 

die Epilepsiechirurgie durch. Ein klinisches Problem bei diesem Vorgehen ist es, präoperativ die Lo-

kalisation und Ausdehnung des epileptogenen Fokus exakt zu bestimmen und somit die Resektions-

grenzen zwar möglichst sparsam, aber eben auch ausreichend weit zu planen. Ob und inwieweit sich 

Informationen aus nicht-invasiv bildgebenden Verfahren wie der PET oder SPECT eignen, diese Pla-

nung zu optimieren, wird in vielen Zentren evaluiert. Flumazenil-PET Studien haben bei Patienten mit 

Temporallappenepilepsie zeigen können, dass die Ausdehnung des Areals mit einer geminderten Bin-

dung des Tracers gut mit dem elektrophysiologisch identifizierten epileptogenen Fokus übereinstimmt, 

während interiktuale FDG-PET Untersuchungen als Maß eines fokal geänderten Stoffwechsels häufig 

ein deutlich größeres Areal nachwiesen.  

Bei extratemporalen Epilepsien auf dem Boden einer cortikalen Dysplasie sind die Befunde des Flu-

mazenil-PETs dagegen sehr uneinheitlich. Savic et al. wiesen mittels Flumazenil-PET eine Reduzie-

rung der Benzodiazepin-Rezeptoren am Ort des Anfallsursprungs bei Patienten mit Frontallappen-

Epilepsie nach (Savic et al. 1995). Die komplette Resektion der cortikalen Dysplasie bzw. der Areale, 

die im EEG epileptiforme Entladungen zeigen, scheinen eine Voraussetzung für die postoperative 

Anfallsfreiheit zu sein. Die makroskopisch mittels MRT identifizierten Areale der cortikalen Dyspla-

sie waren begrenzter als die im EEG als epileptogene Areale nachgewiesenen Strukturen. So scheinen 

postoperativ verbliebene mikroskopische Veränderungen und angrenzender Cortex, der epileptiforme 

Entladungen aufweist, trotz fehlender makroskopischer cortikaler Malformation ein hohes Risiko für 

postoperativ fortbestehende cerebrale Krampfanfälle zu sein (Palmini et al. 1995). Eine PET-Studie an 

Patienten mit verschiedenen cortikalen Malformationen zeigte ebenfalls eine verminderte Flumazenil-

Bindung in den pathologisch veränderten Foki, wohingegen in angrenzenden Cortexarealen zum Teil 

eine höhere Bindung nachgewiesen werden konnte. Ob eine erhöhte Affinität der Rezeptoren oder 

eine größere Dichte der Benzodiazepin-Bindungsstellen bzw. der GABAA-Rezeptoren zugrunde liegt, 

ist aufgrund der Methode nicht zu klären (Hammers et al. 2001). Allerdings war nur bei einem der 

untersuchten Patienten postoperativ eine fokale cortikale Dysplasie nachzuweisen. In der Fallserie von 
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Ryvlin et al. versagten dagegen sowohl Flumazenil-PET als auch FDG-PET,den epileptogenen Fokus 

zu identifizieren (Ryvlin et al. 1998).  

Von Richardson et al. (1996) wurde daher diskutiert, ob Auffälligkeiten in der Flumazenil-PET bei 

Patienten mit cortikaler Dysplasie nicht eher das Ausmaß der dysontogenetischen Störung als das epi-

leptogene Gewebe widerspiegeln. Das Ausmaß der veränderten Expression der Benzodiazepin-

Bindungsstellen ist in Korrelation mit dem Schweregrad der fokalen cortikalen Dysplasie zu sehen, 

wie es Matsuda et al. in einer Studie belegten. Dabei war die Dichte der Benzodiazepin-Rezeptoren 

um so niedriger, je stärker die nach Palmini klassifizierte fokale cortikale Dysplasie ausgeprägt war 

(Matsuda et al. 1996). 

 

In einer Arbeit von Arnold et al. wurde daher erstmals bei Patienten mit extratemporaler Epilepsie auf 

dem Boden einer cortikalen Dysplasie untersucht, ob fokale Änderungen in der Belegung des PET-

Tracers innerhalb neurophysiologisch identifizierter epileptogener Foci tatsächlich auf einen gemin-

derten Besatz an GABAA-Rezeptoren zurückzuführen sind und nicht (nur) auf eine geänderte Zell-

dichte oder cortikale Architektur. Als Tracer wurde der Benzodiazepin-Antagonist Flumazenil einge-

setzt, um eine von der möglicherweise alterierten GABA-Ligandenaffinität des Rezeptors unabhängi-

ge Quantifizierung der GABAA Rezeptor Besatzes zu ermöglichen. Es zeigte sich sowohl im Fluma-

zenil PET als auch in postoperativen autoradiographischen Untersuchungen ein reduzierter Benzodia-

zepin-Rezeptor-Nachweis im Zentrum der cortikalen Dysplasie, hingegen waren am Rand der rese-

zierten Präparate, der ebenfalls dysplastische Neurone oder normale cortikale Laminierung aufwies, 

die Benzodiazepin-Rezeptoren weniger reduziert oder zeigten eine normale Bindung. Die Areale mit 

einem verminderten Nachweis an Benzodiazepin-Rezeptoren stimmten mit den präoperativ mittels 

Flumazenil-PET nachgewiesenen Foki überein und entsprachen dem Ort des Anfallsursprungs. Hin-

gegen waren in den durchgeführten subduralen EEGs auch epilepsie-typische Potentiale in den perifo-

kalen Arealen nachzuweisen (Arnold et al. 2000). Diese Ergebnisse sind ein Hinweis darauf, dass die 

GABAA-Rezeptoren bzw. Benzodiazepin-Bindungsstellen an den Rezeptoren in der fokalen cortikalen 

Dysplasie in reduzierter Form vorliegen. Allerdings exprimieren nicht alle Rezeptoren Benzodiazepin-

Bindungsstellen, sodass nicht auf die gesamte Zahl der GABAA-Rezeptoren geschlossen werden kann.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1. Einleitung 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 1.4: Flumazenil-PET (links) und Flumazenil-Binding eines Patienten mit cortikaler Dysplasie (Gyrus fron-
talis medialis rechts) (aus: Arnold et al. 2000). 
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2. Aufgabenstellung 
 

Die zellulären Mechanismen epileptischer Entladungen sind im Detail schlecht verstanden, und insbe-

sondere extratemporale Epilepsien wurden in dieser Hinsicht bisher kaum untersucht.  

Die Hypothese, dass epileptischen Entladungen eine Imbalance zwischen erregenden und hemmenden 

cortikalen Inputs zugrunde liegt, wird jedoch weitestgehend akzeptiert. Nachdem GABA der am wei-

testen verbreitete inhibitorische Transmitter im Zentralnervensystem ist, wird ihr also eine entschei-

dende Rolle in der Pathogenese der Epilepsie zugeschrieben.  

Eine Ursache extratemporaler Epilepsien können fokale cortikale Dysplasien sein, und in den letzten 

Jahren ergaben sich erste Hinweise auf ein hypofunktionales gabaerges System bei dieser Erkrankung. 

 

Zum besseren Verständnis der Pathogenese von Epilepsien bei fokalen Dysplasien als auch für die 

Entwicklung selektiver antiepileptisch wirkender Pharmaka sind daher detaillierte Untersuchungen des 

GABA-Rezeptorsystems essentiell. 

 

Ziel dieser Arbeit war es, die Expressionsmuster verschiedener GABAA-Rezeptor-Untereinheiten im 

epileptogenen Fokus von Patienten mit extratemporalen Epilepsien bei cortikaler Dysplasie zu unter-

suchen und damit weitere Schlüsse zu den Pathomechanismen der inhibitorischen Neurotransmission 

bei diesen Anfallsleiden zu ermöglichen. Zudem wurde die mRNA-Expression des GABA synthetisie-

renden Enzym GAD untersucht, um zu erkennen, ob auch eine Modulation bereits auf der Ebene der 

GABA-Synthese erfolgt.  

 

Dazu wurde Gewebe von pharmakologisch nicht ausreichend therapierbaren Patienten untersucht, die 

einer epilepsie-chirurgischen Behandlung zugeführt worden waren. In den Präparaten wurden sowohl 

dysplastische Areale als auch Zellen im histologisch normalen umgebenden Gewebe (peri-

dysplastisch) untersucht. Als Kontrolle diente Gewebe von Verstorbenen ohne bekannte neurologische 

oder psychiatrische Erkrankung. Die mRNA-Expressionsmuster wurden durch in situ Hybridisierung 

mit radioaktiv markierten Oligonukleotid-Sonden untersucht; die Identifizierung der Dysplasie in den 

untersuchten Geweben erfolgte mittels immunhistochemischer Färbung von MAP2. 
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3. Material und Methoden 
 

3.1. Gewinnung und Präparation des Untersuchungsmaterials 
 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde Hirngewebe von fünf Patienten mit extratemporaler Epi-

lepsie, die pharmakalogisch nicht ausreichend therapierbar waren und deshalb epilepsie-chirurgisch 

behandelt werden mussten, untersucht. Bei den zu untersuchenden Patienten erfolgte eine präoperative 

Evaluation mittels Magnetresonanztomographie (MRT), F-18 FDG/C-11 Flumazenil Positronenemis-

sionsspektroskopie (PET) und iktualer Single-photon-Emissionstomographie (SPECT) sowie iktualen, 

interiktualen invasiven und nicht-invasiven EEG-Registrierungen zur Lokalisation des Anfall-

auslösenden Areals. Auf der Basis dieser Daten erfolgte die operative Entfernung des Gewebes. Die 

Präparate wurden nach der Dokumentation der makroskopischen Anatomie sofort auf Trockeneis ein-

gefroren und bei –80°C gelagert. 

Die untersuchten Patienten waren zwischen 17 und 35 Jahren alt, vier waren männlich eine weiblich. 

Der Anfallsbeginn lag zwischen dem 4. und 20. Lebensjahr. Es zeigte sich eine Anfallsfrequenz von 

2-3 Anfällen im Monat bis zu maximal 20 Anfällen am Tag. In 3 von 5 Patienten konnte in der Mag-

netresonanztomographie eine cortikale Dysplasie nachgewiesen werden. Eine Minderung der Benzo-

diazepin-Rezeptor-Dichte konnte im Flumazenil-PET bei allen Patienten gezeigt werden. Bei der hi-

stopathologischen Untersuchung wurde bei allen Resektaten eine cortikale Dysplasie nachgewiesen. 

Im postoperativen Verlauf waren alle Patienten anfallsfrei. 

Als Kontrolle dienten Gewebeproben des cingulären Cortex von drei Personen ohne bekannte neuro-

psychiatrische Erkrankung, die im Rahmen von gerichtsmedizinischen Sektionen entnommen worden 

sind. Dieses Gewebe wurde ebenfalls möglichst zeitnah auf Trockeneis eingefroren und bis zur weite-

ren Aufarbeitung bei –80°C gelagert. Die neuropathologische Untersuchung ergab keinen auffälligen 

Befund. Es handelte sich um männliche Personen im Alter von 56-67 Jahren. Alle Personen verstarben 

an Herz-Kreislaufversagen als Folge ihrer Grunderkrankungen (Kardiomyopathie, Rectum-Carcinom, 

Pankreatitis). Die Postmortemzeiten bis zum Einfrieren der Proben lagen zwischen 6,0 und 29,5 Stun-

den. In der Literatur wird für menschliches Gewebe ein Zeitraum von bis zu 36 Stunden angegeben, in 

dem funktionsfähige mRNA isoliert werden kann (Barton et al. 1993, Walker und McNicol 1992). 

Zudem ist ein Nachweis der mRNA mittels in situ Hybridisierung trotz einiger Degradation gut mög-

lich (Wisden und Morris 1994, Platzer 2005). 

Die Schnittplanung zur histologischen Aufarbeitung des unfixierten Präparates erfolgte anhand der 

präoperativ erhobenen Daten. Bis zur Weiterverarbeitung wurde das Gewebe bei –80°C aufbewahrt. 

Die Schnitte des unfixierten, tiefgefrorenen Gewebes wurden im Kryostaten bei –25°C mit einer 

Schnittdicke von 20μm hergestellt. Sie wurden auf geputzten, heißluftsterilisierten und mit 0,01% 

Poly-L-Lysin-Lösung beschichteten Glasobjektträgern aufgenommen, bei Raumtemperatur getrocknet 
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und bei –80°C gelagert. Nach jeweils 20 Schnitten wurde ein zusätzlicher Gewebeschnitt zur histolo-

gischen Beurteilung angefertigt, luftgetrocknet und mit Thioninblau gefärbt. Vor der Hybridisierung 

erfolgte eine Fixierung mit Paraformaldehyd, um die Gewebemorphologie und die mRNA in der Zelle 

zu erhalten. 

Die verwendeten Versuchsprotokolle sowie die Chemikalien und Reagenzien sind im Anhang doku-

mentiert. 

 

3.2. In situ Hybridisierung 
 

3.2.1. Markierung der Oligonukleotide 
 

Die Auswahl der Oligonukleotid-Proben erfolgte nach folgenden Kriterien: 

1. Der Anteil der Basen Cytosin und Guanin sollte zwischen 40% und 65% liegen, diese Basenpaa-

rung ist durch drei Wasserstoffbrückenbindungen gebunden. Adenosin und Thymin sind dagegen 

nur durch zwei Wasserstoffbrückenbindungen gebunden. Die Stabilität der sich bildenden Hybride 

ist somit durch einen höheren Gehalt an Cytosin und Guanin besser, sollte jedoch nicht zu hoch 

sein, da sich möglicherweise die unspezifischen Bindungen der Probe an die nachzuweisenden 

Nukleinsäuresequenzen erhöhen. 

2. Spezifische Oligonukleotide sollten eine Länge von 35 bis 60 Nukleotiden haben; kürzere Se-

quenzen einer Probe bilden instabile Hybride. Die Wahrscheinlichkeit einer unspezifischen Bin-

dung ist erhöht. 

3. Die benötigten Sequenzen der GABAA-Untereinheiten sollten eine 100%ige Komplementarität 

zum nachzuweisenden Transkript aufweisen ohne an weitere genetische Sequenzen des Menschen 

zu binden. Die Sondenauswahl erfolgte mit Hilfe ausführlicher Datenbank-Recherche (NIH 

BLAST). 

Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotidproben finden sich ausführlich im Anhang. 

 

Die Oligonukleotid-Proben wurden mit 35-Schwefel Desoxy-Adenosin-Triphosphat (dATP) durch das 

Enzym Terminale Deoxynukleotidyl-Transferase (TdT) radioaktiv 3`-endmarkiert. 35-Schwefel ist ein 

niederenergetischer β-Strahler, hat eine Halbwertszeit von 87,4 Tagen und eine Zerfallsenergie von 

0,167 MeV (Emax).  

