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1. Einleitung

1.1 Motivation

Primare Hirntumoren gehdéren zu den zehn haufigsten krebsbedingten Todesursachen
(Schneider et al. 2010). Der haufigste Primartumor des ZNS bei Erwachsenen, das
Glioblastom, gehort dabei zu den verheerendsten Krankheitsbildern. In der Regel betragt die
Uberlebensdauer nach der Diagnosestellung im Median weniger als ein Jahr, selbst unter den
glnstigsten Umstanden stirbt ein Grofteil der Patienten innerhalb von zwei Jahren (Stupp et
al. 2005). Dabei gehen Tumoren des ZNS, je nach Tumorart unterschiedlich haufig, mit damit
assoziierter Epilepsie einher, welche entweder als erstes klinisches Zeichen oder mit
Fortschreiten der Krankheit auftritt (van Breemen et al. 2009) und die Lebensqualitat der

betroffenen Patienten zuséatzlich einschrankt.

1.2 Gliome

Bei Gliomen handelt es sich um neuroepitheliale Tumoren (Birnbaum 2018), die im
Erwachsenenalter die haufigsten Primartumoren des ZNS darstellen (Alfonso et al. 2017).
Insgesamt machen sie 30 bis 40 Prozent aller Hirntumoren aus und werden eingeteilt in
Astrozytome, Oligodendrogliome, Ependymome und gemischte oligo-dendrogliale und
astrozytare Tumoren, wobei der vorherrschende Zelltyp maBgeblich ist (Schneider et al.
2010). In der aktuellen WHO-Klassifikation der ZNS-Tumoren werden neben histologischen
auch molekulare Merkmale berticksichtigt (Louis et al. 2016), auf welche im Folgenden noch

eingegangen wird.



1.2.1 Epidemiologie und Atiologie

Gliome treten bei Kindern und Jugendlichen mit einer Inzidenz von 5:100.000 auf, machen
also die haufigsten Tumoren in dieser Altersgruppe aus. Bei Erwachsenen betragt die Inzidenz
28:100.000 (Mattle & Fischer 2021). Es handelt sich um typische Tumoren des mittleren Alters
mit einem Inzidenzgipfel zwischen dem 40. und 65. Lebensjahr (Schneider et al. 2010). Die
Ursachen flur die Entstehung von Hirntumoren sind weitgehend unbekannt, laut Birnbaum
(2018) ist ein gesicherter Risikofaktor die Exposition gegeniber ionisierender Strahlung.
AulBerdem beschreibt er in seinen Ausfuhrungen einen Zusammenhang zwischen seltenen
genetischen Erkrankungen wie dem Turcot- oder dem Li-Fraumeni-Syndrom und der

Entstehung von Tumoren des Nervensystems.

1.2.2 Klassifikation

Die bisherige Klassifikation der Tumoren des Zentralnervensystems der WHO aus dem Jahr
2007 teilte diese in sieben Gruppen ein, wobei ausschliefdlich histologische Kriterien
bertcksichtigt wurden (Louis et al. 2007). Diese Einteilung wurde 2016 weiterentwickelt,
indem zusatzlich molekulare Parameter bei der Diagnostik von Hirntumoren Anwendung
fanden (Louis et al. 2016), sodass heute 17 Hauptgruppen unterschieden werden. Das
Glioblastom gehdrt zur ersten Gruppe, den diffusen astrozytaren und oligodendroglialen
Tumoren (Birnbaum 2018) und wird noch einmal eingeteilt in Glioblastom mit IDH-Wildtyp, mit
IDH-Mutation oder nicht ndher bezeichnet fur Glioblastome, bei denen die IDH-Analyse nicht
mdglich ist (Louis et al. 2016).

Neben diesen Aspekten teilt die WHO Hirntumoren entsprechend ihres Wachstumsmusters in
vier Grade ein (Birnbaum 2018, Louis et al. 2016). Zu Grad | zdhlen benigne Tumoren, die
sich durch eine hohe Differenzierung und eine geringe Proliferation bzw. Zelldichte
auszeichnen, z. B. das pilozytische Astrozytom. Nur Tumoren diesen Grades haben eine
gunstige Prognose und sind in der Regel kurativ behandelbar. Tumoren des Grades Il werden
noch als benigne bezeichnet und sind ebenfalls durch eine hohe Differenzierung
gekennzeichnet, allerdings besitzen sie eine maRige Proliferation und neigen zu diffuser
Infiltration des umliegenden Gewebes und im Verlauf zu Malignisierung. Ein Beispiel hierfur ist

das diffuse Astrozytom. Grad llI-Tumoren sind maligne Tumoren mit geringer Differenzierung



und hoher Proliferationsrate. Die Tumorzellen sind durch Kernpolymorphien und Mitosen
gekennzeichnet, ein Beispiel ist das anaplastische Astrozytom. Ebenfalls maligne Tumoren
des Grades IV weisen eine sehr geringe Differenzierung, eine ausgepragte Proliferation und
viele Kernpolymorphien und Mitosen auf. Zusatzliche Kennzeichen sind Gefalproliferate und
Nekrosen. Ein typischer Grad IV-Tumor ist das Glioblastom, der haufigste maligne hirneigene
Tumor (Birnbaum 2018).

1.2.3 Symptomatik

Laut Birnbaum (2018) zahlen zu den typischen Symptomen von Hirntumoren epileptische
Anfalle, haufig als erste Manifestation. Des Weiteren konnen sich kognitive Defizite und
Veranderungen des Wesens zeigen. Schliefdlich kbnnen auch Symptome auftreten, die mit
einer Steigerung des Hirndrucks zusammenhangen, beispielsweise Kopfschmerzen,
Bewusstseinsminderung, morgendliche Ubelkeit und Erbrechen.

Je nach Art und Wachstum des Tumors kann die Symptomatik in Form einer sog. ,,Crescendo-
Verlaufsdynamik® auftreten. Dabei zeigen sich bei malignen Tumoren relativ frihzeitig nach
Erkrankungsbeginn klinische Symptome, welche stetig und rasch fortschreiten, wahrend bei
benignen Tumoren die Symptome Uber einen langen Zeitraum schleichend zunehmen und

sich erst nach vielen Jahren klinisch manifestieren (Mattle & Fischer 2021).

1.2.4 Diagnostik

Entscheidend bei der Diagnostik von Hirntumoren sind bildgebende Verfahren (Mattle &
Fischer 2021). Dabei ist die Magnetresonanztomographie (MRT) mit Kontrastmittel der
Computertomographie (CT) Uberlegen, u.a. wegen der hoheren Empfindlichkeit, des starkeren
Weichteilkontrastes und der besseren Moglichkeit der Darstellung des Tumorausmalles
(Schneider et al. 2010). Dennoch kann eine zusatzliche CT erganzende Informationen, z. B.
zur Lagebeziehung zwischen Tumor und Knochen, geben. Zur eindeutigen Klassifizierung
werden die Entnahme einer Gewebeprobe und die Untersuchung von Tumormarkern, v. a.

bei malignen Lasionen, genutzt (Mattle & Fischer 2021).



1.2.5 Therapie

Die Behandlung von Hirntumoren kann in zwei Aspekte eingeteilt werden: die
tumorspezifische und die symptomatische Therapie. Die Art der tumorspezifischen Therapie
richtet sich nach verschiedenen Faktoren wie dessen GroRRe, Lokalisation und Dignitat (Mattle
& Fischer 2021). Laut den Autoren ist bei Tumoren des Grades | bei erfolgreicher Resektion
durch radikale Operation eine Heilung moglich. Erlaubt die Lage des Tumors, z. B. entlang der
Sehbahn, keine Radikal-OP, kdnnen Bestrahlung und/oder Chemotherapie angewendet
werden (Birnbaum 2018). Auch bei Grad II-Tumoren wird die vollstandige Resektion
angestrebt, wobei bei Risikopatienten eine adjuvante Radiochemotherapie (RCT) zum Einsatz
kommt. Tumoren des Grades Ill und IV sollen ebenfalls moglichst vollstandig reseziert
werden, hier ist die anschliefende RCT aufgrund des hohen Rezidivrisikos obligat (Birnbaum
2018). Dem Autor nach gilt fur den Zeitpunkt der Therapie folgende Grundregel: die
Behandlung von benignen Tumoren erfolgt, wenn diese wachsen oder Symptome, mit
Ausnahme der medikamentds gut beherrschbaren Epilepsie, verursachen. Bei malignen

Tumoren sollte die Behandlung umgehend begonnen werden.

Zur symptomatischen Therapie gehoren die Behandlung der tumorassoziierten Epilepsie mit
Antikonvulsiva, Glukokortikoide wie Dexamethason zur Hirndrucksenkung, da insbesondere
maligne Tumoren ein ausgepragtes Umgebungsédem verursachen kénnen, und die
analgetische Behandlung von Kopfschmerzen nach dem WHO-Stufenschema (Birnbaum
2018).

Speziell zur Therapie von Glioblastomen verglichen Stupp et al. 2005 im Rahmen einer Studie
in Zusammenarbeit mit der European Organisation for Research and Treatment of Cancer
(EORTC) und dem National Cancer Institute of Canada (NCIC) die Wirkung der Behandlung
ausschlief3lich mit Strahlentherapie einerseits und die Kombination dieser mit adjuvanter
Chemotherapie mit Temozolomid (TMZ) andererseits. Bei der Strahlentherapie wurde der
Tumor einmal taglich an je funf Tagen in der Woche mit einer fraktionierten Dosis von 2 Gy
bestrahlt. Die Behandlung wurde fur eine Gesamtdosis von 60 Gy Uber sechs Wochen
durchgefuhrt. Die begleitende Chemotherapie mit TMZ erfolgte mit Dosen von 75 mg pro
Quadratmeter Korperoberflache und Tag Uber die Dauer der Strahlentherapie. Nach einer
Pause von vier Wochen erhielten die Patienten bis zu sechs Zyklen adjuvantes TMZ alle 28
Tage, wobei die Dosis in Abhangigkeit von auftretenden Nebenwirkungen von 150 mg pro

Quadratmeter im ersten Zyklus auf 200 mg pro Quadratmeter erhdht wurde. Im Ergebnis



zeigte sich, dass die zusatzliche Chemotherapie mit TMZ erganzend zur Bestrahlung einen
statistisch signifikanten und Kklinisch bedeutsamen Uberlebensvorteil bietet, wobei eine
minimale zusatzliche Toxizitat besteht.

Auf die Studie Bezug nehmend etablierte sich die postoperative Strahlentherapie in
Kombination mit der begleitenden und anschlieBenden adjuvanten Temozolomid-

Chemotherapie als Behandlungsstandard (Schneider et al. 2010).

1.3 Gliom-assoziierte Epilepsie

1.3.1 Epidemiologie und Atiologie

Mattle & Fischer (2021) konstatierten, dass ein Prozent der Menschen an Epilepsie leidet und
dass bei Vorliegen einer genetischen Epilepsie bei einem Elternteil das Risiko flr die
Nachkommen 1:25 betréagt. Laut den Autoren werden verschiedene Ursachen bzw. Atiologien
unterschieden. Eine Ursache kann in morphologischen Anomalien der Hirnstruktur,
beispielsweise Narben oder Tumoren, liegen. In diesem Fall spricht man von struktureller
Epilepsie, auf welche im Folgenden noch naher eingegangen wird. Eine weitere Form ist die
metabolische Epilepsie, bei welcher die Anfalle von stoffwechselbedingten (z.B. Hypoglylamie)
oder toxischen (z.B. Alkohol) Einflissen ausgehen. Bei der genetischen Epilepsie sind
Genmutationen flr die erhéhte Anfallsbereitschaft verantwortlich. Die infektidse Epilepsie ist
die Folge einer Infektion, die ebenfalls mit einer Veranderung der Hirnstruktur (z.B.
Zystizerkose) einhergehen kann. Zuletzt gibt es auch immunvermittelte Ursachen fir
Epilepsie, z.B. die limbische Enzephalitis. Bei allen Formen und Ursachen ist zu beachten,
dass nicht jede Atiologie bei jedem Individuum das gleiche epileptogene Potenzial hat (Mattle
& Fischer 2021).

Die Internationale Liga gegen Epilepsie (ILAE, engl.: International League Against Epilepsy)
hat eine klinische Definition flr das Vorliegen einer Epilepsie formuliert, wonach eine der drei
folgenden Bedingungen erfullt sein muss:

1. Auftreten von mindestens zwei unprovozierten (oder reflektorischen) Anfallen im Abstand

von mehr als 24 Stunden,
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2. Auftreten eines unprovozierten (oder reflektorischen) Anfalls und eine Wahrscheinlichkeit
von mindestens 60%, dass weitere Anfélle nach zwei unprovozierten Anfallen in den nachsten
zehn Jahren auftreten, oder

3. ein diagnostiziertes Epilepsiesyndrom (Fisher et al. 2014).

Die oben erwahnte strukturelle Epilepsie tritt bei Patienten mit einem Hirntumor mit einer
Haufigkeit von mindestens 30 % (je nach Tumorart) auf, wobei bei fast einem Drittel der Falle
das erste klinische Anzeichen flr das Bestehen eines Tumors ein epileptischer Anfall ist und
es bei weiteren 30 bis 50 % im Verlauf zur Entwicklung von Anfallen kommt (van Breemen et
al. 2007, Dunn-Pirio et al. 2018). Speziell fir das Glioblastom liegt die Inzidenz bei 30 bis 62
Prozent (Armstrong et al. 2016, Kerkhof & Vecht 2013).

1.3.2 Pathophysiologie

Grundlage eines epileptischen Anfalls ist eine abnorme Aktivitat zerebraler Neuronen, welche
entweder durch ein Uberwiegen exzitatorischer Transmitter (z. B. Glutamat) oder die
verminderte Funktion inhibitorischer Transmitter (z. B. y-Aminobuttersdure, GABA) entsteht
(Mattle & Fischer 2021).

Die Mechanismen hinter der Tumor-assoziierten Epilepsie sind noch nicht vollstdndig geklart
(Kirschstein & Kohling 2016). Armstrong et al. (2016) konstatierten, dass die
Glutamatfreisetzung aus Gliomzellen deutlich gesteigert ist. Der erhdhte Glutamatspiegel
fordert die epileptische Aktivitat (Buckingham et al. 2011, Dunn-Pirio et al. 2018) sowie die
Proliferation und Migration von Tumorzellen (Ishiuchi et al. 2007). Im Jahr 2021
veroffentlichten Lange et al. eine neue Arbeit und gingen detaillierter auf die Rolle des
Glutamats bei der Entstehung der Anfélle und auch der Tumorprogression ein. Dabei kamen
sie zu dem Schluss, dass ein veranderter Glutamat-Signalweg im Tumor und dem
umliegenden Gewebe zu einem bis zu 100fach erhéhten extrazellularen Glutamatspiegel fuhrt
(Lange et al. 2021). Neben einer gesteigerten Proliferation und Invasion der Gliomzellen
resultiert dies laut den Autoren in epileptischen Entladungen und Exzitotoxizitat. Zu ahnlichen

Erkenntnissen kamen Izumoto et al. 2018.

Auf Abbildung 1 ist der Mechanismus der Glutamatfreisetzung dargestellt, welcher von

Froscher et al. (2014) beschrieben wurde.
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Abb. 1: Glutamatfreisetzung aus Gliazellen (in Anlehnung an Frdscher et al. 2014)

Im Inneren der Gliazelle wird Isocitrat mittels der Isocitrat-Dehydrogenase 1 (IDH1) zu a-
Ketoglutarat (a-KG) umgewandelt. Nach der Aufnahme verzweigtkettiger Aminosauren (Valin,
Leucin, Isoleucin) in die Zelle werden diese zusammen mit dem a-KG durch das Enzym
Branched-Chain-Aminosauretransferase 1 (BCAT1) zu Glutamat verstoffwechselt. Dieses wird
durch den Glutamat-Zystin-Austauscher (Xc-) in den Extrazellularraum freigesetzt. Eine
Wiederaufnahme des Glutamats in die Zelle kann Uber den exzitatorischen Aminosaure-
Transporter 2 (EAAT2) erfolgen, sodass es mit Hilfe der Glutamin-Synthetase (GS) in
Glutamin umgewandelt werden kann. Die Glutamin-Synthetase zeigt bei Patienten mit Gliom-
assoziierter Epilepsie eine reduzierte Aktivitat (Froscher et al. 2014, Rosati et al. 2013). Des
Weiteren liegt bei Gliom-Patienten eine Hochregulierung von BCAT1 und Xc- vor, wodurch es
zu einer gesteigerten Glutamat-Freisetzung kommt, zudem ist die EAAT2-Expression
herunterreguliert, wodurch entsprechend weniger Glutamat zurick in die Zelle geschleust wird
(Fréscher et al. 2014, Robert & Sontheimer 2014, Armstrong et al. 2016). Die verhaltnismaRig

hohe Anfallsinzidenz bei niedriggradigen Gliomen lasst sich mit einer Genmutation der IDH1
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erklaren: das mutierte Enzym wandelt Isocitrat nicht zu a-KG um, sondern zu 2-
Hydroxyglutarat (2-HG), welches durch die strukturelle Ahnlichkeit zu Glutamat und die damit
einhergehende Fahigkeit zur Aktivierung von NMDA-Rezeptoren ein epileptogenes Potenzial
besitzt (Stockhammer et al. 2012, Fréscher et al. 2014).

Die verminderte inhibitorische Wirkung von GABA ist auf eine gestorte Chlorid-Homobostase
zurtickzufuihren: eine veranderte Expression der Chlorid-Transporter NKCC1 und KCC2 im
epileptischen peritumoralen Cortex resultiert in einer hohen Chlorid-Konzentration in der Zelle,
weshalb GABA depolarisierend wirkt (Conti et al. 2011, Fréscher et al. 2014).

1.3.3 Charakteristika und Symptomatik

Laut Mattle & Fischer (2021) zeichnen sich epileptische Anfalle durch unterschiedliche
Charateristika aus. Einerseits zeigt sich ein anfallsweises Auftreten (d. h. unvorhersagbar und
transient), andererseits eine Wiederholung in unterschiedlichen Haufigkeiten und eine
Stereotypie, also der ahnliche Verlauf je Individuum. Die Anfalle auflern sich durch
motorische, sensible, sensorische oder viszerale Symptome und kénnen mit Einschrankungen

des Bewusstseins einhergehen.

1.3.4 Klassifikation

Auf Basis der Klassifikation der Anfallsarten der ILAE, die 1981 entwickelt und 2010 erweitert
wurde, hat die Liga 2017 eine Uberarbeitete Einteilung, beruhend auf operativen
Gesichtspunkten, vorgestellt (Fisher et al. 2017). Dabei wird zunachst die Erstmanifestation
des Anfalls betrachtet, es erfolgt die Unterteilung in fokalen, generalisierten oder unbekannten
Beginn (Fisher et al. 2017, Mattle & Fischer 2021). Die Autoren konstatierten weiter, dass bei
Anfallen mit fokalem Beginn einerseits unterschieden wird, ob das Bewusstsein des Patienten
beeintrachtigt war oder nicht und andererseits eine Einteilung nach der motorischen Reaktion
erfolgt, also ob der Anfall motorisch (z. B. klonisch, d. h. mit rhythmischen
Muskelkontraktionen) oder nicht-motorisch (z. B. sensorisch) beginnt. AuRerdem kénnen sich
fokale Anfalle zu bilateral tonisch-klonischen weiterentwickeln. Anfalle mit generalisiertem

Beginn werden unterteilt in motorische und nicht-motorische. Die motorischen Anfalle werden
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weiter unterteilt, beispielsweise in tonisch-klonische oder atonische Anfalle. Die nicht-
motorischen Anfélle mit generalisiertem Beginn werden Absencen genannt und ebenfalls
naher bezeichnet, z. B. als atypisch oder myoklonisch. Sie manifestieren sich meist im
Kindes-/Jugendalter und imponieren oft nur als kurze Zerstreutheit (Mattle & Fischer 2021).
Bei Anfallen mit unbekannter Erstmanifestation werden ebenfalls motorische und nicht-
motorische unterschieden. Weiterhin kann ein Anfall als nicht klassifizierbar eingestuft werden,
wenn nur unzureichende Informationen vorliegen oder er sich keiner der genannten
Kategorien zuordnen lasst (Fisher et al. 2017).

Die ILAE veroffentlichte 2017 auch eine erweiterte Version ihrer Klassifikation der Anfallsarten,
in welcher auf die unterschiedlichen Typen des Beginns der Symptome ndher eingegangen

wird und diese mit konkreten Beispielen untermauert werden.

1.3.5 Diagnostik

Entscheidend fiir die Diagnose einer Epilepsie sind neben der Erhebung einer exakten
Anamnese und einer umfassenden klinischen Untersuchung die Ableitung eines
Elektroenzephalogramms (EEG), welches bei unauffalligem Befund durch
Provokationsfaktoren wie Schlafentzug oder Aufzeichnung Uber einen verlangerten Zeitraum
erweitert werden kann (Mattle & Fischer 2021). Feyissa & Tatum (2019) zufolge zeigen sich
bei Epilepsie-Patienten im EEG-Grundrhythmus fiir gewdhnlich keine Auffalligkeiten. Es kann
zu einer generalisierten oder fokalen Verlangsamung des Rhythmus kommen, welche
allerdings nicht spezifisch flir das Vorliegen einer Epilepsie ist (Pillai & Sperling 2006). Zu den
abnormen Potenzialen gehoéren nicht epileptiforme Abweichungen und die interiktalen
(interikal = zwischen den Anféallen) epileptiformen Entladungen (IEDs, engl.: interictal
epileptiform discharges), welche durch Spikes, Sharp waves, Spike-and-slow-wave-Komplexe
und Polyspikes gekennzeichnet sind (Feyissa & Tatum 2019). Diese kdnnen laut den Autoren
isoliert oder in kurzen Serien auftreten und sind das wichtigste diagnostische Kennzeichen
einer Epilepsie, wobei Typ, Lokalisation und Frequenz der IEDs betrachtet werden missen
und eine sorgfaltige Unterscheidung von harmlosen Wellenformen wichtig ist, um eine
Uberinterpretation zu verhindern. Janszky et al. (2005) untersuchten Patienten, welche an
Temporallappenepilepsie litten. Die Autoren berichteten von einem Zusammenhang zwischen
dem Alter der betrachteten Patienten, der Krankheitsdauer und der Anfallsfrequenz mit dem

haufigeren Auftreten von IEDs.
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Fir Pillai & Sperling (2006) ist das Vorliegen interiktaler Spikes das Markenzeichen der
Epilepsie, da die kortikale Ubererregbarkeit und Hypersynchronie aufgezeigt werden. Sie
legten sechs Kriterien fur das Vorliegen von interiktalen Spikes und Sharp waves fest, welche
durch Feyissa & Tatum (2019) modifiziert wurden: die Potenziale treten paroxysmal auf und
heben sich deutlich vom Grundrhythmus ab. Abrupte Wechsel der Polaritdt sind ebenso
charakteristisch. Die Autoren definierten eine Dauer von 20 bis 70 ms flr interiktale Spikes
und von 70 bis 200 ms fur Sharp waves. AuRerdem zeichnen sie sich durch Asymmetrie,
einen steilen Anstieg, ein physiologisches Feld (erkennbar auch in benachbarten Ableitungen),
negative Polaritat und eine nachfolgende Slow wave aus.

Klinisch gibt es keinen Grund, interiktale Spikes und Sharp waves voneinander zu trennen, da
sie das Selbe bedeuten und die zugrundeliegenden Ursachen 3&hnlich sind; das
unterschiedliche Aussehen im EEG bringt die Schnelligkeit der neuronalen Synchronisation
und die Ausbreitung der Entladung im Cortex zum Ausdruck (Pillai & Sperling 2006).

Feyissa & Tatum (2019) konstatierten, dass das Vorliegen von iktalen EEGs, die also wahrend
eines Anfalls aufgezeichnet wurden, eine Charakterisierung und Quantifizierung des Anfalls
ermOglicht. So koénnen beispielsweise der Ausgangspunkt eines Anfalls lokalisiert,
Epilepsiesyndrome diagnostiziert und Therapieentscheidungen getroffen werden. Bei
generalisierten Anfallen zeigt sich ein typisches Bild aus synchron auftretenden Spikes und
Waves in allen Ableitungen, Absencen sind durch Schiibe von synchronen Ausbriichen von
etwa drei Spikes und Waves pro Sekunde gekennzeichnet und die EEGs fokaler Anfalle
geben Aufschluss Uber die Lokalisation des Anfallsbeginns durch epileptiforme Signale in den
betreffenden Ableitungen (Mattle & Fischer 2021).

1.3.6 Therapie und Rolle der Glutamat-Rezeptor-Antagonisten

Rémi (2018) beschrieb in seinen Ausfihrungen allgemeine Mallnahmen in der
Lebensfiihrung, die Epilepsie-Patienten beachten sollten. Dazu gehéren zum Beispiel ein
regelmafliger Tagesablauf, wenig Alkoholkonsum und die Aufklarung Uber
VorsichtsmalRnahmen im Alltag. Durch eine umfassende Anamnese kénnen anfallsauslésende
Triggerfaktoren wie Schlafentzug bestimmt oder ausgeschlossen werden. Eine weitere Saule
der Epilepsie-Therapie ist die medikamentése Behandlung mit Antikonvulsiva. Perucca (2013)
konstatierte, dass die Rangfolge der Wirksamkeit verschiedener Mittel unabhangig von der
Ursache der Anfalle ist, ob diese nun Tumor-assoziiert sind oder eine andere Atiologie

aufweisen. Es existiert keine Leitlinie speziell zur Behandlung der Tumor-assoziierten
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Epilepsie, weshalb die allgemeinen Richtlinien zur Therapie von fokalen Anfallen auch hier
Anwendung finden (Fréscher et al. 2014). Laut den Autoren spielen bei der Auswahl des
Antikonvulsivums die Nebenwirkungen und pharmakokinetischen Interaktionen mit den
Chemotherapeutika eine Rolle und die medikamentdse Therapie sollte aufgrund des hohen
Rezidivrisikos beginnen, sobald der erste Anfall stattgefunden hat. Dennoch wird keine
prophylaktische Antikonvulsiva-Gabe, also eine medikamentése Behandlung vor dem ersten
Auftreten von Anfallen, empfohlen (Fréscher et al. 2014). Nach derzeitigem Stand der
Wissenschaft ist noch unklar, welche Antikonvulsiva die beste Option der Therapie der Anfalle
darstellen und ob es sogar Mittel mit verlasslich tumorhemmenden Wirkungen gibt (Lange et
al. 2019). Die Autoren untersuchten in einer Studie die Wirksamkeit und eventuelle
Hemmwirkung auf die Proliferation von Glioblastomzellen in vitro und kamen zu dem
Ergebnis, dass ausschliel3lich der AMPA-Rezeptor-Antagonist Perampanel (PER) zusatzlich
zur antikonvulsiven Wirkung bei hoher Dosierung auch antiproliferative Effekte vermittelt. Es
zeigte sich eine hemmende Wirkung auf die Glucoseaufnahme in die Glioblastomzelle,
wodurch deren Metabolismus beeintrachtigt wurde. Auferdem wurden geringere
extrazellulare Glutamatspiegel gemessen und es kam zu einer signifikanten Erhéhung der
Expression des Enzyms Glutamin-Synthetase durch die Perampanel-Gabe.

Im Gegensatz dazu konnten Mayer et al. (2020) in ihren in vivo-Versuchen keinen
tumorhemmenden Effekt von Perampanel feststellen. Dabei wurden C6-Zellen in den
Neocortex von Wistar-Ratten injiziert, um ein Modell der Gliom-assoziierten Epilepsie zu
etablieren. Auch in diesen Versuchen bestatigte sich die reduzierte Glucoseaufnahme in
Gliomzellen unter Perampanel. Die Grofie der Tumoren konnte jedoch nicht verringert werden
und es gab keine Auswirkungen auf die Uberlebenszeit der Tiere. Allerdings fanden die
Autoren bei der Untersuchung der Hirnschnitte heraus, dass durch PER spontane
epileptiforme Entladungen gehemmt wurden, ein Aspekt, der die antikonvulsive Wirkung
bestatigt.

Auch Coppola et al. (2020) untersuchten in einer klinischen Studie mit 36 Hirntumorpatienten
Uber zwdlf Monate Perampanel in Bezug auf Wirksamkeit, Vertraglichkeit und Auswirkungen
auf die Lebensqualitat. Es wurde mit einer PER-Gabe von 2 mg pro Tag begonnen und diese
uber Wochen je nach klinischen Ergebnissen schrittweise auf bis zu 12 mg pro Tag gesteigert.
Dabei wurde eine signifikante Reduktion des Auftretens von Anféllen beobachtet, ein Drittel
der Patienten erreichte Anfallsfreiheit. Auch wenn keine signifikante Verbesserung der
Lebensqualitat festgestellt werden konnte, traten keine schweren Nebenwirkungen auf und die

Wirksamkeit von Perampanel bei Hirntumor-assoziierter Epilepsie wurde nachgewiesen.
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1.4 Gliom-Modell

Kirschstein & Kohling (2016) gaben einen Uberblick Uber die bis dato bestehenden
experimentellen Modelle von Tumor-assoziierten Epilepsien. Diese sind notwendig, um
Aspekte wie die epileptogenen Mechanismen verschiedener Tumorarten, den madglicherweise
bestehenden Zusammenhang zwischen Malignitdt und dem Auftreten von Anfallen zu
verstehen, sich der Wechselwirkung zwischen Tumor und umgebendem Nervengewebe
bewusst zu werden und die je nach Tumorart besten Behandlungsmoglichkeiten zu
erforschen. Die bisherigen Modelle stutzen sich laut den Autoren dabei auf unterschiedliche
Zelllinien: humane (Campbell et al. 2012), humane Primarzellkulturen in immunsupprimierten
Ratten (Buckinghman et al. 2011; Campbell et al. 2015), Zelllinien von Ratten (Senner et al.
2004; Kohling et al. 2006) oder gemischte Zelllinien (Beaumont et al. 1996). Die Vorteile der
Nutzung dieser Zelllinien liegen unter anderem in der verhaltnismaRig einfachen Kultivierung,
der Mdglichkeit der Markierung mit GFP (griin fluoreszierendes Protein) und der dadurch
erreichbaren prazisen visuellen Abgrenzung des Tumorgewebes. Die Tumorzellen,
normalerweise insgesamt 2,5 x 10° bis 2 x 10°® Zellen, werden als Suspension stereotaktisch
in das Gehirn injiziert, wodurch es zu einem Tumorwachstum auf 1 bis 2 mm Durchmesser
innerhalb von 7 bis 15 Tagen kommt (Kirschstein & Kéhling 2016). Bei Injektion der Zellen in
den Neocortex resultiert diese in Anfallen oder Abweichungen im EEG und in vitro
Ubererregbarkeit mit spontanen Entladungen (Kéhling et al. 2006; Buckingham et al. 2011;
Tonjes et al. 2013).