Mit der Flüssigszintillationsmethode lässt sich die Aktivität der radioaktiven Probe messen, sie wird in 

dpm (decays per minute) angegeben. Die hier verwendeten Proben zeigten eine spezifische Aktivität 

von 0,4-1,2 x 106 dpm/μl. 
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3.2.2. Ablauf der in situ Hybridisierung 
 

Bei der in situ Hybridisierung wird eine radioaktiv oder nicht radioaktiv markierte einzelsträngige 

Nukleinsäuresequenz direkt mit dem zu untersuchenden Gewebe in Kontakt gebracht. Diese Sonde 

bildet mit der komplementären RNA- oder DNA-Sequenz des Untersuchungsmaterials doppelsträngi-

ge Hybride, die durch die markierte Sonde sichtbar gemacht werden können. 

In der vorliegenden Arbeit wurde eine in situ Hybridisierung mit radioaktiv markierten Oligonukleo-

tid-Proben durchgeführt. Dabei wurde die markierte Sonde in einem Hybridisierungspuffer auf die 

fixierten Schnitte aufgebracht und inkubiert. In dem der Hybridisierung folgenden Waschvorgang 

wurde nicht oder unspezifisch gebundenes Probenmaterial entfernt und anschließend die emittierte 

Strahlung der Hybride detektiert. 

Der Prozess des Aufschmelzens von DNA-DNA- bzw. DNA-RNA-Doppelsträngen ist reversibel, von 

der Temperatur abhängig und zeigt einen sigmoidalen Verlauf. Die Stabilität eines Nukleinsäuredop-

pelstrangs lässt sich durch Berechnung der Schmelztemperatur (Tm) bestimmen. Bei dieser Tempera-

tur dissoziiert die Hälfte der doppelsträngigen Moleküle unter bestimmten definierten Bedingungen in 

Einzelstränge.  

In der Literatur werden unterschiedliche Näherungsformeln zur Berechnung des Schmelzpunktes von 

RNA-Oligonukleotid-Hybriden angegeben. Folgende Formel ist in guter Näherung für die in situ Hy-

bridisierung mit Oligonukleotiden einer Länge von 14 bis 70 Basen anzuwenden: 

 

Tm = 81,5 + 16,6 * log [I+] + 0,41 *(%GC) – (600/L) – 0,63 * (%Formamid) 

 

Tm  Schmelztemperatur [°C], 
[I+]  Konzentration an einwertigen Ionen, 
%CG  prozentualer Anteil an Guanin und Cytosin der Sondensequenz, 
% Formamid Formamidkonzentration im Hybridisierungspuffer in Volumenprozent (Sambrook et 

al. 1989). 
 

Durch Festlegung der Hybridisierungstemperatur und -dauer sowie die Zusammensetzung des Hybri-

disierungspuffer wird die optimale Ausbeute an RNA-Oligonukleotid-Hybriden erreicht. 

Die Hybridisierungstemperatur muss, um thermisch bedingten Strangbrüchen vorzubeugen, erniedrigt 

werden. Durch dem Hybridisierungspuffer zugesetzte denaturierende Substanzen wie Formamid wird 

dies möglich. Hohe Salzkonzentrationen ebenso wie die Zugabe von Dextransulfat unterstützen die 

Bildung der Hybride. Unspezifische Bindungen der Sonde werden durch dem Hybridisierungspuffer 

hinzugefügte hydrolysierte DNA-Fragmente, Denhardt`s Lösung, Poly-Adenylat und Natriumpy-

rophosphat reduziert. 

Die Wahl der Hybridisierungsdauer ist insofern wichtig, da sich abhängig von der nachzuweisenden 

Sequenz erst nach einer gewissen Zeit die maximale Anzahl spezifischer Hybride ausbildet, jedoch 
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über diesen Zeitpunkt hinaus die unspezifische Bindung der Probe zunimmt. Auch hierzu finden sich 

Berechnungen zur Optimierung der Hybridisierungszeiten in der Literatur (Meinkoth und Wahl 1984).  

Die Formeln zur Hybridisierungsdauer und -temperatur werden als Anhaltspunkte betrachtet. Im All-

gemeinen hat sich jedoch bewährt, die Versuchsbedingungen der in situ Hybridisierung empirisch zu 

optimieren. 

Durch den an die Hybridisierung anschließenden Waschvorgang werden unspezifisch oder nicht voll-

ständig hybridisierte Oligonukleotide entfernt. Wichtig ist dabei eine möglichst niedrige Salzkonzent-

ration und eine möglichst hohe Temperatur der Waschlösung („stringentes Waschen“). 

Als interne Kontrolle, zum Ausschluss einer unspezifischen Probenbindung, wird bei der Hybridisie-

rung unmarkierte Probe im Überschuss zugegeben. Die spezifische Bindung der markierten Probe an 

die nachzuweisende Nukleinsäure ist nicht kovalent und daher reversibel. Die unspezifische Bindung 

hingegen beruht häufig auf einer irreversiblen Bindung (Berthele 1996). Diese Form der Kontrolle 

wurde durchgeführt, indem routinemäßig zu jedem hybridisierten Schnittpräparat der gleichen Serie 

ein Gewebeschnitt mit einem 100fachen Überschuss an unmarkiertem Oligonukleotid verarbeitet und 

exponiert wurde. 

 

3.2.3. Autoradiographische Nachweismethoden 
 

Autoradiographie ist die Gesamtheit aller Verfahren, nach denen Abbildungen der örtlichen Vertei-

lung von Radionukliden in einem Objekt direkt oder indirekt durch die Wirkung der von ihnen emit-

tierten Strahlung erhalten werden können. Dieser Effekt kann bei der in situ Hybridisierung mit radio-

aktiv markierten Oligonukleotiden benutzt werden. Dabei werden die hybridisierten Gewebeschnitte 

gegenüber emulsionsbeschichtetem Röntgenfilm exponiert oder direkt mit Fotoemulsion beschichtet. 

Die markierenden Isotope setzen beim radioaktiven Zerfall β-Strahlung frei. Diese kann mit Silberha-

logenid-Kristallen der Fotoemulsion wechselwirken, was zu freien Elektronen im Kristall führt. Silbe-

rionen, die sich nahe einem Kristalldefekt befinden, können durch diese freien Elektronen in atomares 

Silber überführt werden. Dieses Silber ist noch nicht sichtbar, und wird erst durch die reduzierenden 

Substanzen im Entwickler in metallisches Silber überführt und damit sichtbar gemacht. 

 

3.2.3.1.Film-Autoradiographie 

 

Bei der Film-Autoradiographie wird ein Röntgenfilm auf die hybridisierten Gewebeschnitte gelegt. In 

der Regel sind die Silberhalogenid-Kristalle in der Emulsionsschicht der Röntgenfilme größer als in 

der Fotoemulsion, daher ist deren Auflösungsvermögen geringer, aber auch mit kürzeren Expositions-

zeiten verbunden. Der verwendete Biomax®-Film ist nur einseitig mit Fotoemulsion beschichtet, und 

zeichnet sich durch vergleichsweise hohe Auflösung bei niedrigem Hintergrundsignal aus. Diese Me-
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thode eignet sich besonders, um eine Übersicht über die Verteilung der hybridisierten Probe im Gewe-

beschnitt zu gewinnen.  

Die Filme wurden nach 28 Tagen entwickelt. Sie dienten dazu, die dysplastischen Areale anhand der 

pathologisch veränderten Gyrierung der Gewebe zu identifizieren und einen Überblick bezüglich der 

Signalintensität der einzelnen Oligonukleotide zu erhalten. Außerdem wurden die Gewebeschnitte mit 

unmarkierter Probe, wie oben beschrieben, als Kontrolle gegen Röntgenfilm exponiert. 

Anhand der Filme wurde eine Vorauswahl der dysplastischen Areale getroffen, die im Weiteren bei 

der Auswertung der Flüssig-Emulsions-Autoradiographien mikroskopisch untersucht werden sollten. 

Auch die Normalgewebe wurden gegen Röntgenfilm exponiert, um einen Überblick über die Vertei-

lung und Signalintensität der einzelnen Oligonukleotide zu erhalten und, in den Kontrollexperimenten, 

eine relevante unspezifische Bindung der verwendeten Proben auszuschließen. 

 

3.2.3.2.Flüssig-Emulsions-Autoradiographie 

 

Die Emulsions-Autoradiographie ermöglicht durch Beschichtung der hybridisierten Gewebeschnitte 

den direkten Nachweis der radioaktiv markierten Sonde. Dazu wird die Fotoemulsion geschmolzen, 

die Objektträger darin eingetaucht („Dipping“) und getrocknet. Bei der Verwendung des Isotops 35-

Schwefel werden nach einer Expositionszeit von acht Wochen die hybridisierten Schnitte entwickelt 

und gegengefärbt. Die zelluläre Verteilung der nachzuweisenden Oligonukleotide lässt sich durch 

Auszählen der entstandenen Silberkörner (Grains) mit Hilfe eines Mikroskops, wie im Folgenden be-

schrieben, darstellen. 

Zur Auswertung wurden die einzelnen Zellen der dysplastischen und nicht-dysplastischen Hirnareale 

der Epilepsie-Gewebe sowie die Zellen der Normalgewebe mikroskopisch bei 500facher Vergröße-

rung identifiziert und mit einer Videokamera im Hell- und Dunkelfeld aufgezeichnet. Dies erfolgte mit 

Hilfe der Software Optimas 5.0, um nach der manuellen Definition der Zellgrenzen die Messung der 

Zellfläche (im Hellfeld) und Bestimmung der Fläche der Grains über den definierten Zellen (im Dun-

kelfeld) durchführen zu können. Die Messwerte der Grainfläche in μm2 beziehen sich auf 100 μm2 

Zellfläche. Es wurden fünf Epilepsie-Gewebe und drei post mortem Gewebe von Personen ohne neu-

rologische oder psychiatrische Erkrankung ausgewertet. Bei den Oligonukleotiden GAD67 und der 

GABAA-Untereinheit γ3 wurden nur vier Epilepsie-Gewebe beurteilt. In die Mittelwerte der Epilepsie-

Patienten sind bei den dysplastischen Zellen fünf Gewebe eingegangen, bei den peridysplastischen 

Zellen nur jeweils vier Gewebe, da in einem der ausgewerteten Gewebe keine normale cortikale La-

minierung zu identifizieren war, sodass nur dysplastische Zellen ausgewertet werden konnten. In den 

einzelnen Epilepsiegeweben wurden jeweils 8 Pyramidenzellen und Interneurone in der cortikalen 

Dysplasie sowie im umgebenden Gewebe mit normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch) aus-
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gewertet. Ebenso wurden in den Kontrollgeweben jeweils 8 Pyramidenzellen und Interneurone unter-

sucht. 

Diese Emulsions-Autoradiographie eignet sich zur qualitativen Beschreibung zellulärer mRNA Ex-

pression unterschiedlicher Zellpopulationen. Hierzu wurden die ermittelten Graindichten in relative 

optische Dichte umgerechnet und diese Werte auf die Anzahl der radioaktiven Zerfälle in Abhängig-

keit von der spezifischen Aktivität der markierten Oligonukleotidproben normalisiert. Hierdurch ist es 

möglich, die Expression der einzelnen Oligonukleotide in den Gewebeschnitten zu vergleichen. Um 

eine zusätzliche Korrektur der Messwerte bezüglich des unspezifischen Hintergrundes durchführen zu 

können, wurde eine Hybridisierung der Gewebe mit einem Oligonukleotid der α6-Untereinheit des 

GABAA-Rezeptors durchgeführt. Die α6-Untereinheit wird im cerebralen Cortex nicht exprimiert 

(Fritschy und Brüning 2003; Mehta und Ticku 1999). So wurde diese Signalaktivität als unspezifi-

sches Hintergrundsignal gewertet und von den ermittelten Werten subtrahiert. Zur statistischen Aus-

wertung wurde eine Analyse der Varianz (ANOVA) mit dem Programm GraphPadPrism 3.0 der Fir-

ma GraphPad Inc. durchgeführt und die Ergebnisse bei multiplen Vergleichen Bonferroni-korrigiert. 

 

3.3. Immunhistochemie 
 

Mit einem primären, in Mäusen gewonnenen Antikörper wurde immunhistochemisch das Mikrotubu-

lus–assoziierte-Protein 2 (MAP2) in Gewebeschnitten der dysplastischen OP-Präparate nachgewiesen. 

Hierzu wurde ein monoklonaler Anti-MAP2 (Klon HM-2) verwandt, welcher die MAP2 Isoformen A, 

B und C des Menschen zu erkennen vermag, was anhand eines Immunoblots festgestellt wurde. Dies 

geschieht mit hoher Spezifität, da der Antikörper keine Kreuzreaktionen mit MAP1, Tubulinen oder 

anderen Strukturproteinen zeigt. Ein mit Biotin versehener sekundärer Antikörper gegen Maus IgG 

wird an diesen gebunden. Daraufhin bildet das Biotin einen makromolekularen Biotin/Avidin-

Merrettichperoxidasekomplex (ABC-Komplex). Die Färbung entsteht durch eine Peroxidase-

vermittelte Umsetzung eines Farbstoffes. Eine Signalverstärkung wird erreicht, da mehrere ABC-

Komplexe an einem Zweitantikörper binden, die wiederum in der Lage sind viele Farbstoffmoleküle 

umzusetzen. 

Zur Kontrolle unspezifischer Reaktionen (des zweiten Antikörpers, des ABC-Komplexes oder der 

Färbung) wurden Gewebeschnitte ohne den Primärantikörper mit Pufferlösung inkubiert und in den 

folgenden Arbeitsschritten wie die Gewebe mit Primärantikörper behandelt. 

 

Auswertung der Immunohistochemie 

Die immunohistochemisch gefärbten Gewebeschnitte wurden lichtmikroskopisch beurteilt, und es 

erfolgte eine Bewertung der Zellen der dysplastischen Gewebe in MAP2 positiv und MAP2 negativ. 
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4. Ergebnisse 
 

In der vorliegenden Arbeit sind die mRNA-Expressionsmuster der GABAA-Rezeptor-Untereinheiten 

α1-α6, β1-β3, γ1-γ3 und dem Enzym GAD67 in fokalen cortikalen Dysplasien epilepsie-chirurgisch 

behandelter Patienten und gesundem Kontrollgewebe in der Lamina V des cerebralen Cortex mittels 

radioaktiver in situ Hybridisierung mit Oligonukleotid-Proben untersucht worden. In den Resektaten 

der Epilepsie-Patienten wurden sowohl Zellen im dysplastischen Fokus als auch Zellen in umgeben-

den histologisch unveränderten Arealen (peridysplastisch), ebenfalls in der Lamina V des cerebralen 

Cortex, untersucht.  