Des Weiteren wurden im Rahmen der Hirntumorforschung Untersuchungen an Mausen
durchgeflhrt, wobei die Transplantation von lebenden Glioblastomzellen aus einer humanen
Primarzellkultur im Wachstum eines Tumors und dem Auftreten neurologischer Symptome,
beispielsweise Lethargie, resultierte (Tonjes et al. 2013).

Lange et al. (2020) beschreiben in ihrer Arbeit ein Tiermodell, das F98-Ratten-Gliom-Modell.
Um die therapeutische Wirksamkeit einer PER-Behandlung als Erganzung zur
Radiochemotherapie zu untersuchen, wurden F98-Gliomzellen in Fischer-Ratten gezlchtet.
Es zeigte sich, dass die Implantation der F98-Gliomzellen ein brauchbares Modell der
orthotopen Gliomprogression im Neocortex der Ratte und zur Simulation eines Gliom-

assoziierten epileptiformen Phanotyps ergab.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst auf Basis des F98-Ratten-Gliom-Modells die
Wirksamkeit einer medikamentdésen Behandlung mit dem AMPA-Rezeptor-Antagonisten
Perampanel bei Gliom-assoziierter Epilepsie der Ratte untersucht. Bei den Untersuchungen
lag das Augenmerk auf verschiedenen Groflen: zum Einen wurde die Haufigkeit des
Auftretens von interiktalen Spikes betrachtet, indem die vorliegenden Video-EEGs analysiert
und manuell nach epileptiformen Potenzialen abgesucht wurden. Diese Analyse erfolgte
jeweils in drei verschiedenen Zeitraumen: nach der Operation, zu Beginn der Behandlung und
kurz vor dem Lebensende der Tiere (prafinal). Es erfolgte der Vergleich mit historischen Daten
des prafinalen Zeitraums aus friheren Dissertationen (Boisserée, Liebelt) von Tieren, die
keine Behandlung erhalten hatten. Die Uberlebenszeit der Tiere nach der Operation wurde
analysiert, um einen potenziellen Einfluss der Perampanel-Gabe auf das Gesamtuberleben zu
untersuchen. Beim Auftreten von Anféllen sollten deren H&ufigkeit und Dauer bestimmt
werden, jedoch waren die behandelten Tiere anfallsfrei.

AbschlieRend wurden die klinischen EEG-Daten von Patienten, die entweder an einem
Glioblastoma multiforme oder an Hirnmetastasen, ausgehend von einem Bronchial- oder
Colonkarzinom litten, ausgewertet und verglichen.

Die Reduktion des Auftretens epileptischer Anfalle und interiktaler epileptiformer Potenziale
lieRe auf eine verbesserte Lebensqualitat durch die Therapie mit Perampanel schliel3en,
wodurch sich neue Behandlungsméglichkeiten fir die Gliom-assoziierte Epilepsie ergeben
kénnten. Durch die Auswertung der klinischen Patientendaten kdnnten neue Erkenntnisse zur

Diagnostik und Behandlung oder zu weiteren Epilepsie-Modellen gewonnen werden.
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2. Material und Methoden

Die beschriebenen Methoden wurden auf Grundlage der Arbeiten von Bajorat et al. (2011,
2016, 2018), Mayer et al. (2020) und Lange et al. (2020) durchgefihrt und geringfligig nach
Kohling et al. (2006), Kirschstein & Kéhling (2016) und Schulze et al. (2020) modifiziert.

2.1 F98-Ratten-Gliom-Modell

Die Versuche wurden an drei mannlichen Fischer-Ratten (Charles River, Sulzfeld,
Deutschland) durchgeflihrt. Zur Entwicklung hohergradiger Gliome wurden den Tieren im Alter
zwischen neun und zwolf Wochen in einer stereotaktischen Operation F98-Gliomzellen in den
Neocortex implantiert.

Wahrend aller Vorgange wurden die nationalen und internationalen Standards der ethischen
Nutzung von Tieren berlcksichtigt (Antrag auf Genehmigung des Tierversuches von Prof.
Kirschstein, Aktenzeichen LALLF 7221.3-1-017/14). Daher wurden sowohl die Anzahl der
Versuchstiere als auch deren Leid auf ein Minimum reduziert, unter anderem durch vorher
festgelegte Kriterien zum Abbruch der Versuche je nach Zustandsverschlechterung der Tiere.
So wurden Tiere, bei denen Symptome wie Gewichtsverlust oder Apathie auf einen
moribunden Status hindeuteten, in Narkose dekapitiert, womit die Versuche endeten.
Wahrend der Untersuchungen wurden die Tiere auRerdem in einzelnen Kafigen gehalten,
sodass es wahrend der eventuell auftretenden epileptischen Anfélle nicht zu gegenseitigen
Verletzungen kommen konnte. Des Weiteren erfolgte die Datenibertragung drahtlos, um

Strangulationen wahrend der Anfalle und anderer Bewegungen der Tiere zu verhindern.

Die Versuchstiere 1 bis 3 wurden mit dem Antikonvulsivum Perampanel behandelt. Es erfolgte
der Vergleich mit den Ergebnissen von vier im Rahmen vorheriger Dissertationen (Boisserée,
Liebelt) untersuchten Tieren (4 bis 7), welche keinerlei Behandlung erhalten hatten.

Eine Ubersicht Uiber die Versuchstiere findet sich in Tabelle 1.
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Tab. 1: Ubersicht der Versuchstiere

Bezeichnung | Geburtsdatum Tag der Operation Art / Start der Tag der

Behandlung Dekapitation
Tier 1 04.07.2017 06.09.2017 PER /13.09.2017 02.10.2017
Tier 2 04.07.2017 06.09.2017 PER /13.09.2017 21.09.2017
Tier 3 10.07.2017 12.09.2017 PER /19.09.2017 02.10.2017
Tier 4 30.07.2015 22.10.2015 keine 11.11.2015
Tier 5 15.03.2017 31.05.2017 keine 14.06.2017
Tier 6 30.07.2015 05.10.2015 keine 06.11.2015
Tier 7 30.07.2015 22.10.2015 keine 09.11.2015

Die Tiere 1 bis 3 wurden in drei unterschiedlichen Zeitraumen untersucht: zuerst erfolgte die
Betrachtung eines Tages der Baseline-Phase. Diese bezeichnet den Zeitraum friihestens 12
Stunden nach der Operation bis zum Beginn der Behandlung. Aullerdem war ein Abschnitt
von drei Tagen zu Beginn der Perampanel-Behandlung Gegenstand der Untersuchungen.
AbschlieRend wurde der préfinale Zeitraum untersucht, also die Tage kurz vor dem Tod der
Tiere. Die Daten aus der Baseline-Phase und dem préafinalen Zeitraum wurden mit denen der

Tiere 4 bis 7 verglichen.

2.2 Stereotaktische Elektroden- und Gliomzellimplantation

Aus tierschutzrechtlichen Grinden wurde die Operation zur Elektroden- und
Gliomzellimplantation von Mitarbeitern des Instituts fur Physiologie der Universitatsmedizin
Rostock, Dr. F. Lange und K. Porath, durchgefiihrt. Zuerst erfolgte die Anasthesie der Tiere mit
100 mg/kg Korpergewicht (KG) S-Ketaminhydrochlorid (Ketanest® S, Parke-Davis/Pfizer,
Deutschland) und 10 mg/kg KG Xylazinhydrochlorid (Rompun® 2%, BayerVital, Leverkusen,
Deutschland). Eine kunstliche Beatmung der Tiere war nicht erforderlich. Nach einer
Uberpriifung der Narkosetiefe wurde die Kérperbehaarung an Kopf und Nacken entfernt und

die rasierten Areale mit Braunoderm® (B. Braun, Melsung, Deutschland) desinfiziert. Die Tiere
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wurden zur Fixierung in einem standardisierten stereotaktischen Rahmen (Typ SR-5 N,
Narishige, Tokio, Japan) platziert. Alle verwendeten Instrumente wurden mit
Wasserstoffperoxid und Peroxidessigsaureldsung (Actril®, Minntech, Minneapolis, MN, USA)
sterilisiert. Es erfolgte eine Hautinzision in der Mitte des Kopfes (15 mm auf dem Kopf und 10
bis 15 mm am Nacken entlang) und die Separation des Subkutangewebes. Das Periost wurde
ohne Beschadigung der Temporal- und Okzipitalmuskeln gereinigt. In eine subkutan
geschaffene Tasche im Rucken der Tiere wurden die Telemetrie-Transmitter (Data Science
International, Inc. (DSI), Arden Hills, MN, USA) eingesetzt. Mit einem schnell rotierenden
Dentalbohrer wurden zwei Bohrl6cher mit einem Durchmesser von einem Millimeter gesetzt.
Die erste Bohrung (B1) erfolgte 2 bis 3 mm posterior in Bezug auf das Bregma (Schnittpunkt
der Sutura sagittalis mit der Sutura coronalis) und 4 mm links der Mittellinie. Das zweite
Bohrloch (B2) wurde 4 bis 5 mm anterior bezogen auf das Lambda (Schnittpunkt Sutura
sagittalis mit Sutura lambdoidea) und 4 mm rechts der Mittellinie gesetzt. Fir die
Zellimplantation wurde manuell ein drittes Bohrloch (B3) mit einem Durchmesser von 0,7 mm
gebohrt, in einer Position 1,8 mm anterior des Bregmas und 2,5 mm anterior der Mittellinie.

Abbildung 2 zeigt die Lage der Bohrlécher auf dem Schadel des Versuchstieres.

B3 B1 B2

rostral Bregma Lambda

okzipital

Abb. 2: Positionen der Bohrldcher B1 und B2 fur die Elektroden und Position des

Bohrloches B3 fiir die Zellimplantation. Bregma = Schnittpunkt Sutura sagittalis mit Sutura coronalis,
Lambda = Schnittpunkt Sutura sagittalis mit Sutura lambdoidea. B1: 2 bis 3 mm posterior des Bregmas
und 4 mm links der Mittellinie, B2: 4 bis 5 mm anterior von Lambda und 4 mm rechts der Mittellinie, B3:

1,8 mm anterior des Bregmas und 2,5 mm links der Mittellinie.
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Die Silikonisolierung wurde vom Ende der Transmitter-Kabel entfernt. Die beiden Elektroden
wurden an den Spitzen umgebogen und epidural oberhalb des Cortex in die Bohrlécher B1
und B2 gesetzt. Die Fixierung der Elektroden erfolgte mit einer Kombination aus
lichthartendem Haftvermittler (Heliobond®, Ivoclar Vivadent GmbH, Buers, Osterreich) und
lichthartendem dentalen Fillungsmaterial auf Compomer-Basis (Compoglass® Flow, Ivoclar
Vivadent GmbH), welches eine starke Haftung am darunterliegenden Neurocranium
gewabhrleistet. Die Materialien wurden mit UV-Licht ausgehartet.

Auf Abbildung 3 ist die Injektion der trypsinierten F98-Zellen zu sehen. Dabei wurden die
Zellen aus einer subkonfluent wachsenden Kultur als Suspension aufgezogen und mittels
einer Hamilton-Spritze (Model 701 N SYR, Hamilton, Reno, Nevada, USA) in Bohrloch B3
injiziert. Die Konzentration der Suspension betrug dabei 10° Zellen je 10 pl PBS
(phosphatgepufferte Kochsalzldsung, engl.: phosphate buffered saline) und es wurden
insgesamt 10 pl (1 pl alle zwei Minuten) injiziert. Tiere der Kontrollgruppe erhielten wahrend

der selben Prozedur eine Injektion mit 10 yl PBS.

Abb. 3: Intraoperative Aufnahme der F98-Zellimplantation.
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Abb. 4: Versuchstier postoperativ mit verndhter Wunde.

Im Anschluss wurde das Bohrloch mit Heliobond® abgedeckt und die Wunde vernaht. Dabei
wurde flr die Faszie resorbierbares 5-0 Nahtmaterial (Marlin®, Catgut, Markneukirchen,
Deutschland) genutzt, fir die Kopfhaut dagegen nicht-resorbierbares 5-0 Nahtmaterial
(Polyester-S, Catgut). AbschlieRend wurde die Wunde mit isotoner Kochsalzlésung gereinigt
und mit Braunoderm® desinfiziert.

Die Fotos der operierten Versuchstiere wurden zur Verfiigung gestellt vom Oscar-Langendorff-
Institut fur Physiologie in Rostock.
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2.3 Therapie mit dem AMPA-Rezeptorblocker Perampanel

Am siebten Tag nach der stereotaktischen Gliomzellimplantation startete die Behandlung der
Tiere: es wurde mit der Gabe von Perampanel (15 mg/kg KG pro Tag, Eisai Inc., Tokio, Japan)
begonnen, welche bis zum Tod der Versuchstiere fortgesetzt wurde. Dabei wurde das
Medikament, geldst in DMSO im Verhaltnis 1:1, mit einer Rate von 10 pl pro Stunde mittels
einer subkutan implantierten osmotischen Minipumpe (Modell 2ML1, Alzet, Cupertino, CA,
USA) abgegeben.

2.4 Telemetrische EEG-Uberwachung

Die Video-EEG-Uberwachung fand unter kontrollieten Umweltbedingungen statt. Die
Versuchstiere wurden in einem isolierten Raum bei 22 + 2 °C und relativer Luftfeuchtigkeit von
40 bis 60 % in einzelnen Kafigen untergebracht. Durch Anschalten des Lichtes von 6 bis 18
Uhr wurde ein zwdlfstiindiger Tag-Nacht-Rhythmus simuliert. Die Uberwachung wurde mit
einem Telemetriesystem (ETA-F20, Dataquest A.R.T.4.2., Data Sciences International, Inc.,
St. Paul, MN, USA) durchgefuhrt, fir die gleichzeitige Videoaufzeichnung wurde eine
Hell/Dunkel-Netzwerk-Kamera mit Infraroffilter (Axis 223M, Axis communications, Lund,
Schweden) genutzt. Um die Videoqualitat bei nachtlichen Aufnahmen (18 bis 6 Uhr) durch
Verstarkung des Restlichtes zu verbessern, wurde Uber jedem Kafig ein blaues Nachtlicht (Iv =
650 mcd, entspr. max. 2 Ix) angebracht. An einem Messplatz konnten bis zu vier Tiere
untersucht werden. Der EEG-Sender der Tiere (Transmitter) wurde mittels eines Magneten
aktiviert. Unterhalb der einzelnen Kafige befand sich jeweils eine Platte mit einem Receiver fir
die kabellose Ubertragung der EEG-Daten vom Transmitter. Vom Receiver wurde das Signal

uber eine Data Exchange Matrix an einen Computer zur Auswertung weitergeleitet.
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2.5 Datenanalyse mittels Software

Die Software NeuroScore™ 2.0 (DSI, Arden Hills, MN, USA) wurde fir die Betrachtung der
Videoaufzeichnungen sowie der EEG-Daten bei der Suche nach interiktalen Spikes und
epileptischen Anfallsmustern genutzt. Auf Abbildung 5 sieht man eine Bildschirmansicht des

Programms wahrend der Auswertung.

Abb. 5: Bildschirmansicht der Software NeuroScore™. Der Messplatz zur Video-EEG-Uberwachung mit

zwei zu untersuchenden Tieren kann parallel zur EEG-Spur betrachtet werden.

2.5.1 Auswertung der Video-EEG-Daten

Im Programm NeuroScore™ sind das EEG und die Videospur synchron dargestellt, wobei es

maoglich ist, die Daten in Echtzeit, beschleunigt zu betrachten oder anzuhalten. Mittels einer
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Zeitleiste im oberen Bereich kann der gewilnschte Zeitraum fiir die Betrachtung ausgewanhlt
werden. Das Zeitfenster kann vom Benutzer festgelegt werden, wobei sich eine Einstellung
von funf Sekunden als praktikabel flr die Analyse der Daten und Markierung interiktaler
Spikes erwies. Zusatzliches Hilfsmittel waren Schwellenwertlinien, in der Software als ,Axis
Lines“ bezeichnet, womit eine einfachere Abgrenzung der interiktalen Spikes von der
Grundaktivitat mdglich war. Auch wenn die Grundaktivitat kein festgelegter Bereich war,
sondern fur jedes Tier individuell und veranderlich, erwies sich die Platzierung der ,Axis Lines®
bei +100 pV und -100 pV als sinnvoll.

Trotz des Nachtlichtes waren die Tiere wahrend der nachtlichen Aufnahmen (ca. 18 bis 6 Uhr)
nicht genau zu erkennen, weshalb in diesem Zeitraum technisch bedingt nur die EEG-Spuren

ausgewertet werden konnten.

2.5.2 Markierung interiktaler Spikes im EEG

Es kann aufgrund der Vordaten (Boisserée, Liebelt) angenommen werden, dass die Tiere
nach der Injektion der F98-Zellen an Epilepsie litten. Zur Detektion von interiktalen Spikes und
epileptischen Anfallen wurde das EEG manuell untersucht, parallel erfolgte die Analyse der
Videospur. Aufgrund der bereits beschriebenen Individualitat und Variabilitdt der Grundaktivitat
der einzelnen Tiere konnte keine absolute Definition fir das Vorliegen interiktaler Spikes
festgelegt werden und es musste bei jeder Markierung der aktuelle Grundrhythmus in die
Untersuchung einbezogen werden. Dennoch wurden vorher bestimmte Kriterien flr die
Analyse genutzt: eine Dauer von 20 bis 70 ms und eine abrupte Negativierung oder
Positivierung des EEG-Signals mit einer Amplitude, die mindestens das Doppelte der Spitze-
zu-Spitze-Amplitude der Grundaktivitat erreicht. Durch diese Festlegungen konnte zwischen
interiktalen Spikes und Artefakten im EEG-Signal, z. B. von den Elektroden oder der
Muskulatur, unterschieden werden.

Abbildung 6 zeigt einen interiktalen Spike des dritten untersuchten Tieres aus der Software

NeuroScore™ im Zeitfenster von funf Sekunden.
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Abb. 6: Interiktaler Spike im EEG des untersuchten Tieres 3, Darstellung im Zeitfenster von finf

Sekunden

Auch fir die Markierung eines epileptischen Anfalls wurden Kriterien festgelegt. Hierzu
gehdrten Anfallsmuster als iktales epilepsietypisches EEG und Verhaltensauffalligkeiten
(meist motorischer Art) in der Videoaufzeichnung, welche wiederum der Unterscheidung von
Artefakten diente.

Mit NeuroScore™ konnte am Ende der Auswertung ein ,Seizure Report‘, also ein
Anfallsbericht, erstellt werden. So erhielt man eine zeitlich geordnete Auflistung aller manuell
markierten Signale, unabhangig davon, ob es sich um einen interiktalen Spike oder einen
Anfall handelte.

2.6 Analyse von Patienten-EEGs

Fir die Auswertung klinischer Daten standen die EEG-Aufzeichnungen von acht Patienten der

Klinik und Poliklinik fiir Neurologie der Universitatsmedizin Rostock zur Verfligung. Fir die
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Auswertung der Daten wurde die Software Neuroworks® (Natus Medical Inc., Pleasanton,
CA, USA) genutzt. Die Patienten litten entweder an einem Glioblastoma multiforme oder an
Metastasen, ausgehend von anderen Primarkarzinomen. Eine Ubersicht findet sich in Tabelle

2. Aus technischen Griinden konnte das EEG von Patient 15 nicht ausgewertet werden.

Tab. 2: Ubersicht der Patienten

Bezeichnung Patient Diagnose OP-Lokalisation
04 GBM links zentral
06 GBM rechts frontal
08 GBM links temporal
15* GBM -
19 GBM rechts temporal
23 GBM rechts frontal
11 Metastasen Bronchialkarzinom rechts parietal und links temporal
14 Metastase Colonkarzinom rechts frontal

Bei der Analyse lag das Augenmerk ebenfalls auf epileptiformen Potenzialen. Neben den
bereits beschriebenen interiktalen Spikes wurde das EEG nach einer anderen Form der
interiktalen epileptiformen Entladungen, den Phasenumkehrungen, abgesucht. Die
Phasenumkehr markiert in bipolaren Montagen den Ort der grofRten Elektronegativitat
zwischen zwei benachbarten Ableitungen mit einer gemeinsamen Elektrode. Dabei zeigen
sich zwei gegenlaufige Ausschlage durch eine oberflachenpositive abfallende EEG-Spur an
einem Elektrodenpaar und eine oberflaichennegative aufsteigende am anderen
Elektrodenpaar, wodurch die Spitzen der beiden Wellen aufeinander zeigen (Feyissa & Tatum
2019). Auch diese Phasenumkehrungen gehdren zu den epilepsietypischen Signalen.

Auf der Benutzeroberflache der Software Neuroworks® sind die einzelnen EEG-Spuren
Ubereinander dargestellt. Auch hier konnte mittels einer Zeitleiste an beliebige Punkte im EEG
gesprungen werden, auch ein Abspielen der Spur in Echtzeit oder beschleunigt war moglich.
Aulerdem bestand die Maoglichkeit, Markierungen und Kommentierungen vorzunehmen,
welche ebenfalls in der Zeitleiste erschienen und so zu einer besseren Orientierung im EEG
verhalfen. Die Zeitbasis konnte vom Benutzer eingestellt werden, je nach Grundrhythmus

erwiesen sich 30 mm/sek oder 60 mm/sek als sinnvoll fir die Analyse. Ein hilfreiches
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Werkzeug fir die Auswertung war die Zoom-Funktion, wobei mittels einer Lupe ausgewahlte
Bereiche des EEGs in beliebiger Vergrofierung betrachtet werden konnten. Abbildung 7 zeigt

eine Bildschirmansicht des Programms wahrend der Auswertung.
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Abb. 7: Bildschirmansicht der Software Natus Neuroworks®

2.7 Statistik

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit den Programmen Microsoft
Excel 2016, LibreOffice Calc 7.0, SigmaPlot 13.0 und SigmaStat 3.5. Mittelwerte X,
Standardabweichungen, Medianwerte und Quartile wurden gebildet. Es wurden die
behandelten Tiere zu jeweils drei unterschiedlichen Zeitpunkten (Baseline,

Behandlungsbeginn, prafinal) sowie die behandelten mit den unbehandelten Tieren verglichen
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und auf signifikante Unterschiede untersucht. Daflir wurden der Mann-Whitney Rank Sum
Test (U-Test), mit dem auch kleine Stichproben analysiert werden kénnen, und der gepaarte T-

Test genutzt, wobei die Unterschiede ab einem Wert von p < 0,05 als signifikant galten.
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3. Ergebnisse

Dieses Kapitel gliedert sich in funf Teile. Zuerst werden die drei mit Perampanel behandelten
Tiere jeweils einzeln prasentiert und die Haufigkeit der interiktalen Spikes pro Stunde (im
Folgenden verkiirzt auch Spikes genannt) in jeweils drei unterschiedlichen Zeitrdumen
(Baseline-Phase, Beginn Behandlung mit Perampanel, préafinal) dargestellt und verglichen. Es
sollten auch eventuelle epileptische Anfélle hinsichtlich Haufigkeit und Dauer untersucht
werden, jedoch traten diese bei den drei behandelten Tieren nicht auf. Im vierten Kapitel
erfolgt der Vergleich mit den Daten des préfinalen Zeitraums vierer unbehandelter Tiere, die
im Rahmen vorheriger Dissertationen von Boisserée und Liebelt erhoben worden sind. Im
letzten Teil werden die Erkenntnisse aus der Betrachtung der klinischen EEGs von Patienten

beschrieben.

3.1 Tier 1

Abbildung 8 veranschaulicht die Anzahl der interiktalen Spikes pro Stunde sowie die
Verteilung bzw. Streuung der Daten des ersten behandelten Tieres in der Baseline-Phase, zu

Beginn der Behandlung und im préfinalen Zeitraum.
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Abb. 8: Anzahl und Verteilung der Spikes pro Stunde des behandelten Tieres 1 in der Baseline-Phase,

zu Behandlungsbeginn sowie im préafinalen Zeitraum.

Es wird ersichtlich, dass mit Fortschreiten der Behandlung das Auftreten der Spikes abnahm.
Betrug der aus den Ergebnissen des untersuchten Zeitraums errechnete Median der Spikes
wahrend der Baseline-Phase noch 27, sank er zu Beginn der Therapie auf 25 und im
prafinalen Zeitraum auf 17.

Das individuelle Verhalten von Tier 1 war insgesamt unauffallig, es zeigte weder ungewdhnlich
intensive Aktivitat noch schwere Apathie. Es ist jedoch zu beachten, dass aufgrund der
technischen Gegebenheiten die Video-Beobachtung des Tieres lediglich flir 12 Stunden am
Tag, zwischen ca. 6 Uhr und 18 Uhr, adaquat mdglich war.

In den folgenden Abschnitten sind Diagramme, die die Anzahl der Spikes der Tiere im
zeitlichen Verlauf darstellen, beschrieben. Bei diesen wurde die Tageszeit in vollen Stunden
angegeben, die abgetragenen Werte entsprechen den Messwerten in dieser vollen Stunde.
Der untersuchte Tag ist durch die Zahlenwerte ,- 19% ,- 18“ etc. unterhalb des Diagramms

angegeben. Dabei bedeutet beispielsweise ,- 20, dass der Tod des Tieres in 20 Tagen
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eingeleitet wurde. Um einen eventuellen Einfluss des zirkadianen Rhythmus zu bewerten,
wurden in den besagten Diagrammen die Zeitrdume, in denen das Licht ausgeschaltet war

(ca. 18 bis 6 Uhr), grau hinterlegt.

3.1.1 Baseline-Phase

Auf Abbildung 9 ist die Anzahl der interiktalen Spikes pro Stunde wahrend der Baseline-Phase

im zeitlichen Verlauf abgetragen.
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Abb. 9: Anzahl der Spikes pro Stunde des behandelten Tieres 1 im zeitlichen Verlauf wahrend der
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Insgesamt schwankte die Anzahl der Spikes innerhalb der untersuchten 24 Stunden. Auffallig
ist die relativ hohe Spikerate am frilhen Morgen, nachdem das Licht eingeschaltet wurde. Es

traten tagstiber mehr Spikes auf als nachts (X Tag = 40,5; X Nacht = 22,8), jedoch I&sst sich
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aufgrund des kurzen Untersuchungszeitraums keine allgemeinglltige Aussage Uber eine Tag-
Nacht-Verteilung der epilepsietypischen Potenziale treffen. Die geringe Anzahl von Spikes in
der Stunde 14 des untersuchten Tages kommt dadurch zustande, dass die EEG-Aufzeichnung

fur etwa 40 Minuten unterbrochen und ein neuer Datensatz begonnen wurde.

3.1.2 Beginn der Behandlung

Abbildung 10 stellt die zeitliche Verteilung der Spikes des ersten Tieres zu Beginn der

Kombinationsbehandlung aus Radiochemotherapie und Perampanel dar.
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Abb. 10: Anzahl der Spikes pro Stunde des behandelten Tieres 1 im zeitlichen Verlauf zu Beginn der

Behandlung.

Der Median der Spikes pro Stunde betrug bei Behandlungsbeginn 25. Die Spikes waren ab
dem Abend des ersten untersuchten Tages bis auf einige Ausreil3er relativ gleichmafig tGber

den gesamten Zeitraum verteilt. Davor fiel besonders die Zeit zwischen 11 und 14 Uhrins
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Auge, in der keine Spikes aufgetreten sind. Es traten am Tag und in der Nacht ahnlich viele
Spikes auf (X Tag = 24,2; X Nacht = 29,3).

3.1.3 prafinaler Zeitraum

Abbildung 11 zeigt den zeitlichen Verlauf der interiktalen Spikes pro Stunde im préfinalen
Zeitraum, also in den letzten Tagen, bevor das Tier aufgrund seines moribunden Zustandes

dekapitiert wurde.
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Abb. 11: Anzahl der Spikes pro Stunde des behandelten Tieres 1 im zeitlichen Verlauf im préfinalen

Zeitraum.

Der Median der Spikes betrug in der prafinalen Phase 17. Es lag bis auf wenige Ausreil3er

eine einigermallen gleichmaRige Verteilung der Spikes Uber den gesamten untersuchten
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Zeitraum vor, wobei es keine groRen Unterschiede zwischen den Tagen und Nachten gab (X
Tag = 10,1; X Nacht = 14,3). Ersichtlich ist, dass die Spikerate am letzten Tag (- 1) vor der

Dekapitation noch einmal leicht angestiegen ist.

Zusammenfassend kann konstatiert werden, dass mit Fortschreiten der Behandlung die
Anzahl der interiktalen Spikes pro Stunde abnahm. Der errechnete Median der Spikes betrug
wahrend der Baseline-Phase noch 27, war also um den Faktor 1,6 grof3er als im prafinalen

Zeitraum.

3.2 Tier 2

Abbildung 12 zeigt die die Anzahl der interiktalen Spikes pro Stunde sowie die Verteilung bzw.
Streuung der Daten fur das zweite behandelte Tier in der Baseline-Phase, zu Beginn der

Behandlung und im préfinalen Zeitraum.
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Abb. 12: Anzahl und Verteilung der Spikes pro Stunde des behandelten Tieres 2 in der Baseline-Phase,

zu Behandlungsbeginn sowie im préafinalen Zeitraum.

Bei diesem Tier nahm der errechnete Median der aufgetretenen Spikes ebenfalls mit
fortschreitender Dauer der Therapie ab. So betrug er wahrend der Baseline-Phase 69, zu
Beginn der Behandlung 55 und sank zum Ende der Betrachtung im prafinalen Zeitraum weiter
auf 26,5. Auffallig ist die starke Streuung der Zahlenwerte im zweiten untersuchten Zeitraum,
also nach dem Therapiebeginn, wobei grofl3e Ausreil’er verzeichnet wurden.