Die Ergebnisse der qualitativen Auswertung der angefertigten Film-Autoradiogramme sowie der se-

miquantitativen Auswertung der Emulsions-Autoradiogramme der verschiedenen Areale werden in 

den folgenden Abschnitten beschrieben. 

 

4.1. Immunhistochemische Evaluation des Gewebes 
 

Die immunhistochemische Untersuchung der Gewebe diente dazu, die ausgeprägten Veränderungen 

der Zytoarchitektur in der fokalen Dysplasie hervorzuheben und die dysmorphen Areale zu identifizie-

ren. Alle ausgewerteten Gewebe erfüllten die Kriterien einer nach Taylor klassifizierten cortikalen 

Dysplasie (Taylor et al. 1971). Die Mikrotubulus-assoziierte Protein 2 (MAP2)-Färbung hebt die pa-

thologisch veränderten Zellen hervor, da die dysplastischen Neurone und deren apikale Dendriten eine 

deutlich höhere Immunoreaktivität aufweisen als die Neurone mit normaler Größe und Form in der 

cortikalen Dysplasie. 

Abbildung 4.1 zeigt exemplarisch MAP2 positive dysplastische Neurone in der cortikalen Dysplasie, 

wobei sie in unterschiedlicher Vergrößerung dargestellt sind. 
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Abb. 4.1: Immunhistochemische Färbung des Mikrotubulus-assoziierten Protein 2 (MAP2) von dysplastischen 
Neuronen in der cortikalen Dysplasie. 
 

4.2. Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheiten mRNA 
 

Ebenso wie bei der Untersuchung der GAD wurde bei den GABAA-Rezeptor-Untereinheiten sowohl 

eine makroskopische qualitative Film-Autoradiographie als auch eine mikroskopische semiquantitati-

ve Emulsions-Autoradiographie durchgeführt. Im Folgenden werden die Ergebnisse der einzelnen 

Untereinheiten beschrieben. 

 

4.2.1. Film-Autoradiographien der Expression von GABAA-Rezeptor-

Untereinheiten mRNA im dysplastischen Gewebe 
 

Es wurden Film-Autoradiographien der GABAA-Rezeptor-Untereinheiten α1-α6, β1-β3 und γ1-γ3 

angefertigt. Sie dienten zur makroskopischen Beurteilung der verschiedenen Areale in der cortikalen 

Dysplasie. Zudem konnte ein Überblick über die Signalintensität der verschiedenen Oligonukleotide 

gewonnen werden. Jedoch wurde auf eine Auswertung mittels Densitometrie verzichtet, da bei unter-

schiedlicher Zelldichte in den fokalen Dysplasien verfälschte Werte gemessen worden wären. So kön-
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nen die hier dargestellten Film-Autoradiographien der dysplastischen Gewebe nicht mit dem Normal-

gewebe verglichen werden. 

Abbildung 4.2 und 4.3 zeigen die Film-Autoradiographien der 12 oben genannten GABAA-Rezeptor-

Untereinheiten. Es wird die Schnittserie eines der Resektate mit fokaler Dysplasie dargestellt. Im Ein-

schub sind die Filmautoradiographien der entsprechenden Rezeptor-Untereinheiten eines post mortem 

Kontrollgewebes abgebildet. Wie schon erwähnt, ist allerdings aufgrund der unterschiedlichen Zell-

dichte in der cortikalen Dysplasie und dem Normalgewebe ein direkter makroskopischer Vergleich 

anhand der Film-Autoradiographien nicht möglich. 
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Abb. 4.2: Film-Autoradiographien der Expression von GABAA-Rezeptor-Untereinheiten α1-α6 mRNA in einem 
Resektat mit fokaler cortikaler Dysplasie. Das oval markierte Areal zeigt den dysplastischen Fokus. Das Recht-
eck kennzeichnet Gewebe mit normaler cortikaler Laminierung. Im Einschub sind Filmautoradiographien der 
entsprechenden GABAA-Rezeptor-Untereinheiten eines post mortem Kontrollgewebes abgebildet. 
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Abb. 4.3: Film-Autoradiographien der Expression von GABAA-Rezeptor-Untereinheiten β1-β3, γ1-γ3 mRNA in 
einem Resektat mit fokaler cortikaler Dysplasie. Das oval markierte Areal zeigt den dysplastischen Fokus. Das 
Rechteck kennzeichnet Gewebe mit normaler cortikaler Laminierung. Im Einschub sind Filmautoradiographien 
der entsprechenden GABAA-Rezeptor-Untereinheiten eines post mortem Kontrollgewebes abgebildet. 
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4.2.2. Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheiten mRNA in Pyrami-

denzellen 
 

Bei der Auswertung der Untereinheiten α1-α5 zeigte sich bei allen mit Ausnahme der Untereinheit α2 

eine höhere Expression in den Pyramidenzellen der post mortem Kontrollgewebe im Vergleich zu den 

dysplastischen Neuronen und den peridysplastischen Pyramidenzellen. Bei der α2-Untereinheit zeigte 

sich bei den Pyramidenzellen des post mortem Gewebes ein niedrigeres Signal als bei den peri-

dysplastischen Pyramidenzellen. Dabei wiesen die dysplastischen Neurone im Verhältnis das höchste 

Signal auf. Bei allen α-Untereinheiten konnte eine höhere mRNA Expression in den dysplastischen 

Neuronen im Vergleich zu den peridysplastischen Pyramidenzellen nachgewiesen werden. Bei den 

Untereinheiten α1 und α5 war der Unterschied der ermittelten Werte nur marginal. Ein signifikanter 

Unterschied konnte bei keiner der untersuchten Untereinheiten gezeigt werden. Die Signalintensität 

war insgesamt relativ niedrig. Die Abbildungen 4.4-4.8 zeigen diesen Zusammenhang. Die statistische 

Auswertung der Ergebnisse ist in Tabelle 2 dargestellt. Wie bereits oben erwähnt wurde ebenfalls eine 

Hybridisierung der Gewebe mit einem Oligonukleotid der α6-Untereinheit des GABAA-Rezeptors 

durchgeführt. Es konnte kein spezifisches Signal gemessen werden, da die α6-Untereinheit im ce-

rebralen Cortex nicht exprimiert wird (Fritschy und Brüning 2003; Mehta und Ticku 1999). 
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Abb. 4.4: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit α1 mRNA 
in Pyramidenzellen des post mortem Gewebes (pm Pyr), Pyramidenzellen im die Dysplasie umgebenden Gewe-
be mit normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Pyr) und dysplastischen Pyramidenzellen in der corti-
kalen Dysplasie (dyspl Pyr). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. 
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GABAA α2 mRNA
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Abb. 4.5: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit α2 mRNA 
in Pyramidenzellen des post mortem Gewebes (pm Pyr), Pyramidenzellen im die Dysplasie umgebenden Gewe-
be mit normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Pyr) und dysplastischen Pyramidenzellen in der corti-
kalen Dysplasie (dyspl Pyr). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. 
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Abb. 4.6: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit α3 mRNA 
in Pyramidenzellen des post mortem Gewebes (pm Pyr), Pyramidenzellen im die Dysplasie umgebenden Gewe-
be mit normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Pyr) und dysplastischen Pyramidenzellen in der corti-
kalen Dysplasie (dyspl Pyr). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. 
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GABAA α4 mRNA
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Abb. 4.7: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit α4 mRNA 
in Pyramidenzellen des post mortem Gewebes (pm Pyr), Pyramidenzellen im die Dysplasie umgebenden Gewe-
be mit normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Pyr) und dysplastischen Pyramidenzellen in der corti-
kalen Dysplasie (dyspl Pyr). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. 
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Abb. 4.8: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit α5 mRNA 
in Pyramidenzellen des post mortem Gewebes (pm Pyr), Pyramidenzellen im die Dysplasie umgebenden Gewe-
be mit normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Pyr) und dysplastischen Pyramidenzellen in der corti-
kalen Dysplasie (dyspl Pyr). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. 
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Bei den Untereinheiten β1-β3 und γ1-γ3 zeigte sich bei allen untersuchten Geweben im Verhältnis das 

niedrigste Signal bei den post mortem Kontrollgeweben. Bei β1 und β2 zeigte sich ein höheres Signal 

in den dysplastischen Neuronen im Vergleich zu den peridysplastischen Pyramidenzellen; bei den 

übrigen Untereinheiten β3 und γ1-γ3 ließ sich eine höhere mRNA Expression in den peridysplasti-

schen Neuronen als in den dysplastischen Pyramidenzellen nachweisen. Die Unterschiede der Signal-

intensität war zwischen den peridysplastischen Pyramidenzellen und den dysplastischen Neuronen in 

den Epilepsiegeweben mit Ausnahme der Untereinheiten β1 und β2 relativ gering. Signifikante Unter-

schiede konnten bei der β2-Untereinheit zwischen den Pyramidenzellen in den post mortem Geweben 

und den dysplastischen Neuronen gezeigt werden. Die ermittelten Werte waren bei den dysplastischen 

Neuronen deutlich höher als bei den Pyramidenzellen in den post mortem Geweben.  

Ein ebenfalls signifikanter Unterschied zeigte sich bei der γ1-Untereinheit zwischen den Pyramiden-

zellen in den post mortem Geweben und den peridysplastischen Pyramidenzellen. Die mRNA Expres-

sion war in den peridysplastischen Pyramidenzellen deutlich höher. In den folgenden Diagrammen 

sind die Mittelwerte der ausgewerteten Neurone der GABAA-Rezeptor-Untereinheiten β1-β3 und γ1-

γ3 dargestellt (siehe Abb. 4.9-4.14). Wie in Abschnitt 3.2.3.2. beschrieben wurden die ermittelten 

Graindichten in relative optische Dichte umgerechnet und diese Werte auf die Anzahl der radioaktiven 

Zerfälle in Abhängigkeit von der spezifischen Aktivität der markierten Oligonukleotidproben normali-

siert. Die statistische Auswertung der Ergebnisse ist in Tabelle 2 dargestellt. 
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Abb. 4.9: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit β1 mRNA 
in Pyramidenzellen des post mortem Gewebes (pm Pyr), Pyramidenzellen im die Dysplasie umgebenden Gewe-
be mit normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Pyr) und dysplastischen Pyramidenzellen in der corti-
kalen Dysplasie (dyspl Pyr). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. 
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Abb. 4.10: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit β2 
mRNA in Pyramidenzellen des post mortem Gewebes (pm Pyr), Pyramidenzellen im die Dysplasie umgebenden 
Gewebe mit normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Pyr) und dysplastischen Pyramidenzellen in der 
cortikalen Dysplasie (dyspl Pyr). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen 
den Werten der verschiedenen Neurone sind (*) gekennzeichnet (ANOVA; p<0,05). 
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Abb. 4.11: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit β3 
mRNA in Pyramidenzellen des post mortem Gewebes (pm Pyr), Pyramidenzellen im die Dysplasie umgebenden 
Gewebe mit normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Pyr) und dysplastischen Pyramidenzellen in der 
cortikalen Dysplasie (dyspl Pyr). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. 
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GABAA γ1 mRNA
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Abb. 4.12: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit γ1 mRNA 
in Pyramidenzellen des post mortem Gewebes (pm Pyr), Pyramidenzellen im die Dysplasie umgebenden Gewe-
be mit normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Pyr) und dysplastischen Pyramidenzellen in der corti-
kalen Dysplasie (dyspl Pyr). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen den 
Werten der verschiedenen Neurone sind (*) gekennzeichnet (ANOVA; p<0,05). 
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Abb. 4.13: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit γ2 mRNA 
in Pyramidenzellen des post mortem Gewebes (pm Pyr), Pyramidenzellen im die Dysplasie umgebenden Gewe-
be mit normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Pyr) und dysplastischen Pyramidenzellen in der corti-
kalen Dysplasie (dyspl Pyr). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. 
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GABAA γ3 mRNA
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Abb. 4.14: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit γ3 mRNA 
in Pyramidenzellen des post mortem Gewebes (pm Pyr), Pyramidenzellen im die Dysplasie umgebenden Gewe-
be mit normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Pyr) und dysplastischen Pyramidenzellen in der corti-
kalen Dysplasie (dyspl Pyr). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. 
 

 
Tabelle 2: Statistische Auswertung der Flüssig-Emulsions-Autoradiographien von GABAA-
Rezeptoruntereinheiten der Pyramidenneurone. 
mRNA 
Transkript 

ANOVA Posthoc-Test (Bonferroni) p 

 F df p postmortem-
Kontrollgewebe 

vs.  
peridysplastische 

Neuronen 

postmortem-
Kontrollgewebe 
vs. dysplastische 

Neuronen 

peridysplastische 
vs. 

dysplastische 
Neuronen 

GABAA α1 2,654 2, 11 0,124 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 

GABAA α2 0,441 2, 11 0,657 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 

GABAA α3 3,817 2, 11 0,063 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 

GABAA α4 0,798 2, 11 0,480 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 

GABAA α5 0,877 2, 11 0,449 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 

GABAA β1 1,424 2, 11 0,290 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 

GABAA β2 6,225 2, 11 0,020 p > 0,05 p < 0,05 p > 0,05 

GABAA β3 0,695 2, 11 0,524 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 

GABAA γ1 5,891 2, 11 0,023 p < 0,05 p > 0,05 p > 0,05 

GABAA γ2 0,436 2, 11 0,660 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 

GABAA γ3 2,846 2, 9 0,125 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 
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4.2.3. Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheiten mRNA in Interneu-

ronen 
 

Die Auswertung der Untereinheiten α1-α5 bei den Interneuronen zeigte insgesamt ein relativ niedri-

ges Signal. Bei der α1-Untereinheit war die höchste Signalintensität bei den peridysplastischen Inter-

neuronen zu messen. Im Vergleich niedriger lagen die Werte der Interneurone in der Dysplasie und 

am niedrigsten bei den Interneuronen in den post mortem Geweben. Ebenso zeigte sich bei der Unter-

einheit α2 das niedrigste Signal bei den Interneuronen der post mortem Gewebe, etwas höher lag es 

bei den peridysplastischen Interneuronen und am höchsten bei den Interneuronen in der Dysplasie. Die 

ermittelten Ergebnisse der α3-Untereinheit zeigten die höchsten Werte bei den Interneuronen in den 

post mortem Geweben, etwas niedriger bei den Interneuronen in der Dysplasie und die niedrigsten 

Werte wiesen die peridysplastischen Interneurone auf. Die Signalintensität bei der α4-Untereinheit 

war bei den Interneuronen in der Dysplasie und den peridysplastischen Interneuronen gleich hoch. Die 

Interneurone in den post mortem Geweben zeigten ein etwas niedrigeres Signal. Bei der α5-

Untereinheit war der höchste Wert ebenso wie bei α3 bei den Interneuronen in den post mortem Ge-

weben zu messen, etwas niedriger lag die mRNA Expression in den peridysplastischen Interneuronen 

und am niedrigsten bei den Interneuronen in der Dysplasie. Ein signifikanter Unterschied ließ sich bei 

den einzelnen α-Untereinheiten zwischen den untersuchten Zellen der verschiedenen Gewebe nicht 

zeigen. In den Abbildungen 4.15-4.19 sind die Mittelwerte der ausgewerteten Interneurone dargestellt. 