Insgesamt war Tier 2 sehr ruhig, es bewegte sich wahrend der Betrachtung kaum, sondern lag
die meiste Zeit regungslos an der selben Stelle im Kafig. Dennoch traten viele Artefakte im

EEG-Signal auf, die die Auswertung zum Teil erschwerten.

3.2.1 Baseline-Phase

Auf Abbildung 13 ist die Anzahl der aufgetretenen Spikes pro Stunde des zweiten Tieres im

zeitlichen Verlauf wahrend der Baseline-Phase dargestellt.
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Abb. 13: Anzahl der Spikes pro Stunde des behandelten Tieres 2 im zeitlichen Verlauf wahrend der
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Baseline-Phase.

Die Spikes waren gleichmafig Uber den untersuchten Zeitraum verteilt. Insgesamt traten
tagsiiber mehr Spikes auf als wahrend der Nacht (X Tag = 72,2; X Nacht = 52,0), wobei erneut
zu beachten ist, dass ein Zeitraum von 24 Stunden keine allgemeine Aussage Uber die Tag-
Nacht-Verteilung epilepsietypischer Potenziale erlaubt. Die geringe Anzahl von Spikes in der
Stunde 14 des untersuchten Tages kommt ebenso wie bei Tier 1 durch eine etwa 40-minltige

Unterbrechung der EEG-Aufzeichnung fiir den Start eines neuen Datensatzes zustande.
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3.2.2 Beginn der Behandlung

Abbildung

Behandlungsbeginn.
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Abb. 14: Anzahl der Spikes pro Stunde des behandelten Tieres 2 im zeitlichen Verlauf zu Beginn der

Behandlung.

Der Median der Spikes des zweiten Tieres lag bei 55. Die Anzahl dieser schwankte stark Gber

den beobachteten Zeitraum. Am ersten untersuchten Tag nach Behandlungsbeginn (- 8) und

der darauffolgenden Nacht traten im Mittel X = 55 Spikes auf. Am Morgen des nachsten Tages

kam es zu einem sprunghaften Anstieg der Spikerate, die ihren HOhepunkt mit 224 Spikes pro

Stunde ab 9 Uhr hatte. Danach nahm die Haufigkeit Gber den Tag kontinuierlich ab. Am letzten

untersuchten Tag (- 6) betrug der Mittelwert X der aufgetretenen Spikes pro Stunde 43. Auch

bei diesem Tier traten tagsiber mehr Spikes auf als nachts (X Tag = 95,9; X Nacht = 58,3), der

Unterschied war in diesem Falle deutlich.
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3.2.3 prafinaler Zeitraum

Auf Abbildung 15 ist die Anzahl der interiktalen Spikes des zweiten Tieres im zeitlichen Verlauf

wahrend des préfinalen Zeitraums abgetragen.
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Abb. 15: Anzahl der Spikes pro Stunde des behandelten Tieres 2 im zeitlichen Verlauf im prafinalen
Zeitraum.

In der préafinalen Phase betrug der Median der Spikes 26,5. Insgesamt waren die
epilepsietypischen Potenziale anndhernd gleichmaRig Uber den beobachteten Zeitraum
verteilt, auch zwischen dem Auftreten der Spikes tagstiber und nachts gab es nur geringfligige
Unterschiede (X Tag = 33,5; X Nacht = 25,8). Auffallig sind einige unregelmalig verteilte
Stunden, in denen keinerlei Spikes aufgetreten sind, beispielsweise am Morgen des letzten
untersuchten Tages (- 1).

Auch bei Tier 2 wurde festgestellt, dass mit der Dauer der Behandlung die Spikerate

insgesamt abnahm: der errechnete Median betrug wahrend der Baseline-Phase 69 und war

damit um den Faktor 2,6 gréRRer als in der prafinalen Phase.
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3.3 Tier 3

Abbildung 16 zeigt die Anzahl der interiktalen Spikes pro Stunde sowie die Verteilung bzw.
Streuung der Daten fur das dritte und letzte behandelte Tier in der Baseline-Phase, zu Beginn

der Behandlung und im prafinalen Zeitraum.
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Abb. 16: Anzahl und Verteilung der Spikes pro Stunde des behandelten Tieres 3 in der Baseline-Phase,

zu Behandlungsbeginn sowie im préafinalen Zeitraum.

Auch bei diesem Tier nahm der errechnete Median der aufgetretenen Spikes mit
Voranschreiten der Behandlung ab: in der Baseline-Phase bezifferte er sich auf 32,5, sank
zum Start der Therapie auf 12 und im préafinalen Zeitraum auf 2. Dieses Tier erlitt insgesamt
im Vergleich mit den anderen behandelten Tieren also die mit Abstand wenigsten

epilepsietypischen Potenziale.
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Bei der Betrachtung des individuellen Verhaltens des dritten Tieres lieRen sich keine
besonderen Auffalligkeiten feststellen, es zeichnete sich weder durch intensive noch fehlende
Aktivitat aus, wobei erneut auf die technischen Bedingungen mit eingeschrankter Video-

Beobachtungsdauer von 12 Stunden verwiesen werden muss.

3.3.1 Baseline-Phase

Abbildung 17 veranschaulicht die Anzahl der aufgetreten Spikes des dritten behandelten

Tieres im zeitlichen Verlauf wahrend der Baseline-Phase.
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Abb. 17: Anzahl der Spikes pro Stunde des behandelten Tieres 3 im zeitlichen Verlauf wahrend der

Baseline-Phase.
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In den betrachteten 24 Stunden traten die Spikes unregelmaRig verteilt auf. Besonders in den
frihen Morgenstunden kurz nach dem Anschalten des Lichtes zeigten sich mit 103 bzw. 77
Spikes die hdchste Spikeraten. Erneut wurde tagstber eine hoéhere Anzahl an Spikes

verzeichnet als wahrend der Nacht (X Tag = 40,8, X Nacht = 30,7).

3.3.2 Beginn der Behandlung

Auf Abbildung 18 ist die Anzahl der Spikes des dritten Tieres zu Behandlungsbeginn im

zeitlichen Verlauf dargestellt.
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Abb. 18: Anzahl der Spikes pro Stunde des behandelten Tieres 3 im zeitlichen Verlauf zu Beginn der

Behandlung.

Zu Behandlungsbeginn betrug der Median der Anzahl der Spikes des dritten Tieres 12. Es lag

eine ungleichmafige Verteilung der wenigen aufgetretenen Spikes vor, insbesondere am
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letzten betrachteten Tag (- 11) erlitt das Versuchstier weniger Spikes (X = 7,2) als im Zeitraum
davor (X = 18,3).
Im Gegensatz zu den beiden anderen untersuchten Tieren zeigte dieses wahrend der Nacht

mehr Spikes als tagsiber (X Tag = 12,3; X Nacht = 15,2).

3.3.3 prafinaler Zeitraum

Abbildung 19 zeigt die Anzahl und zeitliche Verteilung der Spikes des dritten Tieres im

prafinalen Zeitraum.
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Abb. 19: Anzahl der Spikes pro Stunde des behandelten Tieres 3 im zeitlichen Verlauf im prafinalen

Zeitraum.

Im Median traten bei Tier 3 im prafinalen Zeitraum noch zwei Spikes auf. Die wenigen
epilepsietypischen Potenziale waren relativ gleichmaRig Uber die untersuchte Zeitspanne
verteilt. In Uber der Halfte der betrachteten Stunden traten nur zwei oder weniger Spikes auf,

auch Abschnitte komplett ohne Spikes wurden beobachtet.

44



Wie schon bei den vorherigen behandelten Tieren, traten auch bei Tier 3 mit Voranschreiten
der Therapie weniger Spikes auf, wobei die Abnahme in diesem Fall am deutlichsten war: der
errechnete Median der Spikes lag wahrend der Baseline-Phase noch bei 32,5, war also um

den Faktor 16,25 groRer als im prafinalen Zeitraum.

3.4 Vergleich zwischen behandelten und unbehandelten

Tieren

3.4.1 Veranderung der Spikerate von der Baseline-Phase zum

prafinalen Zeitraum

Um eine aussagekraftigere Angabe zur Wirksamkeit der Behandlung mit Perampanel machen
zu kénnen, wurden die Daten der drei behandelten Tiere mit den Ergebnissen aus dem
prafinalen Zeitraum der Tiere 4 bis 7 verglichen, die keinerlei Behandlung erhalten hatten.
Diese Daten wurden im Rahmen friiherer Dissertationen erhoben (Tier 5 aus der Dissertation
von Liebelt, Tiere 4, 6 und 7 aus der Dissertation von Boisserée, erweiterte Untersuchung
durch Liebelt).

Auf Abbildung 20 sind die errechneten Medianwerte der Anzahl der Spikes pro Stunde im
prafinalen Zeitraum dargestellt. Es erfolgte eine Gegenuberstellung der behandelten Tiere 1

bis 3 mit den unbehandelten Tieren 4 bis 7.
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Abb. 20: Medianwerte der Anzahl der interiktalen Spikes pro Stunde der behandelten Tiere 1 bis 3

sowie der unbehandelten Tiere 4 bis 7 im préafinalen Zeitraum.

Die Medianwerte sind als farbige Punkte abgetragen, wobei die verschiedenen Griintdéne fir
die behandelten Tiere 1 bis 3 und die Rotténe fiir die unbehandelten Tiere 4 bis 7 stehen. Die
Betrachtung der absoluten Werte im prafinalen Zeitraum zeigt, dass die behandelten Tiere
wesentlich geringere Medianwerte der aufgetretenen Spikes aufwiesen (zwischen 2 und 26,5)

als die unbehandelten mit Medianwerten im Bereich zwischen 90 und 159.

Eine noch aussagekraftigere Darstellung ist die der Veranderung der Medianwerte der
interiktalen Spikes pro Stunde zwischen der Baseline-Phase und dem prafinalen Zeitraum flr
jedes einzelne Tier. Dadurch kann der Anstieg bzw. Abfall der Spikerate beurteilt werden,

Abbildung 21 zeigt diese Veranderungen.
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Abb. 21: Medianwerte der interiktalen Spikes je Stunde der behandelten Tiere 1 bis 3 sowie der

unbehandelten Tiere 4 bis 7 wahrend der Baseline-Phase und im prafinalen Zeitraum.

Auch hier stellen die farbigen Punkte die Medianwerte der aufgetretenen Spikes pro Stunde
fur jedes Tier dar, sowohl in der Baseline-Phase als auch im préafinalen Zeitraum, jeweils
verbunden durch eine Linie. Es wird deutlich, dass die drei Linien in verschiedenen
Grintdnen, also die der mit Perampanel behandelten Tiere, abfallen. Das bedeutet, dass es
bei diesen Tieren im Median zu einer Abnahme der Spikerate kam, im prafinalen Zeitraum
traten weniger interiktale Spikes pro Stunde auf als wahrend der Baseline-Phase. Im
Gegensatz dazu zeigen die Linien in Rottdnen (unbehandelte Tiere) einen zum Teil steilen
Anstieg, insbesondere bei Tier 7. Es sind also im prafinalen Zeitraum mehr Spikes beobachtet
worden, die Spikerate nahm im Median mit fortschreitender Untersuchungsdauer zu.

Zusammengefasst traten bei den behandelten Tieren im Median prafinal weniger Spikes auf
als wahrend der Baseline-Phase, die unbehandelten Tiere erlitten dagegen mit

voranschreitendem Krankheitsverlauf hdufiger Spikes.
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Abbildung 22 gibt einen Uberblick tber die Anzahl und Verteilung der aufgetretenen Spikes

aller untersuchten Tiere nebeneinander im prafinalen Zeitraum.
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Abb. 22: Uberblick (iber Anzahl und Verteilung der Spikes pro Stunde aller untersuchten Tiere im

prafinalen Zeitraum.

Auch diese Abbildung verdeutlicht, dass bei den unbehandelten Tieren 4 bis 7 prafinal mehr
Spikes pro Stunde aufgetreten sind. Auffallig ist die weite Streuung der Werte, insbesondere
bei den Tieren 5 bis 7. Bei Tier 6 schwankte die Anzahl der beobachteten Spikes pro Stunde

im prafinalen Zeitraum zwischen 0 und 2158.
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3.4.2 Lebensdauer

Ein weiterer Aspekt, der untersucht wurde, um die Effektivitdt der Hirntumorbehandlung mit
Perampanel zu evaluieren, war die Lebensdauer der Tiere. Ein eventuell verlangertes
Uberleben nach der Operation zur Elektroden- und Gliomzellimplantation erlaubte
Ruckschlisse auf die Wirksamkeit der Therapie.

Abbildung 23 zeigt die Lebensdauer nach der OP in Tagen, wobei erneut behandelte und

unbehandelte Tiere miteinander verglichen wurden.

35
2 @ Tier1

— 30 - Tier 2
% @ Tier3
P ® @ Tier4
E_’ 25 - @ Tiers
I} . Tier 6
_5 20 - ® & . Tier 7
© @
c
L S
© 15 1
S @
1]
?
e 10 -
0]
®
- 5 1

0 1 T

behandelte unbehandelte
Tiere Tiere

Abb. 23: Lebensdauer der behandelten Tiere 1 bis 3 sowie der unbehandelten Tiere 4 bis 7 in Tagen

Die Abbildung zeigt die inhomogene Verteilung der Lebensdauer der Versuchstiere. Am
langsten lebte das unbehandelte Tier 6 mit 32 Tagen nach der OP, die weiteren
unbehandelten Tiere Uberlebten maximal 20 Tage. Zwei der Tiere, die eine Behandlung

erhalten hatten, Gberlebten 20 Tage oder langer. Das kiirzeste Uberleben, einen Zeitraum von
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nur 14 Tagen nach der Operation, wies das unbehandelte Tier 5 auf. Tier 2 Uberlebte trotz
Behandlung nur 15 Tage nach der Operation, fiel jedoch wie bereits beschrieben durch sein
apathisches und weitgehend inaktives Verhalten  wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraumes auf.

Insgesamt zeigt die Grafik eine homogenere Verteilung der Lebensdauer bei den behandelten

Tieren verglichen mit den unbehandelten.

3.5 Klinische EEGs

Bei der Betrachtung der EEGs von Patienten der Klinik und Poliklinik flir Neurologie Rostock
lag das Augenmerk ebenfalls auf der Anzahl der epilepsietypischen Potenziale pro Minute.
Neben den interiktalen Spikes wurden die Phasenumkehrungen gezahit. Die Tabelle 3 gibt

einen Uberblick Uber die Ergebnisse.

Tab. 3: Anzahl der epilepsietypischen Potenziale in klinischen EEGs. Die Auswertung des EEGs von

Patient 08 war aufgrund der klinischen Gegebenheiten erschwert.

Patient | Phasenumkehrungen | Spikes pro Minute Diagnose OP-Lokalisation
pro Minute
04 2,25 0,50 GBM links zentral
06 0,65 0,20 GBM rechts frontal
08* 0,05 0,05 GBM links temporal
15 - - GBM -
19 1,10 0,10 GBM rechts temporal
23 0,88 0,47 GBM rechts frontal
11 0,89 0,72 Metastasen rechts parietal und
Bronchialkarzinom links temporal
14 0,69 0,44 Metastase rechts frontal
Colonkarzinom
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Aus technischen Griinden war die Auswertung der EEG-Daten von Patient 15 nicht mdglich.
Die Untersuchung des EEGs des Patienten 08 war erschwert, da der Patient einen
verlangsamten Grundrhythmus von ca. 8 Hz aufwies und im EEG-Signal sehr viele 8-Wellen
auftraten. Daher ist die geringe Anzahl an Spikes und Phasenumkehrungen pro Minute bei
diesem Patienten nicht reprasentativ.

Insgesamt traten bei allen Patienten im Verhaltnis mehr Phasenumkehrungen, also die
Darstellung der grofRten Elektronegativitat zwischen zwei benachbarten Elektroden, als Spikes
pro Minute auf.

Die Lokalisation der epilepsietypischen Potenziale im EEG korrelierte zum Teil mit der
Lokalisation der pathologischen L&sionen, d. h. dem Glioblastoma multiforme oder den
Metastasen (in Tabelle 3 angegeben als OP-Lokalisation). So erlaubte das EEG-Signal bei
einigen Patienten Rickschlisse auf das zu erwartende Ergebnis bildgebender Verfahren, da
die Position der Phasenumkehrungen in den Ableitungen rdumlich mit der Lage des Tumors
bzw. der Metastase im Gehirn Ubereinstimmt. Abbildung 24 zeigt die Bildschirmansicht von
Neuroworks, es handelt sich um einen Ausschnitt von etwa 7 Sekunden aus dem EEG des

Patienten 04. Die beobachteten Phasenumkehrungen wurden markiert.
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Abb. 24: Ausschnitt aus dem EEG des Patienten 04. Die schwarzen Ellipsen markieren aufgetretene

Phasenumkehrungen.
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Bei diesem Patienten traten die meisten Phasenumkehrungen im Bereich der nach dem 10-
20-System zentral auf der linken Kopfseite gelegenen Elektrode C3 auf, wobei enge und weite
Phasenumkehrungen beobachtet werden konnten. Teilweise traten gleichzeitig zu den
Phasenumkehrungen Spikes an den benachbarten Ableitungen (z.B. F7-T3) auf. Die
Lokalisation der epilepsietypischen Potenziale im Cortex stimmte also im Wesentlichen mit

der Lage des Glioblastoms im Hirn Uberein.
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4. Diskussion

4.1 Methodenkritik

4.1.1 Gliom-Modell

Kirschstein & Kohling (2016) konstatierten, dass viele Aspekte der Tumor-assoziierten
Epilepsie noch nicht erfasst worden sind und es experimentelle Modelle braucht, um alle
Mechanismen dahinter erforschen und die je nach Tumorart vielversprechendste
Behandlungsmdglichkeit bestimmen zu kénnen. Dabei handelt es sich meist um Gliom- bzw.
Glioblastom-Modelle.

Ein solches Gliom-Modell wurde in der vorliegenden Arbeit genutzt, um Tiere zu untersuchen,
die unter Tumor-assoziierter Epilepsie durch ein Glioblastoma multiforme litten, und zu
analysieren, ob eine Therapie mit Perampanel das Auftreten epileptiformer Potenziale
reduziert. Laut Senner et al. (2004) wirde sich ein ideales Modell zur Untersuchung der
Gliom-assoziierten Epileptogenese durch die folgenden Eigenschaften auszeichnen: erstens
ein den menschlichen Gliomen sehr ahnliches histologisches Erscheinungsbild, inklusive
umfassender Interaktion zwischen Tumorzellen und Glia. Zweitens ware eine
elektrophysiologische Abbildung des Ursprungs und der lokalen Ausbreitung der iktalen
Aktivitat moglich und drittens erfolgte nach der elektrophysiologischen Untersuchung eine
histopathologische  Analyse  des Gewebes, um Zusammenhange  zwischen
elektrophysiologischen und morphologischen bzw. molekularen Abweichungen zu eruieren.
Die von Senner et al. (2004) beschriebenen Kriterien wurden im in der vorliegenden Arbeit
genutzten Gliom-Modell folgendermalRen berlcksichtigt: um ein histologisch ahnliches Gliom
mit entsprechendem Verhalten im Gewebe zu gewinnen, wurden wie von Kirschstein &
Kdhling (2016) beschrieben in einer stereotaktischen Operation Tumorzellen als Suspension
in das Gehirn injiziert. Dadurch kam es innerhalb von 7 bis 15 Tagen zu einem
Tumorwachstum auf 1 bis 2 mm Durchmesser. Senner et al. (2004) selbst stellten ebenfalls

fest, dass die Injektion von Gliomzellen in den Neocortex in einigen Fallen
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zum Wachstum eines Tumors im Hirn der Ratte fiihrte. Wie bereits in Kapitel 1.4 geschildert,
fuhrte die Injektion der Zellen in den Neocortex zu Auffalligkeiten im EEG, epileptischen
Anfallen und in vitro Ubererregbarkeit (Kéhling et al. 2006; Buckingham et al. 2011; Ténjes et
al. 2013).

Das zweite von Senner et al. (2004) benannte Kriterium wurde durch die telemetrische Video-
EEG-Uberwachung der Tiere erflillt. Die epilepsietypischen Potenziale wurden abgebildet und
die Betrachtung des Videos erlaubte Rickschlisse zum Zusammenhang zwischen dem EEG-
Signal und dem Verhalten des Tieres.

Das F98-Ratten-Gliom-Modell ist etabliert, in seiner Dissertation wies Boisserée nach, dass
ein durch die Injektion von F98-Zellen induziertes hdhergradiges Gliom im Auftreten von
epileptiformen Potenzialen und epileptischen Anfallen resultiert. Das Modell wurde ebenfalls in

der Dissertation von Liebelt genutzt und erfolgreich angewendet.

4.1.2 Versuchstiere

Die Versuche wurden an Fischer-Ratten durchgeflihrt. Am Oscar-Langendorff-Institut fir
Physiologie der Universitat Rostock sind bereits 6fter Ratten flir die Epilepsieforschung
genutzt worden (Bajorat et al. 2011, 2016, 2018; Schulze et al. 2020). Kéhling et al. (2006)
und Mayer et al. (2020) beschrieben in ihren Ausfiihrungen die Kultivierung der Gliomzellen
und deren Injektion in das Hirn der Versuchstiere und somit die Verwendung von Ratten fir
ein Modell der Untersuchung der Gliom-assoziierten Epilepsie.

Bei der Auswahl der Ratten stellte sich die Frage, ob die injizierten Gliomzellen im
Hirngewebe der Tiere einwachsen kdnnen und es zur Entwicklung eines Tumors kommt.
Dabei gibt es nicht triviale Unterschiede zwischen den einzelnen Subspezies wie die
individuelle Immunantwort der Tiere. So betrachteten Sandmeyer et al. (2008) in ihren
Analysen jeweils verschiedene Gliomzell-Typen unter Verwendung verschiedener Unterarten:
F98-Zellen wurden in Fischer-Ratten, C6-Zellen in Wistar-Ratten genutzt.

Fir die Analysen wurden in der vorliegenden Arbeit drei mit Perampanel behandelte Tiere in
drei verschiedenen Zeitrdumen untersucht, zum Vergleich wurden die im Rahmen vorheriger
Dissertationen erhobenen Daten vierer unbehandelter Tiere aus zwei unterschiedlichen
Zeitraumen gegenubergestellt. Somit ergab sich eine in der Neurophysiologie allgemein
ubliche und statistisch sinnvolle Anzahl an Stichproben, auch wenn durch die geringe Zahl an

Versuchstieren die Ergebnisse lediglich beschrankt beurteilbar waren.
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4.1.3 Auswertung der EEG-Daten

Voraussetzung fur die Datenauswertung war die Bestimmung zweckmaRiger Zeitrdume fur die
Analyse. Diese Zeitraume wurden fur alle untersuchten Tiere gleich definiert, um einen
direkten Vergleich zu ermdglichen. Wie in Kapitel 2.1 bereits beschrieben, wurden die mit
Perampanel behandelten Tiere 1 bis 3 in drei unterschiedlichen Zeitrdumen (Baseline-Phase,
Behandlungsbeginn, préafinal) untersucht, die im Rahmen vorheriger Dissertationen erhobenen
Daten aus Baseline-Phase und préafinalem Zeitraum der unbehandelten Tiere 4 bis 7 wurden
gegenubergestellt.

Dabei begann die Baseline-Phase fruhestens zwoOIf Stunden nach der stereotaktischen
Operation zur Gliomzellimplantation und dauerte bis zum Start der individuellen Therapie an.
Als préafinaler Zeitraum wurden die vier Tage vor dem Ende der Untersuchungen, also dem
Tod des Versuchstieres, bezeichnet. Dieser wurde eingeleitet, wenn sich der Zustand stark
verschlechterte und das Tier nach festgelegten Gesichtspunkten moribund war (vgl. Kapitel
2.1). Auch wenn der prafinale Zeitraum je nach Lebensdauer nach der Operation bei den
Tieren zu jeweils unterschiedlichen Zeitpunkten begann, war durch die fixen Kriterien fir den
moribunden Zustand und die Orientierung am Todestag fir den Beginn der Betrachtung
gewabhrleistet, dass die Tiere wahrend der Analysen miteinander verglichen werden konnten.
Die festgelegten Zeitraume und definierten Kriterien fir das Vorliegen epilepsietypischer
Potenziale (z. B. das Verhaltnis zur Grundaktivitat, beschrieben in Kapitel 2.5.2) ermoglichten
eine sorgfaltige Datenauswertung. Dennoch hat die verwendete manuelle EEG-Analyse die
Prazision betreffend Grenzen, da mit den festgelegten Charakteristika zwar die Abgrenzung
von Artefakten, verursacht durch die Elektroden oder die Muskulatur, méglich war, jedoch
keine absolute Definition getroffen werden konnte. So ist beispielsweise die fur die Definition
in Betracht gezogene Grundaktivitdt sowohl fir jedes einzelne Tier individuell als auch
innerhalb des untersuchten Zeitraumes veranderlich. Hilfreich war die neben der Betrachtung
der EEG-Spur erfolgte Analyse der Videoaufnahmen der Tiere, welche aufgrund der
Beleuchtung zwischen ca. 6 und 18 Uhr méglich war. Es kam mehrmals vor, dass aufgrund
des Musters im EEG-Signal ein interiktaler Spike oder gar epileptischer Anfall vermutet wurde,
dieser sich jedoch mit der Betrachtung des Videos aufgrund des beobachteten Verhaltens des
Tieres als Artefakt erwies.

Insgesamt ist die manuelle EEG-Analyse anfallig fur eine subjektive Beurteilung und Fehler
(Sharanreddy & Kulkarni 2013), welche minimiert wurden, indem alle Auswertungen von der

selben Person durchgefuhrt worden sind.
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4.2 Auftreten interiktaler Spikes in der Baseline-Phase bei

allen Tieren

Auch wenn die Versuchstiere wahrend der Experimente unterschiedlich behandelt wurden, sie
also entweder keinerlei Therapie oder Perampanel erhielten, wiesen wahrend der Baseline-
Phase alle Tiere Ubereinstimmend eine Gemeinsamkeit auf: sie litten an interiktalen Spikes
(IEDs). Daraus ergibt sich, dass im Zeitraum zwolf Stunden nach der Operation zur
Elektroden- und Gliomzell-implantation bis zum Start der Behandlung sieben Tage spater
epileptiforme Potenziale auftraten, die weder mit der Therapie zusammenhingen, noch von
den injizierten F98-Zellen ausgeldst werden konnten, da diese laut Buckingham et al. (2011)
erst nach 14 bis 18 Tagen spontane Abweichungen im EEG verursachen. Den aufgetretenen
Spikes lagen folglich andere Mechanismen zugrunde.

Einige Studien kamen bereits zu dem Ergebnis, dass keine Verbindung zwischen der Anzahl
der registrierten Spikes und den klinischen Charakteristika der Epilepsie hergestellt werden
kann (Selvitelli et al. 2010). Folglich kann es auch unter anderen Umstanden zum Auftreten
solcher Spikes kommen:

Vezzani et al. (2016) konstatierten, dass Infektionen im ZNS einen bedeutenden Aspekt bei
der Entstehung von Anféllen und Epilepsie darstellen. Auch Neurotraumata oder ein
Schlaganfall kénnen durch die Aktivierung des angeborenen Immunsystems und die
nachfolgende Entziindungsreaktion zu akuten Anfallen mit erhdhtem Risiko der Auspragung
einer Epilepsie einhergehen (Vezzani et al. 2011). Mit den traumatisch und durch Infektionen
hervorgerufenen Anfallen setzten sich auch Weissberg et al. (2015) auseinander. Die Autoren
nutzten den Begriff PIE (Epilepsie nach Verletzungen, engl.: post injury epilesy) fir die
Beschreibung des nach Monaten oder sogar Jahren der Latenz auftretenden Phanomens.
Dabei spielt die verletzungsbedingte Funktionsstérung der Blut-Hirn-Schranke (BHS) eine
Schlisselrolle (Weissberg et al. 2015). Auch das Albumin aus dem Blutserum, welches durch
Gefalverletzungen wahrend der Operation freigesetzt worden ist, kann durch Aktivierung des
TGF-B-Signalwegs in den Astrozyten den Autoren zufolge zum Auftreten epileptischer Anfalle
fuhren. In ihren Untersuchungen wurde Mausen Uber einen Zeitraum von sieben Tagen
Albumin Uber eine osmotische Pumpe infundiert, um eine Fehlfunktion der Blut-Hirn-Schranke

zu simulieren. Dies fiihrte nach einer Latenzzeit von 72 Stunden zum Aufkommen
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rezidivierender epileptischer Anfalle, die auch nach Entfernung der osmotischen Pumpe
fortdauerten.

Zu ahnlichen Erkenntnissen kamen Friedman et al. (2009), sie fassten verschiedene
Tierexperimente zu der Aussage zusammen, dass eine gestdrte Funktion der BHS mit einer
erhohten Tendenz, Anfélle zu erleiden und Epilepsie zu entwickeln, assoziiert ist. AuRerdem
legten sie dar, dass ultrastrukturelle Untersuchungen von Hirngewebe epilepsiekranker
Patienten Abnormalitaten in der BHS, beispielsweise eine geringere Anzahl von Mitochondrien
in den Endothelzellen oder eine verdickte Basalmembran, vorweisen (Friedman et al. 2009).
Auch andere Faktoren kénnen einen Einfluss auf das Auftreten interiktaler Spikes wahrend
der Baseline-Phase der Tiere haben. In ihren Untersuchungen beschaftigten sich Zhao und
Wang (2014) mit dem Einfluss von Anasthesie auf die Epilepsie und kamen zu dem Schluss,
dass epileptische Anfalle wahrend dieser vorkommen koénnen. Maranhdo et al. (2011)
beschrieben detailliert die Effekte verschiedener in der Anasthesie eingesetzter Medikamente
und deren Wirkung in Bezug auf das Auftreten von epileptischen Anfallen. Den Autoren
zufolge weisen zum Beispiel Midazolam und Barbiturate eine antikonvulsive Wirkung auf und
kénnen entsprechend sicher bei der Narkotisierung, auch von Epilepsiepatienten, eingesetzt
werden. Andere Mittel dagegen zeigen unerwiinschte, prokonvulsive Effekte. Maranhao et al.
(2011) benennen hier unter anderem den kompetitiven Benzodiazepin-Antagonisten
Flumazenil, der zur Narkosebeendigung eingesetzt wird und Etomidat, das zur
Narkoseeinleitung genutzt wird und zwar hochdosiert antikonvulsiv, in Ublichen klinisch Dosen
eingesetzt jedoch gegenteilig wirkt. Auch das haufig im Rahmen der Anasthesie verwendete
Ketamin, welches auch fiir die Narkose unserer Versuchstiere genutzt wurde, zeigt zwar in
einigen Studien in Kombination mit GABAerg wirkenden Mitteln wie Benzodiazepinen und
Propofol antikonvulsive Effekte, weist klinisch in Ublichen Dosen eingesetzt jedoch ein
signifikant epileptogenes Potenzial auf (Maranhao et al. 2011).