Die statistische Auswertung der Ergebnisse ist in Tabelle 3 dargestellt. Wie bei den Pyramidenzellen 

wurde auch hier eine Hybridisierung der Gewebe mit einem Oligonukleotid der α6-Untereinheit des 

GABAA-Rezeptors durchgeführt. Es konnte ebenfalls kein spezifisches Signal gemessen werden. 
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Abb. 4.15: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit α1 
mRNA in Interneuronen des post mortem Gewebes (pm Int), Interneuronen im die Dysplasie umgebenden Ge-
webe mit normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Int) und Interneuronen in der cortikalen Dysplasie 
(dyspl Int). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. 
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Abb. 4.16: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit α2 
mRNA in Interneuronen des post mortem Gewebes (pm Int), Interneuronen im die Dysplasie umgebenden Ge-
webe mit normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Int) und Interneuronen in der cortikalen Dysplasie 
(dyspl Int). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. 

37 



4. Ergebnisse 

GABAA α3 mRNA
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Abb. 4.17: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit α3 
mRNA in Interneuronen des post mortem Gewebes (pm Int), Interneuronen im die Dysplasie umgebenden Ge-
webe mit normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Int) und Interneuronen in der cortikalen Dysplasie 
(dyspl Int). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. 
 

GABAA α4 mRNA

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

pm Int Int dyspl Int

In
te

ns
itä

t [
a.

u.
]

Abb. 4.18: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit α4 
mRNA in Interneuronen des post mortem Gewebes (pm Int), Interneuronen im die Dysplasie umgebenden Ge-
webe mit normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Int) und Interneuronen in der cortikalen Dysplasie 
(dyspl Int). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. 
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GABAA α5 mRNA
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Abb. 4.19: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit α5 
mRNA in Interneuronen des post mortem Gewebes (pm Int), Interneuronen im die Dysplasie umgebenden Ge-
webe mit normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Int) und Interneuronen in der cortikalen Dysplasie 
(dyspl Int). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. 
 

 

Bei der Auswertung der Untereinheiten β1-β3 und γ1-γ3 zeigte sich bei den Interneuronen in den post 

mortem Geweben die niedrigste mRNA Expression bei allen Untereinheiten. Die höchste Signalinten-

sität war bei den dysplastischen Interneuronen mit einer Ausnahme zu messen. Bei der Untereinheit 

β3 war der höchste Wert bei den peridysplastischen Interneuronen zu ermitteln, auf einem etwas nied-

rigeren Niveau lag der Wert der dysplastischen Interneurone. Bei den Untereinheiten β2, γ1 und γ3 

zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den Interneuronen der post mortem Gewebe und den 

Interneuronen in der Dysplasie. 

Die Signalintensität lag insgesamt bei den β-und γ-Untereinheiten auf einem relativ niedrigen Niveau 

(siehe Abb. 4.20-4.25). Die statistische Auswertung der Ergebnisse ist in Tabelle 3 dargestellt. 
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GABAA ß1 mRNA
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Abb. 4.20: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit β1 
mRNA in Interneuronen des post mortem Gewebes (pm Int), Interneuronen im die Dysplasie umgebenden Ge-
webe mit normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Int) und Interneuronen in der cortikalen Dysplasie 
(dyspl Int). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. 
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Abb. 4.21: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit β2 
mRNA in Interneuronen des post mortem Gewebes (pm Int), Interneuronen im die Dysplasie umgebenden Ge-
webe mit normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Int) und Interneuronen in der cortikalen Dysplasie 
(dyspl Int). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen den Werten der ver-
schiedenen Neurone sind (*) gekennzeichnet (ANOVA; p<0,05). 
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GABAA ß3 mRNA

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

pm Int Int dyspl Int

In
te

ns
itä

t [
a.

u.
]

Abb. 4.22: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit β3 
mRNA in Interneuronen des post mortem Gewebes (pm Int), Interneuronen im die Dysplasie umgebenden Ge-
webe mit normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Int) und Interneuronen in der cortikalen Dysplasie 
(dyspl Int). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. 
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Abb. 4.23: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit γ1 mRNA 
in Interneuronen des post mortem Gewebes (pm Int), Interneuronen im die Dysplasie umgebenden Gewebe mit 
normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Int) und Interneuronen in der cortikalen Dysplasie (dyspl 
Int). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen den Werten der verschiedenen 
Neurone sind (*) gekennzeichnet (ANOVA; p<0,05). 
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Abb. 4.24: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit γ2 mRNA 
in Interneuronen des post mortem Gewebes (pm Int), Interneuronen im die Dysplasie umgebenden Gewebe mit 
normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Int) und Interneuronen in der cortikalen Dysplasie (dyspl 
Int). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. 
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Abb. 4.25: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression der GABAA-Rezeptor-Untereinheit γ3 mRNA 
in Interneuronen des post mortem Gewebes (pm Int), Interneuronen im die Dysplasie umgebenden Gewebe mit 
normaler cortikaler Laminierung (peridysplastisch, Int) und Interneuronen in der cortikalen Dysplasie (dyspl 
Int). Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen den Werten der verschiedenen 
Neurone sind (*) gekennzeichnet (ANOVA; p<0,05). 
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Tabelle 3: Statistische Auswertung der Flüssig-Emulsions-Autoradiographien von GABAA–
Rezeptoruntereinheiten der Interneurone. 
mRNA 
Transkript 

ANOVA Posthoc-Test (Bonferroni) p 

 F df p postmortem-
Kontrollgewebe 

vs.  
peridysplastische 

Neuronen 

postmortem-
Kontrollgewebe 
vs. dysplastische 

Neuronen 

peridysplastische 
vs. 

dysplastische 
Neuronen 

GABAA α1 0,025 2, 11 0,975 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 

GABAA α2 1,008 2, 11 0,403 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 

GABAA α3 0,702 2, 11 0,521 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 

GABAA α4 0,099 2, 11 0,906 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 

GABAA α5 0,448 2, 11 0,652 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 

GABAA β1 3,100 2, 11 0,095 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 

GABAA β2 7,206 2, 11 0,014 p > 0,05 p < 0,05 p > 0,05 

GABAA β3 4,523 2, 11 0,044 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 

GABAA γ1 6,883 2, 11 0,015 p > 0,05 p < 0,05 p > 0,05 

GABAA γ2 2,059 2, 11 0,184 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 

GABAA γ3 8,480 2, 9 0,014 p > 0,05 p < 0,05 p > 0,05 

 

 

In den Abbildungen 4.26 und 4.27 sind die Emulsions-Autoradiographien der 12 untersuchten GABA-

A-Rezeptor-Untereinheiten dargestellt. Sie zeigen dysplastische Pyramidenzellen und Interneurone in 

einem Resektat mit cortikaler Dysplasie. 
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Abb. 4.26: Emulsions-Autoradiographien der GABAA-Rezeptor-Untereinheiten α1-α6. Abgebildet sind dyspla-
stische Pyramidenzellen und Interneurone in der cortikalen Dysplasie. 
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Abb.4.27: Emulsions-Autoradiographien der GABAA-Rezeptor-Untereinheiten β1-β3 und γ1-γ3. Abgebildet 
sind dysplastische Pyramidenzellen und Interneurone in der cortikalen Dysplasie. 
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4.3. Expression der GAD mRNA 
 

Ebenso wie bei der Untersuchung der GABAA-Rezeptor-Untereinheiten erfolgte der Nachweis der 

GAD67 mRNA zum einen makroskopisch durch qualitative Film-Autoradiographie und zum anderen 

mikroskopisch durch semiquantitative Emulsions-Autoradiographie, wie im Folgenden gezeigt wird. 

 

4.3.1. Film-Autoradiographie der Expression von GAD67 mRNA im 

dysplastischen Gewebe 
 

Auch hier dienten die Film-Autoradiogramme dazu, die dysplastischen Areale anhand der patholo-

gisch veränderten Gyrierung der Gewebe zu identifizieren und einen Überblick bezüglich der Signal-

intensität der GAD67 mRNA zu erhalten. Zudem wurden die Gewebeschnitte mit unmarkierter Probe, 

wie oben beschrieben, als Kontrolle gegen Röntgenfilm exponiert. 

Eine Film-Autoradiographie der GAD67 wird in Abbildung 4.28 dargestellt. Sie zeigt eine fokale cor-

tikale Dysplasie aus dem Resektat eines epilepsie-chirurgisch behandelten Patienten. Die gekenn-

zeichneten Areale zeigen zum einen den dysplastischen Fokus, zum anderen Gewebe mit normaler 

cortikaler Laminierung. Im Einschub ist die Film-Autoradiographie der GAD67 eines Kontrollgewe-

bes abgebildet, um einen Eindruck der Signalintensität zu gewinnen. Auf eine densitometrische Mes-

sung wurde aus schon genanntem Grund verzichtet. So können auch die hier dargestellten Film-

Autoradiographien der dysplastischen Gewebe nicht mit dem Normalgewebe verglichen werden. 

Anhand der Filme wurde eine Vorauswahl der dysplastischen Areale getroffen, die im Weiteren bei 

der Auswertung der Emulsions-Autoradiographien mikroskopisch untersucht wurden. 

 

 
10mm 

Abb. 4.28: Film-Autoradiographie der Expression von GAD67 mRNA in einem Resektat mit cortikaler Dyspla-
sie. Das oval markierte Areal zeigt den dysplastischen Fokus. Das Rechteck kennzeichnet Gewebe mit normaler 
cortikaler Laminierung. Im Einschub ist die Filmautoradiographie der GAD67 eines post mortem Kontrollgewe-
bes abgebildet. 
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4.3.2. Expression der GAD67 mRNA in Pyramidenzellen 
 

In den Resektaten der epilepsie-chirurgisch behandelten Patienten zeigten sich in den Emulsions-

Autoradiographien nur geringe Mengen an Silberkörnern über den Pyramidenzellen, entsprechend 

einer geringen Expression von GAD67. Ausgewertet wurden sowohl dysplastische Neurone als auch 

peridysplastische Pyramidenzellen. Dabei ließ sich kein signifikanter Unterschied in der Expression 

der GAD67 mRNA nachweisen. Die GAD67 ist etwas niedriger im Normalgewebe als in den Epilep-

sie-Geweben, sowohl im dysplastischen als auch im peridysplastischen Gewebe, exprimiert (siehe 

Abb. 4.29). Die statistische Auswertung der Ergebnisse ist in Tabelle 4 dargestellt. 
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Abb.4.29: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression von GAD67 mRNA in Pyramidenzellen des 
post mortem Gewebes (pm Pyr), Pyramidenzellen im die Dysplasie umgebenden Gewebe mit normaler cortikaler 
Laminierung (peridysplastisch, Pyr) und dysplastischen Pyramidenzellen in der cortikalen Dysplasie (dyspl Pyr). 
Die Messwerte sind +/- SEM dargestellt. 
 
 
4.3.3. Expression der GAD67 mRNA in Interneuronen 
 

Ein signifikanter Unterschied zeigte sich zwischen der GAD67 Expression der Interneurone in den 

peridysplastischen Arealen und den Interneuronen im dysplastischen Cortex. Die Interneurone in der 

Dysplasie zeigten ein signifikant höheres Signal als die Interneurone im umgebenden Gewebe. Über 

den Interneuronen des Kontrollgewebes ließ sich ein höheres Signal als über den Interneuronen im 

peridysplastischen Gewebe messen, jedoch lag die Expression der GAD mRNA deutlich niedriger als 

in den dysplastischen Zellen (siehe Abb.4.30). 
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In Abbildung 4.31 sind sowohl Interneurone als auch dysplastische Neurone in der cortikalen Dyspla-

sie dargestellt. Die statistische Auswertung der Ergebnisse ist in Tabelle 4 dargestellt. 
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Abb. 4.30: Semiquantitative Darstellung der zellulären Expression von GAD67 mRNA in Interneuronen des post 
mortem Gewebes (pm Int), Interneuronen im die Dysplasie umgebenden Gewebe mit normaler cortikaler Lami-
nierung (peridysplastisch, Int) und Interneuronen in der cortikalen Dysplasie (dyspl Int). Die Messwerte sind +/- 
SEM dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen den Werten der verschiedenen Neurone sind (**) gekenn-
zeichnet (ANOVA; p<0,01). 
 
 
 

 

GAD67 
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Abb. 4.31: Emulsions-Autoradiographie der Expression von GAD67 mRNA. Abgebildet sind dysplastische 
Neurone und Interneurone in der cortikalen Dysplasie. 
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Tabelle 4: Statistische Auswertung der Flüssig-Emulsions-Autoradiographien von GAD67. 
Zellart ANOVA Posthoc-Test (Bonferroni) p 

 F df p postmortem-
Kontrollgewebe 

vs.  
peridysplastische 

Neuronen 

postmortem-
Kontrollgewebe 
vs. dysplastische 

Neuronen 

peridysplastische 
vs. 

dysplastische 
Neuronen 

Pyramiden-
Neurone 

3,375 2, 9 0,094 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 

Interneurone 9,809 2, 9 0,009 p > 0,05 p > 0,05 p < 0,01 
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5. Diskussion 
 

In der vorliegenden Arbeit wurde die mRNA Expression von GABAA-Rezeptor-Untereinheiten und 

dem GABA synthetisierenden Enzym GAD67 in Gewebe von epilepsie-chirurgisch behandelten Pati-

enten mit fokaler cortikaler Dysplasie sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch untersucht. Die 

Bestimmung der Expressionsmuster erfolgte sowohl in dysplastischen Zellen als auch im peri-

dysplastischem, histologisch unauffälligem cerebralem Cortex und wurde zusätzlich mit der Expressi-

on in post mortem Gewebe von Personen ohne neurologische oder psychiatrische Erkrankung (post 

mortem Kontrollgewebe) verglichen. Es erfolgte der qualitative und semiquantitative Nachweis von 

mRNA der GABAA-Rezeptor-Untereinheiten α1-α6, β1-β3, γ1-γ3 und GAD67 durch in situ Hybridi-

sierung. Um die zytoskelettalen Veränderungen bzw. die ausgeprägten histopathologischen Verände-

rungen in der fokalen cortikalen Dysplasie hervorzuheben und den dysplastischen Fokus besser ab-

grenzen zu können, wurde außerdem ein immunhistochemischer Nachweis von Mikrotubulus-

assoziiertem Protein 2 (MAP2), eines der am weitest verbreiteten neuronalen Mikrotubulus-

assoziierten Proteine, durchgeführt. 