Diese Erkenntnisse lassen den Schluss zu, dass die in der Baseline-Phase aufgetretenen
Spikes mit der Operation in Zusammenhang stehen. Dafur spricht zudem die nachlassende
Zahl der interiktalen Spikes im zeitlichen Verlauf der Baseline-Phase, die bei den Tieren 1 und
3 beobachtet werden konnte. Das Versuchstier 2 zeigte wahrenddessen eine relativ
gleichmaRige Verteilung der Potenziale, im Median lieRen die registrierten Spikes Uber den
gesamten betrachteten Zeitraum zwar nach. Allerdings wiesen die Werte eine hohe Streuung
auf, insbesondere nach Beginn der Therapie. Dieser Aspekt und das insgesamt sehr ruhige
bis apathische Verhalten des Tieres deuten darauf hin, dass die Auswirkungen der Operation,
wie Gefallverletzungen mit Austritt von Albumin, einen starkeren Einfluss hatten als bei den

anderen untersuchten Tieren.
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4.3 Einfluss der Behandlung mit Perampanel auf die
Lebensdauer

Um den Einfluss der Therapie mit dem AMPA-Rezeptor-Antagonisten Perampanel auf die
Uberlebensdauer zu untersuchen, wurden die so behandelten Versuchstiere 1 bis 3 mit den
im Rahmen vorheriger Arbeiten des Physiologie-Instituts gewonnenen Daten der
unbehandelten Tiere 4 bis 7 (Boisserée, Liebelt) verglichen.

Zunachst zeigte sich, dass die Uberlebenszeit nach der Operation zur Zellimplantation bei den
behandelten Tieren 1 bis 3 eine homogenere Verteilung aufwies als bei den unbehandelten.
Auch wenn das unbehandelte Tier 6 mit 32 Tagen nach OP die langste Lebensdauer zeigte
und das Tier 2 trotz Therapie nur 15 Tage Uberlebte, bestatigte sich insgesamt das erwartete
Ergebnis, eine Lebenszeitverlangerung durch die Gabe von Perampanel. Das kurze
Uberleben des zweiten Tieres kann, wie im vorherigen Kapitel beschrieben, auf starkere
Nebenwirkungen durch die OP zurickzufuhren sein. Aul3erdem darf nicht vergessen werden,
dass es sich bei den Versuchstieren um Individuen mit unterschiedlicher Grundkondition
handelt, die durch die Injektion der F98-Gliomzellen unterschiedlich schwer erkranken und
nicht immer gleich auf die Therapie ansprechen. Dieser Aspekt wird auch durch das

unvorhergesehen lange Uberleben des sechsten Tieres veranschaulicht.

In einer Studie mit nur zwdlf Probanden analysierten Izumoto et al. (2018) die Wirkung von
Perampanel bei Gliom-Patienten mit unbeherrschbarer Epilepsie. Von diesen Patienten
erlangten sechs vollstandige Anfallsfreiheit. Zusatzliche Untersuchungen zeigten eine
Volumenreduktion des Tumors im MRT nach 6 Monaten bei erh6htem Perampanel-Spiegel im
Plasma (Izumoto et al. 2018).

Dagegen konnten Lange et al. (2020) und Mayer et al. (2020) in ihren in-vivo-Versuchen durch
Perampanel keine zusatzlich lebensverlangernde Wirkung und keine Reduktion der
TumorgréflRe feststellen. Diese Effekte traten ausschlieRlich durch die Radiochemotherapie
auf, wobei die Autoren anmerkten, dass durch die RCT allein bereits eine derart starke
Wirkung erzielt wurde, dass keine zusatzlichen Effekte durch das Perampanel
wahrgenommen werden konnten (Lange et al. 2020).

Die Gabe von Perampanel resultierte in vitro in einer Hemmung der Proliferation der
Gliomzellen, zog, wie in Kapitel 1.3.6 beschrieben, einen geringeren extrazellularen Glutamat-

Spiegel nach sich (Lange et al. 2019) und fuhrte in vivo zu einer protektiven Wirkung auf das
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gesunde peritumorale Gewebe (Lange et al. 2020), auf welche im Folgenden noch naher
eingegangen wird. Davon ausgehend, dass die fortschreitenden Gliome fur den Eintritt des
moribunden Zustandes der Tiere und damit fur die notwendige Dekapitation verantwortlich
waren, kann von einer Lebensverlangerung durch die Reduktion der Tumorgréfie gesprochen
werden.

Das deckt sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit: die behandelten Tiere 1 bis 3
Uberlebten insgesamt etwas langer nach der Operation. Wenn man davon ausgeht, dass Tier
2 und Tier 6 aufgrund der weiter oben beschriebenen Umstande als Ausreilder zu betrachten
sind, bleibt die Grenze von 20 Tagen nach der Operation, die die Tiere 1 und 3 im Gegensatz
zu den unbehandelten 4, 5 und 7 Uberlebten. In vorangegangenen Arbeiten (Boisseree,
Liebelt) wurden ahnliche Ergebnisse erzielt, allerdings wurden insgesamt zu wenige Tiere

untersucht, um eine eindeutige Aussage treffen zu kénnen.

4.4 Einfluss der Behandlung mit Perampanel auf die

Lebensqualitat

Einen entscheidenden Einfluss auf die Lebensqualitdt von Gliom-Patienten hat die damit
einhergehende Epilepsie. Wie in Kapitel 1.3.1 angegeben, betragt die Inzidenz speziell beim
GBM 30 bis 62% (Kerkhof & Vecht 2013, Armstrong et al. 2016). Diese ist neben
neurokognitiven Einschrankungen bei Patienten mit hochgradigen Gliomen und Glioblastomen
verbreitet (Lange et al. 2020). Laut Dunn-Pirio et al. (2018) ist die Kontrolle der

Anfélle bei Patienten, die an rezidivierenden niedriggradigen Gliomen leiden, der wichtigste
Indikator fur die Lebensqualitat. Dementsprechend ist es wichtig, ein Antikonvulsivum zu
finden, welches effektiv ist, ohne mit anderen erforderlichen TherapiemalRhahmen zu
interagieren und ohne unerwunschte Nebenwirkungen wie kognitive Einschrankungen mit sich
zu bringen (Dunn-Pirio et al. 2018). Auf die gesteigerte Glutamat-Freisetzung aus Gliomzellen
(Armstrong et al. 2016; Dunn-Pirio et al. 2018; Froscher et al. 2014) und das daraus
resultierende Krankheitsbild der Epilepsie (Buckingham et al. 2011) wurde bereits in Kapitel
1.3.2 detailliert eingegangen.

Aus vorherigen Arbeiten ist bekannt, dass im F98-Ratten-Gliom-Modell interiktale Spikes im

EEG auftreten. In der Dissertation von Boisserée wurde dieses erstmals beschrieben, in der
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Arbeit von Liebelt bestatigt. Auch in anderen Studien des Institutes wurde im Tierversuch
medikamentdés der Status epilepticus induziert und in Video-EEG-Untersuchungen
epileptische Anfalle und interiktale Spikes analysiert, beispielsweise durch Pilocarpin bei
Wistar-Ratten (Bajorat et al. 2016). Das Vorhandensein der letzteren im EEG stitzen die
Epilepsie-Diagnose am meisten (Feyissa & Tatum 2019) bzw. stellen sie das Markenzeichen
der Epilepsie dar (Pillai & Sperling 2006, s. Kapitel 1.3.5), weshalb die Anzahl und zeitliche
Verteilung der interiktalen Spikes Hauptgegenstand der Untersuchungen in der vorliegenden
Arbeit war.

Zunachst wird die Entwicklung der Spikes der behandelten Tiere betrachtet: bei den Tieren 1
und 3 lie die Spikerate im Median Uber die gesamte beobachte Zeitspanne kontinuierlich
nach. Die meisten epilepsietypischen Potenziale traten in der Baseline-Phase auf, zum Start
der Perampanel-Gabe waren es weniger und im préafinalen Zeitraum schliellich wurde die
geringste Anzahl registriert. Dieser Ablauf entsprach den erwarteten Ergebnissen, allerdings
traten nicht bei allen Tieren eine gleiche absolute Anzahl Spikes im gleichen Zeitraum auf
(Baseline-Phase: Tier 1 mit 760 Spikes in 24 Stunden, Tier 3 mit 857 Spikes in 24 Stunden,;
prafinal: Tier 1 im Mittel 292 Spikes in 24 Stunden, Tier 3 im Mittel 66 Spikes in 24 Stunden).
Da sich die Versuchstiere individuell unterschieden, ist die Veranderung entscheidend. Bei
den besagten Tieren ist der Trend eindeutig, mit zunehmender Therapiedauer nehmen die
interiktalen Spikes pro Stunde ab. Auch bei Tier 2 ging die Spikerate Uber den beobachteten
Zeitraum zurlck, allerdings wiesen die Werte nach dem Start der Therapie eine starke
Streuung auf. Insbesondere in den Morgenstunden des Tages nach Therapiebeginn kam es
zu einem sprunghaften Anstieg der Spikerate, welche bis zum Abend kontinuierlich nachlief3.
Eine mogliche Erklarung dafir liegt in der Definition des Untersuchungszeitraumes: Es wird in
der Literatur eine Dauer von 14 bis 18 Tagen nach der Gliomzellinjektion bis zur Entwicklung
epilepsietypischer Potenziale angegeben (Buckingham et al. 2011). Da der Start der
Medikation und damit der zweite betrachtete Zeitraum bereits sieben Tage nach der Operation
zur Zellinjektion lag, waren die aufgetretenen Potenziale auf andere Ursachen zurtckzuflhren
als die spontanen Entladungen durch die Gliom-assoziierte Epilepsie. Die Betrachtung dieses
Zeitraumes erfolgte als Erweiterung der Untersuchungen von Boisserée und Liebelt, in
welchen die Tiere ausschliel3lich wahrend der Baseline-Phase und prafinal beobachtet worden
sind. Die zusatzlich untersuchte Zeitspanne lieferte jedoch keine signifikanten Erkenntnisse,
was zum Einen an der geringen Anzahl der Versuchstiere liegt und zum Anderen auf die zu
kurze Zeit, welche seit der Operation vergangen ist, zurtickzufihren ist. Zudem sollten auch

die in den verschiedenen Zeitrdumen auftretenden epileptischen Anfalle hinsichtlich Haufigkeit

60



und Dauer untersucht werden, auf das Fehlen dieser wird im Folgenden noch eingegangen.
Anhand der untersuchten Tiere 1 bis 3 lasst sich zusammenfassend feststellen, dass durch
die Behandlung mit Perampanel das Auftreten von interiktalen Spikes signifikant nachliel3.
Dieses Ergebnis deckt sich mit anderen Studien, in denen die antikonvulsive Wirkung des
Perampanels bei Gliom-assoziierter Epilepsie entweder im Ratten-Modell (Lange et al. 2020)
oder bei Versuchen an kleinen Patientengruppen (Vecht et al. 2017; lzumoto et al. 2018)
nachgewiesen wurde, zum Teil sogar bis hin zur vollstdndigen Anfallsfreiheit.

Zur Kontrolle der Ergebnisse wurden die im Rahmen vorheriger Dissertationen erhobenen
Daten der Tiere 4 bis 7, die keinerlei Behandlung erhalten hatten, vergleichend gegentber
gestellt.

Betrachtet man die Veranderung der Medianwerte der beobachteten Spikes pro Stunde, zeigt
sich ein signifikanter Anstieg der epilepsietypischen Potenziale von der Baseline-Phase zum
prafinalen Zeitraum (s. Kapitel 3.4.1, Abbildung 21), wahrend die Werte der Tiere 1 bis 3
abfallen. Dieses Ergebnis veranschaulicht zunachst, wie von Lange et al. (2020) bereits
beschrieben, dass durch die Injektion der F98-Zellen im EEG epilepsietypische Potenziale
interiktal vorkommen und somit das in der vorliegenden Arbeit genutzte Tiermodell geeignet
war. Zudem konnten im Median bei den vier unbehandelten Tieren préafinal wesentlich mehr
interiktale Spikes beobachtet werden, als wahrend der Baseline-Phase. Dieses Resultat
entspricht der Erkenntnis der Autoren, dass mit fortschreitendem Krankheitsverlauf mehr

interiktale Spikes auftreten und diese ein subklinisches Kennzeichen der Epilepsie darstellen.

Im Tierversuch ist eine subjektive Befragung der Probanden zu ihrem kognitiven Zustand und
modglichen Nebenwirkungen, wie sie beispielsweise von Vecht et al. (2017) in ihren klinischen
Studien durchgefuhrt wurde, nicht mdglich. Dennoch lasst sich durch die lebensverlangernde
Wirkung, also das spatere Erreichen des moribunden Zustandes der behandelten Tiere, und
die Abnahme der auftretenden epilepsietypischen Potenzialen im Verlauf der Behandlung
zusammenfassen, dass durch die Therapie mit Perampanel eine Verbesserung der
Lebensqualitat bei Gliom-assoziierter Epilepsie erreicht werden konnte.

Zu den beobachteten Nebenwirkungen, unter welcher die Halfte der untersuchten Patienten in
der genannten Studie litten, gehéren Benommenheit und Schwindel. Auch andere Autoren
gingen auf das mdgliche Auftreten unerwiinschter Nebenwirkungen des Antikonvulsivums ein:
Besag und Patsalos (2016) gaben an, dass zu den haufigsten Begleiterscheinungen der
Perampanel-Gabe Schwindelgefuhl, Erschopfung und Schlafrigkeit gehdrten. Brodie et al.

(2016) berichteten von Aggression, Reizbarkeit und feindseligem Verhalten bei
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Epilepsiepatienten, die mit Perampanel behandelt wurden, wobei die Nebenwirkungen mit

hoherer Dosis zunahmen.