 

5.1. Immunhistochemischer Nachweis von MAP2 in der fokalen cortika-

len Dysplasie 
 

Die untersuchten Gewebe der epilepsie-chirurgisch behandelten Patienten wiesen in der histologischen 

Übersichtsfärbung alle eine gestörte Laminierung des cerebralen Cortex, große Pyramidenzellen, gro-

ße dysmorphe Neurone sowie ballonierte Zellen auf, sodass die Kriterien einer fokalen cortikalen 

Dysplasie nach Taylor erfüllt waren. Die dysplastischen Neurone zeigten eine deutlich höhere Immu-

noreaktivität mit dem Mikrotubulus-assoziierten Protein 2 (MAP2) Antikörper als die Zellen mit nor-

maler Form im dysplastischen Fokus (siehe Abschnitt 4.1). 

 

5.2. GABAA-Rezeptor-Untereinheiten  
 

Eine mögliche Erklärung der erhöhten Erregbarkeit in der fokalen cortikalen Dysplasie wäre die selek-

tive Reduktion der Expression einzelner GABAA-Rezeptor-Untereinheiten, die dazu führte, dass die 

neuronale Inhibition in dem epileptogenen Fokus durch Veränderung der Rezeptormenge oder der 

Rezeptorzusammensetzung und einer damit einhergehenden Funktionseinschränkung vermindert ist.  

Anhand der gewonnenen Untersuchungsergebnisse ist zunächst festzustellen, dass eine relevante und 

betrachtet man alle untersuchten Untereinheiten mit dem histologisch unauffälligen post mortem Ge-

webe vergleichbare Expression von GABAA-Rezeptor Untereinheiten im Bereich der cortikalen 
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Dysplasie nachzuweisen ist - die Voraussetzung für die Expression funktionaler GABAA-Rezeptoren 

ist also gegeben.  

Allerdings zeigte sich in den untersuchten Pyramidenzellen eine deutlich niedrigere Expression der 

Untereinheiten α1 und α3 in den dysplastischen Neuronen im Vergleich zu den post mortem Geweben 

und eine deutlich niedrigere Expression der Untereinheiten α1, α3 und α5 in den peridysplastischen 

histologisch normalen Pyramidenzellen im Vergleich zu den Pyramidenzellen im post mortem Gewe-

be. Eine Ausnahme bildete die α2 Untereinheit; hier zeigte sich eine etwas höhere Expression in den 

dysplastischen Neuronen im Vergleich zu den peridysplastischen und den Pyramidenzellen in den post 

mortem Geweben. Insgesamt handelte es sich bei diesen differenziellen Expressionsmuster allerdings 

nur um Trends, die das Signifikanzniveau nicht erreichten (siehe Abschnitt 4.2.2.).  

Anders verhält es sich bei den β- und γ-Untereinheiten. Hier liegt, verglichem mit dem post mortem 

Kontrollgewebe, die Expression in den dysplastischen Geweben höher. Die β2-Untereinheit zeigt so-

gar ein signifikant höheres Signal in den Neuronen der cortikalen Dysplasie im Vergleich zu den Py-

ramidenzellen in den post mortem Geweben und auch ein deutlich höheres Signal zu den peri-

dysplastischen Pyramidenzellen. Zudem ist die mRNA Expression der Untereinheit γ1 in den peri-

dysplastischen Pyramidenzellen signifikant höher im Vergleich zu den Pyramidenzellen in den post 

mortem Geweben. In den Neuronen in der cortikalen Dysplasie ist sie nur etwas niedriger als bei den 

peridysplastischen Pyramidenzellen (siehe Abschnitt 4.2.2.).  

Bei den Interneuronen zeigte sich in der mRNA-Expression der α-Untereinheiten ein vergleichbares 

Niveau wie in den Interneuronen der Kontrollgewebe. Deutlicher als in den Pyramidenzellen war die 

mRNA-Expression der β- und γ-Untereinheiten in den Interneuronen der dysplastischen Gewebe hö-

her als im Kontrollgewebe. Signifikante Unterschiede wiesen die Untereinheiten β2, γ1 und γ3 zwi-

schen den Interneuronen in der Dysplasie und dem post mortem Gewebe auf. Dabei war die mRNA 

Expression bei den Interneuronen in der Dysplasie höher als in den Interneuronen in peridysplasti-

schen Gewebsabschnitten (siehe Abschnitt 4.2.3.).  

Aufgrund der unterschiedlichen mRNA Expression einzelner GABAA-Rezeptor-Untereinheiten der 

Epilepsie-Präparate und den post mortem Kontrollgeweben liegt es nahe, dass sich die Rezeptorkom-

positionen in den untersuchten Geweben unterscheiden. Allerdings ist es anhand der rein morpholo-

gisch getroffenen Auswahl der detektierten Interneurone nur schwer möglich, eine Aussage über die 

Gesamtheit der Interneurone im cerebralen Cortex zu treffen, da eine Vielzahl von Subtypen cortikaler 

Interneurone existieren, die sich in ihren elektrophysiologischer Eigenschaften, der Expression Calci-

um bindender Proteine und ihren axonalen und dendritischen Verzweigungen unterscheiden (Cauli et 

al. 1997, Gupta et al. 2000, Kawaguchi und Kubota 1993). So ist bekannt, dass verschiedene Klassen 

von Interneuronen Synapsen an unterschiedlichen Domänen von Pyramidenzellen im Cortex bilden 

(Deuchars und Thomson 1995, Xiang et al. 2002), und es ist zu vermuten, dass unterschiedliche inhi-

bitorische Wirkungen von verschiedenen Interneuron-Subtypen ausgehen. Hinsichtlich der Eigen-

schaften inhibitorischer synaptischer Transmission zwischen den verschiedenen Klassen von Interneu-
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ronen im cerebralen Cortex ist bisher nur wenig bekannt, vor allem ist es strittig, ob diese auf unter-

schiedlichen Zusammensetzungen der GABAA-Rezeptor-Untereinheiten beruhen (Bacci et al. 2003).  

 

Die hier erhobenen Ergebnisse lassen sich nun mit Befunden aus der Literatur vergleichen.  

• Untersuchungen von Crino et al. an Präparaten epilepsie-chirurgisch behandelter Patienten mit 

cortikaler Dysplasie im temporalen Cortex zeigten eine verminderte mRNA Expression der Unterein-

heiten α1, α2, β1 und β2 im Vergleich zu ebenfalls epilepsie-chirurgisch behandelten Patienten ohne 

histologischen Nachweis einer fokalen Dysplasie im temporalen Cortex (Crino et al. 2001). Daraus 

wurde gefolgert, dass diese Veränderungen der mRNA Expression in der cortikalen Dysplasie nicht 

nur auf die rezidivierenden cerebralen Anfälle zurückzuführen sind, da die Vergleichsgruppe ebenfalls 

aus Patienten mit medikamentös nicht beherrschbarer Epilepsie bestand.  

Möglicherweise basieren diese im Detail differierenden Ergebnisse zur vorliegenden Arbeit darauf, 

dass Crino et al. Studien an fokalen Dysplasien im temporalen Cortex durchgeführt hat, die hier vor-

liegenden Untersuchungen jedoch extratemporales Gewebe beschreiben. Auch die Kontrollgewebe 

sind unterschiedlich, denn hier wurden Gewebe mit cortikaler Dysplasie im Vergleich zu post mortem 

Gewebe von Personen ohne neuropsychiatrische Erkrankung untersucht, bei Crino et al. jedoch be-

stand die Kontrollgruppe zwar aus Gewebe ohne histopathologische Veränderungen, es stammte je-

doch auch von Patienten, die an Epilepsie erkrankt waren. 

• Bei Pilocarpin-induzierter temporaler Epilepsie im Tierversuch zeigte sich eine verminderte 

mRNA Expression der α1- und α2-Untereinheiten in Neuronen des Gyrus dentatus (Brooks-Kayal et 

al. 1998). Dies wurde als Erklärung für eine verminderte Sensitivität gegenüber dem Benzodiazepina-

gonisten Zolpidem herangezogen, da die antikonvulsive Wirkung über Rezeptoren vermittelt wird, die 

eine α1-Untereinheit exprimieren.  

Auch wenn es sich im Pilocarpin-Modell hier um einen ganz anderen epileptogenen Mechanismus 

handeln mag, sind diese Ergebnisse insofern von Interesse, als sie zumindest bezüglich der Expression 

der α1-Untereinheit mit den in dieser Arbeit beschriebenen übereinstimmen. 

• Am Tiermodell mit induzierter cortikaler Malformation wurde ein verminderter Nachweis einzel-

ner GABAA-Rezeptoruntereinheiten (α1-α3, α5 und γ2) gezeigt. Auch in diesen Untersuchungen 

stellte sich heraus, dass die Veränderungen am GABAA-Rezeptor nicht nur auf die strukturell verän-

derten Areale beschränkt waren, sondern ebenso angrenzendes Gewebe und teilweise sogar den kon-

tralateralen Cortex betrafen, was erneut unterstreicht, dass cortikale Malformationen offenbar weitrei-

chende Störungen des cortikalen Netzwerkes hervorrufen können (Redecker et al. 2000). Hiermit zeigt 

sich, dass ebenso bei induzierter fokaler cortikaler Malformation einzelne GABAA-Rezeptor-

Untereinheiten in reduzierter Form exprimiert werden. Allerdings sind diese Formen der cortikalen 

Malformation nicht direkt mit der hier untersuchten fokalen cortikalen Dysplasie zu vergleichen, denn 

es liegt zwar ein pathologisch veränderter Aufbau des cerebralen Cortex vor, zelluläre Veränderungen 

und dabei insbesondere dysmorphe Neurone und deren pathophysiologischer Einfluss fehlen jedoch. 
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• Am Tiermodell mit induzierter cortikaler Dysplasie konnte weiterhin eine deutlich reduzierte Bin-

dung des GABAA-Rezeptor Agonisten Muscimol in der dysplastischen Läsion gezeigt werden, was 

auf eine verminderte Dichte der GABAA-Rezeptoren zurückgeführt wurde. In geringerem Maße war 

auch im umgebenden histologisch normalem Gewebe und in entfernter gelegenen Arealen wie dem 

Hippocampus und dem Cortex piriformis eine reduzierte Bindung nachweisbar (Zilles et al. 1998). 

Diese Ergebnisse stehen im Einklang zu den hier aufgeführten Untersuchungen, denn die veränderte 

Expression einzelner GABAA-Rezeptoruntereinheiten scheint nicht auf die fokale Dysplasie be-

schränkt zu sein, sondern umgebendes histologisch unauffälliges Gewebe in die Pathophysiologie 

miteinzubeziehen.  

• Zusätzlich wies eine Untersuchung an Patienten mit cortikaler Dysplasie nach, dass im EEG als 

epileptische Areale detektierte Foki histologisch unverändert waren. Dies unterstreicht, dass diese 

Areale ebenso eine erhöhte Epileptogenität aufweisen können, ohne dass dies zwingend mit einer 

morphologischen Veränderung einhergehen muss und somit ein anderer Mechanismus ursächlich für 

die erhöhte Erregbarkeit sein kann. So könnten etwa abnorme synaptische Verbindungen oder verän-

derte Zellmembraneigenschaften der normal differenzierten Neurone einen Teil zur erhöhten Erreg-

barkeit beitragen (Spreafico et al. 1998b).  

• Immunhistochemisch ließ sich in einer Studie eine erhöhte Expression von β-Untereinheiten des 

GABAA-Rezeptors an vielen großen dysmorphen Neuronen in cortikalen Dysplasien zeigen. Daraus 

wurde geschlossen, dass diese Zellen GABAA-Rezeptoren exprimieren und mit dem inhibitorischen 

Neurotransmitter GABA reagieren können (Kerfoot et al. 1999). Aufgrund des selektiven Nachweises 

der β-Untereinheiten kann jedoch nicht nachgewiesen werden, ob eine normale Funktion der GABAA-

Rezeptoren besteht, da trotz des Nachweises der β-Untereinheiten die Rezeptorkomposition so verän-

dert sein kann, dass eine normale Funktion nicht mehr gegeben ist und dadurch keine suffiziente Inhi-

bition mehr vorliegt. Auch in der hier durchgeführten in situ Hybridisierung konnte bei den β-

Untereinheiten eine erhöhte Exprimierung in dysplastischen Neuronen im Vergleich zum Kontrollge-

webe gezeigt werden (bei der Untereinheit β2 liegt ein signifikanter Unterschied vor), was die Ergeb-

nisse von Kerfoot et al. unterstützt. 

Berücksichtigt man diesen Stand der Literatur, so sind die hier erhobenen Befunde zunächst derart zu 

interpretieren, dass etwaige Veränderungen am GABAA-Rezeptor nicht nur auf die fokale Dysplasie 

und deren histologisch veränderten Neuronen beschränkt sind, sondern auch die nicht direkt im Fokus 

liegenden Pyramidenzellen betreffen, die morphologisch keine Auffälligkeiten zeigen. Die Tatsache, 

dass peridysplastisches Gewebe ebenfalls eine erhöhte elektrische Aktivität im EEG zeigt, spricht 

dafür, dass die pathophysiologischen Veränderungen nicht auf die fokale Dysplasie beschränkt zu sein 

scheinen (Arnold et al. 2000, Spreafico 1998b, Tassi et al. 2001).  

In den vorliegenden Untersuchungen konnten keine signifikanten Unterschiede der mRNA Expression 

der einzelnen GABAA-Untereinheiten zwischen den dysplastischen und den perifokalen Neuronen im 

Epilesiegewebe aufgezeigt werden. Dies spricht dafür, dass die Veränderungen an den GABAA-
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Rezeptoren nicht auf die histologisch veränderten Zellen beschränkt sind, obwohl gewisse Unterschie-

de in der Expression der Untereinheiten bei den dysplastischen und perifokalen Neuronen nicht auszu-

schließen sind. Insofern liegt es nahe, dass Gewebe trotz histologisch normaler Zellen und physiologi-

schem Aufbau des cerebralen Cortex in der Umgebung fokaler Dysplasien einen veränderten Aufbau 

bzw. eine veränderte Expression der GABAA-Rezeptoren in den Neuronen aufweist.  

Betrachtet man zum zweiten die Expression der α-Untereinheiten, so können die erhobenen Ergebnis-

se zumindest in ihrem Trend unterstützen, dass die Zahl der funktionellen GABAA-Rezeptoren in py-

ramidalen Neuronen des dysplastischen Gewebes herabgesetzt ist, die eine Benzodiazepin-

Bindungsstelle tragen. Dies würde einige Ergebnisse aus Bindungsuntersuchungen in vitro und in vivo 

erklären. Zudem ist bekannt, dass die Rezeptor Affinität gegenüber GABA maßgeblich von den α-

Untereinheiten bestimmt wird (Ebert et al. 1997), sodass ein relativer Mangel oder differentielle Stö-

chiometrie der α-Untereinheiten hier die Funktionalität des Rezeptors beeinflussen kann. 