Trotz dieser unerwilnschten Wirkungen steht die Effektivitdt von Perampanel bei der
Behandlung und Verhinderung epileptischer Anfalle im Vordergrund. Zudem wurde, wie oben
angefuhrt, in vorangegangenen Studien die potenziell neuroprotektive Wirkung des
Medikaments diskutiert. Lange et al. (2020) stellten einen Vergleich zwischen unterschiedlich
behandelten F98-Gliom-Ratten (jeweils ausschliellich mit Radio-Chemotherapie oder
Perampanel oder mit der Kombination beider Therapien) an und fanden heraus, dass durch
die Kombination aus RCT und PER die Netzwerkaktivitat im peritumoralen Gewebe des
Rattenhirns aufrechterhalten wurde, wahrend durch die einzelne Radiochemotherapie oder
Perampanel-Gabe kein derartiger Effekt erzielt werden konnte. Die Messung der synaptischen
Aktivitat in Hirnschnitten der kombiniert behandelten Tiere ergab nahezu identische Werte wie
bei gesunden Ratten, die eine PBS-Injektion anstatt der F98-Zellen erhalten hatten. Die
Autoren stellten beim Vergleich der gesunden Tiere mit den F98-Ratten eine Verringerung der
synaptischen Aktivitdt im den Tumor umgebenden Hirngewebe fest, welche auf eine
Beschadigung der synaptischen Verbindungen hindeuten. Bei einer kombinierten Behandlung
blieben diese erhalten, woraus die Autoren auf eine Reduktion der schadlichen Effekte auf die
Synapsen im peritumoralen Gewebe durch die zusatzlich zur RCT vorgenommene
Perampanel-Gabe schlossen. Auch wenn in dieser Studie der Autoren keine Hemmung des
Tumorwachstums und keine Lebensverlangerung durch die Medikation erganzend zur RCT
erzielt werden konnte, lasst sich zusammenfassen, dass Perampanel durch die antikonvulsive
Wirkung und die peritumorale Neuroprotektion, einhergehend mit der Verringerung kognitiver
Beeintrachtigungen nach der Radiochemotherapie, zu einer Verbesserung der Lebensqualitat
von Gliom-Patienten beitragt. In zuklnftigen Untersuchungen sollte ein Augenmerk auf der
kombinierten Anwendung der beiden Therapien zur Bestatigung der Ergebnisse von Lange et
al. (2020) liegen.

Auch ein moglicher Einfluss der Tageszeit auf das Auftreten der epilepsietypischen Potenziale
und Anfalle wurde in vorangegangenen Studien diskutiert. So konstatierten Lange et al.
(2020), dass alle im Rahmen ihrer Arbeit untersuchten Tiere signifikant mehr Spikes wahrend
der Nacht aufwiesen, also wenn der Messplatz abgedunkelt war, als tagsuber. Im Gegensatz
dazu konnten Bajorat et al. (2011) bei ihren Versuchstieren mit Pilocarpin-induziertem Status
epilepticus keinen Zusammenhang zwischen dem durch die Beleuchtung simulierten

zirkadianen Rhythmus und der Haufigkeit von Anfallen beobachten, tagsiber traten nur
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minimal mehr auf als wahrend der Perioden ohne Beleuchtung. Stattdessen wurden in
Langzeit-Untersuchungen Tage mit gehauftem Auftreten dieser im Wechsel mit langeren
anfallsfreien Intervallen entdeckt. Auch wenn die Tiere in der vorliegenden Arbeit fir einen
weniger langen Zeitraum untersucht wurden, wurde die Verteilung der epilepsietypischen
Potenziale Uber die gesamte Zeit beleuchtet. Dabei fiel auf, dass diese insgesamt relativ
gleichmafig vorkamen. Lediglich wahrend der Baseline-Phase, also vor Beginn der Therapie,
konnten bei allen drei Tieren tagsiber etwas mehr Spikes beobachtet werden als wahrend der
Nacht. Auf das Zustandekommen der Potenziale wahrend dieser Periode wurde in Kapitel 4.2
bereits ausfihrlicher eingegangen. Tier 2 erlitt im Zeitraum nach dem Beginn der Behandlung
tagsiber mehr Spikes als nachts, wobei der Unterschied nur in diesem
Beobachtungszeitraum, der von einer hohen Streuung der Werte gepragt war, eindeutig
ausfiel mit um den Faktor 1,6 reduzierten Spikes wahrend der Nacht. Ansonsten waren die
Spikes gleichmaRig oder nur geringfligig unterschiedlich verteilt. Somit konnte hier kein
eindeutiger Einfluss der Tageszeit auf das Auftreten epilepsietypischer Potenziale
nachgewiesen werden, wobei zu beachten ist, dass eine sehr geringe Anzahl von Tieren Uber

einen kurzen Zeitraum analysiert wurde.

In der vorliegenden Arbeit sollten wie oben angefliihrt neben dem Auftreten der interiktalen
Spikes auch die epileptischen Anfalle der Tiere 1 bis 3 untersucht werden, allerdings wurden
entgegen der Erwartungen keinerlei Anfalle beobachtet. Auch wenn die Beleuchtung des
Messplatzes wahrend der Nacht nicht aktiv war und die Tiere entsprechend nicht zu sehen
waren, hatte die dauerhaft aufgenommene EEG-Spur diese erkennen lassen. Im Rahmen
vorheriger Studien des Instituts konnten durch die betrachteten Anfalle Rickschllisse gezogen
werden, beispielsweise auf den Krankheitszustand der Tiere oder den Erfolg der Therapie.
Allerdings wurden in den besagten Arbeiten neben kombiniert behandelten (RCT + PER) und
unbehandelten Tieren (die Tiere 4 bis 7 dieser Dissertation entsprechen einigen dieser) auch
Tiere untersucht, die ausschlieBlich eine Radiochemotherapie und nicht zusatzlich das
Perampanel erhielten. Das Fehlen von Anfallen bei den hiermit behandelten Tieren 1 bis 3
bestatigt die antikonvulsive Wirkung des Perampanels bei Patienten mit Gliom-assoziierter
Epilepsie. Dieses Ergebnis deckt sich mit den bereits erwahnten Studien von Vecht et al.
(2017) und Izumoto et al. (2018), in welchen die Autoren an einer geringen Anzahl von Gliom-
Patienten mit unkontrollierbarer Epilepsie forschten und einen signifikanten Rickgang der
Anfélle durch die Perampanel-Medikation beobachten konnten. Auch dieser Aspekt stellt einen
positiven Einfluss der Behandlung auf die Lebensqualitat von Patienten mit Gliom-assoziierter

Epilepsie dar.
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4.5 Ausblick

Fir zukinftige Studien ware es interessant, eine Mdglichkeit zur digitalen Auswertung der
EEGs mittels einer Software zu etablieren. So kdnnten die Untersuchungen effizienter
vonstatten gehen, es kdénnten mehr Tiere bzw. Patienten und umfangreichere EEG-Daten
analysiert werden, womit statistisch eindeutigere Aussagen mit weniger zeitaufwendigen
Auswertungen mdglich waren.

Daflr mussten klare Kriterien flr das Vorhandensein epilepsietypischer Potenziale festgelegt
werden, damit die digitale Datenerhebung gleichermalien genau wie die manuelle verlaufen
kann. Wie in Kapitel 2.5.2 bereits angegeben, gibt es keine absolute Definition eines
interikalen Spikes, sondern Merkmale in der EEG-Spur, die unter Berlcksichtigung der
gegenwartigen Grundaktivitdt epilepsietypische Potenziale von Artefakten unterscheiden
lassen. Diese mussten bei einer automatisierten EEG-Untersuchung mit einbezogen werden,
sodass schlielllich mit weniger Aufwand mehr Szenarien, beispielsweise andere Therapien
und Kombinationen dieser oder direkte Vergleiche von verschiedenen Tieren, betrachtet
werden kdénnen. Durch eine Verbesserung der Technik zur Videoaufnahme kénnte au3erdem
eine Erweiterung des Beobachtungszeitraumes erreicht werden, sodass die Tiere auch ohne
Messplatzbeleuchtung von 18 bis 6 Uhr zusatzlich zur EEG-Spur direkt in Augenschein
genommen werden kdnnten.

Auch die potenziell neuroprotektive Wirkung des Perampanel, dargelegt von Lange et al.
(2020), ist ein Aspekt, welcher in zuklnftigen Studien weiterfiihrend untersucht werden sollte:
Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, flihrte die Kombination der RCT mit der Gabe von
Perampanel neben der Verhinderung von Anfallen zu dem Schutz der Synapsen im
peritumoralen Gewebe und weniger Einschrankungen der kognitiven Fahigkeiten, also
entscheidende Faktoren insbesondere fur die betroffenen Patienten. Dieser Ansatz sollte
unbedingt weiterverfolgt werden, da darin grof’e Bedeutung fir zukiinftige Patienten liegen
kdnnte.

Die Untersuchung der klinischen EEG-Daten stellt eine Weiterentwicklung der in bisherigen
Studien durchgefiihrten Tierversuche dar. Bei der Analyse der an verschiedenen Entitaten
(GBM oder Metastasen unterschiedlicher Primarkarzinome) leidenden Patienten wurde eine
teilweise Korrelation zwischen der Lokalisation der epilepsietypischen Potenziale im EEG und

der Lage der pathologischen Lasionen im Hirn der Probanden entdeckt. In der Literatur wird
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angegeben, dass die Veranderungen im EEG bei Hirntumor-Patienten vom umliegenden
Parenchym herrihren, da das Tumorgewebe elektrisch neutral ist und daher die Lokalisation
im EEG, auch wenn die Lateralisation recht zuverlassig ist, in die Irre fihren kann (Feyissa &
Tatum 2019). Dennoch rufen laut den Autoren schnell wachsende intraaxiale Tumoren wie
Glioblastome die auffalligsten Abweichungen im EEG-Signal hervor. Daher sollte auch dieser
Ansatz bei der Untersuchung und Behandlung klinischer Patienten weiter mit einbezogen
werden, wodurch womdglich Fortschritte in der Diagnostik oder gar der Entwicklung
spezifischer Therapien erzielt werden kénnten. Zudem koénnten fir die Forschung weitere

Epilepsie-Modelle erarbeitet werden.
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5. Zusammenfassung

Gliome machen 30 bis 40 % aller Hirntumoren aus, wobei es sich bei Erwachsenen in etwa
der Halfte der Falle um Glioblastome handelt (Schneider et al. 2010). Bei dieser Tumorart
betragt die Inzidenz einer assoziierten Epilepsie 30 bis 60 % (Armstrong et al. 2016), bei fast
einem Drittel der Patienten stellt ein epileptischer Anfall das erste klinische Symptom der
Erkrankung dar (Dunn-Pirio et al. 2018). Obwohl die Tumor-assoziierte Epilepsie neben
einigen unspezifischen Anzeichen zu den essenziellen Merkmalen des Krankheitsbildes
gehort, ist die Pathophysiologie dahinter noch nicht vollstandig geklart (Kirschstein & Kohling
2016).

Die Zielsetzung der Arbeit lag in der Video-EEG-Analyse zur Untersuchung der Wirksamkeit
der Medikation mit dem AMPA-Rezeptor-Antagonisten Perampanel auf die Gliom-assoziierte
Epilepsie der Ratte. Hierfir wurde das F98-Ratten-Gliom-Modell genutzt, wobei den
Versuchstieren im Rahmen einer Operation F98-Gliomzellen zur Entwicklung héhergradiger
Gliome injiziert wurden. Durch die Implantation von Elektroden und der Einrichtung eines
videoUberwachten Messplatzes konnten die Tiere mittels Video-EEG-Daten auf auftretende
interiktale epilepsietypische Potenziale (Spikes) und potenzielle Anfalle hin untersucht werden,
bis sie den moribunden Zustand erreicht hatten und die Versuche beendet wurden. Es wurden
dabei drei verschiedene Zeitraume betrachtet und die Ergebnisse den im Rahmen vorheriger
Dissertationen erhobenen Daten unbehandelter Tiere vergleichend gegenibergestellt.
AbschlieRend wurde die Analyse erweitert, es wurden klinische EEG-Daten von Glioblastom-
oder Hirnmetastasen-Patienten der Rostocker Klinik und Poliklinik fur Neurologie ausgewertet.
Die letztgenannten Untersuchungen ergaben eine teilweise Korrelation zwischen der Position
der epilepsietypischen Entladungen im EEG und der klinischen Lokalisation der
pathologischen La&sion. Zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit gehdrt zudem die
deutliche Abnahme von interiktalen epilepsietypischen Potenzialen pro Stunde im zeitlichen
Verlauf bei den Versuchstieren, die eine Perampanel-Behandlung erhalten hatten, im
prafinalen Zeitraum traten signifikant weniger Spikes pro Stunde auf als vor Beginn der
Therapie. Im Vergleich dazu kam es bei den unbehandelten Tieren zu einer deutlichen
Zunahme der Spikes pro Stunde mit Fortschreiten der Krankheit. Es wurden keine
epileptischen Anfélle bei den behandelten Tieren beobachtet, entsprechend konnten

Untersuchungen hinsichtlich der Auswirkungen der Therapie auf Haufigkeit und Dauer dieser

66



nicht durchgefiihrt werden. Eine weitere Erkenntnis war, dass unabhangig von der
Behandlung alle Tieren wahrend der Baseline-Phase interiktale Spikes erlitten. Ein eindeutiger
Einfluss des zirkadianen Rhythmus auf das Auftreten epilepsietypischer Potenziale konnte
nicht nachgewiesen werden.

Ein weiteres Ergebnis war, dass die Tiere, die die Behandlung erhalten hatten, insgesamt eine
langere Uberlebensdauer nach der Operation aufwiesen. Des Weiteren ergab sich eine
Verbesserung der Lebensqualitat durch Perampanel bei Patienten, die an Gliom-assoziierter
Epilepsie leiden, da bei den entsprechend behandelten Tieren eine deutliche Abnahme der
interiktalen Spikes, Anfallsfreiheit und ein spateres Erreichen des moribunden Zustandes
beobachtet werden konnte.

Angesichts dieser Erkenntnisse und deren Perspektive fur Patienten, die an Gliom-
assoziierter Epilepsie leiden sowie der potenziell neuroprotektiven Wirkung des AMPA-
Rezeptor-Antagonisten (Lange et al. 2020), sind weitere detaillierte Untersuchungen zur
Perampanel und der Kombination dessen mit der etablierten Radio-Chemotherapie

notwendig.
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7. Thesen

1)

2)

Es kam bei allen analysierten Tieren, unabhangig von deren Behandlung, zum
Auftreten interiktaler Spikes wahrend der Baseline-Phase.

Den zeitlichen Verlauf betrachtend traten bei den Tieren, die eine Behandlung erhalten
hatten, im Median im prafinalen Zeitraum signifikant weniger Spikes pro Stunde auf als
wahrend der Baseline-Phase.

Dagegen kam es im Median bei den unbehandelten Tieren zu einem signifikanten
Anstieg der Spikerate von der Baseline-Phase bis zum préafinalen Abschnitt.

Durch die Behandlung mit Perampanel zeigten die Tiere im Durchschnitt eine
Verlangerung der Lebenszeit.

Es traten bei den behandelten Tieren keine epileptischen Anfallen auf, womit sich die
antikonvulsive Wirkung des Perampanels zeigt.

Ein Einfluss der Tageszeit bzw. des zirkadianen Rhythmus der Tiere auf das Auftreten
epilepsietypischer Potenziale konnte nicht nachgewiesen werden.

Durch die Art der Untersuchung kann nicht abschlielend geklart werden, welchen
zusatzlichen positiven Effekte eine Kombination der Behandlung mit einer etablierten

Radio-Chemotherapie auf die Tiere mit sich bringen kénnte.
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