Zusätzliche Hypothesen ließen sich jedoch aus den Befunden zu den eher regulatorischen β- und γ-

Untereinheiten generieren. Hier ist beschrieben, dass die subzelluläre Verteilung des Rezeptors (das 

„trafficking“) und Anordnung an der Postsynapse (das „clustering“) maßgeblich von den β-und γ-

Untereinheiten bestimmt werden (Connolly et al. 1996, Connolly et al. 1999, Essrich et al. 1998). Die 

hier beobachtete relative Überexpression dieser Untereinheiten in dysplastischem Gewebe könnte 

daher auf einen kompensatorischen Mechanismus deuten, der darauf zielt, mehr inhibitorische GABA-

A-Rezeptoren an die Synapse gelangen zu lassen. 

 

5.3. GAD 
 

Das GABA synthetisierende Enzym GAD hat eine besondere Funktion, da sowohl das Substrat Glu-

tamat als auch das Produkt GABA Neurotransmitter sind. Von den zwei existierenden Isoenzymen 

GAD65 und GAD67 wurde in der vorliegenden Arbeit die mRNA in situ Hybridisierung von GAD67 

durchgeführt, da dieses Isoenzym unter anderem vermehrt in Neuronen, insbesondere in Interneuro-

nen, des cerebralen Cortex nachgewiesen wurde (Erlander et al. 1991, Feldblum et al. 1993, Kaufman 

et al. 1991). 

In den hier durchgeführten Untersuchungen ließ sich bei den dysplastischen Neuronen, bei den perifo-

kalen Pyramidenzellen des umgebenden Gewebes, das eine normale cortikale Laminierung aufwies, 

und bei den Pyramidenzellen im post mortem Kontrollgewebe eine geringe mRNA Expression der 

GAD67 nachweisen (siehe Abschnitt 4.3.2.). Das Signal war im post mortem Gewebe etwas niedriger 

als in den dysplastischen und peridysplastischen Neuronen.  

Bei den Interneuronen ließ sich dagegen eine deutlich höhere Expression der GAD67 mRNA im 

dysplastischen Fokus im Vergleich zu dem post mortem Kontrollgewebe zeigen. Allerdings ist im 

Kontrollgewebe, das aus cingulärem Cortex besteht, ein höheres GAD67 mRNA Signal als im peri-

dysplastischen Gewebe nachzuweisen (siehe Abschnitt 4.3.3.). Dies ist möglicherweise auf den hohen 



5. Diskussion 

55 

Gehalt an GAD67 mRNA im cingulären Cortex zurückzuführen, wie es in der Arbeit von Retaux et al. 

gezeigt wurde (Retaux et al. 1992). Dabei wurden in Versuchen an frontalem Cortex von Ratten ver-

schiedene Niveaus der GAD67 mRNA in Lamina I-VI gefunden. Die höchsten Werte wurden in La-

mina V und VI des anterioren cingulären Cortex gemessen. Diesem Ergebnis könnte eine unterschied-

liche Stabilität oder aber eine unterschiedliche Produktion der mRNA zugrunde liegen. Der verschie-

den hohe Gehalt an GAD67 mRNA in den Interneuronen des frontalen Cortex legt nahe, dass Subpo-

pulationen gabaerger Interneurone existieren und im anterioren cingulären Cortex eine stärkere ga-

baerge hemmende Kontrolle vorliegt.  

Die signifikant höhere Expression von GAD67 mRNA in Interneuronen in der cortikalen Dysplasie 

(verglichen mit Interneuronen des peridysplastischen Gewebes) ist jedoch das weitaus interessantere 

Ergebnis. Dieser Befund könnte auf eine Überexpression von GAD als Antwort auf die erhöhte Epi-

leptogenität mit ihrem Ursprung in diesem Fokus sein.  

Allerdings muss noch gezeigt werden, dass die erhöhte Expression der GAD67 mRNA tatsächlich 

eine gesteigerte Aktivität des Enzyms GAD zur Folge hat. Die hier aufgeführten Ergebnisse deuten 

zwar darauf hin, dass die Synthese der GABA in der fokalen Dysplasie erhöht ist. Dies wäre jedoch 

nur mit dem Nachweis einer funktionellen GAD und deren Produkt GABA mit Sicherheit zu sagen. 

Tatsächlich ließ sich nämlich in einer immunhistochemischen Studie an Patienten mit cortikaler 

Dysplasie kein signifikanter Unterschied in der GAD Immunoreaktivität zur Kontrollgruppe nachwei-

sen (Kerfoot et al. 1999). Allerdings stammte das Kontrollgewebe von Patienten mit Rasmussen En-

cephalitis, die ebenfalls unter medikamentös nicht ausreichend therapierbarer Epilepsie litten. Die 

dysmorphen Neurone wiesen in dieser Untersuchung keine verminderte GAD-Färbung auf, sodass 

eine reduzierte GABA-Produktion als Ursache der cerebralen Krampfanfälle nicht nahegelegt werden 

konnte. Mit immunhistochemischen Methoden können zwar die Epitope nachgewiesen werden, eine 

Aussage über die Funktionalität des Proteins ist jedoch nicht möglich. Somit ist aufgrund dieser Un-

tersuchungen nicht mit Sicherheit zu sagen, ob das Enzym und die synthetisierte GABA tatsächlich 

eine normale Funktion aufweisen.  

Bei Patienten mit fokaler cortikaler Dysplasie im temporalen Cortex ist sogar eine verminderte GAD 

Immunoreaktivität nachgewiesen worden (Spreafico et al. 2000). Diese Daten würden wiederum nahe-

legen, dass im dysplastischen Fokus eine verminderte gabaerge Hemmung vorliegt.  

Zu diesem Zeitpunkt muss also offen bleiben, warum die Expression der GAD67 mRNA im dysplasti-

schen Fokus in den hier durchgeführten Untersuchungen erhöht ist, in der Arbeit von Spreafico et al. 

jedoch eine verminderte GAD Immunoreaktivität im dysplastischen Fokus vorliegt (Spreafico et al. 

2000).  

Zum einen ließe sich postulieren, dass sich die Regulation des GABA-synthetisierenden Enzyms zwi-

schen temporalen und extra-temporalen Dysplasien unterscheidet. Es wäre aber auch vorstellbar, dass 

die in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse ihre Ursache in einer gestörten Translation haben, also die 

verstärkte GAD mRNA Expression nur kompensatorisch bei einer erniedrigten Proteinsynthese ist.  
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Andererseits liegt dem verminderten GAD Nachweis in der Arbeit von Spreafico et al. vielleicht eine 

geringere Anzahl von gabaergen Interneuronen in der Dysplasie zugrunde, wie es durch eine vermin-

derte Immunoreaktivität von drei Calcium-bindenden Proteinen (Parvalbumin, Calretinin und Calbin-

din), die als indirekter Nachweis einer reduzierten Zahl von gabaergen Interneuronen anzusehen ist, 

nachgewiesen wurde (Ferrer et. al. 1992, Spreafico et al. 1998a). Anhand der hier vorliegenden Daten 

können diese Ergebnisse weder unterstützt noch widerlegt werden, da eine quantitative Aussage über 

die Zahl der gabaergen Interneurone mit den verwendeten Methoden nicht möglich ist.  

Schließlich ist auch ein weiterer Mechanismus zu beachten: Petroff et al. zeigten, dass die Aktivität 

von GAD bei steigenden Konzentrationen von neu produzierter GABA vermindert ist (Petroff und 

Rothman 1998; Petroff et al. 1998). Selbst wenn sich also die auf dem Boden unserer Daten nahelie-

gende verstärkte Expression von GAD bestätigen ließe, müsste offen bleiben, ob diese nur Zeichen 

des Mangels an GABA oder tatsächlich Ausdruck einer verstärkten Bereitstellung dieses inhibitori-

schen Transmitters ist.  

Dennoch könnte es sein, dass die erhöhte Expression von GAD67 mRNA in den Interneuronen der 

fokalen cortikalen Dysplasie einen Kompensationsmechanismus bezüglich der verminderten gabaer-

gen Hemmung darstellt.  

Leider wurden bisher nur wenige Untersuchungen bezüglich der GAD in der humanen fokalen corti-

kalen Dysplasie insbesondere bei extratemporaler Lokalisation durchgeführt, sodass weitere Studien 

notwendig sind, um diesen Teil der gabaergen Inhibition besser zu verstehen. 

 

5.4. Gabaerge Inhibition bei fokaler cortikaler Dysplasie 
Das gabaerge System ist sehr komplex und es ist kaum möglich, alle potentiellen Veränderungen in 

einer Arbeit abzuhandeln. Sowohl prä- als auch postsynaptische Veränderungen im gabaergen System 

können Ursache erhöhter Epileptogenität sein. Die präsynaptischen Veränderungen können eine ver-

minderte GABA Synthese, ein erhöhter Katabolismus der GABA, eine verminderte Freisetzung auf-

grund fehlerhafter Freisetzungsmechanismen in den Nervenendigungen oder aber eine verminderte 

Anzahl gabaerger Nervenendigungen sein. Die postsynaptischen Veränderungen können auf einer 

verminderten Anzahl oder auf strukturellen Veränderungen der GABAA-Rezeptoren beruhen, die 

möglicherweise einen nicht mehr oder nicht mehr ausreichend funktionstüchtigen Rezeptor hervor-

bringen und somit eine suffiziente Inhibition zur Vermeidung cerebraler Krampfanfälle nicht mehr 

gegeben zu sein scheint. 

Welcher Mechanismus liegt der erhöhten Epileptogenität der fokalen Dysplasie zugrunde? Hierzu 

existieren verschiedene Hypothesen. Es wurde gezeigt, dass ein verminderter inhibitorischer Tonus in 

der fokalen Dysplasie vorliegt (Garbelli et al. 1999, Houser 1991), zum anderen wurde aber sowohl 

ein verminderter inhibitorischer als auch ein erhöhter exzitatorischer Tonus nachgewiesen (Spreafico 

et al. 1998a, Crino et al. 2001). Anhand von Untersuchungen an Menschen und Ratten mit physiolo-

gisch aufgebautem Cortex wurde festgestellt, dass eine geringe Reduktion der gabaergen inhibitori-
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schen Wirkung zu einer starken Zunahme der Ausbreitung exzitatorischer Potentiale führt und ce-

rebrale Krampfanfälle verursachen kann (Avoli et al. 1997, Chagnac-Amitai und Connors 1989a, 

Chagnac-Amitai und Connors1998b). 

Untersuchungen an Biopsien von Patienten mit medikamentös nicht behandelbarer Epilepsie unter-

schiedlicher Genese zeigten insbesondere bei Patienten mit milder cortikaler Dysplasie einen deutlich 

erhöhten GABA-Gehalt, der zum Teil auf die medikamentöse antiepileptische Therapie zurückgeführt 

wurde; allerdings wurden nur wenige der Patienten mit Medikamenten behandelt, die den GABA-

Gehalt erhöhen (Aasly et al. 1999). Das Ergebnis könnte jedoch als mögliche kompensatorische Ant-

wort gedeutet werden. Ein Schutz vor cerebralen Krampfanfällen war dadurch jedoch nicht gegeben. 

Insgesamt schließen auch diese Studien darauf, dass eine geringere Zahl an gabaergen Interneuronen 

in cortikalen Malformationen vorliegt, die darauf zurückzuführen sind, dass weniger gabaerge Zellen 

entstehen, diese Neurone in ihrer Entwicklung nicht der physiologischen Zellmigration folgen oder ein 

erhöhter Zelltod vorliegt.  

Zudem zeigte sich bei Untersuchungen an Taylor`s cortikalen Dysplasien ebenfalls eine verminderte 

Immunoreaktivität Calcium bindender Proteine und eine fehlende Ausbildung funktionaler Synapsen 

der gabaergen Nervenendigungen in der Nähe dysplastischer Zellen in der fokalen Dysplasie (Garbelli 

et al. 1999). Anhand von elektronenmikroskopischen und elektrophysiologischen Untersuchungen 

wurde ebenfalls gezeigt, dass ballonierte Zellen in der fokalen cortikalen Dysplasie keine funktionalen 

Synapsen ausbilden (Alonso-Nanclares et al. 2005, Cepeda et al. 2003). Nach diesen Ergebnissen 

scheint es eher unwahrscheinlich, dass diese Zellen direkt an der Entstehung bzw. Unterhaltung ce-

rebraler Überaktivität beteiligt sein können. Dagegen wurden jedoch an diesen Neuronen erhöhte Kal-

ziumströme gemessen, die möglicherweise aufgrund einer verstärkten Ausbildung von Kalziumkanä-

len zustande kommen. Speckmann et al. zeigten, dass diese Kanäle entscheidend involviert sind in der 

Entwicklung epileptiformer Entladungen (Speckmann et al. 1993). Zudem wurde eine erhöhte Immu-

noreaktivität exzitatorischer Neurotransmitter an diesen dysmorphen Zellen gezeigt, was ebenfalls 

dafür spricht, dass sie einen entscheidenden Anteil an der Übererregbarkeit dieser cerebralen Malfor-

mation haben (Kerfoot et al. 1999). Eine mögliche Erklärung wurde von Cepeda et al. postuliert. So 

wurde vermutet, dass jene dysmorphen Neurone eine Reorganisation von Synapsen in der Dysplasie 

induzieren könnten und so zu einer aberranten Innervation anderer Neurone führen und dies so wie-

derum zur erhöhten Erregbarkeit beitragen könnte (Cepeda et al. 2003). Aufgrund dieser Ergebnisse 

stellt sich die Frage, ob diese Veränderungen eine Folge der Malformation sind oder ein Resultat der 

vermehrten epileptischen Entladungen im Fokus darstellen. Möglich wäre, dass einige pathologische 

Veränderungen in der Dysplasie als Kompensationsmechanismus zur Vermeidung cerebraler Krampf-

anfälle dienen. Zu welchem Zeitpunkt diese Mechanismen einsetzen und ob sie überhaupt als Reakti-

on auf die erhöhte Epileptogenität dieser Areale auftreten, bleibt unklar. Nichtsdestotrotz scheint bei 

dieser Form der cortikalen Malformation nicht nur eine Störung im Neurotransmittersystem sondern 

auch eine fehlende bzw. verminderte synaptische Übertragung vorzuliegen, was eine ausreichende 
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inhibitorische Wirkung nicht mehr möglich machen könnte. Allerdings wurde in der Arbeit von Alon-

so-Nanclares et al. sowohl eine erhöhte als auch eine verminderte Dichte exzitatorischer und inhibito-

rischer Synapsen aufgezeigt (Alonso-Nanclares et al. 2005). Ebenso war die Proportionalität der 

hemmenden und erregenden Synapsen in den dysplastischen Arealen verändert im Vergleich zum 

angrenzenden normalen cerebralen Cortex, jedoch konnte kein gemeinsames Muster aufgezeigt wer-

den, was zu der Annahme führte, dass verschiedenste Veränderungen der exzitatorischen und inhibito-

rischen synaptischen Verbindungen in der cortikalen Dysplasie bestehen können (Alonso-Nanclares et 

al. 2005). So wird deutlich, dass dieses komplexe System und die pathophysiologische Grundlage der 

Epilepsie möglicherweise nicht allein durch Veränderungen am Rezeptor erklärt werden kann. 

Grundsätzlich stellt sich die Frage, ob die erhöhte Epileptogenität der fokalen cortikalen Dysplasie auf 

der Pathogenität einzelner Neurone oder der pathologisch veränderten interneuronalen Wechselwir-

kung beruht. Es ist bekannt, dass cerebrale Krampfanfälle eine Konsequenz synchroner Entladungen 

einer Vielzahl von Neuronen sind, aber es ist ebenso bekannt, dass diese große Gruppe von Neuronen 

von einer kleinen Zahl bestimmter Zellen, die diese Entladungen initiieren oder unterhalten, reguliert 

werden kann (Roper und Yachnis 2002). Die hier aufgeführten Ergebnisse und zum Teil bereits er-

wähnte Studien zeigen, dass an dysmorphen Neuronen eine veränderte postsynaptische Rezeptorkom-

position nachzuweisen war (Crino et al. 2001; Ying et al. 1999). Zudem wurde in einer elektrophysio-

logischen Studie an cortikaler Dysplasie bei Kindern eine erhöhte Erregbarkeit bei einem Teil der 

untersuchten dysmorphen Neurone festgestellt (Mathern et al. 2000). Insgesamt scheint es deshalb 

möglich zu sein, dass die relativ kleine Zahl an pathologisch veränderten Neuronen, nach Mathern et 

al. sind dies nur etwa 15%, die Aktivität der umgebenden Zellen so verändern bzw. beeinträchtigen, 

dass cerebrale Krampfanfälle entstehen können. 

 

5.5. Glutamaterge Exzitation bei fokaler cortikaler Dysplasie 
 

Es wird wie bereits erwähnt vermutet, dass die mit der fokalen cortikalen Dysplasie assoziierte Epilep-

sie auf einer Imbalance zwischen hemmenden und erregenden synaptischen Mechanismen beruht. So 

wurde in verschiedenen Studien gezeigt, dass nicht nur Veränderungen an GABAA-Rezeptoren son-

dern auch eine erhöhte Expression einzelner Glutamat-Rezeptor-Untereinheiten in der fokalen Dyspla-

sie vorliegen. Diese Ergebnisse unterstützen die Hypothese, dass erhöhte exzitatorische synaptische 

Aktivität zwischen den dysplastischen Neuronen Ursache der Epileptogenität der fokalen Dysplasie 

sein kann (Crino et al. 2001, Kerfoot et al. 1999, Spreafico et al. 1998a, Ying et al. 1998). Zudem 

wurde bei in vitro Experimenten mit fokaler cortikaler Dysplasie gezeigt, dass eine erhöhte Aktivität 

an Glutamat-Rezeptoren zu Übererregbarkeit und Ausbreitung epileptiformer Entladungen führte 

(Avoli et al. 1999, Mattia et al. 1995, Mikuni et al. 1999). Ebenso wurde eine erhöhte Bindung an 

NMDA- und AMPA-Rezeptoren im dysplastischen Cortex, aber auch eine erhöhte Bindung an AM-

PA-Rezeptoren im umgebenden Gewebe nachgewiesen, was ebenso hier wie schon bei den GABAA-
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Rezeptoren zeigt, dass sich die Veränderungen nicht auf den dysplastischen Fokus beschränken, son-

dern auch histologisch normales Gewebe in den pathophysiologischen Mechanismus der erhöhten 

Epileptogenität mit einbezogen zu sein scheint (Zilles et al. 1998). 

 

5.6. Kritische Würdigung und Arbeitsmodell 
 

Die in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse können sowohl hinsichtlich ihrer Validität als auch ihrer 

Intepretation nur Ausgangspunkt für weitere Untersuchungen sein: 

1. Zum einen ist die Aussagekraft aufgrund der nur geringen Zahl untersuchter dysplastischer Gewebe 

(n=5) eingeschränkt. Es bleibt dabei allerdings zu beachten, dass Patienten mit extratemporaler 

Dysplasie in der Gesamtgruppe epilepsie-chrirurgisch behandelter Patienten weiterhin selten sind, 

sodass eine Erweiterung des Kollektivs nur langfristig möglich ist. 

2. Bei der Untersuchung von differentiellen Expressionsmustern ist die Wahl des Vergleichsgewebes 

schwierig. In dieser Arbeit wurde post-mortem Gewebe von nicht an einer Epilepsie erkrankten Perso-

nen benutzt. Dies erlaubt zwar Aussagen zu grundsätzlichen Expressionsveränderungen (also sowohl 

innerhalb der Dysplasie als auch in dem umgebenden Gewebe), kann jedoch wiederum zu Artefakten 

führen, weil das post-mortem Gewebe zum Beispiel post-mortalen Veränderungen unterliegt.  

3. Die Untersuchung von mRNA-Expressionen erlaubt zwar ein breites Untersuchungsspektrum, nicht 

jedoch die Interpretation hinsichtlich des tatsächlich vorhandenen Proteins. Weiterführende Untersu-

chungen auf dieser Ebene sind also notwendig. 

 

Trotzdem erlauben die gewonnenen Daten einige Rückschlüsse und Hypothesen zum gabaergen Sys-

tem in der cortikaler Dysplasie, die sich als Arbeitsmodell für weitere Untersuchungen zusammenfas-

sen lassen: 

1. Qualitativ ist das Repertoire der exprimierten Untereinheiten des GABAA-Rezeptors in dsyplasti-

schen Neuronen nicht anders als im gesunden Gewebe. 

2. Quantitativ ergeben sich Hinweise, dass die Bereitstellung von Benzodiazepin-sensitiven GABAA-

Rezeptoren vermindert ist, da die Expression der α-Untereinheiten mRNA relativ vermindert er-

scheint. 

3. Zusätzlich ergeben sich Hinweise auf eine relative Überexpression regulatorischer Untereinheiten 

des GABAA-Rezeptors. Hieraus lässt sich die Hypothese generieren, dass innerhalb des dysplastischen 

Cortex möglicherweise die Bereitsstellung des GABAA-Rezeptors unterstützt wird. 

4. Auf der Seite des GABA-Synthese lässt sich umschrieben innerhalb der Dysplasie eine signifikant 

höhere Expression der GAD mRNA beobachten. Hieraus lässt sich als weiter zu untersuchende 

Hypothese formulieren, dass möglicherweise eine verstärkte GABA-Synthese als kompensatori-

scher Mechanismus einer verstärkten glutamatergen Exzitation gegenüber steht.  
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5.7. Ausblick 
 

Epilepsie ist eine weitverbreitete Erkrankung, die weltweit etwa 1-2% der Bevölkerung betrifft 

(Browne und Holmes 2001). Es wird angenommen, dass diese Erkrankung auf einem Ungleichge-

wicht der exzitatorischen glutamatergen und der inhibitorischen gabaergen Neurotransmission beruht. 

In welchem Ausmaß die neuronale Transmission verändert ist und ob die inhibitorische oder die exzi-

tatorische Komponente überwiegt ist, bei einer so vielfältigen Krankheit wie der Epilepsie noch nicht 

auf einen Nenner zu bringen. Auch bei der fokalen cortikalen Dysplasie wurde sowohl eine vermin-

derte inhibitorische aber auch eine erhöhte exzitatorische Aktivität nachgewiesen. Die Untersuchung 

des gabaergen Systems scheint schon in Anbetracht der antiepileptischen Pharmakotherapie und deren 

Wirkung am GABAA-Rezeptor ein lohnendes Ziel zu sein. Die fokale cortikale Dysplasie betrifft nur 

einen kleinen Teil der an Epilepsie erkrankten Patienten. Jedoch wurde aufgrund von chirurgischen 

Resektaten geschätzt, dass Epilepsien aufgrund von cortikaler Dysgenesie etwa 39% der behandelten 

Kinder und etwa 14% der Erwachsenen betrifft (Farrell et al. 1992, Prayson und Estes 1995). So ist es 

für diese Patienten aufgrund der medikamentös bis jetzt häufig nicht ausreichend zu behandelnden 

Erkrankung essentiell, die Pathophysiologie der fokalen cortikalen Dysplasie und der damit assoziier-

ten Epilepsie zu untersuchen, um in Zukunft eine antiepileptische Therapie entwickeln zu können, die 

ein operatives Vorgehen vielleicht nicht mehr erforderlich machen würde. Dies scheint in Anbetracht 

der Tatsache, dass trotz hoher Qualität der Lokalisationsdiagnostik und neurochirurgischer Technik 

weniger als 50% der epilepsie-chirurgisch behandelten Patienten vollkommen anfallsfrei bleiben und 

einige Patienten nicht für eine Operation in Frage kommen, ein erstrebenswertes Ziel zu sein (Crino et 

al. 2002). 

Die vorgelegten Ergebnisse zeigen Veränderungen auf molekularer Ebene. Weitere Untersuchungen 

sind nötig, um die Pathophysiologie der fokalen cortikalen Dysplasie und der damit assoziierten Epi-

lepsie besser zu verstehen und so auch neue antiepileptisch wirkende Pharmaka entwickeln zu können. 

Medikamente selektiv für verschiedene Untereinheiten würden das bisher vorhandene Spektrum der 

Medikamente erweitern, Nebenwirkungen könnten reduziert und neue therapeutische Indikationen 

entdeckt werden. 
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6. Zusammenfassung 
 

Die fokale cortikale Dysplasie ist eine Malformation, die durch neuronale Entwicklungs- und Migrati-

onsstörungen entsteht. Die hier untersuchte nach Taylor klassifizierte Dysplasie zeichnet sich durch 

eine gestörte cortikale Laminierung und verschiedene charakteristische dysmorphe Neurone aus. Sie 

ist häufig mit neurologischen Krankheitsbildern, insbesondere mit Epilepsie assoziiert. GABA ist der 

am weitesten verbreitete inhibitorische Transmitter im Zentralnervensystem. Ihr hauptsächlicher Wir-

kungsort sind die GABAA-Rezeptoren. Experimentelle und klinische Studien zeigen, dass GABA eine 

entscheidende Rolle in der Pathophysiologie und Therapie der Epilepsie spielt. Störungen des gabaer-

gen Systems wurden sowohl in genetisch bedingten als auch erworbenen Formen der Epilepsie nach-

gewiesen. Es wird angenommen, dass ein Ungleichgewicht zwischen neuronaler Hemmung und Erre-

gung besteht. 

Der GABAA-Rezeptor ist ein Heteromer aus fünf Polypeptid-Untereinheiten, die um eine zentrale 

Chloridionenpore angeordnet sind. Er wird aus 19 verschiedenen Untereinheiten in den unterschied-

lichsten Variationen gebildet (α1-α6, β1-β3, γ1-γ3, ρ1-ρ3, δ, ε, θ, π) Die am weitesten verbreitete 

Stöchiometrie besteht aus zwei α-, zwei β-, und einer γ-Untereinheit. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die mRNA Expressionsmuster der GABAA-Rezeptor-

Untereinheiten (α1-α6, β1-β3, γ1-γ3) und des GABA synthetisierenden Enzyms GAD67 durch in situ 

Hybridisierung mit radioaktiv markierten Oligonukleotid-Proben semiquantitativ beschrieben. Die 

Untersuchungen wurden an Gewebe mit fokaler cortikaler Dysplasie von epilepsie-chirurgisch behan-

delten Patienten, die pharmakologisch nicht ausreichend therapierbar waren, durchgeführt. Dabei wur-

den dysplastische Neurone bzw. Pyramidenzellen und Interneurone in der fokalen cortikalen Dyspla-

sie, im die Dysplasie umgebenden Gewebe ohne histologische Veränderungen und an post mortem 

Gewebe von Patienten ohne neuropsychiatrische Erkrankung untersucht. Zudem wurde ein immun-

histochemischer Nachweis von Mikrotubulus-assoziiertem Protein 2 (MAP2) durchgeführt, um die 

zytoskelettalen Veränderungen bzw. die ausgeprägten histopathologischen Veränderungen in der foka-

len cortikalen Dysplasie hervorzuheben und den dysplastischen Fokus besser abgrenzen zu können. 

Bei der Untersuchung der einzelnen GABAA-Rezeptoruntereinheiten zeigten sich als Trend eine er-

niedrigte mRNA-Expression von α-Untereinheitenm und signifikant höhere Signale der Untereinheit 

β2 bei den dysplastischen Neuronen im Vergleich zu den Pyramidenzellen in den post mortem Gewe-

ben. Ebenso konnte eine signifikant höhere Expression der γ1-Untereinheit bei den Pyramidenzellen 

im Epilepsiegewebe außerhalb der Dysplasie im Vergleich zu den Pyramidenzellen in den post mor-

tem Kontrollgeweben nachgewiesen werden. 

Auch bei den Interneuronen ließen sich Unterschiede in der Expression der einzelnen Rezeptor-

Untereinheiten zeigen. So war die Expression der Untereinheiten β2, γ1 und γ3 signifikant höher bei 
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den Interneuronen in der Dysplasie im Vergleich zu den Interneuronen der post mortem Kontrollge-

webe. 

Die unterschiedlichen Expressionen der einzelnen GABAA-Rezeptoruntereinheiten lassen auf eine 

veränderte Rezeptorkomposition in der fokalen cortikalen Dysplasie aber auch im umgebenden histo-

logisch unauffälligem Gewebe schließen, sodass möglicherweise die Rezeptorkomposition so verän-

dert ist, dass eine normale Funktion und damit eine ausreichende Inhibition nicht mehr gegeben ist. 

Außerdem war die mRNA Expression der GAD67 in den Interneuronen der fokalen cortikalen 

Dysplasie deutlich höher als in den Interneuronen des die Dysplasie umgebenden histologisch unauf-

fälligen Gewebes. Dies deutet auf eine Regulation der GABA-Synthese im dysplastischen Fokus hin. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7. Anhang 

63 

7. Anhang 
7.1. Versuchsprotokolle 
7.1.1. Fixierung des Gewebes 

Im Kryostat angefertigte Schnitte (20μm) 

1. 5 min.fixieren in 4% Paraformaldehyd-Lösung bei 4°C. 

2. 1 min. waschen in 1x PBS bei Raumtemperatur (Rt). 

3. 5 min. 70% Ethanol bei Rt. 

4. 5 min. 96% Ethanol bei Rt. 

5. Aufbewahren der Schnitte in 96% Ethanol bei 4°C. 

 

PBS Stammlösung: 

1 Liter 10x PBS:  75,79g NaCl 
   9,93g wasserfreies Na2HPO4

   4,68g NaH2PO4•H2O 
   in DEPC Wasser lösen und autoklavieren. 

 

DEPC-Behandlung von Wasser: 

1. Aqua dest. 1000:1 mit DEPC mischen (unter dem Abzug). 

2. Über Nacht bei Rt rühren (unter dem Abzug). 

3. Autoklavieren. 

 

4%ige Paraformaldehyd-Lösung: 

1. 10g Paraformaldehyd in 125ml DEPC-behandeltes Wasser (weißliche Suspension). 

2. Unter rühren auf 60-65°C erhitzen. 

3. Einige Tropfen NaOH zugeben (Klärung der Lösung). 

4. 125ml 2x PBS zugeben, auf 4°C kühlen. 

 

7.1.2. Beschichten der Objektträger 

1. 25mg Poly L-Lysin in 5ml DEPC-behandeltem Wasser lösen, aliquotieren, bei -20°C lagern. 

2. Ein Aliquot von 200μl auftauen, mit DEPC-behandeltem Wasser auf 10ml Endvolumen verdünnen (0,1% 
Poly L-Lysin Lösung). 

3. Poly L-Lysin auf hitzesterilisierten Objektträgern ausstreichen und trocknen. 

 

7.1.3. Radioaktive Markierung der Oligonukleotide 

1. 4μl TdT-Puffer 
1,2μl CoCl2

11,3μl DEPC-behandeltes Wasser 
1μl Oligonukleotid 
1,5μl [α-35S]dATP 
in Eppendorf-Cups auf Eis pipettieren und mischen. 

2. 1μl TdT (auf Eis transportieren) zugeben und mischen. 

3. 3-10 min. bei 38°C und leichter Bewegung inkubieren. 
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4. Abstoppen der Reaktion durch Umsetzen der Cups auf Eis und Zugabe von 30μl TNES-Puffer. 

5. Chromatographie-Säulen für jeden Ansatz vorbereiten: 

- Pufferüberstand abtropfen lassen 
- Säulen bei 4°C und 2000U/min 2 min. zentrifugieren 
- abgetrennten Puffer verwerfen 
- Säulen nochmals bei 4°C und 2000U/min 2 min. zentrifugieren 

6. Markierungsansatz auf die Säule pipettieren, Säule bei 4°C und 2500U/min 2 min. zentrifugieren. 

7. 2μl des Eluats (markierte Oligonukleotide) mit 3ml Szintillationscocktail versetzen, im Counter messen 
(eine spezifische Aktivität von 0,1-0,5x106dpm/μl wird angestrebt). 

8. Übriges Reaktionsgemisch mit 2μl DTT Lösung versetzen, bei –20°C lagern. 

 

TNES-Stoppuffer: 

14ml 5M NaCl 
10ml 1M Tris-HCl (pH 7,5) 
5ml 0,5M EDTA (pH 8) 
5ml 10% SDS 
466ml DEPC-behandeltes Wasser zugeben 
 

7.1.4. Olionukleotid-Proben 

GAD 67 
5`-CCTGCACACATCTGGTTGCATCCTTGGAGTATACCCTTTTCCTTG-3` 
Länge: 45mer  GC-Gehalt: 48,9%  Tm1: 54,0 °C 

 

GABAA-Untereinheiten 

Alpha 1 
5`-GGGTCGCCCCTGGCCAAATTAGGGGTGTAGCTGGTTGCTGTTGGT-3` 
Länge: 45mer  GC-Gehalt: 60,0%  Tm1: 58,6 °C 

Alpha 2 
5`-GGCAACAGCCACTGCATAAGCGTTGTTCTGTATCATAACGGAAGC-3` 
Länge: 45mer  GC-Gehalt: 48,9%  Tm1: 54,0 °C 

Alpha 3 
5`-ATAGGTGGTCCCCACGATGTTGAAGGTAGTGCTGGTTTTCCTTTGC-3` 
Länge: 45mer  GC-Gehalt: 48,9%  Tm1: 54,0 °C 

Alpha 4 
5`-ACCATCGAGCAAACTGTCCAGGATGCGGGTGAAATTTTCTGTGCA-3` 
Länge: 45mer  GC-Gehalt: 48,9%  Tm1: 54,0 °C 

Alpha 5 
5`-TTGATCTTGGCTGCTTCCAAGGCTTTTTTGCCATCCCAGGCCCAG-3` 
Länge: 45mer  GC-Gehalt: 53,3%  Tm1: 55,8 °C 

Alpha 6 
5`-GGCCTCGGAAGATGAAACTATTGGCAAAGACAGAGAAGTGATCC-3` 
Länge: 44mer  GC-Gehalt: 47,2%  Tm1: 53,0 °C 

Beta 1 
5`-CTTGCGGTACTGGATGCTGGCGCTGTCATAGGAGTACATGGTGGC-3` 
Länge: 45mer  GC-Gehalt: 57,8%  Tm1: 57,7 °C 

Beta 2 
5`-TCGTTCCAGAGCATTTCGGCCAAAACTATGCCTGGGCAACCCAGC-3` 
Länge: 45mer  GC-Gehalt: 55,6%  Tm1: 56,8 °C 
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Beta 3 
5`-TCTGTCCCCCAGGAATCGCCCATGCCCTTCTCGAGGCATGCTCTG-3` 
Länge: 45mer  GC-Gehalt: 62,2%  Tm1: 59,5 °C 

Gamma 1 
5`-CTGCAGTCTTCAAAGCAACAGAAGAAGCTGGCACAATCTTTGCCC-3` 
Länge: 45mer  GC-Gehalt: 48,9%  Tm1: 54,0 °C 

Gamma 2 
5`-CATTTGAATGGTTGCTGATCTTGGGCGGATATCAATGGTAGGGGC-3` 
Länge: 45mer  GC-Gehalt: 48,9%  Tm1: 54,0 °C 

Gamma 3 
5`-GGAAGGGGCTTGTAGGCTTATTCGCTCAGGAATCCATCTTGAGGA-3` 
Länge: 45mer  GC-Gehalt: 51,1%  Tm1: 54,9 °C 
1 berechnet nach Formel 1 für 50% Formamid und 0,69 molarer Ionenkonzentration  

 

7.1.5. Hybridisierung 

1. 1μl markierte Oligonukleotidprobe 
100μl Hybridisierungspuffer 
1μl 1M DDT 
für Kontrollversuche zusätzlich 2μl der Oligonukleotid-Stammlösung zugeben. 

2. Puffer-Oligonukleotid-Gemisch auf einen Objektträger pipettieren und Schnitte mit Parafilm abdecken. 

3. Papierbäusche mit Lösung aus 50% Formamid und 4xSSC tränken und zu den Objektträgern in die Petri-
schalen legen. 

4. Hybridisierung über 48 Stunden bei 42°C. 

5. Waschen:   - 30 min. in 1x SSC bei 55°C unter geringer Bewegung 
- 3 min. in 1x SSC bei Rt 
- 3 min. in 0,1x SSC bei Rt 
- 3 min. in 70% Ethanol bei Rt 
- 3 min. in 96% Ethanol bei Rt 

6. Schnitte mind. 30 min. bei Raumluft trocknen. 

7. Schnitte gegen Röntgenfilm exponieren bzw. mit Fotoemulsion beschichten. 

 

Hybridisierungspuffer: 

25ml 100% Formamid p.a. 
10ml 20xSSC 
2,5ml 0,5M Na-Phosphat 
0,5ml 0,1M Na-Pyrophosphat 
5ml 50xDenhardt`s Lösung 
2,5ml hydrolysiertes Lachssperma-DNA 
1ml Poly-A Säure 
5g Dextransulfat 
 

20xSSC-Lösung: 

3M NaCl 
0,3M Na-Citrat Lösung 
Mit HCl auf pH 7,0 einstellen, filtrieren, 
mit DEPC behandeln, autoklavieren. 
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Na-Phosphat Lösung: 

0,5M Na2HPO4
0,5M NaH2PO4
auf pH 7,0 titrieren, filtrieren, 
mit DEPC behandeln, autoklavieren. 

 

7.1.6. Exposition der Präparate gegen Biomax Film 
Die hybridisierten und getrockneten Gewebeschnitte werden zusammen mit einem 14C-Standard auf Pappkarton 
mit Klebeband fixiert und in Röntgenfilmkassetten für 28 Tage gegen Biomax Film exponiert. 

1. Filme für 3 min. bei Rt in Kodak D-19 Entwicklerlösung entwickeln. 

2. 30 sek. in Stoppbad tauchen. 

3. 3 min. in Fixiererlösung Ilford 2000 fixieren. 

4. 5 min. in aqua dest. Wässern. 

5. Lufttrocknung. 

 

7.1.7. Beschichtung der Objektträger mit Fotoemulsion 

Durchführung der Beschichtung in einer Dunkelkammer unter minimaler Beleuchtung: 

1. Fotoemulsion mit einem gleichen Volumen aqua dest. mit 0,5Vol% Glycerin in einem Wasserbad bei 43°C 
schmelzen, für 30 min. unter gelegentlichem Schütteln temperieren. 

2. Objektträger kurz in die Emulsionslösung eintauchen („Dipping“), zum Trocknen für 2-3 Stunden in eine 
lichtdichte Box einstellen. 

3. Die getrockneten Objektträger in einen Objektträgerkasten einsortieren, mit Klebeband versiegeln, in licht-
dichte Plastiksäcke verpacken und für 8 Wochen bei 4°C lagern. 

 

7.1.8. Entwicklung der emulsionsbeschichteten Objektträger 

1. Die Objektträger über 2 bis 3 Stunden auf Rt bringen. 

2. Für 250ml Kodak D-19 Entwickler 30g Entwicklerpulver in aqua dest. Lösen. 

3. Den Ilford 2000 Fixierer 1+9 mit aqua dest verdünnen. 

4. Objekttägerkästen unter Dunkelkammerbedingungen öffnen. 

5. 3 min. in D-19 bei 17°C entwickeln. 

6. 2 min. in aqua dest.bei Rt wässern. 

7. 2 min. in Ilford 2000 bei Rt fixieren. 

8. 2 min. in aqua dest. bei Rt wässern. 

9. 10 min. in aqua dest. bei Rt wässern (keine Dunkelkammerbedingungen mehr nötig). 

10. 10 min. in aqua dest. bei Rt wässern. 

11. 10 min. in aqua dest. bei Rt wässern. 

12. Objektträger bei Raumluft trocknen. 

 

7.1.9. Gegenfärbung 

1. 30 sek. in 0,05% Thioninlösung färben. 

2. 1 min. in 70% Ethanol differenzieren. 

3. 3 min. in 96% Ethanol. 

4. 3 min. in 100% Ethanol. 
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5. 2 min. in 100% Ethanol. 

6. 2 min. in Rotihistol. 

7. 5 min. in Rotihistol. 

8. In Roti HistoKitt eindecken. 

 

7.1.10. Immunhistochemie  

Für den immunhistochemischen Nachweis werden Kryostatschnitte der einzelnen Gewebe aufgetaut und bei 
Raumluft für 30 min. getrocknet.  

1. Fixierung in 4% Paraformaldehyd-Lösung bei 4°C für 5 min. 

2. Waschen der Schnitte in 1x PBS bei Raumtemperatur für 5 min.. 
Unmittelbar nach der Fixierung der Schnitte wird fortgefahren, wobei ein Eintrocknen der Schnitte unbe-
dingt zu vermeiden ist. 

3. Inkubation in Blockierungspuffer (1x PBST mit 2,5% NGS) für 10 min. bei Raumtemperatur. 

4. Inkubation mit den Primärantikörpern (anti-MAP2 (Klon HM2) 1:500 in 1x PBST mit 2,5% NGS für die 
Kontrollreaktion PBST mit 2,5% NGS ohne Antikörper) für 60 min. bei Raumtemperatur. 

5. Dreimaliges Waschen der Schnitte in 1xPBS für je 5 min. bei Raumtemperatur. 

6. Inkubation mit biotinyliertem Sekundärantikörper (1:20 in 1x PBS mit 10% NGS) für 60 min. bei Raum-
temperatur. 

7. Dreimaliges Waschen der Schnitte in 1x PBS für je 5 min. bei Rt. 

8. Inkubation mit ABC-Komplex (1:25 in 1x PBS) für 60 min. bei Raumtemperatur. 

9. Dreimaliges Waschen der Schnitte in 1x PBS für je 5 min. bei Rt. 

10. Farbreaktion mit Vector SG (1:33 in 1x PBS) für 15 min. bei Rt. 

11. Waschen der Schnitte in H2O für 5 min. bei Rt. 

12. Dehydrieren der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 96%, 100%) für je 2 min.. 

13. Überführen in Xylolersatz für 5 min. und Eindecken der Schnitte. 
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Verwendete Materialien: 

Anti-MAP2 (Klon HM-2)   Sigma M-4403 

BioSpin6 Chromatography columns Bio Rad 732-6002 

35S dATP    NEN Life Science Products GmbH 

Denhardt`s solution   Fluka 30915 

DEPC     Sigma D-5758 

Dextransulfat    Fluka 31403 

DTT     Sigma D-9779 

Entwickler D19    Kodak 1464593 (IBS) 

Entwicklerlösung GBX   Kodak 1900984 (IBS) 

Ethanol absolut unvergällt   Merck 

Fixiererlösung GBX   Kodak 

Fixierer RT2000    Ilford 

Formamid    Fluka 47671 

GBX Fixer and Replenisher  1902485 (IBS) 

Glycerol     Sigma G-5516 

HAc (Essigsäure 100%/ Eisessig)  Merck 

Kodak Biomax Kassette 35x43cm  Kodak 8354367 

Kodak Biomax MR-1 35x43cm  IBO5187 (Integra Bioscience) 

Kodak NTB2 Fotoemulsion  IB 01433 (IBS) 

Kodak Indicator Stop Solution  Kodak 1464247 

Kodak Savelight Filter Nr.2  Kodak 1521525 

Kodak Savelight    Kodak IB 02735 

NaAcetat    Sigma S 3272 

NaCl     Sigma 1679 

Na3Citrat2H20    Sigma S-1804 

Na2HPO4    Sigma S-3264 

NaH2PO4    Sigma S-3139 

Parafilm 50cm,15m   1-6597 Neo Lab 

Paraformaldehyd    Merck 

Poly-A (5mg/ml) Potassium salt  Sigma P-9403 

Poly-L-Lysin    Sigma P-1524 

RotiHistol    Roth 6640.2 

RotiHistolKitt    Roth 6638.2 

Terminale Transferase   Roche Diagnostics 0220582 

Thionin     Sigma T-3387 

ssDNA (4mg/ml)    Sigma D-7290 
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